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1. WSTEP

Choroby nowotworowe to obecnie jedno z gldéwnych wyzwan nowoczesnej medycyny. Ich
duza réznorodno$¢, wysoka $Smiertelnos¢, wzrastajaca zapadalnos$¢ oraz utrudniona prewencja
powoduja ciagle zainteresowanie nauki tymi schorzeniami [1]. Wiele multidyscyplinarnych
osrodkoéw badawczych na $§wiecie prowadzi badania nad patogeneza zmian nowotworowych,
obecnoscia markeréw umozliwiajacych wczesne wykrycie choroby, czy wreszcie poszukiwa-
niem nowych lekéw przeciwnowotworowych. Mimo znacznych postepow w pracach, choro-
by nowotworowe wciaz sa jednak schorzeniami niedostatecznie poznanymi, a ich petne zro-
zumienie bedzie kamieniem milowym medycyny, tak jak penicylina byta postgpem w walce z
mikroorganizmami chorobotworczymi [2].

Komorki nowotworowe to komorki wlasne organizmu, ktore nabralty cech zto§liwych i w
efekcie dziataja na szkodg organizmu gospodarza. Wydaje sig, ze gldwna przyczyna takich
przemian sa mutacje kodu genetycznego. Mutacje te moga by¢ wynikiem dziatania wielu
czynnikéw — kancerogenow, ktore mozna podzieli¢ na:

— fizyczne — promieniowanie jonizujace i ultrafioletowe [3]

— chemiczne — nalezy tu wiele zwiazkow o zroéznicowanej budowie, np. nitrozoaminy,
aromatyczne policykliczne weglowodory, aminy aromatyczne czy niektére pierwiastki
jak arsen czy nikiel

— biologiczne — uwarunkowania genetyczne, wirusy onkogenne — wirus Epstein-Barr, wi-

rus migsaka Kaposiego, wirus brodawczaka ludzkiego [4].

Cechy, ktore odrozniaja komorki nowotworowe od zdrowych komorek organizmu to:
— ich zdolnos$¢ do niekontrolowanego wzrostu (proliferacji)
— utrata zdolnosci do przej$cia w stan apoptozy — czyli naturalnej, programowanej $mier-
ci komorki

— zdolnos$¢ do tworzenia przerzutdw, w tym przerzutow odlegtych.




Mimo, iz sam proces nowotworzenia moze mie¢ r6zna przyczyng i poczatek, przebieg
wszystkich schorzen nowotworowych jest podobny i sktada si¢ z kilku etapow. Pierwszym
etapem jest tzw. inicjacja. W wyniku dziatania kancerogenu dochodzi do pojedynczej mutacji
w DNA. Dotyczy to gtdéwnie genow odpowiedzialnych za podziat i roznicowanie komorek.
Czasami inicjacja odbywa si¢ samoistnie, bez udzialu czynnikéw kancerogennych. Nastgp-
nym etapem jest etap promocji. W wyniku nastepujacych po sobie mutacji dochodzi do po-
glebienia zmian w materiale genetycznym, co powoduje zaburzenia w ekspresji gendw oraz
procesach regulacyjnych komorki. Progresja to trzeci etap nowotworzenia. W wyniku trwa-
tych i nieodwracalnych zmian w kariotypie dochodzi do powstania komorek zdolnych do nie-
skonczonej proliferacji, naciekania na komorki i tkanki sasiadujace i do tworzenia przerzu-
tow. Nalezy zaznaczy¢, iz aby doszto do powstania guza musza zaj$¢ wszystkie wymienione
wyzej etapy. Wystapienie tylko jednego z nich — np. samej inicjacji, nie poglebionej przez
promocj¢ — nie powoduje powstania komorek nowotworowych. Zmiany te zachodza z r6zna
szybkoscia, zalezna od wielu czynnikoéw, takich jak rodzaj nowotworu czy podatno$¢ osobni-
cza. W przypadku niektorych chorob nowotworowych, od zainicjowania do pelnego rozwoju
choroby mija wiele lat, chociaz niekiedy czas ten jest mierzony w miesiacach [5, 6].

Istnieje kilka teorii wyjasniajacych jakie mutacje i ktorych gendéw powoduja powstanie
komoérek nowotworowych. Jedna z nich jest teoria aktywacji protoonkogendéw do onkogenow.
Protoonkogeny to geny wystepujace normalnie w materiale genetycznym. Poprzez ingerencje
w ich struktur¢ w wyniku np. mutacji punktowej, zwielokrotnienia genu, czy translokacji
chromosomowej, nastgpuje przemiana protoonkogenu w onkogen. Produkty biatkowe tych
ostatnich to onkoproteiny, ktore reguluja procesy podziatéw komoérkowych. Zwigkszona eks-
presja tych genow powoduje nasilone podziaty komorkowe i praktyczng ,,nie§miertelnos¢”
komorek. Najczestsze protoonkogeny ludzkie to np. RAS, MYC, ERBB1 i MDM2 [7, 8].

Inna teoria wyjasniajaca powstawanie komorek nowotworowych jest teoria inaktywacji
genow supresorowych. Geny te niekiedy sa nazywane antyonkogenami. Ich aktywnos$¢ polega
na stabilizacji i normalizacji procesow podziatowych w komorkach. Przyktadem moze by¢
gen kodujacy biatko p53, ktére ma za zadanie sprawdzaé poprawno$¢ procesu replikacji
DNA, aktywacje procesOw naprawczych w przypadku wykrycia btedéw oraz ewentualne kie-
rowanie komorki na drogg apoptozy w przypadku niemozliwosci przeprowadzenia naprawy
DNA. Inaktywacja lub wyciszenie tego genu powoduje nagromadzanie si¢ zmian w materiale
genetycznym, co w nastgpstwie prowadzi do zaburzenia procesow wewnatrzkomorkowych.
Inne znane geny supresorowe to np. BRCA1, RB, APC. Mozliwe, Ze pelne poznanie podstaw

biochemicznych zmian zachodzacych zardbwno w genach supresorowych, jak i protoonkoge-
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nach pozwoli w przysztosci na opracowanie molekularnych terapii przeciwnowotworowych,
dziatajacych na zrédto choroby [8, 9].

Ciekawa teoria, majaca Scisly zwiazek z rozwojem choroby nowotworowej, jest teoria
komorek macierzystych. Komorki macierzyste to komorki, ktore nie ulegly jeszcze procesowi
petnego réznicowania. Jesli sa tworzone podczas podziatu komoérek nowotworowych, to mo-
ga si¢ one oderwac¢ od gtéwnej masy guza i wraz z ptynami biologicznymi — krew i chlonka —
mMoga by¢ transportowane w inne miejsce w organizmie. Tam nast¢pnie moga tworzy¢ nowe
ogniska nowotworzenia. Teoria ta pozwala w pewien sposob wyjasni¢ jak powstaja przerzuty
w chorobach nowotworowych oraz réwniez wyjasnia jak komodrki nowotworowe przekazuja
sobie np. geny opornosci na leki. Jest proces podobny do powstawania opornosci bakterii na
antybiotyki, jednak rézniacy si¢ brakiem wektora przekazujacego mutacj¢. W przypadku ko-
morek macierzystych, zmutowane szczepy komorkowe powstaja z nich de novo i od poczatku
zawieraja juz odpowiednio zmutowany material genetyczny [10, 11].

Mimo, iz niektére komodrki nowotworowe produkuja pewne charakterystyczne dla nich
markery — jak chociazby marker PSA w przypadku raka prostaty — to jednak wczesna diagno-
styka na podstawie badan biochemicznych jest utrudniona. Czgsto wykrycie zmiany musi by¢
poprzedzone badaniem obrazowym — tomografia komputerowa (CT), rezonans megnetyczny
(NMR) czy protonowa tomografia emisyjna (PET) oraz histopatologicznym, po zlokalizowa-
niu guza, co niekiedy oznacza juz zaawansowane stadium choroby, znacznie zmniejszajace
szanse na powodzenie terapii. Potwierdza to, iz wczesna diagnostyka w przypadku chordb
nowotworowych jest utrudniona. Nie do konca wyjasniony mechanizm ich powstawania po-
woduje takze utrudniong prewencjg [12].

Leczenie choréb nowotworowych to proces zmudny, dlugotrwaty, bardzo obciazajacy
pacjenta 1 niezwykle kosztowny. Wymaga on zaangazowania wielu specjalistow z zakresu
medycyny, ale rowniez z innych dziedzin nauki — jak np. fizycy w przypadku opracowywania
schematow leczenia radiologicznego. Wrdznia si¢ trzy gtdowne grupy metod leczenia nowo-
tworow:

— metody chirurgiczne

— radioterapi¢

— farmakoterapi¢ — zaliczamy tu chemioterapi¢, hormonoterapi¢ oraz immunoterapig [2].

Wybdr metody leczenia zlezy od rodzaju nowotworu, jego polozenia, stopnia zaawanso-
wania 1 agresywnosci. Obecnie bardzo czgsto stosuje sig terapie laczone, wykorzystujace me-

tody z dwoch réznych grup. Dobrym przyktadem jest chemioterapeutyczne zmniejszenie ma-
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Sy guza przy uzyciu lekow cytostatycznych, a nastgpnie przeprowadzenie zabiegu resekcji
guza, po ktorym nastgpuje kolejna seria podawania leku. Mozna tez taczy¢ chemio- i radiote-
rapi¢ lub radioterapi¢ i zabiegi chirurgiczne. Stosowanie kilku metod pozwala na uzyskanie
lepszego efektu terapeutycznego niz w przypadku monoterapii.

Metody chirurgiczne sa metodami z wyboru w przypadku nowotwordw narzadowych.
Polegaja one na usunigciu calej] masy guza wraz z tzw. marginesem bezpieczenstwa, czyli
szerokim na kilka cm pasem zdrowych komorek okalajacych zmiang nowotworowa. Zabieg
resekcji guza jest uznawany za najskuteczniejsza metodeg leczenia nowotworéow. Ma on jed-
nak swoje ograniczenia. W przypadku duzych guzéw lub takich, ktore sa zlokalizowane we
wrazliwych miejscach — np. moézg — przeprowadzenie operacji jest czgsto niemozliwe. Stosuje
si¢ wowczas uprzednie zmniejszenie masy guza przy uzyciu lekow lub radioterapii, a nastep-
nie usunigcie pozostatej zmiany. Mozna rowniez usuna¢ cz¢s¢ masy nowotworowej, a na-
stgpnie przeprowadza si¢ chemio- lub radioterapi¢ majaca na celu zniszczenie pozostatych
komorek. Chirurgi¢ stosuje si¢ rowniez w leczeniu paliatywnym, gdzie zabieg nie ma na celu
usunigcia catej zmiany, a jedynie zmniejszenie jej rozmiaru co poprawia komfort pacjenta i
przedtuza jego zycie [13].

Radioterapia to fizyczna metoda leczenia zmian nowotworowych, wykorzystujaca pro-
mieniowanie jonizujace do naswietlania komorek nowotworowych. W zalezno$ci od umiej-
scowienia zrodta promieniowania wzgledem guza wyrdzniamy:

— teleradioterapi¢ — zrodto promieniowania umiejscowione jest poza organizmem

— brachyradioterapi¢ — zrodto promieniowania znajduje si¢ w bezposrednim kontakcie z

tkankami nowotworowymi (umiejscowione jest dojamowo, $srodtkankowo, powierzch-

niowo) i czesto ma postac cienkich igiet wkluwanych w zmiany nowotworowe.

Brachyterapia powoduje mniej uogoélnionych dziatan niepozadanych niz teleterapia i jest
rowniez bardziej ukierunkowana na same komorki nowotworowe, ale w niektorych przypad-
kach jest niemozliwa do przeprowadzenia. Zrédlem promieniowania moga by¢ urzadzenia do
wytwarzania promieniowania X, promieniowania czastkowego (B lub y), naturalne pierwiast-
ki promieniotworcze lub izotopy promieniotwdrcze. Radioterapia moze by¢ metoda leczenia
radykalnego, jak réwniez leczenia wspomagajacego lub paliatywnego. W tym ostatnim przy-
padku ma na celu zmniejszenie objawdw i1 dolegliwosci towarzyszacych chorobie, nie prowa-
dzi natomiast do wyleczenia [14].

Metody leczenia farmakologicznego nowotworéw obejmuja chemioterapig¢, hormonotera-

pi¢ oraz immunoterapi¢. Hormonoterapia znajduje zastosowanie w przypadku nowotworow
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hormonozaleznych — rak piersi, prostaty, jadra — i polega na podawaniu odpowiednich hor-
mondéw w celu wytworzenia $rodowiska niesprzyjajacego rozwojowi komorek nowotworo-
wych [2]. Immunoterapia ma natomiast na celu pobudzenie odpowiedzi immunologicznej
organizmu wobec komorek nowotworowych. Stosuje si¢ w niej np. cytokiny czy przeciwciata
monoklonalne. Jest to najnowsza z metod farmakologicznych stosowanych w terapii nowo-
tworowej i obecnie przezywa znaczy rozw0j zwiazany z wprowadzaniem do leczenia coraz to
nowszych przeciwcial monoklonalnych, ukierunkowanych na dane komorki nowotworowe.
Zanim jednak metoda znajdzie si¢ w standardach leczniczych minie jeszcze trochg czasu,
gdyz trzeba zebra¢ odpowiednie dane na temat skutecznosci tych lekéw w wigkszych popula-
cjach ludzkich oraz na temat bezpieczenstwa ich stosowania. Mimo wszystko wiaze si¢ duze
nadzieje z ta grupa lekow [15].

Chemioterapia to metoda najszerzej stosowana z farmakologicznych metod leczenia no-
wotworoéw. Polega ona na niszczeniu komorek nowotworowych poprzez podawanie pacjen-
towi lekoéw cytostatycznych lub cytotoksycznych i jest jedna z gtownych metod leczenia sys-
temowego. Stosuje si¢ ja w leczeniu nowotworow rozsianych, guzéw nieoperacyjnych oraz w
przypadku nowotworéw krwi, np. biataczki réznego typu. Bardzo duze znaczenie ma jako
terapia uzupetniajaca leczenie chirurgiczne lub radioterapig (terapia adjuwantowa lub neo-
adjuwantowa).

Podstawowym problemem w przypadku chemioterapii jest bardzo duza toksycznos¢ tych
lekow. Jest to spowodowane bardzo malym zréznicowaniem ogdlnym komodrek nowotworo-
wych od komérek zdrowych organizmu. Powoduje to mata selektywno$¢ w dziataniu lekéw
w stosunku do komorek nowotworowych. Leki dzialaja tak samo na komoérki guza, jak na
komorki zdrowe. Szczegdlnie narazone na ich dziatanie sa komorki szybkodzielace sig, czyli
poza komdrkami nowotworowymi sa to np. komorki mieszkow witosowych, komorki nabton-
ka przewodu pokarmowego czy tez prawidlowe komorki krwi. Stad tez wynikaja bardzo cha-
rakterystyczne dziatania niepozadane wystepujace podczas chemioterapii, takie jak wypada-
nic wlosoéw, stany zapalne przewodu pokarmowego (wymioty, biegunki), czy tez czgste
zmiany w obrazie krwi, jak neutropenia, trombocytopenia czy leukopenia [16]. Na leczenie
najlepiej reaguja komoérki nowotwordw szybko rosnacych, jak np. biataczki. Nowotwory
wolno rosnace sa czgsto oporne na leczenie (gruczolak przewodu pokarmowego).

Majac na uwadze nieswoisto$¢ dziatania lekow przeciwnowotworowych oraz ich duza
toksyczno$¢, odpowiednie zaplanowanie terapii jest trudne. Nalezy w nim uwzglednié takie

czynniki jak mechanizm dziatania lekow, ich farmakokinetyke, sposob dawkowania oraz czas
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trwania terapii. Dzigki latom praktyki udato si¢ ustali¢ pewne ogdlne zasady prowadzenia

skutecznej i racjonalnej chemioterapii:

leczenie nalezy rozpocza¢ jak najwczes$niej — wczesna diagnoza oraz szybkie rozpocze-
cie leczenia znaczaco zwigkszaja szanse chorego na petny powrét do zdrowia

nalezy stosowac polichemioterapi¢ — taczenie réznych lekow o odmiennych mechani-
zmach dzialania 1 innych dziataniach niepozadanych znaczaco zwigksza skutecznos¢
terapii oraz jej bezpieczenstwo

nalezy stosowaé najwigksze tolerowane dawki w odpowiednich odstgpach czasowych —
stosowanie mniejszych dawek w sposob ciagly jest znacznie mniej skuteczne

sposob dawkowania oraz kojarzenia lekow powinien powodowa¢ maksymalne znisz-
czenie komoérek nowotworowych przy minimalnym wptywie na komorki zdrowe
gléwna zasada nowoczesnej chemioterapii jest zniszczenie wszystkich komorek nowo-
tworowych

chronofarmakoteriapia, czyli dostosowanie podawania lekow do pory dnia, pozwala na
zwigkszenie skutecznosci terapii

uwzglednienie wptywu leku na okres$lony etap cyklu komorkowego — komorki bedace
w fazie G1, S, G2 i M sa wrazliwe na dziatanie lekoéw, komorki w fazie GO sa nie

wrazliwe [17].

Ze wzgledu na wptyw na cykl komoérkowy leki cytostatyczne mozemy podzieli¢ na:

nieswoiste

swoiste dla cyklu, niszczace komorki bedace w cyklu komorkowym, naleza tu wszyst-
kie leki alkilujace oraz antybiotyki cytostatyczne z wyjatkiem bleomycyny

swoiste dla fazy, niszczace komoérki bedace w okreslonej fazie cyklu — np. antymetabo-
lity dziataja na komoérki w fazie S, alkaloidy w fazie M, bleomycyna nw fazie G2, a

asparaginaza w fazie G1.

W planowaniu chemioterapii, istotne znaczenie ma takze wykorzystanie zjawiska ,,mobiliza-

cji” 1 ,,synchronizacji”. Polega to na przyspieszeniu przej$cia komorek z fazy spoczynku GO

do cyklu komorkowego, a nastgpnie zatrzymaniu jak najwigkszej liczby komoérek w danej

fazie cyklu. Nastgpnie podaje si¢ lek dziatajacy na kolejna fazg cyklu, co powoduje zniszcze-

nie komorek uprzednio zsynchronizowanych [2].
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Obecnie znanych jest bardzo wiele lekéw przeciwnowotworowych o bardzo réznej budo-

wie chemicznej 1 pochodzeniu. Ze wzgledu na mechanizm dziatania leki cytostatyczne mozna

podzieli¢ na nastgpujace grupy:

leki alkilujace - chlormetyna, cyklofosfamid, ifosfamid, trofosfamid, chlorambucil,
melfalan, tiotepa, triazykwon, busulfan, treosulfan, streptozocyna, karmustyna, lomu-
styna, semustyna, prokarbazyna, dakarbazyna, temozolamid, cisplatyna, karboplatyna,
oksaliplatyna, iproplatyna, spiroplatyna

antymetabolity cytostatyczne — kwasu foliowego (metotreksat, edatreksat, trimetreksat,
raltitreksed), puryn (merkaptopuryna, azatiopryna, tioguanina, kladrybina), pirymidyn
(fluorouracyl, kapecytabina, floksurydyna), nukleozydéw (cytarabina, gemcytabina,
fludarabina, pentostatyna, azacytydyna)

inhibitory topoizomerazy DNA — topotekan, irinotekan, kamptotekan

antybiotyki — antracykliny (daunorubicyna, doksorubicyna, epirubicyna, idarubicyna,
aklarubicyna, zorubicyna), daktynomycyna, bleomycyna, mitomycyna

alkaloidy — winkrystyna, winblastyna, winorelbina, windezyna

taksoidy — docetaksel, paklitaksel

lignany — etopozyd, tenipozyd

enzymy — asparaginaza, pegaspargaza

antyhormony i hormony — glikokortykosteroidy (prednizon, prednizolon, deksameta-

zon, hydrokortyzon), estrogeny (etynyloestradiol, dietylostilbestrol, fosfestrol, chlorotria-

nizen, estramustyna), antyestrogeny (tamoksyfen), androgeny (metylotestosteron, drosta-

nolon, testolakton, proponian testosteronu), antyandrogeny (cyproteron, flutamid, finaste-

ryd, nilutamid), gestageny (medroksyprogesteron, megesterol), antygestageny (mifepri-

ston), analogi gonadoreliny (buserelina, goserelina, triptorelina, leuprorelina), inhibitory

aromatazy (aminoglutetimid, letrozol, eksemestan, anastrozol)

inne — mitoksantron, hydroksykarbamid, pentostatyna, miltefozyna, imatinib, gefitinib,

mitotan, amsakryna, tretynoina, alitretynoina [2, 17].

Obecnie gldéwnym problemem, obok toksycznosci lekow przeciwnowotworowych, jest na-

rastajaca opornos¢ komoérek na leczenie. Mechanizm powstawania opornosci wyjasnitem

wczesniej opisujac teorie komorek macierzystych, natomiast typy opornosci moga by¢ rd6zno-

rodne. Prawie wszystkie stosowane cytostatyki niszcza komorki nowotworowe poprzez me-

chanizm zaprogramowanej $mierci komodrek — apoptozy. Uszkodzenia genetyczne zachodzace

w komorkach nowotworowych wywotuja zaburzenia mechanizméw sygnalizacji w przebiegu
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apoptozy, a przez to zmniejszaja podatnos¢ komorek nowotworowych na apoptozg. Uwarun-
kowania genetyczne moga by¢ réwniez przyczyna opornosci wielolekowej (Multi Drug Resi-
stance — MDR). Wigksza aktywno$¢ proceséw naprawczych lub niezdolno$¢ wywotania sku-
tecznych uszkodzen DNA jest przyczyna nieuruchamiania mechanizméw programowanej
$mierci i prowadzi do wytworzenia fenotypu komorek opornych na chemioterapig [18].

Rowniez dla antybiotykoéw antracyklinowych opisano wiele mozliwych drog powstawania
opornos$ci. Jedna z nich jest nadekspresja genu ABCG2 (kodujacego biatko transportera le-
koéw) prowadzaca do zmniejszenia stgzenia leku wewnatrz komorek nowotworowych, a wige
do jego nieskuteczno$ci. Nadekspresja genu Skp2 (kinaza biatkowa 2 wiasciwa dla fazy S)
uniemozliwia zahamowanie przejscia komorek nowotworowych do fazy S cyklu komoérko-
wego poprzez zmniejszenie poziomu inhibitora p27kipl, co skutkuje brakiem odpowiedzi na
zastosowany cytostatyk. Rowniez zaburzenia funkcji proteolitycznej kaspaz prowadza do
powstania komorek opornych na dzialanie lekéw przeciwnowotworowych. Kaspazy sa en-
zymami z rodziny proteaz cysteinowych i uczestnicza w koncowym etapie apoptozy (faza
efektorowa apoptozy). Przyktadem moze by¢ brak ekspresji kaspazy 8 w komoérkach nerwia-
ka niedojrzatego (neuroblastoma), ktore staja si¢ oporne na genotoksyczne dziatanie doksoru-
bicyny [19, 20].

Problem opornosci nie jest powazny jak oporno$¢ bakterii na antybiotyki, jednak nie po-
zwala spokojnie patrze¢ w przyszto$¢ terapii przeciwnowotworowej. Znaczny postep w zro-
zumieniu biochemicznych mechanizméw procesu nowotworzenia daje nadzieje na przetama-
nie tej bariery w przysztosci. Jednym ze sposobow osiagnigcia tego celu jest poszukiwanie
nowych pochodnych lekéw obecnie stosowanych, o wigkszej skutecznosci klinicznej 1 row-
noczesnie obnizonej toksycznosci. Przyktadem takiego dzialania sa nowe pochodne antybio-
tykéw antracyklinowych, czyli lekow o ugruntowanej pozycji w terapii onkologicznej. Nowe
pochodne, zachowujac skutecznos¢ lekéw wyjsciowych, charakteryzuja si¢ lepszym profilem
bezpieczenstwa oraz zdolno$cia do pokonania bariery opornosci, co daje nadzieje na uzyska-

nie znacznie skuteczniejszej terapii tymi lekami.
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Antracykliny - wiadomosci ogdlne

Antybiotyki antracyklinowe zostaly odkryte w latach 50 XX wieku. Dwie niezalezne grupy
badawcze, z Francji i Wtoch, badaty czerwony barwnik wyizolowany ze szczepu grzybow
Streptomyces peucetius vel cesius. Okazato si¢, ze wykazuje on wiasciwosci przeciwnowo-
tworowe. Zwiazek zostat nazwany daunorubicyna 1 wkrétce zostat wprowadzony do terapii.
Dalsze badania zwiazkoéw wyizolowanych ze szczepow Streptomyces doprowadzity do uzy-
skania doksorubicyny i innych pochodnych. Zwiazki te wykazywaty bardzo duza skutecznosc¢
wobec roznego typu biataczek i migsakow. Pdzniej wykazano, iz moga by¢ skuteczne w tera-
pii nowotwordw litych, jak np. rak piersi. Wydawalo sig, iz antracykliny okaza si¢ bardzo
dobrymi lekami — byly tatwo rozpuszczalne w wodzie, a takze nie wykazywaly szczegodlnie
niebezpiecznych dziatan niepozadanych. Niestety kilka lat po wprowadzeniu ich do lecznic-
twa zaczeto notowaé bardzo duza liczbe niewydolno$ci serca u pacjentow leczonych uprzed-
nio antracyklinami. Okazalo sig, iz kardiotoksycznos¢ tych zwiazkow jest Scisle zalezna od
catkowitej dawki leku przyjetej przez pacjenta. Fakt ten powoduje duzo problemoéw, a nawet
czasem wymusza zaprzestanie terapii tymi leki, nawet jesli odpowiedz terapeutyczna jest za-

dowalajaca.

2.2. Budowa chemiczna

Antybiotyki antracyklinowe to zwiazki o budowie glikozydowej. Aglikon (czasteczke niecu-
krowa) stanowi w nich charakterystyczny uktad skondensowanych 6-cio cztonowych pier-
$cieni antrachinowych, potaczonych poprzez wiazanie glikozydowe z czasteczka aminocukru

— daunozaminy (Rycina 1).
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Charakterystyczne dla takiej budowy jest
wystgpowanie wielu centrow izomeryzacji
optycznej w czasteczce antracyklin, CO powo-
duje wystgpowanie wielu izomeroéw optycznych
jednego zwiazku. Izomery te bardzo czgsto rdz-
nig si¢ migdzy soba sila dziatania przeciwno-
wotworowego oraz czgstoscia 1 nasileniem wy-

stgpowania dziatan niepozadanych, a niektore

izomery sa wrecz pozbawione aktywnosci far-
Rycina 1. makologicznej

Budowa chemiczna antybiotykoéw antracyklino-
wych.

Potwierdza to istnienie $cistej zalezno$ci pomigdzy budowa chemiczng antybiotykow antra-
cyklinowych, a ich aktywno$cia farmakologiczna. Dodatkowo mozna zauwazy¢ podobien-
stwo pomiedzy budowa chemiczng antracyklin, a inng grupa antybiotykow — tetracyklin. Te-
tracykliny to zwiazki dzialajace bakteriostatycznie, a nie przeciwnowotworowo, jednak takze
w ich czasteczce wystepuje charakterystyczny uktad skondensowanych pierScieni, ktory jest

odpowiedzialny za ich aktywno$¢ farmakologiczna (Rycina 2).

NHR

OH

Rycina 2.
Poréwnanie budowy chemicznej antybiotykéw antracyklinowych (a) i tetracyklin (b).
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2.3.

Mechanizm dziatania antybiotykow antracyklinowych

Pomimo znacznego postepu w wielu dziedzinach chemii, biologii, biologii molekularnej oraz

biochemii, pelny mechanizm dziatania przeciwnowotworowego antybiotykoéw antracyklino-

wych pozostaje nadal niewyjasniony. Pewne jest to, iz jest to mechanizm wielokierunkowy,

obejmujacy wpltyw na rozne struktury komoérkowe. W chwili obecnej wydaje sig, iz aktyw-

nos¢ przeciwnowotworowa antracyklin jest wynikiem opisanych ponizej procesow.

Interkalacja tancuchow DNA, na ktéra ma wptyw budowa chemiczna antracyklin.
Pierscienie B, C, D sa ptaskie, co umozliwia im wniknigcie w ptaszczyznie prostopa-
dtej do osi DNA pomiedzy pary zasad. Nastepnie dochodzi do wytworzenia wiazan
wodorowych pomiedzy czasteczka antracykliny a resztami guaninowymi i cytozyno-
wymi DNA. Pierscien A aglikonu oraz reszta cukrowa nie wnikaja pomigdzy pary za-
sad 1 pozostaja na zewnatrz nici DNA, jednak rdwniez odgrywaja istotna rol¢ w catym
procesie interkalacji. Stabilizuja one powstaty kompleks antracyklina — DNA i unie-
mozliwiaja jego rozerwanie. Powstanie kompleksu interkalator — DNA powoduje sze-
reg zmian topologicznych w materiale genetycznym. Pary zasad ulegaja rozluznieniu,
podwadjna helisa ulega rozkreceniu, czgsto dochodzi do skretu w przeciwnym kierunku
niz naturalnie, w efekcie czego dochodzi do zahamowania proceséw transkrypcji, a
nastgpnie syntezy biatek.
Zwicgkszenie ilosci wolnych rodnikéw w komorkach. Czasteczki antybiotykow antra-
cyklinowych zawieraja uktad chinonu, ktory przy udziale NADPH-zaleznej reduktazy
cytochromu P450 oraz jonéw zelaza, ulega redukcji do hydrochinonu, czemu towarzy-
szy wytworzenie rodnika hydroksylowego oraz anionorodnika ponadtlenkowego. Wy-
tworzone rodniki powoduja peroksydacj¢ lipidowych struktur komoérek i w efekcie ich
lize.
Zahamowanie aktywnos$ci enzymu topoizomerazy II. Topoizomeraza Il jest ATP-
zaleznym enzymem, odpowiedzialnym za zachowanie poprawnosci struktury podwoj-
nej helisy DNA. Zahamowanie tego enzymu powoduje rozkr¢cenie oraz rozerwanie
podwojnej struktury helisy DNA, stabilizacj¢ zaistnialej fragmentacji materiatu gene-
tycznego i w efekcie zahamowanie syntezy RNA oraz biatek. Wydaje sig, iz poza in-
terkalacja DNA, hamowanie topoizomerazy II jest jednym z najwazniejszych mechani-

zmoOw dziatania przeciwnowotworowego antybiotykoéw antracyklinowych. Gtowna role
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odgrywaja tu pierScien A oraz reszta cukrowa (Rycina 1), gdyz pozostaja one na ze-
wnatrz podwdjnej helisy DNA 1 przez to mogg reagowaé bezposrednio z enzymem,
ktory porusza si¢ wlasnie po zewngetrznej stronie nici DNA.

Alkilacja DNA, czyli nieodwracalne przytaczane grupy alkilowej do azotu N7 guaniny
w DNA. Antracykliny nie sa jednak klasycznymi zwiazkami alkilujacymi i ta ich wita-
sciwosc¢ jest jedynie ich cecha dodatkowa, znacznie rzadziej zachodzaca niz w przy-
padku chlorambucilu czy busulfanu.

Wplyw na aktywno$¢ helikazy DNA, ktora jest ATP-zaleznym enzymem odpowie-
dzialnym za oddzielanie dwoch nici DNA od siebie. Zahamowanie aktywnosci tego
enzymu powoduje destabilizacje struktury DNA 1 moze by¢ przyczyna indukcji proce-
su apoptozy w komorce.

Sieciowanie (,,cross-linking””) DNA. Antracykliny maja zdolno$¢ do taczenia ze soba
dwoch roznych nici DNA lub réznych fragmentéw tej samej nici. Powoduje to zmiang
topologii materialu genetycznego oraz zahamowanie aktywnosci wielu enzyméw. W
efekcie replikacja DNA jest zatrzymana, takze procesy syntezy biatek ulegaja zatrzy-
maniu. Powoduje o przejscie komoérki w stan apoptozy i jej Smierc.

Bezposredni wptyw antracyklin na btony komérkowe. Antybiotyki antracyklinowe ma-
ja wihasciwosci lipofilne, dlatego tez moga oddziatywa¢ bezposrednio z btonami ko-
morkowymi i zmienia¢ ich wlasciwosci, np. ich przepuszczalnosé. W efekcie dochodzi

do zaburzenia homeostazy wewnatrzkomorkowej 1 $§mierci komorki [21 - 24].

Wymienione procesy zachodza z r6zna aktywnoscia, lecz kazdy z nich ma istone znacze-

nie dla aktywnoS$ci przeciwnowotworowej antybiotykéw antracyklinowych. Z powodu inten-

sywnej replikacji komorki nowotworowe sa szczegdlnie wrazliwe na dziatanie antracyklin,

gdyz ich material genetyczny jest ciagle poddawany dziataniu réznych enzymoéw, co utatwia

penetracje leku. Takze ostabione procesy naprawcze w komodrkach nowotworowych wptywa-

ja korzystnie na dziatanie antracyklin. Wielokierunkowy mechanizm dziatania tych lekow

czesto gwarantuje ich skuteczno$é terapeutyczna, ale tez powoduje problemy z mozliwoscia

wystapienia wielu dziatan niepozadanych.
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2.4. Antracykliny stosowane w lecznictwie

Obecnie znanych jest okoto 2000 réznych pochodnych antybiotykdéw antracyklinowych, za-
réwno naturalnych, jak i potsyntetycznych, uzyskanych metodami inzynierii genetycznej.
Z tej duzej grupy okoto 600 zwiazkow jest obecnie badanych pod katem ich przydatnosci w
lecznictwie. W Polsce obecnie zarejestrowane i stosowane w lecznictwie sa 3 zwiazki z tej
grupy-

— doksorubicyna — preparaty ADRIBLASTYNA (PFEIZER), ADRIMEDAC (MEDAC),
BIORUBINA (IBiA), CAELYX (SCHERING-PLOUGH), DOXORUBICIN-EBEWE
(EBEWE), DOXORUBICINUM ACCORD (ACCORD HEALTHCARE), MYOCET
(CEPHALON)

— epirubicyna — preparaty BIOEPICYNA (IBiA), EPIMEDAC (MEDAC), EPIRUBICIN
ACCORD (ACCORD HEALTHCARE), EPIRUBICIN-EBEWE (EBEWE), EPISIN-
DAN (ACTAVIS GROUP), FARMORUBICIN (PFIZER EUROPE)

— idarubicyna — preparat ZAVEDOS (PFIZER EUROPE)

Wszystkie sa stosowane jako leki do podania parenteralnego, w postaci injekcji lub infuzji
dozylnej. Dodatkowo z wymienionych preparatoéw, CAELY X oraz MYOCET, zawieraja dok-
sorubicyn¢ w postaci liposomalnej. Antracykliny stosowane w Polsce sa przedstawione w
tabeli 1.

Wskazania do stosowania antracyklin sa szerokie i obejmuja takie schorzenia jak: rak piersi,
rak phuc, rak pecherza moczowego, migsaki kosci i tkanek migkkich, chtoniak nieziarniczy,
choroba Hodgkina, ostra biataczka limfoblastyczna, ostra bialaczka mieloblastyczna, ostra
biataczka nielimfoblastyczna, rak zotadka, rak jajnika, rak okre¢znicy i odbytnicy [25].

W USA dodatkowo stosuje si¢ daunorubicyng i valrubicyng (tylko w raku pgcherza mo-
czowego), a w Japonii dodatkowo aklarubicyng. W innych krajach europejskich stosowane sa
takie same antracykliny, jak w Polsce, czasem tylko dodatkowo zarejestrowana jest takze

daunorubicyna.
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Tabela 1. Antracykliny stosowane w Polsce

Zwiazek Budowa chemiczna

DOKSORUBICYNA

EPIRUBICYNA

IDARUBICYNA

2.5. Dziatania niepozadane antybiotykow antracyklinowych

Dobra tolerancja antracyklin oraz ich duza skuteczno$¢ powoduje, Ze one sa chgtnie stosowa-
ne w terapii zarowno dorostych, jak i dzieci. Niestety nie sa to leki pozbawione dziatan nie-
pozadanych.

Wigkszos¢ lekow przeciwnowotworowych dziata na komorki ulegajace intensywnym po-
dziatom. Komorki nowotworowe nalezg do takich, ale rowniez komorki krwi, uktadu rozrod-
czego czy mieszkow wlosowych. Dlatego tez zmiany w obrazie krwi w postaci neutropenii,
granulocytopenii, matoptytkowosci, zaburzenia w czynnosci uktadu rozrodczego, czy tez wy-
padanie wlosow, to charakterystyczne objawy uboczne terapii przeciwnowotworowej. Antra-

cykliny nie sa wyjatkiem 1 przy stosowaniu tych lekow rowniez spotykamy si¢ z takimi dzia-
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faniami niepozadanymi. Najczgsciej sa to jednak objawy przemijajace i ustgpuja po zakon-
czeniu terapii. Czgsto tez nie powoduja koniecznosci zaprzestania terapii czy zmniejszenia
dawki.

Inng grupa dziatan niepozadanych spotykanych przy terapii wszystkimi lekami przeciw-
nowotworowymi sa objawy ze strony uktadu pokarmowego. Bardzo czg¢ste sa nudnosci, wy-
mioty 1 biegunki, czgsto bedace wynikiem bezposredniego dziatania lekéw na §luzowke ukta-
du pokarmowego. Czesto rowniez pojawiaja si¢ nadzerki i owrzodzenia bton §luzowych jamy
ustnej. Objawy te sa najczesciej w pelni odwracalne 1 ustgpuja po zakonczeniu terapii. Dodat-
kowo opracowane sa schematy postegpowania w celu zabezpieczenia pacjenta przed nudno-
$ciami 1 wymiotami. W tym celu stosuje si¢ kombinacje lekéw antyemetycznych, najczescie)
przy uzyciu ondansetronu i deksametazonu lub prednizolonu, rzadziej tioetyloperazyny.

Przy stosowaniu lekow w postaci liposomalnej charakterystycznym objawem ubocznym
jest zespot dlon-stopa. Ma on posta¢ zaczerwienienia, spuchnigcia i owrzodzenia powierzchni
skory na dloniach i stopach i histologicznie jest podobny do rumienia wielopostaciowego.
Ulega cofnigciu po zakonczeniu terapii.

Najwazniejszym 1 najbardziej charakterystycznym dla antracyklin dziataniem niepozada-
nym jest ich zalezna od dawki kardiotoksyczno$¢. Mechanizm jej powstawania jest $cisle
zwiazany z mechanizmem dzialania przeciwnowotworowego antracyklin, a dokladniej ze
zwigkszaniem przez antracykliny produkcji wolnych rodnikoéw i nasilaniem przez to stresu
oksydacyjnego wewnatrz komoérek. W kardiomiocytach przy udziale NADPH-zaleznej reduk-
tazy cytochromu P450 oraz jonow zelaza, dochodzi do metabolizmu antracyklin, w wyniku
ktoérego powstaja znaczne ilosci rodnikéw hydroksylowych oraz anionorodnikéw ponadtlen-

kowych (Rycina 3).

| '

NADPH fp(ox) Antracyklina(hydrochinon) R E—
H20, 0. H.0;
flawoproteina
NADP+ fp(red) Antracyklina(chinon) g OH- + OH* .

-t

OH- + OH*

Rycina 3.
Mechanizm indukowania produkcji wolnych rodnikow przez antybiotyki antracyklinowe.

Powstate rodniki niszcza struktury btonowe komorek oraz ich materiat genetyczny, powodu-

jac ich $mier¢. Kardiomiocyty sa szczegolnie narazone na takie procesy, poniewaz zawieraja
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duze ilosci jonow zelaza. Probuje si¢ doktadnie wyjasni¢ mechanizm indukowania kardiotok-
sycznos$ci przez antracykliny, a teoria wolnorodnikowa wydaje si¢ by¢ najbardziej prawdopo-
dobna.

Wyrézniamy dwa typu kardiotoksyczno$ci powodowanej przez antracykliny — ostra i
przewlekla (odlegla). Toksycznos$¢ ostra pojawia si¢ bardzo szybko po zakonczeniu podawa-
nia leku (kilka godzin), a czasem nawet juz w trakcie podawania. Bardzo czgsto wynika ze
zbyt duzej szybkosci wlewu. Objawami sa najczesciej zaburzenia rytmu, objawy zapalenia
osierdzia 1 migs$nia sercowego, rzadziej niedokrwienie 1 niewydolno$¢ lewokomorowa. Sa
objawami catkowicie odwracalnymi i nie powoduja trwatych uszkodzen serca. Nie sa tez
przeciwwskazaniem do dalszej terapii przy uzyciu antracyklin. Swiadomo$¢ o mozliwosci
wystapienia kardiotoksycznos$ci ostrej oraz odpowiednie podejscie do terapii powoduja, 1z
obecnie rzadko dochodzi do jej wystapienia.

Kardiotoksyczno$¢ przewlekta wystepuje znaczniej pdzniej niz ostra. Czgsto okres ten
wynosi od kilku miesigcy do nawet kilkunastu lat po zakonczeniu terapii przy uzyciu antracy-
klin. Zmiany powstate w tym okresie sa najczes$ciej nieodwracalne i prowadza do zaburzen
rytmu serca oraz, w wyniku postepujacej degeneracji kardiomiocytow, do zastoinowej niewy-
dolnosci serca. Ta ostatnia bardzo czg¢sto wymaga przeszczepu serca, a nie zdiagnozowana
prowadzi do §mierci pacjenta.

Kardiotoksyczno$¢ antracyklin jest $cisle zalezna od catkowitej dawki przyjetej przez pa-
cjenta i ryzyko jej wystapienia znacznie wzrasta, gdy catkowita dawka przekracza 550 mg/ m?
[26]. Jedynie epirubicyna charakteryzuje si¢ wigkszym profilem bezpieczenstwa i pozwala na
stosowanie skumulowanej dawki ok. 1000 mg/m?. Waznym czynnikiem w zapewnieniu bez-
piecznej terapii antracyklinami jest wigc monitorowanie catkowitej dawki przyjetej przez pa-
cjenta i konieczne uwzglednienie jej w przypadku ponownego stosowania antracyklin (np.
wznowa nowotworu). Z racji tego, iz proces powstawania kardiomiopatii przebiega przy
znacznym udziale jonow zelaza, probuje si¢ rowniez stosowaé zwiazki chelatujace te jony
jako rodzaj prewencji przed skutkami odleglymi stosowania antracyklin. Jeden z takich
zwiazkow — deksrazoksan (preparat Cardioxane) — jest juz wprowadzony do terapii i czgsto
pozwala ogranicza¢ ryzyko pozniejszych powiktan. Ma on duzo wigksze powinowactwo do
zelaza niz antracykliny oraz dodatkowo powoduje jego przej$cie na +3 stopien utlenienia, a
zatem nie moze ono uczestniczy¢ w wytwarzaniu wolnych rodnikéw (Rycina 4). Dawke dek-
strazorsanu ustala si¢ jako 1:10 w stosunku do dawki antracykliny i podaje si¢ ok. 30 min
przed podaniem antybiotyku. Terapi¢ rozpoczyna sig¢ juz przy pierwszym podaniu leku i w

zaden sposob nie wptywa ona na skuteczno$¢ dziatania przeciwnowotworowego. Dodatkowo
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wazne jest regularne badanie czynnosci serca u pacjentéw leczonych antracyklinami, takie jak

regularne badania EKG czy echo serca [21, 27, 28].

2.6. Opornos$¢ na terapi¢

Zjawisko oporno$ci komoérek nowotworowych na terapig jest problemem dotyczacym nie
tylko terapii przy uzyciu antracyklin, ale rowniez innych lekéw przeciwnowotworowych. Jest
to stosunkowo nowy problem i nie jest on tak powazny jak np. opornos¢ bakterii na antybio-
tyki, lecz powoduje czasem duze problemy w prowadzeniu terapii i przyczynia si¢ do niepo-
wodzen. Ogolnie mozna przyjaé, iz opornos¢ komorek nowotworowych na leki jest bardzo
podobna do opornosci bakterii, lecz trzeba zaznaczy¢ réznice migdzy tymi procesami.

Wyrézniamy dwa typy opornosci komorek nowotworowych — pierwotna i nabyta. Opor-
nos¢ pierwotna, podobnie jak ma to miejsce u bakterii, oznacza catkowita niewrazliwos¢ da-
nych komoérek na dany lek lub grupg lekow. Oznacza to, ze komorki nie posiadaja receptorow
dla danego leku, lub tez ich szlaki metaboliczne po aktywacji danego receptora rdznia si¢ od
tych wystepujacych w komoérkach wrazliwych. U bakterii jest podobnie — pewne szczepy sa z
natury niewrazliwe na pewne rodzaje antybiotykow.

Oporno$¢ nabyta pojawia si¢ najczesciej juz po rozpoczeciu terapii, czesto przy podawa-
niu kolejnego cyklu chemioterapii, a takze w przypadku wznowy i konieczno$ci powtdrzenia
terapii danym lekiem. Stanowi do$¢ duzy problem, gdyz nie ma obecnie mozliwo$ci przewi-
dzenia ryzyka jej wystapienia. W przypadku opornosci nabytej bakterii mozemy dos¢ trafnie
przewidzie¢ czy istnieje ryzyko wystapienia zakazenia szczepami opornymi, biorac pod uwa-
g¢ histori¢ pacjenta czy tez wykonujac standardowe antybiotykogramy.

Zjawisko oporno$ci komorek nowotworowych na leki, bez wzgledu na jej typ, jest proce-
sem ztozonym z wielu czynnikow, ktore dziatajac razem powoduja nieskuteczno$¢ terapii.
Bardzo istotna rolg w tym procesie odgrywa nadekspresja gendw pewnych typow enzymow.
Przyktadem takiego genu, ktorego nadekspresja moze prowadzi¢ do powstania opornosci na
chemioterpaig, jest gen kodujacy glikoproteing P, i inne geny kodujace enzymy z grupy ATP-
zaleznych pomp blonowych. Bialka takie maja mozliwo$¢ wychwycenia czasteczki leku, kto-
ra dostata si¢ do wnetrza komorki 1 wyrzucenia jej do $rodowiska zewnatrzkomorkowego, a
tym samym uniemozliwienie dotarcia leku do miejsca swojej aktywnoS$ci. Innym przyktadem,
charakterystycznym dla oporno$ci na antracykliny, jest nadekspresja genu kodujacego biatko

ABCGQG?2. Jest to bialko transportera lekow, dziatajacego na podobnej zasadzie co wymienione
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biatka pomp blonowych. Innym charakterystycznym genem, ktérego nadekspresja warunkuje
powstanie opornosci, jest gen MDR1 (gen opornosci wielolekowej, ang. Multi Drug Resi-
stance).

Innym mechanizmem opornosci komorek jest modyfikowanie szybkosci przejs¢ komorki
w kolejne fazy cyklu komérkowego. Nadekspresja genu Skpz, ktory koduje kinaze biatkowa 2
typowa dla fazy S, powoduje zahamowanie przejscia komorki do fazy S cyklu komérkowego.
Jest to spowodowane zmniejszeniem poziomu inhibitora p27kipl, a efektem takiego dziatania
jest niewrazliwo$¢ komorki na cytostatyk.

Kolejnym mechanizmem opornosci jest modyfikowanie szlakow apoptotycznych w ko-
moérka nowotworowych. Leki przeciwnowotworowe dziataja glownie poprzez wywolywanie
takich zmian w komorkach, ktore wymuszaja ich przej$cie do apoptozy, czyli programowanej
$mierci. Mutacje w obrebie gendw kodujacych biatka tej fazy powoduja zahamowanie proce-
su apoptozy i tym samym niesmiertelnos¢ komorek. Przyktadem moga by¢ zaburzenia funkcji
enzymoéw z grupy kaspaz. Kaspazy to biatka proteolityczne, biorace udzial w koncowej fazie
apotozy — tzw. faza efektorowa apoptozy. Zahamowanie ich funkcji moze prowadzi¢ do po-
wstania komorek niezdolnych do samodzielnej $mierci (niezdolnych do apoptozy). Brak eks-
presji genu kodujacego kaspazg 8 powoduje powstanie opornych na doksorubicyng komorek
nerwiaka niedojrzatego (neuroblastoma) [18, 19, 20, 29, 30].

Poza ustaleniem mechanizméw powstawania opornosci oraz szlakow, ktére w opornosci
ulegaja zakloceniu, istotne jest rowniez wyjasnienie czy komoérki nowotworowe moga prze-
kazywaé sobie geny opornosci, i, jezli moga, w jaki sposob do tego dochodzi. Obecny stan
wiedzy pozwala stwierdzi¢, iz faktycznie komorki nowotworowe moga przkazywac sobie
geny opornosci — podobnie jak bakterie. Prowadzi to czgsto do powstania opornych przerzu-
tow w miejscach bardzo oddalonych od guza pierwotnego i cze¢sto nieckompatybilnych z nim
histologicznie. Niestety nie wyjasniono jeszcze doktadnego mechnizmu tego procesu, jednak
istnieje kilka teorii na ten temat, z ktérych bardzo prawdopodobna wydaje si¢ teoria howo-
tworowych komoérek macierzystych. Komorki macierzyste wystgpuja naturalnie w organizmie

1 charakteryzuja je nastgpujace cechy:

— zdolno$¢ do samoregeneracji — spowodowane jest to zwigkszona aktywnos$cia enzy-
moéw telomeraz w tych komorkach

— heterogennos$¢ — czyli brak ukierunkowania histologicznego; oznacza to, ze takie ko-
morki moga si¢ przeksztatci¢ w kazdy rodzaj tkanki

— opornos$¢ na apoptoze — takie komorki sa praktycznie nie§miertelne.
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Komorki macierzyste moga powstawaé przy podziale kazdego typu komorek organizmu i
moga krazy¢ w krwioobiegu. W przpadku komoérek nowotworowych rowniez powstaja ko-
morki macierzyste, ale poniewaz sa one zmienione 1 zawieraja zmutowany materiat genetycz-
ny, nazywamy je nowotworowymi komoérkami macierzystymi. Komorki takie moga krazyé
we krwi 1 tworzy¢ nowe ogniska nowotworowe, zawierajace takze geny opornosci na leki, w
réznych miejscach organizmu. Co ciekawe, nowotworowe komodrki macierzyste sa wrazliwe
na czynniki srodowiskowe 1 w roznych warunkach moga prowadzi¢ badz do powstania nowo-
tworu, badz ulegaja wyciszeniu i nie prowadza do powstania guza [31, 32].

Oporno$¢ komoérek nowotworowych to problem caty czas intensywnie badany, co pozwala
mie¢ nadziejg, ze w przyszlosci uda si¢ ten proces opanowac, badz przewidzie¢ mozliwos¢

jego wystapienia, co zdecydowanie poprawi skuteczno$¢ terapii.

2.7. Modyfikacje antybiotykéw antracyklinowych

Antybiotyki antracyklinowe sa lekami o ugruntowanej pozycji w terpaii onkologicznej, wy-
kazujacymi dobra skuteczno$¢ kliniczna. Sa dobrze tolerowane przez pacjentow, jednak ich
dziatania niepozadane, glownie kardiotoksycznos$¢, oraz fakt pojawiania si¢ zjawiska oporno-
$ci komoérek nowotworowych powoduja, ze poszukuje si¢ nowych pochodnych tej grupy le-
koéw, ktore przy zachowaniu lub zwigkszeniu aktywnos$ci przeciwnowotworowej, wykazywa-
tyby wigkszy profil bezpieczenstwa oraz zdolno$¢ pokonywania bariery opornosci.

Mozemy obecnie wyr6ézni¢ dwie drogi uzyskiwania nowych pochodnych antybiotykéw

antracyklinowych:

— modyfikacje chemiczne struktury antracyklin
— tworzenie nowoczesnych postaci lekow, zwigkszajace skuteczno$¢ terapeutyczna an-

tracyklin.
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2.7.1. Modyfikacje chemiczne antybiotykéw antracyklinowych

Duza czasteczka antracyklin umozliwia liczne modyfikacje ich struktury. Modyfikowana
moze by¢ zarowno czg$¢ aglikonowa zwiazku, jak 1 reszta cukrowa. Podkresli¢ jednak nalezy,
iz nie wszystkie modyfikacje przynosza pozadany skutek, a niektore wrgcz prowadza do
zwiazkow o duzo wyzszej toksycznosci niz zwiazek wyjsciowy.

Modyfikacje czesci aglikonowej antybiotykow byty jedymi z pierwszych poszukiwan no-
wych pochodnych tej grupy. Nowe pochodne o zmodyfikowanych pierscieniach B, C, D (Ry-
cina 1) nie wykazaty jednak zadowalajacych efektow. Czgsto rowniez wykazywaly znacznie
wigksza toksyczno$¢, zwlaszcza jesli modyfikacje polegaly na wprowadzeniu atomu chlo-
rowca do ktorego$ z wymienionych pierScieni. Wiazato si¢ to ze zwigkszona lipofilnoscia
czasteczki, a tym samycm z latwiejsza penetracja przez btony komérkowe i kumulowaniem
si¢ leku w organizmie. Rowniez zamiana ugrupowania antrachinonowego na duzo prostsze,
uwodornione uktady naftalenu lub antracenu nie przyniosty poprawy aktywnos$ci zwiazku, a
wrecz spowodowaly jej obnizenie. Niektore pochodne co prawda wykazywaly aktywnos$¢
cytotoksyczna, ale dawki konieczne do uzyskania takiego efektu byly kilkakrotnie wyzsze od
dawek zwiazkéw wyjsciowych [33]. Spowodowato to zmiang kierunku poszukiwan nowych
pochodnych na zwiazki modyfikowane w reszcie cukrowej oraz pierscieniu A aglikonu (Ry-
cina 1).

Dzigki poznaniu mechanizmu aktywnosci przeciwnowotworowej antracyklin ustalono, ze
pierscien A oraz reszta cukrowa maja kluczowe znaczenie dla aktywnosci terapeutycznej an-
tracyklin. Te czgSci czasteczki pozostaja na zewnatrz spirali DNA, ale przez to odgrywaja
gtéwna rolg¢ w stabilizacji powstatego kompleksu antracyklina — DNA, zapobiegaja wysunig-
ciu si¢ ptaskich pierscieni spomig¢dzy par zasad, a takze odpowiadaja za hamowanie topoizo-
merazy Il [21, 22]. Dodatkowo wykazano, ze nie tylko sam rodzaj podstawnika ma znaczenie
dla aktywnosci zwiazku. Istotne znaczenie ma roéwniez konformacja tego podstawnika. Bada-
nia dwoch identycznych pochodnych 4’-epidaunorubicyny, rozniacych si¢ jedynie konforma-
cja podstawnika w pozycji C2° wykazaty, ze jeden z izomerow wykazuje znaczng aktywno$¢
przeciwnowotworowa, a drugi jest jej catkowicie pozbawiony [34, 35].

Usunigcie ugrupowania metoksylowego z pozycji C4 doksorubicyny oraz wprowadzenie
w pozycje C3’ oraz C4’ grup hydroksylowych, aminowych lub metoksyfenylowych, pozwoli-
to uzyska¢ grupg zwiazkow pochodnych annamycyny (Rycina 4), ktore wykazaty bardzo du-

73 zdolno$¢ do hamowania topoizomerazy I1.
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O OH o] Kompleksy enzym — antracyklina byly w tym
--.,OH on przypadku duzo trwalsze i inhibicja enzymatyczna
O 0 oH oo byla duzo efektywniejsza, co powodowato wyzsza
g I;E(\[:DH aktywno$¢ przeciwnowotworowa wymienionych

OH zwiazkow [36].

Rycina 4.
Struktura annamycyny.

Wprowadzenie ugrupowania formamidowego w pozycje C3’ reszty cukrowej pozwolito
uzyska¢ duza grupg pochodnych. Badania in vitro wykazaty, iz zwiazki takie wykazuja
znacznie mniejsza tendencje¢ do tworzenia wolnych rodnikow w porownaniu do daunorubicy-
ny i doksorubicyny. Powoduje to, ze te pochodne stwarzaja duzo mniejsze ryzyko wystapie-
nia kardiotoksycznos$ci w trakcie terapii. Pozytywna cecha jest rowniez utrzymanie aktywno-
Sci terapeutycznej zwiazkow wyjsciowych [37, 38]. Ciekawym jest fakt, iz zwiazki takie nie
reagowaly z topoizomeraza II. Powoduje to mozliwo$¢ pokonania bariery opornosci w ko-
morkach, ktore zawieraja zmutowany enzym. Wykazano, ze komorki ze zmutowanym genem

byty nadal wrazliwe na tak zmodyfikowane pochodne [39].

Przyktadem pochodnej, w ktorej modyfi-
kacji podlegata zarowno reszta cukrowa, jak
1 pierScien A aglikonu, jest pochodna zawie-
rajaca grup¢ benzylowa w pozycji C3’ oraz
fancuch walerianowy w pozycji Cl14 pier-

scienia A (Rycina 5). Pochodna ta wykazuje

Rycina 5 znaczng aktywnos$¢ przeciwnowotworowa

Struktura pochodnej z fancuchem walerianowym oraz jest w stanie pokona¢ bariere opornosci
i ugrupowaniem benzylowym.
komorek.

Dodatkowo, dziata kardioprotekcyjnie, a nie kardiotoksycznie, jak wigkszo$¢ antracyklin. Jest
to spowodowane podobienstwem strukturalnym tancucha walerianowego do diacyloglicerolu.
Diacyloglicerol to silny aktywator kaskady sygnatowej biatka kinazy proteinowej C (PKC).
Aktywacja tej kaskady pozwala utrzymaé¢ homeostaze w komorkach bedacych w stanie silne-
go stresu oksydacyjnego np. przy wzroscie ilosci wolnych rodnikéw. Glowne znaczenie ma w
tym przypadku PKC-¢, ktora uruchamia okoto 36 r6znych proceséw skutkujacych zmniejsze-

niem stresu wewnatrz komorek migénia sercowego i utrzymaniem homeostazy. Jest to bardzo
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ciekawy przyktad zwiazku, ktory chroni organizm przed dzialaniami niepozadanymi, ktore
sam moze wywotac [40]. Inne pochodne z tancuchami O-acylowymi w pozycji C14 wykazy-
waty podobne wlasciwosci [41].

Ciekawe pochodne uzyskano po przeprowadzeniu kondensacji znanych antracyklin
(w postaci chlorowodorkow) z estrami dietylowymi kwasu kwadratowego. Kondensacja za-
chodzita w pozycji C3’ reszty cukrowej i w zaleznos$ci od pH $rodowiska reakcji, powstawaty

produkty bedace mono (pH ponizej 7) lub diamidami (pH powyzej 7) (Rycina 6).

e} OH

KWAS KWADRATOWY

OH o OMe

Rycina 6.
Struktura kwasu kwadratowego oraz produktow kondensacji z antracyklinami.

Wykazano znaczna aktywnos¢ takich zwiazkow, zwlaszcza w stosunku do komorek bia-
taczki. Diamidy wykazywaly wyzsza aktywnos$¢ niz monoamidy. Pochodne daunorubicyny
byty bardziej aktywne niz pochodne doksorubicyny. Zwigkszenie aktywnosci uzyskano takze
poprzez tworzenie dimeréw uzyskanych diamidow. Przeprowadzono takze syntez¢ asyme-
trycznych diamidow, ktore zawieraly dwie rdzne czasteczki antracyklin w swojej strukturze.
Zwiazki takie wykazywaly aktywno$¢ podobna do daunorubicyny w stosunku do komoérek
biataczki [42, 43].
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HO

HoN

Rycina 7.
Struktura 11-aklacynomycyny X.

Inna metoda uzyskiwania nowych po-
chodnych jest tworzenie polisacharydow
antracyklin. Przykladem takiego zwiazku
moze by¢ 11-aklacynomycyna X (Rycina 7).
Jest to trisacharyd otrzymany ze szczepow
Streptomycyes galilaeus. Wykazuje on
znaczng aktywno$¢, zwlaszcza w stosunku

do komorek biataczki oraz miesakow.

Dodatkowo charakteryzuje si¢ znacznie mniejsza kardiotoksyczno$cia niz tradycyjne antracy-

kliny. Na modelach zwierzecych potwierdzono, ze zwiazek ten jest szybko absorbowany po

podaniu dozylnym i jest eliminowany w ciagu 24 godzin w postaci niezmienionej, praktycz-

nie tylko z zdlcia. Jest to pozadana cecha, gdzy zmniejsza ryzyko wystapienia nefropatii, czg-

sto towarzyszacej chemioterapii [44, 45].

+3N
OH
Rycina 8.
Struktura sabarubicyny.

Innym polisacharydem jest sabarubicyna.
Jest to pochodna doksorubicyny - disacharyd,
w ktorym druga reszta cukrowa jest potaczo-
na glikozydowo w pozycji C4’ pierwszej
reszty cukrowej (Rycina 8).

Zwiazek ten wykazuje wigksza aktywno$c
niz doksorubicyna, jest w stanie pokonaé
barier¢ opornosci w komorkach, a takze wy-
kazuje znacznie mniejsza kardiotoksycznos¢.
Istotne jest rowniez to, ze wymaga stosowa-
nia znacznie mniejszych dawek niz zwigzek

wyjsciowy.

W badaniach Kklinicznych fazy | i IT zwiazek wykazywat kardiotoksyczno$¢ u znacznie mniej-

szej liczby pacjentow oraz skutki tej kardiotoksycznosci bylty znacznie mniej powazne, pro-

wadzace do zmniejszonego ryzyka wystapienia zastoinowej niewydolnosci serca [46, 47].

Gléwnym problemem w terapii tym zwiazkiem byla neutropenia, ktora czgsto zmuszala do

obnizenia dawki. Wykazano réowniez niski wplyw sabarubicyny na mitochondrialny DNA
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(mDNA), a teoria takiego wptywu jest rowniez sprawdzana w przypadku badania mechani-
zmu dziatania antybiotykow antracyklinowych [48, 49].

Amrubicyna jest przyktadem antybiotyku antracyklinowego o zmodyfikowanym uktadzie
cukrowym. Czasteczka cukru w tym zwiazku nie zawiera grupy aminowej, natomiast w pozy-
cjach C3’ 1 C4’ znajduja si¢ grupy hydroksylowe. Zwiazek ten jest zarejestrowany do leczenia
drobnokomorkowego 1 niedrobnokomoérkowego raka ptuc w Japonii. Wykazuje dobra sku-
tecznos¢, przy odsetku odpowiedzi klinicznych na poziomie 53% [50]. Istotne znaczenie ma
réwniez to, ze metabolit amrubicyny — amrubicynol — takze wykazuje wlasciwosci przeciw-
nowotworowe, co pozwala uzyska¢ dluzsze dziatanie leku. Gloéwnym dziataniem niepozada-
nym jest silna hepatotoksyczno$¢ tego leku, a takze zmiany w rozmazie krwi, gtéwnie pod
postacia neutropenii [51]. Obecnie zwiazek ten znajduje si¢ w badaniach klinicznych w USA
[52].

OH o Ze szczepu Streptomyces olindensis udato

ho o si¢ wyizolowa¢ kolejna ciekawa pochodna
0 antracyklinowa — kosmomycyng¢ D (Rycina

HO, 9,
e Jest to podwdjny trisacharyd. Wykazano, ze
jest on w stanie indukowa¢ apoptoze na po-
dobnym poziomie co doksorubicyna, i jest to
proces zalezny od czasu. Najwigkszy stopien

indukcji apotozy w komodrkach nowotworo-

wych wystepowat po 96 godzinach od poda-

nia leku. Kosmomycyna wywotuje rowniez

" ° mniej fragmentacji DNA niz doksorubicyna,
0 - co jest jednym z mechanizméw dziatania
He © antracyklin, i jest to zwiazane z rdéznicami w
e budowie pomigdzy tymi dwoma zwigzkami
H,C ) [53, 54, 55].
HO
OH
Rycina 9.

Struktura kosmomycyny D.
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Wymienione przyktady pozwalaja mie¢ nadziejg, ze w niedalekiej przysztosci uda si¢ zna-
lez¢ nowe pochodne antybiotykow antracyklinowych, ktdre przy zachowaniu skutecznosci

klinicznej, bgda rownoczesnie powodowac znacznie mniej dziatan niepozadanych.

2.7.2. Nowe postacie leku antybiotykéw antracyklinowych

Tworzenie nowych postaci lekow dla zwiazkow stosowanych w terapii jest drugim ze spo-
sobow zwigkszania skutecznosci lekéw oraz ograniczenia ich dziatan niepozadanych. Osia-
gni¢cia w chemii, biologii oraz medycynie pozwalaja nie tylko lepiej zrozumie¢ patomecha-
nizm choroby, ale rowniez opracowac¢ nowoczesne postacie lekéw, ktore umozliwia utrzyma-
nie odpowiednich stezen leku we krwi, powoduja wigksza penetracje leku do miejsca dziala-
nia, oraz pozwalaja minimalizowac¢ ryzyko wystapienia dziatan niepozadanych. Postacie takie
jak aerozole wziewne do leczenia astmy, tabletki o przedtuzonym uwalnianiu, systemy
transdermalne czy implanty lekowe wszczepiane podskornie, to tylko niektore z przyktadow
nowych postaci leku wynalezionych w drugiej potowie XX wieku, a ktore istotnie zmienity
terapi¢ wielu choréb. Dla lekow stosowanych dozylnie, a do takich naleza antybiotyki antra-
cyklinowe, najnowoczes$niejsza postacia leku, z ktéra wiaze si¢ rowniez duze nadzieje, sa
formulacje liposomalne.

Liposomy sa fosfolipidami, ktére moga by¢ pochodzenia naturalnego lub tez mozna je
wytworzy¢ sztucznie. Zazwyczaj maja ksztalt matych kuleczek, ktorych jadro stanowi faza
wodna o $rednicy ok. 1 um, otoczona podwodjna warstwa fosfolipidowa, o strukturze przypo-
minajacej naturalne btony komorkowe. Cato$¢ ma $rednice ok. 5 um. W fazie wodnej
umieszcza si¢ lek, natomiast zewnetrzna warstwa fosfolipidoéw moze by¢ wzbogacana o np.
apolipoproteiny. Takie dziatanie ma na celu ukierunkowanie dziatania liposomow na komorki
zawierajace np. specyficzne receptory dla apolipoproteiny, co pozwolito by odroznié¢ komorki
chore od komorek zdrowych. Takie dziatanie jest przyktadem dazenia do stworzenia terapii
celowanej, oszczedzajacej komorki zdrowe organizmu.

Zamykanie lekow cytotoksycznych, w tym antracyklin, w liposomy ma na celu:

— zwigkszenie efektywnosci terapii

— uzyskanie tego samego efektu klinicznego przy zastosowaniu mniejszych dawek

przetamanie bariery opornosci komorek

zmniejszenie wyst¢gpowania dzialan niepozadanych, w tym kardiotoksycznosci [56].
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Obecnie jest zarejestrowanych kilka preparatow liposomalnych antracyklin, gtéwnie dau-
norubicyny i doksorubicyny.

W Niemczech oraz Szwajcarii przeprowadzono badania kliniczne z zastosowaniem pegy-
lowanej liposomalnej doksorubicyny w terapii raka piersi. Wykazano zadowalajaca skutecz-
nos¢ takiej formualcji, dajacej odpowiedzi kliniczne nawet u pacjentow uprzednio leczonych
antracyklinami. Najpowazniejsze dziatania niepozadane dotyczyty alergicznych reakcji skor-
nych, zespotu dton-stopa oraz leukopenii [57]. We Wloszech zbadano skuteczno$¢ pegylowa-
nej liposomalnej doksorubicyny w potaczeniu z gemcytabing stosowanych rowniez w terapii
raka piersi. Dzialania niepozadane objawiaty si¢ gtownie w postaci zespotu dion-stopa oraz
infekcji grzybiczych. Zanotowano jedynie kilka groznych epizodow ze strony uktadu krwio-
no$nego [58].

W badaniach laboratoryjnych znajduje si¢ kompleks liposomalnej doksorubicyny z ligan-
dem biatkowym. Ligand ten jest kierunkowany na komoérki niedrobnokomoérkowego raka
ptuc. Taki kompleks reagowatby tylko z komoérkami chorymi, omijajac komorki zdrowe. Po-
zwoliloby to na zwigkszenie efektywnosci terapii w sposob znaczacy [59].

Oprécz zamykania antracyklin w liposomy, probuje si¢ rowniez modyfikowaé sposob ich
podawania pacjentom. Przeprowadzono badanie porownujace skutecznos¢ liposomalnej dok-
sorubicyny stosowanej w klasycznym wlewie dozylnym z liposomalna doksorubicyna poda-
wana przez zestawy do izolowanej perfuzji w ptucach. Zestawy takie maja ksztatt niewielkich
implantéw wykonanych z tworzywa sztucznego, ktore wszczepia si¢ bezposrednio w tkanke
guza lub jego najblizsze sasiedztwo. Stwierdzono znacznie wyzsze st¢zenia doksurubicyny w
tkance guza po podaniu z zestawow do izolowanej perfuzji. Powodowato to znacznie lepsza
odpowiedz kliniczng oraz znacznie mniejsze ryzyko dziatan niepozadanych, w tym uszkodze-
nia zdrowej tkanki ptuc [60].

Innym sposobem zwigkszania skutecznosci liposomalnych postaci antybiotykdéw antracy-
klinowych, jest ich stosowanie w terapii taczonej z lekami o dziataniu antyangiogennym.
Komorki guzéw nowotworowych sa komoérkami intensywnie dzielacymi si¢ i majacymi bar-
dzo duze zapotrzebowanie na tlen i sktadniki odzywcze. Wydzielaja one bardzo duzo sub-
stancji indukujacych tworzenie nowych naczyn krwiono$nych, tak by zapewni¢ sobie odpo-
wiedni przeptyw krwi. Laczenie liposomalnej doksorubicyny z lekiem hamujacym angioge-
nez¢ — kombretastatyna — jest przyktadem nowoczesnej chemioterapii, w ktorej oprocz lekow
dzialajacych przeciwnowotworowo, podaje si¢ rowniez leki wspomagajace ich dziatanie. Ta-

ka kombinacja wykazata znacznie lepsza skuteczno$¢ niz monoterapia liposomalng doksoru-
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bicyna. Istotne jest rowniez zachowanie odpowiednich odstgpoéw czasowych przy podawaniu
tych lekow [61].

Probuje sig¢ rowniez taczy¢ klasyczne antracykliny z glikolem polietylenowym w procesie
tzw. pegylacji. Mozna stosowac¢ liniowe lub rozgatezione czasteczki tego polimeru, a uzyska-
ne pochodne réznig si¢ od siebie skutecznos$cia kliniczna. Kilka najbardziej obiecujacych po-
chodnych jest poddanych dalszym testom [62].

Najnowoczesniejsza postacia leku dozylnego sa skomplikowane kompleksy czasteczek
pro-leku potaczonych z enzymem, ktéry jest aktywowany przez przytaczone do niego prze-
ciwciato. Przyktadem takiego kompleksu moze by¢ pro-daunorubicyna potaczona z
-galaktozydaza oraz przeciwciatem przeciwko antygenowi p97. W wyniku interakcji prze-
ciwciala z antygenem znajdujacym si¢ na powierzchni komorek nowotworowych dochodzito
do aktywacji enzymu, ktory z kolei przeksztatcal pro-lek w jego aktywna forme. Taka kombi-
nacja wykazata znacznie wigksza skuteczno$¢ w badaniach laboratoryjnych [63]. Podobne
wyniki uzyskano dla doksorubicyny aktywowanej enzymatycznie w leczeniu raka prostaty.
Obiecujace wyniki uzyskano réwniez dla terapii wielolekowych wykorzystujacych pegylo-
wana doksorubicyne w leczeniu raka jajnika, nawet u pacjentow w zaawansowanym stadium

choroby [64, 65].

Podsumowujac mozna stwierdzi¢, ze antracykliny sa stale rozwijane 1 moga by¢ nadal

skuteczne w terapii wielu nowotworow. Gtéwne kierunki rozwoju tej grupy obejmuja:

— modyfikacje reszty cukrowej, glownie w pozycjach C3’ 1 C4’

tworzenie di- i trisacharydéow oraz podwojnych glikozydow

tworzenie liposomalnych form tych lekow

tworzenie zaawansowanych kompleksow lek-PEG, lek-biatko oraz pro-lek-enzym-
biatko [66].

2.8. Ocena jakosci antybiotykow antracyklinowych

Antybiotyki antracyklinowe, jak wszystkie leki, musza spetnia¢ okre§lone wymogi jako-
sciowe. Metody, ktorymi mozna badac¢ czystos¢ tych substancji sa szczegdtowo opisane w
Farmakopeach obowiazujacych w danym kraju. W Polsce obowiazujaca obecnie jest Farma-

kopea Polska IX, ktora jest zgodna z Farmakopea Europejska 7.0.
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Tabela 2 zawiera przyktady metod analitycznych stosowanych w analizie antybiotykow

antracyklinowych. Metody te podzielono w zaleznosci czy probka jest probka czystej sub-

stancji lub czy zostata pobrana z materiatu biologicznego.

Tabela 2.

Przyktady metod analitycznych stosowanych w badaniach jakosciowo-ilosciowych

antybiotykow antracyklinowych

Substancja

Metoda

Probki czystej substancji

Epirubicyna

Metoda HPLC z detekcja UV [67]

Idarubicyna

Metoda HPLC z detekcja fluorescencyjna [68]

Doksorubicyna, epirubicyna oraz 8 innych lekéw cyto-

toksycznych

Metoda HPLC z detekcja MS — probki pobierane z

powierzchni roboczych w szpitalach [69]

Daunorubicyna, doksorubicyna i ich aglikony

Metoda HPLC z detekcja fluorescencyjna — preparaty

farmaceutyczne [70]

Probki z materiatu biologicznego

Idarubicyna

Metoda HPLC z detekcja fluorescencyjna — 0Socze
[68]

Daunorubicyna, doksorubicyna, epirubicyna, idarubi-
cyna i ich metabolity

Metoda HPLC z detekcja fluorescencyjng — 0SOCZze,
$lina [71]

Daunorubicyna, doksorubicyna, epirubicyna, idarubi-

cyna i ich metabolity

Metoda HPLC z detekcja MS — osocze [72]

Epirubicyna i jej metabolit

Metoda HPLC z detekcja fluorescencyjng — 0socze,
$lina [73]

Doksorubicyna i jej metabolit oraz cyklofosfamid

Metoda HPLC z detekcja MS — osocze [74]

Doksorubicyna, daunorubicyna, epirubicyna oraz do-
cetaksel i paklitaksel

Metoda HPLC z detekcja UV — osocze [75]

Doksorubicyna i jej metabolit

Metoda HPLC z detekcja chemiluminescencyjna po

aktywacji $wiattem — 0socze [76]

Doksorubicyna, epirubicyna i ich metabolity

Metoda HPLC z detekcja elektrochemiczng — 0socze
[77]
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Gloéwna metoda stosowana w analizie antybiotykow antracyklinowych jest metoda wyso-
kosprawnej chromatografii cieczowej z zastosowaniem réznego typu detektorow. Gtoéwnym
typem detekcji jest detekcja fluorescencyjna, stosowana czgsto w analizie tej grupy zwiaz-
kow. Przy badaniu materiatu biologicznego istotne znaczenie ma réwniez detektor MS,
zwlaszcza jesli prowadzona jest analiza jakoSciowa substratow i ich produktow. Istotne zna-
czenie ma fakt, ze wszystkie typy detektoréw charakteryzuja si¢ podobnymi warto$ciami za-

Kresu oznaczalnosci [78].

2.9. Badania trwalosci

Celem badania trwato$ci substancji czynnej lub produktu leczniczego jest okreslenie do ja-
kich przemian chemicznych lub fizycznych dochodzi w czasie, pod wptywem czynnikéw
otoczenia [79-86]. W badanich tych uwzglednia si¢ wptyw m.in. temperatury, wilgotnosci
wzglednej powietrza, tlenu 1 §wiatla. Badania takie umozliwiaja okreslenie terminu waznosci
substancji czynnej i postaci leku oraz warunki ich przechowywania. Bardzo waznym czynni-
kiem w tym badaniu jest takze dobor odpowiedniego opakowania substancji i postaci leku,
bowiem testy przyspieszonego starzenia powinny by¢ przeprowadzane w opakowaniu osta-
tecznym. Niewtasciwe opakowanie moze w sposob istotny wptywac na trwatos$¢ lekow.

Badania trwatos$ci produktu leczniczego w opakowaniu ostatecznym wykonuje si¢ w okre-
Slonych warunkach przechowywania w czasie, ktory bedzie odpowiadal magazynowaniu,
transportowi oraz uzyciu przez pacjenta. Wsrdd badania trwatosci produktu leczniczego wy-
roznia si¢ badania dlugookresowe, posrednie, przyspieszone i stresowe. Kazde z tych badan
ma $cisle zdefiniowane warunki i czas prowadzenia badania.

Lek jest uznawany za trwaty, jezeli odpowiada specyfikacji w czasie badan dtugookreso-
wych, natomiast w czasie badan przyspieszonych nie dochodzi w nim do istotnych zmian,
takich jak:

— zmiana zawarto$ci substancji czynnej o 5% w stosunku do warto$ci poczatkowej

— powstanie produktu rozktadu, ktory przekracza kryterium akceptacji

— niespelnienie kryterium akceptacji dla parametru wyglad, wlasciwosci fizyczne, pH

oraz uwalnianie.

W badanich trwato$ci uwzglednia si¢ takze badanie fotostabilno$ci nowych substancji czyn-
nych oraz nowych postaci lekéw. Termin fotostabilno$¢ odnosi si¢ nie tylko do rozkladu

spowodowanego ekspozycja na Swiatto, ale takze do procesoOw zwiazanych z tworzeniem
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rodnikdw, transferem energii i luminescencja. Podczas badania fotostabilno$ci nalezy zwrocié
uwage na tzw. efekt temperaturowy i umieszczac¢ rownolegle z probami badanymi proby od-
niesienia, owinigte w foli¢ aluminiowa oraz zapewni¢ odpowiednie rozmieszczenie prob i
kontrolowa¢ natgzenie promieniowania. Do badan trwatosci produktéw leczniczych zostat
opracowany schemat decyzyjny, na podstawie ktorego okresla si¢ poziom dopuszczalnych

Zzmian.
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3. CEL PRACY

Badania trwato$ci substancji leczniczych sa jednym z podstawowych elementéw komplekso-
wej oceny ich jakosci i sa uregulowane odpowiednimi przepisami. Celem mojej pracy byla
ocena trwatos$ci nowej pochodnej daunorubicyny, zmodyfikowanej w pozycji C3’ daunoza-
miny — N-[(piperydyno)metyleno]daunorubicyny (PPD) w roztworach wodnych, obejmujaca
trwalo$¢ w roztworach o stadandaryzowanym pH oraz roztwory ptyndéw infuzyjnych. Dodat-
kowo wykonano rowniez badania trwalosci tej substancji w fazie statej oraz badania fototrwa-
tosci roztworu substancji. Oceng zmian st¢zenia badanego zwiazku wykonano stosujac wyso-
kosprawna chromatografi¢ cieczowa w odwroconym uktadzie faz, z detekcja UV.
Do zrealizowania zalozen celu pracy niezbedne byto:
— opracowanie metodyoznaczania, pozwalajacej na obserwacj¢ zmian stgzenia substratu
w obecnos$ci produktow jego rozktadu i wzorca wewngtrznego (HPLC)
— przeprowadzenie walidacji metod, obejmujacej selektywnosé, liniowos$é, precyzje, gra-
nice wykrywalnosci i oznaczalnos$ci metody
— wykonanie badan Kinetycznych, obejmujacych ogdlna i wiasciwa katalize kwasowo-
zasadowa
o wplyw stezenia jonéw wodorowych
o wplyw rodzaju i stezenia sktadnikow buforow
o wplyw sity jonowej
— zinterpretowanie:
o ogolnej i whasciwej katalizy kwasowo-zasadowej i wyznaczenie katalitycznych
statych szybkosci reakcji czastkowych
o wplywu temperatury na szybkos¢ rozktadu
o wplywu sity jonowej na szybkos¢ rozktadu
— okreslenie trwato$ci PPD w ptynach infuzyjnych powszechnie stosowanych w lecznic-
twie

— okreslenie fotostabilno$ci PPD w roztworach wodnych
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— okreslenie trwalosci PPD w fazie statej.

N-[(piperydyno)metyleno]daunorubicyna (PPD) jest jedna z czterech amidynowych po-
chodnych daunorubicyny, otrzymanaych w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykéw w War-
szawie. Inne pochodne — N-[(pirolidyno)metyleno]daunorubicyna (PMD), N-[(morfolino)-
metyleno]daunorubicyna (MMD) i N-[(heksahydroazepin-1-ylo)metyleno]daunorubicyna
(HMD) byly takze przedmiotem badan w Katedrze i Zakladzie Chemii Farmaceutycznej
Uniwersytetu Medycznego im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu.
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4. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Substancja badana

Chlorowodorek N-[(piperydyno)metyleno]daunorubi-
cyny (PPD), otrzymany w Instytucie Biotechnologii
1 Antybiotykow w Warszawie. Substancja krystalicz-

na, o charakterystycznym, czerwonym zabarwieniu.

4.2. Odczynniki

- Acetonitryl, chromatograficznie czysty; POCH Gliwice

- Chininy chlorowodorek, cz.d.a.; Sigma Aldrich — wzorzec wewngtrzny
- Kwas borowy, cz.d.a.; POCH Gliwice

- Kwas octowy, odwazka analityczna; POCH Gliwice

- Kwas fosforowy(V), 85%, cz.d.a.; POCH Gliwice

- Kwas solny, odwazka analityczna; POCH Gliwice

- Metanol, cz.d.a.; POCH Gliwice

- Potasu diwodorofosforan, cz.d.a.; POCH Gliwice

- Sodu chlorek; POCH Gliwice

- Sodu edetynian, cz.d.a.; POCH Gliwice

- Sodu laurylosiarczan, cz.d.a.; Sigma Aldrich

- Sodu octan, cz.d.a.; POCH Gliwice

- Sodu wodorotlenek, odwazka analityczna; POCH Gliwice

- Woda demineralizowana z aparatu do demineralizacji USF T — 801965/8903
- Roztwory ptynéw infuzyjnych (Tabela 3)
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Tabela 3.

Roztwory infuzyjne wykorzystane w badaniach

Rodzaj roztworu Producent Objetos¢ [ml]
Aqua pro injectione Polpharma 5
0,9% Natrium Chloratum pro injectione Polpharma 5
5% Glucosum Fresenius Kabi 100
10% Injectio Glucosi Baxter Terpol 250
20% Injectio Glucosi Baxter Terpol 250
Solutio Ringeri Baxter Terpol 250
Solutio Ringeri Lactate Fresenius Kabi 500
5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum Fresenius Kabi 250
(1:2)
5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum Fresenius Kabi 250
(2:1)
Ptyn pediatryczny wyrownawczy Baxter Terpol 250
Ptyn fizjologiczny wieloelektrolitowy izo- Fresenius Kabi 250
toniczny
Jonosteril® Basic z glukoza Fresenius Kabi 500
20% Mannitol Fresenius Kabi 100

4.3. Aparatura i sprze¢t pomiarowy

— Woysokosprawny chromatograf cieczowy HPLC Shimadzu:
o detektor Shimadzu SPD-20A Prominence UV/Vis Detector
o dozownik z petla dozujaca Rheodyne Berkeley 7120
o ntegrator komputerowy POL LAB Chroma wersja 2006
o komputer Fujitsu Simens
o pompa Shimadzu LC-20AT Prominence LIQUID CHROMATOGRAPH
o termostat Shiamdzu CTO-10AS VP Column Oven
— Spektrofotometr UV-160A Shimadzu, z oprogramowaniem PC160Plus
— Radiometr typ VLX-3W z sensorem CX-365, Viber Lourmat
— Woysokoci$nieniowa lampa UV-VIS z palnikiem rtgciowym, HBO-50 Nova
— Zestaw lamp odpowiadajacych standardowi D-65
— Waga analityczna Sartorius BP210S
— pH-metr Elmetron CP-401
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4.4,

Aparat do demineralizacji wody USF T-801965/8903, kolumna jonowymienna Sera-
dest USF800 z wezem potaczeniowym, komora pomiarowa, konduktorem diodowym
LSM i dystrybutorem

Ultratermostat Fisherbrand FBH-612

Mikrostrzykawka 50 ul Microliter Hamilton Co, Reno Nevada USA

Mieszadto REAX top 451

Lodéwka z zamrazalnikiem Polar typ TS136U wersja 638

Igty Micropoint 1,6x40 mm MIFAM S.A. Milanowek, Polska

Strzykawki 10 ml Romed, Holandia

Ampulki polietylenowe Polpharma, Polska

Kuwety okraglte kwarcowe do naswietlah o pojemno$ci 2,8 ml i grubosci warstwy
1 =1 cm oraz kuwety podtuzne kwarcowe do naswietlan o pojemnosci 2,5 ml i grubosci
warstwy | =1 cm Hellma

Filtr szklany 365 nm oraz 510 nm Pyrex

Stoper

Pakiet oprogramowania MS Office

Program ChemDoodle

Metody analityczne stosowane w ocenie trwatosci
N-[(piperydyno)metyleno]daunorubicyny (PPD)

Do badania trwatosci PPD w roztworach wodnych oraz w fazie stalej zastosowano metode

HPLC z detekcja UV, ktéra umozliwia obserwacje zmian stezen substratu w czasie reakcji

rozktadu w obecnosci produktow rozktadu [87]. Parametry rozdziatu chromatograficznego

byly nastepujace:

kolumna: Lichrospher 100RP-18 (5 um) o wymiarach 125 x 4 mm, Merck Darmstadt,
Niemcy

faza ruchoma: acetonitryl : 2,88 g/l roztwor laurylosiarczanu sodu z dodatkiem 1,6 ml
kwasu fosforowego(V) 85% : metanol (9:10:1 V/V/IV)

szybko$¢ przeptywu: 1,5 ml/min

detekcja: UV przy A = 254 nm

wzorzec wewngtrzny: roztwor chlorowodorku chininy o stgzeniu 50 pg/ml
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W badanich podatnosci PPD na rozktad pod wplywem S$wiatta, zastosowano metodg UV-
VIS.

Przeprowadzono walidacje metod w celu potwierdzenia ich przydatnosci w oznaczaniu

trwatos$ci PPD [88]. Walidacji podlegaty nastgpujace parametry:

selektywnos$¢

liniowos¢

precyzja

granica wykrywalnos$ci i oznaczalnosci.

4.4.1. Metoda HPLC

Do walidacji metody HPLC uzyto:
— substancji badanej — probki nieroztozonej oraz probki poddanej rozktadowi w:
= 0,30 mol/l kwasie solnym w temperaturze 333 K
= w 0,10 mol/l roztworze wodorotlenku sodu w temperaturze 313 K
= w fazie stalej w temperaturze 373 K, przy RH~76,4%

— chlorowodorku chininy — wzorzec wewnetrzny.

Selektywnos¢ metody

W przedziale czasu 0 — 15 min na chromatogramach zarejestrowano piki:
— substancji badanej PPD, tg ~ 12,0 min

— wzorca wewngtrznego, tg ~ 10 min

— produktow rozktadu PPD

(Rycina 10, 11, 12).

Metoda jest selektywna dla PPD w obecnosci produktow rozktadu oraz wzorca wewnetrz-

nego.
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Rycina 10.
Chromatogramy HPLC PPD w 0,30 mol/l HCI (pn = 0,50 mol/l), w temperaturze 333 K, po t = 0 min (A),
t=5min (B), t =15 min (C); | = PPD, Il = chlorowodorek chininy (wzorzec wewnetrzny), III — produkty roz-

ktadu.

Rycina 11.

Chromatogramy HPLC PPD w 0,10 mol/I roztworze wodorotlenku sodu (p = 0,50 mol/l) w temperaturze 313 K,
po t =0 min (A), t =5 min (B), t = 15 min (C); | = PPD, Il = chlorowodorek chininy (wzorzec wewngtrzny), I11
— produkty rozktadu.
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Rycina 12.

Chromatogramy HPLC PPD poddanej przy$pieszonemu starzeniu w temperaturze 373 K, przy RH~76,4%:
A — poczasiet=0h;B — poczasiet=86h; C — poczasiet=99 h; P; — PPD;tg~12 min, P;s — wzo-
rzec wewngtrzny — chlorowodorek chininy; tg ~10 min, P — produkty rozktadu PPD; tg ~2 min i 5 min.

Liniowos¢ metody

Liniowo$¢ metody okreslono dla zakresu stezen PPD od 0,0080 mg/ml do 0,2500 mg/ml.

Wzorcem wewnetrznym byt roztwor chlorowodorku chininy o stezeniu 50 pg/ml.

Roztwor substancji badanej
8,0 mg substancji badanej rozpuszczono w wodzie 1 uzupetniono woda do 25,0 ml. Roztwor
podstawowy rozcieniczono, uzyskujac po dodaniu do 1,0 ml roztworu badanego 1,0 ml roz-

tworu wzorca wewngtrznego, roztwory o stezeniu od 0,008 mg/ml do 0,2500 mg/ml.
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Tabela 4.

Zalezno$¢ Pi/P,,, = f(C) i ocena statystyczna prostychy =ax + b iy = ax

Ocena statystyczna prostych
L.p. ¢ [mg/ml] Pi/Puw; y=ax+b y = ax
1 0,0080 0,2740
2 0,0160 0,4851
3 0,0240 0,7725 a=13316+ 0,42
4 0,0320 1,0263 b = -0,01326 + 0,04528 a=3325+0,40
5 0,0400 1,2892 S, = 0,1898 S, = 0,1817
6 0,0480 1,6430 Sp = 0,02057 S, = 0,04737
7| 00560 | 1,9412 S, = 0,04947 = 0,0998
8 0,0640 2,1906 { = 0,644
9 0,0720 2,4350
r=0,9998
10 0,0800 2,6815
11 0,1600 5,3501
12 0,2000 6,6700
13 0,2500 8,2345
9
PP =
7
‘ =es
: B
.
3
2 o
====is
0] / T T T T T 1
0] 0,05 0,1 c mg/m‘O,IS 0,2 0,25 0,3
Rycina 13.

Zalezno$¢ Pi/P,,, = f(c) dla PPD w zakresie stezen od 0,0080 do 0,2500 mg/ml.

Wykres zalezno$ci Pi/P,, = f(c) jest prostoliniowy (Rycina 13). Na podstawie obliczonych

parametrow prostych (Tabela 4) stwierdzono, ze wyznaczona z powyzszej zaleznosci warto$¢

tp jest mniejsza od warto$ci krytycznej to s 1 stad warto$¢ wspotczynnika b jest nieistotna (b =

0), zatem zalezno$¢ Pi/Py; = f(c) opisuje rownanie y = ax.
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Precyzja metody

W celu okreslenia precyzji metody, przygotowano po 8 roztworéw PPD o st¢zeniu odpo-
wiednio: 0,04 mg/ml, 0,053 mg/ml i 0,08 mg/ml (Tabela 5). Roztwory zawieraty dodatek

wzorca WCWHQtI'ZIngO.

Tabela 5.
Wyniki oznaczania PPD w roztworach o stezeniu 0,04, 0,053 i 0,08 mg/ml

L.p. ¢ = 0,04 mg/ml ¢ = 0,053 mg/ml ¢ = 0,08 mg/ml
Pi/Py., Parametry Pi/Py, Parametry Pi/Pyz Parametry
statystyczne statystyczne statystyczne
1 1,7780 3,1497 49704
2 1.7710 X = 1,6920 3.5496 X = 3,2710 51977 Xe = 4,8630
2 3 2 2 2 2
= -1 =1,4800 - 1 =5,3560 - 1
3 | 17853 | °O8780°10 32038 | ° 0 51104 | ° 0
s =0,0892 s=0,1216 s=0,2314
4 | 1678 S, =0,0293 3,1868 S, = 0,0430 46118 S, =0,0818
5 1,6533 W, =4,90 % 3,2790 W,=3,72% 4,8717 W, =458 %
6 1,6388 3,2355 4,8960
7 1,6839 3,2399 4,6962
8 1,5463 3,2347 4,5499

X — warto$¢ $rednia; s® — wariancja; s — odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy — wzgledne odchyle-
nie standardowe; W, — wspotczynnik zmiennosci

Metode mozna uznaé za precyzyjna, gdyz uzyskane wartosci wspotczynnika zmiennosci W,

nie przekraczaja 5%.

Granica wzkrzwalnodci i oznaczalnosci

Granicg wzkrzwalnodci obliczono ze wzoru DL = 3,3 Sy/a i wynosi ona 5,25 ug/ml, nato-

miast granicg oznaczalnos$ci ze wzoru QL = 10 Sy/a i wynosi ona 16,03 pg/ml.

Zakres i czulos¢ metody

Zakres metody to przedziat pomi¢dzy najwyzszym i najnizszym stezeniem substancji ba-
danej, przy ktorym oznaczanie jest prowadzone z odpowiednia precyzja w liniowym zakresie
stezen substancji. Dla zastosowanych parametréw rozdzielenia wynosi on od 0,016 do 0,250

mg/ml.
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Metoda jest czuta, gdyz przy niewielkiej zmianie warto$ci oznaczanej obserwowano zna-
czacy przyrost warto$ci mierzonej. Miarg czuto$ci metody jest nachylenie krzywej wzorco-

wej, ktore wynosi 33,25 + 0,40.

4.4.2. Metoda UV-VIS

Do oceny fototrwatosci PPD w roztworach wodnych wykorzystano metode UV-VIS [89].
Natezenie $wiatta mierzone radiometrem miescito si¢ w zakresie 86,0 — 89,0 mW/cmZ, aw

czasie 1 min rejestrowano energie 5,10 — 5,30 J/cm?.
Liniowos¢ metody

Przygotowano roztwory wzorcowe PPD w zakresie stgzen od 0,012 do 0,06 mg/ml. i wykre-
$lono widma w zakresie 200 — 800 nm (Tabela 6). Wykonano wykresy zalezno$ci absorbancji
probki Aj przy 480 nm, od stezenia c. Wykresy te byly prostoliniowe (Rycina 14). Wyzna-
czono parametry prostych y = ax + b oraz y =ax, zbadano istotno$¢ wspotczynnika b i stwier-
dzono, ze wartos¢ bezwzgledna t, jest mniejsza od wartosci krytycznej (top = 0,0027 < tyo5 =

2,262). Stwierdzono wigc, ze warto$¢ wspotczynnika b jest nieistotna (b = 0).

Tabela 6.
Zalezno$¢ A; = f(c) dla PPD i ocena statystyczna prostychy =ax+ b iy =ax

I e A Ocena statystyczna prostych
y=ax+b y = ax
1 0,012 0,4200
2 0,016 0,2800 a— 1421+ 138
8 0,020 0,2450 b=0,001 + 0,048 e 130
a = b :l: b
4 0,024 0,3670 = 09930
5 0,028 0,4180 r=0,9930
t, = 0,0027
6 0,032 0,4780 S, = 0,5644
7 0,036 0,5290 52 =0,5986 S, =0,0252
8 0,040 0,5814 Sy = 0,0207
9 0,048 0,6890 Sy =0,0268
10 0,060 0,8164
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Rycina 14.
Zalezno$¢ A; = f(c) dla PPD w roztworze wodnym przy A = 480 nm.

Precyzja metody

W celu okres$lenia precyzji metody przygotowano cztery serie roztworow PPD o st¢zeniach
0,020 (A1), 0,024 (A2), 0,032 (A3) i 0,040 mg/ml (A4), i wykonano po 6 oznaczen dla kazdej
serii przy dtugosci fali A =480 nm (Tabela 7, 8).

Tabela 7.
Wyniki oznaczania PPD o stezeniu Al, A2, A3 i A4

Lp. Al =0,020 mg/ml A2 = 0,024 mg/ml A3 = 0,032 mg/ml A4 = 0,040 mg/ml
1 0,2862 0,4084 0,5229 0,6260
2 0,2885 0,4106 0,5230 0,6286
3 0,2924 0,4155 0,5242 0,6284
4 0,2948 0,4160 0,5266 0,6284
5 0,2950 0,4164 0,5263 0,6297
6 0,2961 0,4188 0,5262 0,6292
Tabela 8.
Ocena statystyczna wynikOw wyznaczania precyzji metody UV-VIS dla PPD
Parametr Roztwoér Al Roztwor A2 Roztwoér A3 Roztwoér A4
Warto$é $rednia Ay 2,92:10™ 4,14-10™ 525-10™ 6,28-10™
Wariancja 1,59-10" 1,55-10" 2,9310" 1,63-10™"
Odchylenie standardowe 4,00-10° 3,90-10° 1.70-10° 1.30-10°
pojedynczego wyniku: S
Wzgledne odchylenie 1,60-10° 1,60-10° 7,00-10* 5,00-10
standardowe: S,
Wspotczynnik zmiennosci:
0,136 0,950 0,326 0,203
W, [%]
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Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci metody UV-VIS

Granica wykrywalnosci (DL) dla PPD wynosi 5,85-10° mg/ml, natomiast granica ozna-
czalnoéei (QL) wynosi 1,78:10 mg/ml.

4.5. Ocena trwatosci PPD w roztworach wodnych

4.5.1. Warunki badan kinetycznych

Wszystkie badane roztwory byly chronione przed swiattem

Trwato$¢ PPD w roztworach wodnych badano w zakresie pH od 0,43 do 13,54, zachowu-
jac stata warto$¢ sity jonowej p = 0,50 mol/l.

Odpowiednie pH uzyskano stosujac nastepujace roztwory buforowe:

— kwas solny o stezeniu od 0,01 mol/l do 0,50 mol/l; pH 0,43 — 2,05

— bufor fosforanowy (H3PO,4 + KH,PO,); pH 1,70 — 2,81

— bufor octanowy (CH3COOH + CH3COONa); pH 3,96 — 5,55

— bufor fosforanowy (KH,PO,4 + Na;HPO,);pH 5,82 — 7,30

— bufor boranowy (H3BO3; + NaOH); pH 7,64 — 9,21

— roztwor wodorotlenku sodu o st¢zeniu od 0,05 do 0,50 mol/l; pH 12,60 do 13,54.

Site jonowa roztwordéw doprowadzono do statej wartosci 0,50 mol/l przy uzyciu roztworu
chlorku sodu o st¢zeniu 4,0 mol/l. Warto$ci pH roztwordéw buforowych mierzono w tempera-
turze reakcji, a w przypadku roztworéw kwasu solnego i wodorotlenku sodu, wartosci pH

obliczono z odpowiednich réwnan:

pH = - log fuci [HCI]

pH = pKw + log fnaon

Wartos$ci wspotczynnikow aktywnosci (fuci 1 fnaon) zaczerpnigto z piSmiennictwa, lub

otrzymano poprzez interpolacje danych literaturowych [88].
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Roztwory buforowe (25 ml) o okreslonej wartosci pH, przygotowano z dodatkiem
Na,EDTA (0,004 mol/l) i termostatowano w odpowiedniej temperaturze. Po ogrzaniu roztwo-
ru do temperatury badania, dodawano 1,0 ml roztworu substancji badanej (PPD) o stezeniu 2
mg/ml i mieszano.

W okreslonych odstgpach czasu, zaleznych od szybkosci rozktadu PPD, pobierano 1,0 ml
analizowanego roztworu, ktory natychmiast chtodzono w wodzie z lodem. Roztwory o pH
powyzej 8, doprowadzano do pH ok. 2 kwasem solnym o odpowiednim st¢zeniu. Do roztwo-
ru dodawano 1,0 ml roztworu wzorca wewngtrznego, mieszano i wprowadzano na kolumne
chromatograficzna 20 ul roztworu. Rejestrowano sygnaty substancji badanej, produktéw roz-

ktadu 1 wzorca wewngtrznego.

4.5.2. Obserwowane stale szybkosci reakcji rozktadu PPD

Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu PPD w roztworach wodnych wyznaczono
stosujac metod¢ HPLC z detekcja UV. Interpretacje zmian stgzenia substratu jako funkcjg
czasu przeprowadzono wykorzystujac stosunek pola powierzchni piku PPD do pola po-
wierzchni piku wzorca wewngtrznego. Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,, = f(t) sa opisane

réwnaniem reakcji pseudopierwszego rzedu :

In (P|/sz)t = In (Pi/PWZ)O — kobs -t

(Pi/Pwz)t 1 (Pi/Pwz)o — stosunek pola powierzchni piku PPD do pola powierzchni piku wzorca
wewngtrznego po czasie t i to. W przedziale czasu od to do t,, wartosci Pi/Py,; — 0.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci Pi/P,; = f(t) sa prostoliniowe, a ich nachylenie jest
miarg obserwowanej stalej szybkosci reakcji rozktadu ze znakiem ujemnym (-Kgps ).

Do interpretacji w/w prostoliniowych wykresow, obliczono metoda najmniejszych kwa-
dratow nast¢pujace parametry rOwnania y = ax + b: a # 4a, b # Ab, biedy standardowe S,, Sp,
Sy oraz wspotczynnik korelacji linowej r. Wartosci + Aa i £ Ab obliczono dla f = n — 2 stopni
swobody i o = 0,05. Obliczenia przeprowadzono z uzyciem arkusza kalkulacyjnego MS
Excel.

Uzyskane wyniki przedtawiono na rycinach 15 — 49 i w tabelach 9 — 32. Graficznie wyniki

zostaly przedtawione w postaci potlogarytmicznych wykresow ¢, % = f(t).
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Tabela 9.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w kwasie solnym, w temperaturze 343 K (u= 0,50 mol/l)

Warunki reakcji (a < Aa) [min] s, (k  Ak) [sY] -
HCI [mol/I]
0,40 -(0,847 +0,02) 4,53 x 102 (14,1 £1,9) x 10° -0,993
0,30 -(0,634 £ 0,055) 2,26 x 107 (10,6 £ 0,9) x 10 -0,996
0,20 (0,419 + 0,028) 1,12 x 10 (6,98 + 0,46) x 107 -0,998
0,10 -(0,215+0,011) 4,49 x 10°° (3,58+0,18) x10° | -0,998
0,05 -(0,109 + 0,008) 3,25 x 10° (1,84+0,13)x10° | -0,997
100,00
c.%
20,05 mol/l
A0.10 mol/l
10,00 -+ ,
@020 mol/l
©0,30 mol/l
@040 mol/l
1,00 - i — — i
2 4 6 8 10 12 14 ¢ min
Rycina 15.

Pétlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f{t) reakcji rozktadu PPD w kwasie solnym, w temperaturze 343 K,

(n= 0,50 mol/l).

4. Czes¢ doswiadczalna

51



Tabela 10.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PMD w kwasie solnym, w temperaturze 333 K (pn= 0,50 mol/l)

Warunki reakcji (a = Aa) [min’] S, (k  Ak) [sY] - m
HCI [mol/1]
0,50 -(0,294 + 0,028) 1,18 x 107 (4,89 +0,47) x 107 -0,994 9
0,40 (0,237 £ 0,015) 0,617 x 107 | (3,96 +0,25) x 10 -0,998 8
0,30 -(0,206 = 0,008) 0,332x102 | (3,43+0,14)x 10° | -0,999 8
0,20 -(0,127 £ 0,008) 0,326 x 107 | (2,11+0,13) x 10° -0,998 8
0,10 -(0,0578 £ 0,0055) 0,226 x 10 | (0,963 +0,092) x 10° | -0,995 8
0,05 -(0,0289 £ 0,0050) 0,205 x 10 | (0,481 +0,084) x 10° | -0,985 8
0,01 -(0,405+0,029) x 10? | 0,123 x 10 | (0,676 +0,049) x 10* | -0,997 9
100,00
c.% 100,00 =g
m0.05 mol/l ifidaa
40,10 mol/l
40,20 mol/l
0030 moll
0040 mol/l
$0.50 mol/1 o 0 0 ap a0 100 140
10,00 : -
0 5 10 15 ¢ min 20 25
Rycina 16. Rycina 17.
Pollogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji roz- Pollogarytmiczny wykres zaleznosci

ktadu PPD w kwasie solnym, w temperaturze 343 K (pn = 0,50
mol/l).

¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w 0,01
mol/l kwasie solnym, w temperaturze 343 K
(n= 0,50 mol/l).
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Tabela 11.
Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w kwasie solnym, w temperaturze 323 K (u = 0,50 mol/l)

Warunki reakcji ol 4
HCI [molll] (a=+ Aa) [min~] Sa (k £ Ak) [s7] r n
0,50 (10,3 £ 1,3) x 107 0,517 x 10 (17,2+2,1)x10* | -0,993 | 8
0,40 (7,39 £ 0,48) x 107 0,202 x 10 (12,3+0,80) x 10* | -0,997 | 9
0,30 -(5,00 + 0,30) x 107 0,126 x 107 (8,34 +0,50) x 10* | -0,998 | 9
0,20 -(3,53 + 0,40) x 107 0,170 x 107 (5,88 £0,67) x 10* | 0,992 | 9
0,10 (1,66 +0,13) x 107 0,054 xx 102 (2,76 £0.21)x 10* | 0,996 | 9
0,05 (0,741 £0,208) x 10% | 0,851 x 10° (1,24+0,35)x10* | -0,963 | 8
0,01 (9,48 £0,22) x 10™ 1,17 x 10 (0,158 £0,010) x 10* | -0,998 | 8

100,00 \
®0,05 mol/l o% ™~
40,10 mol/l \\
¢0,20 mol/l '\‘\.
40,30 mol/l
@0,40 mol/l
00,50 mol/l
10,00
10 + T T 0 00 400 EDG[ l]mﬁ[][] 1000 1200 1400 1600
0 20 40 tmin 60 80 '
Rycina 18. Rycina 19.
Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu Potlogarytmiczny wykres zalezno$ci
PPD w kwasie solnym, w temperaturze 323 K (pn = 0,50 mol/l). ¢, % = f{(t) reakcji rozktadu PPD w 0,01

mol/l kwasie solnym, w temperaturze
323 K (u= 0,50 mol/l).

4. Czes¢ doswiadczalna 53



Tabela 12.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w kwasie solnym, w temperaturze

313 K (= 0,50 mol/l)

Warunki reakcji, St 1
HCI [mol/l] (a+ Aa) [min™] S (k£ Ak) [s7] r n
0,50 -(2,59 £ 0,49) x 10 2,02 x10° (4,32+0,82)x 10" | -0,982 | 8
0,40 -(2,07+0,23) x10% | 0,963 xx 10 (3,46 £ 0,38) x 10™ -0,993 | 9
0,30 -(1,46 £ 0,15) x10™* 0,623 x 10 (2,43+0,25)x 10™ -0,995 | 8
0,20 (0,972 +0,126) x 10° | 0,533 x 10° (1,62+0,21) x 10 -0,982 | 9
0,10 -(0,426 +£0,093) x 10° | 0,401 x10° | (0,709 +0,154) x 10* | -0,966 | 10
0,05 (0,147 £0,021) x 102 | 0,086 xx 10° | (0,245 +0,035) x10* | -0,990 | 8
0,01 (7,92 +0,84) x 10 1,38 x 10° (0,132 £0,026) x 10* | -0,986 | 8
100,00 100,00 @
1]
A ¢, %
¢, % 1]
m0,05 mol/l
40,10 mol/l
#0,20 mol/l
©0,30 mol/l
@0,40 mol/l
% 0,50 mol/l
10,00
10,00 | | 0 500 1000 1500 2000 2500 SOODI'mir%SOO
0 50 100 t min 150 200 250
Rycina 20. Rycina 21.
Pollogarytmiczne wykresy zalezno$ci c, % = f(t) reakcji rozktadu Pollogarytmiczny  wykres  zaleznoS$ci

PPD w kwasie solnym, w temperaturze 313 K (n = 0,50 mol/l).

¢, % = f(t) reakcji rozkltadu PPD w 0,01
mol/l kwasie solnym, w temperaturze 313
K (u= 0,50 mol/l).
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Tabela 13.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w roztworze wodorotlenku sodu, w temperaturze 313 K (pn= 0,50
mol/l)

Warunki reakcji, (a+ Aa) [min] s (k + AK) [sY] ; 0
NaOH [mol/l] Bes AL 2 °
0,50 -(0,184 = 0,030) 1,32 x 10 (3,07+0,51)x 10° | -0,980 | 10
0,40 (0,201 + 0,025) 1,09 x 102 (3,35+0,42)x 10% | -0,988 | 10
0,30 -(0,197 £ 0,025) 1,08 x 10 (3,29+0,41)x10% | -0,988 | 10
0,20 -(0,171 £0,014) 0,597 x 10° | (2,85+0,024) x10° | -0,996 | 9
0,10 -(0,154 £ 0,018) 0,768 x 10° | (2,56+0,30)x 10° | -0,991 | 9
0,05 (0,119 +0,012) 0,495x 10° | (1,99+0,20)x10% | -0,995 | 8
100
¢, %
0,05 mol/l
PN @0.10 mol/l
10 - P 40,20 mol/1
©0.30 mol/1
0040 mol/l
©0.50 11101"1
1 | || | |
0 5 10 15 20 25  tLmm
Rycina 22.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu PPD w roztworze wodorotlenku sodu,
w temperaturze 313 K (u = 0,50 mol/l).
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Tabela 14.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w roztworze wodorotlenku sodu, w temperaturze 308 K (u = 0,50
mol/l)

Warunki reakcji, .1 -1
NaOH [mol/l] (a £ Aa) [min™] S (k £ Ak) [s7] r n
0,50 (1,33 +0,17) x10™* 0,769 x 10% | (2,22+0,29)x10% | -0,985 | 11
0,40 -(1,44+0,11)x 10" | 0,458 x 102 | (2,40+0,19)x10° | -0,997 | 8
0,30 (1,30 £ 0,12) x 10 0,537 x10? | (2,17+0,21)x10° | -0,993 | 10
0,20 (1,13 +0,12) x 10" 0,521 x 10? | (1,89+0,20)x 10° | -0,992 | 10
0,10 -(0,948 +0,080) x 10™ | 0,355 x10? | (1,58+0,13)x10° | -0,994 | 11
0,05 (0,675 +0,090) x 10 | 0,382 xx 102 | (1,13+0,15)x10% | -0,989 | 9
©0.05 mol/l
mo0.10 moll
40,20 mol/l
40,30 mol/l
@040 mol/l
@0,50 mol/l
1 | | |
0 5 10 15 20 25 3Ot.min35
Rycina 23.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznoéci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w roztworze wodorotlenku sodu,
w temperaturze 308 K (p= 0,50 mol/l).
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Tabela 15.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w roztworze wodorotlenku sodu, w temperaturze 303 K (n=0,50

mol/l)
Warunki reakcji, (a+ Aa) [min] s (k + AK) [sY] ; 0
NaOH [mol/l] esAe 2 °
0,50 (0,876 £0,139) x 10" | 0,602 x 107 | (1,46+023)x10° | -0,982 | 10
0,40 (0,971 £0,199) x 10" | 0,861 x 102 | (1,62+0,33)x10° | -0,970 | 10
0,30 (0,847 +0,068) x 10" | 0,288 x10% | (1,41+0,11)x10° | -0,996 | 9
0,20 (0,770 £0,063) x 10" | 0,280 x 10% | (1,28 +0,10) x 10° | -0,994 | 11
0,10 -(0,586 + 0,070) x 10" | 0,302 x 102 | (0,976 +0,116) x 10°® | -0,990 | 10
0,05 -(0,502 +0,082) x 10™ | 0,354 x 102 | (0,837 +0,136) x 10° | -0,981 | 10
100,00

¢. % 0,05 mol/I

E 0,10 mol/I

A 0,20 mol/I

@ 0,30 mol/I

¢ 0,40 mol/I

@ 0,50 mol/I

10,00 T T T T T 1
5 10 15 20 . 35
t, min
Rycina 24.

Pétlogarytmiczne wykresy zaleznoéci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w roztworze wodorotlenku sodu, w tem-
peraturze 303 K (1 = 0,50 mol/l).

4. Czes¢ doswiadczalna
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Tabela 16.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w roztworze wodorotlenku sodu, w temperaturze 298 K (u = 0,50
mol/l)

Warunki reakcji, .1 -1
NaOH [mol/l] (a=+ Aa) [min~] S (k £ Ak) [s7] r n
0,50 (0,604 + 0,040 x 10* | 0,177 x10? | (1,01+0,07)x10° | -0,996 | 11
0,40 (0,552 +0,029) x 10" | 0,126 x 10? | (0,919 +0,048) x 10° | -0,998 | 11
0,30 (0,590 £ 0,027) x 10" | 0,118 x 10 | (0,983 +0,045) x 10 | -0,998 | 10
0,20 (0,525 £0,039) x 10" | 0,165 x 107 | (0,874 +0,065) x 10 | -0,997 | 9
0,10 (0,447 £0,024) x 10" | 0,106 x 102 | (0,744 +0,041) x 10 | -0,998 | 10
0,05 (0,338 £0,060) x 10" | 0,252 x 10% | (0,563 +0,099) x 10° | -0,981 | 9
100,00 B
c, %
¢ 0,05 mol/I
E 0,10 mol/I
A 0,20 mol/I
@ 0,30 mol/I
@ 0,40 mol/I
A 0,50 mol/I
10,00 T T T i
0 10 20 tmn 30 40
Rycina 25.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu PPD w roztworze wodorotlenku sodu,
w temperaturze 298 K (p = 0,50 mol/l).
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Tabela 17.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w 0,10 mol/l kwasie solnym w temperaturze 343 K, p = 0,10 mol/l,
0,2 mol/l, 0,3 mol/l, 0,4 mol/l, 0,50 mol/Il

Warunki reakcji , 4 4
(a=+ Aa) [min~] S (k = Ak) [s7] r n
p [mol/l]
0,50 -(2,15+0,11) x 10™ 4,49 x 10°° (3,58 +0,18)x10% | 0,998 | 9
0,40 -(2,11+0,16) x 10™ 6,16 x 10 (3,51 £ 0,6) x 10° 0998 | 7
0,30 -(1,90+0,11) x 10" | 4,34x10° (3,16+0,11)x10% | 0,998 | 8
0,20 (1,78 +0,12) x 10" | 4,68 x 103 (2,97+0,19)x10° | 0,998 | 8
0,10 -(127+0,11)x 10" | 4,42x103 (2,12+0,18)x10° | 0,996 | 8
100,00
¢, %
¢ 0,50 mol/I
= 0,40 mol/I
10,00
A 0,30 mol/I
@ 0,20 mol/I
A 0,10 mol/I
1,00 . . : . |
0 5 10 t, min 15 20
Rycina 26.

Pollogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w 0,10 mol/l kwasie solnym w tempera-
turze 343 K, p= 0,10 mol/1, 0,2 mol/l, 0,3 mol/l, 0,4 mol/1, 0,50 mol/l.

4. Czes¢ doswiadczalna
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Tabela 18.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w roztworze wodorotlenku sodu, w temperaturze 308 K (n = 0,10
mol/l, 0,2 mol/l, 0,3 mol/l, 0,4 mol/l, 0,50 mol/l )

Warunki reakcji, (a+ Aa) [min] = (k+ AR [sY]
r n
u [mol/l] a a) |min a S
0,50 (0,586 +0,070) x 10* | 0,302 x 10? | (0,976 +0,116) x 10 | -0,990 | 10
0,40 (0,724 +0,116) x 10* | 0,512 x10% | (1,21+0,0,19)x10° | -0,978 | 11
0,30 (0,686 +0,052) x 10% | 0,224 x10% | (1,14+0,05) x10° | -0,996 | 10
0,20 (0,682 £0,048) x 10" | 0,204 x 102 | (1,14+0,08)x10° | -0,997 | 9
0,10 -(0,644 + 0,040) x10* | 0,171 x 102 | (1,07+0,07)x10° | -0,997 | 10
100,00

c. % ¢ 0,50 mol/I

= 0,40 mol/I

A 0,30 mol/I

¢ 0,20 mol/I

@ 0,10 mol/I

10,00 T T T 1
0 10 20 tmin 3p 40
Rycina 27.

Pollogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w 0,10 mol/l roztworze wodorotlenku
sodu w temperaturze 308 K, p = 0,10 mol/l, 0,20 mol/l, 0,30 mol/1, 0,40 mol/1 i 0,5 mol/l.
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Tabela 19.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym, w temperaturze 343 K (1 = 0,50 mol/l)

pH =1,70

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/I]
B+ [mol/l]

[HsPO,] = 0,227
[KH2PO4] = 0,173
0,4000

[HsPO,] = 0,171
[KH2PO4] = 0,129
0,3000

[HsPO,] = 0,114
[KH2PO4] = 0,086
0,2000

(a £ Aa) [min™]

-(1,16+0,53) x-10"

-(1,12+0,20) x-10™

-(1,08+0,34) x 0"

(k £ Ak) [s7]

(1,93+0,89) x 10°

(1,87+0,33) x 107

(1,80+0,52) x 107

Sa S,=2,18 x 07 S,=8,09x0° 1,12 x10%
r -0,951 -0,985 -0,975
n 5 8 6

Test rownolegtosci: 0,4/0,2 ty = 0,26, t,=2,36

pH = 2,81

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/I]

B+ [mol/l]

[H3PO4] = 0,0466
[H,PO,] = 0,3534
0,4000

[HsPO,4] = 0,03495
[H.PO4 ] = 0,26505
0,3000

[H3PO4] =0,0233
[H,PO,] = 0,1767
0,2000

(a £ Aa) [min™]

-(3,81+0,81) x 10°

-(3,91+0,43) x 10°

-(4,06+0,41) x 10°

(k + AK) [s™]

(6,35+1,35) x 107

(6,52+0,72) x 107

(6,77+0,68) x 10°

S, 3,30 x 10* 1,77 x 107 S,=1,68x 10"
r -0,978 -0,994 -0,995
n 8 8 8

Test rownoleglosci

: 0,4/0,2t,=0,67, t,=2,18

pH =

2,60

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/I]
B+ [mol/l]

[HsPO,] = 0,08823
[H,PO, ] =0,21180
0,3000

(a £ Aa) [min™]

-(1,4740,10) x 10”

(k+ Ak) [s7]

(2,44+0,17) x 10

Sa

4,10 x 10™

r

-0,9980

n

7

4. Czes¢ doswiadczalna
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100 @
0

. %
40,40mol/l 40,40 mol/I
0,30 mol/l m0,30mol/l
A0,20mol/l A0,20mol/l

. ‘ I ‘ ‘ ‘ I B 0 5‘0 l(‘)O lf‘70 i 2(;0 2;70
0 2 4 6 t.min 8 10 12 t, min
Rycina 28. Rycina 29.

Pétlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reak-  Potlogarytmiczne wykresy zaleznoscei ¢, % = f(t)
cji rozktadu PPD w buforze fosforanowym o pH 1,70 reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym o

w temperaturze 343 K (= 0,50 mol/l). pH 2,81 w temperaturze 343 K (i = 0,50 mol/l).

100 @

¢, %
¢ 2,6
m2,381
Al7

10 T T T T 1
0] 50 100 t.min 150 200 250
Rycina 30.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym o pH 1,70, 2,60
i 2,81, wtemperaturze 343 K (u = 0,50 mol/l).
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Tabela 20.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym, w temperaturze 333 K (p = 0,50 mol/l)

pH =1,70

pH = 2,60

pH = 2,81

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/I]

B+ [mol/l]

[H3PO4] = 0,227
[KH2PO4] = 0,173
0,400

[H3PO4] = 0,118
[KH2PO4] = 0,282
0,400

[H3PO4] = 0,047
[KH2PO4] = 0,353
0,400

(a= Aa) [h]

(2,20 +£0,32) x 10°

-(4,57+0,72) x 107

(7,38 £ 1,32) x 107

(k £ Ak) [s™]

(3,67 +0,53) x 10™

(7,61 £1,21) x 10°

(2,05 +0,37) x 10°

Sa 1,31 x 10° 2,96 x 10 5,38 x 10°
r -0,990 -0,988 -0,987
n 8 8 7
100 @
¢, %
®1,7
|26
A2,81
10 T T T 1
0 50 100 150 t,h 200

Rycina 31.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci c, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym o pH 1,70, 2,60
i 2,81 w temperaturze 333 K (p = 0,50 mol/l).

4. Czes¢ doswiadczalna
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Tabela 21.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym, w temperaturze 323 K (u= 0,50 mol/l)

pH =1,70

pH = 2,60

pH = 2,81

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/I]

B+ [mol/l]

[H3PO4] = 0,227
[KH2PO4] = 0,173
0,400

[H3PO4] = 0,118
[KH2P04] = 0,282
0,400

[H3PO4] = 0,047
[KH2PO4] = 0,353
0,400

(a+ Aa) [h7]

(35,9 + 7,62) x 10

-(8,56 + 0,94) x 107

(2,11 +£0,18) x 107

(k + Ak) [s™]

(9,96 £2,11) x 10°

(2,38 +£0,26) x 10°

(5,87 £0,50) x 10°®

S, 5,18 x 10° 3,85 x 10° 7.31x10*
r -0,978 -0,994 -0,997
n 8 8 7
100 @
¢, %
®1,7
|26
A2,81
10 T T T T T 1
0 10 20 30 t,h 40 50 60

Rycina 32.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu PMD w buforze fosforanowym o pH 1,70,

2,601 2,81 w temperaturze 323 K (p = 0,50 mol/l).
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Tabela 22.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym, w temperaturze 313 K (n = 0,50 mol/l)

pH =1,70

pH = 2,60

pH = 3,01

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/I]

B+ [mol/l]

[H3PO4] = 0,227
[KH2PO4] = 0,173
0,400

[H3PO4] = 0,118
[KH2PO4] = 0,282
0,400

[H3PO4] = 0,047
[KH2PO4] = 0,353
0,400

(a= Aa) [h]

(10,44 +2.,9) x 107

-(8,91 +0,86) x 107

(2,20 +0,42) x 10

(k £ Ak) [s™]

(2,89 £ 0,0,95) x 10°

(2,48 £0,24) x 10°®

(6,11 +1,17) x 107

Sa 2,33 x 10" 3,53x10* 1,72 x 10™
r 0,950 0,996 0,982
n 8 7 8
100
A
c. % A
®1,7
|26
A 3,01
10 T T T T T T 1
0 50 100 150 t h 200 250 300 350

Rycina 33.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym
o pH 1,70, 2,60, 3,01 w temperaturze 323 K (p = 0,50 mol/l).

4. Czes¢ doswiadczalna

65




Tabela 23.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze octanowym, w temperaturze 343 K (p = 0,50 mol/l)

pH = 3,96

Stezenie sktadnikoéw buforu
[mol/l]
B+ [mol/l]

[CH,COOH] = 0,320
[CH,CO0 ] = 0,080
0,400

[CH;COOH] = 0,240
[CH,COO ] = 0,060
0,300

[CH,COOH] = 0,160
[CH,COO] = 0,040
0,200

(a+ Aa) [h]

-(4,10 £ 0,50) x 107

-(4,13+0,11) x 107

-(4,29 £ 0,76) x 107

(k £ Ak) [s]

(1,14 £ 0,15) x 10

(1,15 +0,30) x 107

(1,19+£021) x 10°

Sa 2,04 x 10° 4,22 x 1073 2,97 x 10°
r -0,994 -0,975 -0,988
n 7 7 7
Test rownolegtosci: 0,4/0,2 t, = 0,77, t,=2,2
pH = 4,59 pH = 5,06

Stezenie sktadnikow buforu
[mol/1]

B+ [mol/1]

[CH,COOH] = 0,180
[CH,CO0 ] = 0,120
0,300

[CH;COOH] = 0,090
[CH,CO0] = 0,210
0,300

(a+ Aa) [min™]

-(2,64+0,25) x 107

-(5,47+0,41) x 107

(k + Ak) [s™]

(4,40 £0,41) x 10°

(9,12 £ 0,68) x 10°°

Sa 1,01 x 10* 1,68 x 10™
r -0,996 -0,998
n 8 7

pH = 5,55

Stezenie sktadnikéw buforu
[mol/1]
B+ [mol/1]

[CH,COOH] = 0,040
[CH,CO0 ] = 0,360
0,400

[CH;COOH] = 0,030
[CH,CO0 ] = 0,270
0,300

[CH,COOH] = 0,020
[CH,CO0 ] = 0,180
0,200

(a+ Aa) [min™]

-(1,03 £ 0,05) x 107

-(9,66 + 0,93) x 10

(9,37 +0,93) x 107

(k+ Ak) [s7]

(1,72 0,08) x 10™

(1,61+0,15) x 10™

(1,56 £ 0,16) x 10™*

Sa 2,02 x 10* 3,54 x 10* 3,82 x 10*
r -0,999 -0,995 -0,996
n 8 8 7

Test rownolegtoscei: 0,4/0,2 to = 2,15, t,=2,20
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100

10 T T T 1
0 5 10 th 15 20

100

+0,40mol/l
m0,30mol/l

A0,20mol/l

10 T T
0 20 40

60 t, min 8

120

@ 0,40 mol/l
0,30 mol/l
A0,20mol/!l

Rycina 34.

Rycina 35.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznoéci ¢, % = f(t)
reakcji rozktadu PPD w buforze octanowym o pH
3,96, w temperaturze 343 K (n = 0,50 mol/l).

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t)
reakcji rozktadu PPD w buforze octanowym o pH
5,55, w temperaturze 343 K (n = 0,50 mol/l).

100
L3
* <

¢, %
¢ 3,96
m5,55
A4,59
@ 5,06

10 T T T T T 1
0 200 400 0 . 800 1000 1200
t, min

Rycina 36.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze octanowym o pH 3,96; 4,59;
5,06 i5,55, w temperaturze 343 K (i = 0,50 mol/l).

4. Czes¢ doswiadczalna
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Tabela 24.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze octanowym, w temperaturze 333 K (u = 0,50 mol/l)

[pH]

pH = 3,96

pH = 4,49

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/l]

B+ [mol/1]

[CH;COOH] = 0,240
[CH,COO] = 0,060
0,300

[CH;COOH] = 0,180
[CH;CO0] = 0,120
0,300

(a+ Aa) [h7]

-(2,17+0,53) x 107

-(5,90 + 0,56) x 102

(k+ Ak) [s7]

(6,03 + 1,49) x 10°®

(1,64 +0,16) x 10°

S, 2,18 x 10°° 2,28 x 107
r 0,976 0,996
n 7 7
[PH] pH = 5,06 pH = 5,55

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/I]

B+ [mol/1]

[CH,COOH] = 0,090
[CH,CO0 ] = 0,210
0,300

[CH,COOH] = 0,030
[CH,CO0] = 0,270
0,300

(a+ Aa) [h]

(1,01 £0,05) x 10

-(2,98 +0,22) x 10"

(k= Ak) [s"]

(2,80+0,14) x 10°

(8,29 £ 0,62) x 10°

S, 2,11x 10° 9,11 x 107
r 0,999 0,998
n 8 7
100
<
c. %
€ 3,96
m4,49
A 5,06
@5,55
10 T T T 1
0 10 t h 15 20 25

Rycina 37.

Pollogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze octanowym o pH 3,96; 4,49;

5,06 i 5,55, w temperaturze 343 K (u = 0,50 mol/l).
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Tabela 25.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze octanowym, w temperaturze 323 K (n = 0,50 mol/l)

[pH]

pH = 3,96

pH = 4,49

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/l]

B+ [mol/l]

[CH;COOH] = 0,240
[CH,COO ] = 0,060
0,300

[CH,COOH] = 0,180
[CH,CO0] = 0,120
0,300

(a+ Aa) [h]

(8,17 + 1,45) x 107

-(1,65+0,13) x 107

(k £ Ak) [s]

(2,27 £ 0,40) x 10°®

(4,59 +0,36) x 10°

Sa 5,93 x 10 5,34 x 10™

r -0,987 -0,997

n 7 8
Warunki reakcji [pH] pH = 5,06 pH = 5,55

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/I]

B+ [mol/l]

[CH,COOH] = 0,090
[CH,COO ] =0,210
0,300

[CH,COOH] = 0,030
[CH,CO0 ] = 0,270
0,300

(a+ Aa) [h]

-(3,01 +1,83) x 10

-(0,225+0,13)

(k+ AK) [s]

(8,371 £0,51) x 10°®

(6,26 +0,37) x 10°

S, 7.47 x 10* 5,48 x 10°
r -0,998 -0,998
n 8 7
100
¢, %
<
€ 3,96
m4,49
A 5,06
@5,55
10 T T T T 1
0 20 40 60 t,h 80 100

Rycina 38.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze octanowym o pH 3,96, 4,49,

5,06 i 5,55, w temperaturze 323 K (p = 0,50 mol/l).
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Tabela 26.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze octanowym, w temperaturze 313 K (n = 0,50 mol/l)

[pH]

pH = 4,06

pH = 4,00

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/I]

B+ [mol/l]

[CH,;COOH] = 0,240
[CH,COO0 ] = 0,060
0,300

[CH,COOH] = 0,180
[CH,COO] = 0,120
0,300

(a+ Aa) [h7]

-(3,00 + 0,49) x 107

-(8,93 +1,47) x 107

(k + Ak) [s™]

(8,33+1,37) x 107

(2,48 £0,41) x 10°®

Sa 2,01 x 10* 3,41 x 10*
r -0,987 -0,996
n 8 8
[pH] pH =5,06 pH = 5,56

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/I]

B+ [mol/l]

[CH,COOH] = 0,090
[CH,CO0] = 0,210
0,300

[CH,COOH] = 0,030
[CH,CO0] = 0,270
0,300

(a+ Aa) [h7]

(2,38 +0,37) x 107

-(4,81 +0,80) x 10

(k= Ak) [s7]

(6,62+1,02)x 10°

(1,33+0,22) x 10°

Sa 8,56 x 10 1,87 x 10°

r 0,996 0,996

n 8 8
4,06
m4,49
A 5,06
@5,55

10 T T T T i
0 50 100 t,h 150 200 250
Rycina 39.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze octanowym o pH 4,06, 4,49,

5,06 i 5,55, w temperaturze 313 K (n = 0,50 mol/l).
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Tabela 27.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym, w temperaturze 313 K (u = 0,50 mol/l)

pH = 6,35

[H2P04-] = 0,170

Stezenie sktadnikow buforu

[H2P04_] = 0,340
[HPO,*] = 0,060

[H2P04_] = 0,255
[HPO,*] = 0,045

[HPO,*1= 0,030

[mol/l]

B+ [mol/l] 0,400 0,300 0,200
(a+ Aa) [h] (1,91 £0,23) x 107 (2,00 £ 0,17) x 107 (2,03 £0,25) x 107
(k + Ak) [s™] (3,18+0,38)x 10™ (3,34+0,29) x 10™ (3,39 +0,42) x 10™

Sa 8,84 x 10™ 6,86 x 10™ 1,04 x 10°®
r -0,995 -0,997 -0,992
n 7 7 8
Test rownolegtosci: 0,4/0,2 ty = 0,92, t,=2,20
pH =6,81

pH = 6,58

Stezenie sktadnikow buforu

[H2PO4_] = 0,140
[HPO,*] = 0,060

[H,PO,] = 0,080
[HPO,%1=10,120

[mol/1]
By [mol/l] 0,200 0,200
(a+ Aa) [min™] (2,60 +£0,37) x 1072 (1,93 £0,32) x 107
(k £ Ak) [s™] (4,34 0,61) x 10™ (3,22 £ 0,54) x 10™
Sa 1,43 x 10° 1,25 x 10°®
r -0,993 -0,990
n 7 7
pH = 7,28

[H2P04_] = 0,020

Stezenie sktadnikow buforu

[H2PO4_] = 0,040
[HPO,*]1= 0,160

[H,PO,] = 0,030
[HPO,%]1=0,120

[HPO,*] = 0,080

[mol/1]

Bt [mol/I] 0,200 0,150 0,100
(a+ Aa) [min] -(3,70 £ 0,50) x 10 -(3,85+0,84) x 107 (3,74 £ 0,66) x 107
(k + Ak) [s™] (6,17 +0,83) x 10 (6,41 + 1,40) x 10™ (6,23 +1,10) x 10™

Sa 1,95 x 107 3,26 x 107 2,57 x 107

r -0,993 -0,983 -0,988
n 7 7 7
Test rownolegtosei: 0,2/0,1 t, = 0,12, t,=2,28

71

4. Czes¢ doswiadczalna



100 ®
¢.%
¥ 40,40 mol/| ¢0,20mol/l
H0,30mol/l 10,15mol/l
A0,20mol/l A0,10mol/l
10 ‘ ' ‘ ‘ 10 ; : : ; |
0 0 O i ¥ 80 0 10 20 tmin 30 40 50
Rycina 40. Rycina 41.
Pollogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t)
reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym o pH reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym o pH
6,35, w temperaturze 313 K (pn = 0,50 mol/l). 7,28, w temperaturze 313 K (n = 0,50 mol/l).
100
¢, % a
@
¢ 6,35
m6,58
AB,81
® ©7,28
10 T T T T T 1
0 10 20 ¢ min 30 40 50 60

Rycina 42.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f{(t) reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym o pH 6,35,
6,58, 6,81 7,28, w temperaturze 313 K (n = 0,50 mol/l).
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Tabela 28.
Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym, w temperaturze 308 K (p = 0,50 mol/l)

pH =585

pH =6,25

Stezenie sktadnikoéw buforu
[mol/l]

B+ [mol/1]

[H2P04j = 0,255
[HPO,*] = 0,045
0,300

[H2P04i] = 0,140
[HPO,*] = 0,060
0,200

(a £ Aa) [min™]

-(3,90 £ 0,54) x 10°

-(1,25+0,28) x 107

(k + AK) [s™]

(6,50 + 0,90) x 10°®

(2,08 +0,47) x 10

Sa 2,23 x10* 1,14 x 107
r -0,990 -0,980
n 8 7

pH = 6,73 pH =7,24

Stezenie sktadnikoéw buforu
[mol/l]

B+ [mol/1]

[H2P04j = 0,080
[HPO,*1=0,120
0,200

[H2P04i] = 0,040
[HPO,*]=0,160
0,200

(a £ Aa) [min™]

(1,83 £0,28) x 107

(1,89 £0,27) x 107

(k + AK) [s™]

(3,04 £ 0,46) x 10™

(3,15+0,45) x 10™*

S, 1,07 x 10 1,10 x 10°°
r -0,992 -0,992
n 7 7
100
c. % +
5]
# 5,85
m6,25
AG,73
7,24
10 T T T T T 1
0 20 40 t 1fih 80 100 120

Rycina 43.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym o pH 5,85,
6,25, 6,731 7,24, w temperaturze 308 K (pn = 0,50 mol/l).
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Tabela 29.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym, w temperaturze 303 K (p = 0,50 mol/l)

pH = 5,82

pH = 6,21

Stezenie sktadnikéw buforu
[mol/l]

B+ [mol/1]

[H2P04j = 0,255
[HPO,*] = 0,045
0,300

[H2P04i] = 0,140
[HPO,*] = 0,060
0,200

(a £ Aa) [min™]

-(3,11+0,53) x 10°

(7,31 £1,09) x 107

(k + AK) [s™]

(5,18 +0,89) x 10°

(1,22+0,18) x 10

Sa 2,18 x 10™ 4,46 x 10™
r -0,988 -0,991
n 7 7

pH = 6,71 pH = 7,19

Stezenie sktadnikow buforu
[mol/l]

B+ [mol/1]

[H2P04j = 0,080
[HPO,%1=0,120
0,200

[H2P047] = 0,030
[HPO,*1=0,120
0,150

(a £ Aa) [min™]

(9,77 £1,32) x 10°

(1,17 +0,13) x 107

(k + AK) [s™]

(1,63 £0,22) x 10™*

(1,94 +0,22) x 10*

S, 5,38 x 10* 545 x 10*
r -0,991 -0,995
n 8 7
100
A
c. %
5,82
m6,21
AG,71
@®7,19
10 T T T T 1
0 50 100 t. min 150 200 250

Rycina 44.

Pollogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze fosforanowym o pH 5,82,

6,21, 6,711 7,19, w temperaturze 303 K (n = 0,50 mol/l).
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Tabela 30.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze boranowym, w temperaturze 313 K, (u= 0,50 mol/l)

pH=7,72

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/l]

B+ [mol/l]

[NaBO,] = 0,0189
[HyBO4] = 0,2023
0,2212

[NaBO,] = 0,0165
[HsBO4] = 0,1770
0,1935

[NaBO,] = 0,0141
[HsBO;] = 0,1517
0,1658

(a+ Aa) [min™]

-(5,02 £0,57) x 102

(5,12 +£0,34) x 10

(5,03 £0,41) x 10

(8,37 +0,95) x 107

(8,54 +0,57) x 10™

(8,38 +£0,69) x 10™

(k + Ak) [s7]
Sa 2,32 x10° 1,41 x 10°° 1,69 x 10°°
r -0,995 -0,998 -0,997
n 7 8 8

Test rownolegtosci: 0,2212/0,1658 t, = 0,03, t, = 2,20

pH=9,15

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/l]

B+ [mol/l]

[NaBO,] = 0,1139
[HyBO4] = 0,0122
0,1261

[NaBO,] = 0,0997
[HsBO4] = 0,0107
0,1104

[NaBO,] = 0,0854
[HsBO4] = 0,0091
0,0945

(a+ Aa) [min?]

(8,13 £ 1,66) x 10

(9,29 +1,87) x 10

(7,08 £2,74) x 10

(1,35 +0,28) x 10

(1,55+0,31) x 107

(1,18 £ 0,46) x 107

(k + Ak) [s]
Sa 6,80 x 10° 7,26 x 10° 9,86 x 107
r -0,996 -0,985 -0,963
n 6 7 7
Test rownolegtosci: 0,1261/0,0945 t, = 0,85, t,=2,31
pH 7,91 8,33 8,84
[NaBO,] = 0,0770

Stezenie sktadnikow
buforu [mol/l]

B+ [mol/l]

[NaBO,] = 0,0390
[H3803] =0,1321
0,1711

[NaBO,] = 0,0586
[HsBO;] = 0,0628
0,1214

[H3BOg] =0,0261
0,1031

(a+ Aa) [min?]

(6,47 +£1,12) x 107

(6,89 +1,21) x 107

(6,75 +£0,77) x 107

(1,07 £0,20) x 10°®

(1,15 + 0,20) x 10°®

(1,13+0,13) x 10

(k + AK) [sY]
S, 4,81 x10° 4,70 x 10°° 3,13 x 10
r -0,986 -0,989 -0,994
n 7 7 8
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Rycina 45. Rycina 46.
Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t)
reakcji rozktadu PPD w buforze boranowym o pH reakcji rozktadu PPD w buforze boranowym o pH
7,72 w temperaturze 313 K (n = 0,50 mol/l),. 9,15 w temperaturze 313 K (1 = 0,50 mol/1).

®7,72
m7,91
A 8,33
48,84
@9,15

10 T T T T 1
o 10 20 tmin 30 40 50

Rycina 47.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze boranowym o pH 7,72, 7,91,
8,33, 8,841 9,15, w temperaturze 313 K (u = 0,50 mol/l).
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Tabela 31.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze boranowym, w temperaturze 303 K (n = 0,50 mol/l)

[pH]

pH = 7,64

pH =787

pH = 8,33

Stezenie sktadnikow
buforu, [mol/I]

B+ [mol/l]

[NaBO,] = 0,0165
[H3BO3] = 0,1770
0,1935

[NaBO,] = 0,0390
[H3BOg] = 0,1321
0,1711

[NaBO,] = 0,0586
[HsBOs] = 0,0628
0,1214

(a+ Aa) [min™]

(1,27 +0,10) x 10°

(1,39 +£0,22) x 107

-(1,44 +£0,33) x 10

(k £ Ak) [s™]

(2,11 +0,14) x 10*

(2,32 +£0,37) x 10

(2,40 +0,55) x 10"

Sa 4,12 x 10™ 8,53 x 10™ 1,35 x 107
R -0,997 -0,991 -0,979
N 7 7 7
[pH] pH = 8,84 pH = 9,15

Stezenie sktadnikow
buforu, [mol/I]

B+ [mol/l]

[NaBO,] = 0,0770
[HsBOs] = 0,0261
0,1031

[NaBO,] = 0,0997
[HsBOs] = 0,0107
0,1104

(a+ Aa) [min™]

(1,51 £0,24) x 107

-(1,62 + 0,30) x 102

(k + Ak) [s™]

(2,52 + 0,40) x 10™

(2,69 + 0,50) x 10

S, 9,84 x 10* 1,21 x 1078
r -0,990 -0,984
n 7 8

10

¢ 7,64
m7/,87
A8,33
A 8,84
29,15

20 40

60 ¢ min 80

100 120

Rycina 48.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze boranowym o pH 7,64, 7,87,
8,33,8,8419,15, w temperaturze 303 K (u= 0,50 mol/l).
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Tabela 32.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w buforze boranowym, w temperaturze 308 K (u = 0,50 mol/l)

[pH]

pH = 7,68

pH =791

pH = 8,35

Stezenie sktadnikow
buforu, [mol/I]

B+ [mol/l]

[NaBO,] = 0,0165
[H3BO3] = 0,1770

0,1935

[NaBO,] = 0,0390
[HgBO3] = 0,1321

0,1711

[NaBO,] = 0,0586
[HsBOs] = 0,0628
0,1214

(a+ Aa) [min™]

-(2,14+0,17) x 10°

(2,24 +£0,26) x 107

-(2,39+ 0,32) x 107

(k + Ak) [s™]

(3,56 + 0,28) x 10™

(3,74 +0,43) x 10

(3,99 £ 0,53) x 10

Sa 6,83 x 10 1,05 x 107 1,29 x 107
r -0,997 -0,995 -0,993
n 7 7 7
[pH] pH = 8,85 pH = 9,19

Stezenie sktadnikow
buforu, [mol/I]

B+ [mol/l]

[NaBO,] = 0,0770
[HsBOs] = 0,0261
0,1031

[NaBO,] = 0,0997
[HsBOs] = 0,0107
0,1104

(a+ Aa) [min™]

(2,61 £0,23) x 107

(2,61 +£0,51) x 10

(k= Ak) [s7]

(4,35+0,38) x 10™*

(4,35+0,85) x 10

Sa

8,81 x 10*

1,97 x 10°

r

-0,997

-0,986

n

7

7

10

+7,68
m7,91
A8,35
+8,85
©9,19

10

20

0 . 40
t, nun

50

60

70

Rycina 49.

Pollogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w buforze boranowym o pH 7,68, 7,91,
8,35, 8,851 9,19, w temperaturze 308 K (i = 0,50 mol/l).
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4.6. Ocena trwatosci PPD w roztworach do podania parenteralnego

Trwalo$¢ PPD w roztworach do podania parentealnego zbadano w nastgpujacych warun-
kach:

— w temperaturze pokojowej (22°C), po 0 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h przechowywania

— w temperaturze od 2 do 8°C, po 0 h, 6 h, 24 h przechowywania

— w temperaturze -16°C, po 0 i 30 dniach przechowywania [90].

W sterylnych polietylenowych amputkach o pojemnosci 5 ml, zawierajacych 5,0 ml roz-
tworu do podania parenteralnego (Tabela 3), rozpuszczono 1,5 mg PPD i przechowywano w
podanych powyzej warunkach.

W okreslonych odstepach czasu pobierano 0,5 ml tak przygotowanego roztworu i doda-
wano 1,0 ml roztworu wzorca wewngtrznego — 0,05 mg/ml roztwér chlorowodorku chininy.
Otrzymane roztwory analizowano opisana w rozdziale 4.4 metoda HPLC. Wszystkie roztwo-
ry chroniono przed dostgpem $wiatta.

Ubytek stgzenia substratu po czasie t (wyrazony w procentach) obliczono przyjmujac stg-
zenie po czasie t = 0 jako 100%.

Wyniki badan trwatosci PPD w roztworach do podania parenteralnego przedstawiono w
tabelach 33 — 36 i na rycinach 50 — 53.
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Tabela 33.

Wyniki badania trwalosci PPD w roztworach do podania parenteralnego przechowywanych w temperaturze
pokojowej

Roztwor Czas przechowywania, h Stezenie PPD, ¢ [%]

100,00
98,70
98,62
87,39
86,89

Aqua pro injectione

NRosrnvo

100,00
98,38
98,36
98,03
90,52

0,9% Natrium Chloratum pro injectione

Rornvo

100,00
100,00
100,00
100,00
100,00

5% Glucosum

Rornvo

100,00
91,13
86,92
84,06
80,47

10% Injectio Glucosi

NRornoO

100,00
96,06
96,02
95,78
95,31

20% Injectio Glucosi

Rornvo

100,00
90,27
87,97
87,93
86,04

Solutio Ringeri

Rornvo

100,00
100,00
100,00
100,00
100,00

Solutio Ringeri Lactate

NRornNvoO
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Tabela 34.

Wyniki badania trwato$ci PPD w roztworach do podania parenteralnego przechowywanych w temperaturze po-

kojowej

Roztwor

Czas przechowywania, h

Stezenie PPD, ¢ [%]

5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum
(1:1)

N
~NO B~DNMO

100,00
95,56
92,03
90,63
90,60

5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum
(2:1)

N
NOB~DNMO

100,00
100,00
100,00
100,00
100,00

Plyn pediatryczny wyrownawczy

N
~NO BDNO

100,00
80,32
79,65
79,47
78,85

Plyn fizjologiczny wieloelektrolitowy izoto-
niczny

N
~NO BDNMO

100,00
96,10
95,30
95,08
94,34

Jonosteril® Basic z glukoza

N
NOB~DNMNO

100,00
95,22
93,97
93,11
92,67

20% Mannitol

N
~OBDNMO

100,00
88,50
86,63
82,02
80,15
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Rycina 50.

Wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) po przechowywaniu w temperaturze pokojowe;j.

120,00
100,00 v =—=—5% Glucosum et 0,9%
Natrium Chloratum (1:1)
80,00 -
—@—5% Glucosum et 0,9%
Natrium Chloratum (2:1)
£ 60,00
© == Ptyn pediatryczny
wyréwnawczy
40,00
== Piyn fizjologiczny
wieloelektrolitowy
20,00 izotoniczny
== Jonosteril” Basic z glukozg
0,00 T T T T T 1
0] 5 10 15 20 25 30
czas [h]
Rycina 51.

Wykresy zaleznoéci ¢, %= f(t) po przechowywaniu w temperaturze pokojowej.
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Tabela 35.

Wyniki badania trwatosci PPD w roztworach do podania parenteralnego przechowywanych w temperaturze

2-8C
Roztwor Czas przechowywania, h Stezenie PPD, ¢ [%]

L 0 100,00
Aqua pro injectione 6 100,00
24 100,00
o _ 0 100,00
10% Injectio Glucosi 6 100,00
24 100,00
o _ 0 100,00
20% Injectio Glucosi 6 100,00
24 100,00
o 0 100,00
Solutio Ringeri 6 100,00
24 100,00
5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum (1:1) 0 100,00
6 98,46
24 97,17
. 0 100,00
Plyn pediatryczny wyrownawczy 6 100,00
24 98,41
0 100,00
Jonosteril® Basic z glukoza 6 98,94
24 95,84

100,00 &

99,00 \

—~

SN

98,00

/;

97,00

96,00

c[%]

95,00

== 20% Injectio Glucosi

94,00

=== Solutio Ringeri

93,00

== 5% Glucosum et 0,9%

Natrium Chloratum (1:1)

92,00

91,00

Jonosteril” Basic z glukozg

90,00

czas [h]

== Agua pro injectione

——10% Injectio Glucosi

—o—Plyn pediatryczny
wyrownawczy

Rycina 52.

Wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) po przechowywaniu w temperaturze 2 — 8°C.
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Tabela 36.

Wiyniki badania trwatosci PPD w roztworach do podania parenteralnego po 30 dniowym przechowywaniu w
temperaturze -16°C

Roztwor Stezenie PPD, ¢ [%]
Aqua pro injectione 81,17
0,9% Natrium Chloratum pro injectione 82,00
5% Glucosum 98,47
10% Injectio Glucosi 89,53
20% Injectio Glucosi 91,67
Solutio Ringeri 97,00
Solutio Ringeri Lactate 90,21
5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum (1:1) 92,04
5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum (2:1) 100,00
Ptyn pediatryczny wyrownawczy 95,30
Plyn fizjologiczny wieloelektrolitowy izotoniczny 95,91

100,00
80,00
60,00
40,00

stezenie c [%]

20,00
0,00

Rozpuszczalnik

Rycina 53.

Zmiany stezenia PPD w roztworach do podania parenteralnego po 30 dniowym przechowywaniu
w temperaturze -16°C.
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4.7. Ocena fototrwatosci PPD w roztworach wodnych

Fototrwalo$¢ PPD w roztworach wodnych oceniono w roztworach o st¢zeniu 25,0 png/ml,
umieszczonych w cylidrycznej kuwecie kwarcowej o pojemnosci 2,5 ml i dlugosci drogi
optycznej | = 1 cm. Naswietlania byty prowadzone wysokoci$nieniowa lampa UV z palni-
kiem rteciowym HBO-50, emitujaca prowmieniowanie w zakresie od 300 do 700 nm. Mak-
simum absorpcji promieniowania przy 365 i 510 nm osiagnigto stosujac filtr Wood’a. Do
okreslenia natgzenia promieniowania padajacego na badany uktad, wykorzystno aktynometr

fizyczny — radiometr typu VLX-3W, Vilber Lourmat [89].

Wstepna ocena rozktadu fotochemicznego PPD

Oceng fotostabilnosci przeprowadzono zgodnie z wymaganiami zamieszczonymi
w Dokumencie ICH Q1B. Wedtug Przewodnika ICH przed przystapieniem do szczegdétowych
badan nalezy wstepnie oceni¢ podatnos¢ danej substancji na rozktad fotochemiczny. Wyniki
te pozwalaja na kwalifikacje zwiazku jako fotolabilnego lub fotostabilnego i przejs$cie do ko-
lejnych etapéw badan.

Do oceny, czy w okre$§lonym czasie zastosowano wymagana dawke promieniowania, uzy-
to aktynometr chemiczny — chlorowodorek chininy. Naswietlanie przeprowadzono w komo-
rze do naswietlan, stosujac zrodto promieniowania o zakresie 320 — 800 nm. Probke chloro-
wodorku chininy umieszczano obok probki naswietlanej a stopien rozktadu substancji badanej

1 porownawczej okreslano metoda spektrofotometryczna, mierzac roznice absorbancji przy A

=400 nm (chlorowodorek chininy) i 480 nm (PPD).

Przygotowanie prob do naswietlania

Przygotowano roztwory PPD o st¢zeniu w zakresie 0,02 — 0,035 pg/ml. Proby naswietlano w

kwarcowych kuwetach z teflonowym korkiem o dtugosci drogi optycznej 1 =1 cm.
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Przygotowanie roztworu chininy

W celu otrzymania 50,0 ml 2% roztworu chlorowodorku chininy (AKT) odwazono 0,510 g

AKT i rozpuszczono w wodzie w temperaturze 30°C.
Wykonanie badania

Podczas naswietlania prob, w okreslonych przedziatach czasu, wykreslano widma UV
I mierzono absorbancje roztworu przy dtugosci fali A = 400 nm (chlorowodorek chininy) lub
A =480 nm (badany zwiazek). Zmiany widm roztworu chlorowodorku chininy przedstawiono
na rycinie 54, a absorbancj¢ przy A = 480 nm w tabeli 37, natomiast PPD na rycinie 55 i w
tabeli 38.

Aktynometr chemiczny

A —— t=0min

t=35 min
— =65 min
=95 min

0.9 1
——t=130 min

0,4 4 =160 min
— =190 min
=220 min

T T T T T 1
-0,1300 350 400 450 500 550 600
A

Rycina 54.

Zmiany widma absorpcji podczas naswietlania wodnego roztworu chlorowodorku chininy — aktynometru che-
micznego.
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Tabela 37.

Zmiany absorbancji przy 400 nm w czasie podczas naswietlania roztworu chlorowodorku chininy

Czas Absorbancja Roéznica absorbancji
naswietlania [min] A AA=Ai- A,
0 0,0894 -
35 0,1234 0,034
65 0,1380 0,0486
95 0,1556 0,0662
130 0,1739 0,0845
160 0,2091 0,1197
190 0,2283 0,1389
220 0,2332 0,1438
A, = absorbancja roztworu chininy przed naswietlaniem
A; = absorbancja roztworu chininy po odpowiednim czasie naswietlania
PPD
25 "
15 A ——t=0min
— t=10 min
A
=25 min
=35 min
— t=45 min
——t=55 min
t=75 min
0.5 1 \\ —— =105 min
i t=135 min
_ t=165 min
=210 min
200 300 400 500 600 700 800
h
Rycina 55.

Zmiany widma absorpcji PPD podczas naswietlania.
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Tabela 38.
Zmiany absorbancji podczas naswietlania PPD

Czas Absorbancja Roéznica absorbancji
naswietlania [min] A AA = Ag-A;
0 0,4989 0
25 0,4256 0,0733
55 0,3307 0,1682
90 0,2502 0,2487
135 0,1839 0,3150
165 0,1604 0,3385
190 0,1431 0,3558
210 0,1391 0,3598

Ocena rozktadu fotochemicznego PPD
Warunki rozktadu fotochemicznego

Roztwory wodne badanej substancji umieszczano w okraglej kuwecie kwarcowej o poj.
2,8 cm® i naswietlano wysokocisnieniowa lampa UV - VIS HBO-50 z palnikiem rtgciowym,
emitujaca promieniowanie w zakresie 300 - 800 nm. Natgzenie Swiatta mierzone radiometrem
wynosilo 86,0 — 89,0 mW/cm?. W czasie 1 min rejestrowano energie 5,10 - 5,30 J/cm?.

Odpowiednie warunki nas§wietlania uzyskano stosujac filtry Pyrex o maksymalnej prze-
puszczalnosci $wiatta przy dtugosci fali Amaks = 365 nm oraz Amas = 510 nm. W trakcie na-

$wietlan mierzono absorbancj¢ przy dlugosci fali A = 480 nm (Rycina 56, 58).

Parametry kinetyczne rozktadu fotochemicznego PPD

Rozktad PPD pod wplywem $wiatta analizowano zgodnie z liniowym réwnaniem reakcji

pierwszego rzedu wzgledem stgzenia substratu (Rycina 57, 59).
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Rozktad fotochemiczny — filtr Apax = 365 nm

2,5 1

——t=0 min
t=660 min
——t=15min
t=35 min
—— t=55 min
t=80 min
—— t=100 min
——t=125 min
—— =160 min
—— t=190 min
——t=235min
—— =310 min
t=475 min

—— t=660 min

200 300 400 500 A 600

Rycina 56.
Zmiany absorbancji podczas naswietlania PPD (filtr Apas = 365 nm).

100 —
® N
MR 2PN
* o
= AN
4]
==
c[%]
10
0 50 100 150 200 250
t [min]
Rycina 57.

Pollogarytmiczna zalezno$é c, % = f(t) dla PPD (filtr Amaxs =
365 nm).

700 800

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu

a+ Aa=-(2,50+0,29) - 10° min*

S,=1,17-10"

r =-0,9960
k=(1,15+0,05)-10"s"
t0’5 =100,4 min
t0’1 =1,3 min
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Rozktad fotochemiczny — filtr Apax = 510 nm

2.5

t=0 min

— t=1min
t=2 min

=3 min

t=5 min
—t=7 min
— t=9 min
——t=12 min

t=19 min

600 650 700

Rycina 58.
Zmiany absorbancji podczas naswietlania PPD (filtr Apaes = 510 nm).

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu

100
\'k“i
a+Aa=-(9,92+0,56) - 102 min*
Tha | S.=2,61-10°
el ; r=-0,996
k=(1,65+0,96)-10°%s"
to’s = 7,0 min
10 0 5 10 15 20 to1 = 1,1 min
t [min]
Rycina 59.
Potlogarytmiczna zaleznos¢ ¢, % = f(t) dla PPD (filtr Ayaxs =
510 nm).
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Wydajnos¢ kwantowa procesu fotodegradacji

Wydajnos¢ kwantowa nalezy do najwazniejszych parametrow w analizie rozktadu foto-
chemicznego substancji i definiuje si¢ ja jako stosunek liczby czasteczek ulegajacych fotode-
gradacji do liczby fotonow absorbowanych przez dana objgtos¢ w okreslonym przedziale cza-

sowym.

Wydajnos¢ kwantowa zrédta promieniowania — filtr 365 nm

Prowadzac naswietlanie prob z uzyciem filtru 365 nm zatozono $rednia dlugos¢ fali padajace-
go Swiatta A = 365 nm. Zmierzono natgzenie promieniowania wykorzystujac radiometr zaopa-

trzony w sensor 365 nm 1 uzyskano $rednia wartos¢:

52340] - cm™ - mint=0,0872J - cm™? - s

Nastegpnie obliczono energi¢ pojedynczego kwantu promieniowania dla A = 365 nm:

E=h-c/A=5442- 10" [J]

stata Plancka, h = 6,626 - 1037 s
predkos¢ swiatta, ¢ =2,998 - 108 m-s*

Poniewaz dla A = 365 nm:

1 J odpowiada 1,838 - 10'® kwantow,
dlatego energii 0,0872 J odpowiada 0,1604 - 108 kwantow.

Uwzgledniajac powierzchnig kuwety (2,5 cm?), obliczono liczbe padajacych na uktad kwan-

tow (wydajnos¢ kwantowa promieniowania):

lo=4,0110 - 10" kwantéw - s™
Wydajnos¢ kwantowa zrédita promieniowania — filtr 510 nm

Prowadzac naswietlanie prob z uzyciem filtru 510 nm zatozono $rednia dtugos¢ fali pada-

jacego swiatla A = 510 nm. Przyjeto $rednia warto$¢ natezenia promieniowania:

52340 J - cm™? - mint=0,0872J - cm? - st
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Nastgpnie obliczono energi¢ pojedynczego kwantu promieniowania dla A = 510 nm:

E=h-c/A=3,89-10"[J]

Poniewaz dla A =510 nm:

1 J odpowiada 2,57 - 10*® kwantow,
dlatego energii 0,0872 J odpowiada 0,2241 - 10*® kwantow.

Uwzgledniajac powierzchnig kuwety (2,5 cm?), obliczono liczbe padajacych na uktad kwan-

tow (wydajnos¢ kwantowa promieniowania):

lo=5,672 - 10" kwantow - s™

Na podstawie wartosci I, obliczono ilo$¢ kwantéw absorbowanych przez probke korzysta-

jac z€ wzoru:

labs = lo (1 = 10™)

liczba kwantow promieniowania emitowanego przez lampe

I abs

>
I

absorbancja.

Wydajnos¢ kwantowa fotodegradacji dla danego procentu konwersji badanych pochod-

nych obliczono ze wzoru:

q)=Ac'NA/|abs't

Ac - Na = rdznica liczby czasteczek przed naswietlaniem i po danym czasie naswietlania

liczba kwantéw promieniowania absorbowanego przez probke

I abs
t

czas [s].

Warto$ci wydajnosci kwantowych PPD obliczono, korzystajac z programu udostgpnione-
go przez Zaktad Fotochemii Wydzialu Chemii UAM. Warto$ci pozornych wydajnosci kwan-
towych dla poszczegolnych czaséw naswietlania ekstrapolowano do poczatkowego stezenia
badanego zwiazku, otrzymujac wartosci rzeczywistych wydajnosci kwantowych (Tabela 39,
40).
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Do obliczen wykorzystano molowy wspotczynnik absorpcji PPD, ktérego wartos¢ wyzna-

czono zgodnie z poniZszym wzorem:

absorbancja

—o >
n

stezenie badanego roztworu [mol/I]
= dhugos¢ drogi optycznej (1 cm).

e=A/lc-1

molowy wspotczynnik absorpeji [1 - mol™ -cm™]

Obliczone $rednie wartosci molowych wspotczynnikoéw absorpceji dla PPD wynosity:

3,20 - 103, promieniowanie wzbudzajace, €365

8,01 - 103, promieniowanie wzbudzajace, €519

- 9,21 - 10%, promieniowanie analizowane, g0

Tabela 39.

Wydajnosci kwantowe fotochemicznego rozktadu PPD (filtr Apaes = 365 nm)

Pozorna wydajnos¢ .
Lp. t[s A % konwersji
P [<] ! kwantowa @; 0 J
1 0 0,8575 0,00 0
2 5 0,8333 8,74 x 10° 2,82
3 15 0,7714 1,04 x10°® 10,04
4 25 0,7369 8,71 x 10° 14,06
5 35 0,7010 8,07 x 10° 18,25
6 45 0,6419 8,65 x 10° 25,14
7 55 0,5871 8,88 x 10° 31,53
8 65 0,5310 9,07 x 10° 38,08
9 75 0,4978 8,66 x 10° 41,95
10 85 0,4604 8,43 x 10° 46,31
11 95 0,4159 8,39 x 10° 51,50
12 105 0,3892 8,05 x 10° 54,61
13 115 0,3771 7,54 x 10° 56,02
14 135 0,3489 6,80 x 10° 59,31
15 145 0,3387 6,46 x 10° 60,50
16 165 0,3016 6,08 x 10° 64,83
17 195 0,2827 5,32 x 10° 67,03
18 245 0,2674 4,35 x 10° 68,82
19 305 0,2623 3,52 x 10° 69,41
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Tabela 40.
Wydajnos$ci kwantowe fotochemicznego rozktadu PPD (filtr Apaes = 510 nm)

Wydajnosé ..
Lp. t[s A % konwersji
P [<] ! kwantowa @; 0 J
1 0 0,4481 0 0

2 1 0,3966 4,68 x 10™ 11,49

3 2 0,3675 3,66 x 10™ 17,99

4 3 0,3196 3,89 x 10™ 28,68

5 4 0,2844 3,72 x 10* 36,53

6 5 0,2514 3,57 x 10 43,90

7 6 0,2271 3,35 x 10* 49,32

8 7 0,2170 3,00 x 10 51,57

9 9 0,1657 2,85 x 10 63,02

10 10 0,1490 2,72 x 10 66,75

11 11 0,1453 2,50 x 10 67,57

12 12 0,1319 2,39 x 10 70,56

13 13 0,1255 2,25 x 10* 71,99

14 15 0,1013 2,10 x 10* 75,34
15 17 0,1008 1,86 x 10* 77,51

16 19 0,0985 1,67 x 10* 78,02

4.8. Ocena trwatosci PPD w fazie statej
4.8.1. Metoda analityczna
Do oceny trwatosci PPD w fazie statej zastosowano metod¢ HPLC opisang w rozdziale 4.4.
4.8.2. Ocena trwatosci PPD testem przys$pieszonego starzenia

Do szklanych fiolek, pojemnosci 5 ml, odwazono po 5,0 mg badanego zwiazku. FiolKi
zawierajace probki preparatu przeznaczone do badania wplywu temperatury w atmosferze
powietrza o wilgotnosci wzglednej RH~76,4%, wstawiono do eksykatoréw zawierajacych

nasycony roztwor chlorku sodu. Eksykatory umieszczono w komorach cieplnych o tempera-
turze odpowiednio 343 K, 353 K, 363 K, 373 K.
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Probki przeznaczone do badania wptywu temperatury w atmosferze powietrza o wilgotno-
$ci wzglednej 0%, wstawiono do tazni piaskowej, umieszczonej w komorze cieplnej o tempe-
raturze 373 K.

W okreslonych odstgpach czasu, zaleznych od szybkosci rozktadu, probki wyjmowano z
eksykatorow lub tazni piaskowej. Po ochtodzeniu do temperatury pokojowej, probki substan-
cji badanych rozpuszczano w mieszaninie acetonitrylu z woda (1:1). Roztwory przenoszono
ilosciowo do kolb miarowych 1 uzupetniano taka sama mieszaning do 10,0 ml. Otrzymane
roztwory mieszano 1 saczono. Do 1,0 ml przesaczu dodawano 1,0 ml roztworu wzorca we-
wngtrznego. Po wymieszaniu mieszadtem magnetycznym, nanoszono na kolumng chromato-

graficzng po 20 pl analizowanych roztwordw i rejestrowano chromatogramy.

4.8.3. Parametry kinetyczne reakcji

Na podstawie zmian stezenia PPD w czasie, stwierdzono, ze w atmosferze powietrza o
wilgotnosci wzglednej RH ~ 76,4% 1 podwyzszonej temperaturze, rozktad zachodzi zgodnie z
kinetyka reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu (Rozdzial 4.5.2).

W czasie ty — t,, wartosci P /Pis— 0.
Potlogarytmiczny wykres Pi/Pis = f(t) jest prostoliniowy (Rycina 60), a jego nachylenie jest

miarg szybkosci reakcji (-Kops).

10

Pi\Pis

0,1
0 20 40 60 80 100 120

t[h]
Rycina 60.

Pollogarytmiczny wykres zalezno$ci Pi/P s = f(t) reakcji rozktadu PPD w fazie stalej, w temperaturze 353 K,
przy wilgotnosci wzglednej powietrza ~ 76,4%.

Rozktad PPD w atmosferze powietrza o wilgotnosci wzglednej 0%, w temperaturze 373

K, zachodzi zgodnie z modelem reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu wzgledem steze-

nia substratu (Rycina 61).
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Stata szybkosci reakcji autokatalitycznej obliczono ze wzoru:

Inci/(Co-C)) =Kops -t +¢C

gdzie:

(1 - (X)/ o= Pt/(Po' Pt) = Ctl(CO' C[),

Co | C;— charakteryzuja stezenie substratu w czasie t=01t,
(Co - Cy) — charakteryzuje stezenie produktu w czasie t,

¢ — stata zwiazana z okresem indukcji.

100 m »
[ ]
|
u

=) ]
=, =
[

|

]
10
0 300 600 900 1200 1500

th]

Rycina 61.
Potlogarytmiczny wykres zaleznos$ci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w fazie stalej, w temperaturze 373 K, przy

wilgotnoséci wzglednej powietrza 0%.

Potlogarytmiczny wykres c/(Co-Ci) = f(t) jest prostoliniowy (Rycina 62), a jego nachylenie

jest miarg szybkos$ci reakcji (-y = Kops)-

100
—_ Parametry kinetyczne reakcji
T 10
N 1y -3
S — (a+Aa) [h"] =(-2,90+0,17) - 10
e S.=0,735-10-4
1 EEEEE% (k + Ak) [S-l] -
— (0,0808 + 0,0048) - 10°
01 I r=-0,998
’ 0 300 600 t[h] 900 1200 1500 Sy = 01094
t0’5, h= 882,8
. to1, h=125,2
Rycina 62. n=8

Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, /(Co-C;) = f(t) rekcji rozktadu
PPD w fazie statej, w temperaturze 373 K, przy wilgotnosci wzglednej

powietrza 0%.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w fazie stalej, RH ~76,4%
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Parametry kinetyczne reakcji rozktadu PPD w fazie statej przy RH ~76,4% przedstawiono w
tabeli 41, natomiast wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) na rycinie 63.

Tabela 41.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu chlorowodorku PPD w fazie stalej, w podwyzszonej temperaturze, przy

wilgotnosci wzglednej powietrza ~76,4%

Pafa':;itgek'”e' 343 K 353 K 363 K 373K
-3
@+ A[ﬁ_)l]x 10 (2,74 +0,55) L(20,31 +2,23) (2042 +18,2) (373,8 £33,2)
S, 2,40 - 10* 9,65-10* 70,8 - 10* 146,8 - 10™
b+ Ab 6,65+ 1,10 8,18+ 1,14 5,55+ 1,07 2,38 + 1,06
Sy 37,6 x 10° 51,5 x 10° 27,1 -x 10°° 27,5 x 10°
5
(k+ é% 10 (0,0762 £ 0,015) (0,564 = 0,062) (5,68 +0,51) (10,4+0,9)
r -0,970 -0,991 -0,997 -0,993
o 252,91 34,12 3,39 1,85
v 38,46 5,18 0,51 0,28
n 10 10 7 11
100 °
c, % e
<
& 343 K
10 W 353K
A 363K
@ 373K
1 T T T 1
0} 100 200 t h 300 400
Rycina 63.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznos$ci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu PPD w fazie stalej, w podwyzszonej tempera-
turze, przy wilgotnosci wzglednej powietrza ~76,4%.

4. Czes¢ doswiadczalna
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5. OMOWIENIE WYNIKOW

Nowoczesna medycyna caty czas stymuluje rozw¢j lekow. Odkrywa si¢ zwiazki nowe, o nie
znanych dotad wtasciwos$ciach, ale tez modyfikuje si¢ czasteczki lekow juz znanych, tak by
wykazywaty one lepsza skuteczno$¢ kliniczna, a takze by byty bezpieczniejsze dla pacjenta.
Antybiotyki antracyklinowe to przyktad grupy zwiazkéw stosowanych w lecznictwie od daw-
na, a ktore nadal sg intensywnie rozwijane. Gtownym powodem poszukiwania nowych po-
chodnych antracyklin jest ich kardiotoksycznos$¢, ktora moze stanowié¢ duze zagrozenie dla
pacjenta i dlatego poszukuje si¢ nowych pochodnych, ktére przy zachowaniu wlasciwos$ci
przeciwnowotworowych, bylyby pozbawione tego niebezpiecznego dzialania ubocznego.
Dodatkowo w przypadku stosowania tej grupy lekow pojawia si¢ zjawisko oporno$ci komo-
rek nowotworowych na terapig, dlatego potrzebne sa nowe czasteczki zdolne do pokonania tej
bariery. Wszystkie nowe leki przed wprowadzeniem do lecznictwa musza przej$¢ szereg te-
stow 1 badan. Jednymi z tych badan sa badania trwato$ci, ktore maja na celu okreslenie po-
datnos$ci danej substancji na dziatanie r6znych czynnikow srodowiskowych, takich jak tempe-
ratura, wilgotno$¢ czy $wiatlo, ustalenie mechanizmu rozkladu w réznych srodowiskach, a
takze identyfikacj¢ produktéw rozktadu. Wszystko to ma na celu zapewnienie odpowiednich
warunkow przechowywania i1 stosowania lekoéw, tak by terapia byla skuteczna i bezpieczna
dla pacjenta.

Celem podjetych badan byta ocena trwatosci N-[(piperydyno)metyleno]daunorubicyny
(PPD), jednej z czterech amidynowych pochodnych daunorubicyny, otrzymanych w Instytu-
cie Biotechnologii 1 Antybiotykow w Warszawie. Pozostale trzy pochodne to:
N-[(pirolidyno)metyleno]daunorubicyna (PMD), N-[(morfolino)-metyleno]daunorubicyna
(MMD) i N-[(heksahydroazepin-1-ylo)metyleno]daunorubicyna (HMD).
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Zaplanowane badania trwato$ci PPD obejmowaty:

— opracowanie metod odpowiednich do oceny szybkosci rozktadu w roztworach wod-
nych i w fazie stalej

— walidacj¢ metod (selektywnos¢, liniowos¢, precyzja, granica wykrywalnosci i ozna-
czalnosci)

— badania trwatos$ci w roztworach wodnych, z uwzglednieniem ogdlnej i wlasciwej
katalizy kwasowo-zasadowej (wpltyw stezenia jonéw wodorowych, rodzaju i steze-
nia sktadnikoéw buforow w zakresie pH 0,44 — 13,54 oraz sily jonowej), badania
przeprowadzono w trzech lub czterech temperaturach

— ocene trwalosci w plynach infuzyjnych; w temperaturze pokojowej, 2—8°C oraz -
16°C

— oceng podatnosci na dziatanie promieniowania elektromagnetycznego o dtugosci
fali 365 nm i 510 nm

— oceng wplywu temperatury i wilgotnos$ci wzglednej powietrza na trwato$¢ w fazie

statej

— poréwnanie trwatosci PPD ze zwiazkiem macierzystym — daunorubicyng i innymi

amidynowymi pochodnymi daunorubicyny.

W ocenie jako$ci substancji leczniczej oraz ocenie jej trwatosci bardzo waznym zagad-
nieniem jest zastosowanie odpowiedniej metody analitycznej, ktora powinna umozliwia¢ ob-
serwacj¢ zmian stgzenia substratu obok tworzacych si¢ produktow rozkladu. Zastosowana
metoda musi by¢ poddana procesowi walidacji, ktorego celem jest wykazanie jej przydatnosci

do wyznaczonego badania.
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W przeprowadzonych w niniejszej pracy badaniach zastosowano metod¢ wysokospraw-
nej chromatografii cieczowej [87], a w przypadku badania fototrwatosci metode UV-VIS
[89].

Przeprowadzona walidacja metod wykazata, ze sg one:

—  selektywne dla PPD w obecnosci produktow jej rozktadu oraz wzorca wewnetrznego

(HPLC)

— liniowe w zakresie badanych stezen

—  precyzyjne, o czym swiadcza wartosci wspotczynnikow zmiennosci ponizej 5%

— czute, gdyz mozna rejestrowa¢ widoczny przyrost wartoSci mierzonej przy matej

zmianie wartos$ci oznaczanej.

Trwatos¢ PPD w roztworach wodnych

Badania trwatosci PPD w roztworach wodnych polegaty na:

— wyznaczeniu obserwowanych statych szybkosci reakcji rozktadu w zakresie pH od
0,43 do 13,08 w temperaturze 313 K, w zakresie pH 0,43 — 5,55 w temperaturze 323
K, 333 Ki 343 K, w zakresie pH 5,85 — 13,37 w temperaturze 303 K i 308 K, w za-
kresie pH 12,12 — 13,54 w temperaturze 298 K

—  wyznaczeniu stalych kyn, charakteryzujacych wlasciwa katalizg kwasowo-zasadowa

—  opisaniu zaleznosci log kyn = f(pH) odpowiednim réwnaniem kinetycznym

—  obliczeniu katalitycznych stalych szybkosci reakcji czastkowych

—  wyznaczeniu parametrow termodynamicznych reakcji czastkowych.

Ogdlna kataliza kwasowo-zasadowa

Ogolna kataliza kwasowo-zasadowa wystepuje wowczas, jezeli przy statej wartosci pH i
sity jonowej, przy réznych stezeniach sktadnikéw buforu, szybkos¢ reakcji zmienia si¢ wraz
ze wzrostem st¢zenia buforu. W celu wykazania czy sktadniki buforéw stosowanych w bada-
niach trwatosci PPD wykazuja efekt katalityczny, przeprowadzono badania szybkosci jej roz-
ktadu przy stalej wartosci pH 1 sity jonowej 0,50 mol/l, dla 3 réznych stgzen sktadnikow sto-
sowanych buforow.

Stwierdzono, ze sktadniki buforow fosforanowego, octanowego 1 boranowego, zastoso-

wane w badaniach trwato$ci PPD, nie wykazujq efektu katalitycznego, co potwierdzono po-
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réwnujac uzyskane wyniki testem rownoleglosci. Oznacza to, ze obserwowane state szybko-
$ci reakcji rozktadu w calym badanym zakresie pH sa rowne kpp.

Wyznaczone w szerokim zakresie pH warto$ci kpn postuzyly do interpretacji wptywu
stgzenia jonow wodorowych na trwato§¢ PPD. Wykonany wykres zaleznosci log kpn = f(pH)
(Rycina 64) wskazuje, ze w roztworach wodnych PPD, przy zerowym stgzeniu sktadnikow
buforow, mozliwe sa nastgpujace reakcje:

—  hydroliza protonowanych czasteczek PPD katalizowana jonami wodorowymi

PPD* + H" 1S Produkty, ki

—  spontaniczna reakcja hydrolizy pod wptywem wody, zalezna od tadunku substratu

PPD* S Produkty, k»

PPD 29 Produkty, ks

PPD ﬂe Produkty, k4

Catkowita szybkos¢ reakcji jest rtowna sumie powyzszych reakcji czastkowych:

ka = kyan+f1 + kofy + kafs + kafs
gdzie:
k; — katalityczna stata szybko$ci reakcji rozktadu protonowanych czasteczek PPD pod wptywem jonow
wodorowych
k, — katalityczna stata szybkoéci spontanicznej hydrolizy pod wptywem wody jonow obojnaczych PPD
ks — katalityczna stata szybkoéci spontanicznej hydrolizy pod wptywem wody czasteczek obojgtnych PPD
k, — katalityczna stata szybkosci spontanicznej hydrolizy pod wptywem wody monoanionéw PPD

Utamki stezen poszczegdlnych form PPD (f; — f4) wyznaczono z odpowiednich rownan, a
nastgpnie Wyznaczono poszczegolne katalityczne state szybkosci reakcji. Celem wyznaczenia
katalitycznej statej szybkosci ki wykonano wykres Koy = f(aw+), uwzgledniajac wartosci kpn z
zakresu pH od 0,43 do ok. 3 (Rycina 65). Wykresy te sa prostoliniowe, a ich nachylenie jest
rowne ki w danej temperaturze.

Katalityczne state szybkosci reakcji ks zostaly wyznaczone z wartosci kpy W zakresie pH
powyzej 12, jako warto$¢ $rednia obserwowanych stalych szybkosci reakcji rozktadu w danej
temperaturze. Warto$ci te zostaly wyznaczone w temperaturze 298 K, 303 K, 308 K i 313 K,
a nastepnie stosujac zaleznos¢ Arrheniusa In k; = f(1/T) wyznaczono wartos¢ k, w temperatu-

rze 323 K, 333 K i 343 K.
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Rycina 64.
Profil log kpH = f(pH) reakcji rozktadu PPD w roztworach wodnych
Punktory — wartosci doswiadczalne, linia ciagta — profil teoretyczny.
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Rycina 65.
Zaleznos¢ kyy = f(ay") reakeji rozktadu PPD w roztworach wodnych.

Dalsza interpretacja zaleznosci log ko = f(pH) pozwolita wyznaczy¢ wartosci k’pH z rOW-
nania:
k,pH = ka — (klaH+f1 + k4f4) = k2f2 + k3f3

a nastgpnie wykonano wykresy zaleznosci k’p = f(f3), uwzgledniajac wartosci ko z zakresu
pH od ok. 5,5 do ok. 9, w ktérym utamek st¢zenia formy f; + f3 —>1. Wykresy te sa prostoli-
niowe, a warto$¢ k’pn dla f3 = 1 odpowiada katalitycznej statej szybkosci reakeji ks, natomiast

wartos¢ k’n dla f3 = 0 odpowiada katalitycznej stalej szybkosci k, (Rycina 66).
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Rycina 66.
Zaleznos¢ k’pn = f(f3) reakcji rozktadu PPD w roztworach wodnych.

Warto$ci katalitycznych statych szybkos$ci reakcji kz 1 ks wyznaczono w temperaturze 303 K,
308 K i 313 K, a nastepnie z zaleznosci Arrheniusa wartosci te ekastrapolowono do tempera-
tury 323 K, 333 K i 343 K.

Wyznaczone katalityczne stale szybkosci poszczegolnych reakcji czastkowych przedsta-
wiono w tabeli 42. Ich wartosci wykorzystano do obliczenia profilu log kyn = f(pH). Obliczo-
ny profil przedstawiono na rycinie 64 linia ciagla, natomiast warto$ci kpn Wyznaczone do-
$wiadczalnie zaznaczono punktorami.

Zgodno$¢ profilu obliczonego z profilem wyznaczonym doswiadczalnie oraz liniowa
zalezno$¢ wartosci kop wzgledem wartosci k wyznaczonych doswiadczalnie (Rycina 64), po-
twierdza prawidtowo$¢ zastosowanego rownania kinetycznego.

Wartosci katalitycznych statych szybkosci reakcji postuzyty do wyznaczenia zaleznosSci
Arrheniusa (Rycina 67), czyli zaleznosci pomig¢dzy katalityczna stata szybkosci reakcji a od-

wrotnos$cia temperatury bezwzglednej:
ki = A - ¢ ERT
I
Po zlogarytmowaniu réwnanie to przyjmuje postac:

Inkj=In A-Ea/RT
gdzie:

k; — katalityczna stata szybkosci reakcji rozktadu,

A — wspdtczynnik czgstotliwosci; jego wymiar jest taki sam jak stalej szybkos$ci reakcji
E. — energia aktywacji

R — uniwersalna stata gazowa 8,3144; J-K *mol™

T — temperatura bezwzgledna; K.

Energie aktywacji (E) oraz entalpie (AH) i entropig reakcji (AS”) obliczono z nastepuja-

cych wzoréw:
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gdzie:

E. = -aR [J mol™)
AH? = E,—RT [ mol™]
AS* =R [In A=In (kT/h)] [I K mol™]

a — nachylenie wykresu In ki = f(1/T); -a = EJ/R
k — stata Boltzmanna = 1,381 - 107 [J K]
h — stata Plancka = 6,626 - 10°** [J 5]

Rycina 67.
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Potlogarytmiczna zalezno$¢ k; = f(1/T) reakcji rozktadu PPD w roztworach wodnych.

Tabela 42.

Katalityczne state szybkos$ci i parametry termodynamiczne reakcji rozktadu PPD w roztworach wodnych

T, K UT k £ Ak Zalezno$¢ Parametry termodynamiczne
k; = f(U/T)
ky [mol™ - 15
3 -3
323 3,096 - 10° (4,40 +£0,03) - 10° a=-13220+ 1010 | AH*=107,5 + 8,4 ki-mol™
333 3 000 . 10-3 (1 39 + 0 08) . 10-2 b = 35,5 i 3,1 AS;t = 50,2 i 25,6 J‘K_l‘mol-l
343 2,915.10° (4,84 +0,03) - 10°
ke [s7]
-3 -4
303 3,300 - 10 119-10 r=-0,850 Ea = 28,6 + 76,2 kJ-mol ™
308 3,247 - 10° 2,01-10" a=-3440 £ 9162 | AH” = 26,2 + 76,2 kJ-mol*
313 3195 . 10° 221.10° b=2,64+30,1 AS” =-222,8 + 250,2 J-K™ -mol™
ks [s7]
-3 . -4
303 | 3,300-10 2,66 - 10 r = -0,999 Ea= 79,4 +8,9 kl-mol™
308 3,247 - 10° 4,36 - 10" a=-9555+1065 | AH” =819+ 8,9 kj-mol™
313 3,195 - 107 1,23-10° b=238+35 AS” = -45,9 + 29,0 J-K ™ -mol™
ke [s7]
3 . -3
303 | 330010 0,970 10 r=-0,999 Ea = 62,4 +5,7 k-mol™
308 3,247 -10° 1,50 - 10° a=-7509 + 690 AH* = 60,0 £ 5,7 kJ-mol™
313 3.195 - 10-3 2,26 . 10'3 b= 18!3 * 213 AS¢ = '92,9 + 18,8 \]‘K_l‘mol-l
318 3,145 - 107 323-10°

5. Omowienie wynikow
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Najnizsza energi¢ aktywacji wykazuje reakcja hydrolizy spontanicznej pod wplywem wody
czasteczek obojnaczych PPD. Ujemne entropie aktywacji obserwuje si¢ dla reakcji sponta-
nicznych pod wpltywem wody. Entropia aktywacji, czyli r6znica stanu przejSciowego danej
reakcji oraz jej stanu poczatkowego nie zalezy od poczatkowej energii aktywacji. Jezeli w
stanie przej$ciowym mozliwo$é ruchdw jest ograniczona lub zahamowana, wowczas AS™ ma-
leje 1 przyjmuje bardziej ujemne wartosci, im silniej jest ograniczona swoboda ruchow re-
agentow w kompleksie aktywnym. Ujemne entropie aktywacji sa charakterystyczne dla reak-
cji dwuczasteczkowych, podczas ktorych dwie czasteczki tacza si¢ w jeden kompleks aktyw-
ny. Wyzsza entropia aktywacji reakcji katalizowanej jonami wodorowymi w poréwnaniu z
reakcja spontaniczna moze by¢ uzasadniona dodatnim udzialem entropii reakcji protonowa-
nia.

Dla reakcji hydrolizy czasteczek protonowanych PPD katalizowanej jonami wodorowymi
oraz hydrolizy spontanicznej pod wptywem wody czasteczek PPD™", PPD i PPD™ uzyskano
prostoliniowe zalezno$ci AH™ = f(AS™) oraz E, = f(In A) (Rycina 68), co potwierdza, ze
wszystkie reakcje przebiegaja wedlug takiego samego mechanizmu, jako reakcje dwucza-

steczkowe.

120 -

AH#={{AS¥)

a0 -
20 7 E.=f(lnA)

-250 -200 -150 -100 50 ASHMIn A 0 50 100

Rycina 68.

Zaleznos¢ AH" = f(AH") i E, = f(In A) dla reakcji hydrolizy czasteczek PPD* katalizowanej jonami wodorowymi
oraz hydrolizy spontanicznej pod wptywem wody czasteczek PPD*", PPD i PPD".

Poréwnanie profilu log kyq = f(pH) daunorubicyny i jej amidynowych pochodnych

Na wiasciwa katalizg kwasowo-zasadowa daunorubicyny [91] skladaja si¢ reakcje katalizo-
wane jonami wodorowymi 1 wodorotlenowymi oraz spontaniczna reakcja pod wptywem wo-

dy, zalezna od tadunku substratu, natomiast na wlasciwa kataliz¢ kwasowo-zasadowa amidy-
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nowych pochodnych daunorubicyny sktadaja si¢ reakcje katalizowane jonami wodorowymi

oraz spontaniczna reakcja pod wptywem wody, zalezna od tadunku substratu [92—94].
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Rycina 69.
Profil log kyn = f(pH) daunorubicyny (DAU) i jej amidynowych pochodnych:
N-[(pirolidyno)metyleno]daunorubicyny (PMD)
N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyny (MMD)
N-[(pirolidyno)metyleno]daunorubicyny (PPD)
N-[(heksahydroazepinylo)metyleno]daunorubicyny (HMD)
w temperaturze 313 K.
Poréwnanie zaleznosci log kpn = f(pH) daunorubicyny i jej czterech amidynowych pochod-
nych (Rycina 69) pozwala na stwierdzenie, iz:
—  daunorubicyna wykazuje maksimum trwato$ci w zakresie pH od 4 do 6
— w calym zakresie pH, daunorubicyna jest zwiazkiem trwalszym niz jej amidynowe
pochodne
— najmniejsze réznice w szybkosci reakcji rozkladu sa obserwowane w $rodowisku
kwasowym, w ktorym dominujaca reakcja jest rozklad katalizowany jonami wodoro-
wymi
— powyzej pH 4 amidynowe pochodne sa bardziej podatne na rozktad niz daunorubicyna

— trwato$¢ daunorubicny i jej amidynowych pochodnych w zakresie pH od ok. 5 do10

mozna przedstawi¢ nastgpujaco: DAU >> PMD > PPD > HMD > MMD.
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Wptyw sity jonowej

Do interpretacji wptywu sity jonowej na trwatos¢ PPD zastosowano réwnanie Bronsteda-

Bjerruma:
log k logk, + 2QZ,Z a
og = log E—
obs A“B 1+ \/p_

gdzie:

k; —  obserwowane stale szybkosci reakcji wyznaczone w 0,10 mol/l kwasie solnym, w temperaturze
343 K i w roztworach wodorotlenku sodu 0,10 mol/l w temperaturze 308 K; badania prowadzono
stosujac roztwory o sile jonowej odpowiednio: 0,10; 0,20; 0,30; 0,40 i 0,50 mol/I

ko —  warto$¢ statej szybkoSci reakcji przy wartosci sity jonowej rownej zero

ZpaiZg —  ‘tadunek reagujacych czasteczek

u —  warto$¢ sity jonowej

2Q=1,02 w temperaturze 25°C w roztworach wodnych

Wykonano wykresy log koss = f(Nuw/(1+Vp)) (Rycina 70, 71) oraz obliczono parametry tego
réwnania (Tabela 43).

Stwierdzono, ze w kwasie solnym (0,10 mol/l) wystepuje dodatni efekt solny (a = 1,29 +
0,63), co potwierdza zaproponowany kinetyczny mechanizm reakcji hydrolizy protonowa-

nych czasteczek PPD pod wptywem jonow wodorowych.

PPD" + H* io, Produkty, k;

W roztworze wodorotlenku sodu (0,10 mol/l) wystepuje zerowy efekt solny (a = 0,0514
+ 0,9438), co potwierdza, iz w tym zakresie pH ma miejsce reakcja spontaniczna pod wpty-
wem wody, a nie reakcja monoanionéw PPD, katalizowana jonami wodorotlenowymi.

PPD @, Produkty, k4

100E02 1,00E-02 1
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Rycina 70. Rycina 71.
Zaleznosé log k; = f(w/(1+V)) reakcji rozktadu PPD  Zalezno$¢ log k; = f(\N/(1+Vp)) reakcji rozktadu PPD
w 0,10 mol/l kwasie solnym w temperaturze 343 K. w 0,10 mol/l roztworze wodorotlenku sodu w tempe-

raturze 308 K.
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Tabela 43.
Wptyw sily jonowej na szybko$¢ reakcji rozktadu PPD w 0,10 mol/l kwasie solnym (343 K) i 0,10 mol/I roztwo-

rze wodorotlenku sodu (308 K)

Li ki s Parametry rownania
P Vi sV ' log k; = f(u/(1+Vp))
0,10 mol/I HCI; 343 K
1. 0,2403 (2,12 +0,18) 10
2. 0,3090 (2,97+0,19)10° | a=129+0,63
S.=0,197
3. 0,3539 3,16 +0,11) 10°® A
( ) —— r=0,967
4. 0,3874 (3,51 +0,60) 10 n=5
5. 0,4142 (3,58 +0,18) 107
0,10 mol/l NaOH; 308 K
1. 0,2403 (1,07 +£0,07) 107
2. 0,3090 (1,14+0,08)10° | @=-0,0514£0,9437
S.=0,297
3. 0,3539 1,14 +0,05) 107 e
( ) — r=-0,0995
4. 0,3874 (1,21 +0,19) 10 n=5
5. 0,4142 (0,976 +0,116) 10°

Na podstawie badan przeprowadzonych w roztworach wodnych, w warunkach wtasciwej ka-

talizy kwasowo-zasadowej, stwierdzono, ze:

rozktad PPD w roztworach wodnych zachodzi zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego

rzedu wzgledem stezenia substratu

sktadniki buforu octanowego, buforéw fosforanowych oraz buforu boranowego nie

wykazuja efektu katalitycznego w reakcji rozktadu PPD, a zatem w tych roztworach

buforowych Kops = Kph

badany zwiazek wykazuje najwigksza trwatos¢ w zakresie pH od 3 do 4

w kwasie solnym wystepuje dodatni efekt solny, natomiast w roztworze wodorotlenku

sodu — zerowy efekt solny

najnizsza warto$¢ energii aktywacji wykazuje reakcja spontanicznej hydrolizy pod

wptywem wody czasteczek obojnaczych PPD.

Trwatos¢ PPD w roztworach do podania parenteralnego

Badania trwatosci PPD przeprowadzono w 13 roztworach do podania parenteralnego (Tabela

3), w temperaturze pokojowej, 2-8°C oraz -16°C. Badania trwalo$ci w temperaturze 2-8°C
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przeprowadzono tylko z uzyciem tych roztworéw, w ktorych w temperaturze pokojowej
stwierdzono ubytek substancji badane;j.

W przeprowadzonych badaniach w wybranych roztworach do podania parenteralnego, ja-
ko trwale definiowano te roztwory, w ktorych ubytek stezenia substratu nie przekraczat 10%
wartos$ci poczatkowe;.

Z oceny zmian stgzenia PPD w czasie wynikaja podane ponizej stwierdzenia.

e W temperaturze pokojowej nie zaobserwowano ubytku substratu po 24 h w nastgpuja-

cych rozpuszczalnikach: 5% Glucosum, Solutio Ringeri Lactate, 5% Glucosum et
0,9% Natrium Chloratum (2:1), natomiast w tym samym czasie w 20% Injectio Glu-
cosi, 5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum (1:1), w ptynie fizjologicznym wielo-
elektrolitowym izotonicznym i w Jonosterilu Basic z glukoza ubytek substratu po 24
godzinach nie przekroczyl 10% warto$ci poczatkowej. W pozostalych roztworach
ubytek substratu byl powyzej 10% wartosci poczatkowej, przy czym najwigkszy uby-
tek zaobserwowano w ptynie pediatrycznym wyrownawczym oraz W 20% mannitolu,
w ktorych po 24 h stwierdzono 78,85% lub 80,15% poczatkowej zawartoSci substratu.

e W temperaturze 2-8°C PPD zachowywala odpowiednia trwalos¢ we wszystkich ba-
danych roztworach. Po 24 h przechowywania nie stwierdzono zmian w zawartosci
substratu w Aqua pro injectione, 10% Injectio Glucosi, 20% Injectio Glucosi i Solutio
Ringeri.

e Po 30 dniowym przechowywaniu w temperaturze -16°C, PPD nie zachowala wyma-
ganej zawarto$¢ w przypadku przechowywania w Aqua pro injectione, 0,9% Natrium
Chloratum pro injectione i 10% Injectio Glucosi. W 5% Glucosum et 0,9% Natrium
Chloratum (2:1) zawarto$¢ substratu nie ulegla zmianie. W pozostalych roztworach
zawartos¢ wynosita od 97,00 (Solutio Ringeri) do 90,21% warto$ci poczatkowej (So-

lutio Ringeri Lactate).

Fototrwatos¢ PPD w roztworach wodnych

Badania fototrwato$ci substancji i produktéw leczniczych sa regulowane dokumentem Photo-
stability Testing of New Active Substances and Medicinal Products (Q1B), obowiazujacym od
1998 roku.

Antybiotyki antracyklinowe sa podatne na rozktad pod wptywem $wiatta, dlatego wszyst-

kie badania wykonywano chroniac badane roztwory przed dostgpem $wiatta. Ekspozycja na
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Swiatto bardzo czgsto prowadzi do niekorzystnych zmian leku, a powstate produkty fotolizy
moga powodowac dziatania niepozadane.

Do oceny zmian stezenia PPD w czasie reakcji fotodegradacji zastosowano metode spek-
trofotometryczna z detekcja w zakresie $wiatla widzialnego przy A = 480 nm, co umozliwiato
wykonanie pomiaré6w w tej samej kuwecie, w ktorej prowadzono naswietlanie.

W badaniach fotostabilnosci, w pierwszym etapie nalezy okresli¢ czy substancja jest foto-
stabilna czy tez fotolabilna. W tym celu stosuje si¢ aktynometr chemiczny, ktérym jest roz-
twor chlorowodorku chininy. Ekspozycje na promieniowanie nalezy prowadzi¢ do zmiany
absorbancji roztworu aktynometru chemicznego AA = 0,9. Jezeli w tych samych warunkach
absorbancja substancji badanej nie ulegnie zmianie, substancj¢ uznaje si¢ jako fotostabilna.
PPD ulegata znaczacemu rozktadowi w czasie gdy absorbancja aktynometru chemicznego
zmienila si¢ 0 0,2, a zatem wedlug wytycznych ICH nalezy ja uzna¢ za fotolabilna.

Do ilosciowej oceny procesu fotodegradacji, badane roztwory poddano ekspozycji na
promieniowanie 0 Amas = 365 nm i 510 nm. W czasie ekspozycji na promieniowanie obser-
wowano zmiany w widmie absorpcji, z zanikiem pasma absorpcji w maksimum przy okolo
480 nm. Procesowi fotodegradacji towarzyszylo zmniejszenie intensywnos$ci zabarwienia
roztworu.

Podczas ekspozycji wodnego roztworu PPD na promieniowanie, absorbancja zmieniala
si¢ od wartosci ¢y — 0. Otrzymano liniowa zalezno$¢ wykresu In ¢ = f(t), a zatem reakcja
fotodegradacji przebiegala zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stgzenia
substratu. Z zalezno$ci powyzszej wyznaczono obserwowane state szybkosci reakcji rozkla-
du, ktére w podanych warunkach wynosza:

Kobs = (1,15 + 0,05)10™ 5™ (Armaks = 365 nm)

Kobs = (1,65 + 0,96)103 5™ (Amas = 510 nm)

Z czterech amidynowych pochodnych daunorubicyny, najbardziej podatna na rozktad pod
wplywem $wiatta 0 Amaks = 365 nm jest pochodna heksahydroazepinylowa, natomiast 0 Amaks
=510 nm — pochodna piperydyniowa i pirolidynowa [89].

Stosujac radiometr zaopatrzony w odpowiedni sensor, mozliwe bylo wyznaczenie pozor-
nych wydajno$ci kwantowych, a nastepnie przez ekstrapolacje do zerowego czasu naswietla-
nia — rzeczywistych wydajnosci kwantowych @, ktore wynosily odpowiednio
4,83 -10°dlaa=365nmi 4,94 -10*dlaix =510 nm. Wydajno$ci kwantowe zmian stezenia
substratu i pierwotnych reakcji fotochemicznych, zgodnie z prawem Starka-Einsteina, powin-

ny by¢ rowne jednosci. Wyzsze wartosci @ moga wskazywa¢ na wtdrne procesy fotoche-
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miczne, generowane przez pierwotne produkty rozktadu. W przypadku reakcji w roztworach
wodnych, wydajnosci kwantowe przyjmuja czgsto warto$ci nizsze od jednosci, co moze by¢
spowodowane dezaktywacja czasteczek badanego zwiazku przez czasteczki rozpuszczalnika.
Zaleznosci In @; = f(t) sa prostoliniowe (Rycina 72, 73), jednakze mozna zaobserwowac
znaczny rozrzut wynikow, co moze by¢ spowodowane zanieczyszczeniem badanej substancji
substratami pochodzacymi z procesu syntezy i potencjalnymi produktami rozktadu, ktére mo-

ga wygaszac albo nasila¢ procesy fotodegradacyjne macierzystego zwiazku.

B 1,00E-04
) k' :’.\.' L 2 soly
e L!\.‘!x._. \.9\%
Q\Q\' q_h_."_‘——-_
L 1] ¢
*
1,00E-05
@ 1,00E-05
1,00E-06
1,00E-06 0 50 100 150 200 250
0 50 100 150 200 250 t [min|
t [min]
Rycina 72. Rycina 73.

Zaleznosci In ¢@; = f(t) dla PPD (filtr Apas = 365 nm). Zaleznosci In @; = f(t) dla PPD (filtr Apaes = 510 nm).

Podsumowujac badania fotostabilno$ci mozna stwierdzié, ze
— metoda spektrofotometrii UV-VIS jest odpowiednia do badania fototrwatosci PPD w
roztworach wodnych i wyznaczenia obserwowanych statych szybkosci rozktadu pod
wplywem $wiatta
— rozklad PPD pod wptywem $wiatta zachodzit zgodnie z modelem reakcji pierwszego
rzedu wzgledem stezenia substratu
— wydajno$ci kwantowe reakeji fotodegradacji PPD rzedu 10™ — 10® wskazuja na deak-

tywujacy wpltyw czasteczek rozpuszczalnika na wzbudzane czasteczki PPD
Trwalos¢ PPD w fazie stalej

Badania w fazie stalej przeprowadzono w atmosferze powietrza o wilgotno$ci wzgledne;j
~76,4% oraz 0%. Zmiany stgzenia substratu analizowano metoda HPLC, stosujac parametry
rozdzielenia takie same, jak w przypadku badan w roztworach wodnych.

Rozktad PPD w podwyzszonej temperaturze, przy RH ~76,4% zachodzil zgodnie z mode-

lem reakcji pierwszego rzedu wzglegdem stgzenia substratu. W takich samych warunkach,
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rozktad daunorubicyny oraz dwoch amidynowych pochodnych daunorubicyny —morfolinowej
1 pirolidynowej, zachodzit zgodnie z modelem reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu
wzgledem stezenia substratu, podczas gdy rozktad doksorubicyny i epidoksorubicyny wedlug
modelu reakcji pierwszego rzgdu wzgledem stgzenia substratu.

Przy wilgotno$ci wzglednej powietrza 0%, rozktad PPD zachodzit zgodnie z kinetyka re-
akcji autokatalitycznej pierwszego rzedu wzgledem stgzenia substratu. W przypadku pochod-
nej morfolinowej 1 pirolidinowej, przechowywanych w takich samych warunkach, rozktad ich
zachodzil zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu, nato-
miast w przypadku epidoksorubicyny — zgodnie z modelem odwracalnej reakcji pierwszego
rzedu wzgledem stezenia substratu [67, 95-96].

Z zaleznosci Arrheniusa wyznaczono parametry rownania In k; = f(1/T) (Rycina 74, tabe-
la 44), na podstawie ktorych wyznaczono energi¢ aktywacji oraz parametry termodynamiczne
reakcji rozktadu PPD w fazie stalej, przy RH ~76,4%. Najwyzsza energi¢ aktywacji posiada
pochodna piperydynowa, ktora jest jednoczesnie najbardziej trwata w warunkach podwyz-
szonej wilgotnos$ci wzglednej powietrza i podwyzszonej temperatury. Analizujac wptyw po-
tozenia grupy OH w potozeniu C-4’ doksorubicyny i epidoksorubicyny, mozna stwierdzic¢, iz
nie wptywa ona na kinetyczny mechanizm rozktadu doksorubicyny i epidoksorubicyny, a
jedynie na szybkos¢ tego rozktadu. W badanych warunkach, epidoksorubicyna jest bardziej
podatna na rozktad niz doksorubicyna.

Testem rownoleglosci wykazano, ze wartosci nachylenia wykreséw In ki = f(1/T) dauno-
rubicyny, doksorubicyny oraz amidynowych pochodnych daunorubicyny — morfolinowej,
pirolidinowej i piperydynowej nie rdznig si¢ istotniec (DAU/DOX top = 1,19 < tgos= 2,45;
DAU/PPD toy = 1,85 < tg05= 2,57 PPD/PMD top = 2,09 < t05= 2,78, PPD/MMD tgp = 2,75 <
to0s= 2,78, PPD/DOX top = 0,703 < togs= 2,57), a zatem podatno$¢ wszystkich badanych
zwiazkoéw na wptyw temperatury przy RH ~76,4% jest podobna.
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Tabela 44.

Parametry prostej In k; = f(1/T) oraz parametry termodynamiczne reakcji rozktadu daunorubicyny (DAU), dok-
sorubicyny (DOX), epidoksorubicyny (EDOX) oraz amidynowych pochodnych daunorubicyny - PMD, MMD i
PPD w fazie statej, RH = 76,4%

T [K] T 10° (k + AK) [s1] Parametry rownania Parametry termodynamiczne

In k; = f(1/T)

PPD
343 2,915 (0,76 £ 0,15) -10°®
353 2,833 (0,56 £ 0,06) -10° a=-21950 + 13232 E.=182,5 + 110,0 [kJ/mol]
363 2755 (5.68+0.51) -10° b=150,1+37,0 AH =180,0 + 112,5 [kJ/mol]”
373 2,681 (10,4 £0.9) 10° r=-0,9810 AS"=171,5 + 62,8 [J/(K-mol]

MMD
323 3,096 (1,03 £0,23) -10°
333 3,003 (2,37 £0,25) -10° a=-13316 + 4639 E.=110,7 £ 38,6 [kJ/mol]
343 2,915 (10,1 +£0,7) -10° b=29,6+13,7 AH? =135,2 + 35,1 [kJ/mol]”
353 2,833 (31,6 £ 8.7) 10° r=-0,9935 AS” = 149,3 +303,2 [J/(K-mol]”

PMD
343 2,915 (0,91£0,11)-10°
353 2,833 (427 +0,39) -10° a=-14647 + 4145 E.=121,8 + 34,5 [kJ/mol]
363 2,755 (13.8 £ 1,5) -10° b=313+11,6 AH"=119,3 £36,9 [kJ/mol]**
373 2,681 (29.943.1)-10° r=-0,9961 AS” =15,3 + 1485 [J/(K-mol]

DAU
333 3,003 (7,124 0,81)-10°"
343 2,915 (5,32+0,71) 10 a=-16581 + 3972 E.= 138,2 £ 33,5 [kJ/mol]
353 2,833 (2.26 % 0,38) -10° b=359+113 AH? =108,2 + 41,1 [kJ/mol]” )
363 2,755 (5.25 £ 1,95) -10° r=-0,9916 AS* = 1,13 + 130,61 [J/(K-mol]
373 2,681 (175 £ 0.2) 10°

DOX
353 2,833 (1,20 +0,10)-107
358 2,793 (1,87 £0,14) 107 a=-19804 + 5682 E.=164,7 + 47,2 [kJ/mol]
363 2755 (4,82 +0.39) 107 b=140,0+ 15,6 AH* =162,2 + 49,7 [kJ/mol]:
368 2,717 (118 +0.13) 10° r=-0,988 AS” = 87,5+ 114,8 [J/(K-mol]
873 | 2681 |(190+0,14)-10°

EDOX
333 3,003 (8,02 +1,28)-10°"
343 2,915 (6,79 = 0,93) -10° a=-16250+ 3823 E.= 135,1 £ 32,2 [kJ/mol]
353 2,833 (2,02 £ 0,30) -10°° b=351+10,9 AH: =133,2+32,5 [kJ/mol]:
363 2,755 (6,61 £ 0,59) -10° r=-0,992 AS” = 46,8 + 90,2 [J/(K-mol]
873 12881 | (1.80+0.24) 10"

* dla temperatury 298 K
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Rycina 74.

Potlogarytmiczne zaleznosci ki = f(1/T) reakcji rozktadu DAU, DOX, EDOX, MMD, PMD i PPD w fazie stalej,
RH ~76,4%.

Podsumowujac badania w fazie statej stwierdzono, ze:
— kinetyczny mechanizm rozktadu PPD zalezy od warunkéw przechowywania. W at-

mosferze powietrza o RH ~76,4% rozktad zachodzi zgodnie z modelem reakcji pierw-
szego rzedu wzgledem stezenia substratu, natomiast przy RH = 0% zgodnie z rowna-
niem reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu wzglgdem stgzenia substratu

— nie zaobserwowano réznic statystycznie istotnych we wpltywie temperatury na rozktad
daunorubicyny, doksorubicyny epidoksorubicyny oraz amidynowych pochodnych

daunorubicyny — morfolinowej, pirolidinowej i piperydynowe;j.
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6. WNIOSKI

1. N-[(piperydyno)metyleno]daunorubicyna (PPD) jest podatna na rozktad w roztworach
wodnych. Rozktad PPD w warunkach hydrolizy oraz pod wplywem $wiatta zachodzit

zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu.

2. W reakcji rozktadu PPD w roztworach wodnych wystepuje tylko wlasciwa kataliza kwa-
sowo-zasadowa, na ktora skladaja si¢ nastepujace reakcje: hydroliza protonowanych cza-
steczek PPD katalizowana jonami wodorowymi oraz hydroliza spontaniczna pod wptywem

wody, zalezna od tadunku substratu. PPD jest najbardziej trwata w zakresie pH od 3 do 4.

3. Po 24 h przechowywanych w temperaturze pokojowej roztworéw PPD w powszechnie
stosowanych roztworach do podania parenteralnego, nie stwierdzono zmian st¢zenia sub-
stratu w 5% Glucosum, Solutio Ringeri Lactate, 5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum
(2:1).

4. PPD jest zwiazkiem podatnym na rozklad pod wplywem $wiatta. Szybkos$¢ reakcji fotode-
gradacji zalezy od dtugosci fali promieniowania 1 jest wigksza w przypadku promieniowa-

nia o dlugosci fali 510 nm.

5. Kinetyczny mechanizm rozktadu PPD w fazie stalej zalezy od warunkow przechowywania
i zachodzil zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu w obecnosci podwyzszonej wil-
gotno$ci wzglednej powietrza lub zgodnie z modelem reakcji autokatalitycznej pierwszego
rz¢du przy RH = 0%.
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7. STRESZCZENIE

Celem badan byla ocena trwatosci N-[(piperydyno)metyleno]daunorubicyny w roztworach
wodnych i w fazie stalej. Badania w roztworach wodnych obejmowaty wtasciwa i ogdlna
katalizg kwasowo-zasadowa, trwato§¢ PPD w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach
do podania parenteralnego oraz rozktad pod wptywem $wiatta, natomiast w fazie statej, wy-
znaczenie kinetycznego mechanizmu rozktadu PPD w warunkach podwyzszonej temperatury
przy RH ~74,4% oraz 0%.

Do oceny zmian stezenia substratu zastosowano metod¢ HPLC, natomiast w przypadku
reakcji fotodegradacji — metod¢ UV-VIS. Zastosowane metody analityczne zostaly zwalido-
wane z uwzglednieniem nastgpujacych parametrow: selektywno$¢, liniowos¢, precyzja, gra-
nica wykrywalnos$ci i granica oznaczalnosci.

Badania trwatosci w roztworach wodnych wykonano w zakresie pH od 0,43 do 13,54 w
trzech lub czterech temperaturach. Badania w zakresie pH od 0,43 do ok. 5,5 prowadzono w
temperaturze 313 K, 325 K, 333K i1 343 K, natomiast powyzej pH 5,5 w temperaturze 303,
308 1 313 K. W roztworach wodorotlenku sodu badania przeprowadzono dodatkowo takze w
temperaturze 298 K. Rozktad PPD w roztworach wodnych zachodzil zgodnie z kinetyka re-
akcji pseudpierwszego rzedu wzgledem st¢zenia substratu 1 jest opisany nastgpujacym réwna-
niem:

Inci=1Incop—Kops - t

Analizujac wplyw calkowitego stezenia sktadnikow badanych buforéw — fosforanowych,
octanowego i boranowego, nie zaobserwowano rdznic statystycznie istotnych w szybkosci
reakcji ze zmiang st¢zenia buforu, a zatem nie wystgpowata w tym przypadku ogolna kataliza
kwasowo-zasadowa, czyli w catym zakresie pH kops = Ko

Na wiasciwa kataliz¢ kwasowo-zasadowa PPD skladaja si¢ podane ponizej reakcje czast-
kowe:

—  reakcja hydrolizy protonowanych czasteczek PPD pod wptywem jonow wodorowych

— reakcja hydrolizy spontanicznej pod wptywem wody, zalezna od tadunku substratu.
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Celem wyznaczenia katalitycznej statej szybkosci reakcji rozktadu protonowanych czaste-
czek PPD pod wptywem jonéw wodorowych, wykonano wykres ko = f(an+), ktérego nachy-
lenie odpowiada wartosci k; w danej temperaturze. Katalityczna stata szybkosci hydrolizy
spontanicznej monoaniondéw PPD wyznaczono jako warto$¢ srednia kpn z zakresu pH powy-
zej 12. Katalityczne state szybkos$ci ko i k3 wyznaczono z zaleznosci k’yn = f(f3), uwzglednia-
jac wartosci k’pn, w ktorym utamek stezenia formy £ + f3 > 1 (K’pn = Kon — (Kaap+f1 + Kafy).
Stwierdzono, ze w warunkach wlasciwej katalizy kwasowo-zasadowej PPD wykazuje naj-
wigksza trwato$¢ w zakresie pH od 3 do 4. Wyznaczone katalityczne state szybkosci reakcji
wykorzystano do wyznaczenia energii aktywacji oraz entalpii i entropii reakcji.

Badania trwatosci PPD w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach do podania pa-
renteralnego prowadzono w 13 roztworach w temperaturze pokojowej, w 7 roztworach w
temperaturze 2-8°C i w 11 roztworach w temperaturze -16°C. W badaniach tych jako trwale
okreslano te roztwory, w ktorych ubytek substratu nie przekraczat 10% warto$ci poczatkowe;.

Analizujac zmiany stezenia PPD podczas przechowywania w roztworach do podania pa-
renteralnego stwierdzono, ze:

— w temperaturze pokojowej, po 24 h przechowywania w 5% Glucosum, Solutio Ringeri
Lactate, 5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum (2:1) nie zaobserwowano ubytku
substratu, natomiast w tym samym czasie w 20% Injectio Glucosi, 5% Glucosum et
0,9% Natrium Chloratum (1:1), w ptynie fizjologicznym wieloelektrolitowym izoto-
nicznym i w Jonosterilu Basic z glukoza ubytek substratu po 24 godzinach nie prze-
kroczyt 10% wartosci poczatkowe;j

—  po 24 h przechowywania PPD w temperaturze 2-8°C nie stwierdzono zmian w zawar-
tosci substratu w nastgpujacych rozpuszczalnikach: Aqua pro injectione, 10% Injectio
Glucosi, 20% Injectio Glucosi i Solutio Ringeri

—  po 30 dniowym przechowywaniu w temperaturze -16°C, PPD nie zachowala wymaga-
nej zawarto$¢ w przypadku uzycia jako rozpuszczalnika Aqua pro injectione, 0,9%

Natrium Chloratum pro injectione i 10% Injectio Glucosi.

Roztwory wodne PPD sa podatne na rozktad pod wptywem $wiatta. Rozktad ten za-
chodzil zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu.
Stwierdzono, ze pochodna pipierydynowa daunorubicyny, podobnie jak wszystkie anty-
biotyki antracyklinowe, jest podatna na rozktad pod wptywem $wiatta i dlatego jej roz-

twory nalezy chroni¢ przed $wiatlem.
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Okreslono takze kinetyczny mechanizm rozktadu PPD w fazie statej, ktory zalezat od
warunkoéw przechowywania. Przy podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza, roz-
ktad PPD zachodzit zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia sub-
stratu, podczas gdy przy RH = 0%, zgodnie z modelem reakcji autokatalitycznej pierw-
szego rz¢du wzgledem stezenia substratu.

Uzyskane wyniki dla PPD poréwnano z wynikami uzyskanymi dla daunorubicyny
oraz innych jej metylenowych pochodnych.
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Stability of N-[(piperidine)methylene]daunorubicin (PPD)

in aqueous solutions and in solid state

Department of Pharmaceutical Chemistry

Poznan University of Medical Sciences, ul. Grunwaldzka 6, 60-780 Poznan

Summary

The aim of this study was to evaluate the stability of N-[(piperidine)methylene]daunorubicin
(PPD) in aqueous solutions and in solid state. Aqueous phase studies included specific and
general acid-base catalysis, stability of PPD in common infusion solutions and stability of
PPD solutions under the influence of light. Solid phase studies aimed at determining the ki-
netic mechanism of degradation of PPD in high temperature at RH ~ 74.4% and 0%.

An HPLC method was used to determine the changes in the concentration of PPD, while
a UV-VIS method was used for photodegradation studies. Both methods were validatedwith
regard selectivity, linearity, precision, limits of detection and quantitation.

Stability studies in aqueous solutions were performed in a pH range from 0.43 to 13.54 in
three or four temperatures. In the pH range from 0.43 to 5.5 studies were performed at 313 K,
325 K, 333 Kand 343 K, and in pH above 5,5 at 303 K, 308 K and 313 K. In the solutions of
sodium hydroxide, studies at 298 K were additionally performed. The degradation of PPD in
aqueous solutions was a pseudo-first-order reaction with respect to the substrate concentration

described by following equation:

Inci=1Incy—Kgps - t

Studies showed that the concentration of buffer components did not influence the reaction of
degradation speed. Therefore, no general acid-base catalysis occurred and in the entire pH
range Kobs = Kph.

The specific acid-base catalysis is formed by following partial reactions:

—  hydrolysis of the protonated molecules of PPD by hydrogen ions

—  spontaneous hydrolysis of PPD under the influence of water, depending on the sub-

strate charge.

The total rate of the reaction is equal to the sum of partial rates:

Kon = Kiap+f1 + Kofo + kafz + Kafs
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The catalytic rate constants k; were calculated from the plots kyy = f(an+), which are linear
with a positive slope that is equal to k;. The catalytic rate constants for the spontaneous hy-
drolysis of PPD monoanions were calculated as the mean values of kyy at pH above 12. The
catalytic rate constants k, and ks were calculated from the equation k’,4 = f(f3) using the k’py
value where the concentration of forms f + f3 > 1 (k’pn = Kpn - (Kian+f1 + Kafs)). PPD is the
most stable at pH 3 — 4. The catalytic rate constants were used to determine the energy of
activation, enthalpy and entropy of degradation of PPD.

Studies in common infusion solutions were performed in 13 solutions at room tempera-
ture, in 7 solutions at 2-8°C and in 11 solutions at -16°C. In this study those solutions in
which the loss of substrate concentration did not exceed 10% of the initial concentration were
defined as stable. It was found that:

— at room temperature after 24 hours there was no change in PPD concentration in 5%
Glucosum, Solutio Ringeri Lactate, 5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum (2:1),
whereas in 20% Injectio Glucosi, 5% Glucosum et 0,9% Natrium Chloratum (1:1),
isotonic multielectrolyte physiologic solution and Jonosteril Basic with glucose the
decrease of PPD concentration was not greater than 10%

— after 24 hours storage at 2-8°C there was no change in PPD concentration in Aqua pro
injectione, 10% Injectio Glucosi, 20% Injectio Glucosi and Solutio Ringeri

— after 30 days storage at -16°C PPD did not meet the stability requirements in the fol-
lowing solutions Aqua pro injectione, 0,9% Natrium Chloratum pro injectione and

10% Injectio Glucosi.

Aqueous solutions of PPD are susceptible to photodegradation. This process is the first-
order reaction with respect to the substrate concentration. PPD undergoes photodegradation
like all other daunorubicin derivatives and therefore its solutions should be protected from
light.

The kinetic mechanism of PPD degradation in solid state has also been established and it
depends on storage conditions. At RH ~76.4% it is a first-order reaction depending on the
substrate concentration, while at RH = 0% it is the first-order autocatalytic reaction depending
on the substrate concentration.

The so-obtained results have been compared with results for daunorubicin and its deriva-

tives.

7. Streszczenie 123



124  Mikotaj Piekarski: Trwatosé [(N-piperydyno)metyleno]daunorubicyny w roztworach wodnych i w fazie statej



8. PISMIENNICTWO

10.

11.

12.

13.

14.

Zero P., Niemyska M., Rasztawicka M., Maciejewska D.: Biul. Wydz. Farm. AMW, 2, 2005,
http://www.farm.amwaw.edu.pl/~axzimni/biuletyn/

Zajac M., Pawelczyk E., Jelinska A.: Chemia lekow — podrecznik dla studentow farmacji i farmaceutow
Wydawnictwo Uczelniane UMiKM, 2006, 552-583.

Gruber F., Zamolo G., Kastelan M., Massari L. P., Cabrijan L., Peharda V., Batinac T.:
Photocarcinogenesis-molecular mechanisms
Coll Antropol, 2007, 31 Suppl 1:101-106

Red. Kordek R.: Onkologia, wyd. 111, Via Medica, Gdansk 2007

Appel K. E., Fiirstenberger G., Hapke H.J., Hecker E., Hildebrandt A. G., Koransky W., Marks F., Neu-
mann H. G., Ohnesorge F.K., Schulte-Hermann R.: Chemical cancerogenesis: definitions of frequently
used terms

J Cancer Res Clin Oncol, 1990, 116:232-236

Marinescu I, Voiculetz N.: Information of genome sequences and molecular basis of cancer
Rev Roum Physiol, 1991, 28(1-2):45-49

Shortt J., Johnstone R. W.: Oncogenes in Cell Survival and Cell Death
Cold Spring Harb Perspect Biol, 2012, 1; 4(12)

Hu W., Feng Z., Levine A. J.: The Regulation of Multiple p53 Stress Responses Is Mediated through
MDM2
Genes & Cancer, 2012, 3(3-4): 199-208

Carr S. M., Munro S., La Thangue N. B.: Lysine methylation and the regulation of p53
Essays Biochem, 2012, 52:79-92

Sampieri K., Fodde R.: Cancer stem cells and metastasis
Semin Cancer Biol, 2012, 22(3):187-193

Visvader J. E., Lindeman G. J.: Cancer stem cells: current status and evolving complexities
Cell Stem Cell, 2012, 14, 10(6):717-728

Pitteri S., Hanash S.: A systems approach to the proteomic identification of novel cancer biomarkers,
Dis Markers, 2010, 28(4):233-239

Evans D. B.: Surgical oncology,
J Am Coll Surg, 2000, 190(2):215-226

Rosenzweig K. E., Amols H., Ling C. C.: New radiotherapy technologies,
Semin Surg Oncol, 2003, 21(3):190-195

125


http://www.farm.amwaw.edu.pl/~axzimni/biuletyn/

15. Regulska K., Stanisz B., Regulski M.: Indywidualizacja terapii przeciwnowotworowej; molekularne uwa-
runkowania mechanizmow dziatania nowoczesnych lekow onkologicznych,

Postepy Hig Med Dosw, 2012, 66:855-867

16. Malhotra V., Perry M. C.: Classical chemotherapy: mechanisms, toxicities and the therapeutic window,
Cancer Biol Ther, 2003, 2(4 Suppl 1):S2-4

17. Red. Janiec W., Kurpiniska J.: Farmakodynamika,
wyd. V, PZWL, Warszawa 2005

18. Lai D., Visser-Grieve S., Yang X.: Tumour suppressor genes in chemotherapeutic drug response,
Biosci. Rep, 2012, 32:361-374

19. Calcagno A. M., Fostel J. M., To K. K. W., Salcido C. D., Martin S. E., Chewning K. J., Chung-Pu W.,
Varticovski L., Bates S., Caplen N. J., Ambudkar S. V.: Single-step doxorubicin-selected cancer cells over-
express the ABCG2 drug transporter trough epigenetic changes,

Br J Cancer, 2008, 6:1515-1524

20. Davidovich S., Ben-lzhak O., Shapira M., Futerman B., Hershko D. D.: Over-expression of Skp2 is associ-
ated with resistance to preoperative doxorubicin-based chemotherapy in primary breast cancer, Breast
Cancer Res, 2008, 10:R63

21. Minotti G., Menna P., Salvatorelli E., Cairo G., Gianni L.: Anthracyclines: Molecular Advances an Phar-
macologic Developments in Antitumor Activity and Cardiotoxicity,
Pharmacol Rev, 2004, 56:185-229

22. Gewirtz D. A.: A critical evaluation of the mechanisms of action proposed for the antitumor effects of the
anthracycline antibiotics adriamycin and daunorubicin,
Biochem Pharmacol, 1999, 57:727-741

23. Miiller M., Cheneval D., Carafoli E.: Doxorubicin inhibits the phosphate-transport protein reconstituted in
liposomes. A study on the mechanism if the inhibition,
Eur J Biochem, 1984, 140:447-452

24. Bos A. M., de Vries E. G., Dombernovsky P., Aamdal S., Uges D. R., Schrijvers D., Wanders J., Roelvink
M. W., Hanauske A. R., Bortini S., Capriati A., Crea A. E., Vermorken J. B.: Pharmacokinetics of MEN-
10755, a novel anthracycline disaccharide analogue, in two phase | studies in adults with advanced solid
tumors,

Cancer Chemother Pharmacol, 2001, 48:361-369

25. Charakterystyki Produktow Leczniczych, Urzad Rejestracji Produktéw Leczniczych, Wyrobow Medycz-
nych i Produktéw Biobojczych, http://www.urpl.gov.pl/drugs

26. Simunek T., Stérba M., Popelova O., Adamcova M., Hrdina R., Gersl V.: ,, Anthracycline-induced
cardiotoxicity: Overview of studies examining the roles of oxidative stress and free cellular iron,
Pharm Reports, 2009, 61:154-171

27. Mordente A., Meucci E., Silvestrini A., Martorana G. E., Giardina B.: New developments in anthracycline-
induced cardiotoxicity,
Curr Med Chem, 2009, 16:1656-1672

28. Przybyszewski W. M., Widel M., Rzeszowska-Wolny J.: Kardiotoksyczne nastepstwa promieniowania
Jjonizujqcego i antracyklin,
Postepy Hig Med Dosw, 2006, 60:397-405

29. Perez E. A.:, Impact, mechanisms, and novel chemotherapy strategies for overcoming resistance t0
anthracyclines and taxanes in metastatic breast cancer”,
Breast Cancer Res Treat, 2009, 114:195-201

126 Mikotaj Piekarski: Trwatos¢ [(N-pirolidyno)metyleno]daunorubicyny w roztworach wodnych i w fazie statej


http://www.urpl.gov.pl/drugs

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

Wasowska M., Wietrzyk J., Opolski A., Oszczapowicz J., Oszczapowicz 1.: Effect of structural modifica-
tions of anthracyclines on the ability to overcome resistance of cancer cells,
Anticancer Res, 2006, 26:2009-2012

Gil J., Stembalska A., Pesz K. A., Sasiadek M. M.: Cancer stem cells: the theory and perspectives in can-
cer therapy,
J App Genet, 2008, 49(2):193-199

Baguley B. C.: Multiple Drug Resistance Mechanisms in Cancer,
Mol Biotechnol, 2010, 46:308-316

Fan E., Shi W., Lowary TL.: Synthesis of daunorubicin analogues containing truncated aromatic cores and
unnatural monosaccharide residues,
J Org Chem, 2007, 72:2917-2928

Gao Y., Priebe W., Wang A. H.-J.: Substitutions at C2’ of daunosamine in the anticancer drug
daunorubicin alter its DNA-binding sequence specificity,
Eur J Biochem, 1996, 240:331-335

Dutta R., Gao Y. G., Priebe W., Wang A. H.: Binding of the modified daunorubicin WP401 adjacent to a
T-G base pair induces the reverse Watson - Crick conformation: crystal structures of the WP401-TGGCCG
and WP401-CGG[br5C]CG complexes,

Nucleic Acid Res, 1998, 26:3001-3005

Tervino A. V. et al.: Enhanced topoisomerase 11 targeting by annamycin and related 4-demethoxy
anthracycline analogues,
Mol Cancer Ther, 2004, 3(11):1403-1410

Pawlowska J., Tarasiuk J., Borowski E., Wasowska M., Oszczapowicz 1., Wolf C. R.: The ability of new
formamidine sugar-modified derivatives of daunorubicin to stimulate free radical formation in three enzy-
matic systems: NADH dehydrogenase, NAPDH cytochrome P450 reductase and xanthine oxidase,

Acta Biochim Pol, 2000, 47:141-147

Wasowska M., Oszczapowicz 1., Wietrzyk J., Opolski A., Madej J., Dzimira S., Oszczapowicz J.: Influence
of the structure of new anthracycline antibiotics on their biological properties,
Anticancer Res, 2005, 25:2043-2048

Kik K., Studzian K., Wasowska-ELukawska M., Oszczapowicz 1., Szmigiero L.: Cytotoxicity and inhibitory
properties against topoisomerase Il of doxorubicin and its formamidine derivatives,
Acta Biochim Pol, 2009, 56:135-142

Hofmann P. A,, Israel M., Koseki Y., Laskin J., Gray J., Janik A., Sweatman T. W., Lothstein L.: N-
Benzyladriamycin-14-valerate (AD 198): A Non-Cardiotoxic Anthracycline That Is Cardioprotective
through PKC-¢ Activation,

JPET 2007, 323:658-664

Roaten J. B., Kazanietz M. G., Caloca M. J., Bertics P. J., Lothstein L., Parrill A. L., Israel M., Sweatman
T. W.: Interaction of the Novel Anthracycline Antitumor Agent N-Benzyladriamycin-14-valerate with the
C1-Regulatory Domain of Protein Kinase C: Structural Requirements, Isoform Specificity, and Correlation
with Drug Cytotoxicity,

Mol Cancer Ther, 2002, 1:483-492

Tevyashova A., Sztaricskai F., Batta G., Herczegh P., Jeney A.: Formation of squaric acid amides of
anthracycline antibiotics. Synthesis and cytotoxic properties,
Bioorg Med Chem Lett, 2004, 14:4783-4789

Sztaricskai F., Sum A., Roth E., Pelyvas I. F., Sandor S., Batta G., Herczegh P., Reményi J., Miklan Z.,
Hudecz F.: A new class of semisynthetic anthracycline glycoside antibiotics incorporating a squaric acid
moiety,

J Antibiot, 2005, 58:704-714

8. Pismiennictwo 127



44,

45,

46.

47.

48.

49,

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

Yoo B. I., Ahan K. B., Kang M. H.,, Moon D. C., Kwon O. S., Lee H. S., Ryu J. S.,, Kim T. Y., Song S.,
Chung Y. B.: HPLC Analysis and Pharmacokinetic Characteristics of 11-Hydroxyaclacinomycin X (ID-
6105), a Novel Anthracycline, in Rats and Beagle Dogs,

Biol Pharm Bull, 2005, 28:688-693

Case D. C.Jr., Ervin T. J., Boyd M. A, Bove L. G., Sonneborn H. L., Paul S. D.: Phase Il study of
aclarubicin in acute myeloblastic leukemia,
Am J Clin Oncol, 1987, 10:523-526

Mazzini S., Scaglioni L., Animati F., Mondelli R.: Interaction between double helix DNA fragments and
the new antitumor agent sabarubicin, Men 10755,
Bioorg Med Chem, 2010, 18:1497-1506

Sessa C., Valota O., Geroni C.: Ongoing phase I and Il studies of novel anthracyclines,
Cardiovasc Toxicol, 2007, 7:75-79

Bressan A., Nardelli F., Bellarosa D., Bigioni M., Curcuru G., Curatella B., Crea A., Maggi C. A., Manzini
S., Binaschi M.: Sabarubicin (MEN 10755)-induced apoptosis is independent from mtDNA in A2780 hu-
man ovarian tumor cells,

Anticancer Res, 2007, 27:4039-4046

Gonzalez-Paz O., Polizzi D., De Cesare M., Zunino F., Bigioni M., Maggi C. A., Manzini S., Pratesi G.:
Tissue distribution, antitumor activity and in vivo apoptosis induction by MEN10755 in nude mice,
Eur J Cancer, 2001, 37:431-437

Kurata T., Okamoto I., Tamura K., Fukuoka M.: Amrubicin for non-small-cell lung cancer and small-cell
lung cancer,
Invest New Drugs, 2007, 25:499-504

Ettinger D. S.: Amrubicin for the Treatment of Small Cell Lung Cancer: Does Effectiveness Cross the Pa-
cific?,
J Thorac Oncol, 2007, 2:160-165

Ettinger D. S., Jotte R., Lorigan P., Gupta V., Garbo L., Alemany C., Conkling P, Spigel D. R., Dudek A.
Z., Shah Ch., Salgia R., McNally R., Renschler M. F., Oliver J. W.: Phase 1l Study of Amrubicin As Se-
cond-Line Therapy in Patients With Platinum-Refractory Small-Cell Lung Cancer,

J Clin Oncol, 2010, 28:2598-2603

Carvalho H., Garrido L. M., Furlan R. L., Padilla G., Agnoletto M., Guecheva T., Henriques J. A., Saffi J.,
Menck C. F.: DNA damage induced by the anthracycline cosmomycin D in DNA repair-deficient cells,
Cancer Chemother Pharmacol, 2010, 65:989-994

Cirili M., Bachechi F., Ughetto G., Colonna F. P., Capobianco M. L.: Interactions between morpholinyl
anthracyclines and DNA,
J Mol Biol, 1993, 230:878-889

Nadas J., Sun D.: Anthracyclines as effective anticancer agents,
Expert Opin Drug Discov, 2006, 1:539-548

Zucchi R., Danesi R.: Cardiac toxicity of antineoplastic anthracyclines,
Curr Med Chem Anticancer Agents, 2003, 3:151-171

Huober J., Fett W., Nusch A., Neise M., Schmidt M., Wischnik A., Gerhardt S., Goehler T., Liick H. J.,
Rost A.: A multicentric observational trial of pegylated liposomal doxorubicin for metastatic breast cancer,
BMC Cancer, 2010, 10:2

Adamo V., Lorusso V., Rossello R., Adamo B., Ferraro G., Lorusso D., Condemi G., Priolo D., Di Lullo
L., Paglia A., Pisconti S., Scambia G., Ferrandina G.: Pegylated liposomal doxorubicin and gemcitabine in
the front-line treatment of recurrent/metastatic breast cancer: a multicentre phase Il study,

Br J Cancer, 2008, 98:1916-1921

128 Mikotaj Piekarski: Trwatos¢ [(N-pirolidyno)metyleno]daunorubicyny w roztworach wodnych i w fazie statej



59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

Chang D. K., Lin C. T., Wu C. H., Wu H. C.: A Novel Peptide Enhances Therapeutic Efficacy of Liposomal
Anti-Cancer Drugs in Mice Models of Human Lung Cancer,
PLoS ONE, 2009, 4:4171

Cheng C., Haouala A., Krueger T., Mithieux F., Perentes J. Y., Peters S., Decosterd L. A., Ris H. B.: Drug
uptake in a rodent sarcoma model after intravenous injection or isolated lung perfusion of free/liposomal
doxorubicin,

Interactive CardioVascular and Thoracic Surgery, 2009, 8:635-638

Mitrus 1., Sochanik A., Cichon T., Szala S.: Combination of combretastatin A4 phosphate and doxorubicin-
containing liposomes affects growth of B16-F10 tumors,
Acta Biochim Pol, 2009, 56:161-165

Veronese F. M., Schiavon O., Pasut G., Mendichi R., Andersson L., Tsirk A., Ford J., Wu G., Kneller S.,
Davies J., Duncan R.: PEG-doxorubicin conjugates: influence of polymer structure on drug release, in
vitro cytotoxicity, biodistribution, and antitumor activity,

Bioconjug Chem, 2005, 16:775-784

DiPaola R. S., Rinehart J., Nemunaitis J., Ebbinghaus S., Rubin E., Capanna T., Ciardella M., Doyle-
Lindrud S., Goodwin S., Fontaine M., Adams N., Williams A., Schwartz M., Winchell G., Wickersham K.,
Deutsch P., Yao S. L.: Characterization of a novel prostate-specific antigen-activated peptide-doxorubicin
conjugate in patients with prostate cancer,

J Cin Oncol, 2002, 20:1874-1879

Gibbs D. D., Pyle L., Allen M., Vaughan M., Webb A., Johnston S. R., Gore M. E.: A phase | dose-finding
study of combination of pegylated liposomal doxorubicin (Doxil), carboplatin and paclitaxel in ovarian
cancer,

Br J Cancer, 2002, 86:1379-138

Mavroudis D., Kouroussis Ch., Kakolyris S., Agelaki S., Kalbakis K., Androulakis N., Souglakos J.,
Samonis G., Georgoulias V.: Phase | study of paclitaxel (Taxol) and pegylated liposomal doxorubicin
(Caelyx) administrated every 2 weeks in patients with advanced solid tumors,

Oncology, 2002, 62:216-222

Piekarski M., Jeliniska A.: Anthracyclines still prove effective in anticancer therapy
Mini Rev Med Chem 2013, 13, 627-634 .

Sobczak A., Jelinska A., LeSniewska M., Firlej A., Oszczapowicz I.: Stability of epidoxorubicin in solid
state,
J Pharm Biomed Anal, 2011, 54:869-872

Gubernator J., Chwastek G., Korycinska M., Stasiuk M., Grynkiewicz G., Lewrick F., Siiss R., Kozubek
A.: The encapsulation of idarubicin within liposomes using the novel EDTA ion gradient method ensures
improved drug retention in vitro and in vivo,

J Control Release, 2010, 146:68-75

Nussbaumer S., Geiser L., Sadeghipour F., Hochstrasser D., Bonnabry P., Veuthey J. L., Fleury-Souverain
S.: Wipe sampling procedure coupled to LC-MS/MS analysis for the simultaneous determination of 10 cyto-
toxic drugs on different surfaces,

Anal Bioanal Chem, 2012, 402:2499-2509

Haneke A. C., Crawford J., Aszalos A.: Quantitation of daunorubicin, doxorubicin, and their aglycones by
ion-pair reversed-phase chromatography,
J Pharm Sci, 1981, 70:1112-1115

Maudens K. E., Stove C. P., Cocquyt V. F., Denys H., Lambert W. E.: Development and validation of a
liquid chromatographic method for the simultaneous determination of four anthracyclines and their respec-
tive 13-S-dihydro metabolites in plasma and saliva,

J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, 2009, 877:3907-3915

8. Pismiennictwo 129



72. Lachatre F., Marquet P., Ragot S., Gaulier J. M., Cardot P., Dupuy J. L.: Simultaneous determination of
four anthracyclines and three metabolites in human serum by liquid chromatography-electrospray mass
spectrometry,

J Chromatogr B Biomed Sci Appl, 2000, 738:281-291

73. Dodde W. 1., Maring J. G., Hendriks G., Wachters F. M., Groen H. J., de Vries E. G., Uges D. R.: Determi-
nation of epirubicin and its metabolite epirubicinol in saliva and plasma by HPLC,
Ther Drug Monit, 2003, 25:433-440

74. DiFrancesco R., Griggs J. J., Donnelly J., DiCenzo R.: Simultaneous analysis of cyclophosphamide, doxo-
rubicin and doxorubicinol by liquid chromatography coupled to tandem mass spectrometry,
J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, 2007, 852:545-553

75. Bermingham S., O'Connor R., Regan F., McMahon G. P.: Simultaneous determination of anthracyclines
and taxanes in human serum using online sample extraction coupled to high performance liquid chroma-
tography with UV detection,

J Sep Sci, 2010, 33:1571-1579

76. Ahmed S., Kishikawa N., Ohyama K., Maki T., Kurosaki H., Nakashima K., Kuroda N.: An ultrasensitive
and highly selective determination method for quinones by high-performance liquid chromatography with
photochemically initiated luminol chemiluminescence,

J Chromatogr A, 2009, 1216:3977-3984

77. Ricciarello R., Pichini S., Pacifici R., Altieri 1., Pellegrini M., Fattorossi A., Zuccaro P.: Simultaneous de-
termination of epirubicin, doxorubicin and their principal metabolites in human plasma by high-
performance liquid chromatography and electrochemical detection,

J Chromatogr B Biomed Sci Appl, 1998, 707:219-225

78. Maudens K. E., Stove C. P., Lambert W. E.: Quantitative liquid chromatographic analysis of
anthracyclines in biological fluids,
J Chromatogr B Analyt Technol Biomed Life Sci, 2011, 879:2471-2486

79. Singh S., Bakshi M.: Stress Tests to determine inherent stability of drugs,
Pharmaceutical Technology On-Line 2000, 1-14

80. Carstensen J.T., Rhodes C.T.: Drug Stability, principles and practices
Marcel Dekker, New York, 2000

81. Glass B.D., Novak C., Brown M.E.: The thermal and photostability of solid pharmaceuticals, a review
J Therm Anal Cal, 2004, 77, 1013-1036

82. ICH Harmonised Tripartite Guideline,
Stability Testing of New Drug Substances and Products, Q1A

83. Sedtak A.: Badania fotostabilnosci nowych substancyji,
Przemyst Farmaceutyczny 2009, 6, 72—73.

84. Mielcarek J., Grobelny P., Osmalek T.: Trwafosé¢ fotochemiczna substancji leczniczych i gotowych postaci
leku — temat coraz bardziej aktualny
Farm Pol, 2005, 61, 1058-1064

85.  Mielcarek J., Grobelny P., Osmatek T.: Trwalos¢ fotochemiczna substancji leczniczych i gotowych posta-
ci lekow. Cz. 2. Sposoby oceny fotowrazliwosci lekow i ochrony przed rozktadem.
Farm Pol, 2006, 62, 689-695

86. ICH Harmonised Tripartite Guideline,
Photostability Testing of New Drug Substances and Products, Q1B.

87. Lukawska M., Oszczapowicz 1., Jelinska A., Cielecka-Piontek J., Zajac M., Dobrowolski L., Zidtkowska
G., Zalewski P., Piekarski M., Krause A., Uszak J.: Development and Validation of RP-HPLC Method for

130 Mikotaj Piekarski: Trwatos¢ [(N-pirolidyno)metyleno]daunorubicyny w roztworach wodnych i w fazie statej



88.

89.

90.

91.

92.

93.

94,

95.

96.

Determination of Novel Derivatives of Daunorubicin,
Chem Anal, 2009, 54:907-917

Ocena jakosci substancji i produktow leczniczych, red. M. Zajac i A. Jelinska,
Wydawnictwo Naukowe UM im. K. Marcinkowskiego w Poznaniu, Poznan, 2010

Zalewski P., Jelinska A., Zajac M., Cielecka-Piontek J., Piekarski M., Mielcarek J., Krause A., Uszak J.,
Lukawska M., Oszczapowicz I.: Photostability of New Anticancer Agents,
J Pharm Res, 2010, 3:1700-1702

Cielecka-Piontek J., Jelinska A., Dothan A., Zalewski P., Burek D., Piekarski M., Krause A., Uszak J.,
Oszczapowicz 1., Lukawska M.: Stability of new anticancer agents in intravenous solutions
Asian J Chem, 2012, 24, 769-772

Beijnen J.H., van der Houwen O.A.,G., J., Voskuilen M.C.H., Underberg W.J.M.: Aspects of degradation
kinetics of daunorubicin in aqueous solutions
Int J Pharm, 1986, 31, 75-82

Jelinska A., Uszak J., Cielecka-Piontek J., Zajac M., Lamberti A., Oszczapowicz I., Lukawska M.:
Stability of [(N-pyrrolidine)methylene]daunorubicn in aqueous solutions
React Kinet Catal Lett, 2009, 98, 69-75

Zalewski P., Zajac M., Jeliniska A., Cielecka-Piontek J., Oszczapowicz I.: Stability study of anticancer
agent N-[(hexahydroazepin-1-yl)methyl]daunorubicin in aqueous solutions using HPLC method
Asian J Chem, 2011, 23, 835-838

Krause A., Jelinska A., Cielecka-Piontek J., Klawiter M., Zalewski P., Oszczapowicz 1., Wasowska M.:
Acid-base catalysis of N-[(morpholine)methylene]daunorubicin
Drug Dev Industr Pharm, 2012, 38, 1024-1028

Cielecka-Piontek J., Jelinska A., Zajac M., Sobczak M., Bartold A., Oszczapowicz I.: A comparison of the
stability of doxorubicin and daunorubicin in solid state
J Pharm Biomed Anal, 2009, 50, 576-579

Zalewski P., Jelinska A., Prusinowska P., Cielecka-Piontek J., Krause A., Oszczapowicz |.: Stability of
[(N-morpholine)methylene]daunorubicin hydrochloride in solid state
Acta Polon Pharm, 2011, 68, 759-763.

8. Pismiennictwo 131



