o walcach ptaskich, o mniejszych — w walcarce kulowej),

e nawijania sprezyn wraz z wprowadzaniem do ich wnetrza
rdzeni.

Opracowanie i wdrozenie technologii wytwarzania drutéw
dla urologii pozwolitoby na wyeliminowanie importu tych ma-
teriatow, a tym samym na zaopatrzenie krajowych osrodkow
urologicznych w wyrdb spetniajagcy wymogi nowoczesnej
endoskopii.
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Streszczenie

W pracy przedstawiono wyniki badan dotyczgce hy-
drolitycznej degradacji resorbowalnych kopolimeréw
glikolidu z e-kaprolaktonem. Produkty degradacji
analizowano za pomocg spektroskopii NMR oraz
spektrometrii masowej ESI-MS. Wysoko rozdzielczy
NMR pozwala analizowac mikrostrukture tarcuchow
kopolimerowych czyli rodzaj oraz udziat iloSciowy
poszczegdlnych sekwencji komonomerycznych we
wszystkich taricuchach polimerowych. Zastosowana
technika ESI-MS umozliwia obserwacje oligomer-
ow o maksymalnym stosunku m/z wynoszgcym
2000, jednakze pozwala doktadnie okreslic udziat
i chemiczng strukture oligomeréw w badanym ma-
teriale. Wymienione techniki nawzajem sie wiec
uzupetniajg.

[Inzynieria Biomateriatéw, 58-60,(2006),183-186]

Wstep

W systemach biodegradowalnych lek, czy tez aktywny
skfadnik rozmieszczony jest w obrebie polimerowej matrycy,
ktéra moze ulegac kontrolowanej degradacji w srodowisku
biologicznym. Podczas projektowania systemoéw biode-
gradowalnych nalezy wzig¢ pod uwage czas degradacji
polimeru jak i czas dyfuzji aktywnego sktadnika z materiatu

tation of technology used for production of wire for urology
would enable to eliminate import of such materials and con-
sequently to provide home urological centres with a product
that meets the requirements of modern endoscopy.
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Abstract

The study presents the results of hydrolytic
degradation of resorbable copolymers of glycolide
and e-caprolactone. Degradation products were
examined by NMR spectroscopy and ESI-MS mass
spectrometry. High resolution NMR spectroscopy al-
lows to observe total microstructure of the copolymer
chains with statistics distribution of comonomeric
sequences, whereas using ESI-MS only oligomers
up to 2000 m/z may be observed but it is possible
to describe strictly the units distribution and chemical
structures of oligomers. Thus, these two techniques
can be complementary.

[Engineering of Biomaterials, 58-60,(2006),183-186]

Introduction

In biodegradable systems therapeutic agents are in-
corporated into a matrix composed of a polymer that will
undergo controlled degradation within biological environ-
ment. Modeling of drug release from biodegradable sys-
tems requires consideration of the relative rates of polymer
degradation and drug diffusion. It's of vital importance to
have defined microstructure of devices that drugs are re-
leased from. It influences on the way of degradation- way
of releasing particular drugs. Knowing how the polymer
microstructure changes during degradation will let us design
biodegradable systems properly- systems which will be well
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polimerowego. Istotna jest znajomos$¢ mikrostruktury uzy-
tego polimeru, z ktérego nastepuje uwalnianie leku, gdyz
mikrostruktura tancuchéw polimerowych bezposrednio
wptywa na proces degradacji matrycy a przez to rowniez
na proces uwalniania leku. Znajac przebieg zmian mikro-
struktury w czasie procesu degradacji mozna we wtasciwy
sposob projektowac strukture polimerowych systemoéw
biodegradowalnych- systemoéw w petni zsynchronizowanych
z zaplanowanym czasem uwalniania leku.

Metody

Kopolimery glikolidu z kaprolaktonem otrzymano i de-
gradowano zgodnie z opisem zawartym we wczesniejszej
pracy[1]. Kopolimerom nadano posta¢ folii, stosujac zna-
ne techniki. W takiej postaci prowadzono degradacje w
roztworze buforu fosforanowego pH=7,4 w temperaturze
37°C przez 26 tygodni. Otrzymane produkty degradacji
charakteryzowano technikami NMR (13-C i 1-H ) a takze
GPC, DSC, X-ray, CZE, ESI-MS. Badano réwniez spadek
masy i chtoniecie wody.

Analizy ESI-MS wykonywano na aparacie Finnigan LCQ

Dyskusja

Otrzymano kopolimery glikolidu z kaprolaktonem o r6z-
nej mikrostrukturze tancucha (diblokowej, semiblokowej,
statystycznej) réznigce sie ponadto zawartoscig jednostek
komonomerycznych. Stosowano
cyrkonowe i cynowe inicjatory
reakcji. Temperatura reakcji wy-
nosita od 100°-150°C. Za pomoca
spektroskopii magnetycznego
rezonansu jadrowego badano
zmiany nastepujacych wielkosci
w trakcie procesu degradaciji:
Srednig dtugos¢ blokow, stopien
beztadnosci oraz zawarto$¢ sek- ¥ T
wencji o odpowiedniej diugosci
zbudowanych z jednostek komo-
nomerycznych [1-2].

Proces degradacji analizowano
dla dwoch wybranych prébek
o tych samych zawartosciach
jednostek komonomerycznych
GG/Cap=50/50, ale o réznej mi-
krostrukturze tancucha.

Na podstawie analizy ESI-MS
mozna opisa¢ zmiany w mikro-
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Materials and methods

Copolymers of glycolide and caprolactone were obtained
and left to degrade according to [1]. The copolymers were
manufactured in a form of foil by solvent casting. The re-
sulting form of copolymers was submitted to degradation in
phosphate buffer pH=7,4 at 37 °C for 26 weeks. The result-
ing copolymers and degradation process were characterized
by NMR (C-13 and H-1) GPC, DSC, X-ray diffraction, CZE,
ESI-MS water uptake profiles and weight loss profiles.
Electrospray mass spectrometric analyses were performed
using a Finnigan LCQ ion trap mass spectrometer (Finnigan,
San Jose, CA, USA).Degradation of foils was performed in
phosphate buffer at 37°C [1]

Results and discussion

Copolymers samples with various chain microstructure
(diblock, semiblocks and random) were obtained changing
the feed mole fraction of comonomers and using zirconium
and tin initiators of copolymerization and various conditions
of reaction (temperature, solvent). Variation of the average
lengths of blocks, degree of randomness (R) and contents
of short, middle and longer sequences of corresponding
co-monomeric units were monitored using high resolution
NMR spectroscopy [1-2].
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RYS.1. Zmiana udziatuu jednostki glikolidylowej (lewy) oraz sredniej dtugosci
blokéw (prawy) podczas degradaciji analizowanych kopolimeréw.

FIG.1. FIG.1. Changes of glycolidyl units (left) and average lengths of lactidyl
and glycolidyl blocks during degradation (right).

strukturze tancucha podczas
procesu degradacji.

Na RYS.3 przedstawiono petne
widmo ESI-MS dla kopolimeru
o strukturze blokowej wraz z
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Na widmie ESI-MS (w obszarze

do 2000 m/z) zarejestrowano
sygnaty jako funkcje intensyw-
nosci oraz przypisano im rézne
struktury oligomeréw. Mozna
zauwazy¢ zmiany w mikrostruk-
turze oligomeréw podczas pro-

during degradation.

RYS.2. Zmiana stopnia beztadnosci (lewy) oraz zawartosci sekwencji -CGC—
(prawy) podczas degradaciji analizowanych kopolimerow.
FIG.2. FIG.2. Changes of degree of randomness (left) and CGC units (right)
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RYS.3. Widmo ESI-MS kopolimeru blokowego.
FIG.3. ESI-MS spectrum of block copolymer.

cesu degradacji. W przypadku kopolimeru blokowego w
7 i 10 tygodniu zauwazono szybkg degradacje sekwenc;ji
mieszanych zbudowanych z jednostek Cap i jednostek G
(jednostka Cap: -(CH,),-COO-, jednostka G: -CH,-COO-).
Po catkowitej degradacji sekwencji mieszanych, na widmie
ESI-MS obserwowano sygnaty odpowiadajace tylko i wy-
tacznie sekwencjom zbudowanym z jednostek G. (15 tydzien
degradaciji). Jest to zgodne z wnioskami wyciggnietymi na
podstawie analizy technikg NMR i dyfrakcji rentgenowskiej,
gdzie stwierdzono maty udziat procesoéw transestryfikacji,
wysoka srednig diugosc¢ blokow glikolidylowych. Ponadto,
na widmie rentgenowskim dla kopolimeru blokowego za-
uwazono dwa intensywne sygnaty odpowiadajace krysta-
licznemu obszarowi PGA. Wskazuje to na to, iz kopolimer
blokowy zawiera sekwencje zbudowane tylko z jednostek
G skupione w obszarach o wysokiej krystalicznosci. Dostep
wody do tych obszaréw jest utrudniony, w zwigzku z czym
takie sekwencje pozostajg w tancuchu przez diugi czas i
ulegajg degradacji bardzo p6zno.

W przypadku kopolimeru statystycznego sekwencje zbu-
dowane z jednostek mieszanych Cap oraz G sg widoczne
na widmie ESI-MS zaréwno na poczatku degradacji jak
réwniez po uptywie diuzszego czasu (nawet w 26 tygodniu

Degradation mechanism was monitored for two samples
with the same initial content of comonomeric units GG/Cap
=50/50 but with various chain microstructure.

On the basis of ESI-MS spectra it is possible to describe
changes in the chain microstructure during degradation.
FIGURE 3 presents ESI-MS spectra together with spec-
tral expansions in the range m/z 1030-1320 acquired in
negative-ion mode for block copolymer. The negative ESI
mass spectr of this oligomers consist of numerous ions
with general chemical structure: HO-[[-(CH,),-COO] _-[-CH
—C0Q] 1Z; what is abbreviated as: HO-[C_-G ]Z.
Different types of oligocopolymers are observed in whole
region of recorded spectra (up to 2000 m/z) as a function
of intensity. Changes of the chain microstructure during
degradation can be noticeable.

In the case of block copolymer (blockCop) rapid deg-
radation of short mixed sequenes (containing C as well as
G units) is noticeable in 7" and 10" week of degradation.
After total degradation of mixed sequences polymer chain
start to release long sequences built only of G unit (15"
week of degradation). This is in good connection with
results obtained on the basis of NMR and X-ray diffraction
spectra[1]: low appearance of transestrification processes,

2
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degradacji). Oczywiscie fancuch kopolimeru statystyczne-
go zawiera duzg ilo$¢ sekwencji zbudowanych z obydwu
jednostek monomeroéw - duzo wiecej, niz w przypadku ko-
polimeru blokowego. Jednakze podczas procesu degradaciji
sekwencji mieszanych zbudowanych z jednostek Cap oraz
G na widmie ESI-MS pojawiajg sie réwnoczesnie sygnaty,
odpowiadajgce sekwencjom zbudowanym wytacznie z jed-
nostek G. (inaczej niz w przypadku kopolimeru blokowego,
gdzie degradacji ulegaty najpierw sekwencje mieszane a
nastepnie sekwencje zbudowane z jednostek G). Jest to
zgodne z wnioskami wyciggnietymi na podstawie analizy
technikg NMR i dyfrakcji rentgenowskiej [1], gdzie stwier-
dzono duzy udziat procesow transestryfikacyjnych, niskg
Srednig dtugos¢ blokow glikolidylowych (dwa razy nizszg
wartos$¢ w poréwnaniu z kopolimerem blokowym). Ponadto,
na widmie rentgenowskim dla kopolimeru statystycznego
réwniez obserwuje sie dwa sygnaty odpowiadajace kry-
stalicznemu obszarowi PGA, jednak o znacznie nizszej
intensywnosci, niz w przypadku kopolimeru blokowego.
Mikrostruktura tancucha kopolimeru statystycznego, rzeczy-
wiscie wykazuje duzo mniejsze uporzadkowanie. Sekwencje
zbudowane tylko z jednostek G sg skupione w obszarach
o duzo nizszej krystalicznosci, niz w przypadku kopolimeru
blokowego.

Whioski

Metody wysoko rozdzielczego NMR i spektrometrii
masowej ESI-MS sg bardzo przydatnymi technikami w
analizowaniu procesu hydrolitycznej degradacji kopolime-
réw. W pracy przedstawiono réznice w przebiegu procesu
degradacji na podstawie obserwowanych réznic w mikro-
strukturze tancuchéw wybranych kopoliestrow. Na podsta-
wie widm NMR oraz ESI-MS zaobserwowano duze réznice
w procesie degradacji kopolimeru blokowego i kopolimeru
statystycznego. Hydrolityczna degradacja kopolimeru o
wyzszym wspétczynniku beztadnosci przebiega w szybszym
tempie, niz dla kopolimeru o strukturze blokowej. Fragmenty
fancucha zawierajgce krotkie sekwencje powstate w wyni-
ku proceséw transestryfikacji ulegajg degradacji bardzo
szybko. Jednakze, nieco dtuzsze fragmenty zawierajace
przemienne segmenty mogq by¢ bardziej stabilne, anizeli
bloki homopolimerowe zbudowane z jednego rodzaju jed-
nostek monomerycznych. Diuzsze bloki obecne w tancuchu
kopolimerowym tworzg uporzagdkowane obszary o strukturze
krystalicznej. Konsekwencja tego faktu jest utrudniony czy
tez zablokowany dostep wody do wspomnianych obszardéw.
W zwigzku z czym proces degradacji dla tych obszarow
zachodzi znacznie wolnie;j.
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high average length of glycolidyl blocks. Besides, blockCop
exhibits two intense peaks on X-ray diffraction spectrum due
to PGA. It all suggests that chain of blockCop consists of
long sequences containing only G units concentrated in
crystal domains. Water penetration is limited in this area
thus, these oligomers remain in the chain for a long period
of time and are released very late.

In the case of random copolymer (randomCop) mixed
sequences are released evenly. These sequences are still
observed in 26" week of degradation, what suggests that
copolymer chain of randomCop contains plenty of such
structures- much more than blockCop. Besides, during
degradation of short and mixed sequences we can observed
that long sequences containing only G units are also re-
leased from the chain. This is in good connection with results
obtained on the basis of NMR and X-ray diffraction spectra
[1]: significant appearance of transestrification processes,
low average length of glycolidyl blocks (two times lower than
in the case of blockCop). Besides, randomCop exhibits
also two peaks on X-ray diffraction spectrum due to PGA,
but they are much lower than that observed in the case of
blockCop. Microstructure of randomCop is, indeed, less
organised than microstructure of blockCop. Sequences
containing only G units are concentrated in domains, which
are not as crystal as in the case of blockCop.

Conclusions

The high resolution NMR and ESI-MS are useful tools in
monitoring of hydrolytic degradation of copolyester chains.
The clear differences in degradation mechanism were
observed according to various microstructures of copoly-
ester chain. On the basis of NMR and ESI-MS spectra we
observed completely different way of degradation process
for random and block polyester copolymers. The hydrolytic
degradation of the copolymer chains with higher degree of
randomness proceeds faster than block copolymer chains.
The fragments of chains containing short highly transes-
terificated random sequences are removed first. However
the longer alternating segments may be more stable than
homopolymer blocks. Longer blocks in copolymer chain
provoke formation of ordered domains and in consequence
possibility of the penetration of water molecules decrease
and slower hydrolytic degradation of such fragments of
copolymer chain is observed.
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