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1. Wstep

Zapewnienie odpowiedniej jakosci leku jest kluczowym warunkiem skutecznej i bezpiecznej
farmakoterapii. Z pojeciem jakosci substancji leczniczej nierozerwalnie wigze si¢ jej trwatos¢.
Na trwato$¢ leku moze wptywaé wiele czynnikow, zar6wno na etapie syntezy (zastosowane
rozpuszczalniki, kolejnos¢ dodawania poszczegdlnych sktadnikéw), jak rowniez w procesie
przygotowania formulacji farmaceutycznych oraz w trakcie ich przechowywania
(podwyzszona wilgotno$¢ i temperatura, pH roztworu). Dodatkowym wymogiem, zawartym
w Farmakopei Europejskiej 8.0 oraz w Farmakopei Polskiej X jest koniecznos$¢ spetniania
kryterium jatowosci dla lekow stosowanych pozajelitowo, lekow ocznych, lekow
stosowanych na rozlegle rany i oparzenia, jak rowniez w procesie przygotowania preparatow
zawierajacych antybiotyki. Ma to kluczowe znaczenie, zwlaszcza w leczeniu chorob
o etiologii bakteryjnej. Jalowos$¢ (sterylno$§¢) mozna okresli¢ jako nieobecno$¢ w danym
materiale drobnoustrojow (bakterii, grzybow, pierwotniakéw i wirusow) oraz ich form
przetrwalnikowych. W celu otrzymania jalowego produktu farmaceutycznego nalezy go
podda¢ procesowi sterylizacji. Nalezy jednak pamigtaé, ze nawet najlepiej przeprowadzona
sterylizacja nie doprowadzi do osiagnigcia calkowitej, stuprocentowej jalowosci.
Spowodowane jest tym, iz zmniejszanie liczby drobnoustrojéw zachodzi w sposob
wyktadniczy 1 nigdy nie osiggnie poziomu zerowego. Aby umozliwi¢ okreslenie jalowosci
danego materialu wprowadzono wspotczynnik zapewnienia sterylnosci SAL (Stearility
Assurance Level). Zgodnie z wytycznymi farmakopealnymi mozna przyjac, ze jalowy jest lek,
dla ktorego SAL < 107, tzn. na milion bakterii przed procesem sterylizacyjnym zachowata sig

jedna o ograniczonej zdolnos$ci rozwojowe;j [1,2].

Dobor odpowiedniej metody sterylizacji jest uwarunkowany przede wszystkim rodzajem
materialu, ktory ma by¢ wyjalawiany, tak aby nie zostat on zniszczony lub uszkodzony. Pod
uwage bierze si¢ rowniez koszt tego procesu oraz czas niezbgdny do uzyskania jalowego
produktu. W zalezno$ci od rodzaju czynnika wyjatawiajagcego mozna wyrdzni¢ nastgpujace

metody sterylizacji [2,3]:

s fizyczne
* zapomocg zimnej plazmy,

" 7za pomocg promieniowania,
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e jonizujacego,
¢ nadfioletowego,
= sterylizacja termiczna
e wyzarzenie 1 spalanie,
e wyjatawianie suchym goracym powietrzem,
e wyjatawianie nasycong parg wodng pod zwigkszonym ci$nieniem,
e wyjatlawianie przez ogrzewanie z dodatkiem substancji przeciwbakteryjnej,
% chemiczne
= zapomocg gazowego formaldehydu i tlenku etylenu,
* za pomocg roztworow aldehydu glutarowego i kwasu nadoctowego,
% mechaniczne
» saczenie filtracyjne gazow i cieczy,

= sterylizacja wysokim ci$nieniem.

Stosownie do wytycznych Europejskiej Agencji ds. Oceny Srodkéw Leczniczych (EMA -
European Agency for the Evaluate of Medicinal Products) metoda, ktora gwarantuje jatowos¢
lekow jest sterylizacja termiczna. Bioragc pod uwage rodzaj wyjatawianej formulacji stosuje
sie odpowiednio: pare wodng pod ci$nieniem w temperaturze 121°C przez 15 minut (dla
roztworéw wodnych) lub suche gorace powietrze w temperaturze 160°C przez 160 minut
(preparaty niewodne, potwodne 1 stale). Niektore substancje lecznicze, pomocnicze oraz
postacie leku wykazuja labilno$¢ w warunkach podwyzszonej wilgotnosci 1 temperatury.
W takim przypadku niezbedne jest zastosowanie innej metody wyjatawiania [3]. Zgodnie

z wytycznymi EMA (CPMP/QWP/054/98) mozna wykorzystac:

e nasycong par¢ wodng w temperaturze 121°C przez 8 minut, jezeli zostanie
zapewniony poziom SAL < 10°,

e suche gorgce powietrze w innych warunkach temperaturowych i czasowych, jezeli
zostanie zapewniony poziom SAL < 10°®,

e sterylizacje radiacyjna,

e sterylizacje sagczeniows,

e aseptyczny proces wytwarzania lub polaczenie dwoch metod.
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Do 2001 roku powszechna metoda wyjalawiania materialdow termolabilnych bylo
wykorzystanie tlenku etylenu. Wykazano jednak, ze jest on niezwykle reaktywny, oddziatuje
ze sktadnikami tworzacymi struktury komorkowe (kwasy nukleinowe, biatka), przez co moze
wykazywa¢ cytotoksycznos¢, mutagennos¢ i1 kancerogennos$¢. Obecnie dopuszcza si¢
zastosowanie tlenku etylenu jedynie wtedy kiedy nie jest dostgpna inna metoda i gdy jego

pozostalo$¢ w wyjatawianym produkcie nie przekracza 1 ppm [3].

Wobec ograniczenia stosowania tlenku etylenu konieczne stalo si¢ poszukiwanie
I zwalidowanie alternatywnych, niskotemperaturowych metod sterylizacyjnych. Wykazano
skutecznos¢ dwoch metod: sgczenia przez sgczki membranowe o odpowiedniej $rednicy
porow oraz radiacyjnej. Metoda saczeniowa moze by¢ wykorzystana wytacznie dla lekow
w postaci roztworéw. Ponadto, w skali przemystowej cechuje si¢ ona niska wydajnoscia
I wysokimi kosztami. Wobec powyzszych ograniczen metoda z wyboru przy wyjatawianiu
termolabilnych materiatow (substancji leczniczych, formulacji farmaceutycznych i wyrobow

medycznych) jest zastosowanie promieniowania jonizujacego.

Podstawa sterylizacji radiacyjnej jest wykorzystanie promieniowania gamma, beta lub wiazki
wysokoenergetycznych elektrondéw z akceleratora. Promieniowanie uszkadza materiat
genetyczny oraz bialka drobnoustrojéw, doprowadzajac w rezultacie do zahamowania ich
aktywnos$ci zyciowe] 1 S$mierci. Wyr6zni¢ mozna dwa mechanizmy oddziatywania
promieniowania na komorki mikroorganizmow: bezposredni 1 posredni. Bezposredni
mechanizm polega na wybiciu elektrondw z makroczastek komorkowych 1 powstaniu
wolnych rodnikow. Posrednio powstaja natomiast wysoce reaktywne produkty radiolizy

wody, ktore zapoczatkowuja reakcje prowadzace do $mierci komorki [4].

Fundamentem, ktory dat podstawy do dalszych prac w dziedzinie sterylizacji radiacyjnej byto
odkrycie w 1895 roku promieni X przez Roentgena. Odkrycie promieniotworczosci w 1896
roku oraz elektronu w 1897 roku, staty si¢ kolejnymi kamieniami milowymi zwiastujacymi

poczatek okresu zwanego ,,zlotym wiekiem” fizyki [5].

Prekursorka radiacyjnej metody wyjatawiana byla Maria Sklodowska-Curie. Uczona
spostrzegta, ze woda obecna w roztworach radu pod wplywem promieniowania o rozpada si¢
na tlen 1 wodor. Proces ten, przez analogie do elektrolizy, zostal nazwany radiolizag. W 1929

roku Maria Sktodowska-Curie w biuletynie francuskiej Akademii Nauk przedstawita artykut
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pt. “Sur [’étude des courbes de probabilité relatives a [’action des rayons X sur les bacilles”,
w ktérym zaprezentowata wyniki badan na temat wptywu promieniowania rentgenowskiego
na bakterie. Byla to pierwsza praca na temat sterylizacji radiacyjnej. Curie zwracata uwage na
mozliwos¢ biobojczego dziatania promieniowania. Uczona przedstawita takze iloSciowg

zalezno$¢ miedzy dawka promieniowania a przezyciem bakterii [6]:
N= N, e*P

gdzie:

N - liczba bakterii, ktore przetrwaty naswietlanie
N, - poczatkowa liczba bakterii

D - dawka promieniowania

k - odporno$¢ bakterii

W kolejnych latach, wraz z wprowadzeniem i upowszechnieniem si¢ jednorazowego sprzetu
medycznego idea wykorzystania sterylizacji radiacyjnej zyskata na znaczeniu. W tym czasie
opracowano szereg usprawnien, ktore w poOzniejszym okresie umozliwily zastosowanie
wyjatawiania za pomocg promieniowania na skale przemystowa. Na uwage zastuguja prace
Van de Graaffa, Alvareza i Charlesa Artandi. Uczeni poszukiwali zar6wno nowych rozwigzan

technologicznych, jak rowniez zrédet promieniowania [5].

Jako zrodta promieniowania stosuje si¢ glownie radioizotopy oraz w mniejszym stopniu
akceleratory elektronow. Niezwykle istotnym wydarzeniem w opracowaniu metod
pozwalajagcych na uzyskiwanie izotopow promieniotworczych bylo skonstruowanie przez
Ernesta O. Lawrence w 1931 roku pierwszego cyklotronu. Komora prézniowa mierzyta 11,5
cm 1 osiggano w niej przyspieszenie protonéow rzedu 80000 eV. W kolejnych latach
konstrukcja cyklotronéw byla udoskonalana, dzigki czemu mozliwe bylo uzyskiwanie
wiekszych przyspieszen protondw 1 otrzymywanie radioizotopow. W 1939 roku Ernest O.

Lawrence otrzymat za swoje prace nagrode Nobla w dziedzinie fizyki [7].

Najczeséciej w procesie wyjatawiania stosuje si¢ promieniowanie vy, ktorego zrodtem jest *°Co
i ¥'Cs. Izotopy te charakteryzuja si¢ wysoka energig promieniowania i posiadajg dtugi okres

poltrwania. Zastosowanie **’Cs zostalo jednak ograniczone. Izotop *°Co ulega rozpadowi do
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stabilnego izotopu niklu (*°Ni), z emisja ujemnej czasteczki p. Powstaty nikiel wystepuje
w stanie wzbudzonym, emituje dwa fotony i w ten sposob osigga stan stabilizacji (Rycina 1).

60
27CO

B{89.8%) .313
2(12%) 1486
re Y,(99.8%)
1173

Y>(100%)1.332

60

26N

Ryc. 1. Schemat rozpadu radionuklidu ®Co [7].

Obecnie wyjatawianie za pomoca promieniowania jest powszechnie stosowane zaréwno przy

produkcji lekow i wyrobow medycznych, jak rowniez w innych gat¢ziach przemysthu.

Jednostka powszechnie uzywang w sterylizacji radiacyjnej do okreslania dawki pochtonigtej
jest grej (Gy). Jest on rowny absorpcji energii jednego dzula (J) przez mase 1 kilograma
materii. Zazwyczaj do wyjalawiania stosuje si¢ promieniowanie w dawkach 25000 Gy (25
kGy) do 50000 Gy (50 kGy) [8,9,10].

Obowigzujace obecnie normy dotyczace sterylizacji radiacyjnej zawarte sa w dwoch

dokumentach:

e Norma Europejska EN 552 - dopuszcza ona wykorzystanie promieniowania gamma
(y) oraz wiazki wysokoenergetycznych elektronow z akceleratora (e-beam) o energii <
10 MeV w dawce minimalnej 25 kGy, ktora zapewnia SAL < 107 [11],

e Norma Mig¢dzynarodowa ANSI/AAMI/ISO 11137:2006 - dopuszcza ona zastosowanie
promieniowania gamma (y), wiagzki wysokoenergetycznych elektronow z akceleratora
(e-beam) oraz promieniowania X w roznych dawkach, w zaleznosci od rodzaju
1 poziomu wyjsciowego zanieczyszczenia mikrobiologicznego oraz od docelowego

poziomu zapewnienia jatowosci [12].

Sterylizacja radiacyjna posiada liczne zalety, co przyczynia si¢ do wzrostu powszechnosci jej

stosowania w Europie i na $wiecie [13,14]. Nalezg do nich gtéwnie:
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e mozliwo$¢ przeprowadzenia procesu w dowolnej temperaturze,

e niezawodno$¢ 1 oddziatywanie na wszystkie rodzaje drobnoustrojow,
e szybkos¢ procesu,

e powtarzalno$¢ procesu,

e latwo$¢ penetracji gltebinowe;,

e Dbrak pozostato$ci po napromieniowaniu,

e mozliwo$¢ sterylizacji w dowolnym opakowaniu,

e zmniejszenie ryzyka wtornej kontaminacji produktu,

e ltatwo$¢ monitorowania i kontrolowania procesu,

e male ryzyko wtornej kontaminacji produktu.

Gléwnym ograniczeniem sterylizacji radiacyjnej jest mozliwo$¢ uszkodzenia fizycznego lub
chemicznego wyjatawianego materiatu. Do najczgstszych zmian zachodzacych pod wplywem
promieniowania nalezy powstawanie wolnych rodnikow, ktore mogag inicjowaé reakcje
dlugotancuchowe, prowadzace do trwatych produktéw rozktadu, w tym izomerow optycznych
czy strukturalnych. Na zmiany te szczegdlnie podatne sa wodne roztwory lekow, gdyz
powstajace produkty radiolizy wody (m.in. H,O™, ‘'OH, H30", H', Hy, €, €¢q) przyspieszaja
rozktad substancji leczniczych. Preferuje si¢ zatem sterylizacj¢ radiacyjng lekéw w stanie
statym [15-18]. Do najczgsciej zachodzacych pod wplywem promieniowania zmian w tym
stanie skupienia zalicza si¢: zmian¢ zabarwienia, powstawanie defektow w sieci krystalicznej,
zmian¢ postaci polimorficznej, zmian¢ skrecalno$ci optycznej, obniZenie temperatury
topnienia, powstanie produktow radiolizy (w tym wolnych rodnikoéw). Zmiany wtasciwosci
fizykochemicznych moga przektada¢ si¢ niekorzystnie na aktywno$¢ farmakologiczng oraz
toksyczno§¢ leku. Charakter obserwowanych zmian wuzalezniony jest od struktury
wyjatawianego materiatu, postaci farmaceutycznej, zaabsorbowanej dawki 1 rodzaju
promieniowania [9,15,16,18]. W tabeli 1 zestawiono przykladowe zmiany zachodzgce

w lekach sterylizowanych radiacyjnie.
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Tabela 1. Przyktady zmian obserwowanych w lekach sterylizowanych radiacyjnie

Obserwowane zmiany Substancja lecznicza Pismiennictwo

Degradacja pierscienia 3-laktamowego, utrata
wody krystalizacyjnej, spadek aktywnosci cefiksym [19]
mikrobiologicznej

sulbaktam sodowy [20]
Powstawanie wolnych rodnikow cefoperazon [21]
cefotetan [22]

cefpodoksym proksetylu,
norfloksacyna,

Zmiana zabarwienia . [23]

gatifloksacyna,

sparfloksacyna
ketoprofen [24]

Obnizenie temperatury topnienia

kodeina, pilokarpina [25]
Utlenienie ketoprofen [24]
Racemizacja alanina [26]

Wobec ograniczen sterylizacji radiacyjnej konieczne jest przeprowadzenie badan trwatosci
dla kazdego leku poddanego dzialaniu promieniowania. W tym celu nalezy podda¢ lek
dziataniu promieniowania w standardowej dawce 25 kGy [1,2,11], okres$li¢ czy osiagnigty
zostal zamierzony poziom czysto$ci mikrobiologicznej, a nastgpnie za pomocg odpowiednich
metod analitycznych  porowna¢ jego wlasciwosci  fizykochemiczne z  lekiem
nienapromieniowanym. Dzialanie takie pozwala oceni¢ tak zwang trwalo$¢ radiochemiczng
leku. W przypadku antybiotykdw przeprowadza si¢ takze badanie aktywnosci
mikrobiologicznej, gdyz powstajace pod wplywem promieniowania produkty rozktadu nie
wykazujg dzialania farmakologicznego, a ponadto moga by¢ przyczyng dzialan
niepozadanych [19]. W badaniach trwatosci lekoéw sterylizowanych radiacyjnie oprocz
standardowej dawki 25 kGy, wykorzystuje si¢ rowniez znacznie wyzsze dawki
promieniowania [11, 24,27-31]. Dzi¢ki takiemu dziataniu intensyfikacji ulegaja wszystkie
zmiany zachodzace w leku, co umozliwia identyfikacje produktow jego rozktadu oraz

okreslenie mechanizmu zachodzacych przemian.
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2. Czes¢ teoretyczna

2.1. Historia odkrycia antybiotykéw cefalosporynowych [32-35]

Infekcje bakteryjne towarzyszyly ludzkosci od zarania dziejéw. Wobec nieznajomosci
etiologii choréb zakaznych, nieswiadomosci istnienia patogendw oraz braku skutecznych
metod leczenia, wielkic epidemie dziesigtkowaty ludno$¢ Europy i $wiata. Czynnikami
sprzyjajacymi rozprzestrzenianiu si¢ patogenow byly tez liczne wojny toczace si¢ na
przestrzeni wiekow oraz fatalne warunki sanitarne. Kamieniem milowym w historii walki
z infekcjami wywotanymi przez drobnoustroje byto skonstruowanie pierwszych mikroskopow
przez Roberta Hookea i Antoniego van Leeuwenhoeka w XVII wieku. W XIX i XX wieku
dokonano szeregu odkry¢é w dziedzinach chemii organicznej, mikrobiologii, fizjologii
I patofizjologii. Korzystajac ze zdobyczy tych nauk opracowano wiele substancji, ktore moga
by¢ wykorzystane w leczeniu chorob zakaznych. Przetomem w walce z drobnoustrojami byto
odkrycie pierwszego antybiotyku — penicyliny przez Fleminga w 1928 roku, za co w 1945
roku zostat uhonorowany nagroda Nobla. W tym samym roku wioski mikrobiolog Giuseppe
Brotzu odkrylt szczep grzyba, ktory hamowatl rozwoj Salmonella typhi, Salmonella paratyphi
B, Yersinia pestis, Brucella melitensis, Vibrio cholerae i Staphylococcus aureus. Dziatanie
pierwszej cefalosporyny (od nazwy grzyba Cephalosporinum acremonium) bylo jednak
stosunkowo stabe 1 nie wigzano wielkich nadziei z tym lekiem. W 1948 roku dzigki
wspotpracy Brotzu z uczonymi brytyjskimi wyizolowano cefalosporyng P - pierwsza
substancj¢, ktora mogta by¢ wyodrebniona w rozpuszczalniku organicznym, podobnie jak
penicylina. Byta ona jednak aktywna tylko w stosunku do niektorych bakterii Gram-dodatnich
i nie wyjasniata dzialania klinicznego opisanego przez Brotza. W kolejnych latach udato si¢
wyizolowac cefalosporyng N (przemianowang potem na penicyling N) oraz cefalosporyng C.
W 1961 roku odkryto strukture chemiczng cefalosporyn i stwierdzono, ze jest ona podobna do
budowy penicylin. Obecnie cefalosporyny otrzymywane sg na drodze chemicznej modyfikacji
kwasu 7-aminocefalosporanowego. Zwigzek ten pozyskuje si¢ dzialajgc na cefalosporyne C
chlorkiem nitrozylu co prowadzi do uzyskania iminolaktonu, ktory nastepnie hydrolizuje do

kwasu 7-aminocefalosporanowego (Rycina 2).
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Ryc. 2. Schemat przemiany cefalosporyny C do kwasu 7-aminocefalosporanowego.

W 1962 roku do lecznictwa wprowadzono pierwszy antybiotyk z grupy cefalosporyn-
cefalorydyng. Lek ten charakteryzowat si¢ duzg nefrotoksycznoscia, dlatego nie jest obecnie

stosowany.

2.2. Budowa chemiczna i podzial cefalosporyn [36, 37]
2.2.1. Budowa cefalosporyn

Cefalosporyny, podobnie jak penicyliny, zawierajag czterocztonowy uktad PB-laktamowy.
Elementem charakterystycznym cefalosporyn jest szeSciocztonowy uktad dihydrotiazynowy,
odrézniajacy je od penicylin, ktore posiadaja pigciocztonowy uklad tiazolidynowy.
Cefalosporyny sg pochodnymi A,-cefemu (Rycina 3) - uktad ten jest potgczeniem
B-laktamowo-tiazynowym (4-cztonowy pierécien B-laktamowy polaczony z 6-czlonowym
pier$cieniem dihydrotiazynowym). Ogélny wzor pochodnych cefemu zostat przedstawiony na

rycinie 4.

g M
| 1

. Ryc. 3. A,-cefem (4-tia-1-azabicyklo-[4.2.0.]-oktan-8-on).
B
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Najistotniejszym dla aktywnos$ci bakteriobojczej elementem budowy chemicznej cefalosporyn
jest wigzanie B-laktamowe. Wigzanie to podatne jest na rozktad pod wptywem czynnikow
fizykochemicznych (podwyzszona temperatura, wilgotno$¢ wzgledna powietrza, obecnos¢
kwasow 1 zasad, czynniki utleniajgce) oraz B-laktamaz. Produkty rozkiadu sg nieaktywne
farmakologicznie, moga by¢ tez przyczyng dziatan niepozadanych i wykazywac dziatanie
toksyczne. Poprzez dobdr odpowiednich podstawnikow otrzymano liczne pochodne

cefalosporyn. W lecznictwie wykorzystuje si¢ wytgcznie cefalosporyny potsyntetyczne.

0
0
)\\N“
Xy

Ryc. 4. Ogoélny wzor pochodnych cefemu.

Budowa chemiczna cefalosporyn ma wpltyw na ich aktywnos¢, trwato$¢ 1 biodostepnosc.

Wykazano kluczowe znaczenie nastepujacych podstawnikow oraz wigzan chemicznych:

e podstawnik X; w pozycji C7 odpowiedzialny jest za dziatanie bakteriobojcze, a takze
warunkuje spektrum dziatania i oporno$¢ na dziatanie pB-laktamaz,

e podstawnik X, w pozycji C3 wptywa na farmakokinetyke oraz trwato$¢ metaboliczna,

e podstawnik Xs (grupa —OCH3) chroni wigzanie B-laktamowe przed dziataniem
B-laktamaz,

e podstawnik X, zwigksza lipofilowos¢ zwigzku, co skutkuje poprawa biodostgpnosci
leku, estry odpowiednich cefalosporyn stanowia pro-leki,

e podwojne wigzanie miedzy C2 i C3 wraz z podstawnikiem X, indukuje wigzanie

B-laktamowe.
Do cefalosporyn zalicza si¢ rowniez:

e karbacefemy — w pozycji C5 posiadajg atom wegla,

e oksacefemy — w pozycji C5 posiadajg atom tlenu.
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2.2.2. Podziat cefalosporyn [36-43]

Cefalosporyny sg bardzo liczng grupg lekow 1 dlatego zostaty podzielone na 5 generacji. Jako
kryteria podziatu przyjeto:

e zakres aktywnosci bakteriobojczej w stosunku do bakterii Gram-dodatnich, Gram-
ujemnych, szczepéw nalezacych do rodzajow Pseudomonas, Proteus oraz
beztlenowcoéw Gram-ujemnych typu Bacteroides,

e Oporno$¢ na dziatanie B-laktamaz,

e stopien przenikania do ptynu mézgowo-rdzeniowego.

Antybiotyki cefalosporynowe sa powszechnie stosowane w farmakoterapii licznych infekcji o
etiologii bakteryjnej (np. infekcje tkanek miegkkich, zapalenie opon mézgowych, zapalenie
ptuc). Posiadajg one szerokie spektrum aktywnoS$ci przeciwbakteryjnej, a ponadto cechujg si¢
niskg toksycznoscig. W celu zapewnienia racjonalnego wykorzystania cefalosporyn konieczna

jest znajomos$¢ roznic pomigdzy poszczegdlnymi generacjami tej grupy lekow.
2.2.2.1. | generacja

Antybiotyki nalezagce do I generacji cefalosporyn (Tabela 2) charakteryzuja si¢ duza
aktywnoscig bakteriobdjcza w stosunku do bakterii Gram-dodatnich. Ich dziatanie na szczepy
Gram-ujemne jest stosunkowo stabe. Cefalosporyny I generacji sa rdwniez nieskuteczne
w leczeniu zakazen wywotanych przez: enterokoki, metycylinooporny S. aureus, a takze

S. epidermidis.
Do I generacji cefalosporyn zaliczy¢ mozna:

° cefalotyne,
o cefapiryng,
° cefazoling,
o cefacetryl,

. cefaleksyne,
. cefradyne,

° cefadroksyl,

o cefalorydyne.

Garbacki P.: ,, Wpbw sterylizacji radiacyjnej na trwatos¢ wybranych cefalosporyn”™



17

Aktywnos¢ tej generacji cefalosporyn jest bardzo silnie zwigzana z ich budowa chemiczng.
Kluczowe znaczenie ma obecno$¢ grupy hydroksylowej w pozycji 4’ pierScienia
aromatycznego w lancuchu bocznym. Ugrupowanie to korzystnie wplywa na parametry

farmakokinetyczne i trwato$¢ leku.

Cefalosporyny I generacji sg aktywne wobec szczepow gronkowcoOw penicylinoopornych, sa
wrazliwe na dziatanie B-laktamaz oraz stabo przenikaja do ptynu moézgowo-rdzeniowego.
Wskazaniami do zastosowania lekow z tej grupy sa migdzy innymi: zakazenia pateczkami
zapalenia phuc, infekcje drog moczowych i oddechowych, niektére zakazenia skory i tkanek

miegkkich. Niekiedy stosuje si¢ je rOwniez w skojarzeniu z gentamycyna.

Tabela 2. Cefalosporyny | generacji

CooH

=
j%%

R HN 57
Nazwa antybiotyku -R -X
D\\
S CO-CH,
N w SCH.,- /
Cefapiryna -0
L CH— N/N\ CHs
. Voo )—5
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I

e D

Cefaleksyna H
MH-
HO N
e D
Cefadroksyl H
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D

Cefradyna H
MHo
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2.2.2.2. 1l generacja

Cefalosporyny Il generacji (Tabela 3) charakteryzuja si¢ wigksza aktywnoScig
przeciwbakteryjna w stosunku do bakterii Gram-ujemnych niz cefalosporyny | generacji.
Niektore z nich dziataja rowniez na Bacteroides fragilis. Do generacji tej zalicza si¢ takze

tzw. cefamycyny — zawieraja one grupe OCH;3 w pozycji C7.

Do Il generacji cefalosporyn zalicza sig¢:

° cefamandol,
o cefuroksym,
° cefotiam,

o ceforanid,

o cefmetazol,

o cefoksytyne,

o cefotetan,
o cefaklor,

o cefprozil,
o lorakarbef.

Dla aktywnosci przeciwbakteryjnej tej grupy cefalosporyn w stosunku do szczepow Gram-
ujemnych istotny jest podstawnik N-metylotetrazolotiometylowy w pozycji 3. Jest on
odpowiedzialny za wzrost skutecznos$ci oraz hamowanie procesu metabolizmu lekow tej
grupy. Z jego obecno$cig zwigzane jest rowniez zahamowanie aktywnosci dehydrogenazy
alkoholowej, czego nastepstwem jest tzw. reakcja disulfiramowa. Podstawniki
metoksyiminowy oraz furylometylowy stabilizujg wigzanie B-laktamowe i chronig je przed
dziataniem B-laktamaz. Podobng funkcje pelni ugrupowanie alkoksyiminowe w podstawniku
C7 lub grupa metoksylowa w pozycji 7a. Wzrost aktywno$¢ wobec Staphylococcus spp.
uwarunkowana jest obecno$cig podstawnika tiofenometylowego, natomiast podstawnik
karbamoilooksymetylowy ogranicza metabolizm tej grupy lekow.

Cefalosporyny II ze wzgledu na szerokie spektrum aktywno$ci przeciwbakteryjnej sa
powszechnie stosowane w farmakoterapii. Wykorzystuje si¢ je w leczeniu infekcji drog
z6tciowych, ukladu moczowo-piciowego i oddechowego. Wskazaniami do zastosowania
mogg by¢ rowniez: zapalenie wsierdzia, Stany zapalne kosSci czy rzezgczka oporna na
penicyling. Stosuje si¢ je takze u osOb z nadwrazliwoscia na aminopenicyliny oraz w

zakazeniach pooperacyjnych spowodowanych bakteriami Gram-ujemnymi.
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Tabela 3. Cefalosporyny Il generacji
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2.2.2.3. 1l generacja

1l generacja (Tabela 4) stanowi najliczniejszg, najczeSciej stosowang 1 najbardziej
zréznicowang pod wzgledem aktywnos$ci bakteriobdjczej 1 wlasciwosci farmakokinetycznych
grupe cefalosporyn. Antybiotyki nalezace do tej grupy sa skuteczniejsze w zakazeniach
szczepami nalezgcymi do Enterobacteriacae cefalosporyny | generacji. Niektore wykazuja

réwniez aktywnos$¢ wobec Pseudomonas aeruginosa.

Do III generacji cefalosporyn zalicza sig:

° cefoperazon,
o cefotaksym,
. ceftriakson,

o ceftazydym,
. cefsulodyne,

o ceftizoksym,
o latamoksef,
. flomoksef,

. cefiksym,

° ceftibuten,

o cefpodoksym proksetylu,
o cefetamet piwoksylu,
o ceftiofur sodowy.

Podobnie jak ma to miejsce w I 1 II generacji, rowniez w tej grupie antybiotykow wystepuje
zalezno$¢ miedzy budowa chemiczng a dziataniem. Cefalosporyny posiadajace ugrupowanie
alkoksyiminowe w pozycji syn w podstawniku acylowym przy atomie wegla C7 wykazuja
znaczgcg opornos¢ na dziatanie P-laktamaz. Na profil aktywnosci przeciwbakteryjnej
ceftazydymu wptywa podstawnik karboksypropylowy, potagczony z ugrupowaniem iminowym
w taficuchu bocznym. W przypadku cefsulodyny kluczowy jest natomiast podstawnik
sulfonowy. Powoduje on wzrost polarnos$ci czasteczki 1 ulatwienie penetracji, gtownie
u bakterii Pseudomonas. Do III generacji cefalosporyn zalicza si¢ tez ureidocefalosporyny

(np. cefoperazon). Za wzrost aktywno$ci w stosunku do szczepow bakterii Gram-dodatnich,

Garbacki P.: ,, Wpbw sterylizacji radiacyjnej na trwatos¢ wybranych cefalosporyn”™



21

Enterobacteriaceae oraz P. aeruginosa odpowiada podstawnik 2,3-diketopiperazynowy. Laficuch

ureidowy nie przyczynia si¢ jednak do wytworzenia opornos$ci na [3-laktamazy.

Dzigki duzej aktywnosci przeciwbakteryjnej, dobrej przenikalnosci do ptynu moézgowo-
rdzeniowego oraz znacznej oporno$ci na dzialanie B-laktmaz, cefalosporyny III generacji sa
szeroko stosowane w praktyce klinicznej. Wskazaniami do zastosowania antybiotykow tej
grupy s3 migdzy innymi: zakazenia uktadu moczowego, pokarmowego, oddechowego,
zapalenie opon mozgowo-rdzeniowego, kosci, stawdw, rzezaczka. Ponadto wykorzystuje si¢
je w farmakoterapii zakazen szpitalnych wywotanych bakteriami Gram-ujemnymi i mieszang

florg bakteryjna.

Tabela 4. Cefalosporyny Il generacji
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2.2.2.4. IV generacja

Cefalosporyny IV generacji (Tabela 5) wykazuja szersze spektrum aktywno$ci przeciwko

drobnoustrojom Gram-ujemnym, niz antybiotyki III generacji. Ponadto cechuja si¢ one

wigkszg opornoscig na dziatanie 3-laktamaz.

Do cefalosporyn IV generacji naleza:

o cefpiron,
o cefepim,
o cefdinir,
o cefditoren piwoksylu,
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o siarczan cefoseliny,

. siarczan cefkwinomu.

Dla IV generacji cefalosporyn charakterystycznymi elementami budowy chemicznej s3:
ugrupowanie  alkoksyiminowe, podstawnik  2-aminotiazolowy. oraz  podstawnik

z ugrupowaniem amoniowym w pozycji C3.

Cefalosporyny IV generacji podawane sg pozajelitowo. Antybiotyki te dobrze przenikajg do
ptynu moézgowo-rdzeniowego. Wskazaniami do zastosowania tej grupy lekow sa: posocznica,
zakazenia w obrebie jamy brzusznej, zapalenie ptuc, goraczka u pacjentdw z neutropenia,
zapalenia opon mozgowo-rdzeniowych o etiologii bakteryjnej, zakazenia skory, drog

moczowych, gérnych i dolnych drog oddechowych.

Tabela 5. Cefalosporyny IV generacji

CoOoH
o N-/L*\m.‘/\bc:
HER! /T:‘\ -
HzN/L\xN/ | HH ®
H"'\-\.
o
|
F
Nazwa antybiotyku -R -X
- )
Cefepim -CH; ,_FNH
CH4
Cefdinir -H =CH,
S&N
Cefditoren -CH; ﬁ
== CH4

Garbacki P.: ,, Wpbw sterylizacji radiacyjnej na trwatos¢ wybranych cefalosporyn”™



24

2.2.2.5. Cefalosporyny V generacji [44-46]

Do V generacji cefalosporyn (Tabela 6) nalezg antybiotyki wykazujace potencjalnie wysoka
aktywnos$¢ wobec: metycylinoopornych szczepoéw S. aureus (MRSA - methycyllin resistant
Staphylococcus aureus), penicylinoopornych szczepow S. pneumoniae (PRSP - penicillin
resistant Streptococcus Pneumoniae) oraz szczepoéw S. aureus opornych na wankomycyne
(VRSA - vankomycin resistant Staphylococcus aureus). Wiasciwosci te wigzg si¢

z dodatkowym mechanizmem ich dziatania.
Do V generacji zalicza si¢:

e ceftobiprol,

e 50l sodowg medokarilu ceftobiprolu.

W przypadku ceftobiprolu kluczowa dla opornosci wobec [-laktamaz jest obecnos¢
ugrupowania oksyiminoaminotiadiazolilowego w tancuchu bocznym przy C7. Za wigzanie do
bialek wigzacych penicyling typu 2a u metycylinoopornych gronkowcoOw odpowiada reszta
winylopirolidynowa. Wskazaniami do zastosowania ceftobiprolu sa m.in.: ci¢zkie zakazenia
skory i stopa cukrzycowa. Lek ten podawany jest pozajelitowo. Wydalany jest z moczem

W postaci niezmienionej.

S6l sodowa medokarilu ceftobiprolu posiada podstawnik pirolidynowy. Wykazuje ona
aktywno$¢ wobec drobnoustrojow Gram-dodatnich, Gram-ujemnych i beztlenowcow. Jest
takze skuteczna w  leczeniu  infekcji  wywolanych  przez = metycylinooporne
1 wankomycynooporne gronkowce. Antybiotyk stosuje si¢ w szpitalnych zapaleniach ptuc,
W goraczce 1 neutropenii u pacjentdow otrzymujacych chemioterapi¢ oraz w cigezkich
zakazeniach skory. Sol sodowa medokarilu ceftobiprolu jest pro-lekiem i w organizmie ulega
metabolizmowi do aktywnego ceftobiprolu. Lek wydalany jest z organizmu w postaci

niezmienionej, glownie z moczem.
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Tabela 6. Cefalosporyny V generacji
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2.3. Mechanizm dzialania cefalosporyn [36, 47-49]

Cefalosporyny, podobnie jak inne antybiotyki p-laktamowe, wykazuja aktywno$¢
bakteriobdjcza w wyniku hamowania biosyntezy S$ciany komodrkowej drobnoustrojow.
Mechanizm ten wigze si¢ hamowaniem aktywno$ci enzyméw: endopeptydazy,
karboksypeptydazy oraz transpeptydazy, czyli biatek wigzacych penicyling (PBP — penicillin
binding proteins). Biatka te biorg udzial w biosyntezie mureiny, stanowigcej podstawowy
element budulcowy S$ciany komorki bakteryjnej. Substratami do syntezy mureiny sa
N-acetyloglukozamina i kwas N-acetylomuraminowy. Zwigzki te powstajg w cytoplazmie
1 nastepnie sg transportowane do btony cytoplazmatycznej, gdzie znajdujg si¢ transpeptydazy.
Enzymy te odpowiadaja za przylaczanie nowych elementow do wydtuzajacego si¢ tancucha
peptydoglikanu. Czasteczka antybiotyku wigzac si¢ z miejscem aktywnym PBP powoduje
inaktywacje enzymu. Prowadzi to do zahamowania biosyntezy S$ciany komorkowe;,
zwigkszenia aktywno$ci wewnatrzkomorkowych hydrolaz, nasilenia proceséw autolitycznych
oraz wzrostu ci$nienia osmotycznego i ostatecznie do $mierci komorki. Najwazniejszym
elementem budowy chemicznej antybiotyku, odpowiedzialnym za aktywno$¢ bakteriobdjcza
jest obecno$¢ w jego czasteczce niezmienionego pierScienia B-laktamowego. Istotne jest
rowniez aby lek oddziatywatl na bakterie bedace w fazie aktywnego namnazania. Efektywnos¢
antybiotyku uwarunkowana jest stopniem jego powinowactwa do biatek wigzacych

penicyling, ich liczba 1 dostgpnoscia dla leku oraz obecnoscig inaktywujacych go
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mechanizméw  (np. P-laktamazy). Dodatkowymi przeszkodami dla antybiotykow
w przypadku bakterii Gram-ujemnych jest bariera btony zewngtrznej oraz przestrzen

periplazmatyczna. Schemat dziatania antybiotykow PB-laktamowych zostal przedstawiony na

rycinie 5.
CH HN™ | 'co0-
RHN~_- 3 _CHy _CH
} 3% 2 o (el
O"4'N" “coor O-CHy N NHR fiH,
5 + H 0
OH Fragment $ciany komérkowej NH;
i (D-Ala-D-Ala)
‘PBP NH;3 HoN—C q‘
2 e NHR
s Jednostka pentaglicylowa

I Hydroliza fragmentu $ciany komérkowej (D-Ala-D-Ala) przez transamidazg §ciany komérkowil

00~ NH3
N/é(zﬂs
s’ CHs
H H
B-Laktam

rHydrolizz B-laktamu przez transamidazg $ciany komérkowej]

Ryc. 5. Wigzania poprzeczne $ciany komérkowej i model dziatania B-laktamow [36].
2.4. Dzialania niepozadane cefalosporyn [38, 42, 43, 50-52]

Cefalosporyny charakteryzuja si¢ niska toksycznoscig oraz dobra tolerancja. Najczesciej
wystepujacym dziataniem niepozadanym po zastosowaniu tej grupy antybiotykow jest reakcja
uczuleniowa, objawiajgca si¢ gtdéwnie gorgczka, pokrzywka, wysypka grudkowo—plamkows,
skurczem oskrzeli oraz sporadycznie wstrzasem anafilaktycznym. W pordéwnaniu do
penicylin, cefalosporyny znacznie rzadziej powoduja wystapienie objawdw uczuleniowych.
Wykazano istnienie reakcji krzyzowej migedzy penicylinami a cefalosporynami. Okoto 20%
populacji uczulonej na penicyliny wykazuje réwniez uczulenie na cefalosporyny. Innym
objawem niepozadanym antybiotykéw cefalosporynowych jest dodatni odczyn Coombsa.

Polega on na zlepianiu erytrocytow pod wptywem osocza krwi baraniej. Powstawaniu tego
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zjawiska sprzyja niewydolnos$¢ nerek, hipoalbuminemia oraz stosowanie duzych dawek leku.
Cefalosporyny moga powodowaé rowniez dolegliwosci ze strony przewodu pokarmowego,
takie jak zaburzenia zotgdkowo-jelitowe (np. biegunka) czy rzekomobtoniaste zapalenie jelita
grubego. Antybiotyki cefalosporynowe mogg przyczynia¢ si¢ do powstawania zmian
w obrazie krwi: trombocytopenii, eozynofilii oraz neutropenii. Lekami posiadajacymi
ugrupowanie N-metylotiotetrazolowe, ktore odpowiedzialne jest za zaburzenia krzepnigcia
i wydluzenie czasu krwawienia oraz nietolerancje alkoholu sg cefalotyna, cefamandol,
cefoperazon i cefoten. Do istotnych dziatan niepozadanych cefalosporyn nalezy takze
nefrotoksyczno$¢, jednakze wprowadzenie nowszych generacji lekoéw zminimalizowato
czestotliwos$e jego wystepowania. Wystapienie poszczegolnych dziatan ubocznych jest czgsto
zwigzane z droga podania leku. Po podaniu dozylnym moze doj$¢ do zakrzepowego zapalenia
zyt, natomiast iniekcja domigsniowa moze skutkowaé wystgpieniem silnego bolu oraz
powstawaniem ropni. Podanie cefalosporyn do plynu moézgowo-rdzeniowego jest zwigzane
z ryzykiem uszkodzenia ukladu nerwowego. Zaobserwowano, ze w trakcie farmakoterapii
cefalosporynami bardzo rzadko wystepuja takze bol i zawroty glowy, uczucie zmeczenia,

oczoplas, omamy i drgawki.
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2.5. Charakterystyka wybranych antybiotykéw cefalosporynowych

2.5.1. Ceftiofur sodowy

a) Budowa czasteczki i nazewnictwo [53]

CH3 COONa

Wzor strukturalny: j)\[( I “\)j/ \)t)

HoN— |

Wzor sumaryczny: C19H16N5NaO7S;3

Nazwa chemiczna: Sodu (6R,7R)-7-[[(2Z)-(2-amino-4-tiazolilo)(metoksyimino)-
acetylolamino]-3-[[(2-furanylokarbonylo)tio]Jmetylo]-8-okso-5-
tia-1-azabicyklo[4.2.0]okt-2-eneo-2-karboksylan

b) Wiasciwosci fizykochemiczne [54]

Postaé: biaty lub zotty, krystaliczny proszek
Masa czgsteczkowa: 545,56 g/mol
Rozpuszczalnosé: 23 g/l w wodzie w temperaturze 25°C

c) Wiasciwosci farmakologiczne i farmakokinetyczne [55-57]

Ceftiofur zaliczany jest do Ill generacji cefalosporyn. Wykazuje aktywnos¢ przeciwko
drobnoustrojom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym, w tym szczepom wytwarzajacym

B-laktamazy. Antybiotyk ten stosowany jest w weterynarii w postaci kwasu, chlorowodorku

Garbacki P.: ,, Wpbw sterylizacji radiacyjnej na trwatos¢ wybranych cefalosporyn”™



29

lub soli sodowej. Ceftiofur podaje si¢ trzodzie chlewnej w zakazeniach uktadu oddechowego
spowodowanych  przez: Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella multocida,
Haemophilus parasuis, jak rowniez w przypadkach posocznicy, zapalen wielostawowych oraz
zapalen bton surowiczych wywotanych przez Streptococcus suis. Lek ten wykorzystuje sie

w chorobach infekcyjnych bydta, drobiu i koni.

Ceftiofur wykazuje niskg toksyczno$¢ po podaniu parenteralnym. W organizmie zwierzat lek
szybko metabolizuje do defuroyloceftiofuru. Ceftiofur, jak rowniez jego metabolit, wykazuja
podobng aktywno$¢ wobec patogendow 1 w jednakowym stopniu (70%) wigza si¢ z biatkami
osocza. Efektywne stezenie antybiotyku w osoczu (> 0,2 ug/ml) utrzymuje si¢ przez
pozadany czas. Lek wydalany jest glownie z moczem (55-60%) oraz z katem (15-30%).

Droga eliminacji uzalezniona jest od gatunku zwierzecia, ktoremu podano lek.
d) Ocena trwatosci - przeglad literatury

Badania trwalo$ci ceftiofuru wskazuja na znaczaca podatno$¢ leku na hydrolize w obecnos$ci
kwasow, zasad i enzymow. W jej wyniku powstaje szereg nietrwatych produktow rozktadu,
gtownie defuryloceftiofur. W zaleznosci od pH, defuryloceftiofur moze ulegac
przeksztatceniu do dimeru disulfidowego (w obecnosci zasady i H,0,) lub odpowiedniego
tiolaktonu (w obecnos$ci kwasow) [58]. Sunkurra i Navarre zbadali wpltyw pH i temperatury
na trwato$¢ ceftiofuru w roztworach wodnych i wykazali, ze w temperaturze 60°C i przy
pH = 7.4 lek jest bardziej podatny na rozklad przy nizszych wartosciach pH. Autorzy
potwierdzili, ze defuryloceftiofur powstaje glownie przy pH = 10. Stala szybkosci rozktadu
ceftiofuru zwigksza si¢ wraz ze wzrostem temperatury [59]. Antybiotyk ulega takze

rozktadowi pod wplywem czynnikow utleniajgcych [60] i Swiatta [61].
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2.5.2. Siarczan cefkwinomu

a) Budowa czasteczki i nazewnictwo [62]

I
CH3 CO, N
Wzor strukturalny: /ﬁ) +H,SO,
H2N{/ j)\ﬂ/
Wzor sumaryczny: C23H24N6OsS,' H,S0,
Nazwa chemiczna: [(6R,7R)-7-[[(2Z)-(2-Amino-4-tiazol-4-ilo)-2-(metoksyimino)-

acetylo]-amino]-8-okso-3-(5,6,7,8-tetrahydrochinolinium-1-
ylometylo)-5-tia-1-azabicyklo [4.2.0]okt-2-eno-2-ylo]-

karboksylanu siarczan

b) Wtasciwosci fizykochemiczne [63]

Postac: biaty lub prawie biaty proszek
Masa czgsteczkowa: 626,6823 g/mol
Rozpuszczalnosé: dobrze rozpuszczalny w wodzie, trudno rozpuszczalny

w etanolu, praktycznie nierozpuszczalny w eterze dietylowym

i chloroformie
c) Wiasciwosci farmakologiczne i farmakokinetyczne [64,65]

Cefkwinom nalezy do IV generacji cefalosporyn. Lek stosowany jest w weterynarii, glownie
w leczeniu chorob zakaznych u bydta i trzody chlewnej. Cefkwinom posiada szerokie
spektrum aktywnos$ci przeciwbakteryjnej oraz wykazuje wysoka oporno$¢ na dzialanie
chromosomalnych i plazmidowych B-laktamaz. Antybiotyk dziata na Staphylococcus aureus,

streptokoki, Pseudomonas aeruginosa, Actinobacillus equuli i bakterie z rodziny
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Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Salmonella spp., Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Citrobacter spp. i Serratia marcescens). Ograniczona jest natomiast jego aktywno$¢ wobec

Rhodococcus spp.

Cefkwinom stabo wigze si¢ (ponizej 10%) z biatkami osocza. Po podaniu pozajelitowym
ulega szybkiej dystrybucji, wykazujac wysokie i dtugo utrzymujgce si¢ stezenie we Krwi.
Czas pottrwania leku po podaniu dozylnym w dawce 10 mg/kg masy ciata miesci si¢
w granicach od 0,98 — 1,33 h i uzalezniony jest od gatunku zwierzgcia u ktorego zostal

zastosowany. Cefkwinom jest wydalany glownie przez nerki.
d) Ocena trwatosci — przeglad literatury [66]

Badania trwalo$ci wodnych roztwordéw siarczanu cefkwinomu przeprowadzone przez
Shantiera i wspotpracownikéw wskazuja, ze lek ten ulega rozktadowi w wyniku hydrolizy,
zaleznej od temperatury 1 stezenia jonow wodorotlenowych. Stopien rozktadu cefkwinomu,
a w konsekwencji ti, zmniejsza si¢ wraz ze zwigkszeniem st¢zenia wodorotlenku sodu (od
0,5-2,0 mol/l). Wykazano réwniez, ze lek jest trwaly w kwasowym pH (2-6), nawet

w temperaturze powyzej 80°C.
2.5.3. Cefuroksym aksetylu

a) Budowa czasteczki i nazewnictwo [67]

Wzor strukturalny: gHé )(J)\
N g N7 O~ “NH,
o N--

S
S | o H H
Wzor sumaryczny: C16H16N4OgS
Nazwa chemiczna: Mieszanina dwoch diastereoizomeréw (1RS)-1-

(acetyloksy)etylu (6R,7R)-3-[(karbamoiloksy)metylo]-7-[[(Z)-2
(furan-2-ylo)-2-(metoksyimino)acetylo]lamino]-8-okso-5-tia-1-

azabicyklo[4.2.0]okt-2-eno-2-karboksylanu
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b) Wtasciwosci fizykochemiczne [67]

Postac: biaty proszek
Masa czgsteczkowa: 510,5 g/mol
Rozpuszczalnosé: trudno rozpuszczalny w wodzie, rozpuszczalny w acetonie,

w octanie etylu i metanolu, trudno rozpuszczalny w etanolu
(96%)

c) Wiasciwosci farmakologiczne i farmakokinetyczne [68,69,70]

Cefuroksym aksetylu, bedacy estrem acetoksyetylowym cefuroksymu, nalezy do II generacji
cefalosporyn. Cefuroksym aksetylu jest mieszaning dwoéch diastereoizmoeréw. Izomer Z
charakteryzuje si¢ wysoka opornoscig na dziatanie B-laktamaz i tatwo przenika przez btony,
natomiast izomer E (anty-cefuroksym aksetylu) ulega deaktywacji pod wptywem [-laktamaz
i cechuje si¢ gorszg przenikalnoscig przez blony. Cefuroksym jest skuteczny w leczeniu
wiekszosci infekeji uktadu oddechowego. Wykorzystywany jest takze w zakazeniach uktadu
moczowo-ptciowego, skory i tkanek migkkich. Antybiotyk wykazuje aktywno$¢ w stosunku
do licznych szczepdéw bakteryjnych, zarowno Gram-dodatnich, jak rowniez Gram-ujemnych.
Cefuroksym jest stosowany w zakazeniach nast¢pujgcymi drobnoustrojami: Haemophilus
influenzae, Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes oraz innymi streptokokami
(poza grupa D), Moraxella catarrhalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Salmonella spp., Shigella spp. i Staphylococcus aureus (szczepy wrazliwe na

metycyling).

Cefuroksym aksetylu jest prolekiem 1 w ustroju pod wplywem niespecyficznych esteraz
szybko hydrolizuje do cefuroksymu. Biodostepno$¢ leku po doustnym podaniu tabletek
zawierajacych 500 mg cefuroksymu aksetylu wynosi 68%. Antybiotyk wiaze si¢ z biatkami
osocza w 50%. Sredni czas pottrwania leku w organizmie wynosi 1,2-1,4 h. Gléwna droga

eliminacji cefuroksymu sg nerki.
d) Ocena trwatosci — przeglad literatury [70-73]

Badania trwatosci cefuroksymu aksetylu przeprowadzono w fazie stalej, w postaci

amorficznej i krystalicznej, a takze w tabletkach. Wykazano, ze mechanizm rozktadu
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cefuroksymu jest zalezny od wilgotno$ci wzglednej powietrza oraz postaci polimorficzne;.
W warunkach suchego powietrza rozklad zachodzi zgodnie modelem reakcji pseudo-
pierwszego rzedu i jest odwracalny. W przypadku podwyzszonej wilgotnosci wzglednej
rozktad cefuroksymu aksetylu ma charakter autokatalicznej reakcji pierwszego rzedu,
odwracalnej dla postaci amorficznej, nieodwracalnej natomiast dla postaci krystalicznej.
Wykazano réwniez, ze diastereoizomer B jest bardziej trwaly niz diastereoizomer A.
Podstawowymi zanieczyszczeniami cefuroksymu, moggcymi by¢ rowniez produktami
rozktadu leku sg diastereoizomery A 1 B anty-cefuroksymu aksetylu oraz A3-izomer
cefuroksymu. Cefuroksym aksetylu ulega konwersji do anty-cefuroksymu pod wptywem
kwasow, swiatla 1 podwyzszonej temperatury. A®-izomer powstaje w obecnosci zasad oraz

w podwyzszonej temperaturze.
2.5.4. Siarczan cefoseliny

a) Budowa czgsteczki i nazewnictwo [74]

CH3 clelon

Wzor strukturalny: B JN H, «H,SO,
HN— | ﬁ

Wzor sumaryczny: C19H22Ng06S,: H2SO,

Nazwa chemiczna: (6R,7R)-3-[[3-Amino-2-(2-hydroksyetylo)-2H-pirazol-1-ium-
1-ylo]metylo]-7-[(Z)-2-(2-aminotiazol-4-ylo)-2-
metoksyiminoacetyloamino]-8-okso-5-tia-1
azobicyklo[4.2.0]okt-2-eno-2-karboksylu monosiarczan

b) Wtasciwosci fizykochemiczne [75]
Postac: biaty lub jasnozotty, krystaliczny proszek

Masa czgsteczkowa: 620,64 g/mol

Garbacki P.: ,, Wpbw sterylizacji radiacyjnej na trwatos¢ wybranych cefalosporyn”™



34

Rozpuszczalnosc: rozpuszczalny w dimetylosulfotlenku, praktycznie

nierozpuszczalny w etanolu (95%) i eterze dietylowym

c) Wiasciwosci farmakologiczne i farmakokinetyczne [76-78]

Cefoselina nalezy do cefalosporyn IV generacji i jest podawana wylacznie pozajelitowo.
Moze by¢ wykorzystana w leczeniu zakazen szpitalnych ze wzgledu na szerokie spektrum
dziatania przeciwko bakteriom Gram-dodatnim i Gram-ujemnym. Badania aktywnoS$ci
mikrobiologicznej in vitro wykazaty, ze skuteczno$¢ cefoseliny w stosunku do Escherichia
coli jest zblizona do cefepimu i cefpiromu. Wykazuje ona natomiast wigkszg aktywnos$¢
przeciwko Klebsiella pneumoniae i Proteus mirabilis. W przypadku zakazen wywotanych
przez Acinetobacter spp. i Stenotrophomonas maltophilia dziatanie cefoseliny jest
ograniczone. Istotng wiasciwoscig cefoseliny jest jej wysokie powinowactwo do biatek
wigzacych penicyliny typu 2a (PBP2a). Dzigki temu lek ten wykazuje aktywno$¢ przeciwko
Staphylococcus aureus, zaréwno w stosunku do szczepoéw wrazliwych na metycyling
(MSSA-methycyllin-susceptible Staphylococcus aureus), jak rowniez szczepéw opornych na

metycyling (MRSA). Dziatanie na szczepy MSSA jest jednak silniejsze niz na MRSA.

Czas pottrwania cefoseliny po podaniu dozylnym wynosi 2,5 h. Cefoselina jest eliminowana
przez nerki. Wykazano réwniez, ze lek przenika przez barier¢ krew-mézg na poziomie
10-20%. Moze by¢ wiec potencjalnie wykorzystany w leczeniu zakazen mozgu.
Przeciwskazaniem do zastosowania cefoseliny jest niewydolno$¢ nerek, ktora prowadzi do

znacznego wydluzenia czasu eliminacji.
d) Ocena trwatosci — przeglad literatury [79-82]

Badania trwatosci siarczanu cefoseliny zostaty przeprowadzone w fazie statej, w postaci
roztwordw wodnych oraz w roztworach do podania pozajelitowego. Wykazano, ze ulega on
rozktadowi na skutek hydrolizy zachodzacej w obecnosci kwasow, jak rowniez zasad. Efekt
katalityczny zaobserwowano w buforach: fosforanowym (pH 1,89-3,10 oraz 6,16-7,61) oraz
octanowym (pH 4,0-6,5). Cefoselina charakteryzuje si¢ najwigkszg trwatoScig w zakresie pH
4,0-6,5 natomiast w srodowisku zasadowym (pH>11,4) ulega najszybszej degradaciji.
Antybiotyk wykazuje rowniez podatno$¢ na dziatanie czynnikow utleniajgcych (30% H,0,
w temperaturze 40°C) oraz $wiatla stonecznego. Natomiast podwyzszona temperatura (100°C,

30 dni) nie wplywa na trwato$¢ cefoseliny.
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2.5.5. Dichlorowodorek cefepimu jednowodny

a) Budowa czasteczki i nazewnictwo [67]

CHy COO~

L0 0 _CH,
H
N

+
) N~ N
Wzor strukturalny: N | . ( ) « 2 HCI, H,0
S
S

Wzor sumaryczny. CszgC'stOeSz 2(HC|)

Nazwa chemiczna: (6R,7R)-7-[[(22)-(2-Aminatiazol-4 ilo)(metoksyimino)-
acetylolamino]-3-[(1-metylopirolidynio)metylo]-8-okso-5-tia-1-
azabicyklo[4.2.0]okt-2-eno-2-karboksylanu dichlorowodorek
jednowodny

b) Wiasciwosci fizykochemiczne [67]

Postac: bialy lub prawie biaty, krystaliczny proszek
Masa czgsteczkowa: 571,5 g/mol
Rozpuszczalnosé: fatwo rozpuszczalny w wodzie i w metanolu, praktycznie nie

rozpuszczalny w chlorku metylenu
c) Wiasciwosci farmakologiczne i farmakokinetyczne [83-85]

Cefepim, podobnie jak inne cefalosporyny IV generacji wykazuje szersze spektrum
aktywnosci bakteriobodjczej niz cefalosporyny III generacji. Charakteryzuje si¢ on rowniez
wigkszg aktywnoscig przeciwko tlenowym Gram-dodatnim drobnoustrojom. Cefepim jest
niewrazliwy na dzialanie wielu powszechnie wystepujacych p-laktamaz (zar6wno
plazmidowych, jak rowniez chromosomalnych). Lek jest tez stabym induktorem f-laktamaz
I typu. Dzieki temu, ze czasteczka cefepimu posiada struktur¢ jonu obojnaczego mozliwa jest
jego penetracja przez poryny zewnetrznej btony bakterii Gram-ujemnych, co powoduje, ze
antybiotyk ten jest skuteczny w leczeniu zakazen opornych na cefalosporyny III generacji.

Cefepim wykorzystuje si¢ gtownie w farmakoterapii zapalenia ptuc i innych infekcji dolnych
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drog oddechowych, uktadu moczowego, skory i tkanek migkkich, zakazen w obrgbie jamy
brzusznej oraz profilaktycznie w chirurgii drég zolciowych i prostaty. Cefepim jest aktywny
w stosunku do: Streptococcus pneumoniae (rowniez szczepy oporne na penicyling),
Staphylococcus aureus (poza szczepami MRSA), Escherichia coli, Klebsiella spp.,
Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, Enterobacter spp., Stenotrophomonas

maltophilia.

Cefepim jest podawany w postaci iniekcji dozylnych lub domig$niowych. Charakteryzuje si¢
on bardzo szybka absorbcja po podaniu domigsniowym, a jego biodostgpnos¢ wynosi okoto
100%. Cefepim w niewielkim stopniu wigze si¢ z biatkami osocza (14-19%). Antybiotyk
dobrze przenika do $luzowki oskrzeli 1 do tkanki ptucnej. Cefepim w postaci niezmienione;j

jest eliminowany przez nerki.
d) Ocena trwatosci — przeglad literatury [86,87]

Fubara i Notari przeprowadzili badania trwato$ci cefepimu w roztworach wodnych. Okreslili
wptyw pH, temperatury oraz rodzaju i st¢zenia buforéw na kinetyke rozktadu cefepimu oraz
wyznaczyli rownania pozwalajace przewidzie¢ trwato$é¢ leku w kazdych warunkach pH
1 temperatury, w obecnosci lub nieobecnosci buforow. Ponadto Fubara 1 Notari
eksperymentalnie udowodnili okres trwatosci buforowych roztwordéw leku, przy wartosci pH,
w ktorym wykazuja one najwieksza trwalo$¢, w temperaturze 30°C. Zbadano takze wptyw
L-argininy na rozklad cefepimu przy wartosciach pH roztworéw do wstrzykiwan. Wykazano
istotny wplyw stezenia kazdego z buforéw (mréwczanowego, octanowego, boranowego
1 fosforanowego) na stalg szybkosci rozktadu cefepimu. Efekt katalityczny wykazywaly
sktadniki buforow: fosforanowego zasadowego, boranowego zasadowego, mréwczanowego
i octanowego. Nie stwierdzono efektu katalitycznego w buforach fosforanowym kwasowym
i boranowym kwasowym. Oceniono wptyw wartosci pH roztworu, w réznych temperaturach
na stalg szybkosci rozktadu cefepimu i wykazano, ze otrzymany, typowy ,,U-ksztaltny” profil
z przegigciem w zakresie kwasowym jest zblizony do innych cefalosporyn. Fubara i Notari
udowodnili takze, ze cefepim charakteryzuje si¢ najwieksza trwatoscig w zakresie pH od 4 do

6 oraz, ze dodatek L-argininy tylko w niewielkim stopniu katalizuje rozktad leku.

Badania wptywu temperatury 1 wilgotnosci wzglednej powietrza na trwatos$¢ cefepimu w fazie

statej wskazuja, ze rozklad leku zachodzi zawsze zgodnie z modelem Kinetycznym reakcji
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pierwszego rzedu, niezaleznie od warunkoéw otoczenia. Wykazano istotny wptyw temperatury

1 wilgotnos$ci na stalg szybkosci rozktadu cefepimu.
2.5.6. Chlorowodorek cefetametu piwoksylu

a) Budowa czasteczki i nazewnictwo [88]

H;C CH,
0.._0__0O
C|3H3 ~ CH,
. . .0 O CH; O
Wzor strukturalny: N| v NTX HCI
NﬁN“ s
/ H H
Wzor sumaryczny: CooH25N507S, HCI
Nazwa chemiczna: (6R,7R)-7-[[(22)-2-(2-Amino-4-tiazolilo)-2(metoksyimino)-

acetylo] amino]-3-metylo-8-okso-5-tia-1-azabicyklo[4.2.0]okt-
2-eno-2-karboksylowy(2,2-dimetylo-1-oksopropoksy)-

karbaminowego, chlorowodorek

b) Wtasciwosci fizykochemiczne [88]

Postac: prawie biaty lub jasnozotty proszek
Masa czgsteczkowa: 548,03 g/mol
Rozpuszczalnosc: rozpuszczalny w wodzie i w metanolu

c) Wiasciwosci farmakologiczne i farmakokinetyczne [89,90]

Cefetamet piwoksylu oraz jego chlorowodorek sg stosowanymi doustnie pochodnymi
cefetametu — cefalosporyny Il generacji. W przewodzie pokarmowym estry te pod wplywem
enzymoOéw ulegaja hydrolizie do aktywnego leku. Antybiotyk ten posiada wysokie
powinowactwo do biatek wigzacych penicyling PBP3. Dzieki tym cechom cefetamet
wykazuje szerokie spektrum aktywnosci przeciwko drobnoustrojom Gram-dodatnim, jak

réwniez Gram-ujemnym. Lek ten jest skuteczny w leczeniu infekcji wywolanych migdzy
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innymi przez wzglednie beztlenowe pateczki Gram-ujemne, Neisseria meningitidis,
Klebsiella oxytoca, Proteus vulgaris, Enterobacteriaceae, Haemophilus spp., Branhamella

catarrhalis, Neisseria spp., Vibrio spp.

Biodostepnos¢ leku wzrasta o 50% gdy przyjmowany jest z positkiem. Spowodowane jest to
zwickszonym wydzielaniem kwasu oraz dhluzszym czasem oprdzniania zotadka.
Zaobserwowano, ze po positku spada szybko$¢ absorbcji leku. Cefetamet zastosowany
w dawkach terapeutycznych (1-110 pug/ml) wigze si¢ z biatkami osocza w 22%, niezaleznie

od stgzenia i pH. Lek wydalany jest w formie niezmienionej wraz z moczem.
d) Ocena trwatosci — przeglad literatury [91,92]

Wykazano, ze wodne roztwory chlorowodorku cefetametu piwoksylu sa najbardziej trwate w
zakresie pH od 3 do 5 oraz, ze sktadniki buforow octanowego i fosforanowego katalizujg
rozktad cefetametu. Na rozktad leku sktadajg si¢ trzy niezalezne reakcje katalizowane przez:

jony wodorowe, czasteczki wody oraz jony wodorotlenowe.

Badania trwatosci chlorowodorku cefetametu piwoksylu w fazie stalej wykazaty, ze rozktad
leku zachodzi z r6znym mechanizmem kinetycznym, w zaleznosci od wilgotnosci wzglgdnej
powietrza. W suchym powietrzu rozktad zachodzi zgodnie z modelem reakcji pierwszego
rzedu. Natomiast w warunkach podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza rozktad ma

charakter autokatalitycznej reakcji pierwszego rzedu.
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3. Cel pracy

Celem mojej pracy jest okreSlenie wplywu promieniowania jonizujgcego na trwalo$é
wybranych antybiotykow cefalosporynowych w fazie stalej oraz ocena mozliwos$ci

zastosowania sterylizacji radiacyjnej jako metody ich wyjatawiania.
Do badan wybrano nastgpujace cefalosporyny:

e ceftiofur sodowy,

e siarczan cefkwinomu,

e cefuroksym aksetylu,

e siarczan cefoseliny,

e dichlorowodorek cefepimu jednowodny,

e chlorowodorek cefetametu piwoksylu.

Wybrane antybiotyki cefalosporynowe sa podatne na rozktad w warunkach podwyzszonej
wilgotnosci wzglednej i temperatury, dlatego tez nie moga by¢ sterylizowane metodami
termicznymi. Zgodnie z wytycznymi EMA, alternatywnym sposobem wyjatawiania
termolabilnych lekow jest sterylizacja radiacyjna [93]. Istotna jest wigc ocena trwatosci takich
lekow na dzialanie promieniowania jonizujagcego. W dostepnej literaturze brak jest danych

odnosnie radiotrwatosci powyzszych cefalosporyn.

Badane substancje zostang poddane dziataniu réznych dawek promieniowania (25 - 400 kGy)
w liniowym akceleratorze elektronéw. Nastgpnie, w celu wykrycia potencjalnych zmian
wilasciwosci  fizykochemicznych oraz aktywnosci bakteriobdjczej, napromieniowane
cefalosporyny beda analizowane z wykorzystaniem metod mikrobiologicznych,
spektroskopowych  (FT-IR, spektroskopia Ramana, EPR), termicznych (DSC),
chromatograficznych (HPLC, UHPLC), organoleptycznych i innych (XRPD, SEM).
Dodatkowo, dla cefuroksymu aksetylu przeprowadzona bedzie analiza trwatosci dla réznych
postaci polimorficznych tej substancji (posta¢ amorficzna i krystaliczna). Udowodniono, ze w
przypadku cefuroksymu aksetylu na skutek dziatania czynnikow fizykochemicznych,
mozliwe sg przejscia pomiedzy poszczegdlnymi polimorfami. Ma to istotne znaczenie, gdyz
polimorfizm moze mie¢ wplyw na szybkos$¢ rozpuszczania leku, a co za tym idzie na jego

biodostgpnos¢.
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W pierwszym etapie badan zostang ocenione zmiany wiasciwosci napromieniowanych
cefalosporyn z wykorzystaniem metod bezposrednich tzn. takich ktére nie wymagaja
wstepnego przygotowania probki. Nastepnie zostang zastosowane metody posrednie, ktore
wymagajg przeprowadzenia probki w inny stan skupienia lub innych specjalnych

przygotowan.

Zaplanowano, ze zatozony cel badan zostanie osiagnigty dzieki realizacji nastgpujacych zadan

badawczych:

e ocena wplywu promieniowania jonizujacego w dawce 25 kGy (zalecanej do
osiggnigcia jalowosci wg normy EN 552) na trwatos$¢ 1 aktywnos$¢ mikrobiologiczng
wybranych lekow,

e zdefiniowanie mechanizmu oddziatywania promieniowania jonizujacego Z
wybranymi cefalosporynami, poprzez zastosowanie wyzszych dawek promieniowania

oraz okreslenie zachodzacych zmian,

Powyzsze badania dostarczg informacji niezb¢dnych do zdefiniowania radiotrwatosci
wybranych substancji leczniczych, jak roéwniez pozwola okresli¢ czy promieniowanie

jonizujace moze by¢ wykorzystane do ich sterylizacji.
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4. Czes¢ doswiadczalna

4.1. Material do badan

Materiat do badan stanowito sze$¢ antybiotykow cefalosporynowych, ktérych charakterystyka

zostala przedstawiona w rozdziale 2.5:

e Ceftiofur sodowy CFT
Numer serii: 70710
Zawartos¢ substancji czynnej: > 98%

Producent: Molekula, Wassex House, Shaftesbury, Dorset, SP7 9PX, Wielka Brytania

e Sijarczan cefkwinomu CFK
Numer serii: WZG101230-021
Zawartos¢ substancji czynnej: 98%

Producent: Bepharm LTD, District, Shanghai 200433, Chiny

e Cefuroksym aksetylu (posta¢ amorficzna) CAA
Numer serii: 100192 (11004)
Zawartos¢ substancji czynnej: 96,5%

Producent: Instytut Biotechnologii i Antybiotykow, Staro$cinska 5, 02-516 Warszawa

e Cefuroksym aksetylu (posta¢ krystaliczna) CAK
Numer serii: 100193 (11005)
Zawartos¢ substancji czynnej: 98,6%

Producent: Instytut Biotechnologii i Antybiotykow, Staro$cinska 5, 02-516 Warszawa

e Siarczan cefoseliny CSS
Numer serii: 20091228
Zawartos¢ substancji czynnej: 99,5%

Producent: XINGCHENG CHEMPHARM CO., LTD., Taizhou, Chiny
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 Dichlorowodorek cefepimu jednowodny (preparat Maxipime®) CFP
Numer serii: 1E00269
Zawartos¢ substancji czynnej: > 99 % oraz L-arginina (725 mg/g cefepimu)
Producent: Bristol-Myers Squibb Polska Sp. z 0.0., Al. Armii Ludowej 26, 00-609

Warszawa

e Chlorowodorek cefetametu piwoksylu CFE
Numer serii: 1001656
Zawartos¢ substancji czynnej: 98,5%

Producent: Instytut Biotechnologii i Antybiotykow, Staroscinska 5, 02-516 Warszawa
4.2. Odczynniki i substancje wzorcowe
Do badan zastosowano nastepujace odczynniki chemiczne:

e Wodorofosforan disodowy bezwodny, POCh Gliwice,

e Octan amonowy, POCh Gliwice,

e Kwas mrowkowy 98-100% CZDA, POCh Gliwice,

e Kwas ortofosforowy 85%, POCh Gliwice,

e Diwodorofosforan amonowy, POCh Gliwice,

e Metanol CZDA, POCh Gliwice,

e Acetonitryl chromatograficznie czysty, Merck, Darmstadt, Niemcy,

e Woda destylowana i bidestylowana,

e Podloza mikrobiologiczne: bulion Mueller-Hinton (MHB), agar z hydrolizatem

kazeiny i soi (TSA), bulion z hydrolizatem kazeiny i soi (TSB).
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4.3. Aparatura i sprz¢t pomiarowy

Wplyw promieniowania jonizujacego na wybrane antybiotyki cefalosporynowe analizowano
przy uzyciu nastgpujacej aparatury badawczej:

e Chromatograf cieczowy HPLC Merck Hitachi L-7200 z detektorem DAD,

e Chromatograf cieczowy UHPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 z detektorem DAD,

e Chromatograf cieczowy Shimadzu Prominence LC 20 z detektorem UV/VIS,

e Spektrometr EPR Bruker ELEXSYS 500 (X-band),

e Spektrometr FT-IR Shimadzu IRAffinity,

e Spektrometr Ramana LabRAM HR800 (HORIBA Jobin Yvon),

e Skaningowy kalorymetr r6znicowy DSC-204 (Netzsch),

e Skaningowy kalorymetr roznicowy Mettler Toledo DSC-Star 1,

e Dyfraktometr proszkowy Bruker D8 Advance,

e Dyfraktometr proszkowy Seifert HZG-4,

e Napylarka Polaron Range SC7620 Sputter Coater,

e Skaningowy mikroskop elektronowy Hitachi S-3000N,

e lazZnia ultradzwigkowa Branson 3510E — DTH,

e Waga analityczna KERN 770,

e pHmetr Mettler Toledo SevenCompact pH/lon S220,

e Liniowy accelerator elektronéw LAE 13/9.
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4.4. Metodyka badan

Wybrane antybiotyki cefalosporynowe poddano dzialaniu promieniowania jonizujgcego
w liniowym akceleratorze elektrondw, a nast¢pnie przeprowadzono badania analityczne
napromieniowanych lekow, rownolegle ze zwigzkami nienapromieniowanymi. W pierwszym
etapie uzyto tzw. metod bezposrednich czyli takich, ktore nie wymagaja wstepnego

przygotowania probki.
Zastosowano nast¢pujace metody bezposrednie:

e analiza wagowa,

e badania organoleptyczne w fazie stalej (posta¢, zabarwienie, zapach),
e spektrometri¢ EPR,

e spektroskopi¢ FT-IR,

e spektroskopie Ramana,

e skaningowg kalorymetri¢ r6znicowa (DSC),

e skaningowa mikroskopi¢ elektronowa (SEM),

e proszkowg dyfraktometri¢ rentgenowska (XRPD).

W kolejnym etapie badan zastosowano nastgpujace metody posrednie:

e Dbadania organoleptyczne (ocena przezroczystosci i zabarwienia roztworow),
e Dbadania mikrobiologiczne,
e badania chromatograficzne (HPLC i UHPLC).

4.4.1. Przygotowanie probek

Badane cefalosporyny odwazono w ilosci 0,1000 g (dla dawki promieniowania 25 kGy)
i 0,0500 g (dla pozostatych dawek promieniowania) do wytarowanych fiolek z ciemnego
szkla o pojemnosci 5 ml. Fiolki zamknigto plastikowymi korkami, opisano i ponownie
zwazono. Dodatkowo przygotowano probki kazdego z wybranych antybiotykdw o masie

0,5000 g celem przeprowadzenia badan mikrobiologicznych.
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4.4.2. Napromieniowanie

Przygotowane probki poddano dziataniu promieniowania jonizujagcego w temperaturze
pokojowej, i atmosferze powietrza, w liniowym akceleratorze elektronow LAE 13/9 za
pomocg wiagzki elektrondw o energii 9,96 MeV (prad wiagzki wynosit 6,2 pA, moc zrédla 10
kGyl/s, a temperatura procesu < 35°C). Badane zwigzki napromieniowano nast¢pujgcymi
dawkami: 25, 50, 100, 200 i 400 kGy.

4.4.3. Analiza wagowa

Probki badanych cefalosporyn zwazono na wadze analitycznej KERN 770 przed i po
napromieniowaniu z doktadnoscia 0,0010 g. Masy probek porownano 1 obliczono

bezwzgledna i procentowa zmiang masy po napromieniowaniu.
4.4.4. Analiza organoleptyczna

Analizg¢ organoleptyczng badanych zwigzkéw przeprowadzono wedlug zalecen Farmakopei
Polskiej X [67]. Poréwnano posta¢, zabarwienie, zapach w stanie statym oraz przezroczystos¢
I zabarwienie metanolowych/wodnych roztworéw przed i po napromieniowaniu dawkami 25,
50, 100, 200 i 400 kGy.

4.5. Metody badan

4.5.1. Spektrometria elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)

Badania z wykorzystaniem elektronowego rezonansu paramagnetycznego wykonano dla
nienapromieniowanych 1 napromieniowanych cefalosporyn w fazie stalej w kapilarach
kwarcowych o $rednicy 4 mm firmy Wilmad. Pomiary zostaty przeprowadzone
w temperaturze 297 K na spektrometrze Bruker ELEXSYS 500, pracujgcym w pasmie X
mikrofal (9,4 GHz). Badanie prowadzono od 1 do 125 dnia od napromieniowania. Widma
EPR byty rejestrowane jako wartosci pierwszych pochodnych z absorpcji mikrofalowej. Ilo$¢
wolnych rodnikow w probce zostala obliczona z wykorzystaniem opublikowanej wczesniej

procedury [94].
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4.5.2. Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR)

Na wadze torsyjnej odwazono 1 £+ 0,05 mg badanych antybiotykow cefalosporynowych
(nienapromieniowanych oraz poddanych dziataniu promieniowania) oraz 300 mg KBr
wysuszonego uprzednio w temperaturze 600°C. Nastepnie obie substancje utarto
w mozdzierzu agatowym, po czym wykonano tabletke o wymiarach 1,3 x 0,1 cm przy uzyciu
tabletkarki PYE UNICAM. Tabletke odniesienia wykonano z samego KBr, a nastepnie
zarejestrowano widma w podczerwieni w zakresie od 4000 do 400 cm™, w temperaturze
pokojowej na spektrofotometrze FT-IR Shimadzu IRAffinity. Pomiary przeprowadzono po

uptywie 3 miesi¢cy od napromieniowania.
4.5.3. Spektroskopia Ramana

Widma Ramana badanych cefalosporyn byty rejestrowane na spektrometrze LabRAM HR800
(HORIBA Jobin Yvon). Wzbudzenie lasera wynosito Aexc = 633 nm (laser Ne - Hesingle
bond). Aby zapobiec rozktadowi probki, wigzka lasera byta w kazdym przypadku mniejsza

niz 1 mW. Pomiary przeprowadzono po uptywie 3 miesi¢cy od napromieniowania.
4.5.4. Réznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

Badania kalorymetryczne wybranych cefalosporyn prowadzone byty na kalorymetrach: DSC
1 Star firmy Mettler Toledo (ceftiofur sodowy, siarczan cefkwinomu i cefuroksym aksetylu)
oraz DSC-204 firmy Netsch (pozostale probki). Probki zwigzkéw wyjsciowych
i napromieniowanych, odwazono w ilosci 5 mg = 10%, a nastgpniec umieszczono
w przekluwanych tygielkach aluminiowych. Pomiary wykonano w atmosferze gazu
obojetnego (azot) w zakresie temperatur od 20 do 300°C, przy szybkosci ogrzewania 5°C/min

po uplywie 2 miesigcy 0od napromieniowania.
4.5.5. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

W celu polepszenia kontrastu obrazu oraz minimalizacji efektu tadowania probki badanych
cefalosporyn zostaly pokryte mieszaning zlota z palladem za pomocg napylarki Polaron
Range SC7620 Sputter Coater. Czas napylania wynosit 135 sek. Nastepnie tak przygotowane

probki obserwowano za pomocg skaningowego mikroskopu elektronowego Hitachi S-3000N

Garbacki P.: ,, Wpbw sterylizacji radiacyjnej na trwatos¢ wybranych cefalosporyn”™



47

(napigcie przyspieszajace wynosito 0,3 - 30 kV). Badanie przeprowadzono 2 tygodnie po

napromieniowaniu.
4.5.6. Proszkowa dyfraktometria rentgenowska (XRPD)

Badania XRPD wybranych cefalosporyn prowadzone byty na dyfraktometrach proszkowych:
Seifert HZG-4 (siarczan cefoseliny) oraz Bruker D8 Advance zaopatrzony w monochromator
Johanssona (ACu Kol = 1,5406A) i detektor paskowy LynxEye (pozostale antybiotyki).
Probki zwigzkow nienapromieniowanych oraz poddanych dziataniu promieniowania w dawce
400 kGy odwazono w ilosci 10 mg, a nastepnie umieszczono w kuwecie kwarcowej. Dane
dyfrakcyjne byly rejestrowane W zakresach: 20 = 4-60° (siarczan cefoseliny) oraz 20 = 2-50°
(pozostale cefalosporyny). W obu przypadkach czestotliwo$¢ pomiaru wynosita 0,02° st

Badanie przeprowadzono po uptywie 3 miesi¢cy po napromieniowaniu.
4.5.7. Badania mikrobiologiczne

Badania mikrobiologiczne byly prowadzone w dwoch etapach. W pierwszym etapie
dokonano oceny czystosci mikrobiologicznej antybiotykow poddanych dzialaniu
promieniowania w dawce 25 kGy, zalecanej do osiggnigcia jalowosci. Nastepnie porownano
aktywnos¢ mikrobiologiczng wybranych cefalosporyn sterylizowanych radiacyjnie oraz

wyjatawianych poprzez sgczenie.
Wykorzystano nastgpujace, zalecane przez EUCAST szczepy wzorcowe:

e Staphylococcus aureus ATCC 29213,
e Escherichia coli ATCC 25922,
e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

Przygotowanie zawiesiny szczepow wzorcowych

W celu przygotowania zawiesiny bakterii pobrano z hodowli muzealnej szczepu
(przechowywanej w zestawie Microbank) jeden koralik i wykonano posiew na podtoze TSA.
Hodowle inkubowano 24 godziny w temperaturze 34 + 1°C. Po tym czasie dokonano posiewu
hodowli na podtoze TSB i poddano inkubacji 18 godzin w temperaturze 34 + 1°C. Nastepnie,

w zbuforowanym roztworze chlorku sodu z peptonem (pH = 7,0) przygotowano zawiesing
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bakterii o gestosci 0,5 w skali MacFarlanda. Gesto$¢ zawiesiny ustalono za pomoca
densytometru. W celu okreslenia liczy bakterii w 1 ml zawiesiny przygotowano szereg
rozcienczen. Nastepnie z dwoch ostatnich rozcienczen pobrano po 1 ml roztworu i wysiano
metoda zalewowa na podtoze TSA. Po 48 godzinach inkubacji policzono kolonie na ptytkach

1 wyznaczono warto$ci cfu/ml (Tabela 7).

Tabela 7. Liczba komoérek (cfu/ml) w zawiesinach bakterii

Szczep wzorcowy Rozcienczenie zawiesiny Wartosé srednia cfu/ml
Staphylococcus aureus 10°® 6,9 x 10’
Escherichia coli 10 8,1 x 107
Pseudomonas aeruginosa 10 75x10°

Ocena jatowosci antybiotykow sterylizowanych radiacyjnie

Wszystkie probki antybiotykéw wyjatawianych metoda sgczenia, jak i sterylizowanych

radiacyjnie, zostaly przebadane w kierunku jatowosci.

W tym celu probke antybiotyku (antybiotyk stanowit 10% objetosci podtoza) wprowadzono
do podioza tioglikolanowego ptynnego, ktéore pozwala wykry¢ obecno$¢ Dbakterii
beztlenowych i bakterii tlenowych oraz do podtoza bulionowego z hydrolizatem kazeiny i soi,

ktore umozliwia wzrost grzybow i bakterii tlenowych.

Podloza inkubowano 14 dni: podtoze tioglikolanowe w temperaturze 35°C, bulion
z hydrolizatem kazeiny i soi w temperaturze 25°C. W czasie inkubacji co 24 godziny
kontrolowano podtoza w kierunku pojawienia si¢ widocznego makroskopowo wzrostu

drobnoustrojow.

Porownanie aktywnosci mikrobiologicznej antybiotykow wyjalawianych poprzez sqczenie

i sterylizowanych radiacyjnie

W celu porownania aktywnosci mikrobiologicznej cefalosporyn wyjatawianych za pomoca
saczenia oraz sterylizowanych radiacyjnie, dla kazdego z antybiotykdw oznaczono minimalne
stezenie hamujace (MIC), czyli najmniejsze stgzenie leku, wyrazone pg/ml, hamujace wzrost

bakterii w badaniach in vitro, prowadzonych zgodnie ze standardowa procedurg EUCAST.
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Oznaczenie to polegalo na obserwacji zmetnienia podloza (wzrost drobnoustrojéw) po
okreslonym czasie. Badania prowadzone byly w trzech powtorzeniach dla kazdego

antybiotyku.

4.5.8. Badania chromatograficzne (HPLC i UHPLC)

Do oceny zmian stezenia badanych cefalosporyn pod wplywem promieniowania jonizujacego
zastosowano metod¢ HPLC lub UHPLC (chlorowodorek cefetametu piwoksylu). Metody te
byly opracowane i zwalidowane z przeznaczeniem do badan trwatos$ci w roztworach wodnych
i/lub w fazie statej [80, 95-97]. Warunki rozdzielenia chromatograficznego badanych

cefalosporyn przedstawiono w tabeli 8.

Tabela 8. Warunki rozdzielenia chromatograficznego wybranych cefalosporyn

Metoda HPLC do oceny wptywu promieniowania jonizujacego na zawarto$¢ ceftiofuru

sodowego [95]

Parametry rozdzielenia:
e Aparat: HPLC Shimadzu Prominence LC 20 z detektorem UV/VIS
e Kolumna: Lichrospher 4,5x250 mm (5 pum)
e Faza nieruchoma: Zel krzemionkowy do chromatografii z grupami oktadecylosililowymi
e Faz ruchoma: 0,02 mol/l roztwér wodorofosforanu disodu (pH = 6,0) — acetonitryl (78:22 V/V)
o Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,2 ml/min
e Dlugos¢ fali detektora UV: 292 nm
o  Objetos¢ nastrzyku: 50 ul

Metoda HPLC do oceny wptywu promieniowania jonizujgcego na zawarto$¢ siarczanu
cefkwinomu [96]

Parametry rozdzielenia:
e Aparat: HPLC Merck Hitachi L-7200 z detektorem DAD
e Kolumna: Lichrospher 4,5x125 mm (5 pm)
e Faza nieruchoma: Zel krzemionkowy do chromatografii z grupami oktadecylosililowymi
e Faz ruchoma: 0,02 mol/l roztwdr wodorofosforanu disodu (pH = 7,0) — acetonitryl (90:10 V/V)
e Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min
e Dtugosc¢ fali detektora UV: 268 nm
e Objetos¢ nastrzyku: 50 pl
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Metoda HPLC do oceny wpltywu promieniowania jonizujgcego na zawarto$¢ cefuroksymu
aksetylu [67]

Parametry rozdzielenia:

Aparat: UHPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 z detektorem DAD

Kolumna: Zorbax TMS 4,6x250 mm (5 um)

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z grupami trimetylosililowymi
Faz ruchoma: 23 g/l roztwor diwodorofosforanu amonu — metanol (62:38 V/V)
Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min

Dhugos¢ fali detektora UV: 278 nm

Objetos¢ nastrzyku: 20 pul

Metoda HPLC do oceny wplywu promieniowania jonizujacego na zawarto$¢ siarczanu
cefoseliny [80]

Parametry rozdzielenia:

Aparat: UHPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 z detektorem DAD

Kolumna: Lichrospher 4,5x250 mm (5 pm)

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z grupami oktadecylosililowymi
Faz ruchoma: 0,012 mol/l roztwor octanu amonowego — acetonitryl (95:5 V/V)
Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min

Dhugosc¢ fali detektora UV: 260 nm

Objetos¢ nastrzyku: 50 pl

Metoda HPLC do oceny wptywu promieniowania jonizujacego na zawarto$¢ dichlorowodorku

cefepimu jednowodnego

Parametry rozdzielenia:

Aparat: UHPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 z detektorem DAD
Kolumna: Kinetex 2,1x100 nm (5 pm)

Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z grupami oktadecylosililowymi
(w technologii core-shell)

Faz ruchoma: 0,012 mol/l roztwor octanu amonowego — acetonitryl (95:5 V/V)
Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min

Dhugos¢ fali detektora UV: 254 nm

Objetos¢ nastrzyku: 5 ul
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Metoda UHPLC do oceny wptywu promieniowania jonizujacego na zawartos¢ chlorowodorku
cefetametu piwoksylu [97]

Parametry rozdzielenia:
e Aparat: UHPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 z detektorem DAD
e Kolumna: Waters Acquity BEH 2,1x100 mm (1,7 pm)
e Faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z grupami oktadecylosililowymi
e Faz ruchoma: 0,1% roztwor kwasu mrowkowego — acetonitryl (60:40 V/V)
e Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 0,7 ml/min
e Dtugosc fali detektora UV: 265 nm
e Objetos¢ nastrzyku: 5 pl

Walidacja metod

Zastosowane w badaniach metody HPLC dla ceftiofuru sodowego, siarczanu cefkwinomu,
cefuroksymu aksetylu oraz siarczanu cefoseliny byly uprzednio zwalidowane, dlatego aby
potwierdzi¢ mozliwos$¢ ich wykorzystania do badan wptywu promieniowania jonizujacego na
trwato§¢ wybranych zwiazkéw, metody te poddano rewalidacji uwzglgdniajac parametr
selektywnosci. W tym celu przygotowano probki badanych cefalosporyn przed i po
napromieniowaniu o stezeniu 0,2 mg/ml w wodzie lub w mieszaninie acetonitryl-woda
(50:50 V/V).

W przypadku dichlorowodorku cefepimu jednowodnego oraz chlorowodorku cefetametu
piwoksylu opracowano metody chromatograficzne (HPLC dla CFP i UHPLC dla CFE)
1 przeprowadzono ich walidacj¢ w zakresie:

e selektywnosci,

e liniowosci,

e precyzji posredniej 1 bezposrednie;,

e doktadnosci,

e limity wykrywalno$ci (LOD) i oznaczalno$ci (LOQ).

Metodyke walidacji opracowanych metod chromatograficznych przedstawiono w tabeli 9.
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Tabela 9. Walidacja metod chromatograficznych do oceny trwatosci dichlorowodorku cefepimu
jednowodnego oraz chlorowodorku cefetametu piwoksylu pod wptywem promieniowania

Metoda HPLC do oceny wplywu Metoda UHPLC do oceny wpltywu
promieniowania jonizujacego na zawartosé promieniowania jonizujacego na zawartos¢
dichlorowodorku cefepimu jednowodnego chlorowodorku cefetametu piwoksylu
(CFP) (CFE)
Selektywnos¢

W celu okreslenia selektywnos$ci opracowanych metod chromatograficznych przygotowano probki
CFP oraz CFE (przed i po napromieniowaniu dawkg 400 kGy), a nastepnie sporzadzono ich wodne
roztwory o stezeniu 0,2 mg/ml.

Liniowos$¢

Zaleznosci Pi=f(c) dla badanych cefalosporyn wyznaczono w wodzie. Przygotowano po 12
roztworow o stezeniu od 0,01 mg/ml do 0,24 mg/ml. Na kolumn¢ wprowadzono po 5 pl kazdego z
roztwordw 1 zarejestrowano chromatogramy. Kazdy nastrzyk powtarzano trzykrotnie. Wykonano
wykres P;=f(c) (Tabele 16 i 17, ryciny 48 i 49) gdzie:

P; — pole powierzchni piku CFP/CFE,
¢ — stezenie CFE/CFP [mg/ml]

Precyzja

Celem okreslenia precyzji bezposredniej opracowanych metod wykonano po 6 oznaczen roztworow
badanych cefalosporyn o st¢zeniach: 0,16 mg/ml; 0,20 mg/ml; 0,24 mg/ml co odpowiada 80, 100
i 120% stezenia nominalnego CFP i CFE w czasie badan trwalosci. Przygotowane roztwory
przechowywano w temperaturze 5°C bez dostepu $wiatta przez 2 dni, a nastgpnie wykonano po
6 oznaczen kazdego z nich.

Dokladnos$é¢

Doktadnos$¢ opracowanych metod analitycznych zostata okreslona na trzech poziomach stezen: 0,16
mg/ml; 0,20 mg/ml; 0,24 mg/ml, co odpowiada 80, 100 i 120% stezenia nominalnego badanych
cefalosporyn w trakcie badan trwatosci. W tym celu dokonano oceny odzysku CFP i CFE z placebo
(talku). Wykonano po 6 oznaczen dla kazdego stgzenia.

Granica detekcji i oznaczalnoSci

Granicg detekcji (DL) i oznaczalno$ci (QL) dla CFP i CFE obliczono z nastepujacych wzorow:
DL=3,3"S//a
QL=10"-S,/a

gdzie: S, — odchylenie standardowe, a —nachylenie krzywej kalibracji
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Wyznaczanie parametrow kinetycznych rozktadu wybranych cefalosporyn po ekspozycji na

promieniowanie jonizujgce

Odwazono doktadnie po 5,0 mg badanych cefalosporyn nie poddanych dziataniu
promieniowania oraz napromieniowanych dawkami 25, 50, 100, 200 i 400 KkGy.
Przygotowane probki rozpuszczono w wodzie/mieszaninie acetonitryl-woda (50:50 V/V),
otrzymujac roztwory o stezeniu 0,2 mg/ml, a nastepnie wprowadzano na kolumny
chromatograficzne i rejestrowano wielkos$ci pikow substancji badanych. Jednoczesnie na
podstawie danych na temat mocy zrédta (10 kGy/s) obliczono czas procesu absorpcji kazdej z

dawek promieniowania, ktory wynosit odpowiednio:

e 2,5 sdladawki 25 kGy,
e 5sdladawki 50 kGy,

e 10 sdla dawki 100 kGy,
e 20 s dla dawki 200 kGy,
e 40 s dla dawki 400 kGy.

Nastepnie, wykorzystujac zmiany stezenia substratu wzgledem czasu wyznaczono stale

szybkosci rozktadu k [s] i czasy rozktadu 10 i 50% substratu (to1 Oraz tos).

Zatozono, ze badane cefalosporyny pod wplywem promieniowania jonizujacego ulegaja
rozktadowi zgodnie z modelem kinetyki pierwszego rzedu, co opisuje rOwnanie:
gdzie P; i Py — pole powierzchni piku badanego zwigzku w czasie t =0 i t

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢ = f(t) sg prostoliniowe, a ich nachylenie jest miarg

szybkosci reakcji (-Kops).

Dla kazdej prostej metoda najmniejszych kwadratow wyznaczono nastepujace parametry
kinetyczne rownan y = ax + b, opisujgce rozklad badanych zwigzkow pod wpltywem

promieniowania:

e atAa bEAb,
e blad standardowy S,
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e wspotczynnik korelacji liniowej r.

Wartosci Aa i Ab oznaczono dla f = n-2 stopni swobody i a = 0,05. Do obliczen zalezno$ci

matematycznych wykorzystano arkusz kalkulacyjny Excel.

Okresy pottrwania (tp5) i czasy rozktadu 10% kazdej z badanych cefalosporyn (tp 1) obliczono

korzystajac z nastgpujacych wzorow:

{ = 0693

05 = —
(= 01054
01 K
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5. Wyniki

5.1. Analiza wagowa

Probki wybranych do badan zwiazkéw zostaly zwazone przed i po napromieniowaniu,

zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 4.4.3. Otrzymane wyniki przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10. Wyniki pomiaréw masy badanych cefalosporyn przed i po napromieniowaniu

Masa substancji Réznica masy
Dawka

ey napromﬁgﬁfgwaniem napromiZﬁiowaniu Bezwzgledna | Wzgledna

[o] [a] Lol %]
25 0,1000 0,0992 -0,0008 -0,8000
50 0,0501 0,0496 -0,0005 -0,9980
CFT 100 0,0501 0,0494 -0,0007 -1,3972
200 0,0500 0,0498 -0,0002 -0,4000
400 0,0500 0,0495 -0,0005 -1,0000
25 0,1001 0,0999 -0,0002 -0,1998
50 0,0500 0,0498 -0,0002 -0,4000
CFK 100 0,0502 0,0498 -0,0004 -0,7968
200 0,0500 0,0498 -0,0002 -0,4000
400 0,0501 0,0500 -0,0001 -0,1996
25 0,1000 0,0995 -0,0005 -0,5000
50 0,0503 0,0495 -0,0008 -1,5905
CAA | 100 0,0502 0,0497 -0,0005 -0,9960
200 0,0499 0,0491 -0,0008 -1,6032
400 0,0501 0,0492 -0,0009 -1,7964
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Masa substancji Réznica masy
Dawka
ey naproml?;(iagwaniem napromiltje(r?liowaniu Bezwzgledna | Wzgledna
[o] [a] el %]
25 0,1000 0,0992 -0,0008 -0,8000
50 0,0499 0,0498 -0,0001 -0,2004
CAK | 100 0,0501 0,0496 -0,0005 -0,9980
200 0,0502 0,0497 -0,0005 -0,9960
400 0,0500 0,0501 -0,0001 -0,2000
25 0,1000 0,0993 -0,0007 -0,7000
50 0,0499 0,0498 -0.0001 -0,2004
CSS 100 0,0500 0,0496 -0,0004 -0.8000
200 0,0500 0,0497 -0,0003 -0,6000
400 0,0500 0,0500 0,0000 0,0000
25 0,1002 0,0994 -0,0008 -0,7984
50 0,0498 0,0499 -0,0001 -0,2008
CFP 100 0,0501 0,0497 -0,0004 -0,7984
200 0,0500 0,0496 -0,0004 -0,8000
400 0,0502 0,0500 -0,0002 -0,3984
25 0,1001 0,0992 -0,0009 -0,8991
50 0,0499 0,0497 -0,0002 -0,4008
CFE | 100 0,0501 0,0499 -0,0002 -0,3992
200 0,0501 0,0494 -0,0007 -1,3972
400 0,0500 0,0499 -0,0001 -0,2000
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Najwigksze wzgledne roznice masy zostaly zaobserwowane dla nastgpujacych probek:

5.2. Analiza organoleptyczna

i 400 kGy,

ceftiofuru sodowego napromieniowanego dawka 100 kGy,

cefuroksymu aksetylu w postaci amoficznej napromieniowanego dawkami 50, 200

chlorowodorku cefetametu piwoksylu napromieniowanego dawkg 200 kGy.

Badania organoleptyczne wybranych cefalosporyn wykonano zgodnie z metodyka opisana

w rozdziale 4.4.4. Poréwnano posta¢, zabarwienie i zapach w stanie stalym oraz

przezroczystos$¢ i zabarwienie wodnych roztworow, przed i po napromieniowaniu. Otrzymane

wyniki przedstawiono w tabeli 11.

Tabela 11. Wyniki analizy organoleptycznej wybranych cefalosporyn przed i po napromieniowaniu

Dawka [kGy]
Parametr
0 25 50 100 200 400
. . bardzo . . ., . o
Zabarwienie biaty jasnozolty jasnozotty z0tty intensywnie zolty
Postaé bezpostaciowy proszek
CFT
Zapach -
Zabarwienie i
przezroczystosé¢ przezroczysty, bezbarwny
roZtworow
I bardzo . . L
Zabarwienie jasnozélty jasnozotty 761ty
Postaé krystaliczny proszek
CFK
Zapach +
Zabarwienie i
przezroczystosé przezroczysty, bezbarwny
roZtworow
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Dawka [kGy]
Parametr
0 25 50 100 200 400
. . bardzo . . g intensywnie
Zabarwienie biaty jasnozolty jasnozotty z0tty solty
Postaé bezpostaciowy proszek
CAA
Zapach -
Zabarwienie i
przezroczystos¢ przezroczysty, bezbarwny
rOZtworow
- . bardzo . . .,
Zabarwienie biaty jasnozélty jasnozotty 761ty
Posta¢ krystaliczny proszek
CAK
Zapach -
Zabarwienie i
przezroczystos¢ przezroczysty, bezbarwny
roZtworow
- . . ., ., intensywnie
Zabarwienie biaty jasnozotty 701ty solty
Postaé krystaliczny proszek
CsS
Zapach -
Zabarwienie i
przezroczystosé¢ bezbarwny, przezroczysty
roZtworow
- . . ., ., intensywnie
Zabarwienie biaty jasnozotty 70tty solty
Postaé krystaliczny proszek
CFP
Zapach -
Zabarwienie i
przezroczysto$é bezbarwny, przezroczysty
TOZtWOrow
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Dawka [kGy]
Parametr
0 25 50 100 200 400
Zabarwienie biaty jasnozotty 70ty
Posta¢ krystaliczny proszek
CFE Zapach -
Zabarwienie i
przezroczystos¢ bezbarwny, przezroczysty
roZtworow

5.3. Spektrometria elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)

Analiz¢ EPR przeprowadzono w oparciu o metodyke zawartg w rozdziale 4.5.1. Stwierdzono,

ze z wyjatkiem dichlorowodorku cefepimu jednowodnego (CFP), probki zwigzkow

nienapromieniowanych nie posiadajag wolnych rodnikow (ich stezenie jest nizsze niz czutos¢

spektrometru, czyli 0,01 ppm). Dla wyjsciowej probki CFP stezenie wolnych rodnikoéw

wynosito 0,7 ppm. Dzigki pomiarom iloSciowym mozliwe byto obliczenie poczatkowego

stezenia wolnych rodnikow w napromieniowanych probkach. Wyniki przedstawiono

w tabeli 12.

Tabela 12. Wyniki analizy EPR wybranych cefalosporyn poddanych dziataniu promieniowania

Prébka Tlo§¢ wolnych rodnikéw [10™ spin/g] Czas zycia wolnych rodnikéw [dni]
CFT 41,3 7,2
CFK 75,7 14,8
CAA 3,54 8,0
CAK 3,06 16,0
CSS 14,7 25,8
CFP 110,6 2,0
CFE 38,1 12,9
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5.4. Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR)

Badania spektroskopowe w podczerwieni (FT-IR) wykonano zgodnie z metodyka
przedstawiong w rozdziale 4.5.2. Analiz¢ FT-IR przeprowadzono dla zwigzkow
nienapromieniowanych, jak réwniez dla probek poddanych dziataniu promieniowania
w dawkach 25 1 400 kGy. Nastepnie poroOwnano zarejestrowane widma wybranych
cefalosporyn przed i po napromieniowaniu. Wyniki analizy FT-IR przedstawiono na rycinach
6-12.
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Ryc. 6. Widma FT-IR ceftiofuru sodowego przed i po napromieniowaniu.
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Ryc.7. Widma FT-IR siarczanu cefkwinomu przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 8. Widma FT-IR cefuroksymu aksetylu (posta¢ amorficzna) przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 9. Widma FT-IR cefuroksymu aksetylu (posta¢ krystaliczna) przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 10. Widma FT-IR siarczanu cefoseliny przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 11. Widma FT-IR dichlorowodorku cefepimu jednowodnego przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 12. Widma FT-IR chlorowodorku cefetametu piwoksylu przed i po hapromieniowaniu.
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5.5. Spektroskopia Ramana

Widma Ramana wybranych antybiotykow cefalosporynowych (przed i po napromieniowaniu
dawkami 25 i 400 kGy) zarejestrowano zgodnie z metodykg zamieszczong w rozdziale 4.5.3.
Dokonano analizy porownawczej widm Ramana zwigzkéw wyjsciowych z widmami probek

poddanych dziataniu promieniowania. Otrzymane wyniki przedstawiono na rycinach 13-19.
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Ryc. 13. Widma Ramana ceftiofuru sodowego przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 14. Widma Ramana siarczanu cefkwinomu przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 15. Widma Ramana cefuroksymu aksetylu (posta¢ amorficzna) przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 16. Widma Ramana cefuroksymu aksetylu (posta¢ krystaliczna) przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 17. Widma Ramana siarczanu cefoseliny przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 18. Widma Ramana dichlorowodorku cefepimu jednowodnego przed i po napromieniowaniu.
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Ryc. 19. Widma Ramana chlorowodorku cefetametu piwoksylu przed i po napromieniowaniu.
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5.6. Roznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

Analize DSC wybranych cefalosporyn przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang
w rozdziale 4.5.4. Zarejestrowane krzywe badanych antybiotykow przed i po
napromieniowaniu przedstawiono na rycinach 20-26, a uzyskane parametry pikow ich
topnienia (oprocz siarczanu cefkwinomu) zestawiono w tabelach 13 i 14.
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Ryc.20. Krzywe DSC ceftiofuru sodowego przed i po hapromieniowaniu.
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Ryc.21. Krzywe DSC siarczanu cefkwinomu przed i po napromieniowaniu.
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Ryc.22. Krzywe DSC cefuroksymu aksetylu (posta¢ amorficzna) przed i po napromieniowaniu.
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Ryc.23. Krzywe DSC cefuroksymu aksetylu (posta¢ krystaliczna) przed i po hapromieniowaniu.
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Ryc.24. Krzywe DSC siarczanu cefoseliny przed i po napromieniowaniu.
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Ryc.25. Krzywe DSC dichlorowodorku cefepimu jednowodnego przed i po napromieniowaniu.
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Ryc.26. Krzywe DSC chlorowodorku cefetametu piwoksylu przed i po napromieniowaniu.
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Tabela 13. Zestawienie wynikow analizy DSC dla CFT, CAA, CAK, CSS i CFE przed i po
napromieniowaniu (ATonset = Tonset x kGy ~ Tonset 0 kGy; ATpeak = Tpeak xkGy — Tpeak 0 kGy)

. Dawka Temp. topn. [°C] Entalpia [J/g]
Zwiazek KG
[ y] Tonset Tpeak ATonset ATpeak AH AH - AHO kGy
0 47,6 84,3 - - -973,1 -
25 44,8 83,0 -2,8 -1,3 -904,7 68,4
50 44,7 85,0 -2,9 0,7 -1031,4 -58,3
CFT
100 37,4 82,6 -10,2 -2,0 -1049,5 -76,4
200 36,0 83,4 -11,6 -0,9 -885,0 88,1
400 32,0 89,5 -15,6 52 -955,3 17,8
0 82,8 86,8 - - -5,2 -
25 83,2 86,5 0,4 -0,3 -3,6 1,6
50 82,9 86,5 0,1 -0,3 -35 1,7
CAA
100 82,1 86,3 -0,7 -0,5 -3,6 1,6
200 81,3 86,1 -15 -0,7 -2,3 2,9
400 77,5 84,1 -5,3 -2,7 -4,3 0,9
0 116,8 126,6 - - -37,7 -
25 111,2 1215 -5,6 -51 -22,8 14,9
50 114,2 122.,8 -2,6 -3,8 - 34,8 2,9
CAK
100 118,8 120,7 2,0 -59 -34,0 3,7
200 108,6 116,0 -8,2 -10,8 -28,1 9,6
400 102,4 108,4 -14,4 -18,2 -16,9 20,8
0 208,8 2243 - - 111,8 -
25 208,5 223,4 -0,3 -09 110,9 -0,9
50 209,0 222,4 0,2 -19 108,4 -34
CSS
100 209,1 221,6 0,3 -2,7 107,3 -45
200 208,8 219,7 0 -4,6 108,1 -3,7
400 208,6 219,5 -0,2 -4,8 106,2 -5,6
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0 148,5 163,6 - - -74,3 -
25 148,6 163,3 0,1 -0,3 -67,3 -7,0
50 148,7 162,7 0,2 -0,9 -72,0 -2,3
CFE
100 147,2 161,7 -1,3 -1,9 -72,1 -2,2
200 140,9 160,8 -7,6 -2,8 -70,7 -3,6
400 142.8 159,7 -5,7 -3,9 -54.4 -19.9
Tabela 14. Zestawienie wynikow analizy DSC dla CFP przed i po napromieniowaniu
(ATonset = Tonset xkGy ~ Tonset 0 kGy; ATpeak = Tpeak xkGy — Tpeak 0 kGy)
Dawka [kGy]
0 25 50 100 200 400
Pay 177,6 175,6 175,1 174,1 171,0 161,0
Tonset
Par 207,1 206,6 205,5 205,4 204,9 202,7
5 Pay 182,2 1779 177,8 175,6 175,4 172,2
T Tpeak
g’_ Par 2141 210,3 210,1 209,3 209,1 208,3
o
ol Pay - -2,0 -2,5 -3,5 -3,6 -16,6
S| ATose
= Pan - -0,5 -1,6 -1,7 -2,2 -5,0
Pay - -4,3 -4,4 -6,6 -6,8 -10,0
ATpeak
Par - -3,8 -4,0 -4,8 -5,0 -5,8
Pay -23,6 -13,7 -14,7 -11,7 -8,9 -6,1
=) AH
= pay | 27,4 -26,9 -28,4 -31,8 -33,8 -29,6
=3
< Pa) - 9,9 8,9 11,9 14,7 17,5
0 | AH - AHg gy
Parn - 05 -1,0 -4,4 7.4 22

Legenda: pgy — pik I (dichlorowodorek cefepimu jednowodny), pqiy — pik I (L-arginina)
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5.7. Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Badania mikroskopowe wybranych cefalosporyn przed i po napromieniowaniu dawkg

400 kGy przeprowadzono zgodnie z metodyka opisang w rozdziale 4.5.5. Mikrofotografie

SEM badanych antybiotykow przedstawiono na rycinach 27-33.

x700 50um

%25k 20um ) x2. 5k 20um

3

Ryc. 29. Mikrofotografie SEM dla CAA przed (A) i po napromieniowaniu (B) dawka 400 kGy.
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Ryc. 31. Mikrofotografie S

L

EM dla CSS przed (A) i po napromieniowaniu (B) dawka 400 kGy.

Ryc. 32. Mikrofotografie SEM dla CFP przed (A) i po napromieniowaniu (B) dawka 400 kGy.

Garbacki P.: ,, Wpbw sterylizacji radiacyjnej na trwatos¢ wybranych cefalosporyn”™



83

~\ =500/ \4100um x500 100um
y ¥ Y

Ryc. 33. Mikrofotografie SEM dla CFE przed (A) i po napromieniowaniu (B) dawka 400 kGy.

5.8. Proszkowa dyfraktometria rentgenowska (XRPD)

Dyfraktogramy proszkowe wybranych antybiotykow cefalosporynowych
nienapromieniowanych i napromieniowanych dawka 400 kGy wykonano zgodnie z metodyka

opisang w rozdziale 4.5.6. Wyniki badan XRPD przedstawiono na rycinach 34-40.
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Ryc.34. Dyfraktogramy proszkowe ceftiofuru sodowego przed i po napromieniowaniu dawkg 400 kGy
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i po napromieniowaniu dawka 400 kGy.
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Ryc.35. Dyfraktogramy proszkowe siarczanu cefkwinomu przed i po napromieniowaniu
dawka 400 kGy.
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Ryc.36. Dyfraktogramy  proszkowe  cefuroksymu aksetylu  (posta¢  amorficzna)  przed
i po napromieniowaniu dawka 400 kGy.
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Ryc.37. Dyfraktogramy  proszkowe cefuroksymu  aksetylu  (posta¢  krystaliczna) przed
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Ryc.38. Dyfraktogramy proszkowe siarczanu cefoseliny przed i po napromieniowaniu dawka 400
kGy.
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Ryc.39.Dyfraktogramy  proszkowe  dichlorowodorku  cefepimu  jednowodnego  przed
i po napromieniowaniu dawka 400 kGy.
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Ryc.40.Dyfraktogramy proszkowe chlorowodorku cefetametu piwoksylu przed
i po napromieniowaniu dawka 400 kGy.
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5.9. Badania mikrobiologiczne

Badania mikrobiologiczne wybranych cefalosporyn zostaly przeprowadzone wedhug
metodyki  przedstawionej w rozdziale 4.5.7. Wyniki poréwnania aktywnosci
mikrobiologicznej (wyrazone jako s$rednia warto$¢ MIC z trzech powtdrzen) zwigzkow
wyjalawianych przez saczenie z cefalosporynami napromieniowanymi dawka 25 kGy

przedstawiono w tabeli 15.

Tabela 15. Porownanie aktywnosci mikrobiologicznej cefalosporyn wyjatawianych przez saczenie (A)
ze zwigzkami napromieniowanymi dawka 25 kGy (B)

e : Pseudomonas Staphylococcus
Zwiazek W I'\:leatvov(ij:nia Ei;Tgrlchla Clo“ aeruginosa aureus
o [ng/mi] MIC [ug/ml] MIC [ug/ml]

A 0,25 0,125 0,5
CFT

B 0,25 0,125 0,5

A 2,0 2,0 2,0
CFK

B 2,0 2,0 2,0

A 2,0 2,0 2,0
CAA

B 2,0 2,0 2,0

A 2,0 2,0 2,0
CAK

B 2,0 2,0 2,0

A 0,125 32 2,0
CSsS

B 0,25 32 2,0

A 2,0 16,0 1,0
CFP

B 2,0 16,0 1,0

A 1,0 05 4,0
CFE

B 1,0 05 4,0
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5.10. Analiza chromatograficzna (HPLC i UHPLC)

Walidacj¢ metod HPLC i UHPLC wykorzystanych do oceny zmian st¢zenia wybranych
antybiotykdw  cefalosporynowych  pod  wplywem  promieniowania  jonizujacego

przeprowadzono zgodnie z metodyka przedstawiong W rozdziale 4.5.8.
5.10.1. Wyniki walidacji/rewalidacji metod chromatograficznych

Rewalidacja metod HPLC do oceny zmian stezenia ceftiofuru sodowego, siarczanu
cefkwinomu, cefuroksymu aksetylu (posta¢ amorficzna i krystaliczna) i siarczanu cefoseliny

pod wphywem promieniowania jonizujgcego

W przedziale czasu 0 — 20 min na chromatogramach obserwowano piki substancji badanych
i produktéw rozkladu, ktore nie interferowaly z pikiem substancji badanych. Chromatogramy
badanych cefalosporyn (nienapromieniowanych oraz poddanych dziataniu promieniowania

jonizujacego w dawce 400 kGy) przedstawiono na rycinach 41-45.

250 250

EPNY| CFTO0 kGy 3 amv CFT 400 KGy
200} 2003
‘5“—2 150E
1-6,294 3
] E 1-6,748
100 1003
Ené ED—E
| E 2-2817
~ 0] B b
0.00 7.50 15.00 50 =
t [min] 0.00 t [%ﬁ] 15.00

Ryc. 41. Chromatogramy ceftiofuru sodowego przed i po napromieniowaniu dawkg 400 kGy (1-pik
substancji badanej; 2-pik produktu rozktadu).
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% amw CFK 0 kGy A [mv] CFK - 400 kGy
znaé
IEEI—E
] 1-8,496
10973
E 1-8,541
: !
B0 | 3-16,942
7 L]
E 2 -5703
. A .
= 7n‘m 7.50 15.00 feal T 150 ) 15.00
t [min] t [min]

Ryc. 42. Chromatogramy siarczanu cefkwinomu przed i po napromieniowaniu dawka 400 kGy (1-pik
substancji badanej; 2,3-piki produktow rozktadu).

200 1 A[mV] CAA 0 kGy || 150 - CAA 400 kGy
{ 1A-15,087 | AmV]
. 1B-17,403 1A-15,087
150 1B-17,413
100 1
100 -
50
50 1
5-4,257 3-10,020
\ 4'9’17< ‘ 2)11,123
o -~ 0 PSR - T
0 5 3 15 20 25 0 5 10 20 25
t [min] t [min]

Ryc. 43. Chromatogramy cefuroksymu aksetylu (posta¢ amorficzna) przed i po napromieniowaniu
dawka 400 kGy (1 A, 1 B-diastereoizomery cefuroksymu aksetylu; 2,3,4,5-piki produktow

rozktadu).
91 ) ] CAKOKGy (| 1507, - CAK 400 kGy
1A-15,063 *
1A-15,073
200 | 1B-17,387
100
150
1B-17,370 ‘
100 i
50
c.! ‘ 2-3,570
s i o A e -
0 5 10 t[min] 15 20 25 0 5 10 tmin] 15 20 25

Ryc. 44. Chromatogramy cefuroksymu aksetylu (posta¢ krystaliczna) przed i po napromieniowaniu
dawka 400 kGy (1 A, 1 B-diastereoizomery cefuroksymu aksetylu; 2-pik produktu
rozktadu).
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0
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200
150 ‘
100
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1-10,967
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15
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Ryc. 45. Chromatogramy ceftiofuru sodowego przed i po napromieniowaniu dawka 400 kGy (1-pik

substancji badanej).

Walidacja metod chromatograficznych (HPLC dla dichlorowodorku cefepimu jednowodnego

- CFP oraz UHPLC dla chlorowodorku cefetametu piwoksylu - CFE) do oceny zmian ich

stezenia pod wplywem promieniowania jonizujgcego.

Selektywnos¢

W przedziale czasu 0 — 5 min na chromatogramach obserwowano piki substancji badanych

i produktow rozktadu, ktore nie interferowaty z pikiem substancji badanych. Chromatogramy

badanych cefalosporyn (nienapromieniowanych oraz poddanych dzialaniu promieniowania

jonizujacego w dawce 400 kGy) przedstawiono na rycinach 46-47.

1000 -

750

Amv]

1-0,800 CFP 0 kGy

i

05 1 15 2 25 3 35
t [min]

750

| A[mV]

500

250

1-0,793

i

CFP 400 kGy

05

1

15
t [min]

2

25

Ryc. 46. Chromatogramy dichlorowodorku cefepimu jednowodnego przed i po napromieniowaniu

dawka 400 kGy (1-pik substancji badanej).
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750

500

250

0

CFE 0 kG!
AV y || soe et CFE 400 kGy
1-1.597
1-1,603
250
3-0457
2-0,510
4-0370 J\r\
i

o

1
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4
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0

o

1
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4 5

Ryc. 47. Chromatogramy chlorowodorku cefetametu piwoksylu przed i po napromieniowaniu dawka
400 kGy (1-pik substancji badanej; 2,3,4-piki produktow rozktadu).

Liniowos$¢

W tabelach 16 i 17 oraz na rycinach 48 i 49 przedstawiono wyniki badan liniowosci metod

chromatograficznych (HPLC dla dichlorowodorku cefepimu jednowodnego - CFP oraz

UHPLC dla chlorowodorku cefetametu piwoksylu - CFE) do oceny zmian stgzenia

wybranych cefalosporyn pod wplywem promieniowania jonizujacego.
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Tabela 16. Dane do krzywej wzorcowej dichlorowodorku cefepimu jednowodnego (CFP)

Lp. | ¢ (mg/ml) P Ocena st;ti/s;))(/(izrl;a prostej
1 0,24 | 58,5655

2 020 | 49,3877 a+ Aa=243,7193 £3,7510
3 018 | 44,6358

4 0,16 40,2476 b+ Ab=0,7837 + 0,4982
5 0,14 | 35,1386
6 | 012 |304573 5= 1,6836
! 0,10 | 255021 $,20,2236
8 0,08 | 20,5610
9 006 | 15,4350 r=0,9998

10 0,04 | 10,3061

11 0,02 5,6486

12 0,01 2,5405

Ocena statystyczna istotnosci wspétczynnika b

Zbadano istotnos¢ wspotezynnika b i stwierdzono, ze warto$¢ t,= b/S,= 3,5048 jest wigksza od

warto$ci krytycznej toos(10) = 2,228, co wskazuje, ze warto$¢ b # 0.

Zatem wspotczynnik b jest istotny i zalezno$¢ P; = f(¢) opisuje rOwnanie:

y = (243,7193 + 3,7510) x + (0,7837 + 0,4982)

75,0

50,0 -

25,0 A

0,0

0,05

0,1

0,15 0,2 0,25 0,3
¢ [mg/ml]

Ryc. 48. Krzywa wzorcowa dichlorowodorku cefepimu jednowodnego (CFP).
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Tabela 17. Dane do krzywej wzorcowej chlorowodorku cefetametu piwoksylu (CFE)

Lp. | ¢ (mg/ml) P, Ocena st;tzs;))(/(izrga prostej
1 0,24 | 51,3489

2 0,20 | 42,6610

3 0,18 | 38,1595 a+ Aa=214,1886 + 1,2273
4 0,16 | 33,8541

5 014 | 206487 b + Ab = -0,2496 + 0,1630
6 0,12 | 25,3809 .= 0,5508

7 0,10 | 21,1444

8 0,08 | 16,9803 $,=0,0732

9 0,06 | 12,6945

10 0,04 | 84316 r=09999

11 0,02 3,8508

12 0,01 2,0039

Ocena statystyczna istotnosci wspétczynnika b

Zbadano istotno$¢ wspotczynnika b i stwierdzono, ze wartos¢ t,= b/Sy= |-3,4122] jest wigksza od

warto$ci krytycznej toos(10) = 2,228, co wskazuje, ze warto$¢ b # 0.

Zatem wspotczynnik b jest istotny i zalezno$¢ P; = f(c) opisuje rOwnanie:

y=(214,1886 % 1,2273) x + (-0,2496 + 0,1630)

75,0

50,0 -

25,0 A

0,0

0,05

0,1

0,15 0,2 0,25 0,3
¢ [mg/ml]

Ryc.49. Krzywa wzorcowa chlorowodorku cefetametu piwoksylu (CFE)
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Whniosek:

Proponowane warunki rozdzialu chromatograficznego zapewniaja liniowo$¢ zalezno$ci
wielkos$ci analizowanych sygnatéw (CFP i CFE) jako funkcji st¢zenia oznaczanych substancji

w zakresie stezen od 0,01 mg/ml do 0,24 mg/ml.

Precyzja

a) Precyzja bezposrednia

Wyniki badania precyzji bezposredniej opracowanych metod chromatograficznych

przedstawiono w tabelach 18 i 19.

Tabela 18. Wyniki precyzji bezposredniej oznaczania dichlorowodorku cefepimu jednowodnego

(CFP)
¢ [mg/mi] P; Ocena statystyczna

38,6906
38,4682 wartos¢ srednia: 38,5654

0.16 38,2664 odchylenie standardowe (s): 0,2177
38,4098 wspotczynnik zmiennos$ci (W,): 0,5646%
38,7185 liczba prob: 6
38,8390
47,1434
47,3705 wartos¢ srednia: 47,3251

0.20 47,0863 odchylenie standardowe (s): 0,1746
47,5212 wspotczynnik zmiennosci (W): 0,3689%
47,4685 liczba prob: 6
47,3609
55,9989
56,1927 wartos¢ srednia: 56,2539

0.24 56,2853 odchylenie standardowe (s): 0,1964
56,0989 wspotczynnik zmiennosci (W,): 0,3492%
56,4393 liczba prob: 6
56,5084
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Tabela 19. Wyniki precyzji bezposredniej oznaczania chlorowodorku cefetametu piwoksylu (CFE)

¢ [mg/mi] P; Ocena statystyczna

33,8608
33,9235 warto$¢ $rednia: 33,8541

0.16 33,7995 odchylenie standardowe (s): 0,0446
33,8805 wspotczynnik zmiennosci (W,): 0,1316%
33,8414 liczba prob: 6
33,8191
42,7835
42,7442 warto$é srednia: 42,6610

0.20 42,8242 odchylenie standardowe (s): 0,1842
42,6181 wspotczynnik zmiennosci (W,): 0,4317%
42,6799 liczba prob: 6
42,3163
51,3521
51,3269 warto$¢ $rednia: 51,3489

0.24 51,8980 odchylenie standardowe (s): 0,3062
51,3321 wspotczynnik zmiennosci (W,): 0,5963%
50,9607 liczba prob: 6
51,2235
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b) Precyzja posrednia

Wyniki  badania precyzji

posredniej

przedstawiono w tabelach 20 i 21.

Tabela 20. Wyniki precyzji posredniej oznaczania dichlorowodorku cefepimu jednowodnego (CFP)

opracowanych metod

chromatograficznych

¢ [mg/ml] Pi Ocena statystyczna

40,3736
40,3002 warto$¢ $rednia: 40,2476

0.16 40,3334 odchylenie standardowe (s): 0,2983
40,4836 wspotczynnik zmiennosci (W,): 0,7413%
40,3423 liczba prob: 6
39,6523
49,8787
49,1120 warto$¢ $rednia: 49,3877

6,20 49,1024 odchylenie standardowe (s): 0,3845
49,8863 wspotczynnik zmiennos$ci (W,): 0,7785%
49,1613 liczba prob: 6
49,1856
58,4232
58,5509 wartos¢ srednia: 58,5655

0.24 58,3902 odchylenie standardowe (s): 0,3110
58,4393 wspotczynnik zmiennosci (W,): 0,5319%
59,1892 liczba prob: 6
58,4001
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Tabela 21. Wyniki precyzji posredniej oznaczania chlorowodorku cefetametu piwoksylu (CFE)

¢ [mg/mi] P; Ocena statystyczna

33,6492
33,6081 warto$¢ srednia: 33,6558

0.16 33,6976 odchylenie standardowe (s): 0,0297
33,6496 wspotczynnik zmiennosci (W,): 0,0882%
33,6731 liczba prob: 6
33,6570
42,1121
42,1513 warto$¢ Srednia: 42,1498

0.20 42,2192 odchylenie standardowe (s): 0,0615
42,1403 wspotczynnik zmiennos$ci (W,): 0,1460%
42,0595 liczba prob: 6
42,2165
50,6570
50,5233 warto$¢ $rednia: 50,6328

0.24 50,6361 odchylenie standardowe (s): 0,0678
50,5868 wspotczynnik zmiennosci (W,): 0,1339%
50,7020 liczba prob: 6
50,6919

Whiosek:

Opracowane metody chromatograficzne sa precyzyjne, gdyz wartosci wspoOlczynnika

zmienno$ci (W;) dla wszystkich poziomow stgzen spetniajg kryteria akceptacji (W; < 5%).

4

Dokladnosé

Wyniki badan doktadnos$ci opracowanych metod chromatograficznych, na podstawie oceny

odzysku badanych cefalosporyn z placebo, przedstawiono w tabeli 22.
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Tabela 22. Wyniki badan doktadnosci metod chromatograficznych do oceny zmian stgzenia
dichlorowodorku cefepimu jednowodnego (CFP) i chlorowodorku cefetametu piwoksylu

(CFE) (n=6)
¢ [mg/ml] odzysk CFP (RSD,%b) odzysk CFE (RSD,%)
0,16 95,82 102,08
0,20 95,82 99,42
0,24 96,05 97,79

Whniosek:

Opracowane metody chromatograficzne sg doktadne, gdyz procentowe wartosci odzysku
badanych cefalosporyn z placebo (RSD) dla wszystkich poziomoéw stezen spetniajg kryteria
akceptacji (95% < RSD < 105%).

Granice wykrywalnoSci i oznaczalno$ci

Granice wykrywalnosci (DL) i oznaczalnosci (QL) dichlorowodorku cefepimu jednowodnego
(CFP) oraz chlorowodorku cefetametu piwoksylu (CFE) dla opracowanych metod

analitycznych przedstawiono w tabeli 23.

Tabela 23. Granice wykrywalnos$ci (DL) i oznaczalnosci (QL) CFP i CFE

zwigzek DL [pg] QL [ngl
CFP 5,58 16,90
CFE 2,08 6,29

Podsumowanie parametrow walidacyjnych

Podsumowanie parametréw walidacyjnych metod chromatograficznych, HPLC dla
dichlorowodorku cefepimu jednowodnego — CFP oraz UHPLC dla chlorowodorku cefetametu

piwoksylu — CFE, przedstawiono w tabeli 24.
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Tabela 24. Podsumowanie parametrow walidacyjnych opracowanych metod chromatograficznych

. Wynik
Badany parametr Kryterlur_r_l
akceptacji CEP CEE
Selektywnosé Rozdziat pikow . . . .
Y . , substancji badanej od Sp?l?clg lfgét.?m SPZ?CIZ liz}ét.?na
- wplyw substancji interferujacych produktow rozkladu ptac) ptac)
Liniowo$¢
. . >0,9900 0,9998 0,9999
- wspotczynnik korelacji (1)
80% W, = 0,5646% W, =0,1316%
bezposrednia 100% W, = 0,3689% W, =0,4317%
120% W, = 0,3492% W, =0,5963%
Precyzja W,< 5%
80% W, =0,7413% W, =0,0882%
posrednia 100% W, =0,7785% W, =0,1460%
120% W, =0,5319% W, =0,1339%
80% RSD =95,82% | RSD = 102,08%
Doktadnosé
100% | 95% <RSD<105% | RSD =95,82% RSD =99,42%
- odzysk z placebo
120% RSD = 96,05% RSD = 97,79%

Granica
- detekcji (DL)

- oznaczalnosci (QL)

DL = 5,58 ug
QL = 16,90 pg

DL = 2,08 ug
QL=6,29 pg

5.10.2. Ocena zmian stezenia badanych cefalosporyn pod wplywem promieniowania

jonizujgcego

Do oceny zmian st¢zenia badanych cefalosporyn (nienapromieniowanych oraz po ekspozycji

na promieniowanie jonizujace) zastosowano metody HPLC lub UHPLC. Obliczono

procentowe zmiany pol powierzchni pikow substancji napromieniowanych przyjmujac probki

nie poddane dzialaniu promieniowania jako odniesienie. Wyniki analizy ilo$ciowe]j zostaly

zebrane w tabeli 25.
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Tabela 25. Wyniki badan zawartosci badanych cefalosporyn przed i po napromieniowaniu
(A i B — diastereoizomery cefuroksymu aksetylu, C — zawarto$¢ sumy diastereoizomeroéw
A i B). Wyniki przedstawiono jako procentowa zawarto$¢ badanego zwigzku w probce

0 kGy 25 kGy 50kGy | 100kGy | 200kGy | 400kGy
CFT 100,0 101,7 93,2 97,1 78,7 76,6
CFK 100,0 89,3 89,7 83,4 85,6 75,8

A| 1000 96,9 89,1 87,8 78,8 64,4

CAA |B| 1000 97,2 89,1 87,9 78,8 65,0
c| 1000 97,0 89,1 87,8 78,8 64,7

A| 1000 85,7 83,2 71,7 75,4 55,3

CAK |B| 1000 123,6 83,7 84,4 73,5 89,5
Cc| 1000 104,6 83,4 78,0 74,4 72,4

CSS 100,0 97,0 99,7 86,8 82,8 82,8
CFP 100,0 90,2 96,8 94,9 89,3 84,8
CFE 100,0 95,3 95,3 91,5 89,8 83,9
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5.10.3. Wyznaczanie parametrow kinetycznych rozkladu wybranych cefalosporyn po

ekspozycji na promieniowanie jonizujace.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu badanych cefalosporyn pod wplywem promieniowania

obliczono zgodnie z metodyka zawartg w rozdziale 4.5.8. Wyniki zamieszczono w tabeli 26.

Tabela 26. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu badanych cefalosporyn pod wplywem wigzki
elektronow o mocy 10 kGy/s

k £ Ak [s7] tos [5] to1[s]
CFT (7,48 £4,81) - 107 93 14
CFK (5,33 +4,10) - 107 130 20
CAA (10,5+2,1) - 103 66 10
CAK (8,09 + 8,90) - 107 87 13
CSS (4,04 +5,75) - 107 172 26
CFP (3,35+3,08) - 107 207 32
CFE (3,87 +1,57) - 107 179 27
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6. Omowienie wynikow

Jednym z podstawowych kryteriow zapewnienia odpowiedniej jakosci substancji leczniczej
jest spetnienie kryterium czysto$ci chemicznej, a w przypadku m.in. substancji podawanych
pozajelitowo, takze mikrobiologicznej. Parametr czysto$ci mikrobiologicznej oznacza
otrzymanie produktu pozbawionego drobnoustrojow i ich form przetrwalnikowych. Aby ten
parametr osiggna¢ nalezy zastosowac taka metod¢ wyjalawiania, ktora nie spowoduje zmian
we wilasciwosciach fizykochemicznych substancji oraz zmniejszenia ich zawartoSci.
O doborze metody sterylizacji decyduje przede wszystkim rodzaj substancji wyjatawianej, jej
postaé¢ oraz obecno$¢ rozpuszczalnikow, w tym szczego6lnie wody. Nie bez znaczenia jest
takze koszt procesu i czas konieczny do otrzymania sterylnego produktu. Najskuteczniejszym
sposobem uzyskania jalowych substancji i/lub produktow leczniczych jest sterylizacja
termiczna. Metoda ta nie moze by¢ zastosowana w przypadku lekow podatnych na rozktad
w warunkach podwyzszonej temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza. Alternatywnym
sposobem wyjatawiania jest wykorzystanie promieniowania jonizujagcego w dawce 25 kGy.
Wykorzystanie promieniowania jonizujacego jest mozliwe z uwagi na jego wlasciwosci
bakteriobojcze, ktéore polega na uszkadzaniu materialu genetycznego oraz bialek
funkcjonalnych i strukturalnych mikroorganizmoéow, co powoduje zahamowanie ich czynno$ci
zyciowych. Mechanizm oddzialywania promieniowania jonizujgcego z drobnoustrojami moze

mie¢ charakter:

e bezposredni, polegajacy na wybiciu elektronu z makroczasteczek komoérkowych
I generowaniu reaktywnych wolnych rodnikéw lub,
e posredni, ktory polega na powstawaniu wysoce reaktywnych produktéw radiolizy

wody, ktére zapoczatkowuja reakcje nastepcze, ktore prowadza do efektu letalnego.

Metoda radiacyjna, stuzaca do sterylizacji lekow, zostata uzyta po raz pierwszy w latach 80.
ubieglego stulecia w Stanach Zjednoczonych. Jako oficjalna metoda sterylizacji zostala
opisana w XX Farmakopei Amerykanskiej oraz w drugim wydaniu Farmakopei Europejskie;.
Do celow sterylizacji uzywa si¢ zwykle wigzki elektronéw o energii do 5 MeV, co umozliwia

odpowiednig przenikliwo$¢ i wptywa na zwigkszenie efektywno$ci napromieniowania.

Sterylizacja radiacyjna jest uwazana obecnie za najlepszg metod¢ wyjatawiania, jednak

podstawowym jej ograniczeniem jest mozliwo$¢ uszkodzenia wyjatawianego materiatu, co
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wynika przede wszystkim z powstawania wolnych rodnikow, ktére moga zapoczatkowaé
reakcje tancuchowe i w konsekwencji prowadzi¢ do trwalych produktow rozkladu.
W zwigzku z powyzszym, obecnie preferowana jest sterylizacja substancji leczniczych
w stanie stalym, w ktorym sg one w znacznie mniejszym stopniu narazone na uszkodzenia.
Do najczesciej obserwowanych zmian w lekach poddanych napromieniowaniu zalicza si¢
powstawanie defektéw w sieci krystalicznej, zmiang¢ postaci polimorficznej, zmiane
zawartosci wody, zabarwienia 1 innych wiasciwosci fizykochemicznych oraz powstawanie
wolnych rodnikoéw i produktéw radiolizy. Dotychczasowe badania wykazaly, ze nawet
w obrebie tej samej grupy chemicznej lekow, wystepuja znaczne réznice w podatnosci na
zmiany pod wplywem promieniowania, stad badania takie powinny by¢ prowadzone dla
kazdej substancji leczniczej indywidualnie. Aby mie¢ pewnos¢, ze w wyniku poddania danej
substancji procesowi sterylizacji otrzymamy jalowa substancj¢ o takich samych
wlasciwos$ciach fizykochemicznych, konieczne jest przeprowadzenie kompleksowych badan

potwierdzajacych jej radiochemiczng trwatosé.

Dotychczasowe badania wplywu promieniowania jonizujacego na trwalo$¢ i1 aktywno$¢

przeciwbakteryjng cefalosporyn dotyczyty migdzy innymi:

e wplywu promieniowania gamma (**'Cs, ®°Co) na trwalosé ceftazydymu [98],
cefotaksymu [99,100], cefuroksymu sodowego [100,101], cefaleksyny [102],
cefalorydyny [102], cefalotyny [102], cefapiryny [102], cefazoliny sodowej [103],
cefadroksylu [103] i ceforanidu [103],

e wplywu promieniowania gamma 1 wigzki elektrondw na trwalo$¢ cefdiniru i
cefiksymu [19],

e wplywu promieniowania jonizujacego w postaci wigzki elektronow na trwatos¢

cefazoliny w preparacie Kefzol [104].

W prowadzonych powyzej badaniach okreslono ilo$¢ wolnych rodnikéw oraz czas ich zycia.
W przypadku ceftazydymu zidentyfikowano tworzace si¢ wolne rodniki a takze oceniono jego
czystos¢ mikrobiologiczng 1 zawarto§¢ w probkach poddanych dzialaniu promieniowania.
Stwierdzono, ze promieniowanie gamma wywiera wigkszy destrukcyjny wpltyw na
analizowane cefalosporyny, co znalazlo odzwierciedlenie w réznicach w zawartosci badanych

Zwigzkow.
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W przypadku cefdiniru i cefiksymu stwierdzono dwukrotnie wigkszy ubytek substratu pod
wpltywem promieniowania gamma niz pod wptywem wiazki elektronow. Stwierdzono takze
obnizenie aktywnos$ci przeciwbakteryjnej, ktore nie zawsze korelowato ze wzrostem dawki
promieniowania. Obnizenie aktywnosci przeciwbakteryjnej stwierdzono dla cefaleksyny,

cefalotyny, cefapiryny i cefalorydyny (powyzej 10 kGy).

Wykazano, ze zwigzkiem ktory moze by¢ sterylizowany z wykorzystaniem promieniowania
gamma jest cefotaksym, cefuroksym sodowy oraz cefazolina sodowa. Rowniez produkt
leczniczy Kefzol, zawierajacy cefazoling, moze by¢ wyjatawiany za pomoca wigzki
wysokoenergetycznych elektronéw, jednakze ograniczeniem tej metody moze by¢ zmiana

zabarwienia produktu leczniczego po sterylizacji.

Pomimo podobienstw w budowie cefalosporyn, dla kazdej substancji leczniczych konieczne
jest przeprowadzenie indywidualnych badan potwierdzajacych Iub wykluczajacych
mozliwos¢ zastosowania sterylizacji radiacyjnej jako metody wyjatawiania, dlatego celem
niniejszej pracy jest okreslenie wptywu promieniowania jonizujacego na trwato$¢ ceftiofuru
sodowego, siarczanu cefkwinomu, cefuroksymu aksetylu, siarczanu cefoseliny,
dichlorowodorku cefepimu jednowodnego i chlorowodorku cefetametu piwoksylu. Wzory

wybranych do badan cefalosporyny przedstawiono w tabeli 27.

Tabela 27. Cefalosporyny wybrane do badan

Nazwa zwigzku | Skroét Wzoér

CHs COONa O
S )

.0 O N
Ceftiofur sodowy | CFT l\II H_ N/j/ \ /)
N N"T1g
HN— || & HH
S

Siarczan CEK N/o O J\)

cefkwinomu ;] H N J
N N"T I g
HoN—C ] HH
S

. HySO,
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CHa j/ ~ j{ CHs
Chlorowodorek 00 S _CH. O
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//N | S
— H H

Wszystkie badane cefalosporyny, z wyjatkiem cefuroksymu aksetylu, zawieraja ugrupowanie
iminoalkoksylowe i aminotiazolowe w podstawniku acylowym w pozycji C7. Zawiazki te
charakteryzuja si¢ wysoka opornoscig na dziatanie -laktamaz, uwarunkowang obecno$cig
ugrupowania iminoalkoksy w pozycji syn, gdyz odpowiednie anty-izomery sga nieaktywne
wobec S. aureus, E. coli, P. aeruginosa. Przeprowadzone badania syn- i anty-izomerow
wykazaly, ze zmiany aktywnosci sg spowodowane malym powinowactwem anty-izomerow
do PBP-bakterii, a nie utrata opornosci na dziatanie B-laktamaz, lub obnizeniem mozliwos$ci
penetracji antybiotyku przez zewnetrzne warstwy blony komorkowej bakterii. Pochodne te
wykazujg szeroki zakres dziatania, obejmujacy szczegolnie bakterie Gram-ujemne, ale

rowniez ~ Gram-dodatnie.  Cefuroksym  aksetylu  zawiera  zamiast podstawnika
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aminotiazolowego podstawnik furylowy, ktory przyczynia si¢ do wzrostu aktywnosci oraz

opornosci na dziatanie -laktamaz.
Wybrane do badan cefalosporyny zaliczane sg do:

e |l generacji (cefuroksym aksetylu),
o |1l generacji (ceftiofur sodowy, chlorowodorek cefetametu piwoksylu),
e |V generacji (siarczan cefkwinomu, siarczan cefoseliny, dichlorowodorek cefepimu

jednowodny).

W badaniach uzyto zwigzki in substantia, tylko w przypadku dichlorowodorku cefepimu,
zastosowano preparat Maxipime, w sktad ktorego wchodzi takze L-arginina. Dwie badane
cefalosporyny (ceftiofur sodowy i cefuroksym aksetylu) wystepowaty jako amorficzne,

pozostale byty krystalicznymi proszkami.

Zaplanowane w niniejszej pracy badania wptywu promieniowania jonizujagcego na trwatos¢
wybranych cefalosporyn, mialy na celu dostarczenie jednoznacznych dowodow, ze
promieniowanie jonizujace, z jednej strony zapewni uzyskanie produktu jalowego, a z drugiej

strony, nie wptynie negatywnie na trwatos¢ badanych substancji.

Badane substancje poddano dziataniu promieniowania w linowym akceleratorze elektronéw,
w dawce standardowej 25 kGy oraz w dawkach 50, 100, 200 i 400 kGy, a nastepnie okreslono
zmiany we wilasciwosciach fizykochemicznych substancji, zbadano ich aktywnos$¢
mikrobiologiczng oraz oceniono parametr zawarto$¢. W pierwszym etapie badan oceniono
wlasciwo$ci napromieniowanych zwiazkéw z wykorzystaniem metod bezposrednich, nie

wymagajacych wstepnego przygotowania probki.
Analiza wagowa

Zaobserwowane rdznice masy substancji nienapromieniowanych 1 poddanych
napromieniowaniu sg mniejsze niz btad pomiaru, co potwierdza, ze w czasie ekspozycji na

promieniowanie jonizujace nie powstajg lotne produkty rozktadu.
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Analiza organoleptyczna

Zmiana zabarwienia napromieniowanych substancji jest spowodowana powstawaniem
barwnych produktéw rozktadu, ktére absorbuja promieniowanie elektromagnetyczne
w zakresie widzialnym i ktore tworza takze barwne roztwory w wyniku uszkodzenia sieci
krystalicznej 1 powstania tzw. centréw barwnych, zwanymi takze centrami F lub
elektronowymi oraz ich kombinacji, ktore absorbujg $wiatlo widzialne, powodujac tym

samym powstawanie zabarwienia lub zmian¢ zabarwienia.

Wszystkie badane substancje byty biatymi, krystalicznymi lub bezpostaciowymi proszkami,
bez zapachu. Po rozpuszczeniu w wodzie lub metanolu, tworzyly bezbarwne, przezroczyste
roztwory. Wyjatkiem byl siarczan cefkwinomu, ktérego zabarwienie byto jasnozotte i ktory
posiadal charakterystyczny zapach. Zabarwienie badanych cefalosporyn zmieniato si¢ wraz
z wielko$cig pochtonigtej dawki promieniowania z biatego lub bardzo jasnozoéttego do zottego
lub intensywnie zottego. Najmniej podatny na zmiany zabarwienia byt chlorowodorek
cefetametu piwoksylu, ktorego wyjsciowe zabarwienie nie ulegto zmianie do dawki 100 kGy.
Zmiany zabarwienia cefalosporyn w fazie stalej po ekspozycji na promieniowanie moga
wynika¢ z defektow w sieci krystalicznej 1 sputapkowanych w niej wolnych rodnikéw. Posta¢
1 zapach napromieniowanych substancji leczniczych nie r6znity si¢ od probek nie poddanych
dziataniu promieniowania. Zaobserwowano rowniez, ze badane cefalosporyny poddane
dzialaniu promieniowania, po rozpuszczeniu W wodzie lub w metanolu, tworzyly
przezroczyste i bezbarwne roztwory, co potwierdza, ze ekspozycja na promieniowanie nie
powoduje powstawania barwnych produktéw radiodegradacji, w tym takze barwnych

wolnych rodnikow.
Spektrometria elektronowego rezonansu paramagnetycznego (EPR)

Obecno$¢ wolnych rodnikow stwierdzono we wszystkich probkach cefalosporyn
napromieniowanych dawka 25 kGy. Ilo§¢ wolnych rodnikow w badanych zwigzkach wahata
sic w zakresie od 3,06-10"™ spin/g (postaé krystaliczna cefuroksymu aksetylu) do 110,6-10"
spin/g (dichlorowodorek cefepimu jednowodny) (Rycina 50).
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Ryc. 50. Porownanie poczatkowe]j ilosci wolnych rodnikéw w probkach napromieniowanych
cefalosporyn.

Przyktadowe widma EPR preparatu Maxipime z dichlorowodorkiem cefepimu oraz

chlorowodorku cefetametu piwoksylu przedstawiono na rycinach 51 i 52.

gain x 10 0.7 ppm
26 (l}=228G f . CFP 0 kGy
. Q) = 20033
= g1}=20024
E gainx1 1108 ppm
g
= (TR 0ms CFP 25 kGy
w, (=33 G
T T T T T T T
AZED 3300 A3ED 2400 245D

B3]

Ryc. 51. Widmo EPR produktu Maxipime zawierajacego dichlorowodorek cefepimu i L-argining.
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Ryc. 52. Widmo EPR chlorowodorku cefetametu piwoksylu.

W probce napromieniowanego produktu leczniczego Maxipime mozna wyrdzni¢
przynajmniej dwa roznego rodzaju rodniki, ktére zostaly oznaczone jako (1) i (2).
W pierwszym przypadku niesparowany elektron oddziatuje z jadrem azotu. Oddzialywanie to
jest opisane anizotropowa stala oddziatywania nadsubtelnego w orientacji réwnolegtlej
(indeks|) An(2) = 44 G i prostopadlej (indeks 1) An(l) = 11 G. Wspodtczynnik
rozszczepienia spektroskopowego dla podanego rodnika azotowego wynosi w orientacji
rownolegtej g;(1) = 2,0024 oraz w prostopadtej g,(1) = 2,0035. Anizotropia parametrow EPR
(A 1 g) jest czgsto obserwowana w przypadku rodnikow azotowych. Rodnik typu (1) powstaje
najprawdopodobniej w wyniku oderwania wodoru przy grupie NH; lub NH. Mozna
przypuszczaé, ze takie oderwanie atomu wodoru zachodzi prawdopodobnie w L-argininie,
a nie cefepimie, gdyz podobnego rodnika nie zarejestrowano dla innych cefalosporyn. Dla
drugiego rodnika g(2) = 2,0038. O tym, ze mamy do czynienia z dwoma réznego rodzaju
rodnikami $§wiadczy zmiana ksztaltu widma i nasycanie linii pochodzacych od rodnikow

azotowych w funkcji mocy mikrofal (Rycina 53).
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Ryc. 53. Zmiana ksztaltu widma napromieniowanego produktu leczniczego Maxipime w funkcji
mocy mikrofal.

W przypadku chlorowodorku cefetametu piwoksylu, w prébce napromieniowanej wystepuja
prawdopodobnie trzy rdéznego rodzaju rodniki o wspodtczynnikach rozszczepienia
spektroskopowego g(I) = 2,0080, g(Il) = 2,0042 i stabo intensywny rodnik III o wartosci
g(I11) =2,0003.

Zanik wolnych rodnikéw w napromieniowanych substancjach jest eksponencjalny (ryciny

54-56) i moze by¢ opisany rOwnaniem:

I(t) = 1o + l1exp(-t/Ty)

gdzie:

I(t) — stezenie wolnych rodnikow po czasie t,

lo — stezenie trwalych wolnych rodnikéw,

I, — stezenie wolnych rodnikéw ulegajacych zanikowi po $rednim czasie zycia t;,
t — czas,

T1 — czas zaniku niestabilnych wolnych rodnikow.
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Ryc. 54. Zanik wolnych rodnikéw w napromieniowanym produkcie leczniczym Maxipime.
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Ryc. 55. Zanik wolnych rodnikéw w napromieniowanym chlorowodorku cefetametu piwoksylu.
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Ryc. 56. Zanik wolnych rodnikéw w napromieniowanych probkach ceftiofuru sodowego
(CFT), siarczanu cefkwinomu (CFK), cefuroksymu aksetylu amorficznego (CAA),

cefuroskymu aksetylu krystalicznego (CAK) i siarczanu cefoseliny (CSS).
W przypadku produktu leczniczego Maxipime w czasie t = 0 h, stezenie wolnych rodnikoéw
wynosi 196,3 ppm (83,6 ppm + 113 ppm). Rodniki o stezeniu Ip = 83,6 ppm sa stabilne
(T = =), a czas zaniku niestabilnych rodnikow wynosi 49 h. Bardzo wysoka zawartos$¢
wolnych rodnikow w probkach produktu Maxipime moze by¢ zwigzana nie tylko
z obecnoscig L-argininy ale takze wody, gdyz dichlorowodorek cefepimu wystepuje w postaci
jednowodne;j. Jest wiadomym, ze produkty radiolizy wody moga oddziatywac z substancja
lecznicza i powodowac jej rozktad. W przypadku rozpatrywania mozliwosci wykorzystania
sterylizacji radiacyjnej jako metody wyjatawiania tego produktu, niezbedne byloby
zastosowanie substancji radioprotekcyjnej, ktora na zasadzie zmiatacza wolnych rodnikow,
chronitaby czasteczke substancji aktywnej, jak rowniez substancji pomocniczej, przed wysoce

reaktywnymi produktami radiolizy wodly.

W przypadku chlorowodorku cefetametu piwoksylu, zanik wolnych rodnikéw nastgpowat
w czasie T; = 309 h. W czasie t = 0 poczatkowe stezenie wolnych rodnikéw wynosito

41,5 ppm, przy czym 23,2 ppm to stabilne wolne rodniki w napromieniowanej substancji.

Na rycinie 57 przedstawiono pordéwnanie czasu zycia wolnych rodnikow w probkach

napromieniowanych cefalosporyn.
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Ryc. 57. Porownanie czasu zycia wolnych rodnikow w probkach napromieniowanych cefalosporyn.

Najkrotszy czas zycia wolnych rodnikow stwierdzono w przypadku produktu leczniczego
Maxipime — 2 dni, najdtuzszy za$ w przypadku siarczanu cefoseliny — 25,8 dnia. Bardzo duza
ilo$¢ wolnych rodnikéw w napromieniowanej probce produktu leczniczego Maxipime a takze

ich krotki czas zycia mogg by¢ zwigzane z obecnoscig wody i L-argininy w tym preparacie.
Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR) i Ramana

W przypadku napromieniowanych probek ceftiofuru sodowego, cefuroksymu aksetylu
w postaci amorficznej 1 krystalicznej i chlorowodorku cefetametu piwoksylu nie
zaobserwowano istotnych réznic w potozeniu i ksztalcie poszczegélnych pasm, w odniesieniu
do widm =zarejestrowanych dla zwigzkéw nienapromieniowanych. W przypadku
chlorowodorku cefetametu piwoksylu jedyng dostrzegalng zmiang jest zmniejszenie
intensywno$ci pasm zwigzanych z drganiami rozciggajagcymi wigzan C-N w pier§cieniu
tiazolu i cefemu (przy 1387 i 1442 cm™). Jednakze jest ona na tyle mata, ze nie pozwala na
potwierdzenie rozktadu chlorowodorku cefetametu piwoksylu pod wptywem promieniowania,
co znajduje odzwierciedlenie w zawartosci tych zwigzkow po ekspozycji na promieniowanie

w dawce 25 kGy.

Analizujgc widma napromieniowanego (25 i 400 kGy) siarczanu cefkwinomu i poréwnujac je

z widmami probki referencyjnej zauwazono pojawienie si¢ dodatkowego pasma przy
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620 cm™, ktore moze pochodzi¢ od drgan zginajacych wigzan C-N-H oraz od drgan
wahadlowych wigzan NH; w grupie powstalej po peknigciu wigzania C-N w pierscieniu
B-laktamowym. Zaobserwowano réwniez zmiany intensywnos$ci i ksztaltu pasm w zakresie
1100-1200 cm™, ktére koresponduja ze zmianami w sile oddzialywan pomiedzy C-C i C-N
w ugrupowaniu [B-laktamowym, co dodatkowo potwierdza nietrwato$¢ tej struktury na
dziatanie promieniowania. Zaobserwowane zmiany w widmach IR siarczanu cefkwinomu
korespondujg z najwigkszym spadkiem zawartos$ci tej cefalosporyny i duza zawarto$cia

wolnych rodnikéw w probee poddanej dziataniu promieniowania w dawce 25 kGy.

Widma siarczanu cefoseliny poddanego dziataniu promieniowania w dawce 25 kGy nie
r6éznig si¢ od widma zarejestrowanego dla jego probki referencyjnej. Jednakze dla probki
napromieniowane] dawka 400 kGy zauwazono istotne zmiany dla pasm polozonych przy:
618, 1100-1200 i 1634 cm™. Pasmo przy 618 cm™ zwigzane jest z drganiami wahadlowymi
wiazan NH,. Szerokie pasmo w zakresie 1100-1200 cm™ ma strukture ztozona i w jego
sktadzie mozna wyr6zni¢: drgania wachlarzowe i wahadtowe wigzan C-H oraz drgania
zginajace wiazan C-C-H w grupach CH, i CHs. Pasmo przy 1634 cm™ jest mato widoczne
i moze wigzaé si¢ z drganiami nozycowymi wigzan NH; w produkcie rozktadu siarczanu

cefoseliny.

Analiza widm napromieniowanego dichlorowodorku cefepimu jednowodnego i poréwnanie
ich z widmem proébki nienapromieniowane] wykazata zmiany pasm potozonych przy: 880,
1039, 1087, 1231, 1285, 1678 i 1776 Cm'l, Swiadczy o zmianie w obrebie drgan
rozciggajacych wigzan C-C, C-N oraz C=O pierscienia B-laktamowego. Ponadto w probce
poddanej dziataniu promieniowania w dawce 400 kGy zaobserwowano pojawienie si¢
dodatkowych pasm (np. przy 1461 cm™), co moze sugerowaé tworzenie sic wiazan C-H.
Wszystkie zaobserwowane zmiany pozwalaja wykazaé, ze pierscien p-laktamowy
dichlorowodorku cefepimu jednowodnego jest najbardziej podatny na rozktad pod wptywem

promieniowania.

Zmiany obserwowane w widmach Ramana, zarejestrowanych dla probek cefalosporyn przed
i po napromieniowaniu sa stabo widoczne. Jednakze ich analiza pozwala na wyciagniecie

analogicznych wnioskow, jak w przypadku analizy widm FT-IR.
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Roznicowa kalorymetria skaningowa (DSC)

Wykazano, ze krzywe DSC nienapromieniowanych cefalosporyn charakteryzuja sie:

e jednym endotermicznym pikiem topnienia (ceftiofur sodowy, cefuroksym aksetylu w

postaci amorficznej i krystalicznej, siarczan cefoseliny, chlorowodorek cefetametu

piwoksylu),

e dwoma endotermicznymi pikami topnienia (pochodzacymi od dichlorowodorku

cefepimu jednowodnego i L-argininy w preparacie Maxipime),

e jednym egzotermicznym pikiem zwigzanym najprawdopodobniej z rozktadem

zwigzku (siarczan cefkwinomu).

Dalszej analizie poddano wytacznie napromieniowane probki antybiotykow, ktorych krzywe

DSC posiadaty co najmniej jeden endotermiczny pik topnienia. Tabela 28 przedstawia

zaobserwowane kierunki zmian parametrow charakteryzujacych piki topnienia (Tonset | Tpeak)

oraz entalpi¢ tego procesu (AH - AHp kGy).

Tabela 28. Zmiany parametréw piku topnienia oraz entalpii tego procesu.

Tonset Toeax AH - AH, kGy
kierunek zmiany
CFT ! Tl N
CAA l ! 1
CAK T 1 11
CSs Tl ! !
CFP ! ! 11
CFE Tl ! Tl

Legenda: | - spadek, 1 - wzrost, 1| - kierunek nieokreslony

W probkach badanych cefalosporyn poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego

stwierdzono obnizenie temperatury topnienia, proporcjonalnie do zastosowanej dawki, O

moze by¢ spowodowane powstawaniem produktow radiolizy. A zatem metoda DSC, moze

obok metody EPR, by¢ przydatnym narzgdziem do monitorowania zmian w substancjach

leczniczych poddanych napromieniowaniu.
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W probkach badanych cefalosporyn napromieniowanych dawka 25 kGy, najwickszy spadek
temperatury topnienia odnotowano dla postaci krystalicznej cefuroksymu aksetylu
i dichlorowodorku cefepimu jednowodnego, ktory wynosit odpowiednio -5,1°C i -4,3°C,
najmniejszy natomiast dla postaci amorficznej cefuroksymu aksetylu i chlorowodorku

cefetamtetu piwoksylu.

Dla badanych cefalosporyn nie wykazano korelacji liniowej miedzy temperaturg topnienia

Tonset 1 Tmax oraz entalpig procesu (AH) a dawkg promieniowania jonizujacego.
Skaningowa mikroskopia elektronowa (SEM)

Poréwnujac mikrofotografie SEM badanych cefalosporyn przed i po napromieniowaniu
zaobserwowano wystgpienie zmian polegajacych na wigkszym zbryleniu krysztatow
(ceftiofur sodowy, siarczan cefkwinomu i cefuroksym aksetylu w formie krystalicznej) oraz
na zmianie ich wielkosci (siarczan cefoseliny). Natomiast dla napromieniowanych prébek
cefuroksymu aksetylu w formie amorficznej, dichlorowodorku cefepimu jednowodnego

i chlorowodorku cefetametu piwoksylu nie zauwazono zadnych istotnych roznic.
Proszkowa dyfraktometria rentgenowska (XRPD)

Jak wynika z przedstawionych dyfraktogramow (Ryciny 34-40) ceftiofur sodowy
1 cefuroksym aksetylu amorficzny maja charakter amorficzny a pozostate zwigzki maja postac¢
krystaliczng. Poroéwnujac otrzymane wyniki dla badanych cefalosporyn przed 1 po
napromieniowaniu, stwierdzono brak istotnych réznic w potozeniu i intensywnos$ci
poszczegodlnych refleksow na dyfraktogramach zarejestrowanych dla ceftiofuru sodowego,
siarczanu cefkwinomu, cefuroksymu aksetylu amorficznego i siarczanu cefoseliny. Zmiany
pod wptywem promieniowania zaobserwowano natomiast dla napromieniowanych probek
cefuroksymu aksetylu krystalicznego, dichlorowodorku cefepimu  jednowodnego
1 chlorowodorku cefetametu piwoksylu. Na ich dyfraktogramach mozna zauwazy¢ pojawienie
si¢ nowych refleksow oraz réznice w intensywnosci i potozeniu juz istniejagcych. Moze by¢ to
spowodowane zmniejszeniem stopnia krystalicznosci badanych antybiotykéw pod wplywem

promieniowania, jak rowniez zmianami w sktadzie ilo§ciowym.
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Badania mikrobiologiczne

Przeprowadzone badania mikrobiologiczne mialy na celu wykazanie, ze promieniowanie
jonizujace nie ma wplywu na aktywno§¢ mikrobiologiczng wybranych cefalosporyn

1 prowadzi do otrzymania jalowego produktu.

Wykazano, ze wszystkie probki antybiotykow, zarowno te wyjatawiane przez saczenie, jak
rowniez sterylizowane radiacyjnie sg jatowe. Stwierdzono takze, ze metoda wyjalawiania nie
wptywa na aktywno$¢ mikrobiologiczng badanych cefalosporyn. Wyjatek stanowit
napromieniowany siarczan cefoseliny, ktorego warto§¢ MIC wobec szczepu WzOrcowego
Escherichia coli wzrosta z 0,125 do 0,25 pg/ml, co wigze si¢ z dwukrotnym zmniejszeniem

aktywnosci bakteriobojczej tego leku.
Analiza chromatograficzna — oznaczenie zawartosci badanych cefalosporyn

Do oceny zawarto$ci badanych substancji przed i po napromieniowaniu oraz do wyznaczenia
statych szybkosci rozktadu pod wptywem wigzki o mocy 10 kGy/h, zastosowano metody
HPLC lub w przypadku chlorowodorku cefetametu piwoksylu — UHPLC. Metody HPLC
stosowane uprzednio w innych badaniach trwalo$ci poddano rewalidacji pod katem
selektywnosci. W przypadku metody HPLC do oznaczania dichlorowodorku cefepimu
i UHPLC do oznaczania chlorowodorku cefatametu piwoksylu — opracowane metody
zwalidowano oceniajac takie parametry jak selektywno$é¢, doktadnos¢, precyzja i liniowosé.

Wyznaczono takze granice wykrywalnosci i oznaczalnosci badanych substancji.

Stwierdzono, ze opracowane metody sa selektywne, linowe w badanych zakresach stezen,
doktadne i1 precyzyjne i na tej podstawie uznano je jako odpowiednie do wyznaczonego

celu — oceny zmian stgzenia substancji w czasie ekspozycji na promieniowanie jonizujace.

Biorac pod uwage zawarto$¢ cefalosporyn opisanych w farmakopei, mozna przyjaé, ze
powinna ona mieéci¢ si¢ w granicach od 102,0% do 96,0%, w zaleznosci od badanego
zwigzku. Z badanych cefalosporyn poddanych dziataniu promieniowania jonizujacego
w dawce 25 kGy, parametr ten spetniaty: ceftiofur sodowy, cefuroksym aksetylu amorficzny
I siarczan cefoseliny, natomiast siarczan cefkwinomu, cefuroksym aksetylu krystaliczny,
dichlorowodorek cefepimu jednowodny oraz chlorowodorek cefetametu piwoksylu nie

spetiaty tego parametru.
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Stwierdzono, ze po ekspozycji na promieniowanie nastgpit spadek zawarto$ci wszystkich
badanych zwigzkéw. Na chromatogramach ceftiofuru sodowego, siarczanu cefkwinomu,
cefuroksymu aksetylu amorficznego i krystalicznego, oraz chlorowodorku cefetametu
piwoksylu zaobserwowano ponadto pojawienie si¢ nowych pikow pochodzacych
prawdopodobnie od produktéw rozkladu. Dla dawki 25 kGy najwigkszy spadek zawarto$ci
(powyzej 10%) zarejestrowano dla diastereoizomeru A cefuroksymu aksetylu amorficznego
1 krystalicznego oraz siarczanu cefkwinomu. Najbardziej podatny na rozktad pod wptywem
promieniowania w dawce 400 kGy okazaly si¢ natomiast diastercizomer A cefuroksymu
aksetylu krystalicznego oraz diastereoizomery A i B cefuroksymu aksetylu amorficznego.
Nalezy réwniez zwroci¢ uwage na fakt, iz cefuroksym aksetylu w postaci krystalicznej (CAK)
charakteryzuje si¢ wigkszg trwatoscig niz amorficzna postaé¢ tego leku (CAA). Dla probek
CAK zaobserwowano takze wystgpowanie roznic (dla dawek promieniowania 25, 100 i 400
kGy) w trwatosci poszczegdlnych diastereoizomerow. Spadek zawartosci badanych

cefalosporyn nie koreluje z zastosowang dawkg promieniowania.

Analiza chromatograficzna — wyznaczanie parametrow kinetycznych reakcji rozkladu

badanych cefalosporyn

W czasie napromieniowania moc zrddla wynosita 10 kGy/s, zatem czas oddzialywania
badanych substancji z wigzkg elektronow byt stosunkowo krotki i wynosit od 2,5 s dla dawki
25 kGy do 40 s dla dawki 400 kGy. Uwzgledniajac czas napromieniowania 1 zmiany
zawartos$ci badanych cefalosporyn pod jego wplywem mozliwe bylo wyznaczenie stalych
szybkosci rozktadu k [s™] oraz to1 i tos, czyli czasu w ktorym ubytek substratu wynosi
odpowiednio 10 i 50%. Potlogarytmiczna zalezno$¢ ¢ = f(t) jest prostoliniowa dla badanych
zwigzkow, co potwierdza, ze rozktad cefalosporyn pod wptywem promieniowania zachodzi

zgodnie z modelem kinetyki I rzedu wzgledem stgzenia substratu.

Wyznaczone state szybko$ci rozkladu (Tabela 25) wskazujg, ze zwigzkiem najbardziej
podatnym na rozklad pod wptywem promieniowania jonizujacego jest posta¢ amorficzna
cefuroksymu aksetylu, natomiast najbardziej trwatym zwigzkiem w tych warunkach

dichlorowodorek cefepimu jednowodny w preparacie Maxipime.
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Badane zwiazki uszeregowane wedtug szybkosci rozktadu przedstawiaja si¢ nastepujaco:

CFP > CFE >CSS >CFK > CFT >CAK >CAA.

Z pochodnych z tzw. podstawnikiem betainowym, tzn. cefkwinomu, cefoseliny i cefepimu,

najmniej odporny na promieniowanie okazat si¢ siarczan cefkwinomu a najbardziej odporny
siarczan cefoseliny.
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7. WniosKi

1. Promieniowanie jonizujgce powoduje powstawanie w probkach ceftiofuru sodowego,
siarczanu cefkwinomu, cefuroksymu aksetylu, siarczanu cefoseliny, dichlorowodorku
cefepimu jednowodnego (w preparacie Maxipime) oraz w chlorowodorku cefetametu
piwoksylu wolnych rodnikéw w roéznym stezeniu oraz zrdznicowanym czasie zycia

| wygaszania.

2. Zabarwienie badanych cefalosporyn w fazie statej pod wpltywem promieniowania
jonizujacego ulegato zmianie, co §wiadczy o mozliwych defektach w sieci krystalicznej

1 putapkowaniu wolnych rodnikéw.

3. Zawarto$¢ badanych cefalosporyn pod wptywem promieniowania jonizujacego w dawce
25 kGy ulegla zmniejszeniu w zakresie od 0 do 10,7%, w odniesieniu do probki

niepoddanej dziataniu promieniowania.

4. Radiodegradacja badanych cefalosporyn w zakresie dawek od 25 do 400 kGy zachodzi

zgodnie z kinetyka reakcji I rzedu wzgledem stezenia substratu.

5. Promieniowanie jonizujace w postaci wysokoenergetycznej wigzki elektronéw nie
wptynelo na aktywnos¢ przeciwbakteryjng ceftiofuru sodowego, siarczanu cefkwinomu,
cefuroksymu aksetylu, dichlorowodorku cefepimu jednowodnym (w preparacie Maxipime)
oraz chlorowodorku cefetametu piwoksylu. Natomiast aktywno$¢ bakteriobdjcza siarczanu
cefoseliny wobec szczepéw wzorcowych Escherichia coli ulegla dwukrotnemu

zmniejszeniu.

6. Z szesciu badanych cefalosporyn tylko ceftiofur sodowy moze by¢ sterylizowany

radiacyjnie.

7. Zastosowanie promieniowania jonizujacego do wyjatawiania produktu leczniczego
wymaga uwzglednienia jego wpltywu nie tylko na substancje lecznicza, ale takze na

substancje pomocnicze.

Garbacki P.: ,, Wpbw sterylizacji radiacyjnej na trwatos¢ wybranych cefalosporyn”™



120

8. Streszczenie

Sterylizacja radiacyjna, bazujaca na wykorzystaniu promieniowania jonizujacego w dawce
25 kGy, moze by¢ alternatywnym sposobem uzyskania jalowych substancji leczniczych, jak
rowniez preparatow farmaceutycznych. Metoda ta znajduje zastosowanie przede wszystkim
w procesie wyjatawiania lekow podatnych na rozklad w warunkach podwyzszonej
temperatury 1 wilgotnosci wzglednej powietrza. Podstawowym ograniczeniem sterylizacji
radiacyjnej jest mozliwo$¢ uszkodzenia wyjatawianego materialu. Konieczne jest wigc
przeprowadzenie badan pozwalajacych na ocene trwatosci radiochemicznej kazdej substanciji,

ktoéra ma by¢ sterylizowana za pomocg promieniowania jonizujacego.

Celem niniejszej pracy jest okreslenie wptywu promieniowania jonizujacego na trwalo$é
i aktywno$¢ mikrobiologiczng ceftiofuru sodowego, siarczanu cefkwinomu, cefuroksymu
aksetylu, siarczanu cefoseliny, chlorowodorku cefetametu piwoksylu in substantia oraz
dichlorowodorku cefepimu jednowodnego w postaci preparatu farmaceutycznego Maxipime,

w sktad, ktorego wchodzi takze L-arginina.

Badane zwigzki napromieniowano wysokoenergetyczng wigzka elektronow w dawce 25 kGy
oraz w dawkach wyzszych 50-400 kGy, a nastepnie poddano badaniom analitycznym, ktorych
celem byla ocena ewentualnych zmian ich wlasciwosci fizykochemicznych i aktywnosci

mikrobiologicznej.

W pierwszym etapie badan wykorzystano nastepujace metody bezposrednie, tzn. nie
wymagajace wstepnego przygotowania probki: analiza wagowa 1 organoleptyczna, metody

spektroskopowe (EPR, FT-IR, Raman, XRPD), metoda termiczna (DSC) i inne (SEM).

Analiza wagowa wykazata brak istotnych rdéznic w masie probek badanych cefalosporyn
przed 1 po napromieniowaniu co wskazuje, ze pod wptywem promieniowania nie powstaja

lotne produkty rozktadu.

W  badaniu organoleptycznym zaobserwowano zalezne od dawki pochtonigtego
promieniowania, zmiany zabarwienia badanych zwigzkow. Posta¢ i zapach badanych lekoéw
nie ulegly zmianie pod wplywem promieniowania. Tworzenie przez napromieniowane

zwigzki przezroczystych i bezbarwnych roztworéw dowodzi natomiast, ze ekspozycja na
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promieniowanie nie skutkuje powstawaniem barwnych produktéow radiodegradacji, w tym

takze barwnych wolnych rodnikow.

Badanie EPR wykazalo, ze probki wszystkich cefalosporyn poddanych dzialaniu
promieniowania jonizujacego w dawce 25 kGy wykazuja obecnos¢ wolnych rodnikéw oraz,
ze ich ilos¢ w badanych zwigzkach wahata si¢ w zakresie od 3,06-1015 spin/g dla postaci
krystalicznej cefuroksymu aksetylu do 110,6-1015 spin/g dla produkt leczniczego Maxipime
zawierajacego dichlorowodorek cefepimu jednowodny. Zaobserwowano takze, duze réznice
w czasie zycia wolnych rodnikow dla poszczegolnych antybiotykow. Duza ilo$¢ i krotki czas
zycia wolnych rodnikéw w napromieniowanej probce produktu leczniczego Maxipime moze

by¢ zwigzany z obecnosci wody hydratacyjnej i L-argininy w tym preparacie.

Widma FT-IR i Ramana napromieniowanych probek ceftiofuru sodowego, cefuroksymu
aksetylu w postaci amorficznej i krystalicznej i chlorowodorku cefetametu piwoksylu nie
wykazuja istotnych réznic w polozeniu i ksztalcie poszczegdlnych pasm, w odniesieniu do
widm zarejestrowanych dla zwigzkéw nienapromieniowanych. Natomiast zmiany w widmach
pozostatych cefalosporyn (siarczanu cefkwinomu, siarczanu cefoseliny i dichlorowodorku
cefepimu jednowodnego) wskazuja, ze struktura najbardziej podatng na rozklad pod

wplywem promieniowania jonizujgcego jest ugrupowanie B-laktamowe.

Analiza XRPD wskazuje na zmiany stopnia krystalicznosci 1 sktadu ilosciowego dla
napromieniowanych probek cefuroksymu aksetylu krystalicznego, dichlorowodorku cefepimu
jednowodnego i chlorowodorku cefetametu piwoksylu. Dla pozostatych antybiotykow
stwierdzono brak istotnych réznic w potozeniu 1 intensywnosci poszczegolnych refleksow na

ich dyfraktogramach proszkowych.

Analizie DSC poddano probki cefalosporyn, ktére posiadaty co najmniej jeden endotermiczny
pik topnienia (wszystkie poza siarczanem cefkwinomu). Zaobserwowano zalezny od dawki
promieniowania spadek temperatury topnienia co moze by¢ zwigzane z powstawaniem
produktow radiolizy. Nie wykazano natomiast korelacji liniowej migdzy temperaturg

topnienia oraz entalpia procesu a zastosowang dawka promieniowania jonizujacego.

Oceniajac mikrofotogratie SEM badanych zwigzkoéw przed 1 po napromieniowaniu dawka

400 kGy zaobserwowano niewielkie zmiany polegajace na wigkszym zbryleniu krysztatéw
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lub na zmianie ich wielkosci dla probek ceftiofuru sodowego, siarczanu cefkwinomu,
cefuroksymu aksetylu w formie krystalicznej oraz siarczanu cefoseliny. W przypadku

pozostatych lekow nie zauwazono istotnych roznic.

Do oceny zmian zawarto$ci analizowanych zwigzkow przed i po napromieniowaniu oraz do
wyznaczenia stalych szybkos$ci rozktadu pod wplywem promieniowania zastosowano metody
chromatograficzne (HPLC 1 UHPLC). Zaobserwowano, ze po napromieniowaniu nastgpit
spadek zawartoSci wszystkich badanych cefalosporyn, ktory nie korelowal jednak
z pochtonigta dawka promieniowania. Wartosci statych rozktadu wskazuja, ze najbardziej
podatny na rozkiad pod wpltywem promieniowania jest cefuroksym aksetylu w postaci
amorficznej, natomiast najwickszg trwatoscig charakteryzuje si¢ dichlorowodorek cefepimu

jednowodny w preparacie Maxipime.

Rownolegle do badan fizykochemicznych przeprowadzono badania mikrobiologiczne.
Potwierdzono, ze wszystkie probki poddane dzialaniu promieniowania jonizujacego w dawce
25 kGy wykazuja jatowos¢. Wykazano rowniez, ze aktywnos$¢ bakteriobdjcza badanych
cefalosporyn po napromieniowaniu nie zmienita si¢. Wyjatek stanowi siarczan cefoseliny, dla

ktérego aktywnos$¢ wobec bakterii Gram-ujemnych zmniejszyta si¢ dwukrotnie.

Podsumowujgc, wykazano ze sterylizacja radiacyjna moze by¢é wykorzystana tylko do

wyjatawiania ceftiofuru sodowego.

Garbacki P.: ,, Wpbw sterylizacji radiacyjnej na trwatos¢ wybranych cefalosporyn”™



123

9. Summary

Radiation sterilization, based on the application of ionizing radiation at the dose of 25 kGy
can be an alternative way to obtain sterile medicinal substances, as well as pharmaceutical
preparations. This method is used primarily in the sterilization of drugs susceptible to
degradation under conditions of increased temperature and relative air humidity. The major
limitation of radiation sterilization is the possibility of damage to the sterilized material. It is
therefore necessary to carry out research allowing the evaluation of radiochemical stability of

each substance to be sterilized with ionizing radiation.

The aim of this study is to determine the effect of ionizing radiation on stability and
microbiological activity of ceftiofur sodium, cefquinome sulfate, cefuroxime axetil, cefoselis
sulfate, cefetamet pivoxyl hydrochloride in substantia and cefepime dihydrochloride
monohydrate in Maxipime pharmaceutical preparation, which includes also L-arginine.

The abovementioned compounds were irradiated with high energy electron beam at the dose
of 25 kGy and at doses of 50-400 kGy, and then subjected to an analytical studies, in order to

evaluate any changes in their chemical, physical and microbiological activity.

In the first stage of the studies the following direct methods, which do not require sample
pretreatment were used: gravimetric and organoleptic analysis, spectroscopic methods (EPR,
FT-IR, Raman, XRPD), thermal method (DSC) and others (SEM).

Gravimetric analysis showed no significant differences in the weight of the cephalosporin
samples before and after irradiation, indicating that during irradiation any volatile

decomposition products are formed.

In the organoleptic studies the irradiation dose-dependent color changes of selected
cephalosporins were observed. The form and the smell of study compounds were not changed
under the influence of radiation. The irradiated compounds gave transparent and colorless
solutions what shows, that the exposure to radiation does not result in the formation of

colored products of radiolysis, including the colored free radicals.

EPR study showed that samples of all cephalosporins irradiated at the 25 kGy represented the

presence of free radicals and that their amount in the test compounds ranged from
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3,06 - 10™ spin/g for the crystalline form of cefuroxime axetil to 110,6 - 10™ spin/g for
Maxipime preparation containing cefepime dihydrochloride monohydrate. The large
differences in the lifetime of free radicals in individual drugs samples were observed. A large
number of free radicals with short lifetime in the irradiated Maxipime sample may be related

to the presence of hydration water and L-arginine in this preparation.

FT-IR and Raman spectra of irradiated ceftiofur sodium, cefuroxime axetil in amorphous and
crystalline forms and cefetamet pivoxil hydrochloride do not represent significant differences
in the position and shape of bands in combarision to the spectra registered for non-irradiated
compounds. However, changes in the spectra of other cephalosporins (cefquinome sulfate,
cefoselis sulfate and cefepime dihydrochloride monohydrate) show that a B-lactam moiety is

the structure which is the most susceptible to degradation caused by ionizing radiation.

XRPD analysis indicates a changes in degree of crystallinity and quantitative composition of
the irradiated samples of crystalline form of cefuroxime axetil, cefepime dihydrochloride
monohydrate and cefetamet pivoxil hydrochloride. For other antibiotics no significant
differences in the position and intensity of individual reflections on their powder diffraction

patterns were found.

DSC analysis was carried out for samples of cephalosporins, which had at least one
endothermic melting peak (all except cefquinome sulfate). The dose-dependent decrease in
the melting point was observed which can be associated with the formation of radiolysis
products. There were no linear correlation between the melting point, enthalpy of the process

and a dose of radiation.

On SEM images of the tested compounds (ceftiofur sodium, cefquinome sulfate, crystalline
form of cefuroxime axetil and cefoselis sulfate) before and after irradiation with the dose of
400 kGy only small changes, involving a wider solidification of the crystal or a change in the
size, were noticed. In the case of other compounds no significant differences were observed.

The chromatographic methods (HPLC and UHPLC) were applied to evaluate changes in the
content of compounds being before and after irradiation and to determine the rate constants of
decomposition under the influence of radiation. It was observed that after irradiation there

was a decrease in the content of all tested cephalosporins, which, however, did not correlate
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with absorbed radiation dose. The values of rate constants of decomposition show that the
most susceptible to degradation under the influence of radiation is amorphous form of
cefuroxime axetil, whereas the most stabile is cefepime dihydrochloride monohydrate in

Maxipime formulation.

Parallelly to the physico-chemical, microbiological studies were carried out. The sterility of
all antibiotics exposed to the radiation at 25 kGy was confirmed. It was also shown that the
bactericidal activity of cephalosporins after irradiation was not changed. The exception is the

cefoselis sulfate, for which the activity against gram-negative strains decreased two times.

It was concluded that the ionizing radiation can only be applied for sterilization of ceftiofur

sodium.
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OSWIADCZENIE

Wyrazam zgode na udostepnienie mojej rozprawy doktorskiej w Czytelni
Naukowej Biblioteki Gtéwnej Uniwersytetu Medycznego im.
K.Marcinkowskiego w Poznaniu oraz w formie elektronicznej w Wielkopolskiej

Bibliotece Cyfrowe] (www.wbc.poznan.pl).

Poznan, dnia
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OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz jestem autorem pracy......doktorskiej..................... p.t.:
"Wphyw sterylizacji radiacyjnej na trwatos¢ wybranych cefalosporyn".

Praca ta zostala przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udzialu osob
trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materiatlow
zrodlowych, stanowi ona prace¢ oryginalng, nie narusza praw autorskich oraz débr osobistych
0s0b trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Oswiadczam réwniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji, ktore
zostaly uzyskane w sposob niedozwolony prawem oraz nie byla dotychczas przedmiotem
zadnej urzedowej procedury zwigzanej z uzyskaniem stopnia ...naukowego: doktor nauk
farmaceutycznych..., a ztozona przeze mnie dyskietka/ptyta CD zawiera elektroniczny zapis
przedstawionej przeze mnie pracy.

Jednoczesnie o$wiadczam, ze nieodplatnie udzielam Uniwersytetowi Medycznemu
im. Karola Marcinkowskiego w Poznaniu licencji do korzystania z wyzej wymienionej pracy
bez ograniczen czasowych i terytorialnych w zakresie obrotu no$nikami, na ktoérych prace
utrwalono przez: wprowadzanie do obrotu, uzyczenie lub najem egzemplarzy w postaci
elektronicznej a nadto upowazniam Uniwersytet Medyczny im. Karola Marcinkowskiego
w Poznaniu do przechowywania i archiwizowania pracy w zakresie wprowadzania jej
do pamigci komputera oraz do jej zwielokrotniania i udostepniania w formie elektroniczne;j
oraz drukowanej.
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