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Skroty uZywane w pracy

Skroty uzywane w pracy:

CL - klotrymazol
FK - flukonazol
KK - ketokonazol

MK - mikonazol (w formie azotanu)

SAL
OTC
DAK
FMO
NADPH

HPLC

DAD

tr
GC
TLC
R¢

uv

(ang. Stearility Assurance Level) wspotczynnik poziomu zapewnienia sterylnosci
(ang. Over The Counter) leki wydawane w aptekach bez recepty lekarskiej
N-deacetyloketokonazol
monooksydaza flawinowa
forma zredukowana kationu fosforanowego dinukleotydu

(ang. High Performance Liquid Chromatography) wysokosprawna chromatografia
cieczowa

(ang. Diode Array Detector) detektor z matryca fotodiodowa, najpopularniejszy detektor
w chromatografach HPLC

(ang. Retention Time) czas retencji

(ang. Gas Chromatography) chromatografia gazowa

(ang. Thin Layer Chromatography) chromatografia cienkowarstwowa
(ang. Retention Factor)- wspotczynnik opoznienia

(ang. Ultra Violet) — ultrafiolet, spektrofotometria w nadfiolecie

»peak-zero” technika pomiarowa uzywana w spektroskopii pochodnych. Pomiary sa wykonywane

FT-IR

NMR

T™S

DEPT

od maksimum piku do linii podstawowej (P-0), inna mozliwoscia
rejestracji pomiaru jest metoda pik do piku.

(ang. Fourier Transform Infrared Spectroscopy) — podczerwien, spektroskopia
w podczerwieni z transformacja Fouriera

(ang. Nuclear Magnetic Resonance) spektrometria magnetycznego rezonansu jadrowego
tetrametylosilan

(ang. Distortionless Enhancement by Polarization Transfer) bezzakldceniowe
wzmocnienie sygnalu (jader niskoczulych) poprzez transfer polaryzacji (od jadra

"wysokoczulego" - najcze$ciej protonu). Technika rejestracji widm "“C-NMR
umozliwiajaca okreslenie rzgdowosci atoméw wegla.
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Skroty uZywane w pracy

COSY

(ang. COrrelation SpectroscopY) - spektroskopia korelacyjna, dwuwymiarowa technika
pozwalajaca na korelowanie sygnatow pochodzacych od jader tego samego pierwiastka,
oddalonych o nie wigcej niz trzy wiazania, czyli takich, ktore sg ze soba sprzgzone. Jest
to najprostsza sekwencja dwuwymiarowa, zaproponowana przez Jeeniera a po raz
pierwszy zastosowana w praktyce przez R.R. Ernsta (laureata Nagrody Nobla za wktad w
rozw0j spektroskopii NMR).

HETCOR (ang. HETeronuclear CORrelation) - eksperyment z korelacja hetero jadrowa stosowany

w metodzie NMR. Jest to technika bezposrednia, dzigki ktorej otrzymuje si¢ korelacje
BC-'H (ogdlnie X-1H).

Rozszczepienia sygnatow spowodowane sprze¢zeniami spinowo-spinowymi:

s - singlet, d - dublet, t -triplet, q - kwartet, m- multiplet

EPR (ang. Electron  Paramagnetic Resonance) spektroskopia elektronowego rezonansu
paramagnetycznego
DSC (ang. Differential Scanning Calorimetry) skaningowa kalorymetria réznicowa
Tonset temperatura poczatku piku topnienia
T max temperature maksimum piku topnienia
XRD (ang. X-ray Diffraction) dyfrakcja rentgenowska, dyfrakcja promieni X
SEM (ang. Scanning Electron Microscope) elektronowy mikroskop skaningowy
G wydajno$¢ radiolityczna
CID rozpad pobudzony przez kolizj¢
WWA wielopierscieniowe weglowodory aromatyczne (z ang. Polycyclic Aromatic
Hydrocarbons PAH)
Walidacja metod:
a’” wspotczynnik absorpcji wlasciwe;j
x $rednia arytmetyczna
s odchylenie standardowe
W, wspotczynnik zmiennos$ci
S odchylenie standardowe Sredniej arytmetycznej
AX btad wzgledny
przedziat ufnosci
a nachylenie prostej
b wspotczynnik przesunigcia
r wspotczynnik korelacji
Sa btad standardowy wspdtczynnika kierunkowego
Sh btad standardowy wspdtczynnika przesunigcia
Sy odchylenie standardowe punktu od prostej
taitp,  wspotczynniki istotnosci regresji
LOD (ang. Limit Of Detection) granica wykrywalnos$ci
LOQ (ang. Limit Of Quantitation) granica oznaczalnosci
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Wprowadzenie 1

1. Wprowadzenie

Problem grzybicy u ludzi opisat po raz pierwszy Hipokrates juz w V w. n.e [1], lecz za
poczatki mikologii lekarskiej uznaje si¢ lata czterdzieste XIX wieku, kiedy to zaczg¢to szerzej
korzysta¢ z mikroskopu [2]. Do drugiej potowy XIX wieku grzyby zaliczane byty do roslin,
obecnie stanowig osobne krélestwo [3,4]. Dzieli si¢ ono na 3 grupy (podkrolestwa):
grzyborosla (Mycoprotoctista), grzyboptywki (Chromista), 1 grzyby wlasciwe (Fungi).
Szacuje sig, ze na naszej planecie jest ponad 250 tysigcy gatunkow grzybdw, a tylko okoto
200 gatunkow moze spowodowaé chorobg u czlowieka [5], natomiast pozostale zyja
niezaleznie od ludzi i zwierzat.

W ostatnim péiwieczu odnotowujemy nieustanny wzrost réoznego rodzaju infekcji
grzybiczych 1w wigkszosci sa to infekcje oportunistyczne i egzogenne, czyli takie, ktore
u 0sob z prawidtowo funkcjonujacym uktadem odpornosciowym by nie wystapity [6].
Przyczynami tej sytuacji sa:

= popularno$¢ antybiotykoterapii, w tym stosowanie nowych antybiotykéw o coraz

szerszym zakresie dziatania, zarowno w terapii jak tez w profilaktyce [7],

= powszechno$¢ inwazyjnych form leczenia 1 diagnostyki, zywienie pozajelitowe,

= ostabienie organizmow przez wystgpowanie alergii, cukrzycy i nowotworow,

= celowe ostabianie uktadu odpornosciowego (rozwoj transplantologii) [8,9],

= ostabienie odpornosci jako wynik zakazen wirusem HIV [7].
Z powyzszych powodow zakazenia grzybicze, szczegoOlnie szpitalne sa powaznym
zagrozeniem dla pacjentéw szczegdlnie oddziatow intensywnej terapii, chirurgii, oraz
oddziatéw leczenia oparzen. Smiertelno$é w wyniku takich powiktan jest wysoka [8-11].

Zakazenia grzybicze mozna podzieli¢ na zakazenia miejscowe (np. grzybice stop czy
paznokci) oraz zakazenia ukladowe, do ktorych dochodzi poprzez droge oddechowa,
pokarmowa lub na skutek penetracji przez uszkodzong skore. Najczestszymi grzybicami
uktadowymi sa: zakazenia ptuc grzybami Histoplasma capsulatum, Cocidioides immitis,
Blastomyces dermatidis, Paracocidioides brasiliensis oraz kandydoza ukladu pokarmowego
(Candida spp.) [7].

Czynnikiem powodujacym, iz leczenie grzybic jest trudniejsze od leczenia infekcji

bakteryjnych jest ich budowa, m.in. obecnos¢ chitynowej $ciany, blokujacej dostep do
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Wprowadzenie 2

wnetrza komoérki oraz zdolnos¢ tych organizméw do wytwarzania enzymow lipolitycznych
1 hydrolitycznych.
Aktualnie do leczenia grzybic dysponujemy catlym arsenatem chemioterapeutykow, ktore
mozna podzieli¢ ze wzglgdu na mechanizm dziatania na:
= tworzace kompleksy z blonowo zwiazanymi sterolami,
* hamujace przebieg mitozy, poprzez blokowanie mikrotubul,
= zakldcajace biosynteze ergosterolu:
- inhibiory skwalenoepoksydazy,
- inhibitory lanosterolo-14a-demetylazy (pochodne azolu),
- inhibitory Ajs-reduktazy 1 Ag;7-izomerazy,
* hamujace tymidylosyntazeg,
1inne [12].

Leki przeciwgrzybicze musza spetnia¢ okreslone przez farmakope¢ wymagania dotyczace
jako$ci m.in. zawartosci 1 czystosci chemicznej oraz mikrobiologicznej. Tak jak dla innych
lekéw, poziom ich czystosci mikrobiologicznej jest zwiazany z droga podania i postacig
leku [13,14].

Do pierwszej kategorii czystosci, czyli grupy, dla ktorej wymagana jest jatowos¢, naleza leki
podawane pozajelitowo (wlewy dozylne, iniekcje), leki oczne oraz stosowane na rany
irozlegte oparzenia. Lek jatlowy to produkt pozbawiony drobnoustrojow oraz ich form
przetrwalnikowych. Nalezy zwrdci¢ uwage, iz zaden sposob sterylizacji nie zapewnia
catkowitej, stuprocentowej jatowosci. Wynika to z faktu, iz zmniejszanie liczby
drobnoustrojéow przebiega w sposoéb wykladniczy 1nigdy nie osiaga poziomu zerowego.
Z tego powodu wprowadzony zostat wspdlczynnik poziomu zapewnienia sterylnosci SAL
(Stearility Assurance Level) 1 zgodnie z przyjetymi normami farmakopealnymi za jatowy
uznaje si¢ lek, dla ktérego na milion mikroorganizméw przed procesem sterylizacyjnym
zachowat si¢ jeden o ograniczonej zdolnosci rozwojowej. Inaczej mowiac produktem
sterylnym jest produkt, dla ktorego SAL < 10 [14-17].

Leki przeciwgrzybicze pochodne azolu, ktore sa tematem tej rozprawy, wystepuja
w wielu réznych postaciach, w tym takze produktach nalezacych do pierwszej kategorii
czystosci np.: flukonazol w injekcjach Diflucan (2mg/1ml 50 1 100 ml), Flumycon (2mg/1ml
50 1 100 ml) i Mycomax (2mg/Iml 100 ml), czy tez klotrymazol w masci do oczu

Clotrimazolum (1%, 3 g). Wciaz jednak trwaja prace nad nowymi postaciami lekdéw
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Wprowadzenie 3

przeciwgrzybiczych np. kroplami do oczu z flukonazolem [18,19] oraz nad roztworami do
podan dozylnych z azotanem mikonazolu [20].

W zwiazku z wystgpowaniem grzybic, jako zakazen oportunistycznych u chorych z ostabiona
odpornoscia, z rozleglymi ranami i oparzeniami, wydaje si¢ wiasciwe, aby leki nalezace
standardowo do drugiej klasy czystosci, czyli preparaty do stosowania miejscowego takie jak
kremy, masci, roztwory itp. tez charakteryzowaly si¢ jatowoscia. Dlatego potrzebne sa
zwalidowane metody sterylizacji tych zwiazkdéw leczniczych, a mozna je podzieli¢ [13-15], ze

wzgledu na charakter czynnika wyjatawiajacego, na nastgpujace grupy przedstawione

na Ryec. 1.
N
Metody sterylizacji lekow
J
|
| 1
N
{ Chemiczne [ Mechaniczne }
J
- N
o za pomoca
stteryl_lzaCJa za pomoca promieniowania ( h
ermiczna zimnej plazmy A Za pomocq : :
jonizujacego 0azowego = saczenie filtracyjne
formaldehydu § J
—[ suchym goracym powietrzem ] - ~
tlenkiem sterylizacja
nasycong parg wodng pod etylenu o cg?gﬁ;::n
zwigkszonym cisnieniem

ogrzewanie z dodatkiem
substancji przeciwbakteryjnych

Ryec. 1. Metody sterylizacji substancji i produktow leczniczych [13-15]

Jedna z dopuszczonych przez farmakopee metod wyjatawiania i1 dekontaminacji jest
metoda radiacyjna, wykorzystujaca promieniowanie gamma, beta oraz wiazke
wysokoenergetycznych  elektronow  z  akceleratora. ~ Wlasciwosci  bakteriobojcze
promieniowania polegaja na uszkadzaniu materialu  genetycznego oraz bialek
mikroorganizméw, co prowadzi do zahamowanie ich czynnosci zyciowych. Mechanizm
oddziatywania promieniowania jonizujacego z drobnoustrojami moze by¢ bezposredni,
polegajacy na wybiciu elektronu z makroczasteczek komorkowych 1 generowaniu
reaktywnych wolnych rodnikéw lub posredni polegajacy na powstawaniu wysoce
reaktywnych produktow radiolizy wody, ktére zapoczatkowuja reakcje nastepcze prowadzace

do efektu letalnego [21].
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Wprowadzenie 4

W ostatnich latach metoda sterylizacji radiacyjnej jest coraz bardziej popularna w Europie
1 na swiecie [17,22,23]. Niewatpliwie dla tych licznych zalet, z ktérych najistotniejsze to:

* niezawodnos¢ i oddziatywanie na wszystkie rodzaje drobnoustrojow,

= przeprowadzanie procesu w dowolnej temperaturze,

* brak pozostatosci po napromieniowaniu,

= latwos¢ penetracji glebinowej,

=  mozliwos$¢ sterylizacji w dowolnym opakowaniu,

* zmniejszenie ryzyka wtornej kontaminacji produktu,

= fatwos$¢ monitorowania i kontrolowania procesu,

= szybko$¢ i powtarzalnos¢ procesu.
Niestety, mimo, ze uwazana za najlepsza z metod wyjatawiania, sterylizacja radiacyjna
posiada takze szereg wad, a jej podstawowym ograniczeniem jest mozliwos¢ uszkodzenia
fizycznego lub chemicznego wyjatawianego leku. Zachodzace podczas napromieniowywania
uszkodzenia badz zmiany zwigzane sg przede wszystkim z powstawaniem wolnych rodnikow,
ktére moga zapoczatkowywac reakcje tancuchowe i1 prowadzi¢ do tworzenia trwalych

produktéw rozktadu, w tym izomerow optycznych czy strukturalnych. Szczegodlnie
reaktywne, niszczace strukture zwiazku leczniczego sa produkty radiolizy wody (m.in. H,0"
"OH,H,0",H",0,H,,¢",e,,), dlatego tez dokonuje si¢ sterylizacji lekow gléwnie w stanie

stalym [24-27]. Na Ryc. 2. poréwnano rozktad wybranych lekow sterylizowanych w formie

stalej 1 w postaci roztworéw wodnych [26]

%0 1 Substancje stale 1-2 % roztwory wodne
50 - 60 kGy M 25kGy

40 _

=

=30

=

N

=]

&

20 A
0 I__|_||—|.—._.—.|—|III_I__|—|_ I HH

Ryec. 2. Porownanie rozkladu substancji stalych i roztworow wodnych [26]

Od lewe;j: siarczan atropiny, chlorowodorek kokainy, fosforan kodeiny,

, ,  wodorowinian  hydrokodonu,
wodorowinian  hydromorfonu, lewometadon, chlorowodorek metadonu,
chlorowodorek morfiny, chlorowodorek oksykodonu,

i bromowodorek skopolaminy.
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Wprowadzenie 5

Do czgstych zmian obserwowanych w lekach poddanych sterylizacji radiacyjnej w stanie
stalym naleza:

* powstawanie wolnych rodnikéw [27-30],

* powstawanie defektdw w sieci krystalicznej [27,32,33],

= zabarwienia [31-33]

* zmiang postaci (w tym postaci polimorficznej) [33],

= wzrost lub spadek skrecalnosci optycznej [34],

= obnizenie temperatury topnienia [32,35-38]

= powstawanie produktéw radiolizy [33,35,37-39].

Z powyzszych powoddéw nalezy wykona¢ szereg badan pordwnawczych leku
napromieniowanego réwnolegle z lekiem nienapromieniowanym, aby okresli¢ czy i jakie
zmiany zachodza w nim w wyniku napromieniowania, czyli okresli¢ jego trwatosé
radiochemiczna. Pomimo, iz standardowa dawka stosowana w sterylizacji substancji
leczniczych jest dawka 25 kGy [13-16], w tego typu badaniach wykorzystuje si¢ takze
kilkakrotnie wyzsze dawki [16,31,32,35-38]. Celem takiego postgpowania jest
zintensyfikowanie wszystkich zmian zachodzacych w leku m.in. zwigkszenie zawarto$ci
produktow radiolizy, dla ich identyfikacji oraz aby ustali¢ mechanizm degradacji.

W dostepnej literaturze nie znaleziono odpowiedzi na pytanie czy pochodne azolu o dziataniu
przeciwgrzybiczym (flukonazol, klotrymazol, ketokonazol 1 azotan mikonazolu) sg lekami
odpornymi na dziatanie promieniowania jonizujacego i czy moga by¢ sterylizowane metoda
radiacyjng w fazie state;j.

Wyniki niniejszej rozprawy maja udzieli¢ odpowiedzi na obydwa te pytania, a takze na wiele

innych zwiazanych z trwatoscia radiochemiczng pochodnych azolu.
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Cel pracy 6

2. Cel pracy

Celem mojej pracy byto okreslenie wptywu promieniowania jonizujacego na wtasciwosci
fizykochemiczne czterech pochodnych azolu o dzialaniu przeciwgrzybiczym w fazie state;.
Do badan wybrano :

= flukonazol

= klotrymazol,

=  ketokonazol,

= mikonazol (w formie azotanu).
Powyzsze zwiazki poddano napromieniowaniu réznymi dawkami (25 — 800 kGy) za pomoca
wiazki wysokoenergetycznych elektrondw z akceleratora, a nastgpnie analizowano za pomoca
metod spektroskopowych (UV, FT-IR, NMR, EPR, MS), chromatograficznych (TLC, HPLC),
kalorymetrycznych (DSC), organoleptycznych i innych (SEM, XRD), co umozliwito
przeprowadzenie oceny jakosciowej i ilosciowej procesu radiodegradacji.
W pierwszej kolejnosci przeprowadzono badania analityczne z wykorzystaniem metod
bezposrednich, tzn. takich, ktéore nie wymagaly wstepnego przygotowania probki
(np. rozpuszczania), w drugiej kolejnosci zastosowano metody posrednie, wymagajace
zmiany stanu skupienia prébki badanego leku lub innych specjalnych przygotowan.
Osiagnigcie zalozonego celu badan powinno bylo mozliwe dzigki zrealizowaniu

nastepujacych zadan badawczych:

1. Okreslenie wptywu promieniowania jonizujacego na wilasciwosci badanych lekow
w dawce 25 kGy, czyli zwykle stosowanej do sterylizacji radiacyjnej [13,14,16];

2.  Zbadanie mechanizméw oddziatywania promieniowania jonizujacego z badanymi
lekami poprzez zastosowanie wyzszych dawek promieniowania 1 wykrycie
wszystkich zachodzacych zmian:

a. okreslenie zmian we wtasciwosciach fizykochemicznych badanych lekow,
b. wykrycie, rozdzielenie, zidentyfikowanie 1 oznaczenie powstajacych
produktow rozktadu,
c. zaproponowanie mechanizmu radiodegradacji;
3. Przeprowadzenie analizy poréwnawczej i korelacyjnej otrzymanych wynikow:
a. ocena trwatosci radiochemicznej badanych pochodnych,

b. ocena mozliwosci sterylizacji radiacyjnej badanych zwiazkow.
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3. Czesé teoretyczna

3.1. Leczenie grzybic — rys historyczny

Dynamiczny rozwoj lecznictwa grzybic datuje si¢ od polowy XX wieku, kiedy zostaty
wprowadzone do  lecznictwa  antybiotyki  polienowe (nystatyna, natamycyna
1 amfoteryczna B) [7]. Niestety, nystatyna 1 natamycyna nie wchtaniaty si¢ z przewodu
pokarmowego 1 dlatego znalazly zastosowanie jedynie w leczeniu miejscowym przy
grzybicach skory 1 bton §luzowych. W roku 1955 wyizolowano z promieniowca Streptomyces
nodosus amfoterycyng B i udowodniono jej skuteczno$¢ przeciwgrzybicza in vitro. Jednak
substancja ta dopiero po modyfikacji chemicznej polegajacej na potaczeniu
z dezoksycholanem sodu, zostala wprowadzona do lecznictwa [40] w postaci roztworow
dozylnych (preparat Fungizon), co bylo przelomem w leczeniu cig¢zkich postaci

grzybic Ryc. 3.

-1930
-1940
-1950
-1960
-1970
-1980

I
1939

1 L} L}
1 1 1
I 1 I
I 1 I
I 1 I
X 1955 | 1974 ! 1990-1992
Wyizolowanie ! Odkrycie aktywnosci ! Wprowadzenie ! Wprowadzenie fluonazolu
gryzeofulwiny I przeciwgrzybiczej 1 ekonazolu do 11 itrakonazolu do lecznictwa
: amfoterycyny B : lecznictwa : 1993-1995
: 1958 : .1978 : Odkrycie drugiej
| Wprowadzenie X Odkrycie amorolfiny X generacji triazoli
| gryzeofulwiny ] 1979 ! .
do lecznictwa i Mikonazol w postaci | W1995 1(1996.
1944 ! parenteralnej ! prowaczenie
Odkrycie aktywnosci 1960 . ! do lecznictwa terbinafiny
przeciwgrzybiczej Wprowadzenie 1981
benzimidazolu amfoterycny B Ketokonazol w
1949 do lecznictwa postaci doustne;j.
Zidentyfikowanie pierwszego 1962 Badania kliniczne nad
leku polienowego - nystatyny Odkrycie aktywnosci naftifin
przeciwgrzybiczej 4
flucytozyny . 1988 .
Badania nad pierwsza
1967 echinokandyna

Wprowadzenie do lecznictwa
mikonazolu i klotrymazolu

Ryec. 3. Kluczowe wydarzenia w rozwoju lekéw przeciwgrzybiczych [40]
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Dzigki swej skutecznosci amfoterycyna B nadal jest stosowana i nazywana ,ztotym
standardem” leczenia grzybic [40,41]. Niestety, charakteryzuje si¢ takze duza toksycznoscia
1 przy stosowaniu ogdlnym moze wykazywaé¢ wiele objawdw niepozadanych, w tym powazne
zaburzenia uktadu sercowo-naczyniowego, uszkodzenie nerek i szpiku kostnego. Poza tym
wzmaga toksyczne dziatanie glikozydéw nasercowych i sSrodkdéw zwiotczajacych [40,42].
Badania nad substancjami o potencjalnym dziataniu przeciwgrzybiczym nie ustawaty. Za
kolejne wazne wydarzenie uwaza si¢ odkrycie Jamesa Gentlesa [42,43], polegajace na
wykazaniu dziatania przeciwgrzybiczego gryzeofulwiny po podaniu doustnym.

Jednak dopiero synteza pochodnych azolowych, dzigki ich skutecznosci, a za razem
wysokiego wspodlczynnika terapeutycznego otworzyla nowy etap w leczeniu grzybic
nazywany czg¢sto era lekdw azolowych [44].

W 1958 roku opublikowano pracg o wiasciwosciach substancji leczniczej pochodnej
benzimidazolu (1-p-chlorobenzylo-2-metylobenzimidazol), a dekad¢ pozniej (1969 r.)
zostata wprowadzona do lecznictwa ,wielka dwdjka” czyli klotrymazol pod nazwa
Canestan® (Bayer AG, Niemcy) oraz mikonazol w postaci azotanu pod nazwg Daktarin®
(Janssen Pharmaceutica, Belgia) [45,46]. Zakres ich dzialania obejmowat grzybice skory
iblon $luzowych. Kolejnos¢ wprowadzania do lecznictwa najwazniejszych lekow

przecigrzybiczych przedstawiono w Tabeli 1.

Tabela 1. Leki przeciwgrzybicze - kolejnos¢ wprowadzania do lecznictwa [7,45,46]

Dat:llovslfscrzol:;':tc::;nla Nazwa leku przeciwgrzybiczego
1903 Jodek potasu
1907 Mas¢ Whitifielda (kwgs benzoesowy 1 salicylowy
na podtozu lanolinowo-wazelinowym)
1940 Kwas undecylenowy
1950 Nystatyna
1955 Natamycyna
1957 Flucytozyna
1958 Gryzeofulwina
1960 Amfoterycyna B
1962 Tolnaftat
1969 Klotrymazol
1969 Mikonazol
1974 Ekonazol
1976 Ketokonazol
1980 Itrakonazol
1981 Amorolfina
1982 Flukonazol
1988 Terbinafina
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Nastgpnymi przedstawicielami pierwszej generacji lekdw azolowych byly: ekonazol,

izokonazol, tiokonazol, butokonazol, bifonazol 1 oksykonazol (Ryc. 4.).

® £
of0 o'
e 8

Klotrymazol Bifonazol
N§| N N
U U U
Cl Cl
0 O/\O\ 0
Cl Cl Cl ¢l Cl Cl cCl Cl CI
Mikonazol Ekonazol Izokonazol
N
N \_N =
&N @ Cl
S 0
© A Cl Cl ol N7
Cl c cof S Cl Cl ¢
Tiokonazol Butokonazol Oksykonazol

Ryc. 4. Struktury I generacji imidazoli przeciwgrzybiczych

Badania farmakokinetyczne w/w zwiazkéw leczniczych przeprowadzone na myszach,
szczurach 1 ludziach wykazaly, ze stymuluja one aktywnos$¢ enzymdéw watroby, co prowadzi
do szybkiego metabolizmu i inaktywacji. Dlatego tez klotrymazol i mikonazol nie sa
skuteczne przy podawaniu doustnym [40,-42,46]. Poniewaz imidazole 1 generacji
charakteryzuja si¢ wysoka aktywnos$cig przeciwgrzybicza, szczegoélnie w leczeniu infekcji
miejscowych opracowano wiele postaci farmaceutycznych zawierajacych te substancje
lecznicze, m. in. kremy, masci, szampony, pudry, tabletki dopochwowe, ktére sa nadal
szeroko stosowane zarowno w medycynie jak i weterynarii [47], a ich zaleta jest niewysoki

koszt kuracji (generyki).
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W 1979 roku wprowadzono na rynek farmaceutyczny parenteralng form¢ mikonazolu [48],
czyli iniekcje Daktarin® 1.V., zawierajace azotan mikonazolu i niejonowy surfaktant
Cremophor EL (polietoksylowany olej rycynowy), umozliwiajacy dozylne podanie zwigzku
nierozpuszczalnego w wodzie. Okazato sie, ze uzyta substancja pomocnicza powoduje
powazne dzialania niepozadane (reakcje anafilaktyczne) i z tego wzgledu wycofano ten
preparat z lecznictwa w 1997 roku. Jednak idea parenteralnej formy podania mikonazolu nie
zostata porzucona badacze belgijscy opracowali kolejny preparat zawierajacy cyklodekstryng
1 kwas mlekowy jako solubilizatory [17].

W 1981 dopuszczono do obrotu pochodna imidazolu zawierajaca w swej budowie
uktad fenylopiperazyny. Byl nig ketokonazol znany tez pod nazwa Nizoral® (Janssen
Pharmaceutica, Belgia). Przez wiele lat byt lekiem pierwszego rzutu w terapii grzybic
uktadowych 1 powierzchniowych, a jego szczegdlna zaleta byla mozliwos$¢ doustnego podania
(Ryc. 5.), uznawana za najwygodniejsza przez pacjentdw. Ketokonazol jest zaliczany do

IT generacji lekow imidazolowych.

Leki przeciwgrzybicze

pochodne azolu

| 1
[ Stosowane J [Sto sowane (loustnie] [Sto sowane dozylnie

zZewnetrznie

-y

Ttrakonazol )
Flukonazol

. Ketokonazol
Klotrymazol

Mikonazol
Ekonazol

Flukonazol

Ttrakonazol Worvkonazol

Rawukonazol

Worykonazol

Izokonazol
Posakonazol

Butokonazol
Bifonazol
Olksykonazol
Tiokonazol
Ketokonazol Pochodne imidazolowe

Terkonazol .
B Pochodne triazolowe

Ryec. 5. Podzial pochodnych azolowych ze wzgl¢du na droge podania [8,15]

Chociaz obecnie miejsce ketokonazolu w terapii cigzkich grzybic systemowych zaj¢ty nowsze
leki azolowe, jest wciaz stosowany, a w leczeniu tupiezu jest nadal niekwestionowanym
liderem. Szampony lecznicze dostepne bez recepty (OTC), w ktorych skladzie jest

ketokonazol to wciaz najpopularniejsza metoda leczenia tego schorzenia. O jego popularnosci
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moze $wiadczy¢ szeroki wachlarz dostgpnych szamponow z ketokonazolem na polskim
rynku: Nizoral, NizaxMed, Noell, Nizopol, Zoxin, Zoxinat, Ketoxin i inne.

Nastgpnym milowym krokiem w terapii grzybic byla synteza pochodnych
triazolowych. Sa one nazywane azolami II lub III generacji (Ryc. 6.), w zaleznosci czy
autorzy uwzgledniaja podziat tylko na imidazole 1 triazole, czy szczegotowiej w kazdej z tych

grup rozrdzniaja starsze 1 nowsze substancje lecznicze [40,44] .

Leki przeciwgrzybicze
pochodne azolu

[ Pochodne imidazolu ] [ Pochodne triazolu ]
1

[Pierwsza generacja] [ Druga generacja ] [Pierwsza generacja} [Druga generacja

Klotrymazol Itrakonazol
Mikonazol
Flukonazol

Ekonazol

—/

Worykonazol

Posakonazol

Terkonazol Rawukonazol

Izokonazol

Butokonazol

Bifonazol

Oksykonazol

Tiokonazol

i

Ryec. 6. Podzial lekow przeciwgrzybiczych pochodnych azolu [40,44,45]

Po zastapieniu pierscienia imidazolowego 1,2,4-triazolowym otrzymano szereg zwiazkow
wykazujacych kilkakrotnie silniejsze dziatanie przeciwgrzybicze od substancji macierzyste;.
Pierwszym lekiem z tej grupy byl itrakonazol (Sporanox, Orungal, Triaxol), ktdry jest
zblizony budowa do ketokonazolu - Tabela 2.

Wprowadzona do lecznictwa w roku 1982 kolejna pochodna triazolu, flukonazol (Diflucan,
Flumycon, Flukofast, Mycosyst) jest bardzo dobrze rozpuszczalna w wodzie, charakteryzuje
si¢ przez to wysoka biodostgpnoscia i moze by¢ stosowana dozylnie, a przy tym ma bardzo

szerokie spektrum dziatania antymikotycznego.
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Tabela 2. Budowa pochodnych azolu II-1V generacji

Nazwa
polska/ Struktura
angielska
N
z
J
Ketokonazol/
Ketoconazole 0] —\ o R Cl
N N O\(l
) O \__/ < > o -R Q
Cl
N
Itraconazol/

Cl

Itraconazol M\ /\ 0 0
/\rN \"/N —< >—N\_/N — > g \(O:K_R Q
! =

Cl
N

N\
=/

Z

Posakonazol/

OH N—
Posaconazole N ON’ o O\(j\ R
e _/ 0_p

Fluconazol/

Fluconazole

Worykonazol/ N2 N =R

Voriconazole

Isawukonazol/

S
— [\ _-R
Isavuconazole N

Rawukonazol/

S
< > ! =R
Ravuconazole Ne N)\'/

Albakonazol/ Cl\@i;j
Albaconazole N =R
T

O imidazol = 1,3-diazol D 1,2,4-triazol
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Najnowsza generacja lekow przeciwgrzybiczych zawierajacych w swej czasteczce uktad
triazolowy to: worykonazol, posakonazol, rawukonazol, isawukonazol, albakonazol (ich
budowg przedstawiono w Tabeli 2.) charakteryzuja si¢ one bardzo szerokim spektrum
dziatania [49,50] i powinny by¢ uzywane bardzo rozwaznie, w leczeniu ci¢zkich przypadkéw
grzybic uktadowych (np. posocznic) nieodpowiadajacych na leczenie innymi srodkami [17].
Chociaz pochodne azolu zdominowaty rynek lekow przeciwgrzybiczych nie mozna
zapomina¢ o pochodnych alliloaminy, pirydynonu czy morfoliny.
Do grupy pochodnych alliloaminy nalezy terbinafina i naftifina. Na rynku polskim naftifina
jest dostgpna jedynie w kremie Exoderil, terbinafina zas wystgpuje w wielu preparatach
doustnych: tabletkach Lamisil, Terbisil, Erfin, TerbiGen oraz kremach, zelach 1 aerozolach do
stosowania miejscowego (Lamisilatt, Terbiderm, Onymax, Afugin) [7,12,51].

Mimo tej réznorodnosci lekdw przeciwgrzybiczych najwigksze nadzieje poktadane sa
w grupie pochodnych azolu, sa one bowiem lekami z wyboru w schematach leczenia
najrozniejszych infekcji grzybiczych, w tym cigzkich przypadkéw grzybic u pacjentéw
z wspotistniejacymi powaznymi chorobami (w tym nowotworami i1 AIDS) [7,41,42].
Dlatego tez wcigz trwajq prace nad nowymi pochodnymi z tej grupy [52-57] oraz nowymi
postaciami farmaceutycznymi znanych zwiazkéw [17-19]. Pochodne azolu o dziataniu
przeciwgrzybiczym przez swa kilkudziesigcioletnia popularnos¢ maja dobrze poznang
farmakologi¢ i farmakokinetyke¢ oraz profil interakcji, przez co uwazane sa za leki

bezpieczne.
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3.2. Otrzymywanie badanych pochodnych azolu

Cztery pochodne azolu o dziataniu przeciwgrzybiczym: flukonazol, klotrymazol,
ketokonazol i azotan mikonazolu nie sg juz chronione prawem patentowym, wigc ich synteza
jest dobrze poznana, a produkcja rozpowszechniona na catym s$wiecie. Cho¢ tematem
rozprawy sa zagadnienia zwiazane z analizq lekow, znajomos$¢ etapdw syntezy jest wazna,
poniewaz wykrywajac zanieczyszczenia leku, mozemy natrafi¢ na niewielkie ilosci zwiazkow
chemicznych uzywanych w reakcjach syntezy tych lekow.

Naukowcy z laboratoriow Bayer’a jako pierwsi zsyntetyzowali klotrymazol, trzy
mozliwe drogi syntezy przedstawiono na Ryc. 7.

I. Etap: synteza 2-chlorotrifenylomethylochlorku

©A1c1
Ch s
CH; —> cCly —— » C—Cl
Cl Cl c1©

Q PCl; ¢! O AlCl

o —> c—Cl ———— C—Cl

Q Ch Cl Cl

SOCl,
0O — > Q—C—OH _ > c—cl
O= 0 's

II. Etap: reakcja 2-chlorotrifenylometylochlorku z imidazolem w obecnosci trietyloaminy

oy

N

Pll /N

OF 2 OFc
4 @ a @

Ryec. 7. Synteza klotrymazolu [58]
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W tym samym czasie w laboratoriach Jannsen trwaly prace nad opatentowaniem
mikonazolu, ktory powstaje w wyniku reakcji przedstawionych na Ryc. 8. Substratami reakcji
sa bromek 2,4-dichlorofenacylu i imidazol. Powstajacy 1-(2,4-dichlorobenzylometylo)-
imidazol jest nast¢gpnie poddawany redukcji grupy karbonylowej do hydroksylowej, po czym
nastgpuje alkilacja tej grupy 2,4-dichlorobenzylometylobromkiem.

i [\ q
Cl C—CH,—Br + ) — = I %_CHZ_N/\/ %
I\ll \=N
H

Cl Cl

cl
OH CH, cl
| /\, I
Cl C—CH;—N + Br—CH, cl — 0
\9N | ~
o mQCH_CHZ_NON

Ryec. 8. Synteza mikonazolu [58]

W tym samym koncernie farmaceutycznym kilka lat poZniej opracowano syntezg

ketokonazolu - Ryc. 9.

ff ?HfOH d o: Qcoa
CH,~OH / I‘{
cl cl
i
H
CH,~0CO
CH2_0_802_CH3
d <o NaOH /—<
IS
cl \C/—CHZ—N/\[ CH;S0,Cl o_ 0O /=
\=N — I C=CH,~N_
=
cl 7

0
/ \ [l
CH,—O N N—C—CH,
O
/ \ I S
+ HO N N—C—CH; —> o_ O /=
_/ cl cZ-cH,—N

Ryc. 9. Synteza ketokonazolu [58,59]
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Substratami reakcji sa bromek 2,4-dichlorofenacylu oraz glicerol. Utworzony produkt,
cis-2-(2,4-dichlorofenylo)-2-bromoetylo-4-hydroksymetylo-1,3-dioksolan), poddawany jest
rekcji acylacji grypy hydroksylowej oraz alkilacji tj. przylaczenia grupy imidazolowe;.
Nastepnie otrzymany zwigzek poddawany jest hydrolizie zasadowej (NaOH) 1 reakcji
z chlorkiem metanosulfonowym. W ostatnim etapie syntezy dochodzi do alkilacji, w ktorej
efekcie przylaczany jest czton hydroksyfenylopiperazynowy [58,59].

Naukowcy z Pfizer’a opracowali syntez¢ flukonazolu, ktéra moze przebiegaé
w dwojaki sposdb — Ryc. 11. W pierwszym sposobie otrzymywania flukonazolu substratem
jest 1-bromo-2,4-fluorobenzen (Ryc. 10 a.), a druga mozliwoscia jest katalizowana

chloroacetylacja 1,3-difuorobenzenu (Ryc 10 b.) [60].

a.

N
Z SNH N
F #-BuLi/Et,0 (J N
\—
\/U\/ K,CO3,DMF F
© L OO
NEt;, EtOAc

AlCl,

/N\ N N\ | N
(JN (/ \NH Z N NJ
v=/¢ — =

NaOH, H,0, K,CO3,DMF

toluen

Ryc. 10 . Synteza flukonazolu [60]
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3.3. Farmakologia pochodnych azolu

3.3.1. Mechanizm dzialania

Mechanizm dziatania przeciwgrzybiczego pochodnych azolu opiera si¢ na zaburzeniu
funkcji blony 1 S$ciany komoérkowej grzybdw poprzez zahamowanie izoenzymu
14-a-demetylazy cytochromu P-450 (Ryc. 12). Atom azotu z czasteczki azolu wiaze si¢
z zelazem hemu cytochromu P-450 hamujac podczas komorkowej syntezy ergosterolu
demetylacje w potozeniu 14 sterolu. W ten sposéb ulega zmniejszeniu zawartos¢ ergosterolu
w btonie komoérkowej grzyba oraz dochodzi do kumulacji toksycznego produktu posredniego,
ktéry zawiera grupg¢ metylowa w polozeniu 14. Nastepstwem sa zaburzenia czynnosci btony
komodrkowej 1 zahamowanie wzrostu, wolniejsze namnazanie komorek grzybow, ktore tym

samym staja si¢ bardziej podatne na fagocytoze [45].

Komorka grzyba Sciana i btona komérkowa
r N\ Biatka
B-glukan
— Chityna
Flucytozyna } h
\L J/
Syntaza
; B-alukanu

Skwalen Ergosterol Amfoterycyna B
Nystatyna
|~ s
T m Echinokandiny

Epoksyd skwalenu » Lanosterol

Ryc. 11. Mechanizm dzialania niektorych lekow przeciwgrzybiczych [61]

Wada azoli jest hamowanie aktywnosci innych enzymoéw cytochromu P-450, uczestniczacych
w syntezie hormonéw w organizmie cztowieka oraz bioracych udzial w metabolizmie
wielu lekéw [43,44,61,62], np. przeciwdepresyjnych, statyn, doustnych preparatow
antykoncepcyjnych. Niektdre przyktady zebrano w Tabeli 3.

Dodatkowy mechanizm dziatania grzybobojczego azoli uaktywnia si¢ po podaniu duzych
dawek niektorych pochodnych imidazolowych (np. klotrymazolu czy mikonazolu). Polega on

na bezposrednim dzialaniu fizjochemicznym na bton¢ komorkowa, wywolujacym reakcje
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pomiedzy substancja lecznicza i nienasyconymi kwasami tluszczowymi wchodzacymi

w sktad btony komdrkowej [44].

Tabela 3. Przyklady potencjalnych interakcji ketokonazolu i itrakonazolu [61]

Zwigzek . . . . 5
4 Dzialanie Potencjalna interakcja
chemiczny
Przeciwwskazane ze wzgledu na powazne dzialania niepozadane
Alprazolam przeciwlgkowe przedtuzone uspokojenie
Astemizol przeciwalergiczne kardiotoksycznos¢
Lowastatyna E})‘I;Iizaj ace poziom lipidéw we miopatia, rabdomioliza
Midazolam nasenny przedtuzone uspokojenie
Simwastatyna E?‘r;izaj ace poziom lipidéw we miopatia, rabdomioliza
Terfendyna przeciwalergiczne kardiotoksyczno$é
Triazolam uspakajajace, nasenne przedtuzone uspokojenie
Jednoczesne stosowanie niewskazane
Cvmetvdvna hamowanie wydzielanie kwasu
ymetydy solnego w zotadku nieskutecznos¢ leczenia
Izoniazyd przeciwgruzlicze przeciwgrzybiczego
Fenobarbital nasenne, uspakajajace
wzrost poziomu fentyoiny
Fenytoina przeciwarytmicze lub nieskutecznos¢
przeciwgrzybicza
Lansoprazol . . .
P hamowanie wydzielanie kwasu . o .
Omeprazol . nieskutecznos¢ leczenia
- solnego w zotadku . .
Ranitydyna przeciwgrzybiczego
Rifampicyna przeciwgruzlicze
Nalezy zachowac ostroznos¢ przy jednoczesnym stosowaniu
. . farmakologiczny
Amfoterycyna B przeciwgrzybicze antagonizm
Amlodypina przeciwnadcisnieniowe powstawanie obrzekoéw
. przeciwdrgawkowe, stabilizujace | obnizenie dziatania
Karbamazepina . .
nastroj przegrzybiczego
Chlordiazepoksyd przeciwlgkowe, uspakajajace depresja CUN
i 1 L
Kortykosteroid pz:gzﬁe’f ir:;,ne wzrost dzialania
y y p glezne, kortykosteroidow
immunosupresyjne
Cyklosporyna imunoaupresyjne nefrotoksycznos¢
Digoksyna nasercowe wzrost toksycznosci
Etanol leczenie zatru¢ metanolem reakcja disulfiramowa
Fluoksetyna przeciwdepresyjne anoreksja
Loratadyna przeciwalergiczne wzrost poziomu loratadyny
Doustne leki . wzmocniony efekt
. przeciwzakrzepowe .
przeciwzakrzepowe przeciwzakrzepowy
Doustne leki . . . .
. przeciwcukrzycowe hipoglikemia
przeciwcukrzycowe
Chinidyna przeciwarytmiczne ototoksycznosé
Winkrystyna cytostatyczne nefrotoksycznos¢
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3.3.2. Metabolizm

Znajomos$¢ metabolizmu 1 drog eliminacji leku z organizmu jest wazna dla
bezpieczenstwa terapii pacjenta. Z punktu widzenia analizy leku, ktéry zostat poddany
dzialaniu czynnika destrukcyjnego (np. promieniowania jonizujacego), nalezy poznad
strukture metabolitow, gdyz czegsto rozklad leku w roznych warunkach in vitro moze
prowadzi¢ do tych samych czy podobnych produktéw, co rozklad enzymatyczny in vivo.

Ketokonazol po podaniu doustnym jest wchtaniany w czgsci zotadkowo-jelitowe;,
a jego absorpcja z przewodu pokarmowego wzrasta wraz ze spadkiem pH Zotadka. Lek
w ponad 90% wiaze si¢ z bialkami osocza (gtownie albuminami), a nastgpnie jest wydalany
z 70kcig do jelit. Tylko okoto 13% dawki wydalana jest z moczem, z czego 2-4% w postaci
niezmienionej [63-66]. Metabolizowany jest przez mikrosomalne enzymy watrobowe
zwigzane z cytochromem P-450, na drodze oksydacji, odlaczenia imidazolowego
1 piperazynowego pierscienia, oksydatywna O-dealkilacj¢ 1 aromatyczng hydroksylacje
- Ryc. 12.

Ry

“r . A

=
N NJN

o Cytochrom P450 ¢

Wﬁ{%@% @%@Q<

Ketokonazol DAK — N-deacetyloketokonazol
FMO o
NADPH J
> R1ON N—OH — % R, N o ———)H2O R N NH-OH
/ -H,0 _/
N-hydroksyDAK Pierwszorzedowa
(drugorzg¢dowa hydroksylommina) Nitron hydroksylamina
FMO P
(0]
NADPH Vi H,0 H
—&_)&—@—N N—OH > R N
// H\
o)
Oksym Pochodna dialdehydowa

Ryec. 12. Metabolizm ketokonazolu [63,64]
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Glownym metabolitem ketokonazolu jest N-deacetylowa pochodna (N-deacetyloketoconazol)
oznaczana symbolem DAK (Ryc. 12.). W drugim etapie metabolizmu powstaje z niej
pochodna N-hydroksy-DAK, ktora jest metabolizowana dalej przez monooksygenaze
flawinowa (FMO) do wielu dalszych produktow Ryc. 10. Eliminacja ketokonazolu z osocza
jest dwufazowa, a okres pottrwania wynosi 2 h podczas pierwszych 10 h oraz 8 h w okresie
pézniejszym. Istnieje hipoteza, ze za hepatotoksycznosc ketokonazolu najbardziej

odpowiedzialna jest metabolit zawierajacy ugrupowanie dialdehydowe [63].

Flukonazol, drugi z doustnie stosowanych pochodnych azolu, jest lekiem
charakteryzujacym si¢ bardzo dobra biodostgpnos$cia, wchtania si¢ z przewodu pokarmowego
w ponad 90%, okres poltrwania wynosi okoto 30 godzin. Lek bardzo dobrze przenika do
wszystkich badanych plynéw w organizmie. St¢zenie w §linie jest pordwnywalne jak
w osoczu, a w plynie mozgowo-rdzeniowum stanowi az 80% tej wartosci. Flukonazol jest
wydalany gléwnie przez nerki, w postaci niezmienionej wydalane jest 80% dawki [63].
Wyodrgbniono takze dwa metabolity flukonazolu: glukuronian flukonazolu stanowiacy 6,5%

dawki oraz N-tlenek flukonazolu 2,0% dawki.

Obecnie mikonazol jest stosowany tylko jako lek zewngtrzny, lecz jego metabolizm
jest dobrze poznany. Wchtanianie ogélnoustrojowe mikonazolu z kremdéw, zasypek 1 globulek
jest ograniczone, ponize] 1% dawki. Wchlonigty mikonazol wiaze si¢ z biatkami osocza
(88,2%) 1 krwinkami czerwonymi (10,6%), wydala sie z katem (w niewielkiej ilosci
z moczem) w postaci wolnej 1 metabolitéw [63,65]. Metabolity powstaja w wyniku reakcji
O-dealkilacji oraz oksydatywnej N-dealkilacji, a ich ilo$¢ (wzgledem przyjetej dawki leki)

przedstawiono na Ryc. 13.
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Mikonazol
w kale 38.9%: w moczu 0.15%

Q
&/N (6] OH
Cl
OH H,N (0]
Cl
Cl Cl Cl Cl Cl
O .

o-(2,4-chlorofenylo)-1-imidazoloetanol kwas 2-[(2,4-dichlorobenzylo)oksy]-

w kale 1,5%; w moczu 0,55% Cl Cl Cl -2-(2,4—dichlorofenylo)octowy

w kale 17,8%; w moczu 7,9%
2,4-dichloro-B-[(2,4-dichlorobenzyl)-

oksyfenyloetyloamina
w kale 3,1%; w moczu 0%

(O) OH
HZN OH
Cl Cl
OH
Cl Cl kwas 2,4-dichloromigdalowy

alkohol a-aminometylo- w kale 16,8%; w moczu 9,6%

2.,4dichlorobenzylowy
w kale 0,2%; w moczu 0%

Ryec. 13. Metabolizm mikonazolu [65]
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Klotrymazol tak jak mikonazol jest lekiem stosowanym jedynie miejscowo, jego
wchlanianie ze skory jest niewielkie, ze §luzéwki pochwy wynosi 3-10%. Tak jak pozostate
pochodne azolu metabolizowany jest w watrobie do nieaktywnych metabolitéw i wydalany
zmoczem 1 katem [62]. Jego dwa gldwne metabolity to: 4-[(2-chlorofenylo)fenylometylo]-
fenol 1 1-chloro-2-(difenylometylo)benzen, trzecim zwiazkiem powstajacym w najmniejszej

ilosci jest (2-chlorofenylo)(difenylo)metanol, ich struktury przedstawiono na Ryc. 14.

» oe
cl <:|

2-chlorofenylo)(difenyl 1
(2-chlorofenylo)(difenylo)metano Klotrymazol

7 N

©\CI O cl
) D)o Van®

b H
4-[(2-chlorofenylo)fenylometylo]fenol 1-chloro-2-(difenylometylo)benzen

Ryc. 14. Metabolizm klotrymazolu [66]
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3.4. Metody analityczne i badania trwalosci pochodnych azolu — przeglad
piSmiennictwa

Pochodne azolu o dzialaniu przeciwgrzybiczym sa ceniong grupa lekoéw, szeroko
stosowang 1 wciaz si¢ rozwijajaca, dlatego tez przeglad piSmiennictwa zostat ograniczony do
publikacji opisujacych badania czterech wybranych pochodnych azolu: flukonazolu,
klotrymazolu, ketokonazolu i azotanu mikonazolu. Od konca lat szes¢dziesiatych XX wieku,
gdy wprowadzono do lecznictwa pierwsze leki z tej grupy do dnia dzisiejszego powstato
wiele publikacji na ich temat. Poza pracami typowo farmakologicznymi i klinicznymi
przedstawiajacymi ich dziatanie in vitro 1 in vivo powstalo wiele prac oryginalnych
dotyczacych analitycznych metod ich badania.

Przewazajaca wigkszo$¢ tych publikacji zawiera opis oznaczania zawarto$ci pochodnych
azolu w réznych matrycach takich jak: ptyny ustrojowe i wydzieliny ludzi oraz zwierzat.
Prace te majg istotne znaczenie dla monitorowania przebiegu terapii (mono- i polipragmazja)
oraz badan klinicznych.

Kolejna grupa artykutdéw skupiajacych si¢ na metodach ilosciowej analizy sa prace dotyczace
kontroli jakosci lekow. Autorzy tych publikacji proponuja szeroki wachlarz metod do
okreslania zawartosci lekéw przeciwgrzybiczych w najrozniejszych postaciach leku takich
jak: kapsuiki, tabletki (doustne i dopochwowe), syropy, zawiesiny, kremy, masci, roztwory do
podania dozylnego, krople oczne, szampony, pudry i inne. Niekiedy badacze podejmuja temat
oznaczania kilku sktadnikéw obok siebie lub zajmuja si¢ problemem trwalosci leku.
Pojawiaja si¢ takze doniesienia opisujace wiasciwosci fizyko-chemiczne tych zwiazkow
(np. tworzenie kompleksow, solwatow, polimorfizm) czy wiasciwosci spektralne.

W ostatnim dwudziestoleciu najpopularniejszymi metodami wykorzystywanymi
w analizie lekdw sa metody chromatograficzne, glownie wysokosprawna chromatografia
cieczowa — HPLC. W przypadku badan polegajacych na rozdziale i oznaczaniu substancji
przeciwgrzybiczych pochodnych azolu roéwniez metoda HPLC dominuje [65,67-79].
Zarowno w badaniach przedklinicznych, gdzie in vitro 1 in vivo potwierdzana jest skutecznos¢
dziatania $rodkéw leczniczych na organizm zwierzat [65,67,68], jak 1 jest niezwykle
przydatna metoda oznaczania w badaniach klinicznych 0-IV etapu [69-71]. W wielu
przypadkach autorzy publikacji dotyczacych oznaczania zwiazkéw azolowych zwiazani s ze
szpitalami klinicznymi [72-81], gdzie doktadna, czula i szybka metoda oznaczania substancji

leczniczej we krwi, surowicy czy slinie ma niebagatelne znaczenie w optymalizacji terapii
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pacjentow. Przykladem takich doniesien sa prace badaczy francuskich zwiazanych
z osrodkami szpitalnymi leczacymi pacjentéw chorych na grzybice przy wspdtistniejacych
chorobach nerek [71,72] Ilub naukowcéw holenderskich monitorujacych terapig
przeciwgrzybicza pacjentow bedacych nosicielami wirusa HIV [73]. Niejednokrotnie
flukonazol jako lek dobrze pokonujacy barier¢ krew-moézg dla celow terapeutycznych
oznaczany jest takze w ptynie modzgowo-rdzeniowym [74,75], a miejscowo dziatajacy
klotrymazol 1 mikonazol oznaczano w skorze [76] oraz wydzielinie z pochwy [77]. Wielu
badaczy opublikowato metody oznaczania pochodnych azolowych w obecnosci innych lekow
w matrycy, dotyczy to lekow z tej samej grupy chemicznej [78,79] czy terapeutycznej [80]
jak tez zupemhie innych srodkéw podawanych pacjentom np. diazepanu czy fentanylu [81-83].

Inna grupa publikacji zawierajaca opisy oznaczania iloSciowego zwiazkow azolowych
metoda HPLC jest poswigcona zagadnieniu jakosci 1 technologii postaci leku [84-94].
Egipscy badacze w swej publikacji zaproponowali 1 porownali dwie metody
chromatograficzne oznaczania klotrymazolu, ketokonazolu i1 flukonazolu in substantia oraz
w typowych postaciach lekutj. w kremach, tabletkach doustnych 1 dopochwowych,
kapsutkach 1plynach infuzyjnych [84], podobna tematyka zajat si¢ zespot Low-
Wangboonskul, ktéry opracowal metode¢ HPLC do oznaczania ketokonazolu w tabletkach,
kremie i szamponie [85]. Natomiast w artykule wtoskich badaczy [86] przedstawiono metode
oznaczania szesciu zwiazkow azolowych (ketokonazolu, klotrymazolu, tiokonazolu,
ekonazolu, mikonazolu 1 itrakonazolu) w szamponach przeciwgrzybiczych w obecnosci wielu
konserwantow:  alkoholu  benzylowego, fenoksyetanolu  oraz  estrow  kwasu
parahydroksybenzoesowego, takich jak ester: metylowy, etylowy, n-propylowy i n-butylowy,
- Ryc. 15.

ekonazol
mikonazol
tiokonazol
ketokonazol itrakonazol
fenoksyetanol
klotrymazol
ninagina M
alkohgl . .
benzylayvy J nipagina A

: . : T T T T T T
o 10 20 30 40 50 60 70 min

Ryec. 15. Chromatogram HPLC wzorcow oznaczanych azoli i konserwantow [86]
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W kolejnej pracy autorstwa Stanisz i Zajac, opracowano 1 zwalidowano metody oznaczania
mikonazolu, ekonazolu, itrakonazolu (w postaci azotanow) oraz klotrymazolu i ketokonazolu
w réznych postaciach leku [87].

Wysokosprawna chromatografia cieczowa jest takze metoda przydatna w badaniach
dostgpnosci farmaceutycznej [56,57,88]. Projektujac nowe postaci leku wazny jest dobor
substancji pomocniczych, wigc prowadzone byly takze badania [89] okreslajace
rozpuszczalno$¢ zwiazku przeciwgrzybiczego w zaleznosci od doboru rozpuszczalnika

ijego pH Ryc. 16.

/ bufor octanowy
/ bufor fosforowy

bufor glukonianowy

Rozpuszezalnosé mikonazolu

Ryc. 16. Rozpuszczalno$¢ mikonazolu w zaleznosci od pH i skladu buforu [89]

Ponadto metoda HPLC byta narzedziem oceny trwatosci lekéw in substantia oraz w rdznych
postaciach leku np. tabletkach, kremach [89,90], aerozolu [91], roztworach [92-95].

W badaniach pochodnych azolu o dzialaniu przeciwgrzybiczym wykorzystywano
takze inne metody chromatograficzne np. chromatografi¢ gazowa [96-98] oraz
cienkowarstwowa [84,100-103].

Chromatografia gazowa jest metodq duzo rzadziej stosowana w badaniach tej grupy lekdw.
W ludzkim osoczu oznaczano tym sposobem mikonazol [96] oraz flukonazol (w tym
przypadku lek byl réwniez oznaczany w moczu pacjentdw) [97]. Brammer i Coates opisali
badania kliniczne polegajace na monitorowaniu dawki flukonazolu podawanego dozylnie lub
doustnie 113 pacjentom z oddzialéw neonatologii 1 pediatrii. W badaniach uczestniczyto
8 amerykanskich szpitali oraz po jednym z Finlandii, Francji i Wielkiej Brytani. Do oznaczen
ilosciowych w Europie wykorzystywano chromatografi¢ gazowa (detekcja MS), a w Stanach

Zjednoczonych chromatografi¢ cieczowa (detektor UV) [98].
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Chromatograf gazowy ze spektrometrem mas byl takze narzedziem wykorzystywanym do
oznaczania  klotrymazolu  jako  zanieczyszczenia  wykrywanego w  wodach
powierzchniowych [99].

Metoda chromatografii cienkowarstwowej byla uzywana do rozdziatu, identyfikacji
1 oznaczania ilosciowego (w przypadku zastosowania densytometrii) kilku substancji
leczniczych z tej samej grupy 1 ich zanieczyszczen w roznych postaciach leku
np. klotrymazolu, ketokonazolu i flukonazolu [84], lub klotrymazolu, ketokonazolu
1 mikonazolu [100] w obu przypadkach zastosowano metod¢ referencyjng (HPLC). Podobna
tematyka zajmowal si¢ zespdt z Collegium Medicum UJ w Krakowie i zwalidowat metode
denzytometrycznego oznaczania bifonazolu, flukonazolu i itrakonazolu [101]. Oprocz
oznaczania obok siebie pochodnych azolu metod¢ TLC stosowano réwniez do oznaczania
klotrymazolu w obecnos$ci metronidazolu [102] i tynidazolu [103],

Coraz cze¢sciej stosowang metoda stosowang w celu rozdzialu kilku zwiazkéw 1 ich
oznaczenia ilo$ciowego jest elektroforeza kapilarna [104-106]. Podobnie jak metoda HPLC
elektroforeza kapilarna (CE) jest stosowana do oznaczania st¢zenia pochodnych azolu
w plynach ustrojowych i jest wykorzystywana w badaniach klinicznych i przedklinicznych.
Na przyktad zespot naukowcow z Wiirzburga poleca metod¢ CE do oznaczania zawartosci
klotrymazolu w osoczu myszy [104].

Badacze z uniwersytetu w Madrycie (wspdtpracujacy z madryckim oddziatem firmy
GlaxoWellcome) opracowali walidacje metody elektroforetycznego rozdzialu i oznaczania
obok siebie klotrymazolu, flukonazolu, ketokonazolu, itrakonazolu, worikonazolu, imidazolu,
terbinafiny oraz werapamilu [105]. Przedstawiona metoda charakteryzowata si¢ si¢ dobrymi
parametrami statystycznymi, a jej granica wykrywalnosci (LOD) wynosita 0,12-0,90 pg/ml,
natomiast granica oznaczalnosci (LOQ) 0,62-3,00 pg/ml. Najlepsze parametry uzyskano dla
oznaczania klotrymazolu. Ta sama grupa naukowcow z powodzeniem zastosowata t¢ metode
do oznaczania azoli w tkankach ludzkich (watrobie) [106].

Metoda kapilarnej elektroforezy wraz z detekcja UV 1 MS jest takze polecana do rozdzialu
izomerdw ketokonazolu (cis 1 trans — Ryc. 17.), do separacji stosowany byt bufor
mréwczanowy z dodatkiem cyklodekstryny [107].

Eletroforeza jest takze wykorzystywana do analizy ilosciowej ketokonazolu w réznych
postaciach leku, opracowana przez naukowcow z Belgradu metoda charakteryzowata sig
dobrymi parametrami statystycznymi, byla bardziej selektywna niz polecana przez
farmakope¢ europejska metoda HPLC, lecz czutos¢ proponowanej przez nich metody byta

nieco nizsza niz metody referencyjnej [107].
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Trans-ketokonazol

Ryec. 17. Struktury izomerow ketokonazolu [107]

Kolejna grupa metod analitycznych uzywanych w badaniach pochodnych azolu to
metody spektroskopowe. Najczesciej polecang metode z tej grupy jest spektrofotometria
w nadfiolecie. Jest to metoda szybka i prosta, lecz jej ograniczeniem jest niska selektywnos¢,
ktoéry to problem prébuje si¢ ominaé stosujac spektrofotometri¢ pochodnych.

Metod¢ UV oznaczania siedmiu pochodnych azolu przy uzyciu pierwszej lub drugiej
pochodnej widma UV opublikowali w ubieglym roku Ekiert i Krzek [108]. Na rycinie

przedstawiono niektdre analityczne maksima wybrane do oznaczen — Ryc. 18.

a. b.
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Ryec. 18. Pierwsza pochodna widma UV azotanu mikonazolu (a) oraz druga pochodna

widma UV ketokonazolu (b), rozpuszczalnik metanol [108]

Wykorzystujac pochodne widm UV oznaczono tez flukonazol w kapsutkach, roztworach
dozylnych 1 syropie [109,110], ketokonazol w emulsjach [111] mikonazol w kremie [112]

oraz mikonazol w obecnosci metronidazolu w globulkach [113].
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Opublikowano takze kilka prac dotyczacych oznaczania zwiazkow azolowych za pomoca
spektrofotometrii w zakresie widzialnym po uprzednim przeprowadzeniu zwigzkéw
w barwne kompleksy [114-116]. Badacze z Egiptu zaproponowali metod¢ oznaczania
pochodnych azolu w barwnych kompleksach z 2,3-dichloro-5,6-dicyjanochinonem (DDQ)
oraz metod¢ spektrofluorymetrycznego oznaczania ketokonazolu wykorzystujac jego
naturalng fluorescencj¢ przy dlugosci fali 375 nm [116]. Charaterystyczne maksima absorpcji
komplekséw DDQ z pochodnymi azolu proponowane do oznaczen ilosciowych przedstawia

Ryc. 19.
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Ryc. 19. Widma absorpcji komplekséw DDQ z pochodnymi azolu

(rozpuszczalnik metanol) [116]

Oznaczanie fluorymetryczne wykorzystano takze w badaniach dotyczacych reakcji taczenia
si¢ ketokonazolu z albuminami ludzkiej 1 wolowej surowicy [117]. Badacze chinscy
wyznaczyli ta metodq parametry termodynamiczne reakcji syntezy kompleksow oraz
wyjasnili mechanizm tych interakcji.

Metod¢ magnetycznego rezonansu jadrowego stosuje si¢ zwykle w badaniach
tozsamosci zwiazkow, aby pozna¢ dokladnag strukture 1 ulozenie przestrzenne atomow
w czasteczce [118]. Analiza poréwnawcza 'H i "C-NMR flukonazolu i itrakonazolu
pozwolita naukowcom z Wiirzburga okresli¢ jak zachodzi protonizacja tych zwiazkéw
w srodowisku kwasowym [119]. Wykazano, ze w itrakonazolu najpierw przytacza si¢ proton
do pierscienia piperazynowego (N26), natomiast w drugiej kolejnosci nastgpuje addycja

protonu do azotu w pierscieniu triazolowym (N11) — Tabela 2.
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Rzadziej opisywane jest zastosowanie metod elektroanalitycznych w analizie lekdw,
jednakze w dostgpnym pisSmiennictwie znaleziono przyktad zastosowania woltameprometrii
w analizie ilosciowej ketokonazolu [120] oraz polarografii do oznaczania klotrymazolu [121]
1 ketokonazolu [120].

W analizie lekdw pochodnych azolu nalezy wspomnie¢ takze o metodach
termoanalitycznych i kalorymetrycznych, sa one nieocenionym narz¢dziem gtownie dla
technologéw postaci leku. Na postawie krzywych DSC mozna okre$li¢ interakcje migdzy
zwiazkiem aktywnym, a substancja pomocnicza w projektowanej postaci leku. Przykladem
takich prac moga by¢ badania dotyczace flukonazolu i laktozy [122] oraz mikonazolu
1 ketokonazolu w kompleksach z cyklodekstrynami [123-125].

Metoda skaningowej kalorymetrii roznicowej (DSC) oraz termograwimetrii (TG) mozna
takze bada¢ procesy zachodzace podczas ogrzewania i chtodzenia prdobek substancji
leczniczych, ich formy polimorficzne tworzace si¢ podczas krystalizacji z réznych
rozpuszczalnikéw (Ryc. 20.), lub podczas ogrzewania [126,127]. W tego typu badaniach form
krystalicznych wykorzystywane sa takze metody spektrofotometrii w podczerwieni (FT-IR,

Raman) oraz rentgenograficzne (XRD).

DSC
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Temperatura [°C]
Ryec. 20. Krzywe DSC flukonazolu: A-zwiazek wyjSciowy, B-rekrystalizacja z metanolu,

C-rekrystalizacja z acetonu, D-rekrystalizacjia z chloroformu [127]

Metody mikrobiologiczne zwykle sg stosowane w celu udowodnienia skutecznosci
przeciwbakteryjnej czy przeciwgrzybiczej zwiazku leczniczego [128,129], lecz takze istnieje
mozliwo$¢ oznaczania tym sposobem zawartosci zwiazku aktywnego w postaciach leku.
Naukowcy z Brazylii zaproponowali taka metod¢ oznaczania ilosciowego ketokonazolu

w szamponach [130].
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Dla bezpieczenstwa terapii bardzo waznym zagadnieniem jest trwalo$¢ leku,
poniewaz rozktad substancji leczniczej moze prowadzi¢ do:
= obnizenia dawki leku, czyli obnizenia lub zaniku dziatania terapeutycznego,
= reakcji alergicznej lub zatrucia produktami degradacji,
» dyskwalifikacji leku z uwagi na nieodpowiedni kolor, konsystencje, zapach czy

smak [130].

W dostgpnej literaturze znaleziono doniesienia o trwatosci pochodnych azolu
poddanych wptywowi temperatury, czynnikdw hydrolitycznych oraz $wiatla. Wigkszosé
publikacji skupia si¢ na oznaczeniu ubytku substancji leczniczej poddanej dzialaniu
okreslonego czynnika destrukcyjnego [84,89-93,130-135], tylko niektérzy badacze wykryli,
wyizolowali i1 zidentyfikowali produkty degradacji tych zwiazkow [72,79-81].

Najwiecej publikacji z tej dziedziny dotyczy trwalo§ci termicznej pochodnych azolu
w roztworach, prace te maja charakter aplikacyjny, a ich celem byta odpowiedz na pytanie jak
dlugo moga by¢ wykorzystywane roztwory pochodnych azolu w danych warunkach
przechowywania [89-93]. Bardziej =zlozone badania nad trwatoscia ketokonazolu
w roztworach wodnych o réznym pH prowadzit zespot naukowcédw francuskich [95].
Okreslili oni wplyw stezenia ketokonazolu, zawartosci antyoksydanta (butylowanego
hydroksytoluenu - BTH), solubilizatora (karbopolu), na rozktad zwiazku, a takze ocenili
wplyw pH (Ryc. 21.) i temperatury na trwatos$¢ ketokonazolu.
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Ryec. 21. Trwalos¢ ketokonazolu w roztworach wodnych: wplyw pH [95]
W swoich badaniach postugiwali si¢ metoda HPLC oraz pomiarami lepkosci. Ustalili, iz

hydroliza ketokonazolu zachodzi wedlug reakcji pseudo pierwszego rzgdu stabiej
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w zasadowym s$rodowisku, a bardziej radykalnie w $rodowisku kwasowym. Optymalne
warunki przechowywania to pH 7 1 zawartos¢ (BHT) na poziomie 0,1%.

Zespot naukowcow z Egiptu przeprowadzil kompleksowa oceng trwatosci termicznej
1 hydrolitycznej flukonazolu, ketokonazolu i klotrymazolu in substantia i w typowych
postaciach lekow.
Tylko ws$rod tych pochodnych azolu jedynie klotrymazol pod wptywem kwasu solnego
(wpodwyzszonej  temperaturze 1 pod  cisnieniem) ulegl rozktadowi do

(o-chlorofenylo)difenylometanolu i imidazolu — Ryc. 22.:

)

Klotrymazol Imidazol (o-Chlorofenylo)difenylometanol

Ryec. 22. Hydroliza kwasowa klotrymazolu [72, 79-81]

Thoma 1 Kiibler w latach 1996-1997 opublikowali cykl prac [131-134], ktorych
tematyka byla fotodegradacja lekow, wsréd przebadanych lekow przeciwgrzybiczych
znalazty si¢ takze pochodne azolu. Pochodne azolu w roztworach metanolowych
(2-10 mg/100 ml) poddawane byty dziataniu swiatla UV w zakresie 290-360 nm.

Badacze stwierdzili, 1z klotrymazol nalezy do najbardziej odpornych na
promieniowanie UV, aketokonazol jest zwiazkiem najbardziej wrazliwym na to
promieniowanie [133,137], gdyz juz po godzinie naswietlania metanolowego roztworu
ketokonazolu zaobserwowano jego calkowity rozktad — Ryc. 23. Niestety, identyfikacja

produktéw rozktadu nie byta tematem powyzszego cyklu prac.
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Ryec. 23. Fotodegradacja ketokonazolu (roztwér metanolowy 10mg/100ml) [133,137]
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4. Czes¢ doswiadczalna

4.1. Material do badan

Material do badan stanowily cztery pochodne azolu o dzialaniu przeciwgrzybiczym,

ktérych charakterystyke przedstawiono w Tabeli 4.

Tabela 4. Charakterystyka 4 pochodnych azolu o dzialaniu przeciwgrzybiczym
uszeregowanych wg wzrastajacej masy molowej

Masa Temp. Y
Symbol Wzor strukturalny molowa | topnienia max
[g/mol] [°C] [nm]
306,2 | 139-143* 261, 266",
FK ’ 261, 267°
N’N N\N

141-145
CK Q O 344.8 254, 260°
! [13,138]

178-184 264,272,

MK Ay 479,1 c
\qN FNO: [13,138] 280

/ 269%

. 531.4 148-152 287b;
\>_\ @ M\ 1313811 944, 206¢

CH3

. b
*badania wlasne (DSC); *wodne roztwory kwasowe; “wodne roztwory zasadowe; ‘roztwory metanolowe
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Flukonazol FK

Nazwa tacinska: Fluconazolum

Nazwa angielska: Fluconazole

Nazwa chemiczna: 2-(2,4-Difluorofenylo)-1,3-bis(1H-1,2,4-triazol-1-ilo)-2-propanol
[wg [UPAC, wg 13]

Wzor sumaryczny: C;3H;2F2NgO

Zawartos¢: 100%

Nr serii: FL02004

Pochodzenie: Pliva Krakéw S.A.

Ketokonazol KK

Nazwa tacinska: Ketoconazolum

Nazwa angielska: Ketoconazole

Nazwa chemiczna: 1-acetylo-4-[4-[[(2RS,4SR)-2-(2,4-dichlorofenylo)-2-(1 H-imidazolo-1-
ylometylo)-1,3-dioksolan-4-ylo]lmetoksy]fenylo]piperazyna [13]
1-[4-[4-[[2-(2,4-dichlorofenylo)-2-(imidazol-1-ylometylo)-1,3-dioksolan-4-
ylo]metoksy]fenylo]piperazyn-1-yloJetanon [wg IUPAC]

Wzér sumaryczny: CysHpsCloN4Oy

Zawartosc: 99,8%

Nr serii: 103806009

Pochodzenie: PPF Hasco-Lek S.A. Wroclaw

Klotrymazol CK
Nazwa tacinska: Clotrimazolum
Nazwa angielska: Clotrimazole
Nazwa chemiczna: Difenylo-(2-chlorofenylol)-1-imidazolylometan [13]
1-[(2-Chlorofenylo)difenylometylo]-1H-imidazol [wg [UPAC]
Wzér sumaryczny: CyH;7CIN,
Zawartos¢: > 99 %
Nr serii: 114K0749
Pochodzenie: Sigma

Azotan mikonazolu MK

Nazwa tacinska: Miconazoli nitras

Nazwa angielska: Miconazole nitrate

Nazwa chemiczna: azotan 1-[(2RS)-2-[(2,4-dichlorobenzyl)oksy]-2-(2,4dichlorofenylo)-
ethylo]-1H- imidazolu [13]
azotan 1-[2-(2,4-dichlorofentylo)-2-[(2,4-dichlofenylo)metoksy]etylo]
imidazolu [wg IUPAC]

Wzér sumaryczny: C1sH;sCI4N3O4 - HNO;

Zawartos¢: 100 %

Nr serii: 017K1518

Pochodzenie: Sigma-Aldrich
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4.2.

Odczynniki i substancje wzorcowe

Do badan zastosowano nastgpujace odczynniki chemiczne:

Aceton POCH, cz. d. a.

Acetonitryl MERCK, super gradient

Amoniak 25 % roztwdr wodny POCH, cz. d. a.
Chlorek etylenu POCH, cz. d. a.

Chloroform POCH, cz. d. a.

Deuterowany dimetylosulfotlenek (DMSO-d¢) cz. d. a.
Deuterowany trichlorometan (CDCl3) cz. d. a.

Hel

KBr Sigma-Aldrich cz. do spektoskopii

KH,PO4 POCH, cz. d. a.

Metanol POCH, cz. d. a.

NaH,PO4 x H,O POCH, cz. d. a

Tetrametylosilan (TMS) POCH cz. d. a. - standard wewnetrzny do kalibrowania
przesunigcia chemicznego w spektrometrii NMR
Toluen POCH, cz. d. a.

Woda destylowana

Wzorce:

Miconazole nitrate (European Pharmacopeia Standard), LGC Standards
Clotrimazole (European Pharmacopeia Standard), LGC Standards

Clotrimazole Related Compound A, (2-chlorophenyl)-diphenylmethanol (United
States Pharmacopeia Standard), LGC Standards

Clotrimazole Related Compound E, 2-chlorobenzophenone (European Pharmacopeia
Standard), LGC Standards

Fluconazole (European Pharmacopeia Standard), LGC Standards

Imidazole, Fluka, content > 99.5 %

Ketoconazole (European Pharmacopeia Standard), LGC Standards
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4.3.

Aparatura badawcza

Wplyw promieniowania jonizujacego na badane azolu analizowano przy uzyciu nastgpujacej

aparatury badawczej:

Chromatograf cieczowy LC-20 Shimadzu z detektorem MS 4000Q TRAP
Chromatograf cieczowy Waters 616 z detektorem fotodiodowym UV-VIS Waters 996
Dyfraktometr rentgenowski Bruker AXS D8 Advance

Liniowy akcelerator elektronéow LAE 13/9

Mikroskop elektronowy Philips SEM 515

pH-metr Mettler Toledo MP 225

Réznicowy kalorymetr skaningowy DSC 204 Phoenix

Spektrofotometr FT-IR IR Affinity

Spektrofotometr UV-VIS Perkin Elmer Lambda 20

Spektrometr EPR Bruker EMX-10

Spektrometr Intectra Mass AMD 604

Spektrometr NMR Bruker Advance 600 MHz

Tabletkarka Pye Unicam

Wykorzystano takze ponizszy sprzet laboratoryjny 1 materialy nietrwate:

Fiolki ze szkla bezbarwnego o pojemnosci 4 cm’ z korkiem z tworzywa sztucznego
Kolby miarowe o pojemnosci 5, 10 i 25 cm’

Komory do chromatografii TLC r6znej wielkos$ci

Kuwety kwarcowe o grubos$ci warstwy 1 cm

Lampa analityczna o dtugosci fali A=254 1 360 nm

Mikrostrzykawki Hamiltona o pojemnosci 25 1 50 pl

Mozdzierz agatowy wraz z pistlem

Pipetyna 1,2,51 10 cm’

Plytki do chromatografii TLC Kieselgel Fiss4 firmy Merck rozmiar 20 cm*20 cm,
4ecm*15 cm, 1 3cmx10 cm

Waga analityczna Mettler Toledo AG 204

Waga analityczna torsyjna (0-50 1 0-500) — WT typ PRL T-4

Zlewki szklane roznej wielkos$ci
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4.4. Metodyka badan

Wybrane do badan cztery pochodne azolu, poddano ekspozycji promieniowaniem
jonizujacym z akceleratora, a nastgpnie badaniom analitycznym, jednoczesnie ze zwiazkami
nienapromieniowanymi, uzywajac w pierwsze] kolejnosci metod bezposrednich tzn.
niewymagajacych zadnej obrobki wstepnej, np. przeprowadzenia probki do roztworu.
Zastosowano nastepujace metody bezposrednie:

» analiz¢ wagowa

» badania organoleptyczne (postaé, barwa, zapach)

* badania SEM

* badania XRD

= badania DSC,

* Dbadania FT-IR

* Dbadania MS

* badania EPR
a nastepnie metody posrednie:

* pomiary rozpuszczalno$ci, klarownosci 1 zabarwienia roztworéw

* pomiar pH

»  metody spektrofotometryczne UV i NMR

» metody chromatograficzne TLC, HPLC

* metody chromatograficzno-spektometryczne HPLC-MS

4.4.1. Przygotowanie probek
FK, KK, CK 1 MK in substantia odwazono w ilosci okoto 0,5 g z doktadnoscia do 0,0001 g
do wytarowanych bezbarwnych fiolek szklanych o pojemnosci 4 cm’. Fiolki zamknieto

plastikowymi korkami, opisano i ponownie zwazono.

4.4.2. Ekspozycja na promieniowanie jonizujace
Przygotowane prébki poddano dzialaniu promieniowania jonizujacego w temperaturze
pokojowej 1 atmosferze powietrza w liniowym akceleratorze elektronéw LAE 13/9 za pomoca
wiazki elektronéw o energii 9,96 MeV (prad wiazki wynosit 6,2 pA, moc zrodta 10 kGy/s,
a temperatura procesu < 35 °C). Badane pochodne azolu napromieniowano nastgpujacymi

dawkami: 25, 50, 100, 200, 400 i 800 kGy.
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4.4.3. Analiza wagowa
Probki odwazono na wadze analitycznej Mettler Toledo AG 204 przed 1 po
napromieniowaniu z doktadnoscia do 0,0001. Masy probek poréwnano i1 obliczono
bezwzgledng oraz procentowa zmiang¢ masy po napromieniowaniu. Analiz¢ wagowa

przeprowadzono po uptywie 3 dni od napromieniowania.

4.4.4. Analiza organoleptyczna
Badanie organoleptyczne przeprowadzono wedtug zalecen Farmakopei Polskiej VIII [13].
Oceniano postaé, barwe, zapach rozpuszczalnos¢ oraz klarownos¢ i zabarwienie roztworéw
badanych zwiazkéw przed 1 po napromieniowaniu. Analiz¢ organoleptyczna przeprowadzono

po uptywie 3 dni od napromieniowania.

4.4.5. Pomiar pH
Wykonano rowniez pomiar pH zgodnie z zaleceniami Farmakopei Polskiej VIII [13] przy
uzyciu pehametru Mettler Toledo MP 225 z elektroda szklana, w temperaturze 24,5 + 0,5°C.
Pehametr skalowano za pomoca roztworow buforowych o pH 4 i pH 7. Pomiaréw dokonano
dla flukonazolu przed i po napromieniowaniu w roztworach o stgzeniu 5 mg/ml tj. 0,5%.

Pomiary przeprowadzono po uptywie 5 dni od napromieniowania.

4.5. Metody badan

4.5.1. Metody bezposrednie

4.5.1.1. Skaningowy mikroskop elektronowy (SEM)
Oglad mikroskopowy badanych pochodnych azolu wykonano przy uzyciu mikroskopu
elektronowego firmy Philips typu SEM 515 (natezenie przyspieszajace wynosito 3 - 10 kV,

droga optyczna 14 mm). Pomiary przeprowadzono 7 dni po napromieniowaniu.

4.5.1.2. Dyfrakcja promieniowania rentgenowskiego (XRD)
Dyfraktogramy proszkowe badanych pochodnych azolu wykonano przed 1 po
napromieniowaniu, stosujac promieniowanie rentgenowskie CuK, (A = 1,5406 A) w zakresie

20 = 2 — 50°. Pomiaréw dokonano na dyfraktometrze proszkowym firmy Bruker model
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AXS D8 Advance zaopatrzonym w monochromator Johanssona oraz detektor paskowy

LynxEye, po uptywie 1 miesiaca od napromieniowania.

4.5.1.3. Roznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)
Analiz¢ kalorymetryczna badanych pochodnych azolu przed i po napromieniowaniu
wykonano na kalorymetrze DSC-204 firmy Netsch. Probki zwiazkow wyjsciowych
1 napromieniowanych, odwazonych w ilosci 10 mg + 10%, umieszczono w hermetycznie
zamykanych kapsutkach aluminiowych. Pomiary prowadzono w atmosferze gazu oboj¢tnego
(hel) w zakresie od 20 do 300 °C, przy szybkosci ogrzewania 5°C/min po uptywie 2 miesigcy

od napromieniowania.

4.5.1.4. Spektrofotometria w podczerwieni (FT-IR)
Na wadze torsyjnej odwazono 1 mg badanych pochodnych azolu z doktadnoscia do 0,05 mg
(przed i po napromieniowaniu) oraz 300 mg KBr wysuszonego uprzednio w temperaturze
600°C. Nastgpnie oba skladniki utarto w mozdzierzu agatowym w celu uzyskania
jednorodnego rozdrobnienia, po czym wykonano tabletkg o wymiarach 1,3 x 0,1 cm przy
uzyciu tabletkarki PYE UNICAM. Tabletke¢ odniesienia wykonano z samego KBr, a nastgpnie
wykre$lono widma w podczerwieni w zakresie od 4000 do 400 cm™ na spektrofotometrze
FT-IR IRAffinity firmy Shimadzu. Pomiary przeprowadzono po uplywie 2 miesiecy od

napromieniowania.

4.5.1.5. Spektrometria mas (MS)
Widma mas badanych zwiazkéw przed 1 po napromieniowaniu dawka 400 kGy (masa
odwazki 1 mg) wykonano na spektrometrze Intectra Mass AMD 604 w warunkach
standardowych tzn. przy zastosowaniu jonizacji elektronowej (EI) strumieniem elektronow
o energii 70 eV (napigcie = 70 V). Powstale jony skanowano w zakresie od 50 do 550 Da.

Pomiary przeprowadzono po uplywie 1 miesiaca od napromieniowania.

4.5.1.6. Spektrometria elektronowego rezonansu magnetycznego (EPR)
Eksperymenty  elektronowego  rezonansu  paramagnetycznego  wykonano  dla
nienapromieniowanych 1 napromieniowanych pochodnych azolu w postaci proszku
w kapilarach  kwarcowych o $rednicy 4 mm firmy Wilmad. Pomiary
przeprowadzono w temperaturze pokojowej na spektrometrze EPR model EMX-10

firmy Bruker, pracujacym w pasmie X mikrofal (9.4 GHz) przy czestosci drugiej
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modulacji 100 kHz, o czulosci 1 x 10 spinéw/ecm’. Pomiaru indukcji pola
magnetycznego dokonano z doktadnoscia do 0,001 mT, a pomiaru czestosci
mikrofal z doktadnoscia do 0,001 GHz. Wszystkie pomiary wykonano przy nastepujacych
ustawieniach spektrometru: pole centralne: 344 mT, szeroko$¢ sweepu: 20 mT,
wzmocnienie: 2 x 10°, modulacja amplitudy: 0,1 mT, czas konwersji: 163,840 ms, stala
czasowa: 1310,720 ms. Badanie prowadzono od 1 do 355 dnia od napromieniowania.
Poniewaz tworzace si¢ wolne rodniki sa mierzalnym efektem powstajacym w wyniku
oddziatywania wiazki wysokoenergetycznych elektronow na zwiazki lecznicze pochodne
azolu, mozna obliczy¢ wydajnos¢ radiolityczna tej reakcji.

Wydajnos¢ radiolityczna (G) jest to stosunek liczby czasteczek powstajacych produktow lub
zanikajacych substratow do ilosci zaabsorbowanej przez uktad energii promieniowania.
Wydajno$¢ radiolityczna tworzenia si¢ wolnych rodnikéw (Gwr) jest stosunkiem liczby
wolnych rodnikéw powstajacych pod wplywem promieniowania jonizujacego o energii
100 eV.

X
100eV

Obliczono ja wg wzoru: Gwr

Gwr - wydajnos¢ radiolityczna tworzenia si¢ wolnych rodnikow
X - liczba tworzacych si¢ wolnych rodnikow pod wpltywem energii 100 eV
1 kGy =100 Gy 1 Gy =100 rad 1rad=6,243x 10" eV/g

4.5.2. Metody posrednie

4.5.2.1. Spektrofotometria w nadfiolecie (UV)

Badane pochodne azolu odwazono w ilosci od 0,015 g do 0,025 g z doktadnoscia do 0,0001 g.
Nastepnie rozpuszczono w metanolu w kolbkach miarowych o pojemnosci 50 cm’,
a otrzymane roztwory rozcieficzono pobierajac od 1 cm’® do 9 ecm’ do kolbek miarowych
o pojemnosci 10 cm® i uzupeliano metanolem (lub woda w przypadku FK). Absorbancje
otrzymanych roztworé6w mierzono przy uzyciu spektrofotometru UV-VIS Perkin Elmer
Lambda 20 w kuwetach kwarcowych o grubosci warstwy roztworu badanego 1 cm w zakresie
od 200 do 400 nm. Prdéba odniesienia byt uzyty rozpuszczalnik.

Otrzymano widma w ponizszych zakresach stezen (Ryc. 24.):
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08 FK | “ “ ~ KK
N 0,005- 0,045% * | | 0,012-0,030% 4.
i 0,16 - 1,47 mmol/l . | 0,23 -0,56 mmol/l
" (woda) ‘ol \ (metanol)
1,2 - 0,8 -
A CK MK
A
09 0,6 - )
’ 0,015-0,050% 0,015-0,050% tj.
0,44 -1,45 mmol/l 0,31 — 1,04 mmol/l
06 - (metanol) 0.4 1 (metanol)
0,3 4 0,2 -
0 : . - ] - -
200 250 300 350 400 200 250 300 350 400
A nm] A[nm]

Ryec. 24. Widma UV badanych pochodnych azolu

Walidacje¢ metody oznaczania pochodnych azolu za pomoca spektrofotometrii w nadfiolecie

przeprowadzono na zwigzkach nienapromieniowanych, okreslajac takie parametry jak:

= precyzje¢ metody (ang. precision) oceniajac statystycznie wartosci Sredniej pomiaru
absorpcji)

* liniowos$¢ metody (ang. /inearity)

* dokladno$¢ metody (ang. accuracy) dokonujac pomiaréw absorbancji roztwordw
badanych zwiazkdéw przy trzech zakresach stezen z trzech niezaleznych odwazek

» granic¢ wykrywalnoSci (ang. /imit of detection) korzystajac ze wzoru

33-s,

a

LOD =

* granic¢ oznaczalnoSci (ang. /imit of quantitation) korzystajac ze wzoru
10-s,

a

LOQ =
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= powtarzalno$¢ metody, stosujac test F—Snedecora w celu ocenienia jednorodnosci
dwoch wariancji oraz test t—Studenta w celu ocenienia réznic migdzy warto$ciami
srednimi.

Uzyskane parametry statystyczne zestawiono w Tabelach 51 6.

Tabela 5. Ocena statystyczna krzywych wzorcowych

FK KK CK MK
Parametry
regresji Amax 201 Amax 296 Amax 2601 Amax 272 Amax 280
[nm] [nm] [nm] [nm] [nm]
Rownanie
. y=a-x+b
prostej
n 9 9 9 10 10
a 21,76 £0,25 3341+ 0,63 19,94 + 0,95 13,24+ 0,23 12,29+ 0,25
b 0,004+0,007 | -0,006 £ 0,014 | 0,016+ 0,033 | 0,011+ 0,008 | -0,015+ 0,019
Sa 0,106 0,246 0,387 0,224 0,961
Sh 0,003 0,005 0,013 0,006 0,028
Sy 0,004 0,004 0,013 0,009 0,038
T, 54,34 135,89 51,26 59,14 12,78
ty 1,395 -1,157 1,178 1,775 -0,525
r 0,9999 0,9999 0,9989 0,9990 0,9804
Rownanie _
prostej ymax
a 21,64+0,24 | 33,13+ 0,58 20,27 £ 0,88 13,59+ 0,23 11,85+ 0,23
Sa 0,099 0,358 0,136 0,209 0,899
Sy 0,004 0,012 0,005 0,008 0,036
r 0,9999 0,9999 0,9989 0,9990 0,9804
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Tabela 6. Zestawienie parametrow charakteryzujacych metod¢ oznaczania badanych

pochodnych azolu za pomocg spektrofotometrii w UV

Zwiazek badany
Parametr FK K — MK
walidacji Analityczna dlugo$¢ fali [nm]
261 296 261 272 280
s=0,0120 s =0,0071 s=0,0015 s =0,1960 s =0,1695
Precyzja 5x=0,0350 | 5,=0,0024 | s5,=0,0005 | 5,=0,0653 | s,=0,0565
W,=136% | W,=0,85% | W,=0,26% | W,=1,19% | W,=1,51%
Liniowos¢ 0,9999 0,9999 0,9989 0,9990 0,9804
r

Dokladnos¢ 99,58 99,87 99,26 100,36 100,38
(odzysk) [Y%]

. F=137 F=132 F =149 F=0,56 F=1,06
Powtarzalnos¢ t=121 t=1,77 t=1,54 t=1,92 t=2,24
Wykrg’;v ]alnosc 6,1 x 10 6,1 x 10 820x 10" | 194x10° | 1,00x10”

(1)
Oma[cojz;lnosc 1,85x 107 | 121x10° | 248x10° | 589x107 | 3,04x 107
(1)
4.5.2.2. Spektrometria jadrowego rezonansu magnetycznego (NMR)
Badane substancje odwazono w ilosci ok. 10 mg, FK, KK, CK rozpuszczono

w deuterowanym trichlorometanie (CDCls), MK za§ w dimetylosulfotlenku (DMSO-dp),
a nastgpnie otrzymane roztwory przeniesiono do kwarcowych kapilar, ktére umieszczono
w spektrometrze Avance 500 firmy Bruker pracujacym z czgstotliwoscia 400,13 MHz,
wyposazonym w QNP (Quad Nucleus Probe) i dokonano rejestracji widm 'H- i *C-NMR.
Przesunigcia chemiczne podano w cze¢s$ciach na milion (ppm) z sygnalem TMS jako wzorcem.
W analizie “C-NMR uzyto techniki DEPT 135, ktora umozliwia okreslenie rzedowosci
poszczegolnych atomoéw wegla (11 III rzgdowe atomy wegla daja sygnal dodatni, II rzgdowa
ujemny, a IV rzedowe nie daja sygnatu w tej technice). Pomiary przeprowadzono po uptywie

6 miesiacy od napromieniowania.

4.5.2.3. Chromatografia cienkowarstwowa (TLC)

Analize chromatograficzna badanych pochodnych azolu przeprowadzono metoda TLC na

ptytkach pokrytych zelem krzemionkowym Kieselgel 60F,s4 0 grubosci warstwy 0,25 mm
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1 wymiarach 4 x 15 cm lub 20 x 20 cm. Na plytki nalozono metanolowe roztwory badanych
zwiazkow (nienapromieniowanych i napromieniowanych) o stgzeniu 10 mg/ml za pomoca
strzykawki Hamiltona w ilosci 25, 50 lub 100 pl, co odpowiadato 0,25; 0,5 lub 1,0 mg
substancji badanej. Nastepnie plytki rozwijano na drodze 13 lub 17 cm w czasie od 45 minut
do 3 godzin w temperaturze pokojowe;.

W badaniach zastosowano nastgpujace fazy ruchome:

®

chloroform-aceton-metanol- 25% amoniak (4:4:1:0,1 v/v)

o

chloroform-metanol-woda (13,3:1,5:0,2 v/v/v)
toluen-metanol-25% amoniak (64:16:0,1 v/v/v)
d. chlorek etylenu-aceton (1:1 v/v)
e. toluen-metanol (4:1 v/v)
Po wysuszeniu rozwinigtych chromatogramoéw plamy uwidoczniono w $wietle lampy UV
o dhugosci fali 254 nm.
4.5.2.4. Chromatografia cieczowa (HPLC)

Analize chromatograficzng metoda HPLC przeprowadzono na chromatografie cieczowym
Waters 616 z detektorem fotodiodowym UV-VIS Waters 996. Warunki rozdziatu badanych
pochodnych azolu przedstawiono w Tabeli 7. Szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej dla
wszystkich przypadkach (oprocz FK: 1,5 ml/ml) wynosita 1 ml/min.

Tabela 7. Warunki rozdzialu badanych pochodnych azolu metoda HPLC

Objetosé Dlugosc
Badany . fali
. Kolumna Faza ruchoma nastrzyku | Typ elucji
zwigzek ] detektora
: [nm]
Purosphere NaH,PO4 x H,O- o okrat
FK STARRP-18 | metanol - acetonitryl 20| SIS | 254 nm
55 x 4 mm (82,7:7,1:10,2, v/v/v) ’
XTerra RP Cyg Bufor fosforanowy - .
KK 3,9 x 250 mm acetonitryl (50:50 v/v) sl gradientowy | 243 nm
XTerra RP Cyg Bufor fosforanowy - izokratyczna
CK 39x250mm | acetonitryl (50:50 v/v) Sl I mUmin | 200nm
XTerra RP Cig Bufor fosforanowy'- izokratyczna
MK 39x250mm | acetonitryl (50:50 v/v) sl I mUmin | 260nm

"Bufor fosforanowy: 20 mmol/l KH,PO, w mieszaninie woda — acetonitryl 80:20
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Walidacj¢ metody oznaczania badanych pochodnych azolu za pomoca HPLC
przeprowadzono, w podobny sposéb jak walidacj¢ metody UV, wyznaczajac takie parametry
jak precyzje, liniowos¢, granicg oznaczalnos$ci i wykrywalnosci. Otrzymane wyniki dla
wszystkich zwiazkéw charakteryzowaly si¢ odpowiednimi dla tego typu oznaczen
parametrami statystycznymi:

= odchyleniem standardowym s < 5,76 x 107,

* wspotczynnikiem zmiennosci W, < 2,00%,

* granicg wykrywalnosci LOD < 0,14 mg/l,

» granicg oznaczalnosci LOQ < 0,42 mg/l

= liniowoscia w zakresie od 6,25 x 10 mg/ml do 25,0 x 10? mg/ml
Uzyskane wyniki pozwolity na wyznaczenie wydajno$ci radiolitycznej procesu
radiodegradacji pochodnych azolu, tj. obliczono stosunek zanikajacych czasteczek badanego
zwiazku do ilosci zaabsorbowanej przez uklad energii promieniowania, np. wydajnos¢
radiolityczna Ggpg jest stosunkiem zanikajacych czasteczek flukonazolu pod wplywem
zaabsorbowania promieniowania jonizujacego o energii 100 eV. W obliczeniach korzystano

ze wzoru podanego w punkcie 4.5.1.7.

4.5.2.5. Chromatografia cieczowa laczona ze spektrometria mas

(HPLC-MS)

Analiz¢ chromatograficzng metoda HPLC-MS przeprowadzono na chromatografie
cieczowym Prominence LC-20 firmy Shimadzu (z detekcjag UV: 220-254 nm), sprzgzonym ze
spektrometrem mas 4000Q TRAP (Applied Biosystems). Uzyskane dane analizowano za
pomoca programu Analyst 1.4.2.

Rozdziat chromatograficzny przeprowadzono na kolumnie ZORBAX Eclipse XDB C8
o wymiarach 4,6 mm x 150 mm 1 wielko$ci poréw 5 um. Faze ruchomg stanowita mieszanina
roztworu A (woda z 0,1% HCOONH,) oraz roztworu B (metanol z 0,1% HCOONH,).
Proporcje migdzy roztworem A a B byly nastgpujace: 3:7 dla CK i1 KK, 2:8 dla MK 1 1:1
dla FK. Szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej przez kolumn¢ wynosita 1 ml/min. Analiz¢
prowadzono w temperaturze pokojowe;j.

Rozdzielone na kolumnie chromatograficznej produktéw rozktadu 1 wprowadzono do
spektrometru mas, gdzie zastosowano jonizacje¢ z wykorzystaniem elektrospreju, temperatura
jonizacji: 550 °C, napiecie (IS) w trybie jondéw dodatnich: 60 V (20 V dla CK), w trybie

jonow ujemnych: -5500 V. Powstale jony skanowano w zakresie od 80 do 700 Da.
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4.6. Wyniki

4.6.1. Metody bezposrednie

Pomiary masy badanych zwiazkéw wykonano przed i po napromieniowaniu w tych
samych fiolkach szklanych, w ktérych byly odwazone inapromieniowane, zgodnie

z metodyka opisang w rozdziale 4.4.1. Masa probek wynosita od 0,5 do 1,0 g (z doktadnoscia

4.6.1.1. Analiza wagowa

do 0,0001 g). Uzyskane wyniki przedstawiono w Tabeli 8.

Tabela 8. Zestawienie roznicy mas badanych pochodnych azolu przed i po

napromieniowaniu
Roznica mas
Symbol Dawka [kGy]
[mg] [Y0]

25 +0,3 +0,029
50 +0,1 + 0,009
100 +0,2 + 0,020

CK b 9
200 -03 - 0,028
400 - 0,2 - 0,020
800 +0,3 +0,030
25 - 0,5 - 0,050
50 +0,3 +0,030
100 -03 - 0,027
FK 200 - 04 - 0,040
400 -03 - 0,028
800 +0,2 +0,018
25 -03 - 0,028
50 - 0,3 - 0,059
100 +0,2 + 0,039

MK b b
200 +0,3 + 0,059
400 +0,6 + 0,121
800 -03 - 0,031
25 +0,3 +0,031
50 -03 - 0,060
100 +0,7 + 0,138

KK 9 9
200 - 0.2 + 0,039
400 - 03 - 0,060
800 +0,3 + 0,030
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Najwigksze roznice masy zaobserwowano dla KK napromieniowanego dawka 100 kGy
(+0,138%), MK napromieniowanego dawka 400 kGy (+ 0,121%) oraz FK pod wplywem
dawki 25 kGy (- 0,05%), co stanowilo 0,5-0,7 mg. Poniewaz obserwowane rdznice sa
mniejsze niz btad pomiaru £1 mg mozna uznaé, ze masa badanych zwiazkéw nie ulegta
zmianie w procesie napromieniowania oraz ze w trakcie tego procesu nie powstaja zwiazki

lotne.

4.6.1.2 Analiza organoleptyczna

Oceng organoleptyczng wykonano wedlug wymagan FP VIII [13], poréwnujac
zapach, barwe, posta¢ 1 klarowno$¢ wodnych (w przypadku FK) lub metanolowych (KK, CK,
MK) roztworéw napromieniowanych pochodnych azolu ze zwiazkami nie poddanymi
ekspozycji na promieniowanie jonizujace. Wszystkie badane pochodne przed
napromieniowaniem byty biatymi, drobnokrystalicznymi proszkami, bez zapachu, a ich
roztwory metanolowe (lub wodne w przypadku FK) byly bezbarwne i klarowne (Tabela 8).
Stwierdzono, ze posta¢, zapach, barwa 1 klarownos$¢ oraz zabarwienie roztwordéw badanych
zwiazkow nie ulegta zmianie po napromieniowaniu dawka 25 kGy (czyli standardowa dawka
sterylizacyjna) z wyjatkiem FK, ktéry w tych warunkach zabarwia si¢ na kremowo, a w miarg
wzrostu dawki przechodzi poprzez lososiowy i pomaranczowy do brazowego (Tabela 8).
Najdluzej stalos¢ bialego zabarwienia zachowuje CK i MK, ktore az do dawki 400 kGy
pozostaja biate, a nastepnie przybieraja barweg kremowa. KK wykazuje zmiane zabarwienia
z bialego na kremowe przy dawce 50 kGy.
Nalezy podkresli¢, ze wszystkie zwiazki po napromieniowaniu (kazda dawka) tworza po
rozpuszczeniu bezbarwne roztwory (Tabela 9.).
Na tej podstawie mozna sadzi¢, ze powstajace na skutek napromieniowania zabarwienie
zwiazkow nie jest przypuszczalnie spowodowane ani barwg powstajacych produktéw
radiodegradacji, ani zabawieniem wolnych rodnikéw poniewaz w przeciwnym wypadku
otrzymane roztwory bylyby takze barwne, chyba Zze zarowno produkty radiol degradacji jak
iwolne rodniki wystgpuja w tak matych stgzeniach, Zze nie mozemy tego zbadaé

organoleptyczne (czyli poréwnujac je wizualnie za pomoca ludzkiego wzroku).
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Tabela 9. Wyniki analizy organoleptycznej badanych pochodnych azolu

wg szybkoS$ci zmiany zabarwienia

Parametr Dawka [KGy]
Symbol li
analizy 0 | 25| 50 100 200 400 800
Barwa biaty kremowy
Postaé krystaliczny proszek
CK
Zapach bez zapachu
Barwa
i klarownos¢é bezbarwny, klarowny
roztworow
Barwa bialy kremo- | zotta-
wy wy
Postaé krystaliczny proszek
MK
Zapach bez zapachu
Barwa
i klarownosé bezbarwny, klarowny
roztworow
Barwa bialy kremowy lososiowy -
Postaé krystaliczny proszek
KK
Zapach bez zapachu
Barwa
i klarownos$¢ bezbarwny, klarowny
roztworow
Barwa biaty | kremowy | lososiowy p omavrva;nczo- -
Postaé krystaliczny proszek
FK
Zapach bez zapachu
Barwa
i klarownos¢ bezbarwny, klarowny
roztworow
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4.6.1.3. Oglad mikroskopowy (SEM)

Badania mikroskopowe dla badanych pochodnych azolu wykonano zgodnie z metodyka
opisana w rozdziale 4.5.1.

Nie zaobserwowano zmian polegajacych na zbryleniu krysztatow zwiazkéw lub zmianie ich

wielkosci. Na Ryc. 25. przedstawiono mikrofotogratie SEM wybranych zwiazkéw.

Ryec. 25. Mikrofotografie SEM dla KK i CK przed (A) i po napromieniowaniu (B)
dawka 200 kGy

Dettlaff K.: ,,Badania trwatosci radiochemicznej pochodnych azolu ..” Poznan 2010



| (a.u)

lau). .

Czes¢ doswiadczalna 49

4.6.1.4. Analiza rentgenograficzna (XRD)

Rentgenogramy proszkowe badanych pochodnych azolu wykonano, zgodnie z metodyka
opisang w rozdziale 4.5.2., dla zwiazkéw nienapromieniowanych i napromieniowanych
dawka 200 kGy.

Stwierdzono, ze KK nie wykazuje zmian w przebiegu dyfraktogramow po napromieniowaniu,
dla CK 1 MK zaobserwowano niewielkie zmiany ksztaltu oraz intensywnosci niektdrych

pikow widma (Ryc. 26.), odpowiednio w zakresie 3-16, 33-36 20° 1 21-25 20°.

1400

1200

1000
CK 0 kGy

800

600

400

200 CK 200 kGy

10 20 30 40 50 60
20 )

1000
900 |-
800 -

700

600 |-
500
a00|- MK O kGy

300

200
I MK 200 kGy
100 |-

0 T T T T T 1
10 20 30 40 50 80
20 ()

Ryc. 26. Dyfraktogramy proszkowe dla CK i MK przed i po napromieniowaniu
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Najwigksze zmiany w przebiegu widma rengenowskiego stwierdzono dla FK po

napromieniowaniu, obejmowaty one zakres 20-32 20° (Ryc. 27.).

10000

L7 |

M#M”J FK 0 kGy

1000 |

I (a.u)

FK 200 kGy

100 |

10 20 30 40 50
2 ()

Ryc. 27. Dyfraktogramy proszkowe dla FK przed i po napromieniowaniu

W  przypadku FK najwigksze sposrdd badanych pochodnych azolu defekty sieci
krystalograficznej 1 wyrazna, pomaranczowa barwa pod wplywem promieniowania
jonizujacego w dawce 200 kGy pozwalaja na sformutowanie hipotezy, iz przyczyna barwy
zwiazku moga by¢ defekty sieci krystalicznej powstate podczas przenikania wiazki

elektrondw przez probke badanego zwiazku.

4.6.1.5. Roznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)
Badania DSC pochodnych azolu wykonano zgodnie z metodyka opisang w punkcie 4.5.1.3.
Otrzymane krzywe DSC badanych zwiazkéw przed i po napromieniowaniu przedstawiono na
Ryc. 28139, a uzyskane wartosci temperatury topnienia oraz entalpii topnienia zestawiono

w Tabelach 10-12.
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Ryec. 28. Krzywe DSC dla KK i CK przed i po napromieniowaniu

Tabela 10. Parametry piku topnienia badanych zwigzkow przed i po napromieniowaniu
wyznaczone metoda DSC (uszeregowane wg wzrastajacego przesunig¢cia temp. topn.)

0 kGy 200 kGy
Symbol Tem[:' ATmax1 ATonset2
ZWiilell topn. [ C] ’I;max T(:mset ’I(;max T(:)nset [OC] [OC]
[°C] [°C] [°C] [°C]
KK 148-152" 150,0 148,3 149,3 147,1 -0,7 -1,2
CK 141-145" 144,8 142,9 142,7 140,7 2,1 2,2
FK 139-143°° | 140,5 139,2 138,4 136,9 2,1 2,3
MK 178-184" 184,4 183,3 181,5 179,5 -2.9 -3.8

% ok . ! _ 2 _
[13, 1 38] ) badania wiasne, ATmax - Tmax 200 kGy ~ Tmax 0 kGy ATonset - Tonset 200 kGy = Tonset 0 kGy
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Ryec. 29. Krzywe DSC dla FK i MK przed i po napromieniowaniu

Na podstawie analizy krzywych DSC stwierdzono, ze wszystkie badane pochodne azolu
wykazuja typowy, endotermiczny pik topnienia, a w przypadku MK po procesie topnienia
nastgpuje proces egzotermiczny, zwigzany najprawdopodobniej z rozktadem zwiazku, co
potwierdzaja dane literaturowe [13].

Wszystkie badane zwiazki przed i po napromieniowaniu dawkami od 25 do 200 kGy
wykazywaly wyrazne przesunigcie piku odpowiadajacego temperaturze topnienia w kierunku
nizszych temperatur . Wartos¢ tego przesunigcia dla dawki 200 kGy miescita si¢ w granicach

od 1,2°C dla KK do 3,8°C dla MK.
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W przypadku FK i MK znaleziono korelacj¢ migdzy temperatura topnienia Tpax 1 Tonset OTaz

entalpia procesu (AH), a dawka promieniowania jonizujacego (Ryc. 301 31).

Tabela 11. Wyniki analizy DSC dla FK

Dawka [kGy] AH [J/g] Tnax [OC] Tonset [OC]
0 -122,8 140,5 139,2
25 -117,9 139,9 138.,4
50 -112,0 139,5 138,0
100 -109,1 139,3 137,5
200 -106,0 138,4 136,9
142 B Tmax
A. 141 - A Tonset
O
o140 | m
e l__"""'*-——-f.____-_ v =-0,0095x+ 140,23
S 139 A T 1=0,9680
£ 138 - A
¥
s 137 -
= y=-0,0104x+ 138,78
136 r=0,9401
135 . . . |
0 50 100 150 200
Dawka [kGy]
-100 -
B.
-105 - e
= 110 | e
= o
=115 | - v =-0,0006x2+0,2064x - 122,38
= - r=10,9887
= ®
M o-120 4
o
-125 -
-130 . . . |
0 50 100 150 200
Dawka [kGy]

Ryec. 30. Zaleznosci T max, Tonset(A) i AH (B) od dawki promieniowania dla FK
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Tabela 12. Wyniki analizy DSC dla MK

Dawka [kGy] | AH [J/g] Tinax [°C] Tonset [°C)]
0 -129,3 184,4 183,3
25 -127,2 183,7 181,5
50 -119,2 183,0 181,0
100 -111,3 182,7 180,7
200 -101,4 181,5 179,5
A. 186 1 B Tmax
185 - A Tonset
o ¥ II
= 183 4 ._-____""-7--__________ }':-0.0134X+184.0-
s W 1=09699
g 182 -
= B
2 181 - A
% 180 -
- A
179 - y=-0,0157x+182,38
r=0,8958
178 ‘ . . .
0 50 100 150 200
Dawka [KGy]
B. -100 - o
-105
2 110
S - _ _
= ® T y=01432x-12842
2115 | : r=0,9801
5 _
= _
= -120 | e
125 4
130 @ ‘ : : .
0 50 100 150 200
Dawka [KGy]

Ryec. 31. Zaleznosci T yax, Tonset(A) i AH (B) od dawki promieniowania dla MK
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Podsumowujac ten etap badan nalezy zauwazy¢, ze analiza DSC jest cennym narz¢dziem
przydatnym do wstgpnego okreslania czystosci pochodnych azolu. Obnizenie temperatury
topnienia, niezaleznie czy poréwnamy wartosci Tonset (tzn. temperaturg¢ poczatku piku
topnienia) czy Tmax (maksimum piku topnienia) wskazuje na obecno$¢ zanieczyszczen we
wszystkich czterech zwiazkach po napromieniowaniu.

Dla FK 1 MK, czyli pochodnych gdzie obnizenie temperatury topnienia byto w granicach
2-4°C mozna postawi¢ tezg, iz obnizenie tej wartosci jest wprost proporcjonalne do wzrostu
dawki promieniowania jonizujacego, oczywiscie, aby to potwierdzi¢ nalezaloby wykonaé
badania dla wigkszego zakresu dawek, wtedy tez mozna by rozstrzygnac¢, czy entalpia procesu

jest skorelowana z dawka promieniowania jak to sygnalizuja wyniki otrzymane dla FK 1 MK.

4.6.1.6. Spektrofotometria w podczerwieni (FT-IR)

Analiz¢ spektroskopowa w podczerwieni (FT-IR) przeprowadzono zgodnie z metodyka
zamieszczona w rozdziale 4.5.4. dla nienapromieniowanych pochodnych azolu oraz dla
napromieniowanych dawkami: 25 i 200 kGy FK, 25 i 400 kGy dla CK, MK; oraz 25
1 800 kGy dla CK.

We wszystkich przypadkach widma zwiazkéw wybranych do badan byty zgodne z danymi
literaturowymi [138]. Porownujac widma FT-IR zwiazkéw przed i po napromieniowaniu nie
obserwowano zmian w ich przebiegu, jedynie w niewielkie zmiany intensywno$ci widm,
ktore mogly wynika¢ z r6znic odwazek.

Ryc. 32. przedstawia wynik analizy dla CK.

Wyniki analizy FT-IR potwierdzaja wnioski postawione juz na podstawie analizy
organoleptycznej, iz prawdopodobnie zawarto$¢ produktéw radiodegradacji jest ponizej
3-5%. Taka niewielka ilo§¢ produktéw rozktadu radiolitycznego o prawdopodobnie bardzo
zblizonej budowie do zwigzku macierzystego, uniemozliwia wykrycie zmian metoda

spektrofotometrii w podczerwieni.
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Ryc. 32. Widma FT-IR dla CK przed i po napromieniowaniu

Dettlaff K.: ,Badania trwatosci radiochemicznej pochodnych azolu ..” Poznan 2010



Czes¢ doswiadczalna 57

4.6.1.7. Spektrometria mas (MS)

Analiz¢ MS wykonano zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 4.5.6., dla
nienapromieniowanych pochodnych azolu, jak rowniez dla napromieniowanych dawka
200 kGy. Otrzymane widma EI-MS zwiazkéw przedstawiono na Rys. 33, 35, 37 1 39.
Najwazniejsze parametry widm zestawiono w Tabelach 13-16, a proponowane struktury

jonow fragmentacyjnych zilustrowano na Ryc. 34, 36, 38 1 40.

F
s 804
S
o N—N  OH N—N
D 04 / \
3 82m/z 127y QN/) <\N)
o ]
§ 404 m. cz. 306,2 Da
i l
2 20 141 m/z M]" =307 m/z
= 1 |
0 uﬂ‘\ .‘ Lol m.! \“’\‘M \ sl \l\ " 1
T T t T T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350
m/z
100 — 200 kGy 224 m/z
S
© 80-
[=
©
K
§." 60 82 m/z 127 m/Z
(&)
(7]
O 40+
c
3
> 141 m/z .
S 20+ [M]" =307 m/z
=
0 .‘\L ‘[‘. Lol I \[ \.m’\‘ L, ’J mii " 1‘\ . L " . l
T 1 M 1 T T T T T T 1
50 100 150 200 250 300 350
m/z

Ryc. 33. Widma mas dla FK przed i po napromieniowaniu
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Tabela 13. Najintensywniejsze jony widma mas dla FK

0 kGy 200 kGy
Lp.
m/z int. wzgl. [%] | A int. wzgl. [%]*
jon gtéwny 224 100,00 0,00
1 82 50,90 +3,35
2 127 48,83 +2,02
3 141 18,25 +3,38
4 55 17,04 -1,48
5 83 16,87 +0,66
6 125 14,21 +0,81
7 225 13,31 +0,24
8 113 8,86 +1,36
9 224 7,68 -1,43
10 155 6,51 -0,09
11 56 5,38 -0,16
12 182 5,31 +0,13
13 63 4,43 +0,41
14 128 4,25 -0,40
ol glfflllamy 307 0,91 0,28

*Aint. wzgl. = int. wzgl.o0 kGy - Int. wzgl.o kay

W wykonanym widmie mas jon molekularny flukonazolu posiada warto§¢ m/z = 307, jest to

o0 0,63 wigcej niz wynosi masa atomowa tego zwiagzku, co mozna thumaczy¢ przyjmowaniem

protonu przez z fluor (centrum elektroujemnosci czasteczki), lub odchyleniami izotopowymi,

gdyz warto$¢ masy czasteczkowej 306,27 jest warto$cig usredniona.

Na Ryc. 34. przedstawiono struktury jonow fragmentacyjnych FK.

Dettlaff K.: ,,Badania trwatosci radiochemicznej pochodnych azolu ..” Poznan 2010



59

yya

Czes¢ doswiadczalna

31 theymamEeay 1Soap auesmonodos “$¢ 249

INFHED T
Ha= 1
@
taenewSern e5orp euzroqod <——= Y
OdfHD CT1Zw )
HO ibemanE ey eSo1p Eumois <—4 NHI
INFHED 8T/

__/.\.N .__.
m c_ﬁmmﬂmzu_gmﬁawﬂ ,ﬂ
@ / ONZA®H®) 781z .,\J e N

.I Zle | lez Dﬂu.nummH-Hu”u |

._ %.

- INFHED €3z
T _“v,
| /_ s — . o ._.|,,

/@/@/

O4*H-2 1rlzw

LIfgLin me Z, 1 Awnofs wol QIENTIEOTn “C 7T =
OENTIFH YD prT z/m =M
Hi ._F M
= — .
"
L, |

Dettlaff K.: ,,Badania trwatosci radiochemicznej pochodnych azolu ..” Poznan 2010



Czes¢ doswiadczalna

60
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Ryc. 35. Widma mas dla KK przed i po napromieniowaniu
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Tabela 14. Najintensywniejsze jony widma mas KK

0 kGy 200 kGy
o m/z i“ti(;: ?gl' A int. wzgl. [%]*
jon gtéwny 56 100,00 0,00
1 82 99,71 -18,79
2 471 74,22 +17,21
3 173 60,62 -4,40
4 458 59,54 +6,25
5 175 56,82 +4,54
6 473 55,03 +13,64
7 120 50,01 -7,38
8 460 48,71 +7,43
9 472 40,51 +1,74
10 132 40,12 -9,72
11 149 39,91 -7,63
12 219 39,59 +1,18
13 459 39,24 +9,88
14 177 39,13 +0,09
. 530 20,65 +0,87
ol glflﬁamy 532 13,81 +0,57
534 1,80 +0,75

*Aint. wzgl. = int. wzgl. 0 kGy - int. wzgl.o kGy

Obecnos¢ dwdch atomdéw chloru w czasteczce ketokonazolu odpowiada za charakterystyczny
zespol piku molekularnego. Izotopy chloru powoduja w tym przypadku powstawanie jonow
0 masach:

x+35+35=M

x+35+37=M+2

x+37+37=M+4

Stosunek intensywnosci tych jonéw wynosi 9:6:1. W widmie ketokonazolu zespdt piku

molekularnego zawiera jony o m/z 530, 532 1 534 [139].
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Ryc. 37. Widma mas dla CK przed i po napromieniowaniu
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Tabela 15. Najintensywniejsze jony widma mas CK

0 kGy 200 kGy
Lp. :
m/z int. wzgl. [%] | Aint wzgl.

[Yo]*

jon glowny 2717 51,91 +0,00
1 165 34,75 -8,64
2 279 24,62 -4,70
3 239 24,12 -1,28
4 278 23,62 -0,38
5 241 14,24 -1,88
6 242 10,56 -1,07
7 240 8,84 20,52
8 199 7,82 -1,11
9 280 7,59 +0,20
10 166 7,52 -0,92
11 277 4,83 +0,90
12 226 445 20,82
13 119 4,40 -0,56
14 51 0,15 -0,48
molejlglrlllarny 344 0.15 +0,06

najwazniejszy nowy jon 308 1,40

*Aint. wzgl. = int. wzgl.200 kGy - Int. Wzgl.o kgy

Obecnos¢ atomu chloru w czasteczce klotrymazolu powoduje pojawienie si¢
charakterystycznych pikéw izotopowych w widmie mas tego zwigzku. Chlor bowiem
wystepuje w przyrodzie w postaci dwoch izotopow Cl (75,77%) i *'Cl (24,23%),

odpowiadaja one za powstawanie jonéw o masach:
X +35=M
x +37=M+2

Stosunek intensywnosci tych jondw wynosi 3:1. Ze wzgledu na niska intensywnos¢ jonu
molekularnego w widmie nie zaobserwowano takiej prawidtowosci, lecz juz w zespole piku
gléwnego o m/z 277 znajduje si¢ pik izotopowy o m/z 279 i intensywnosci okoto 3 razy

nizszej niz jon gléwny [139].
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Ryc. 39. Widma mas dla MK przed i po napromieniowaniu

zespot piku molekularnego

W czasteczce mikonazolu wystepuja az 4 atomy chloru, dlatego zespot piku molekularnego

zawiera¢ moze wiele pikéw izotopowych, tak jak to ma miejsce dla tetrachlorometanu (CCly),

gdzie uwzgledniajac mozliwe kombinacje izotopow chloru otrzymujemy:

M™  CPCIPCrPCrCl m/z= 152, int. wzgl. = 77,17%
M+2 CPCIPCI®Cl’Cl  m/z= 154, int. wzgl. = 100,00%
M+4 C’CPP°CIPCIP’Cl  m/z= 156, int. wzgl. = 48,60%
M+6 C’CPP°CIPCPP°Cl m/z= 158, int. wzgl. = 10,50%
M+8 CPCIPCI®CI®Cl  m/z= 160, int. wzgl. = 0,85%
Dettlaff K.: ,Badania trwatosci radiochemicznej pochodnych azolu ..” Poznart 2010
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Tabela 16. Najintensywniejsze jony widma mas MK

0 kGy 200 kGy
Lp.
m/z int. wzgl. [%] | A int. wzgl. [%]*
jon gtéwny 159 100,00 0,00
1 160 65,28 -0,40
2 81 22,83 +1,20
3 163 10,70 +0,82
4 54 10,59 -0,25
5 335 9,83 -0,73
6 160 8,55 -0,42
7 89 7,61 +0,19
8 333 7,54 +0,09
9 123 7,40 -0,48
10 205 6,81 -0,73
11 162 5,45 +0,04
12 159 5,11 -0,44
13 173 4,98 -0,57
14 334 4,70 -0,34
414 2,18 +0,22
jon 416 2,86 +0,31
molekularny 418 1,33 +0,18
420 0,14 +0,03

*Aint. wzgl. = int. wzgl.o0 kGy - Int. wzgl.o kay

Dla zespotu jonu molekularnego MK stosunki m/z wynosza odpowiednio:

M+ 2 416;

M" 414;

jon M+8 ze wzgledu na niska intensywno$¢ wzgledng (< 0,1%) nie jest obserwowany.

M+4 418;

M+6 420

Ten charakterystyczny uktad obserwujemy dla jonu fragmentacyjnego m/z =333

(1.w.=6,92%), gdzie jon izotopowy M+2 obserwujemy jako m/z =335 (i.w. 9,10%), M+4
jako m/z 337 (i.w.4,25%) oraz M+6 to m/z=339 (i.w. 0,97%). Dlatego tez struktura

dopasowana do m/z= 333 (m/z po usrednieniu mas izotopéw) zawiera 4 atomy chloru.

Natomiast analiza intensywnosci jonu gtéwnego o m/z 159 oraz jonu izotopowego o m/z 161

musi odpowiada¢ strukturze zawierajacej 2 atomy tego pierwiastka.

Chociaz badany zwiazek jest azotanem, podczas analizy EI-MS obserwujemy tylko jony

mikonazolu, czasteczka azotanu rozpada sie niezaleznie od kationu [139].

Dettlaff K.: ,,Badania trwatosci radiochemicznej pochodnych azolu ..” Poznan 2010
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Otrzymane widma mas badanych pochodnych

azolu byly

zgodne z danymi

literaturowymi [138]. Zestawienie tych widm podkresla réznice w budowie tych zwiazkéw

(Ryc. 41.).
Cl Cl
7 \cg MK cl cl
o N\

07 a l~/ N
°\T CH;
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= ] m. cz. 416,1 Da m/z 160
E 20 ‘ C-,HsCl,

o Lol plo B |, L L : i : . .
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Ryec. 41. Poréwnanie widni mas badanych pochodnych azolu

Najwieksza czasteczka (531,4 Da), a co za tym idzie najbardziej skomplikowang budowa

charakteryzuje si¢ KK, jego fragmentacja przebiega najszybciej o czym moze swiadczy¢

niska warto$¢ m/z jonu gtéwnego (56,09, stanowi to 10,6% masy czasteczkowej. MK ma

nieco nizsza mase¢ czasteczkowa tj. 416,1 Da (479,1 Da w formie azotanu) w tym przypadku
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jon gldwny charakteryzuje si¢ m/z 160,02 (38,5% masy czasteczkowej). Mniejszymi
czasteczkami charakteryzuje si¢ CK zawierajacy w swej strukturze 3 pierscienie benzenowe
ijeden imidazolowy (344,8 Da) oraz FK z jednym pierscieniem benzenowym i dwoma
triazolowymi (306,2), w tych przypadkach rozpad w standardowych warunkach badania
EI-MS byt fagodniejszy, najintensywniejsze jony widma miaty wartosci m/z odpowiednio dla
CK 227,77 (66,1% masy czasteczkowej) 1 FK 224,19 (73,2%). FK 1 CK charakteryzujq si¢
bardzo niska intensywnos$cia jonu molekularnego, odpowiednie 0,91 i 0,15% intensywnosci

wzglednej. Powyzsze parametry zebrano w tabeli 15.

Tabela 17. Parametry widm mas badanych pochodnych azolu

Masa [M]” Jon gléwny
Symbol czasteczkowa
Zyilazku [Da] m/z int. wzgl. [%] m/z
FK 306,2 307 N 0,91 N 224 /\
CK 344.8 344 0,15 277
479,1°
MK 61" 414 2,18 159
KK 5314 530 \/ 20,65 \/ 56 L

E3 N EE3 .
azotan mikonazolu  mikonazol

Z przedstawionych rezultatow badan wynika, ze badane zwiazki nie maja podobnych drég
fragmentacji, poniewaz ich struktury znacznie si¢ rdznig. Zaobserwowano jedynie
prawidtowos¢, ze im wigksza czasteczka zwiazku tym bogatsze jej widmo masowe, a jon

gléwny widma posiada nizsza wartos¢ m/z.
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4.6.1.8. Analiza metoda EPR

Wyniki analizy elektronowego rezonansu paramagnetycznego pozwalaja na stwierdzenie
obecnosci czastek z niesparowanym elektronem, czyli wolnych rodnikow. Probki zwiazkow
wyjsciowych nie posiadaly widma EPR (linia prosta), czyli nie zawieraty wolnych rodnikow,
natomiast w probkach pochodnych azolu napromieniowanych w stanie statym stwierdzono
ich obecno$¢. Widma EPR badanych pochodnych azolu po 1 dniu i po 352 dniach od

napromieniowania przedstawiono na Ryc. 42.

T T 1
335 340 345 350 355 335 340 345 350 355
Pole magnetyczne [mT] Pole magnetyczne [mT]

335 340 345 350 355 335 340 345 350 355
Pole magnetyczne [mT] Pole magnetyczne [mT]

Ryc. 42. Widma EPR badanych zwiazkéw po napromieniowaniu dawka 25 kGy

— po uplywie 1 dnia od napromieniowania, — po roku od napromieniowania

Natomiast na Ryc. 43 i1 44 przedstawiono wartosci szczegotowych pomiarow wykonywanych

w okresie jednego roku.
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Ryec. 43. Czas zycia wolnych rodnikow powstalych po napromieniowaniu badanych

azoli dawka 25 kGy

W badanej grupie zwiazkéw ilo$¢ powstalych wolnych rodnikow oraz czas ich zycia jest
zroznicowany. Najwyzsze stgzenia wolnych rodnikow odnotowano dla flukonazolu
1 ketokonazolu, nieco nizsze dla klotrymazolu, a najnizsze dla azotanu mikonazolu. Chociaz
ketokonazol i flukonazol miat ten sam wynik pomiaru tuz po napromieniowaniu (3,23 x 10'*
spin/g) po uplywie roku odpowiadajace wyniki nie byly zblizone. We flukonazolu zachowato
sic okolo 3 razy mniej wolnych rodnikéw (tj. 4,5 x 10" spin/g) niz w ketokonazolu
(1,34 x 10" spin/g). Moze to oznaczaé, ze wolne rodniki ketokonazolu sa bardziej trwate lub
ze rekombinacja zachodzi wolnie, moze si¢ to wiaza¢ takze z wigksza masa czasteczki
1 ilo$cig atomdw tlenu i azotu z wolnymi parami elektronowymi w czasteczce ketokonazolu.

Z rycin wynika, iz stgzenie wolnych rodnikéw w prébce ketokonazolu po roku od
napromieniowania bylo o okolo 5 % wyzsze od st¢zenia wolnych rodnikow w azotanie
mikonazolu tuz po napromieniowaniu (1,27 x 10" spin/g) - Ryc. 43 i 44.

Na podstawie analizy wykresu przedstawiajacego czasu zycia wolnych rodnikéw (Ryc 43.)
mozna tez stwierdzi¢, ze spadek zawarto$ci wolnych rodnikdw jest najszybszy w przypadku

FK, a najwolniejszy dla MK.
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Ryec. 44. Stezenie wolnych rodnikéw w probkach azoli napromieniowanych

dawka 25 kGy oraz po 352 dniach przechowywania

Poznanie struktur wolnych rodnikéw jest niestety skomplikowane 1 wymagatoby dalszych
badan, do ktérych potrzebne bytyby wigksze ilosci badanych zwiazkow.
Wartosci wydajnosci radiolitycznej Gwg mieszcza si¢ w zakresie od 2,07 x 107 spin/100 eV

(dla FK i KK) do 0,81 x 10 spin/100 eV (dla MK) — Ryc. 45.

257 207 104 2,07 104
> 20
2 1,63 10
[—]
=
15
(=7
v
bi
= 10 0,81 10
z
£ 05
(@) i

0,0

FK KK CK MK

Ryec. 45. Wydajnos¢ radiolityczna tworzenia si¢ wolnych rodnikow podczas

napromieniowania badanych zwigzkow dawka 25 kGy
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4.6.2. Metody posrednie
4.6.2.1. Wyniki pomiarow pH
W Tabeli 18. zestawiono wyniki pomiaréw pH flukonazolu. Inne pochodne nie byly badana

ze wzgledu na staba lub bardzo staba rozpuszczalnos¢ w wodzie.

Tabela 18. Pomiar pH roztworéw FK przed i po napromieniowaniu

Réznica
Dawka [kGy] pH
[jednostki pH] [%]
0 6,48 - -
25 6,45 -0,03 -0,46
100 6,13 -0,35 -5,40
400 5,51 -0,97 -14,99

Tak wyrazny spadek pH wodnych roztwordw FK po napromieniowaniu wskazuje na

powstawanie produktéw rozktadu o charakterze kwasowym.

4.6.2.2. Analiza spektrofotometryczna w nadfiolecie (UV)
Analiz¢ spektrofotometryczng w UV przeprowadzono zgodnie z metodyka zamieszczong
w rozdziale 4.5.9. Pomiaréw absorbancji dokonano przy analitycznych dtugosciach fali
wobec metanolu (lub wody w przypadku FK) jako préby odniesienia, zardwno dla zwiazkow
wyjsciowych jak i poddanych napromieniowaniu.
Widma UV napromieniowanych pochodnych azolu wykazaty nastgpujace zmiany (Ryc. 46):
» FK wzrost absorbancji w zakresie 220-350 nm, a w dawkach > 200kGy dodatkowe
pasmo absorpcji w zakresie 280-320 nm,
» KK wzrost absorbancji w zakresie 260-350 nm,
* CK wzrost absorbancji w zakresie 250-320 nm, szczeg6lnie obserwowany w zakresie
280-320 nm, gdyz wyjsciowy zwigzek nie absorbuje promieniowania ultrafioletowego
w tym zakresie (Ryc. 47)

= MK wzrost absorbancji w zakresie 240-350 nm.

Dettlaff K.: ,,Badania trwatosci radiochemicznej pochodnych azolu ..” Poznan 2010



Czes¢ doswiadczalna

1.00
A FK
03
08
oy
——— 200 kGy
- —— 100 kGy
—— 50kGy
08 — 25kGy
——  0kGy
04
03
02
041
000
2000 220 240 260 280 300 30 340 360 380 400,
A Inml
i
A ——800kGy KK
—— 400 kGy
0,8 | ——200kGy
100 kGy
50 kGy
0,6 -
—— 25 kGy
— 0 kGy
0,4 -
0,2 -
0 T 1
200 250 300 350 A00
A Inml
0,8 -
A MK
0,6 -
——800 kGy
04 —— 400 kGy
— 100 kGy
25kGy
02 m
— 0LkGy
0 T T T 1
200 250 300 350 400
A Inml

Ryc. 46. Widma UV 0,02% roztworéw FK (H,O)oraz KK i MK (CH3;OH)

przed i po napromieniowaniu
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Ryc. 47. Widma UV dla CK przed i po napromnieniowaniu (0,03%, CH;0H)

Wykreslono takze dla KK 1 CK I 1 II pochodne widm. W przypadku KK zmiany po

napromieniowaniu byly analogiczne do zmian obserwowanych w przebiegu widma UV

zerowego rzedu, stwierdzono wzrost amplitudy przebiegu funkcji D1 = f (), tj. wzrost

intensywnos$ci widma w maksimum i spadek intensywnosci w minimum — Ryc. 48.
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-6

——800 kGy

——400kGy

——200kGy

100 kGy
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—— 25 kGy
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320

. w

285

295
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Ryec. 48. Pierwsza pochodna widm UV dla KK przed i po napromieniowaniu
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W przypadku CK stwierdzono pojawienie si¢ nowych maksiméw, szczegdlnie przydatne
wydaje si¢ maksimum pierwszej pochodnej widma przy A = 308 nm, a jego monitorowanie
moze by¢ bardzo czulym narzedziem do wykrywania zmian po napromieniowaniu
(Tabela 19., Ryc. 49.).

Tabela 19. Zmiany w przebiegu widm absorpcji oraz I i Il pochodnej widm UV

dla CK po napromieniowaniu

Absorbancja Pierwsza pochodna . *
. * Druga pochodna widma D

A widma D, gap 2

Dawka el am | 272 | 292 [ 304 [262] 280 [ 300 | 308

max nm nm nm nm nm nm nm

max max max min max min max

AssiGy-kGy 7,46 410 | 1962 | 5732 | 6,06 | 4494 | 4900 | 1264
AsoGy-okGy 1,82 238 | 2442 | 19049 | 1,01 | -1,127 | 9900 | 2173
Réinica | Aookcy-acy 3,81 427 | 502,0 |3982,99 | 1,01 | -3,371 | 19900 | 4445

[Y0]

AsoonGy-0kGy 13,76 5,66 | 11105 | 62902 | 1,01 | -5,618 | 41567 | 9445
AsookGy-0kGy 21,39 -10,84 | 1750,0 | 10853,7 | 1,01 | -10,112 | 64900 | 14445
AsookGy-0kGy 36,32 -18,32 | 3027,0 | 10753,7 | 0,00 | -17,978 | 111567 | 24900

* wyznaczone metoda “peak-zero”

Podsumowujac, wszystkie pochodne azolu po napromieniowaniu wykazuja wzrost absorpcji
promieniowania nadfioletowego, szczegolnie przy analitycznych dtugosciach fal (Tabela 19),
a najwiekszy odnotowano dla MK +69,42% przy dawce 800 kGy. Jedynie dla MK orze
dawce 25 kGy obserwowano nieznacznie obnizenie absorbancji (od 0,81 do 2,45%).

Takze nowe pasma absorpcji sa posrednim dowodem na obecnos¢ produktéw radiolizy
pochodnych azolu. Wzrost absorbancji przy analitycznej dtugosci fali §wiadczy o produktach
radiolizy z chromoforem zblizonym do chromoforu zwiazkéw macierzystych, o podobnej lub
silniejszej absorpcji promieni UV. W przypadku KK maksimum absorpcji UV produktow
jego radiolizy jest dokladnie w zakresie maksimum zwiazku wyjsciowego, a dla FK, CK
1 MK Amax ich produktéw radiolizy jest przesunigte w kierunku fal dluzszych wzgledem Amax
zwigzkow wyjsciowych. Najwyrazniej obserwowano pojawienie si¢ dodatkowego pasma
absorpcji w probkach CK po napromieniowaniu. Roéznica widm CK przed 1 po
napromieniowaniu dawka 400 kGy posiada maksimum A = 283 nm, a pierwsza pochodna

tychze widm wykazuje dodatkowe maksimum przy A = 308 nm.
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Ryec. 49. Pierwsza i druga pochodna widm UV dla CK przed i po napromieniowaniu

(kierunek zmian po napromieniowaniu zaznaczono strzalkami)

W przypadku trzech pochodnych azolu KK, CK i MK stwierdzono, ze wzrost

absorbancji po napromieniowaniu jest wprost proporcjonalny do dawki promieniowania

jonizujacego — Tabela 20.

Tabela 20. Zmiany absorbancji widm UV pochodnych azolu po napromieniowaniu

Zmiana absorbancji po napromieniowaniu [%]
Dawka
promieniowania FK KK CK MK
[kGy]
261 nm | 296 mn 261 nm 265nm | 272nm | 280 nm
25 +4,90 +4,53 + 7,46 - 245 - 0,805 - 1,72
100 +4,14 + 8,12 + 3,81 +17,63 +10,42 + 22,04
400 +3791* | +13,22 +21,39 +48,76 + 29,66 + 44,63
800 - + 22,06 + 36,32 +69,42 + 47,90 + 67,77
A = f (dawki) a=2,00-10" | a=3,00-10* | a=3,05-10* | a=2,61-10" | a=3,27-10"*
y= a-x+b B b =0,6636 b =0,583 b =0,505 b =0,408 b =0,373
& r:7) - 0,9690 0,9806 0,9873 0,9919 0,9709
*200 kGy
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4.6.2.3. Analiza metoda NMR

Badania metoda 'H-NMR  oraz “C-NMR wykonano zgodnie z metodyka opisang
w punkcie 4.5.6. Uzyskane wyniki przedstawiono na Ryc. 50-53 oraz w Tabelach 21-28.
Widma 'H-i"*C-NMR dla FK wyjsciowego byty zgodne z danymi literaturowymi [49].
Analiza widm zwiazku wyjsciowego 1 napromieniowanego dawka 400 kGy nie wykazata
zmian, jedynie niewielkie odchylenie wartosci przesunigcia & odpowiadajace atomom wegla

C2 1 C4 w pierscieniu benzenowym oraz C12 w pierscieniu triazolu (Tabele 21 i 22).

Tabela 21. Wyniki analizy BC-NMR dla FK przed i po napromieniowaniu

9 7 9 ,
13N//N oH N\[\\jB
12&N/>10 10<\N)12’

1 1

Przesunigcie chemiczne &
., m
s.%yrg‘l’l‘;}l‘l’l (ppm] [pAp ﬁl] DEPT 135
0 kGy 400 kGy
C1 123,40 123,39 -0,01 0
C2 160,56 160,20 -0,36 0
C3 103,91 103,90 -0,01 +
C4 163,23 163,30 +0,07 0
Cs 110,88 110,86 -0,02 +
Co6 129,72 129,72 0,00 +
Cc7 73,68 73,67 -0,01 0
C8/8’ 54,89 54,88 -0,01 -
C10/10° 145,10 145,11 +0,01 +
C12/12 150,73 150,79 +0,06 +
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Ryec. 50. Widma '"H-NMR dla FK przed (A) i po napromieniowaniu (B)
dawka 400 kGy

Tabela 22. Wyniki analizy "H-NMR dla FK przed i po napromieniowaniu

Przesunigcie chemiczne &
Zrédlo sygnatu Typ sygnalu [ppm]

0 kGy 400 kGy

H-3 m 6,88 6,88

H-5 m 7,20 7,19

H-6 m 7,22 7,21
H-8a/8a’ d 4,55; 4,59 4,55; 4,59
H-8b/8b’ d 4,73; 4,76 4,73; 4,76

H-10/10° s 8,34 8,33

H-12/12° s 7,80 7,80

H-14 s 6,38 6,38

Tabela 23. Wyniki analizy BC-NMR dla KK przed i po napromieniowaniu
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Przesunigcie chemiczne &

Zrédlo sygnatu [ppm] [pApﬁl] DIIZI;T
0 kGy 400 kGy
C-1 135,88 135,93 +0,05 0
C-2 133,02 133,03 +0,01 0
C-3 131,38 131,40 +0,02 +
C-4 134,65 134,59 -0,06 0
C-5 127,22 127,24 +0,02 +
C-6 129,52 129,50 -0,02 +
C-7 108,05 108,03 -0,02 0
C-8 51,31 51,36 +0,05 -
C-10 138,83 138,75 -0,08 +
C-12 128,60 128,37 -0,23 +
C-13 121,17 121,21 +0,04 +
C-15 74,81 74,81 0,00 +
C-16 41,49 41,49 0,00 -
C-18 46,39 46,39 0,00 -
C-20 152,94 152,93 -0,01 0
C-21125 115,32 115,33 +0,01 +
C-22124 118,78 118,79 +0,01 +
C-23 145,78 145,79 +0,01 0
C-27131 50,69151,05 50,701 51,06 +0,01 1 +0,01 -
C-28130 67,59167,75 67,58167,74 +0,011-0,01 -
C-32 169,93 168,94 -0,99 0
C-33 21,31 21,31 0,00 +
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Ryc. 51. Widma "H-NMR dla KK przed (A) i po napromieniowaniu (B)

dawka 400 kGy
Tabela 24. Wyniki analizy "H NMR dla KK przed i po napromieniowaniu
. Przesunig¢cie chemiczne § [ppm] AS
Zrodlo sygnalu Typ sygnalu
0 kGy 400 kGy Irii]
H-3 7,46 747 +0,01
H-5 d 7,25 7,25 0,00
H-6 d 7,58 7,57 -0,01
H-8a d 4,50 4,51 +0,01
H-8b d 4,40 4,41 +0,01
H-10 7,50 7,52 +0,02
H-12 6,99 6,99 0,00
H-13 6,96 6,96 0,00
H-15 m 4,33 4,38 +0,05
H-16a 3,30 3,30 0,00
H-16b 3,84 3,85 0,01
H-18a m 4,33 4,42 +0,09
H-18b m 4,33 4,38 +0,05
H-21/25 d 6,88 6,88 0,00
H-22/24 d 6,77 6,77 0,00
H-27a,b/31a,b m 3,05 3,04 -0,01
H-28a,b/30ab m 3,75 3,75 0,00
H-33 ] 2,15 2,15 0,00
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Analiza widm *C-NMR dla KK przed i po napromieniowaniu wykazata zmiany przesunigé &
sygnatow atomu wegla C12z 128,60 na 128,37 ppm oraz z 169,93 na 168,94 ppm
karbonylowego atomu wegla C32. To ostatnie przesunigcie o prawie 1 jednostke byto
najwigksza obserwowang zmiang w analizie widm NMR pochodnych azolu przed i po
napromieniowaniu. Moze ono $wiadczy¢ o zmianie w obrgbie grupy acetylowej KK

np. o rozerwaniu wigzania przy C32.

Tabela 25. Wyniki analizy BC-NMR dla CK przed i po napromieniowaniu

Przesunigcie chemiczne &
Zrédlo sygnatu [ppm] [pAplEil] DEPT 135
0 kGy 400 kGy
Cl 140,95 140,95 0,00 0
C2 135,13 135,18 +0,05 0
C3 132,20 132,21 +0,01 +
C4 130,42 130,42 0,00 +
Cs 127,00 127,01 +0,01 +
Co6 129,83 129,83 0,00 +
C7 75,09 75,08 -0,01 0
C8/8’ 140,43 140,43 0,00 0
C9/9°1C13/13° 128,00 128,00 0,00 +
C10/101 C12/12° 130,17 130,16 -0,01 +
clr 128,14 128,14 0,00 +
CI15 139,13 139,12 -0,01 +
C17 128,46 128,46 0,00 +
C18 121,54 121,52 -0,02 +
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......................................................................................................................

Ryec. 52. Widma "H-NMR dla CK przed (A) i po napromieniowaniu (B)
dawka 400 kGy
Wszystkie sygnaty widma 'H-NMR dla CK mieszcza sic w zakresie 6,74 do 7,46 ppm —
Ryc. 44, Tabela 16. Potwierdza to obecno$¢ 14 atomdéw wodoru w trzech pierscieniach
benzenowych 1 3 atomow w pierscieniu imidazolowym. Jednakze nie przypisano doktadnych
wartosci przesuni¢¢ do whasciwych im atomow, z uwagi na niewielkie réznice tych wartosci.
Taka analiza bylaby mozliwa dopiero po wykonaniu badan z udziatem CK znakowanym
izotopowo, lub z uwzglednieniem bardziej zaawansowanych technik dwuwymiarowe]

spektroskopii korelacyjnej (COSY, HETCOR).

Tabela 26. Wyniki analizy "H-NMR dla CK przed i po napromieniowaniu

T Przesunigcie chemiczne 8 [ppm]

[KGy] €

0 6,75 | 692 | 694 | 7,05 | 7,18 | 7,19 | 7,20 | 7,24 | 7,26 | 7,30 | 7,32 | 7,33 | 7,34 | 7,35 | 7,40 | 7,42 | 7,45
400 6,75 | 692 | 694 | 7,06 | 7,18 | 7,19 | 7,20 | 7,25 | 7,26 | 7,31 | 7,32 | 7,33 | 7,34 | 7,35 | 7,40 | 7,42 | 7,46

Dettlaff K.: ,,Badania trwatosci radiochemicznej pochodnych azolu ..” Poznan 2010




Czes¢ doswiadczalna 85

Tabela 27. Wyniki analizy BC-NMR dla MK przed i po napromieniowaniu
Cl_o A, Cl

21

Przesunigcie chemiczne &
Zrodlo sygnatu et [pApIEiI] DEPT 135
0 kGy 400 kGy
C-1 134,10 134,11 +0,01 0
C-2 133,41 133,42 +0,01 0
C-3 127,38 127,38 0,00 +
C-4 133,68 133,67 -0,01 0
C-5 119,94 119,81 -0,13 +
C-6 128,06 128,07 +0,01 +
C-7 75,61 75,59 -0,02 +
C-8 51,74 51,77 +0,03 -
C-10 136,21 136,18 -0,03 +
C-12 128,69 128,69 0,00 +
C-13 122,73 122,77 +0,04 +
C-15 67,45 67,46 +0,01 -
C-16 133,68 133,67 -0,01 0
C-17 133,20 133,20 0,00 0
C-18 131,29 131,30 +0,01 +
C-19 133,47 133,49 +0,02 0
C-20 127,38 127,38 0,00 +
C-21 129,35 129,35 0,00 +

Widma NMR dla MK po napromieniowaniu takze byly zgodne z widmami zwigzku
wyjsciowego, jedynie w widmie *C-NMR zaobserwowano niewielkie réznice przesunigé &

wegla C5 0 0,13 ppm, dla C13 0 0,04 ppm oraz dla C8 1 C10 o 0,03 ppm. (Tabela 24).
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Ryc. 53. Widma *C-NMR dla MK przed (A) i po napromieniowaniu

dawka 400 kGy (B)

Tabela 28. Wyniki analizy B H-NMR dla MK przed

i po napromieniowaniu

Przesunigcie chemiczne &

Zrédlo sygnatu sygzglu [ppm] [pAp il]

0 kGy 400 kGy
H-3 S 7,72 7,72 0,00
H-5 m 7,52 7,53 +0,01
H-6 m 7,45 7,45 0,00
H-7 m 5,20 5,20 0,00
H-8a,b m 4,55 4,54 -0,01
H-10 m 7,59 7,59 0,00
H-12 m 7,44 7,44 0,00
H-13 m 7,42 7,42 0,00
H-15a,b s 4,45 4,46 +0,01
H-18 d 7,72 7,72 0,00
H-20 d 7,52 7,52 0,00
H-21 m 7,45 7,45 0,00
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4.6.2.4. Analiza chromatograficzna TLC
Badane pochodne azolu poddano analizie chromatograficznej technikag TLC wedlug metodyki
zamieszczonej w rozdziale 4.5.9. Na podstawie uzyskanych wynikéw mozna stwierdzié, ze
pochodne azolu sa chromatograficznie czyste, gdyz dla nienapromieniowanych probek nie
obserwowano zanieczyszczen. Wyniki analizy przedstawiono schematycznie na Ryc. 54.

oraz zebrano w Tabeli 29

Tabela 29. Zestawienie wynikow analizy TLC pochodnych azolu

Wspolczynnik opoznienia Ry

Zwiazek Faza
badany | ruchoma 0 25 100 200 400 800
kGy | kGy kGy kGy kGy kGy
C 0,26*
toluen-metanol-
MK amoniak 0,29%* 0,30

(64:16:0,1 v/viv) | 0,48 | 0,48 0,49 0,49 0,48 0,48

C 0,37 0,36
toluen-metanol-
amoniak 0,49 0,48 0,49 0,49 0,49 0,48
(64:16:0,1 v/v/v) 0,61%* 0,60%*
KK B 0,26*
chloroform-

metanol-woda 0,32* 0,33 0,33
(13,3:1,5:0,2 0,44 0,44 0,45 0,44 0,44 0,44

\AZA%) 0,56*
A
chloroform- 0,48 0,49 0,48 0,48 0,48 0,48
FK aceton-metanol- 0.77%* 0.78 0.77
25% amoniak ’ ’ ’
(4:4:1:0,1 vv) 0,82% 0,82 0,82 0,82
D 0,65 0,65 0,64 0,64 0,64 0,65
chlorek etylenu- 0.89% 0.82%* 0.83 0.83
l:l / 2 2 9 9
aceton (1:1vv) 089 | 089 | 0,89
CK 0,34* | 0,34%

E
toluen-metanol 0,43 0,43 0,44 0,43

(4:1 viv) 0,55 | 0,55 0,54 0,55 0,55 0,55
0,70*

0,00 Ryzwigzku badanego 0,00 R¢ produktu radiolizy * $lady
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Faza ruchoma: chloroform-metanol-woda (13,3:1,5:0,2)
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Ilo$¢ nanoszonego roztworu/ilo$¢ substancji: 50 pul/0,5 mg
Faza nieruchoma: zel krzemionkowy Fys4
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Faza ruchoma: toluen-metanol (4:1)

Stezenie roztworu nanoszonego: 10 mg/ml

Ilo$¢ nanoszonego roztworu/ilos¢ substancji: 50 ul/0,5 mg
Faza nieruchoma: zel krzemionkowy Fs,

Ryc. 54. Schematy wybranych chromatogramow TLC pochodnych azolu

przed i po napromieniowaniu
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4.6.2.5. Analiza chromatograficzna HPLC

Analiz¢ wykonano zgodnie z metodyka zawarta w punkcie 4.5.10., wyniki zamieszczono na

Ryc. 55. 1w Tabeli 30.

0,06 -+
A —— 800 kGy MK
0,05 - —— 400 kGy
100 kGy
0,04 7 —— 25 kGy
0,03 - — 0 kGy
0,02 -
0,01 -+
o _ kA A 4\&\‘ A !\\\ a ‘ J\J
0 5 10 15
t [min]
0,1 -
A ——800 kGy KK
0,08
— 0 kGy
0,06 -
0,04 -
o L
0] /lL T T T 1
5 6 7 8 9 10
t[min]
0,030
A —— 800 kGy CK
0,025 ——400kGy
100 kGy
0,020 -
— 25 kGy
0,015 - — OkGy
0,010 |
0,005 - A
0,000 === - =) J
4 6 8 ) 10
t [min]

Ryec. 55. Chromatogramy HPLC dla MK, KK i CK przed i po napromieniowaniu
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Tabela 30. Wyniki analizy HPLC pochodnych azolu przed i po napromieniowaniu

Dawka Czas ret?ncji Liczba p.ro.dukt()w Zawartosé [%]
[kGy] trg [min] radiolizy
FK
0 3,30 0 100,0
25 3,30 0 99,5
50 3,30 0 98,1
100 1,84; 3,30; 4,26 2 95,7
200 1,84; 3,30; 3,66; 4,26 3 92,9
MK
0 2,6; 12,1 0 99,7
25 2,6; 12,1 0 100,1
100 2,6; 7,7, 12,1 1 97,2
400 2,6; 7,0;7,7; 8,5; 12,1 4 94,0
800 2,6; 7,0;7,7; 8,5; 12,1 4 89,6
KK
0 7,50 0 100,0
25 7,50 0 99,4
100 6,05; 7,50; 9,40 2 98,4
400 6,05; 7,50; 9,40 2 96,3
800 6,05; 7,50; 9,40 2 94,3
CK
0 8,5 0 100,0
25 7,7; 8,5 1 100,0
100 7,7; 8,5 1 100,0
400 7,7; 8,5 1 95,8
800 4,5; 6,4;7,7; 8,5 3 93,7

Wszystkie badane pochodne azolu za wyjatkiem MK byly chromatograficznie czyste, tzn. ze
nie wykryto w zwigzkach wyjsciowych zanieczyszczen (MK zawierat jedno zanieczyszczenie
0 tg =2,6 min, ktérego zawartos¢ wynosita 0,3%), a ich wartosci czasu retencji tg byty
zgodne w danych uktadach faz z warto$ciami tg wzorcow. Analiz¢ iloSciowa wykonano
metoda porownania ze wzorcem. Zawarto$¢ zwiazkow wyjsciowych byla w zakresie

99,7 - 100,0% (Tabela 32).
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Po napromieniowaniu obserwowano pojawienie si¢ produktow rozktadu i spadek zawartosci
zwiazkow. Najwigkszy obserwowany ubytek zawartosci byl w przypadku MK (-10,4% dla
800 kGy). Pod wplywem standardowej dawki sterylizacyjnej (25 kGy) jedynie w przypadku
CK stwierdzono obecnos¢ produktu radiolizy (tg =7,7 min), jednakze wystgpowal on
w ilosciach §ladowych (ubytek zawartosci zwiazku byt w granicach biedu metody).

Dysponowano nastepujacymi wzorcami zanieczyszczen: imidazolem, 2-chlorobenzofenonem
oraz 2-(chlorofenylo)-difenylometanolem. Tylko wykryto Sladowe ilosci 2-(chlorofenylo)-
difenylometanolu wykryto w prébkach CK napromieniowanego dawka 800 kGy (tg 6,4 min).

Za pomoca detektora DAD wykre§lono widma UV produktéow radiolizy pochodnych azolu,
ktore przedstawiono na Ryc. 56.

0,02 FK tr 1,84 min 0,04 - KK t 6.05 mi
R 0,05 min
A tr 3,30 min (FK A
R (FK) tr 7,50 min (KK)
te 3,66 min 0,03 - tr 9,40 min
tr 4,26 min
0,02
0,01 -
0 0 :
200 250 300 350 200 250
[nm] A[nm]
0,03 - tw 4,20 min 0,02 - MK || tr 2,60 min
A A .
tr 6,40 min [ tr 7,0 Omin
0,025 - |
tr 7,70 min W tr 7,70 min
0,02 - —— 8,50 min (CK) 'l tx 11,10 min
'. t 12,10 min (MK)
0,015 - 0,01
0,01 -
0,005 -
0 . . ‘ ‘ ‘ : 0 | ) U
200 220 240 260 280 300 320
200 220 240 260 280 300
A[nm] % [nm]

Ryc. 56. Widma absorpcji pochodnych azolu oraz ich produktow radiolizy
(po napromieniowaniu dawka 800 kGy)
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Na Ryc. 57. przedstawiono zawartos¢ procentowa badanych pochodnych azolu poddanych
napromieniowaniu wigzka elektronow w fazie stalej w dawkach od 25 do 800 kGy (do
400 kGy w przypadku FK).

W tym zakresie dawek zaleznosci zawartos¢ vs dawka przebiega odwrotnie proporcjonalnie,

a korelacja tych zaleznosci wynosi od 0,9637 dla MK, do 0,9860 dla FK.

100
y = -0,0068x + 99,491
r = 0,96837

X KK
N
S y=-0,0086x+100,17
©
2
]

90 1 y =-0,0127x + 99,498

y =-0,0289x + 99,529 r=0,9857 MK
r = 0,9860
FK
85 T T T T
0 200 400 600 800

Dawka [kGy]

Ryec. 57. Zawarto$¢ FK, CK, KK i MK (oznaczona metoda HPL.C)
vs dawka promieniowania
Podobnie przedstawiaja si¢ zaleznos$ci In zawartosci procentowej vs dawki, jednakze korelacja

powstatych linii trendu jest na wyzszym poziomie czyli migdzy 0,9791 dla CK a 0,9886
dla FK.

Na postawie zgromadzonych wynikéw analizy ilosciowej obliczono wydajno$¢ radiolityczng
procesu rozktadu pochodnych azolu, a wyniki zebrano w Tabeli 31.

Otrzymane wartosci G mieszcza si¢ w zakresie do 1,29 do 13,57 czasteczek/100eV
(tj. 1,34-14,07 x10" mol/J), co jest poréwnywalne za $rednimi wartosciami wydajnosci
radiolitycznych innych zwiazkow leczniczych w fazie statej [33,138-140].

Wydajnos¢ radiolityczna pochodnych azolu zmienia si¢ w zaleznosci od dawki dla kazdego
zwigzku, lecz aby stwierdzi¢ jednoznacznie czy mamy do czynienia ze spadkiem jej wartosci
wraz z dawka promieniowania (przypadek KK) czy z oscylacja wokot stalej wartosci, czy

z jeszcze bardziej zlozona funkcja (Ryc. 58.) nalezatoby wykonaé badania dla duzo wigkszej

liczby dawek (10-15 dawek).
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Tabela 31. Wydajnos¢ radiolityczna procesu radiodegradacji

Zwiazek badany
Dawka (kGy) CK MK FK KK
Wydajnos$¢ radiolityczna G
[czasteczek/100 eV
25 * * 6,05 4,35
50 - - 11,84 -
100 * 5,05 13,57 2,90
200 - - 11,21 -
400 2,93 2,89 - 1,68
800 2,20 2,55 - 1,29
[* 107 mol/J]
25 * * 6,27 4,52
50 - - 11,28 -
100 * 5,24 14,07 3,01
200 - - 11,62 -
400 3,04 3,00 - 1,74
800 2,28 2,64 - 1,34
* brak ubytku zawartosci - brak danych
14 -
——TFK
12 -
—=— MK
10 A
— —e—CK
S~
° g
S —4— KK
x
5> 6
=
O 4. \
2 | — 8
——=
0 T T T T
0 200 400 600 800
Dawka [kGy]

Ryec. 58. Zalezno$¢ G od dawki w procesie radiolizy pochodnych azolu
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4.6.2.6. Analiza HPLC-MS

Identyfikacje produktéw radiolizy badanych pochodnych azolu przeprowadzono metoda
chromatografii cieczowej sprze¢zonej ze spektrometrem mas zgodnie z metodyka opisang
w rozdziale 4.5.2.4.

Na ponizszych rycinach zamieszczono kolejno chromatogramy HPLC (Ryc. 59.) oraz widma
masowe 1 proponowane wzory zidentyfikowanych produktéw radiodegradacji (Ryc. 60, 62,
64, 66) oraz fragmentacje masowe potwierdzajace struktury produktéw (Ryc. 61, 63, 65, 67).
W Tabelach 32-34 zestawiono masy czasteczkowe, wzory strukturalne, sumaryczne i nazwy
chemiczne wg UIPAC zidentyfikowanych produktéw radiolizy.

Postuzyty one z kolei do zaproponowania najbardzoej prawdopodobnych schematow

radiolizy poszczegdlnych zbadancyh pochodnych azolu.
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Ryc. 59. Chromatogramy HPLC pochodnych azolu napromieniowanych dawka 800 kGy
(A, B, C... K — produkty radiolizy, 1 i 2 — zanieczyszczenia obecne

w zwigzku wyjsciowym)
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Ryc. 60. Widma CID produktéw radiolizy FK
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Ryc. 61. Wybrane fragmentacje masowe produktow radiolizy FK
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Ryec. 62. Widma CID produktow radiolizy CK
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Ryc. 63. Wybrane fragmentacje masowe produktow radiolizy CK
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Ryc.64. Widma CID produktow radiolizy KK
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Tabela 32. Zestawienie proponowanych struktur produktow radiodegradacji FK

Symbol t'} Wazor Sumaryeznys Masa Wzér strukturalny
[min] nazwa chemiczna czasteczkowa
C13H13FNgO
A 2-(2-fluorofenylo)-1,3- F
di(1H-1,2,4-triazol-1-
ylo)propan-2-ol N/’N OH N"\“
PR
2,98 lub 288,28 ]
2-(4-fluorofenylo)-1,3-
A di(1H-1,2,4-triazol-1-
ylo)propan-2-ol
N—N  OH N—N
PR
N N
Ci3H12F2N6O, F
2-(2,4-difluorofenylo)-
B 381 1—(1—0ksyd0—1H—1,2,4— 32227 F
triazol-1-ylo)-3-(1H- o
1,2,4-triazol-1yl) N,\\N oH N—p
propan-2-ol MN P <\N)\
F
Ci3H1iFNg
1,1'-[(2-(4- _N
C 3,99 fluorofenylol)prop-1- 270,27 N// P
ene-1,3-dilo]bis(1H- = N
1,2,4-triazol) Ny
J
Ci3H11F3N6O, F
1,3-di(1H-1,2,4-
D 5,73 triazol-1-ylo)-2-(2,4,6- 324,26 .
trifluorofenylo)propan- F
2-o0l
N— OH —N
/ \
PR
Ci3H1iFNg
1,1'-[(12)-2-(2- ,7¢N
E 6,55 fluorofenylol)prop-1- 270,27 N />
ene-1,3-dilo]bis(1H- = N
1,2,4-triazol) Ny
.
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Tabela 33. Zestawienie proponowanych struktur produktow radiodegradacji CK i KK

Symbol

tr
[min]

Wz6r sumaryczny,
nazwa chemiczna

Masa

czastecz.

Wzér strukturalny

CK

6,60

C22H 1 6N2

1-(9-fenylo-9H-fluoren-9-ylo)-
1 H-imidazol

308,38

O-HO

N

8,45

C,,H,;,CIN,

1-chloro-5,5-difenylo-5,9b-
dihydro-1H-imidazo[5,1-
alizoindol

344,84

1,87

C12H16N202

1-[4-(4-hydroksy-fenylo)
piperazin-1-ylo]etanon

220,27

HO N N

2,39

CysHa6CLNLOy

1-[4-[4-[[2-(2,4-
dichlorofenylo)-2-(imidazol-1-
ylometylo)-1,3-dioksolan-4-
ylo]metoksy]fenylo |piperazyn-
1-ylo]metanon

517,40

Cl

o
O\>—\o N NJ/ °

3,66

C,6H,5CLLN4O5

1-[4-[4-[[2-(2,4-dichloro-
fenylo)-2-(1-oksydoimidazol-
1-ylometylo)-1,3-dioksolan-4-
ylo]metoksy]fenylo]-
piperazyn-1-ylo]etanon

547,43

4,00

CasHaoCIN,O4

1-[4-[4-[[2-(4-chlorofenylo)-2-
(imidazol-1-ylometylo)-1,3-
dioksolan-4-
ylo]metoksy]fenylo]piperazyn-
1-ylo]etanon

496,99

O e

CHy
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Tabela 34. Zestawienie proponowanych struktur produktow radiodegradacji MK

Symbol

tr
[min]

Wzér sumaryczny,
nazwa chemiczna

Masa

czastecz.

Wzor strukturalny

2,34

C12H1 |C1N20

1-{2-[(2-chlorobenzyl)
oksy]etenylo}-1H-
imidazol

234,68

]

L

4,05

Cl 1H10C12N2

1-[2-(2,4-dichlorofenylo)
etylo]-1H-imidazol

241,17

<
o

13,23

C11H10C12N2

1,2-bis(2,4-dichloro-
fenylo)-3-(1H-imidazol-
1-ylo)propan-1-on

414,11

14,77

CisH12CLN, 0,

1-(2,4-dichlorofenylo)-2-
(1H-imidazol-1-ylo)etylo
2.,4-dichlorobenzoesan

430,11

Cl

15,83

CisH2CLN,

1-[2,3-bis(2,4-
dichlorofenylo)prop-2-en-
1-ylo]-1H-imidazol

398,11

17,55

CisH;sC34N,0

1-{2-[(2-chlorobenzyl)
oksy]-2-(2,4-dichloro-
fenylo)etylo}-1H-
imidazol

381,68

23,07

CisHi5C34N0
1-{2-(2-chlorofenylo)-2-
[(2,4-dichlorobenzylo)
oksy]Jetylo}-1H-imidazol

381,68

Dettlaff K.: ,,Badania trwatosci radiochemicznej pochodnych azolu ..” Poznan 2010



Dyskusja wynikow 107

5. Dyskusja wynikow

Wplyw promieniowania jonizujacego na substancje lecznicze zalezy od budowy
chemicznej leku, zastosowanej dawki i1 Zréddla promieniowania, jak rowniez od warunkow,
w jakich przeprowadzany jest proces napromieniowywania [28,35-39,140,141].

Sprawia to, ze trwalo$¢ radiochemiczna, czyli odpornos¢ lekow na promieniowanie
jonizujace, powinna by¢ okreslona dla kazdego leku indywidualnie, z uwzglednieniem
wszystkich parametrow mogacych mie¢ wptyw na przebieg radiolizy.

Celem niniejszej pracy byto okreslenie wptywu promieniowania jonizujace na cztery
pochodne azolu w stanie stalym przy =zastosowaniu wiazki wysokoenergetycznych
elektrondow w standardowej dawce sterylizacyjnej 25 kGy, a tym samym ustalenie czy
zwiazki te maja wystarczajaca trwato$¢ radiochemiczna aby mogly by¢ sterylizowane ta
metoda. Nastepnie zatozono poszukiwanie zmian we wlasciwosciach fizykochemicznych tych
zwiazkdbw po zastosowaniu promieniowania jonizujacego w dawkach wyzszych
(50-800 kGy), a takze wykrycie, rozdzielenie, zidentyfikowanie i oznaczenie powstajacych
produktéw radiolizy.

Wybrane do badan popularne substancje lecznicze pochodne azolu o dzialaniu
przeciwgrzybiczym (flukonazol - FK, ketokonazol - KK, klotrymazol CK 1 azotan
mikonazolu - MK) napromieniowywano wiazka elektronow z akceleratora w dawce 25 kGy
oraz w dawkach wyzszych tj. 50, 100, 200, 400 i 800 kGy. W pracy przyjeto zasade
zastosowania jak najwigkszej liczby badan przy uzyciu metod bezposrednich, tzn. takich,
ktére nie wymagaly zadnej obrdbki wstgpnej napromieniowanej probki (np. zmiany stanu
skupienia przez rozpuszczanie czy stopnienie), a dopiero w drugiej kolejnosci zastosowano
metody posrednie, czyli takie, ktére wymagaty rozpuszczania badanych pochodnych azolu
1 poddawania analizie otrzymanych roztworow.

Z metod bezposrednich przydatne w badaniach trwatosci radiochemicznej pochodnych azolu
okazaly si¢ zaréwno analiza organoleptyczna, jak tez metody instrumentalne, szczegdlnie
metoda kalorymetryczna (DSC) 1 metody spektroskopowe (XRD, EPR, MS), pozwalajace
ukierunkowa¢ dalszy tok badan (Tabela 34).
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Natomiast metody posrednie pozwolity wykry¢, rozdzieli¢ i zidentyfikowaé powstajace
produkty radiolizy (TLC, HPLC, HPLC-MS) oraz oznaczy¢ ubytek zawartosci zwigzkow
wyjsciowych (Tabela 35).

Tabela 35. Porownanie efektywnosci technik bezposrednich w badaniach trwalosci

radiochemicznej pochodnych azolu

Metoda FK KK CK MK

Pomiar masy - - - -

FT-IR - - ; -

SEM ; - - -

MS ++ ++ -+ +

XRD ++ - + +

Analiza organoleptyczna ++ ++ -+ +
DSC ++ + ++ ++
EPR ++ ++ ++ ++

-brak zmian  -/* niewielkie zmiany -+ zmiany ++ zmiany wyrazne

Najmniej informacji na temat zmian zachodzacych pod wplywem promieniowania (tzn. brak
zmian po napromieniowaniu) dostarczyty takie metody bezposrednie jak pomiar masy oraz
metody SEM i FT-IR..
Analiza wagowa w badanich trwatosci radiochemicznej stuzy do wstgpnego wykrywania
lotnych produktow radiolizy. W przypadku pochodnych azolu takie produkty nie powstawaty,
albo byly produktem ubocznym, o niewielkiej masie, ponizej czutosci metody (0,02%).
Metoda spektrometrii mas stwierdzono niewielkie zmiany intensywnosci pikéw dla
niektorych jonow, ale w jednym przypadku (CK napromieniowany dawka 200 kGy) wykryto
nowy pik, o wartosci m/z odpowiadajacej masie czasteczkowej gtdwnego produktu rozktadu.
Zmiana zabarwienia byla obserwowana dla wszystkich zwiazkow, lecz jedynie dla FK juz
po zastosowaniu standardowej dawki sterylizacyjnej, czyli 25 kGy. W przypadku KK zmiang
obserwowano po zastosowaniu dawki 50, a dla CK 1 MK dopiero po napromieniowaniu
dawka 400 kGy.
Przyczyna zmiany barwy moga by¢ nastgpujace procesy fizykochemiczne:

* powstawanie wolnych rodnikdw,

= uszkodzenia sieci krystalicznej przez wybite 1 sputapkowane jony lub elektrony,

* powstawanie barwnych produktéw rozktadu.
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W przypadku badanych pochodnych azolu zabarwione po napromieniowaniu préobki stale
dawaty po rozpuszczeniu (H,O, CH3;OH) bezbarwne roztwory, co automatycznie eliminuje
powstawanie barwnych produktéw radiolizy (lub wystepuja one w ilosciach $ladowych)
1 kaze zbada¢ dwie pierwsze mozliwosci.
I tak dzieki badaniom EPR stwierdzono, ze w przypadku wszystkich badanych zwiazkow
powstaja wolne rodniki (juz przy dawce 25 kGy), lecz w réoznym stezeniu. Dla FK 1 KK
obserwowano najwyzszy poziom wolnych rodnikéw (3,23 x 10'* spin/g), nieco nizszy dla CK
(2,54 x 10" spin/g) i najnizszy dla MK (1,27 x 10'* spin/g). Natomiast badania XRD
wykonane dla FK (200 kGy) wykazaly wyrazne zmiany w jego sieci krystalicznej po
napromieniowaniu. Wyniki tych badan w polaczeniu z faktem, ze roztwory
napromieniowanych zwiazkéw byty bezbarwne oraz ze widma UV-VIS produktéw radiolizy
nie wykazywaty absorpcji w zakresie 400-800 nm wykluczaja mozliwo$¢ powstawania
barwnych produktéw rozktadu i kaza przypuszczaé, ze przyczyng zmiany barwy
napromieniowanych lekéw nalezy upatrywaé wigc w powstawaniu tzw. centrow barwnych,
nazywanych centrami F' lub elektronowymi, ktore absorbuja swiatlo z zakresu widzialnego,
powodujac powstawanie zabarwienia. Centra F tworzone sa przez luki anionowe, wraz
z wychwyconym przez t¢ luk¢ elektronem. Bardziej zlozone centra putapkujace elektrony
moga powstac z kilku centrow F. Jednoczesnie krysztat musi pozostaé elektroobojetny, wigc
tworzeniu elektronowych centrow barwnych towarzysza centra dziurowe zwane
centrami V [142]. W literaturze dos$¢ czgsto obserwowano zjawisko zmiany barwy zwigzkow
po napromieniowaniu in substantia 1 tak jak w przypadku badanych azoli najczgsciej
przyczyna byty defekty sieci krystalicznej 1 sputapkowane w nich wolne rodniki [31, 33, 38].
Rola wolnych rodnikéw w napromieniowanym leku poza powstawaniem uszkodzen
w sieci krystalicznej nie jest doktadnie okreslona tzn. moga prawdopodobnie wptywaé na
wzrost absorbancji w widmach UV i IR lub przyspiesza¢ reakcje degradacji. Badane
pochodne azolu wykazywaty poziomy stgzen wolnych rodnikow po napromieniowaniu
typowe dla substancji leczniczych sterylizowanych radiacyjnie (Ryc. 68.), a wydajnosc
radiolityczna ich tworzenia (Gwr) Wyznaczona w zakresie od 0,81 x 107 do
2,07 x 10 spin/100 eV pozwolita uszeregowa¢ badane zwiazki wg wzrastajacej wartosci Gwr

nastepujaco:

FKwr 2 KKy > CKwr > MKwg
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Ryec. 68. Stezenie wolnych rodnikéw w substancjach leczniczych napromieniowanych
in substantia dawkq 25 kGy [32,38,143-145]

Jednakze nie ma zadnych norm farmakopealnych czy zalecen innych instancji, co do
wlasciwego poziomu wolnych rodnikow w lekach czy zywnosci. Mozna zalozy¢, ze wolne
rodniki to posrednie produkty rozktadu zwiazku, lecz nie tatwo okresli¢ ich budowe
1 reaktywnos¢, stad tez niszczycielska rola wolnych rodnikéw moze by¢ przeceniana.

By¢ moze dobrym rozwigzaniem dla tej sytuacji bytoby stosowanie czasu karencji dla lekoéw
sterylizowanych radiacyjnie, czyli okresu magazynowania po napromieniowaniu, ktory
powalitby na wygasnigcie wolnych rodnikéw. W przypadku pochodnych azolu czas ten bylby
w granicach 1 roku, z wyjatkiem KK, ktérego najwigksza czasteczka i najbardziej ztozona
budowa przestrzenna jest prawdopodobnie odpowiedzialna za dluzsze utrzymywanie sig¢

czasteczek z niesparowanym elektronem walencyjnym.

Metody posrednie, czyli badania pochodnych azolu w postaci roztworéw wodnych
lub metanolowych, pozwolity na wykrycie, poznanie wlasciwosci oraz oceng¢ ilosciowa,
a takze zaproponowanie struktur produktow radiodegradac;ji.

Najmniej zmian wykryto metoda NMR (Tabela 36.), co jest zrozumiale, gdyz
przesuniecia 8 sa charakterystyczne dla danego wegla (‘*C-NMR) czy wodoru (‘H-NMR)

i zalezne od konformacji czasteczki, gdzie oddzialywujgq na nie sasiadujace grupy atomow.
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W probkach napromieniowanych zaledwie niewielka czes¢ czasteczek badanych pochodnych
azolu ulegata rozktadowi, tj. powstawaty na to miejsce zwiazki potomne, czyli produkty
radiolizy. Produkty te w wielu przypadkach tylko nieznacznie réznity si¢ budowa od
zwiazkéw macierzystych, czesto jedna grupa funkcyjna (np. obecnos$cia jednego atomu
chlorowca), co powodowalo, ze na widmie NMR obserwowano niewielkie przesunigcie tylko
niektorych sygnatow.

Jednakze metoda ta okazala si¢ bardzo przydatna w ustalaniu struktury produktow rozktadu
KK, gdzie dzigki niej wskazano, w ktorej pozycji dochodzi do eliminacji atomu chloru oraz
gdzie nastepuje utlenienie azotu (postanie N-tlenku).

Tabela 36. Przydatno$¢ metod posrednich w badaniach trwalosci radiochemiczne;j

pochodnych azolu

Metoda FK KK CK MK

'H-NMR -+ -+ - -+
PC-NMR + + - -

Pomiar pH ++ b.n. b.n. b.n.
uv ++ ++ ++ ++
TLC ++ ++ ++ ++
HPLC ++ ++ ++ ++
HPLC-MS ++ ++ ++ ++

-brak zmian -/t niewielkie zmiany =+ zmiany ++ zmiany wyrazne b.n. badania niewykonane

Pomiar pH wykonano jedynie dla FK (ze wzgledu na staba rozpuszczalno$¢ w wodzie
pozostatych pochodnych). Stwierdzono, ze conajmniej jeden z powstajacych produktow
radiolizy musi posiada¢ wlasciwosci kwasowe, gdyz pH wyraznie obnizylo si¢ wraz
z pochlonigta przez FK dawka promieniowania (Tabela 15).

Metoda spektrofotometrii UV obserwowano zmiany po napromieniowaniu, jako wzrost
absorpcji widma UV (szczegolnie przy Amax), ale poniwaz nie jest to metoda selektywna, wigc
okazata si¢ przydatna jedynie w przypadku CK, gdzie powstawat produkt radiolizy o Amax
przesuni¢gtym w poréwnaniu z CK o 25 nm w kierunku fal dtuzszych.

Metody chromatograficzne TLC jak i HPLC charakteryzujace si¢ roézna czutosScia,
pozwolilty wykry¢ produkty radiodegradacji. Najczulsza byta metoda HPLC z detektorem
MS, dzigki ktorej wykryto nawet 11 produktow rozktadu w przypadku MK (Tabela 37).
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Tabela 37. Porownanie liczby produktow radiolizy pochodnych azolu

Liczba produktow

Symbol

. HPLC-MS
zwigzku | T,c | HPLC

wszystkie zidentyfikowane

CK 3 3 4 2

KK 3 2 5 4

FK 2 3 5 5

MK 2 4 11 7

Z kolei widma CID pozwolity na zaproponowanie wzorow sumarycznych i strukturalnych

produktow radiodegradacji badanych zwiazkow.

W Tabeli 38. Zestawiono natomiast najwazniejsze zmiany zachodzace w badanych
zwiazkach po napromieniowaniu standardowa dawka sterylizacyjna (25 kGy) oraz najwyzsza.

Jak wynika z przedstawionego zestawienia po napromieniowaniu standardowg dawka
sterylizacyjna tylko jeden z badanych zwiazkow, a mianowicie FK, nie spelnial wymagan
farmakopealnych (zmiana koloru) i nalezy wykluczy¢ mozliwos¢ wyjatawiania FK metoda
radiacyjng za pomoca wiazki wysokoenergetycznych elektrondw.
Pozostale zwiazki spelnialy wymagania farmakopealne, tzn. ich barwa pozostawata bez
zmian, wyznaczony metoda HPLC ubytek zawartosci miescit si¢ w zakresie 0,0 - 0,6%.
Jedyne stwierdzone zmiany to obecnos¢ wolnych rodnikéw 1 wzrost absorbancji
promieniowania UV przy Am.x 0 4,5-7,5%. W takich przypadkach zalecana jest walidacja
dawki, tzn. ustalenie skutecznej dawki sterylizacyjnej, ktéra moze by¢ nizsza niz 25 kGy.
Wobec powyzszego droga do sterylizacji FK metoda radiacyjng nie jest definitywnie

zamknigta.

Na podstawie wynikow oznaczania zawartosci badanych pochodnych po
napromieniowaniu, uzyskanych metoda HPLC (Tabela 30), obliczono wydajnosé
radiolityczng badanych zwiazkéw, czyli ilos¢ czasteczek, ktora ulegata rozktadowi po
zaabsorbowaniu 100 eV energii w postaci promieniowania jonizujacego. A zatem
wspotczynnik ten wyraza podatnos¢ zwigzku na rozkltad pod wplywem energii
promieniowania jonizujacego. Uzyskane wartosci G zestawiono w Tabeli 31. oraz

przedstawiono na Ryc. 58 1 69.
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Tabela 38. Zestawienie najwazniejszych zmian pochodnych azolu po napromieniowaniu

standardowa dawka sterylizacyjng oraz najwyzsza

Obserwowane zmiany

Sy.mbol Badany parametr
zwiazku
25 kGy 800 kGy
Barwa zwigzku biaty z6ltawy
Ubytek zawartosci® 0% 10,4%
Liczba TLC 0 2
MK produktoéw HPLC 0 4
radiolizy | HPLC-MS 3 11
obnizenie temp. top. o 1,8°C obnizenie temp. top. o 3,8°C*
Inne stgz. wolnych rodnikow wzrost absorpcji UV przy Apax
1,27x10" spin/g 0 69,4%
A & przy C5 -0,13 ppm**
Barwa zwiazku biaty brazowy
Ubytek zawartosci® 0,6% 5,7%
Liczba TLC 0 3
produktéw HPLC 0 2
KK radiolizy | HPLC-MS - 5
stez. wolnych rodnikéw obnizenie temp. top. o 1,2°C*
Inne 3,23x10" spin/g wzrost absorpcji UV przy Amax
wzrost absorpcji UV przy Apax 022,4%
04,5% A 8 przy C32 -0,99 ppm™**
Barwa zwiazku biaty kremowy
Ubytek zawartosci® 0% 6,3%
Liczba TLC 0 3
produktow HPLC 1 (Slady) 3
CK | radiolizy | HPLC-MS - 4
stez. wolnych rodnikéw nowy jon w widmie MS m/z=308*
2,54x10" spin/g obnizenie temp. top. 0 2,2°C*
Inne A 8 przy C2 +0,05 ppm**
wzrost absorpcji UV przy Ap.x wzrost absorpcji UV przy Apax
07,5% 036,3%
Barwa zwigzku kremowy brazowy
Ubytek zawartosci® 0,5% 7,1%*
Liczba TLC 0 2%
produktéw HPLC 0 3%
radiolizy | HPLC-MS - 3
obnizenie wartosci pH o 0,03 obnizenie wartosci pH o 0,97*
stgz. wolnych rodnikow zmiany w widmie XRD*
Inne 3,23x10" spin/g wzrost absorpcji UV przy Amax
wzrost absorpcji UV przy Apax 037,9%*
0 4,9% A 8 przy C2 -0,36 ppm**
obnizenie temp. top. 0 0,8°C obnizenie temp. top. o 2,3°C*
*200 kGy **400 kGy . wyznaczony metoda HPLC
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Ryc. 69. Wydajnos$¢ radiolityczna badanych pochodnych azolu

Otrzymabe wartosci G dla pochodnych azolu miescity si¢ w zakresie od 1,34 do 14,07
x 10" mol/T o byly ze sa tego samego rzedu wielkosci co wartosci wydajnosci
radiolitycznejinnych zwigzkow leczniczych poddawanych napromieniowaniu w fazie stalej
[33,36,145].
Najwyzsze wartosci wydajnosci radiolitycznej uzyskano dla FK, a szereg trwatosci
radiochemicznej wg tego parametru (uwzgledniajac wynik osiagnigty dla najwyzszej dawki

promieniowania) jest nastgpujacy:
KK > CK > MK > FK

W przypadku FK najwyzsza wydajnos¢ radiolityczna rozktadu zwigzku G jest zgodna
znajwyzsza wartoscia Gwr ws$rod badanych pochodnych azolu. Dla tej pochodnej
stwierdzono takze najpierw wzrost (do dawki 100 kGy), a nastepnie spadek wartosci G
wzgledem dawki (Ryc. 69). Dla pozostatych pochodnych azolu obserwowano spadek
wartosci G wraz ze wzrostem dawki promieniowania. Zmiany G od dawki promieniowania
nalezy tlumaczy¢ mniejszym lub wigkszym udzialem absorbowanej energii we wtérnych
reakcjach radiolizy, tj. powstawaniu wtdérnych wolnych rodnikéw 1 wtornych produktow

rozkladu oraz destrukcyjnym wptywem na struktur¢ krystaliczna napromieniowywanych
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zwiazkow. Zarowno wzrost jak 1 spadek wartosci wydajnosci radiolitycznej od dawki
promieniowania byt opisywany w literaturze takze dla innych zwigzkéw leczniczych
poddawanych napromieniowaniu [ 145-147].

W przypadku niniejszej pracy czas napromieniowywania badanych pochodnych azolu
wiazka elektrondw byl bardzo krétki, poniewaz moc zrodta wynosita 10 kGy/s, a wigc dawka
25 kGy byta absorbowana w czasie 2,5 s; dawka 100 kGy w czasie 10 s, 400 kGy w 40 s,
a 800 kGy odpowiednio w 80 s. Znajac czas napromieniowywania oraz spadek zawartosci po
napromieniowaniu wyznaczono réwnania Kinetyczne reakcji radiodegradacji badanych
pochodnych azolu, a nastgpnie ich parametry kinetyczne, tj.: stata szybkosci rozktadu (k) oraz
czas 10% ubytku zwigzku napromieniowanego (tp;) oraz odpowiadajaca mu dawke

promieniowania (Dg ) - Tabela 39.

Tabela 39. Zestawienie parametrow kinetycznych badanych pochodnych azolu

lziz‘;‘:;;; FK MK CK KK

kx10° [s7] 0,31 0,13 0,09 0,07
to.1 [s] 34,34 78,26 119,23 149,50

Dy,i [kGy] 343 41 782,60 1192,26 1495,03

W badanym zakresie dawek proces rozktadu radiolitycznego pochodnych azolu byt

zgodny z kinetyka reakcji I rzgdu. Nalezy jednak zaznaczy¢, ze byl to tylko pierwszy etap
rozktadu, podczas ktérego ubytek zawartosci wyjscowej obnizyt si¢ o ~ 10%.

Otrzymane wartosci k sugeruja, ze najbardziej odporna pochodng azolu na promieniowanie
jonizujace w zakresie analizowanych dawek o dziataniu przeciwgrzybiczym jest KK,
natomiast najmniej trwata FK. Réznice w szybkosci radiodegradacji sa niewielkie: KK ulega
rozktadowi tylko ~4 razy wolniej od FK, a szereg trwatosci radiochemicznej badanych
zwiazkoéw przedstawia si¢ nastgpujaco:

KK > CK > MK > FK

Szereg ten zaprzecza tezie o destrukcyjnym dziataniu wolnych rodnikow, ktérych stezenie
byto identyczne wlasnie w przypadku KK 1 FK. Tak wigc nie mozna jednoznacznie
kwalifikowa¢ obecnosci wolnych rodnikéw jako czynnika przyspieszajacego destrukcje

zwiazku (przynajmniej w obrebie badanych pochodnych).
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Zastosowanie metody HPLC-MS pozwolito na zaproponowanie struktury produktéw
rozktadu radiolitycznego badanych pochodnych azolu. Dla poszczegolnych pochodnych
stwierdzono powstawanie od 4 (CK) do 11 (MK) produktéw radiolizy (lacznie 25). Dla
wigkszosci z nich (tj. 19) udalo si¢ zaproponowaé wzory strukturalne (Tabele 31-33 oraz 36).

W przypadku FK poznano budowe¢ wszystkich pieciu produktow radiolizy, ustalono
ze powstaja one na drodze eliminacji atomu fluoru z pierscienia benzenowego przy C4 1 C2
(powstawanie monofluoropochodnych FK), ale takze addycji atomu fluoru przy C6, co
prowadzi do powstawania trifuoropochodnej FK. Zaobserwowano takze tworzenie sig¢
N-tlenkow poprzez utlenienie atomdéw azotu przy N9 lub N9’ oraz tworzenie si¢ innych
produktéw utlenienia poprzez oderwanie grupy hydroksylowej 1 odwodornienie wigzania

C7-C8 (FK-H,0). Na Ryc. 70. przedstawiono drogi powstawania produktéw radiolizy FK.

F /4N>
(e}

VYA T VN . — M
IS TN N

utlenienie do N-tlenku

—N  OH N—N | \ N_
/ \ & N N
Ly &) €
addycja fluoru monodehalogenacja dehydratacja
drogi gléwne ===sp  drogi uboczne —»  drogi wtorne - - - »

Ryc. 70. Schemat proces6w odpowiedzialnych za tworzenie si¢ produktéw radiolizy FK

Utlenienie, dehydratacja 1 dehalogenacja zwiazkow po napromieniowaniu jest czgsto
opisywana w literaturze [24-26,33,35,39,143-145]. Obserwowano takze tworzenie si¢
produktow radiolizy o wickszej liczbie atomdéw chlorowca niz zwiazek wyjsciowy
(np. powstawanie z monochloropochodnej dichloropochodnej) [144,145]. Potwierdza to
rodnikowy charakter zmian zachodzacych w napromieniowanym leku i role rodnikow

halogenkow (w przypadku FK rodnikow F).
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W widmie "“C-NMR wykonanym dla FK po napromieniowaniu najwicksze zmiany
przesunigcia & obserwowano dla wegli C2 1 C4 co moze byé, na rowni z wielkoscia
piku na chromatogramie HPLC (Ryc.59), potwierdzeniem faktu tworzenia si¢
monofluoropochodnych FK oraz ze droga na ktdérej powstaja, tzn. reakcja dehalogenacji, jest
gléwnym procesem odpowiedzialnym za rozktad radiolityczny FK.
Jest takze wielce prawdopodobne, ze posrednim potwierdzeniem tworzenia si¢
pochodnych z dodatkowymi wigzaniami podwdjnymi, czyli pochodnych N-tlenkowych
1 dehydropochodnej, byt wzrost absorbancji przy Ama.x obserwowany w widmie UV [148].

Po napromieniowaniu drugiej z badanych pochodnych azolu w stanie stalym,
czyli CK wiazka elektronéw powstaje jeden gléwny produkt radiolizy na drodze eliminacji
czasteczki chlorowodoru i utworzenia dodatkowego pierscienia, czyli uktadu fluorenu —

Ryec. 71.

Cl
dehydrogenacja \ 2 ‘
Cl

Z przegrupowaniem
OTO—| OFO
N N
VR 9,
O al CK monodeha.logeznacja
z cyklizacja
Wand)

utlenienie z eliminacja
imidazolu

drogi gtdwne === drogi uboczne —»

Ryc. 71. Schemat procesow odpowiedzialnych za tworzenie si¢ produktow radiolizy CK

Oprocz wynikow dostarczonych metoda HPLC-MS strukture gléwnego produktu radiolizy
CK potwierdzaja wyniki analizy MS 1 NMR (Ryc. 37., Tabela 15. 1 Tabela 25.), posrednio
takze analiza spektrofotometryczna UV bezposrednia jak i po rozdziale chromatograficznym
HPLC. W widmie MS wykreslonym w warunkach standardowych dla CK po
napromieniowaniu dawka 200 kGy zaobserwowano nowy pik o intensywnos$ci wzglednej

1,4% przy m/z 308, czyli odpowiadajacy wartoscia masie czasteczkowej kationorodnika
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1-(9-fenylofluoren-9-ylo)-imidazolu oraz stwierdzono brak charakterystycznego piku
1zotopowego §wiadczacy o nieobecnosci atomu chloru w strukturze produktu

Poréwnujac widma C-NMR wykonane dla CK przed i po napromieniowaniu dawka
400 kGy obserwowano jedynie zmiang przesunig¢cia & sygnatu C2, co potwierdza fakt, ze
czgs$¢ czasteczek CK po napromieniowaniu ma inne sasiedztwo przy weglu C2, przy nim
bowiem nast¢puje dehalogenacja 1 cyklizacja zwiazku.

Pochodne fluorenowe maja charakterystyczny silny chromofor absorbujacy promieniowanie
nadfioletowe powyzej 250-320 nm, dlatego tez w widmie UV dla CK po napromieniowaniu
obserwuje si¢ wyrazny wzrost absorpcji, oraz pojawienie si¢ pasma z maksimum absorpcji
przy ok. 283 nm (Ryc. 72 a). Po rozdziale chromatograficznym (HPLC) oraz dzigki widmom
uzyskanym z detektora DAD okazato si¢, 1z za rdznicg przebiegu widm UV jest

odpowiedzialny gtowny produkt radiolizy o tg = 7,7 min (Ryc. 72 b).

0,03 -
b ——7,7min

0kGy 0,025 - ——8,5min (CK)

08 - —800 kGy
——roznica widm 0,02 -
0,6
0,015 -

04
0,01 -

027 0,005 -

220 240 260 280 300 320 340 200 220 240 260 280 300 320
A [nm] A [nm]

Ryc. 72. Porownanie widm UV dla CK i jego gléwnego produktu radiodegradacji
a. widma UV przed rozdzialem b. widma UV po rozdziale HPLC

Jest to 1-(9-fenylofluoren-9-ylo)-imidazol, czyli pochodna fluorenowa, bedaca
przedstawicielem wielopierscieniowych weglowodoréw aromatycznych (WWA, lub PAH
z ang. Polycyclic Aromatic Hydrocarbons) 1 moze wykazywa¢ szkodliwe dziatanie

kancerogenne. Nalezatoby zatem okresli¢ jej wlasciwosci toksyczne [24].

Pozostale dwa produkty radiolizy CK powstaja w ilosciach sladowych. Stwierdzono, ze sg to
(2-chlorofenylo)-difenylometanolu i pochodnej fluorenu niepozbawionej atomu chloru, czyli

dehydrogenopochodnej CK, ktorej hipotetyczna struktur¢ przedstawia Ryc. 71.
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W przypadku trzeciej badanej pochodnej, czyli KK, ktory posiada najwigksza
1 najbardziej skomplikowana czasteczkg, ustalono nastepujace drogi radiodegradacji:
demetylacj¢, dehalogenacj¢, rozerwanie mostka tlenowego w czasteczce 1 utlenienie.
Zobrazowano to na Ryc. 73.
Metoda HPLC-MS nie rozstrzygnigto czy tworzy si¢ monochloropochodna KK z atomem CI
W pozycji para czy orto pierScienia benzenowego. O tym, iz z wigkszym
prawdopodobienstwem zachodzi eliminacja atomu chloru w pozycji C4 $wiadczy wynik
analizy C-NMR poréwnujac bowiem widma KK przed i po napromieniowaniu dawka
400 kGy stwierdzono znaczne rozbieznosci przesunie¢ & odpowiadajace sygnatowi wegla C4,

za$ niewielkie (w granicach btgdu metody) zmiany dla sygnatu wegla C2.
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Ryc. 73. Schemat proceso6w odpowiedzialnych za tworzenie si¢ produktow radiolizy KK

W przypadku tworzenia si¢ N-tlenku KK takze dzigki metodzie NMR rozstrzygnigto, iz
z wigkszym prawdopodobienstwem utleni si¢ azot w N9 w pierscieniu imidazolu niz N26
w pierscieniu piperazyny. Analizujac widma “C-NMR KK przed i po napromieniowaniu
zanotowano takze bardzo wyrazna zmiang dla sygnatu odpowiadajacemu atomowi wegla

C32, co potwierdza, ze pewna czg$¢ napromieniowanych czasteczek ulega demetylacji, co
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catkowicie zmienia konformacj¢ i w konsekwencji przesuwa w kierunku nizszych wartosci
ppm sygnatl wegla C32. Za wzrost absorpcji w widmie UV KK po napromieniowaniu tak jak
w przypadku FK moze by¢ odpowiedzialny produkt radiolizy o charakterze N-tlenku, gdyz
posiada uktad chromoforowy silniej absorbujacy promieniowanie UV niz zwiazek
macierzysty [148].

Dla czwartej badanej pochodnej, MK, wykryto po napromieniowaniu najwigcej, bo
az 11 produktéw radiodegradacji. Nie wszystkie niestety udato si¢ zidentyfikowaé. Wigkszos¢
ich zawartos$ci

z tych zwiazkow powstawala w ilosciach s$ladowych, a suma

po
napromieniowaniu dawka 400 kGy 1 800 kGy stanowita odpowiednio ~6% 1 10 %. Procesy,
w ktorych powstaja produkty radiolizy MK przedstawiono na  Ryc. 74. Natomiast

w Tabeli 40. poréwnano wspolne i1 specyficzne dla poszczegdlnych pochodnych reakcje

radiodegradacji.
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Ryc. 74. Schemat procesow odpowiedzialnych za tworzenie si¢ produktow radiolizy MK
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Zaden z produktéw radiolizy MK nie dominowat, co moze wskazywaé, ze w przypadku tej
pochodnej rozktad zachodzi wielokierunkowo. Chociaz w czasteczce MK znajduja si¢ az
cztery atomy chloru, to tak jak w przypadku innych badanych azoli eliminacja atomu

halogenku  zachodzi  jednostopniowo, tzn.  wykryto  trichloropochodne @ MK

(= monodechloropochodne MK-CI), za§ monochloro- oraz dichloropochodne powstaja
dopiero w wyniku rozerwania szkieletu czasteczki.

W wyniku zastosowania metody HPLC wykryto tacznie dla wszystkich pochodnych azolu
25 produktéw radiodegradacji, z czego dla 19-tu zaproponowano najbardziej prawdopodobe
struktury.

Wspolna reakcjq radiodegradacji w badanej grupie azoli jest reakcja eliminacji chlorowca.
W przypadku CK struktura przestrzenna zwiazku przesadzita o dodatkowej cyklizacji
dechloropochodnej. Dla FK i1 KK zaobserwowano produkty rozkladu powstajace w wyniku
utlenienia azotu w pierscieniu azolowym (triazolowym - FK, imidazolowym - KK), czyli
powstawanie N-tlenkow.

Natomiast pozostate produkty rozkladu powstawaty w odmiennych dla kazdego zwiazku

reakcjach: dehydratacji, utlenienia, rozerwania wigzan C-C 1 C-O-C oraz przegrupowan.

Tabela 40. Poréwnanie reakcji radiodegradacji badanych pochodnych

Rodzaj FK KK MK CK
reakcji
Dehalogenacja dehalogenacja dehalogenacja dehalogenacja dehalogenaga
mono mono mono z cyklizacjg
utlenienie do utlenienie do utlenienie przy C15 utlenienie
N=0 N=0 Z przegrupowaniem przy C7
Utlenianic _ rozerwanie rozerwanie _
mostka tlenowego | mostka tlenowego
dehydratacja - dehydratacja -
oderwanie oderwanie
Inne addycja F demetylacja pierscienia pierscienia
dichlorofenylowego imidazolu
Glowny
Monofluoro Monochloro Brak produktu Pochodna
produkt .
A pochodna pochodna gtéwnego fluorenu
radiolizy
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Reasumujac, przeprowadzone badania dostarczyly informacji na temat trwatosci

radiochemicznej badanych zwiazkow, tj. FK, CK, KK i MK w fazie stalej (Tabela 41.),

dla ktorych nie bylo dotychczas w literaturze doniesien o wplywie promieniowaniua

jonizujacego na ich trwatos¢, ani w fazie statej ani w roztworach.

Tabela 41. Szeregi trwalosci radiochemicznej pochodnych azolu

Kryterium

Szereg trwalosci pochodnych azolu

Wydajnos¢ radiolityczna generowania
wolnych rodnikow (Gwr)*

MK >CK > KK > FK

Wydajnos¢ radiolityczna procesu
radiolizy**

KK > CK > MK > FK

Stata szybkosci radiolizy**

KK > CK > MK > FK

* dla dawki 25 kGy ** dla najwyzszej zastosowanej dawki czyli 800 kGy (FK 400 kGy)

We wszystkich trzech szeregach FK okazal si¢ najbardziej nietrwala pochodng azolu na

promieniowanie jonizujace w postaci wiazki elektronow w fazie state;.

Kolejne pochodne w szeregach trwalosci ulozone sa réznie w zaleznosci od parametru

analizy, nie ma w tym sprzecznosci, poniewaz wydajno$¢ rozkladu zwiazkéw do wolnych

rodnikow jest jedynie pierwszym etapem rozkladu i1 nie przesadza o catkowitym rozktadzie

radiolitycznym zwigzku. Tak wigc w przypadku KK 1 FK powstaje najwigcej wolnych

rodnikéw, lecz nie przyspiesza to dalszego rozktadu czasteczki do trwatych produktow

radiodegradacjiw przypadku KK, a przyspiesza dla FK.

Dlatego druga pochodna azolu pod wzglegdem wrazliwos$ci na promieniowanie jonizujace

w tych badaniach okazal si¢ MK, trzecig CK a za najbardziej trwaty zwigzek uznano KK.
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6. Wnioski

Promieniowanie jonizujace niezaleznie od dawki powoduje powstawanie w badanych
pochodnych azolu (flukonazolu FK, ketokonazolu KK, klotrymazolu CK i azotanu

mikonazolu MK) wolnych rodnikéw w réznym st¢zeniu i o réznej dtugosci zycia.

W zaleznosci od dawki promieniowania badane pochodne w stanie statym wykazuja
powstawanie zabarwienia (sputapkowane wolne rodniki) 1 wystgpowanie

bezbarwnych produktéw radiolizy.

Proces radiodegradacji w zakresie dawek 25 - 800 kGy przebiega zgodnie z kinetyka
reakcji pierwszego rzedu: najszybciej dla FK (k = 0,31 x 107 s™), najwolniej za$ dla

KK (k=0,07 x 107 s™).

Wydajnos¢ radiolityczna badanych pochodnych azolu jest najwyzsza w przypadku
FK, a najnizsza dla KK. Natomiast wydajnos¢ radiolityczna tworzenia si¢ wolnych

rodnikéw jest rzedul0®-10 spin/100 eV.

Z przebadanych czterech pochodnych FK, CK, KK i MK tylko jedna: FK nie bedzie
mogla by¢ sterylizowana radiacyjnie, co moze sugerowac, ze obecnos¢ atoméw fluoru

w czasteczce obniza trwalo$¢ radiochemiczng w tej grupie zwiazkow.

Identyfikacja 19 produktow radiolizy pozwolita na zaproponowanie uproszczonego
schematu radiodegradacji tej grupy zwiazkéw 1 stwierdzenie, ze o trwatosci
radiochemicznej badanych pochodnych azolu w stanie stalym decyduje przede
wszystkim ich dehalogenacja, a w nastgpnej kolejnosci utlenianie do N-tlenkow lub
w wyniku odwodornienia (dehydrogenacja) wigzan oraz rozerwanie wigzan C-O-C
i C-C.

Dehalogenacja (mono)

e
Pochodne azolu > Wolne =__, Ultenienie

25-800 kGy redniki \

Rozrywanie wigzan
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7. Streszczenie

Badania trwalosci radiochemicznej czterech pochodnych azolu o dziataniu
przeciwgrzybiczym (flukonazolu - FK, ketokonazolu - KK, klotrymazolu - CK i azotanu
mikonazolu - MK) przeprowadzono w fazie statej w celu okreslenia mozliwosci zastosowania
sterylizacji radiacyjnej do ich wyjatawiania oraz poznania trwatosci radiochemicznej tacznie
z procesami odpowiedzialnymi za przebieg, szybkos¢ i mechanizm radiodegradacji.

Badane zwiazki poddano ekspozycji promieniowaniem jonizujacym w postaci wigzki
wysokoenergetycznych elektronow w dawce 25 kGy, czyli w dawce standardowo stosowane;j
w sterylizacji radiacyjnej oraz w dawkach wyzszych (50 — 800 kGy), co mialo na celu
nasilenie procesu rozktadu, a tym samym utatwienie jego badania.

Na podstawie przeprowadzonych badan z wykorzystaniem metod organoleptycznych,
spektroskopowych (UV, FT-IR, 1H—NMR, 13C—NMR, EPR, XRD, MS), chromatograficznych
(TLC, HPLC, HPLC-MS) oraz kalorymetrycznych (DSC) stwierdzono zmiany wilasciwosci
fizykochemicznych we wszystkich napromieniowanych pochodnych azolu, nasilajace si¢
wraz ze wzrostem dawki promieniowania.

Wsrod obserwowanych zmian nie stwierdzono zmian w krystalicznosci badanych zwiazkow,
przebiegu widm FT-IR, nie obserwowano réwniez powstawania lotnych ani barwnych
produktow radiodegradacji, a powstajace zabarwienie zwiazkdw napromieniowanych
powstawato na skutek tworzenia centrow barwnych ze sputapkowanymi wolnymi rodnikami.
W wyniku przeprowadzonych badan ustalono, ze badane pochodne azolu réznia si¢
wydajnoscig  radiolityczng (G) zardwno sumarycznego procesu radiodegradacji
(1,29 - 13,57 czasteczek/100 eV) jak tez wydajnoscia radiolityczng powstawania wolnych
rodnikéw (0,81 - 2,07 x10™ spin/100 eV) oraz trwatoscia radiochemiczng (KK > CK > MK
> FK), natomiast nie rdznia si¢ charakterem kinetycznym sumarycznego procesu rozktadu.
Na podstawie przeprowadzonych badan kinetycznych wykazano, Zze proces radiodegradacji
w przypadku kazdej badanej pochodnej zachodzi zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego
rzedu, a obliczone stale szybkosci mieszcza sie w granicach od 0,07 x 10° s (KK) do
0,31 x 10° s' (FK). Ich wielko$¢ decyduje o najmniejszej trwatosci FK, ktéry ulega
radiodegradacji 4 razy szybciej niz najbardziej trwaty KK.
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W wyniku zidentyfikowania 19 z 25 wykrytych i rozdzielonych produktow radiolizy ustalono
mechanizm radiodegradacji badanych pochodnych azolu w stanie statym, ktéry przebiega
w wyniku 3 reakcji wspdlnych dla wszystkich badanych zwiazkow t;.:

» dehalogenacji (eliminacja atomu F w przypadku FK lub atomu CI w pozostatych

przypadkach)

= utlenienia (m. in. prowadzacego od powstania N-tlenkow w przypadku FK 1 KK),

= rozerwania wigzan C-C i C-O-C
oraz reakcji specyficznych dla poszczegdlnych pochodnych takich jak cyklizacja i oderwanie
pierscienia azolu (CK), dehydratacja (FK), demetylacja (KK) lub oderwanie pierscienia
dichlorofenylowego (MK).

Gléwnym produktem radiolizy w przypadku FK i1 KK byly monohalogenopochodne
(odpowiednio: 1,1'-[(2-(4-fluorofenylol)prop-1-ene-1,3-dilo]bis(1H-1,2,4-triazol) 1 1-[4-[4-
[[2-(4-chlorofenylo)-2-(imidazol-1-ylometylo)-1,3-dioksolan-4-ylo]metoksy]fenylo]-
piperazyn-1-ylo]etanon) a w przypadku CK pochodna fluorenu (1-(9-fenylo-9H-fluoren-9-
ylo)-1H-imidazol) powstajaca w procesie dehalogenacji z cyklizacja. Natomiast w przypadku
MK nie mozna jednoznacznie wskaza¢ produktu gtownego, poniewaz radioliza przebiega
zbyt wielokierunkowo (11 produktéw rozktadu). Nalezy jednakze przypuszczaé, ze pgkanie
mostka tlenowego lub oderwanie podstawnika dichlorofenylowego odgrywa tu réwnie wazna
rol¢ jak reakcja dehalogenacji.

Przeprowadzone badania wykazaty, ze trzy z badanych pochodnych (CK, KK i MK)
wykazuja odpowiednig trwatos¢ radiochemiczng w zakresie dawki standardowo stosowanej
w sterylizacji radiacyjnej i beda mogly by¢ wyjalawiane metoda radiacyjng z uzyciem
wigzki wysokoenergetycznych elektronéw. Natomiast dla FK, ktory charakteryzuje si¢
najmniejsza trwaloscig radiochemiczna w grupie badanych lekéw, nie bgdzie mozna
zastosowac tej metody, lecz niewykluczone, ze w jego przypadku bedzie mozna zastosowac
metod¢ radiacyjng z wykorzystaniem promieniowania gamma.

Najbardziej przydatne do badan nad trwatoscia radiochemiczna pochodnych azolu
w stanie statym okazaty si¢ niektdre bezposrednie metody instrumentalne (EPR 1 DSC),
azmetod posrednich metody chromatograficzne, szczegélnie HPLC-MS oraz *C-NMR.
Najmniej wiadomosci o zmianach zachodzacych pod wplywem napromieniowania

dostarczyta metoda FT-IR, SEM i 'H-NMR.
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Summary

Radiochemical stability of azole derivatives of antimycotic activity

Radiochemical stability of four azole derivatives of antimycotic activity (flukonazole - FK,
ketokonazole - KK, clotrimazole - CK and myconazole nitrate - MK) in solid phase was
studied to determine the possibility of their sterilisation by irradiation and to identify the
processes responsible for the character, rate and mechanism of radiodegradation. The
compounds studied were exposed to ionising radiation emitted by high energy electron beam
in the dose of 25 kGy which is usually used for sterilisation and in higher doses (50 — 800
kGy) to enhance the process of degradation to make it easier to examine.

The degradation was examined by the organoleptic observation, spectroscopic methods (UV,
FT-IR, '"H-NMR, ""C-NMR,, EPR, XRD, MS), chromatographic methods (TLC, HPLC,
HPLC-MS) and thermal method (DSC). Upon irradiation changes were observed in the
physico-chemical properties of all irradiated azole derivatives and their intensity increased
with the irradiation dose. No changes were noted in the crystallinity of the compounds and in
their FT-IR spectra. No volatile or colourful products of radiodegradation were found and the
colour changes were a result of formation of colour centres of trapped radicals. The azole
derivatives studied differed in the radiolytic yield (G) of the total process of radiodegradation
(1.29-13.57 molecules/100 ¢V), in the radiolytic yield of free radical formation
(0.81-2.07 x10™ spin/100 eV) and in radiochemical stability (KK > CK > MK > FK), but
no differences were found in the kinetic character of the total degradation. The processes of
radiodegradation of all derivatives studied were characterised by the first order kinetics and
the rate constants varying from 0.07 x 10° s* (KK) to 0.31 x 10° s (FK). As follows FK
shows the lowest stability and undergoes radiodegradation 4 times faster than the most stable
KK. Identification of 19 out of 25 detected and separated products of radiolysis of the
derivatives studied in solid phase permitted concluding that the mechanism of

radiodegradation involved the following three reactions taking place for each derivative:
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= dechalogenation (elimination of F atom Fin FK and Cl atom in the other
derivatives)

= oxidation (leading to formation of N-oxides in FK and KK),

= cleavage of C-C and C-O-C bonds,
and a few reactions specific of individual derivatives such as cyclisation and azole ring
elimination (CK), dehydration (FK), demethylation (KK) and dichlorophenyl ring
elimination (MK). The main products of radiolysis of FK and KK were monohalogen
derivatives (1,1'-[(2-(4-fluorophenyl)prop-1-ene-1,3-diyl]bis(1H-1,2,4-triazole) and 1-[4-[4-
[[2-(4-chlorophenylo)-2-(-1H-imidazol-1-ylomethyl)-1,3-dioxolan-4-ylo]metoxy]phenyl]
piperazyn-1-ylo]ethanon, respectively), while the main product of CK radiolysis was
a fluorene derivative (1-(9-phenyl-9H-fluoren-9-yl)-1H-imidazole) formed in dehalogenation
with cyclisation. In degradation of MK no main product could be indicated as its radiolysis
was multidirectional and gave 11 products, however, it is supposed that cleavage of the
oxygen bridge or abstraction of the dichlorophenyl substituent plays as equally important role
as the reaction of dehalogenation.
Results of the study have shown that three of the four derivatives, CK, KK and MK are
radiochemically stable upon irradiation with the dose usually used for sterilisation and can be
sterilised by irradiation with the ionic radiation emitted by high-energy electrons. FK,
characterised by the lowest radiochemical stability is unsuitable for sterilisation by irradiation
with the electron beam emission but it cannot be excluded that it will be shown suitable for
sterilisation by gamma irradiation.
As to the methods used, the most suitable for the studies of radiochemical stability of azole
derivatives proved to be the direct instrumental methods (EPR, DSC) and chromatographic-
spectroscopic methods, in particular HPLC-MS and BC-NMR. The methods that provided the
least information on the changes taking place in the compounds studied as a result of

exposure to ionic radiation were FT-IR, SEM and "H-NMR.
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