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1. WSTEP

Z szacunkéw Swiatowej Organizacji Zdrowia wynika, ze rocznie na $wiecie na skutek
choroby nowotworowej umiera ponad 8 milionéw ludzi. Na pierwszym miejscu pod
wzgledem czgsto$ci wystepowania i $miertelnosci jest rak pluca u mezczyzn i rak piersi
u kobiet. Kolejne ,,miejsca” w statystykach zachorowalnosci zajmujg nowotwory jelita
grubego, prostaty oraz zotadka [1].W Polsce, podobnie jak na §wiecie, nowotwory sa druga
przyczyng zgonéw wsrod osob dorostych, po chorobach uktadu sercowo-naczyniowego. Co
roku odnotowuje si¢ ok. 155 000 nowych zachorowan i ok. 93 000 zgonéw, a 0sob zyjacych
z chorobg nowotworowg jest ok. 500 000 [2]. Nadal ro$nie catkowity wspotczynnik
umieralno$ci na nowotwory, chociaz do tego moze si¢ takze przyczynia¢ rosngca Srednia
dtugos¢ zycia [3]. Te ponure statystyki nie odzwierciedlajg jednak catej prawdy
o nowotworach. Po pierwsze, nowotwory to caly szereg okoto stu réznorodnych jednostek
chorobowych, majacych swdj poczatek w pierwotnej i wtdornych mutacjach pewnych klas
gendw zwanych protoonkogenami oraz genami supresorowymi, ktore poprzedzaja o kilka do
kilkunastu lat moment wykrycia zmiany chorobowej. Stad bardzo istotna w leczeniu jest rola
wczesnej diagnostyki 1 profilaktyki. Przyktadami protoonkogenow sa: erbB, src, C-ras, N-ras
— steruja one wytwarzaniem bialek btony komoérkowej, kluczowych w procesach
przekazywania sygnatow migdzy komoérkami. Z kolei bialka cytoplazmatyczne koduja
onkogeny takie jak H-ras, K-ras i inne, a bialka jadra komoérkowego: myc, fos, erb-A. Na
skutek roznych nieprawidtowosci w podziale materiatu genetycznego, np. mutacji punktowej,
amplifikacji, translokacji, insercji 1 in., dochodzi do aktywacji ww. genow
1 niekontrolowanego nasilenia procesoéw, ktorymi kieruja produkty onkogendw, czyli bialka.
To z kolei stopniowo przyczynia si¢ do powstania nowotworu. Geny supresorowe, np. p53,
APC 1 in. odpowiedzialne sg za produkcj¢ bialek dziatajagcych hamujgco na wzrost komoérek
poprzez proces apoptozy, czyli programowanej $mierci komorek. W wyniku zmian
w strukturze tych genow, ich produkty nie dziataja poprawnie i1 komoérki zyskuja

Hhiesmiertelno$¢” [4]. Oprocz ww. klas genow zidentyfikowano i potwierdzono wpltyw
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materialu genetycznego wirusOw na proces nowotworowy. Przyktadami moga by¢ HPV —
wirus brodawczaka ludzkiego oraz EBV — wirus Epsteina-Barra. Z uwagi na podobienstwo
w budowie genow wirusowych do protoonkogendéw oraz w wyniku wbudowania si¢ ich
w DNA gospodarza, pojawia si¢ dziatanie sprzyjajace powstaniu guza. Nalezy pamigtad
jednak, ze nowotwor jest wynikiem wielu procesow, ktore musza zaistnie¢ po kolei [5].
Wyréznia si¢ zwykle nastepujace etapy procesu nowotworzenia:
¢ inicjacja pod wplywem ekspozycji na karcynogen o charakterze chemicznym (np.
pochodne benzenu), fizycznym (promieniowanie jonizujace) lub biologicznym
(wirusy onkogenne, Helicobacter Pylori)
e promocja, w ktorej glowna role odgrywaja biatka ulatwiajace i nasilajace
nieprawidlowe podziaty komorkowe
e progresja, ktéra prowadzi na zasadzie kumulacji btedow do selekcji komorek o coraz

wigkszej autonomii i ostatecznie do powstania nowotworu

Okresy inicjacji 1 promocji maja charakter odwracalny, gdyz istnieja procesy naprawcze,
a jesli one zawiodg, komorka wchodzi na droge apoptozy. Dopiero w wyniku progresji
powstaje guz, ktory rozwija wlasne naczynia krwionosne 1 moze ulega¢ metastazji, czyli
przerzutom. Wynika stad, Ze na proces nowotworzenia bardzo duzy wptyw ma $rodowisko,
nasze zachowania, nalogi — szczegdlnie palenie papierosoéw, dieta, rodzaj wykonywanej pracy
itd.

Dzigki coraz lepszemu zrozumieniu procesu nowotworzenia na poziomie molekularnym,
wylania si¢  mozliwos¢ nowych, a takze modyfikacji klasycznych terapii
przeciwnowotworowych, Dluga droga terapii przeciwnowotworowej prowadzi od
poczatkowo jedynej stosowanej metody chirurgicznego usunigcia guza, poprzez
chemioterapi¢ (iperyt azotowy byl pierwszym chemioterapeutykiem), radioterapie,
hormonoterapi¢, immunoterapi¢ do tzw. terapii celowanej, oszczedzajacej zdrowe komorki.
Na etapie badan klinicznych sa metody terapii genowej, polegajacej na umieszczaniu
w komorkach prawidiowych kopii genoéw, ktorych uszkodzenia przyczynity sie do
rakowacenia komorek. Wszystko to sprawia, ze coraz skuteczniej udaje si¢ opanowac
nowotworzenie 1 tym samym wydluza¢ czas remisji choroby, co moze spowodowaé, ze
z choroby nieuleczalnej i $miertelnej nowotwory stang si¢ chorobg uleczalng i przewlekta.

Od momentu wprowadzenia do lecznictwa iperytu azotowego w chemioterapii

nowotworow przybyto okoto stu lekow, stosowanych w mono- i politerapiach, a takze jako
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terapia adjuwantowa. Obecnie stosowane chemioterapeutyki, uwzglgdniajac mechanizm
dziatania, mozna podzieli¢ na nast¢pujace grupy [6,7,8]:

e antymetabolity cytostatyczne

antymetabolity kwasu foliowego (metotreksat, pemetreksed, pralatreksad))

antagonisci pirymidyn (fluorouracyl, floksurydyna, kapecytabina, tegafur)

— antagoni$ciy puryn (merkaptopuryna, tioguanina)

inhibitory DNA metylotransferazy (azacytydyna, decytabina, nelarabina)

inhibitory polimerazy DNA (cytarabina, fludarabina, gemcytabina, kladrybina,
klofarabina)
— inhibitory reduktazy rybonukleotydowej (pentostatyna)
e leki alkilujace DNA
— analogi iperytu azotowego (bendamustyna, chlorambucil, mechloretamina, melfalan,
tiotepa)
— oksafosfinany (cyklofosfamid, ifosfamid, trofosfamid)
— pochodne azyrydyny (tioTEPA)
— estry kwasu metanosulfonowego (busulfan, treosulfan)
— pochodne nitrozomocznika (karmustyna, lomustyna, nimustyna)
— prokarbazyna i triazeny (dakarbazyna, prokarbazyna, temozolomid)
— niektdre antybiotyki (mitomycyna)
— organiczne zwigzki kompleksowe platyny (cisplatyna, karboplatyna, oksaliplatyna,
pikoplatyna, satraplatyna)
— inne leki alkilujace DNA (altretamina, estramustyna)
e leki interkalujace DNA
— antybiotyki antracyklinowe (daunorubicyna, doksorubicyna, epirubicyna,
idarubicyna, walrubicyna)
— aktynomycyny (daktynomycyna)
— pochodne antracenodionu (mitoksantron)
— pochodne akrydyny (amsakryna)
e inhibitory topoizomeraz DNA
— antybiotyki antracyklinowe (daunorubicyna, doksorubicyna, epirubicyna,
idarubicyna, walrubicyna)

— epipodofilotoksyny (etopozyd, tenipozyd)
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— kamptotecyny (irinotekan, topotekan)

inhibitory mitozy

— taksany (docetaksel, kabazitaksel, paklitaksel)

— alkaloidy barwinka 1 ich pochodne (winblastyna, winkrystyna, winorelbina
winflunina)

— epotylony (iksabepilon)

inhibitory kinazy tyrozynowej

inhibitory Ber-Abl (imatinib, nilotinib, dazatinib)
— inhibitory EGFR i EGFR/HER?2 (erlotinib, gefitinib, lapatinib)

inhibitory VEGFR (sunitinib, sorafenib, pazopanib)

inhibitory mTOR (rapamycyna, temsirolimus, ewerolimus)
e inhibitory deacetylazy histonu (romidepsyna, worinostat)
e inhibitory proteasomu (bortezomib)

e  przeciwciata monoklonalne

anty CD20 (ibritumobab, ofatumubab, rytuksymab, tositumobab)

anty CD33 (gemtuzumab)
— anty CD52 (alemtuzumab)

anty EGFR (cetuksymab, panitumubab)

anty HER2 (trastuzumab)

anty VEGF (bewacizumab)
e immunomodulatory (lenalidomid, talidomid, interferony)
e hormony i antyhormony

— analogi gonadoreliny (buserelina goserelina, leuprorelina, nafarelina, triptorelina,

gestageny (megestrol, medroksyprogesteron) i antygestageny (mifepriston)

estrogeny (fosfestrol, estramustyna) i antyestrogeny (tamoksyfen)

antyandrogeny (bikalutamid, flutamid, cyproteron)

inhibitory aromatazy (aminoglutetimid, anastrozol, letrozol, eksemestan)

inhibitory 5a-reduktazy (finasteryd, dutasteryd)

glikokortykosteroidy (prednizolon, prednizon)
e inne leki przeciwnowotworowe: antybiotyki (bleomycyna), enzymy (asparaginaza),

trojtlenek arsenu, retinoidy.
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Leki przeciwnowotworowe wykazujac roéznorodne mechanizmy dziatania, zawsze
wptywaja na proliferacje komorek — takze tych zdrowych, co wigze si¢ z calym szeregiem
dziatan ubocznych i niepozadanych. Komodrki nowotworowe w bardzo niewielkim stopniu
roznig si¢ od zdrowych. Podstawowa réznica tkwi w niepohamowanym, niekontrolowanym
rozro$cie, prowadzacym do inwazyjnosci i zdolnosci tworzenia ognisk przerzutowych.
Komoérki moga znajdowaé si¢ w réznej fazie cyklu komorkowego, a leki
przeciwnowotworowe mogg dziata¢ [9]:

e nieswoiscie dla cyklu komorkowego

e swoiscie dla cyklu komorkowego, znacznie stabiej dziatajace w fazie Go, czyli
w spoczynku (np. cyklofosfamid, doksorubicyna)

e swoiscie dla danej fazy cyklu. W fazie S, czyli wzmozonej syntezy DNA najsilniej
dziatajg antymetabolity, w fazie M, czyli mitozie — alkaloidy i lignany, w fazie G,
czyli wzroscie komorki przed mitozg — bleomycyna, a w fazie G;, czyli wzroScie
komorki po mitozie - asparaginaza

Stad chemioterapeutyki stosuje si¢ czesto wg okreslonych schematéw, a poszukujac
nowych lekéw dazy si¢ do obnizenia ich toksyczno$ci, przy zachowaniu zakresu
oddziatywania na dane typy nowotworow. Ten sposob postgpowania daje kolejne generacje
danej grupy lekow.

Wsrod antybiotykow antracyklinowych wyrdznia sig:

e antracykliny I generacji (daunorubicyna, doksorubicyna)

e antracykliny Il generacji (epirubicyna, aklarubicyna, zorubicyna, idarubicyna,

pirarubicyna)

e antracykliny Il generacji (plikamycyna).

Czasteczka antybiotyku antracyklinowego sktada si¢ z aglikonu oraz potgczonej z nim
wigzaniem glikozydowym daunozaminy. Aglikon stanowia cztery sze$ciocztonowe
pierscienie, z ktérych dwa sg aromatyczne.

Epirubicyna nalezy do II generacji antybiotykdéw antracyklinowych, bedac potsyntetyczng
pochodng doksorubicyny, w ktorym aminocukier — daunozaming zastgpiono akozaming.
Dzigki temu zakres dzialania pozostal bez zmian, a obnizyla si¢ toksyczno$¢ substancji.
Mechanizm dziatania antybiotykow antracyklinowych polega na interkalacji (wciskaniu sig)
w plaszczyznie prostopadiej do osi DNA lub RNA miedzy dwie sgsiednie zasady tancucha, co
w konsekwencji uniemozliwia transkrypcje 1 translacj¢. Dzieki wigzaniom wodorowym

powstaje kompleks antrachinono-guaninowy, stabilizowany powstaniem dodatkowych
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wigzan miedzy strukturg antrachinonu a guaning oraz cytozyng. Obecno$¢ daunozaminy lub
akozaminy umozliwia wigkszg stabilno$¢ powstatego kompleksu. Leki te powoduja takze
wzmozone powstawanie wolnych rodnikow przy udziale reduktazy NADPH-cytochromu
P-450, co przyczynia si¢ do znacznej ich kardiotoksycznosci, zaleznej od dawki
i prowadzacej do nieodwracalnej kardiomiopatii. Podanie koenzymu Q-10 i nieprzekraczanie
ogblnej dawki 450-500 mg/m? zmniejsza to niekorzystne dziatanie [10]. Mozna réwniez
zaobserwowac silne dziatanie miejscowe draznigce tej grupy lekdéw, prowadzace do martwicy
przy nieostroznym podaniu poza zyle. Pomimo tego antybiotyki antracyklinowe majg
szerokie 1 zréznicowane zastosowanie w lecznictwie. Sa one stosowane gtownie w terapii
réznego typu ostrych biataczek, a takze w raku piersi, jajnikéw, Sluzéwki macicy, przetyku,
watroby, trzustki, zoladka, jader, szpiczaku mnogim, chioniaku nieziarniczym,
neuroblastomie, nowotworach w obrgbie glowy i szyi, migsaku Kaposiego oraz migsaku
Swinga [11].

W celu zapewnienia bezpieczenstwa terapii, producenci lekéw zobowigzani sg do
przestrzegania zasad Dobrej Praktyki Wytwarzania, co m.in. wigze si¢ z zapewnieniem
kontroli jakos$ci substancji uzytych do wytwarzania substancji czynnej, jak i samego leku na
kazdym etapie wytwarzania. Nalezy rowniez okresli¢ termin waznos$ci specyfiku. Jako$¢ leku
zalezy m.in. od jego trwatosci fizycznej, chemicznej, enzymatycznej 1 biologicznej. Lek moze
ulega¢ zmianom fizycznym (parowanie, adsorpcja, absorpcja, sedymentacja), przez co
zmieni¢ si¢ moze zawarto$¢ substancji czynnej, badz moze ona by¢ nierdwnomiernie
rozmieszczona, co utrudnia dawkowanie. Lek moze takze ulega¢ inaktywacji czgsciowej badz
catosciowe] lub moze si¢ zwigkszy¢ jego toksycznos¢ w wyniku reakcji chemicznych, np.
utleniania, hydrolizy, polimeryzacji. Stad, aby ustali¢ optymalne warunki produkcji
1 przechowywania leku, przeprowadza si¢ caly szereg testow, majacych na celu rozktad
badanej substancji w zaleznosci od temperatury, pH, wilgotnosci i innych czynnikéw [12].
Tego typu badania mogg takze by¢ przydatne w ustalaniu mechanizmu rozkladu zwigzku
1 identyfikacji produktéw powstalych w jego wyniku. Waznym i trudnym zadaniem badacza
jest dobor odpowiednich metod analitycznych oraz warunkow, w jakich nalezy przeprowadzi¢
testy. Zwienczeniem tych wszystkich wysitkow jest stabilizacja preparatu, tak, aby pacjent
mial pewnos$¢, ze zaordynowany mu lek posiada okreslong aktywnos$¢ farmakologiczna,

zgodna z oczekiwaniami oraz deklaracjami producenta.
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Budowa chemiczna i parametry farmakokinetyczne antracyklin

2.1.1. Budowa chemiczna

Na struktur¢ antybiotykow antracyklinowych sktadaja si¢: aglikon, bedacy
czteropier§cieniowym (pierscienie A, B, C, D) chromoforem oraz reszta cukrowa. Pierscien B
to uktad hydrochinonu, pier§cien C stanowi strukture chinonu. W pierscieniu D w pozycji C-4
wystepuje grupa metoksylowa, pierscien A posiada w pozycji C-9 lancuch boczny z grupa
karbonylowa. Za oddziatywanie na poziomie molekularnym w komoérce odpowiadaja grupy:
karbonylowa, hydroksylowa oraz aminowa. Elementem koniecznym do interakcji
z makroczasteczkami komorki jest rowniez aminocukier (daunozamina), potaczona
wigzaniem glikozydowym z C-7 pierScienia A, zlozona z reszty 3-amino-2,3,6-trideoksy-L-
fukozy.

Pierwsze antracykliny — doksorubicyne i daunorubicyn¢ wyizolowano pigcdziesiat lat
temu z grzyba Streptococcus peucetius var. caesius. Budowg chemiczng réznig si¢ one tylko
grupg hydroksylowa przy C-14, lecz ta niewielka zmiana pocigga za sobg inne zastosowanie
kliniczne obu zwigzkéw. Doksorubicyna znalazta zastosowanie w leczeniu nowotwordéw
piersi, guzéw litych u dzieci, migsakéw tkanek migkkich i agresywnych chloniakow,
natomiast daunorubicyne stosuje si¢ w ostrych biataczkach limfoblastycznych
i mieloblastycznych [13]. Z kolei epimeryzacja w doksorubicynie grupy hydroksylowej przy

C-4’ daunozaminy, dajaca pochodng o nazwie epirubicyna, nie zmienia istotnie zastosowania
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klinicznego, ale pozwala niemal dwukrotnie podwyzszy¢ dawke skumulowang w stosunku do
doksorubicyny, bez zwickszenia kardiotoksycznosci [14]. Powstawanie opornosci na
leczenie, obok kardiotoksycznos$ci, to dwa gtowne powody sktaniajagce do poszukiwania

pochodnych o korzystniejszych wiasciwosciach [15].

Tabela 1.

Antybiotyki antracyklinowe stosowane w lecznictwie

O OH R,
RZ
R, O oufl =

Antybiotyk R, R, Rs3 R4 Rs
Doksorubicyna (0] OH OCH;4 H OH
Daunorubicyna ) H OCHj; H OH
Karminomycyna 0] H OH H OH
Idarubicyna 0] H H H OH
Epirubicyna @] OH OCH; OH H
Zorubicyna N-NH-CO-CgHs H OCH;, H OH

O OH

Pirarubicyna (0] OH OCH; H U

2.1.2. Parametry farmakokinetyczne

Epirubicyne podaje si¢ zazwyczaj we wlewie dozylnym, w dawce 60-90 mg/m? powierzchni
ciata, raz na 3 tygodnie. Lek posiada tréjfazowy biologiczny okres poéitrwania, wynoszacy 5
min., 1 h, 20-40 h [16]. Liniowa zalezno$¢ stezenia epirubicyny od czasu utrzymuje si¢ w
granicach od 60 do 150 mg/m>. Charakteryzuje ja szeroka i szybka dystrybucja do tkanek.
Wigzanie z biatkami, gléwnie albuminami wynosi 77%, niezaleznie od stezenia leku.
Metabolizm odbywa si¢ gtownie w watrobie i polega na:

o redukcji grupy ketonowej C-13, w wyniku czego powstaje epirubicynol

e sprzeganiu z kwasem glukuronowym epirubicyny lub epirubicynolu,
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e tworzeniu aglikonow doksorubicyny i doksorubicynolu po hydrolizie grupy
aminocukrowej,
e utraty aminocukru w wyniku reakcji redoks, prowadzacej do powstania 7-deoksy-

aglikonu doksorubicyny i 7-deoksyaglikonu doksorubicynolu.

Gloéwny metabolit — epirubicynol jest 10-krotnie mniej aktywny od epirubicyny i nie
osigga stezen terapeutycznych we krwi. Epirubicyna i jej metabolity wydalane sa z Zotciag
I W mniejszym stopniu przez nerki [17].

Oprodcz stosowania dozylnego istniejg sposoby podania leku dopecherzowe, w przypadku
powierzchniowych postaci raka pgcherza moczowego lub przy zapobieganiu nawrotom po
resekcji przezcewkowej. Dozylnie zalecane dawki bywaja roézne, w zalezno$ci od rodzaju
nowotworu. Zwykle stosowana dawka waha sie w granicach 60-120 mg/m?, ale w terapii
uzupetniajacej raka piersi z przerzutami do weztoéw pachowych wynosi 100-120 mg/mz,
a u pacjentow z rakiem ptuc poczatkowo 135 mg/mz. Przy podaniu we wlewie nalezy zwrocic
uwage na mozliwo$¢ wynaczynienia, stad tez nie wstrzykuje si¢ leku bezposrednio. Czas
wlewu wynosi zwykle 3 do 20 min, aby obnizy¢ ryzyko wystapienia zakrzepicy.
Dopecherzowo epirubicyne podaje si¢ przez cewnik. Pacjent 12 godzin przed zabiegiem nie
powinien nic pi¢, aby nie rozciencza¢ leku, natomiast po podaniu leku powinien przez
godzing zmienia¢ pozycje ciata, tak aby lek miat jak najwigkszy kontakt z powierzchnig
pecherza. Metoda powyzsza nie nadaje si¢ do leczenia guzoéw inwazyjnych, naciekajacych

Sluzéwke pecherza moczowego.

2.2. Mechanizmy dzialania antracyklin

Postuluje si¢ kilka mechanizméw dzialania wyjasniajacych efekt terapeutyczny, a takze
toksyczny antracyklin. Zwigzki te powoduja modyfikacje struktury DNA, ktéra moze
zachodzi¢ na zasadzie interkalacji, tworzenia wigzan kowalencyjnych lub zmian w budowie
zasad azotowych. Ostatnia z modyfikacji odbywa si¢ na drodze reakcji redoks, ktére moga
przebiegac¢ dzigki obecnosci ugrupowania chinonu w czasteczkach antracyklin.

Antracykliny wigza si¢ odwracalnie z DNA. W badaniach krystalograficznych wykazano,
ze oddziatujg one z sekwencjami 5°-GC-3” i 5’-CG-3’. Na tworzenie takich kompleksoéw
interkalacyjnych pozwala antracyklinom aromatyczny ptaski pier§cien, wsuwajacy si¢ miedzy

pary zasad w DNA. Catos¢ stabilizuje czasteczka daunozaminy usytuowujaca si¢ w rowku
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mniejszym helisy [18]. Obserwuje si¢ wydluzenie helisy DNA, zmniejszenie elastyczno$ci
i odksztalcenie calej czasteczki. Podstawowe znaczenie w mechanizmie interkalacji pelnig
sity elektrostatyczne oraz wigzania wodorowe — stad brak grupy OH w pozycji C-9 pochodnej
antracyklinowej skutkuje niemoznos$cig tworzenia takich wigzan w obecnosci wody, co
prowadzi do utraty dziatania przeciwnowotworowego tych zwiazkow. W stabilizowaniu
powyzszych kompleksoéw istotne sg takze oddzialywania van der Waalsa oraz wigzania
jonowe (daunozamina posiada tfadunek dodatni) [19]. Przeprowadzono réwniez interesujgce
badania wykazujgce zalezno$ci wigzania czgsteczki antracykliny do DNA, w zaleznos$ci od
modyfikacji jej czasteczki polegajacej na dimeryzacji lub zamianie atomu wodoru grupa OH
w pozycji C-14.

Lepsze zrozumienie procesu powstawania kompleksow interkalacyjnych i dzigki temu
przewidzenie, jak zachowa si¢ czasteczka antracykliny po zamianie roznych podstawnikow
bylo mozliwe na podstawie badan termodynamicznych i kinetycznych. Wynika z nich m.in.,
ze energia swobodna obnizyla si¢ o 1 kcal/mol, po usunigciu grup OH w pozycji C-9 i C-14
(to one tworza wigzania wodorowe), natomiast zamiana grupy NH, w pozycji 3’ na grup¢ OH
obniza energi¢ swobodng wigzania o 0,7 kcal/mol [20].

Antracykliny moga tworzy¢ wigzania kowalencyjne z DNA w obecnosci formaldehydu.
W warunkach in vitro zrodlem CH,O byt Tris, reagujacy z Fe** i H,0, (reakcja Fentona). In
Vivo przypuszczalnie zrodtem formaldehydu jest autokatalityczna reakcja doksorubicyny w
pozycji C-13 z udziatem H,0, oraz utlenianie przez rodniki hydroksylowe poliamin np.
sperminy, przy czym kazdy z tych mechanizméw uzalezniony jest od zdolno$ci wiazania Fe?*
przez doksorubicyne [21,22]. Stad pomyst zastosowania koniugatow antracyklin
z formaldehydem. Okazato si¢, ze owe dimeryczne struktury, hydrolizujgc tworzg aktywne
monomery z atomem wegla pochodzacym z CHO, ktéry wiaze si¢ z grupa 3’-NH;
daunozaminy. Z kolei, w wyniku interkalacji takiego kompleksu powstaje wigzanie
kowalencyjne z grupa 2-NH, guaniny jednej nici DNA oraz silne wigzania wodorowe
z guaning w drugiej nici. Takie niespotykane wystgpowanie interkalacji razem z wigzaniem
kowalencyjnym z jednej strony i wigzaniem wodorowym z drugiej, nazywane jest
,wirtualnym” wigzaniem miedzyniciowym. Antracykliny nie posiadajace grupy NH;
w pozycji 3’ nie moga tworzy¢ wigzan kowalencyjnych. Jesli taka grupa jest obecna, jej
konfiguracja stereochemiczna nie ma znaczenia na powstanie takiego wigzania. Swoisto$¢
wigzania antybiotykow antracyklinowych z DNA badano metodami krystalograficznymi oraz

metoda footprinting, czyli odcisku stopy. Wykazano, ze miejscem najczesciej chronionym
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przed cigciem DN-azg I byta sekwencja 5°-GC-3’, natomiast sgsiadujace sekwencje wplywaja
na ulozenie si¢ w mniejszym rowku DNA aminocukru [23].

Kolejnym rozpatrywanym mechanizmem dziatania antracyklin, waznym o tyle, ze
prawdopodobnie odpowiedzialnym za dziatanie niepozadane tych zwigzkoéw, jest tworzenie
reaktywnych form tlenu. Reaktywne formy tlenu to wysoce agresywne czasteczki w rodzaju
anionorodnika ponadtlenkowego (O;”), nadtlenku wodoru, czy rodnika hydroksylowego
(OH"), powstajace w wyniku przeniesienia elektronu z NADH lub NADPH na pierécien
C doksorubicyny i przeksztatcenia chinonu w semichinon oraz spontanicznego przejscia
semichinonu ponownie w chinon, z rownoczesng redukcjg tlenu. W powyzszych reakcjach
moga uczestniczy¢ takze enzymy oksydoredukcyjne np. cytochrom P450, mitochondrialna
dehydrogenaza NADH. Bardzo duza reaktywno$¢ powstajacych czasteczek powoduje wiele
uszkodzen w strukturach komoérkowych, gdyz na reakcje z nimi podatne sg biatka, lipidy,
weglowodany 1 kwasy nukleinowe. Najbardziej szkodliwe sg peknigcia nici DNA lub RNA,
gdyz wiaze si¢ to z duzym ryzykiem mutacji. Wykazano wzrost ilosci typowych produktow
reakcji chromatyny z rodnikiem hydroksylowym tj. 8-hydroksyguaning, 8-hydrokyadening
i 5-hydroksyuracyl po ekspozycji na epidoksorubicyne oraz powr6t po 24 godzinach poziomu
tych zwigzkow do stezen kontrolnych [24]. Istnieje takze posredni sposob oddziatywania
antracyklin przez wolne rodniki na zasady azotowe w DNA — w wyniku tworzenia si¢
dialdehydu malonowego, jako koncowego produktu peroksydacji wielonienasyconych
kwasow ttluszczowych w komorce, w dalszej reakcji z deoksyguanozyng powstaje struktura
pirymidopurynonu. Antracykliny umozliwiaja roéwniez reakcje¢ przenoszenia  grup
oksopropenylowych z dialdehydu malonowego na DNA. Powyzsze zmiany w strukturze
DNA w konsekwencji mogg prowadzi¢ do duzych insercji i delecji [25].

Wszystkie powyzej opisane mechanizmy dziatania antracyklin prowadza do zaburzeh w
budowie DNA. Wptywajac na aktywno$¢ enzymow i czynnikdw transkrypcyjnych, zaburzaja
namnazanie si¢ komorek. Zahamowanie replikacji DNA obserwowano w wielu przypadkach,
przy czym efekt ten wystepowal w dos¢ szerokim zakresie stezen 0,1-5 pumol/l. [26].
Przypuszcza si¢, ze antracykliny powoduja wzrost aktywnosci p53, co pocigga za sobag
wicksza aktywno§¢ silnego inhibitora kinaz zaleznych od cyklin — biatka p21"@feiP!,
wigzanego przez jadrowy antygen proliferujagcych komorek, co objawia si¢ hamowaniem
syntezy DNA zaleznej od polimerazy DNA [27]. W badaniach nad wptywem antracyklin na
aktywno$¢ polimeraz lepszym modelem jest polimeraza RNA i to na jej przyktadzie
wykazano wptyw hamujacy kowalencyjnego wigzania si¢ doksorubicyny z DNA na proces

elongacji tancucha RNA [28]. Antybiotyki antracyklinowe wplywajg nie tylko na polimeraze
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DNA i elongacje tancucha polinukleotydowego, ale moga takze wchodzi¢ w interakcje
z czynnikami transkrypcyjnymi na zasadzie wspolzawodnictwa o miejsce regulatorowe na
nici DNA, z ktorym kowalencyjnie si¢ wigzg. Wigzanie z sekwencja GpC wptywato na
przyktad na oddziatywanie czynnika transkrypcyjnego Spl, rozpoznajacego fragmenty bogate
w pary G-C. Antracykliny hamujg takze czynniki E2F1 oraz E2F4, ktore rozpoznaja pary A-T
I G-C wystegpujace obok siebie.

Bardzo wazny jest takze wplyw antybiotykow antracyklinowych na aktywnos$¢
topoizomerazy II. Zablokowanie jej dziatania powoduje stabilizacj¢ kompleksow przecigtych
nici DNA z topoizomeraza i $mier¢ komorki na skutek niemoznosci kontynuowania podziatu.
W procesie relaksacji superheliksu DNA topoizomeraza I odpowiada za przecigcie jednego
tancucha polinukleotydowego i utworzenie kompleksu rozszczepiajacego. Topoizomeraza |l
przecina oba tancuchy, aby mogly zaj$¢ dalsze procesy replikacji, transkrypcji, rekombinacji
lub naprawy DNA. W momencie powstania kompleksu rozszczepiajacego i kowalencyjnego
polaczenia si¢ topoizomerazy Il z DNA, przytacza si¢ antracyklina, co uniemozliwia ponowne
polaczenie si¢ nici. Stad powstanie trwatych komplekséw topoizomeraza II — DNA —
antracyklina dziata toksycznie na komorke. Wazng rolg w stabilizowaniu tych kompleksow
odgrywa reszta cukrowa, ktora umiejscawia si¢ w bruzdzie mniejszej helisy DNA. Usunigcie
grup NH, przy C-3’ reszty cukrowej powoduje wzrost sity hamujacej na topoizomeraze,
a rodzaj podstawnika w tym potozeniu ma wplyw na swoisto$¢ wigzania z enzymem. Ponadto
dodanie drugiej reszty cukru w pozycji aksjalnej w stosunku do pierwszej dawato pochodne
bardziej aktywne, niz w pozycji ekwatorialnej [29]. Stezenie antracyklin potrzebne do
zahamowania topoizomerazy I bylo dwa rzedy wielkosci wigksze (10-100 pmol/l) od stezen
hamujacych topoizomerazg Il (0,1-1 pmol/l).

Podobne jak w przypadku topoizomerazy Il, antracykliny tworza nieodwracalne
kompleksy z helikazg (innym enzymem rozplatajacym nici DNA poprzez rozrywanie wigzan
wodorowych miedzy nimi) i DNA. Taki mechanizm sugeruja niskie st¢zenia doksorubicyny,
przy ktorych dochodzi do zablokowania rozplatania nici DNA (efektywne stezenie hamujace
w 50% aktywno$¢ helikazy dla doksorubicyny wynosi 0,4 umol/l). Wigzania kowalencyjne
miedzy DNA a antracyklinami powstaja dopiero w duzo wyzszych stezeniach [30].

Bioragc pod uwage stezenia, w jakich wystepuja antracykliny w tkankach (0,1-0,5 uM)
oraz fakt wnikania ich czasteczek do podwojnej warstwy lipidowej w btonach komdérkowych,
nalezy uwzgledni¢ mozliwo$¢ hamowania innych enzymoéw uczestniczacych w reakcjach
redoks lub transporcie przezblonowym. Jednym z takich enzymow jest oksydaza cytochromu

¢, znajdujaca si¢ w wewngetrznej blonie mitochondrialnej, bedaca ostatnim ogniwem w reakcji
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fancucha oddechowego. Prawdopodobnie wpltyw na ten wlasnie enzym powoduje
wystepowanie kardiotoksycznosci antracyklin [31]. Doksorubicyna wptywa hamujgco na
oksydaze cytochromu ¢ w wyniku oddziatlywan elektrostatycznych na kardioliping — ujemnie
natadowany fosfolipid, nieodzowny dla prawidtowej aktywnosci oksydazy.

Istnieje bardzo duzo doniesien wskazujacych na wpltyw antracyklin na rézne szlaki
metaboliczne prowadzace do apoptozy komorek. Jest to o tyle istotne, ze obok dzialania
antyproliferacyjnego zwiazkow przeciwnowotworowych, zawsze brana pod uwage jest ich
zdolnos¢ do wywotywania apoptozy komorek. Sg to dwa podstawowe wyznaczniki
skuteczno$ci w niszczeniu komorek rakowych. Obok hamowania topoizomerazy Il oraz
wzrostu aktywno$ci p53 postuluje si¢ coraz wigcej mechanizméw, ktére moga zaistnie¢
w zakresie stgzen terapeutycznych, pozwalajagcym antracyklinom indukowa¢ apoptoze.
Przyktadem jest stymulacja kinaz JNK i aktywacja c-Jun/AP-1 [32]. Nie bez znaczenia jest
takze aktywacja proapoptotycznych biatek z rodziny Bcl-2, tj. Bak i Bax, przyczyniajaca si¢
do uwalniania cytochromu c¢ z mitochondriow, wspotgrajaca z hamowaniem aktywnosci
szlaku kinazy fosfatydyloinozytolu PI3K/Akt. Jest to tym wazniejsze, ze wiele typow
nowotworow wykazuje nadmierng ekspresj¢ PI3K [33].

Nie mniej istotny jest wplyw antracyklin na homeostazg zelaza w komorce. Za jej
utrzymanie odpowiadajg efekty zwigzane ze wspotdziataniem dwoch biatek tj. ferrytyny
(przechowywanie zelaza w bezpiecznej dla komorki postaci) i receptora transferyny — TfR
(wychwyt zZelaza z ptynow zewnatrzkomorkowych). Doksorubicyna hamuje uwalnianie
zelaza, prawdopodobnie na skutek tworzenia wolnych rodnikéw 1 ich indukcyjnego wplywu
na potranslacyjne modyfikacje ferrytyny. Jednoczesnie moze ona powodowaé wzrost
uwalniania Zelaza z innych bialek, np. mitochondrialnej akonitazy (takze na skutek reakcji
redoks). Zachodzace procesy staja si¢ jeszcze bardziej skomplikowane, gdyz akonitaza
przeksztalca si¢ wtedy w biatko IRP-1, odpowiadajace za regulacje ekspresji mRNA TfR
(wzrost) i ferrytyny (spadek). W rezultacie pobieranie Zelaza przez komorke wzrasta, przy
spadku jego magazynowania. Wzrost puli wolnego zelaza jest pozadanym mechanizmem
adaptacyjnym komorki w odpowiedzi na jego niedobdr, ale w sytuacji, gdy ilo$¢ zelaza jest
wystarczajgca, ale wzrasta na skutek indukowanego przez doksorubicyn¢ przeksztalcenia
akonitazy w IRP-1, dochodzi do toksycznego zatrucia komorki zelazem [34]. Nastepuja
wtedy wolnorodnikowe reakcje zelaza z H,O, i Oy7, aktywujace NF-kB lub wywolujace
dysfunkcj¢ mitochondriéw, co prowadzi do apoptozy komodrki. Mechanizm ten wyjasnia
kardiotoksyczny wplyw antracyklin oraz ochronne dziatanie w tym procesie antyoksydantow,

przeciwciat przeciwko T1R i chelatoréw zelaza.
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2.3. Zastosowanie i dzialania niepozadane epirubicyny

2.3.1. Zastosowanie epirubicyny w lecznictwie

Wsrdd wielu badan przeprowadzanych z uzyciem epirubicyny, na uwage zashuguje terapia
neoadjuwantowa podana w szesciu cyklach, z uzyciem cisplatyny i ifosfamidu u chorych na
kostniakomigsaka, rzadki nowotwor tkanki kostnej [35]. Autorzy uznali terapie za dobrze
tolerowana, o kardiotoksyczno$ci w stopniu 3—-4, warta aby w dalszej kolejnosci
przeprowadzi¢ badania III fazy. Pigcioletnie przezycie wahato si¢ w granicach 41,9%
i 48,2%.

Z kolei u 43 chorych na zaawansowany nowotwor nosogardzieli postanowiono podac trzy
cykle adjuwantowej terapii zlozonej z cisplatyny, epirubicyny i bleomycyny, po
zaaplikowaniu cisplatyny w potaczeniu z 5-fluorouracylem i radioterapig [36]. W ten sposob
dazono do osiagniecia wigkszej redukcji rozrostu tkanki nowotworowej. Stwierdzono, ze
powyzszy schemat odznacza si¢ ryzykiem toksycznosci mozliwym do przyjecia, przy dobrej
efektywnosci (3-letnia przezywalno$¢ na poziomie 65-70%, wobec 62-80% w innych
badaniach  randomizowanych) i postanowiono kontynuowa¢ badania. Podobnie
zaprojektowano chemioterapi¢, tym razem neoadjuwantowa zlozona z cisplatyny
1 epirubicyny, u 110 pacjentow z zaawansowanym nowotworem nosogardzieli z nastepcza
radioterapig i podaniem dodatkowo cisplatyny [37]. Stwierdzono, ze powyzszy schemat
leczenia jest bezpieczny i efektywny. U 79% chorych odnotowano catkowitg remisje, au 21%
czeSciowa. W zalezno$ci od stopnia zaawansowania nowotworu odnotowano 3-letnie
przezycie u 89% (stopien 1IB) i 69% (stopien IVB) chorych. W wyniku dziatania toksycznego
Kuracji zmarta jedna osoba.

W celu ustalenia optymalnego schematu chemoterapii u pacjentow z drugim co do
czestosci pod wzglgdem umieralnosci na Swiecie nowotworem, tj. guzem zotagdka, poddano
testom kombinacje: oksaliplatyny, 5-fluorouracylu z leukoworyng i epirubicyng [38]. Catos¢
badan przeszto 35 chorych z zaawansowanym nowotworem zoladka. W ocenie autoréw
pracy, efektywnos$¢ i tolerancja terapii okazaly si¢ byC lepsze od wczes$niejszych badan
z uzyciem antracyklin. W porownaniu z innymi schematami, gdzie wiodagcym czynnikiem
leczniczym byt 5-fluorouracyl, takze otrzymano lepsze rezultaty. Podobnym schematem
leczniczym postuzyli si¢ badacze z Danii [39]. Postanowili oni zastapi¢ 5-fluorouracyl

kapecytabing, z uwagi na tatwos$¢ podania tej drugiej pacjentowi — nie jest potrzebne centralne
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wklucie, niosgce ryzyko zakrzepicy i infekcji. Badaniom poddano 53 pacjentow, z czego
tylko 7 zrezygnowato z powodu toksyczno$ci terapii. Efektywno$¢é powyzszego schematu
byta podobna do innych, jednakze duzo tatwiej mozna bylo podaé pacjentom leki co trzeci
tydzien. W innym osrodku badawczym postanowiono sprawdzi¢ zasadno$¢ stosowania terapii
zlozonej z epirubicyny, cisplatyny i docetakselu u chorych z guzem zotadka [40]. Do testu
zakwalifikowano 46 pacjentow, przy czym 65% z nich miato przerzuty w watrobie, a u 61%
nie mozna byto przeprowadzi¢ resekcji guza, ze wzgledu na stopien zaawansowania choroby.
Proponowany schemat okreslono jako skuteczny i dobrze tolerowany przez pacjentow
z zaawansowanym nowotworem, podobny do innych weczeéniej stosowanych. Profil
bezpieczenstwa uznano za satysfakcjonujacy. Podobne schematy lecznicze zastosowano jako
terapi¢ adjuwantowg zaréwno przed, jak i po radioterapii z infuzjg S-fluorouracylu [41].
Badaniom poddano 54 chorych z gruczolakorakiem Zotadka. Podano im jeden cykl terapii
adjuwantowej ztozonej z epirubicyny, cisplatyny i 5-fluorouracylu (ECF), a nastepnie
przeprowadzono naswietlania i wlew 5-fluorouracylu, by zakonczy¢ terapi¢ dwoma cyklami
ECF. Prowadzono takze badania poréwnawcze roznych schematow leczniczych w przypadku
nowotworow gornego odcinka przewodu pokarmowego tak, aby okresli¢ najwyzsze dawki
tolerowane i optymalne [42]. 14 pacjentéw zakwalifikowano do pierwszego, a 11 do
drugiego schematu. Autorzy, oprocz ustalenia ww. dawek, podkreslili, ze w wyniku leczenia
zaden pacjent nie zmarl, do czego bardzo przyczynita si¢ obecno$¢ dietetyka 1 w zwigzku
z tym odpowiedni sposob odzywiania si¢. W zwigzku z coraz szerszym stosowaniem
nowoczesnych lekow, takich jak przeciwciata monoklonalne, probuje si¢ rowniez w trudnym
leczeniu zaawansowanych nowotworow przetyku 1 zotadka potaczy¢ konwencjonalne
schematy chemioterapii z matuzumabem [43]. Trudno$¢ w przydzielaniu pacjenta do testow
polega na okresleniu dodatkowo immunohistochemicznie aktywnosci EGFR. Tak wiec
w przypadku tego badania, z 45 chorych do leczenia zakwalifikowano 21. Wykazano wysoki
stopien odpowiedzi pacjentow na terapi¢, jej dobra tolerancje oraz ustalono dawke
matuzumabu na poziomie 800 mg na tydzien. W podobnych badaniach uzyto kombinacji
epirubicyny, oksaliplatyny i kapecytabiny w potaczeniu lub bez panitumumabu [44].
Podsumowujac, epirubicyna stanowi wazny sktadnik w chemioterapii nowotworow przewodu
pokarmowego. Jej dzialania niepozadane mozna z powodzeniem kontrolowac, a w potgczeniu
Z nowoczesna terapig celowang, stanowi szans¢ na coraz skuteczniejsze leczenie [45].
Epirubicyna jest istotnym i skutecznym lekiem stosowanym takze w nowotworach piersi.
Jej przewage nad gemcytabing w pomenopauzalnym leczeniu nowotworu piersi zauwazyli

lekarze w wielooSrodkowym, randomizowanym, europejskim badaniu [46]. Jednym

2. Czes$¢ teoretyczna 21



z przyktadow takiego uzycia epirubicyny jest zastosowanie jej W Sekwencyjnej terapii
w polaczeniu z kapecytabing i/lub winorelbing u o0séb z wczesnym, wysokiego ryzyka
nowotworem piersi (z zajetymi czterema weztami chlonnymi), po chirurgicznym usunigciu
piersi i weztow [47]. W badaniu brato udziat 51 pacjentéw, a dawka epirubicyny wynosita
150 mg/m? co 2 tygodnie. Okazalo sie, Zze zastosowanie samej kapecytabiny, po terapii
sekwencyjnej epirubicyng i paklitakselem powodowato mniejszy efekt toksyczny. Podobng
sekwencyjng terapi¢ epirubicyng i docetakselem zastosowano z powodzeniem u pacjentow
z miejscowo zaawansowanym rakiem piersi [48]. Oprocz podkreslenia gtownej roli
epirubicyny w powyzszym schemacie terapeutycznym, autorzy sugerowali zastosowanie
dodatkowo terapii biologicznych (anty-HER2 i inne) w celu uzyskania odpowiedzi na
leczenie. Na potrzebe zastosowania indywidualnie dopasowanej terapii u chorych z guzem
piersi wysokiego ryzyka zwrdcili uwage autorzy pracy zamieszczonej w czasopismie Lancet
[49]. Inne badanie, majace na celu ustalenie toksycznos$ci oraz najwyzszej tolerowanej dawki
lekow zostato podobnie zaprojektowane, z tym ze obok docetakselu i cycklofosfamidu,
epirubicyne podano w dawkach 75 mg/m? lub 100 mg/m? co 2 tygodnie przez 6 cykli. Dla
zmniejszenia dziatan niepozadanych dotaczono 6 mg filgrastimu [50]. Autorzy wykazali, ze
powyzszy schemat pozwoli na opracowanie badan randomizowanych w przysztosci, z uwagi
na osiggniete dobre wyniki przezywalnos$ci, gdyz niekiedy po przeprowadzeniu chemioterapii
okazuje si¢, ze mimo dobrze zapowiadajacych sie¢ wynikéw odno$nie toksyczno$ci, obserwuje
si¢ stosunkowo niskie wskazniki ogoélnego i pigcioletniego przezycia [51]. Podobnie jak
w przypadku nowotworu zoladka, takze leczenie nowotworu piersi probuje uzupehié sig
nowoczesnymi przeciwciatami monoklonalnymi. Sukces, jak dotychczas odniosta grupa
badaczy przeprowadzajac randomizowane testy z uzyciem trastuzumabu w polaczeniu
z paklitakselem i epirubicyng [52]. Tak dobrych wynikéw nie udato osiggnaé si¢ innym
badaczom, mimo, ze zastosowali potaczenie pierwszego wyboru w terapii neoadjuwantowe;j
raka piersi. 181 pacjentow poddano czterem cyklom chemioterapii ztozonej z epirubicyny (90
mg/m?) i cyklofosfamidu (600 mg/m?) oraz dodano gefitynib (250 mg) — inhibitor receptora
naskorkowego czynnika wzrostu [53]. Autorzy podkreslaja, ze podobne potaczenia
nastreczaja trudno$¢ w postaci ustalenia odpowiednich pacjentéw, u ktorych gefitynib mogltby
najlepiej zadziata¢. Wielu chorych musiato przerwa¢ badania z uwagi na nasilenie efektow
ubocznych terapii w postaci nudnosci, wypadania wtosOw 1 ogolnego wycienczenia. Wielu
badaczy probuje znalezé¢ czynniki prognostyczne, pozwalajace z wyprzedzeniem okresli¢
trafno$¢ zastosowanego schematu leczniczego u danego pacjenta. Typuje si¢ topoizomeraze

Ila, onkoproteing c-erbB2, p53 biatko supresorowe, receptory estrogenowe (ER)
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i progesteronowe (PR). Spos$rdod tych czynnikéw ustalono znaczaca zalezno$¢ migdzy
nadekspresja c-erbB2 oraz ER a odpowiedzia na leczenie antracyklinami u o0sob
z zaawansowanym nowotworem piersi. Nie zaobserwowano takiej zaleznosci w przypadku
topoizomerazy Ila, mimo, Ze enzym ten jest jednym z punktow uchwytu dziatania antracyklin
[54]. W nowszych badaniach [55] wykazano przydatno$¢ oceny ekspresji genu
zapobiegajacego apoptozie BCL-2 oraz promotora apoptozy komoérkowej BAD
w przewidywaniu odpowiedzi na terapi¢ lekami przeciwnowotworowymi. Inne badania
immunologiczne [56] wskazuja, ze ze wzgledu na wzrost cytotoksycznos$ci komérek NK po
terapii adjuwantowej 5-fluorouracylem, epirubicyng oraz cyklofosfamidem z lub bez
radioterapii, korzystne jest zastosowanie dodatkowej terapii celowanej przeciwciatami
monoklonalnymi, gdyz te swoj efekt leczniczy zawdzigczaja interakcjom z uktadem
immunologicznym.

Terapie z zastosowaniem epirubicyny probuje si¢ wdrozy¢ réwniez w przypadku
nowotworu prostaty. W 2002 roku opublikowano badanie, ktére miato okresli¢ przydatnosé
epirubicyny u chorych na hormonalnie oporng odmiang nowotworu prostaty, trudno
poddajaca si¢ leczeniu [57]. Epirubicyne podawano w dawce 30 mg/m2 co tydzien przez 6 lub
12 cykli. Pacjenci dobrze tolerowali leczenie, nie wystgpily u zadnego z nich problemy
z niewydolnoscig zastoinowg serca. Stwierdzono, ze terapia ma pozytywne dziatanie na
jako$¢ zycia i dalsze przezycie. Inni badacze do epirubicyny dotaczyli docetaksel
w cotygodniowych dawkach, z uwagi na doniesienia o poprawie tolerancji lub efektywnosci
[58]. Podobnie, jak w badaniach z epirubicyna, takze tutaj nie zdarzyt si¢ zaden przypadek
kardiotoksycznos$ci, a pozostate dziatania niepozadane byly stabo nasilone i catkowicie
odwracalne, a leczenie okazato si¢ efektywne. Porownano rowniez terapi¢ konwencjonalng
W zaawansowanym raku prostaty tj. docetaksel z prednizonem ze schematem zlozonym
z epirubicyny i docetakselu. Badania byly wykonane z podwojng grupa kontrolna.
Zakwalifikowano ostatecznie 72 pacjentdow i wykazano, ze terapia jest wykonalna, dobrze
tolerowana i ma przewagg nad konwencjonalng [59].

Powszechnie akceptuje si¢ role antracyklin w schematach chemioterapeutycznych
stosowanych w leczeniu chtoniakow, np. ABVD (doksorubicyna, bleomycyna, winblastyna,
dakarbazyna). Uwaza si¢ takze, ze epirubicyna obarczona jest mniejszym dziataniem
kardiotoksycznym, stad postanowiono zmodyfikowaé¢ ten schemat leczniczy zastepujac
doksorubicyne, epirubicyng. Wykluczono takze dakarbazyne i zastgpiono winblastyne
winorelbing [60]. Okazato si¢ jednak, ze wystgpito duzo wznowien choroby. Autorzy

postulujg dluzsze i szersze badania w celu uzyskania lepszych schematéw leczniczych,
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charakteryzujacych si¢ mniejszg liczba wznowien choroby. W razie wystgpienia nawrotu
choroby potrzebna jest terapia ratunkowa. Taka skuteczng terapi¢ ratunkows, zlozona
z ifosfamidu, etopozydu i epirubicyny opracowano dla chorych z chtoniakiem nieziarniczym
i chorobg Hodgkina [61]. Dodatkowo terapia ta nie powoduje duzej toksycznosci sercowej,
czy nerkowej i bardzo dobrze mobilizuje komorki macierzyste, co bardzo pomaga osobom
przygotowanym do przeszczepu. Inng terapia zastosowang u miodych pacjentow
z chloniakiem nieziarniczym zajmowat si¢ zespot lekarzy niemieckich [62]. Chemioterapia
sktadata si¢ z jednego cyklu ztozonego z ifosfamidu, etopozydu, winkrystyny
I deksametazonu, po czym trzech cykli epirubicyny, cyklofosfamidu, winkrystyny
I deksametazonu oraz jednego cyklu karboplatyny, etopozydu i deksametazonu. Dodatkowo
od 2002 roku podawano rytuksymab 1-2 razy przed kazdym cyklem. Autorzy podkreslaja
konieczno$¢ zastosowania czynnika stymulujacego powstawanie granulocytow (G-CSF)
w razie wystgpienia 4 poziomu leukocytopenii, co w szczegdlnosci nastepowalo po 1 1 5
cyklu chemioterapii. Leczenie uznano za efektywne i polecono poréwna¢ je w przyszitych
badaniach randomizowanych ze standardowym schematem R-CHOP (rytuksymab,
cyklofosfamid, doksorubicyna, winkrystyna, prednizolon).

W 1995 roku lekarze z Japonii postanowili zastosowaé u 49-letniej pacjentki z rzadkim
nowotworem komorek Sertoliego-Leydiga nowy schemat terapii karboplatyny (CBDCA)
w potaczeniu z etopozydem i epirubicyng [63]. Po roku i czterech miesigcach po operacji
u pacjentki nie zaobserwowano $ladéw powrotu choroby lub metastazy. Stosujac podobny
schemat (cyklofosfamid, epirubicyna, carboplatyna) przeprowadzono badania u 29 pacjentek
z rakiem jajnika w Polsce [64]. U 58% pacjentek stwierdzono catkowitg remisje, a u 45%
czgsciowg remisj¢. Autorzy opracowali schemat postgpowania w przypadku podejrzenia
wystapienia tego nowotworu, ze wzgledu na bardzo wysoki odsetek pacjentek z chorobg
zaawansowang zglaszajacych si¢ na leczenie. Metoda zastosowana w przypadku mniejszego
zaawansowania nowotworu databy lepsze wyniki. W poszukiwaniach skuteczniejszego
leczenia grupa badaczy zwiekszyta dawke cyklofosfamidu z 500 mg/m? do 1800 mg/m? (plus
filgrastim 5 pg/kg) w schemacie szesciocyklowym podawanym co trzy tygodnie:
cyklofosfamid, epirubicyna i cisplatyna (CEP) [65]. Niestety, nie dalo to efektu
spodziewanego. Oprdcz wzrostu toksycznos$ci zintensyfikowanej terapii, skuteczno$¢ byta
podobna w obu przypadkach. Z nowszych rozwigzan, jakich podejmuja si¢ badacze
w poszukiwaniu zwickszenia efektywnos$ci leczenia nalezy podkresli¢ uzycie w terapii
adenowirusOw onkolitycznych Ad5/3-delta24. Z uwagi na uzupelniajace si¢ dziatanie

chemioterapii i wirusoterapii, postanowiono potaczy¢ obie w przypadku opornego na leczenie
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gruczolakoraka jajnika [66]. W badaniu na myszach stwierdzono, ze pojedyncza dawka
wirusa byta rownie skuteczna, jak wielokrotna. Lepszy efekt leczniczy uzyskano w przypadku
taczonej terapii wirusem i epirubicyng lub gemcytabing, niz zastosowanie tych czynnikow
osobno.

Do stosunkowo rzadkich, ale i trudno poddajacych si¢ leczeniu nowotwordéw zaliczane sg
nowotwory trzustki, w przypadku ktérych czesto stosuje si¢ jedynie terapi¢ paliatywna.
Oceng takiej terapii, ztozonej z cisplatyny, epirubicyny i 5-fluorouracylu, u 28 pacjentéw
cierpigcych na zaawansowane nowotwory zewnatrzwatrobowe drog zotciowych i trzustki
przeprowadzono w latach 1997-2004 w Krakowie [67]. Terapia okazata si¢ by¢ dobrze
tolerowana i efektywna. Jednoroczny okres przezycia osiggngto 25% o0sdb z nowotworem
drog zolciowych 1 16,7% z nowotworem trzustki. Poréwnywalne wyniki osiagnigto przy
monoterapii gemcytabing. W celu wyznaczenia maksymalnych tolerowanych dawek
u pacjentdow z zaawansowanym rakiem trzustki zastosowano intensywny schemat PEFG
(cisplatyna, epirubicyna, 5-fluorouracyl i gemcytabina). Taka intensywna terapia zmniejszyta
stopien toksyczno$ci hematologicznej w poréwnaniu z tradycyjnym kursem chemioterapii
(neutropenia wystapita u 26% wobec 86% chorych, trombocytopenia u 4% wobec 58%
chorych) i przez to zmniejszata liczb¢ pacjentow, ktorzy byli zmuszeni do rezygnacji
z leczenia [68]. W odpowiedzi na problem znaczaco matego odsetka chorych po usunigciu
trzustki przystgpujacych do chemioterapii, zaprojektowano badania, majace na celu ustalenie
zaro6wno terapii przed resekcja, jak i po zabiegu [69]. Porownywano takze, czy czterolekowy
schemat cisplatyna, epirubicyna, fluorouracyl i gemcytabina da lepsze rezultaty lecznicze niz
zastosowanie samej gemcytabiny [70]. Nowotwor trzustki nalezy do bardzo Zle rokujacych,
stad kazda najmniejsza nawet korzy$¢ terapeutyczna ma znaczenie. U pacjentow
zaobserwowano wiecej przypadkdéw neutropenii i1 trombocytopenii, ale tez lepsze okazaty si¢
wskazniki przezywalnosci rocznej 38,5% wobec 21,3%.

Opisano  takze  zastosowanie  epirubicyny w  leczeniu  zaawansowanego,
ptaskonablonkowego raka glowy i szyi [71]. U 27 pacjentdow zastosowano trzy cykle
chemioterapii. Nie odnotowano dziatania kardiotoksycznego, a leukopenia wystgpowata u 8
z 18 chorych, ktorzy przeszli caty kurs chemoterapii. Pozostale dziatania niepozadane, jak
wymioty, mdlosci czy tlysienie wystgpowatay w stopniu umiarkowanym. Stwierdzono
efektywnos$¢ indukcyjng terapii, co u niektorych pacjentow z pdzniejsza radioterapig lub/i
zabiegiem chirurgicznym mogto ustabilizowa¢ chorego.

U chorych na nowotwor pecherza leczeniem z wyboru jest przezcewkowa resekcja

komorek guza, lecz u 40-80% choroba powraca. U tych chorych postanowiono wdrozy¢
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terapi¢ zapobiegawcza. Pacjentow podzielono na trzy grupy. Pierwsza otrzymywata
epirubicyne 20 mg/40 ml natychmiast i w ciggu 24 godzin po zabiegu, druga 50 mg/100 ml,
a trzecia placebo (grupa kontrolna) [72]. Sredni czas przezycia bez nawrotu choroby wynosit
w pierwszej grupie 24, w drugiej 38 i w trzeciej 13 miesiecy. Dwukrotne podanie epirubicyny
w dawce 50 mg po zabiegu w ciggu 24 godzin okazato si¢ leczeniem efektywnym,
z akceptowalnym poziomem toksycznos$ci. Podjeto takze probe oceny dlugotrwatych efektow
roznych terapii stosowanych w niemi¢$niowym, inwazyjnym raku pecherza. Wérdéd badan,
uwzgledniono takze te, gdzie zastosowano epirubicyn¢ (jako natychmiastowe lub jako
dlugotrwajace leczenie). Autorzy przyznaja, ze czesto trudno bylo oszacowaé wplyw
zastosowanego leczenia, ze wzgledu na btedy w metodyce niektorych testow, choé
generalnie nie obserwowano wigkszej poprawy W wyniku wdrozenia leczenia epirubicyng
i/lub mitomicyng po usunigciu guza [73]. Zaobserwowano wigkszg redukcje postgpow
choroby w czasie, w stosunku do innych terapii, w przypadku leczenia immunologicznego
BCG (szczepionka przeciwgruzlicza).

W literaturze opisano przypadek 28-letniej pacjentki z bardzo rzadkim nowotworem
szyjki macicy o bardzo ztym rokowaniu [74]. Pacjentka zgtosita si¢ w 23,5 tygodniu cigzy
i okreslono u niej stan zaawansowania guza macicy na poziomie Ilb. W 29 tygodniu, po
zakonczeniu cigzy przez cesarskie ciecie, u pacjentki zastosowano Karboplatyne
(CBDCA)/etopozyd i epirubicyne, co spowodowato obkurczenie guza i umozliwito radykalng
histerektomi¢. Po szesciu latach od wdrozenia leczenia pacjentka Zyje i1 nie ma oznak
choroby. Chemioterapic zlozona z cisplatyny (75 mg/m?), paklitakselu (175 mg/m?) oraz
ifosfamidu (5 g/m?) lub epirubicyny (80 mg/m?) oceniano pod wzgledem przydatnosci
u pacjentek z zachowana ptodnoscia w stadium IB1 raka szyjki macicy, jako terapig
neoadjuwantowa. Terapia byta przygotowaniem do zabiegu konizacji zimnym nozem
i limfadenektomii w obrebie miednicy [75]. Po 69 miesigcach nie zaobserwowano nawrotu
choroby, a 6 pacjentek urodzito w sumie 9 zdrowych dzieci. U jednej kobiety odnotowano
poronienie w pierwszym trymestrze. Stad wniosek, ze przedstawiony powyzej Schemat
terapeutyczny pozwala na pdzniejszg oszczgdng ingerencje chirurgiczng, pelne wyzdrowienie
1 w konsekwencji umozliwia pacjentkom urodzenie zdrowego dziecka.

W 1997 roku opisano przypadek bardzo rzadkiego nowotworu watroby —
wilokniakomigsaka w przestrzeni pozaotrzewnowej u 34-letniej kobiety. Obecnos¢ guza
stwierdzono metodami obrazowymi i potwierdzono histopatologicznie. Rak ten ma zlte
rokowanie, ze wzgledu na czgste pooperacyjne wznowy odrastania guza. Do leczenia

wdrozono cykl chemoterapii zlozony z cycklofosfamidu, winkrystyny, epirubicyny
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I dakarbazyny [76]. Wystapita bardzo dobra odpowiedz na zastosowane leczenie, bez ostrego
dziatania toksycznego. Schemat kontynuowano przez pig¢ cykli, co znacznie zmniejszyto
wielkos¢ guza. Uznano ten wynik jako catkowita odpowiedz na leczenie. Za standardowe
leczenie watrobowokomorkowego nowotworu uznaje si¢ przeztetnicze podanie epirubicyny w
formie emulsji W/O/W. Aby oceni¢ skuteczno$¢ tego postepowania leczniczego
przeanalizowano retrospektywnie 18 przypadkow [77]. Czas przezycia od momentu
zastosowania procedury w pierwszym roku wyniost 94%, w drugim 1 trzecim 76%,
a efektywna odpowiedzZ na leczenie (czyli catkowita plus cze¢§ciowa) wyniosta 78%, zatem
uznano metod¢ za skuteczng u pacjentow cierpigcych na watrobowokomorkowa odmiang
nowotworu po resekcji watroby. Podobng jak powyzej metode (TACE-epirubicyna) stosuje
si¢. w nieoperacyjnym raku watroby (zabieg mozna przeprowadzi¢ jedynie w 20%
przypadkow), jako terapi¢ paliatywng. Jednak bardzo czesto nowotwor wykazuje duza
oporno$¢ na leczenie epirubicyng, doksorubicyng czy mitomicyng, co Skutkuje niskimi
wskaznikami przezywalnos$ci trzyletniej. W celu zwigkszenia skuteczno$ci metody
postanowiono zastosowaé analogi platyny [78]. Do badania przystapito 152 pacjentow.
Jedynie u 4% uzyskano pelng odpowiedz, u 18% czesciowa odpowiedz na leczenie, a 125
zmarlo, co obrazuje bardzo zte rokowanie w przypadku tego nowotworu. W 50% udato sie¢
wydtuzy¢ do 1,4 roku okres przezycia u tych pacjentow, ktérzy zareagowali na terapie, stad
autorzy rekomenduja powyzszy schemat u tych chorych, ktérzy nie zareagowali na TACE-
epirubicyna. Osobny problem stanowi okre$lenie wilasciwej terapii w przypadku dzieci
cierpigcych na nowotwory watroby, z uwagi na bardzo mato badan. Niewielkg grupe 20
pacjentow w wieku ponizej 16 lat, cierpigcych na hepatoblastoma lub nowotwor
watrobowokomorkowy objeto terapig ztozong z epirubicyny, cisplatyny i etopozydu. Czgsé
z nich przeszta 4 cykle chemioterapii (z wickszos$cia usunigtej watroby), a czesé 6 cykli [79].
Sposrod 13 pacjentéw chorujacych na hepatoblastoma, u dwoch stwierdzono przerzuty do
ptuca, jeden z nich zmart. U pozostatych przez r6zng ilo§¢ miesiecy nie stwierdzono zadnych
sladow choroby. W przypadku 7 pacjentéw chorych na nowotwor watrobowokomoérkowy, 4
osoby zmarty, 1 miala przeszczep watroby, u 2 pozostatych nie stwierdzono $ladéow choroby.
Autorzy postuluja dalsze badania i1 wskazuja na potencjalng skuteczno$¢ terapii,
w szczeg6Olno$ci zawierajace] etopozyd u dzieci cierpigcych na pierwotne nowotwory

watroby.
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2.3.2. Dziatania niepozadane antracyklin

Antracykliny, podobnie jak inne leki przeciwnowotworowe, sg substancjami bardzo
toksycznymi dla komoérek organizmu, a z drugiej strony po pewnym czasie pojawic¢ si¢ moze
oporno$¢ komorek nowotworowych na te zwigzki. Te dwa ograniczenia stanowig nieustanne
wyzwanie dla nowych badan, ktére pozwolg je przezwyciezy¢.

Glownym dziataniem niepozadanym antracyklin jest supresja szpiku, zwykle
o najwigkszym nasileniu w drugim tygodniu terapii. Poza tym moze wystapi¢ zapalenie jamy
ustnej, tysienie oraz zaburzenia zotadkowo-jelitowe. Obserwuje si¢ takze zmiany skorne, przy
podaniu donaczyniowym, bedace lagodna reakcja zapalna, ale takze cigzkie miejscowe
powiktania narzagdowe przy napromienianiu tkanek, nawet jesli oba procesy nie przebiegaly
rownoczesnie. Najpowazniejszym efektem ubocznym po antybiotykach antracyklinowych jest
kardiotoksycznos¢. Istnieje Scisty zwigzek pomiedzy skumulowang podang dawka i indukcja
kardiomiopatii. Nie nalezy przekracza¢ skumulowanej dawki 500 mg/m? dla daunorubicyny
i 450-600 mg/m® dla doksorubicyny. Stosowanie epirubicyny, pochodnej o wyzszym
indeksie terapeutycznym, nie chroni przed wystgpieniem uszkodzenia serca. Rozroznia si¢
dwa typy kardiomiopatii. Posta¢ ostra, wystgpujaca nawet po 24 godzinach od podania dawki
antybiotyku, ze zmianami odcinka ST i zatamka T oraz zaburzeniami rytmu [80], co moze
prowadzi¢ do cigzkiego zespotu pericarditis-myocarditis, objawiajacego si¢ zaburzeniami
przewodzenia bodZcéw, niewydolno$cig serca i wysigkiem osierdziowym. Posta¢ przewlekla,
charakteryzujaca si¢ niewydolnoscig krazenia niereagujaca na glikozydy, o $miertelnosci
siegajace] 50%, zwigzana jest z przekroczeniem dawki skumulowanej 1 jest nastgpstwem
odlegltym, mogacym wystgpowaé nawet po latach od zakonczenia terapii. Na poziomie
komorkowym obserwuje si¢ rozszerzenie retikulum sarkoplazmatycznego, utrat¢ miofibrylli,
pecznienie mitochondridow 1 wzrost liczby lizosomow. Technikami pozwalajacymi wczes$nie
wykry¢ rozwdj niewydolnosci krazenia sa angiografia radionuklidowa, okreslajaca frakcje
wyrzutowg oraz echokardiografia, uwidaczniajagca nieprawidtowosci w kurczliwo$ci
1 rozmiarach komor. Proponuje si¢ wiele mechanizméw odpowiedzialnych za
kardiotoksyczne dzialanie antracyklin. Sg to oddzialywania inne, niz te powodujace efekt
przeciwnowotworowy. Wymienia si¢ np. zwigkszenie peroksydacji lipidow [81],
enzymatyczng aktywacj¢ mitochondrialnych kinaz kreatynowych (MtCK) [82], wplyw na
ekspresje gendw, Czy na poziom Ca’*-ATP-azy.

Obok dzialan niepozadanych, gléwnym problemem klinicznym, zwigzanym ze

stosowaniem antracyklin jest oporno$¢ komorek nowotworowych o charakterze pierwotnym
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lub nabytym. Waznym czynnikiem genetycznym w postawaniu opornosci jest nadekspresja
genu MDRI, stad intensywnie poszukuje si¢ nietoksycznych inhibitoréw dla produktow
genow tego rodzaju. W przetamaniu opornos$ci zastosowanie znalazty synteza prolekow oraz
formutowanie postaci liposomalnych. Poprzez takie strategie realizuje si¢ idee tzw. terapii
celowanej, oszczgdzajacej komorki organizmu. Mozna tego dokona¢ dwoma sposobami.
Jednym jest otoczenie czasteczek antybiotyku specjalng warstwa izolujacg po to, by dotarty
do celu nie uszkadzajgc na swojej drodze komorek zdrowych. Druga polega na wyposazeniu
czasteczki antybiotyku w nosnik swoiscie rozpoznawalny przez komorki nowotworu.
Liposomalne postaci leku to przyktad pierwszej strategii. Dzigki tej technologii znacznie
poprawiaja si¢ parametry farmakokinetyczne leku, takie jak: zmniejszenie eliminacji,
akumulacja w tkance nowotworowej, przy mniejszym gromadzeniu si¢ leku w innych
komorkach oraz wydtuzony czas uwalniania leku. Spada wowczas toksycznos$¢ substancji,
mozna dostarczy¢ wicksza dawke do obszaru objgtego nowotworem oraz polepsza sig¢
stabilno$¢ leku [83]. Nie do konca poznano w jaki sposob nast¢puje uwalnianie antracyklin
z liposomow w obszarze guza. Przypuszcza si¢, ze rol¢ destabilizujaca strukture liposomalng
moga pehi¢: niskie pH ptynu $rédmigzszowego okolic guza, badz uwalnianie lipaz
z rozpadajacych si¢ komoérek guza, czy tez metabolizowanie ich przez fagocyty.
W lecznictwie stosuje si¢ m. in nast¢pujace preparaty: Doxil lub Caelyx — doksorubicyne
stabilizowang sterycznie z plaszczem polietylenoglikolu, DaunoXome - liposomalng
daunorubicyne¢ oraz doksorubicyne, pozyskiwang dzigki wykorzystaniu cytrynianu. Postacie
lizosomalne posiadaja korzystniejsze parametry farmakokinetyczne i sg lepiej tolerowane
przez pacjentow, charakteryzuja si¢ takze mniejszymi dziataniami niepozadanymi,
w stosunku do zwiazkdw wyjSciowych, przy czym najlepiej sprawdzit si¢ Doxil. Skuteczno$§¢
tego preparatu wykazano w przypadku pacjentow z glejakami i wtornymi guzami mozgu [84],
rakiem jajnika, nie reagujacym na cisplatyne i paklitaksel [85] oraz w przypadku migsaka
Kaposiego w AIDS [86].

Obiecujace wydajg si¢ by¢ rowniez modyfikacje antracyklin w celu otrzymania prolekow.
Czasteczki te wykazuja dziatanie przeciwnowotworowe po proteolitycznej aktywacji w
obszarze guza, na skutek dziatajacych tam enzymow. Przykltadem moze by¢ zwigzek
L-377.202, bedacy kowalencyjnym potgczeniem doksorubicyny i N-glutarylo[4-hydroksy-
propylo]-Ala-Ser-cykloheksaglicylo-Glu-Ser-Leu. W komoérkach guza prostaty, po hydrolizie
uwalnia si¢ doksorubicyna lub jej potaczenie z Leu, co kilkakrotnie podnosi skutecznos¢ leku

[87]. Podobnie lepsza aktywnos¢ wykazano w przypadku tetrapeptydu CIP-0004Na
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(N-sukcynylo-B-Ala-L-Leu-L-Ala-L-Leu-Doksorubicyna), aktywowanego przez nowotworo-
wa peptydaze [88].

W celu uzyskania wybiorczego gromadzenia si¢ doksorubicyny w komoérkach watroby,
a co za tym idzie — osiggniecie spadku toksycznoS$ci, zastosowano jeszcze inne podejscie.
Potaczono ja z kopolimerem N-(2-hydroksypropylo)metakrylamidowym, zawierajacym
fragment rozponawalny dla komorek watroby [89]. Wybidrczosé¢ tkankowa probuje osiggnaé
si¢ metodami immunologicznymi, np. poprzez sprze¢ganie liposomowej doksorubicyny
z przeciwcialami przeciwko ludzkiemu nablonkowemu czynnikowi wzrostu 2 (HER2/neu).
Uzyskano w ten sposob zmniejszenie toksycznosci oraz wigksza aktywno$é

przeciwnowotworowg [90].
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2.4. Dotychczasowy stan badan trwatosci chlorowodorku epirubicyny [91]

Dotychczasowe badania trwatosci chlorowodorku epirubicyny obejmowaty:
— oceng trwato$ci chlorowodorku epirubicyny w roztworach do wstrzyknieé¢

— izolacje 1 identyfikacje zanieczyszczen/produktow rozktadu.

Ocenie trwatosci poddano roztwory do wstrzyknie¢ chlorowodorku epirubicyny o pH 3,0
—  wtemp. 2-8°Cpo 0, 1, 2, 3, 6, 9 i 12 miesigcach przechowywania

— wtemp. 25°C po 0, 1, 3 i 6 miesiacach przechowywania

Probki analizowano metoda HPLC stosujac nastepujace parametry rozdzielania:
Kolumna: C18 (Intersil-ODS 3 V (wielkos¢ czastek 5 um) 0 wymiarach 250 mm x 4,6 mm
Faza ruchoma
— faza A: 0,1% kwas trifluorooctowy
— faza B: acetonitryl, metanol, kwasu trifluorooctowy (80:20:0,1 V/V)
Szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min
Temperatura: 35°C
Detekcja: spektrofotometryczna (254 nm)
Analizowane probki przed wprowadzeniem na kolumng rozcienczano wodg w stosunku 1:1 i
doprowadzono kwasem fosforowym (H3PQO,) do pH 2,5.

Stosujac podane warunki wykryto 4 zanieczyszczenia.
Izolacja zanieczyszczen

Do izolacji zanieczyszczen zastosowano preparatywng chromatografie cieczowa.
Kolumna: Intersil ODS-3 (6 um.) o wymiarach 250 mm x 20 mm
Faza ruchoma: chromatografia gradientowa
— faza A: 0,1% kwas trifluorooctowy, mieszanina acetonitrylu, metanolu i kwasu
trifluorooctowego (80:20:0,1 V/V/V) w stosunku 80:20
— faza B: acetonitryl, metanol, kwasu trifluorooctowy (80:20:0,1 V/V)

Detekcja: spektrofotometryczna (254 nm)

Zebrane frakcje odparowano w prozni, a nast¢gpnie poddano liofilizacji.
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Identyfikacja zanieczyszczen

Do identyfikacji zanieczyszczen/produktow rozktadu zastosowano tandemowsg spektrometri¢
mas (LC-MS/MS) z jonizacja metoda elektrorozpraszania (Electrospray, ESI) oraz
spektrometrie *H NMR.

Spektrometria mas. Widma mas zwigzkow | — IV wykonano uzywajgc azotu jako gazu
i potencjatu 20 eV (zwiazki I i II) lub 22 eV (zwiazki Il i 1V). Probki zostaty rozpuszczone

w mieszaninie wody i acetonitrylu (50:50).

Spektrometria ‘H NMR. Widma zarejestrowano przy 300 MHz stosujac nastepujace
rozpuszczalniki DMSO-dg, CDCl3, D,O i CF;COOD i tetrametylosilan jako wzorzec
(6=0,00).

Zidentyfikowane zwigzki

Zwigzek | jest dimerem epirubicyny opisanym w Ph. Eur./FP, pozostate produkty nie byly

dotychczas opisane w pi§miennictwie.

Zwiqgzek I: dimer epirubicyny

Jon molekularny [M+H]" przy m/z 1087 wskazywat na wyzsza mase czasteczkowa od
epirubicyny (543 Da). Fragmentacja tego jonu przebiegata poczawszy od utraty dwodch
czasteczek cukru, nastgpnie czasteczki wody 1 wreszcie jednej czasteczki epirubicyny. Jon
molekularny i jego jony potomne wskazywaty na dimer epirubicyny, co potwierdzito widmo

NMR, roznigce sie od macierzystej epirubicyny sygnalem protonu grupy metylenowej
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podstawnika przy C14. Sygnatl protonu w tej pozycji dla zwiazku | byl obserwowany przy
3,60 ppm, natomiast w przypadku epirubicyny przy 4,56 ppm.

Zwiqgzek Il
Jon molekularny [M+H]" zwiazku Il wystapit przy m/z 1105. Jego fragmentacja sugerowata
struktur¢ zlozong z dwdch czasteczek epirubicyny. Nie przeprowadzono analizy tego zwigzku

metoda NMR, ze wzgledu na problem ze stabilno$cig i odpowiednig ilo$cig probki.

Zwigzek III: alfahydroksymetyloester epirubicyny (ester hydroksymetylowy kwasu 4-(4-
amino-5-hydroksy-6-metylotetrahydropiran-2-yloksy)-2,5,12-trihydroksy-7-metoksy-6,11-
diokso-1,2,3,4,6,11-heksahydronaftaceno-2-karboksylowego)

O OH (6]
L Yo
OH

OCH,0 oHH =

e
HO 0
CH,

NH,

Jon molekularny zanieczyszczenia 11l [M+H]" wystapil w widmie przy m/z 560. Jego jony
potomne powstatly poprzez odlaczenie czgsteczki wody, jednej czasteczki cukru i nastepnie
jednej czasteczki cukru z fancuchem bocznym.

Zwiazek I, w roztworze wodnym o odczynie kwasowym, ogrzewany 30 min W temp.
80°C rozktada sie do zwigzku IV.

W widmie mas tej probki zarejestrowano dwa jony molekularne [M+H]", odpowiednio
przy m/z 560 (zwiazek I11) i 530 (zwiazek 1V).

Analiza metoda NMR, nie wykazata roznic w potozeniach sygnatéw protondéw pierscieni
A, B, C i D oraz reszty cukrowej w widmach epirubicyny i zwigzku III. Jedynie sygnat
protondw grupy metylenowej tancucha przy C14 dla zwigzku III wystapil przy 6,32 ppm
natomiast w przypadku epirubicyny przy 4,56 ppm. Wszystkie badania potwierdzity strukturg
tego zanieczyszczenia jako alfahydroksymetyloester epirubicyny, ktéra wezesniej nie nie byta

opisana w piSmiennictwie.

Zwigzek  IV: kwas  4-(4-amino-5-hydroksy-6-metylotetrahydropiran-2-yloksy)-2,5,12-
trihydroksy-7-metoksy-6,11-diokso-1,2,3,4,6,11-heksahydronaftaceno-2-karboksylowy
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Jon molekularny [M+H]" zwiazku IV wystapit w widmie przy m/z 530, natomiast adduktu
sodowego [M+Na]® przy m/z 552. Fragmentacja polegata na odszczepieniu W pierwszej
kolejnosci czasteczki cukru, nastepnie czasteczki wody i w ostatnim etapie czasteczki COx.

Widmo NMR zwiazku IV, rdzni si¢ od widma epirubicyny brakiem sygnatu protonow
grupy metylenowej podstawnika przy C14. W przypadku epirubicyny sygnat protonow grupie
metylenowej wystepuje przy 4,56 ppm.

Autorzy cytowanej pracy okreslili, ze prawdopodobny mechanizm rozktadu epirubicyny
w $rodowisku kwasowym moze przebiega¢ wedtug nastepujacego schematu:

— kondensacja 2 czgsteczek epirubicyny z utworzeniem dimeru (zwiazek I)
— przegrupowanie oksydacyjne w podstawniku przy C14 z utworzeniem zwigzku II1
— hydroliza ugrupowania estrowego zwiazku III i utworzenie zwiazku IV

— utlenienie podstawnika w pozycji C14 prowadzaca do zwigzku IV.

2.5. Metody analityczne stosowane w ocenie jakosci chlorowodorku
epirubicyny wg FP X/Ph. Eur. 8 [93]

(6} OH O
OH

OCH,0 oHH = Hal

o
HO o}
CH,

NH,

Do potwierdzenia tozsamosci chlorowodorku epirubicyny polecane sa nastepujace badania:
- poréwnanie widm w podczerwieni substancji badanej i por6wnawczej
- porOwnanie czasOw retencji substancji badanej i pordwnawcze] metoda chromatografii
cieczowej

- reakcja z azotanem srebra w srodowisku kwasowym (HNO3) — reakcja jonu chlorkowego.
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Badanie substancji pokrewnych (Tabela 2) i oznaczanie zawarto$ci wykonuje si¢ metoda

chromatografii cieczowej.

Parametry metody HPLC, uzywanej do potwierdzenia tozsamosci, badania substancji

pokrewnych 1 oznaczania zawarto$ci s3 nastgpujace:

— kolumna: dlugosc¢ 0,25 m, $rednica wewnetrzna 4,6 mm

— faza nieruchoma: zel krzemionkowy do chromatografii z grupami trimetylosililowymi
(6 pm)

— temperatura: 35°C

— faza ruchoma: zmiesza¢ 17 objetosci metanolu, 29 objetosci acetonitrylu i 54 objetoSci
roztworu zawierajacego laurylosiarczan sodu (3,7 g/l) i 2,8% (V/V) rozcienczonego kwasu
fosforowego

—  Szybkos¢ przeptywu: 2,5 ml/min

— detekcja: spektrofotometryczna przy 254 nm

— wprowadzenie: 10 ul roztworu badanego i roztworow poréwnawczych

— czas analizy: 3,5-krotno$¢ czasu retencji epirubicyny ( czas retencji = ok. 9,5 min).
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Tabela 2.

Analizowane substancje pokrewne

= OH; doksorubicynon
= H; daunorubicynon

F. epi-Daunorubicyna

G. Dimer epirubicyny
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2.6. Poréwnanie wybranych metod HPLC epirubicyny i innych antracyklin

Tabela 3.

Poréwnanie wybranych metod HPLC epirubicyny oraz innych antybiotykéw antracyklinowych.

Warunki analizy HPLC

Zastosowanie

PiSmiennictwo

Kolumna: 250%4,6 mm, zel krzemionkowy Badanie tozsamosci, oznaczenie | [92]
trimetylosililowy (6 pm) chlorowodorku

Faza ruchoma: mieszanina metanolu, acetonitrylu i epirubicyny oraz badanie

roztworu zawierajacego 3,7 ¢/l laurylosiarczanu sodu i | Substancji

2,8% VIV rozcienczonego kwasu fosforowego(V) pokrewnych (czystos¢)

(17:29:54)

Szybkos¢ przeplywu fazy ruchomej: 2,5 ml/min

Detektor: spektrofotometr przy 254 nm

Kolumna: 300%3,9 mm, Lichrosorb RP8 (10 pm) Badanie trwatosci 6 antracyklin | [94]
Faza ruchoma: mieszanina acetonitrylu i wody (50:50 | W czterech ptynach infuzyjnych

V/V) doprowadzona do kwasem chlorowym (VII) do w temp. 25°C

pH 2

Szybkos¢ przeplywu fazy ruchomej: 1,5 ml/min lub

2,0 ml/min

Detektor: spektrofotometr przy 254 i 546 nm (dla

daunorubicyny przy 254 i 436 nm)

Kolumna: 100x4,6 mm, C18 Hypersil ODS (5 pm) Badanie trwato$ci doksorubi- [95]
Przedkolumna: 20x4,6 mm, C18 Hypersil ODS (5 um) | €Yny, epirubicyny, daunorubi-

Faza ruchoma: mieszanina acetonitrylu i buforu cynyt plrarublgyny W_W_orkach
mrowczanowego doprowadzonego do pH 4 (45:55 PVC dp podania pozajelitowego

VIV) w czasie 24 h

Szybkosé przeptywu fazy ruchomej: 2,0 ml/min

Detektor: spektrofotometr przy 254 i 565 nm

Kolumna: 300x4 mm, Varian C18 RP MCH-10 Badanie trwalosci [96]
Micropak daunorubicyny, cytarabiny i

Faza ruchoma: etopozydu w roztworach 5%

A: mieszanina buforu fosforanowego (10 mmol/l) i 3% dek:strozy oraz 0'45%,N3‘,C| .

(VIV) acetonitrylu oraz bufor zaréwno w mieszaninie, jak i

B: 100% acetonitryl, elucja gradientowa oddzielnie w czasie 72 h

Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 2,0 ml/min

Detektor: spektrofotometr przy 235 nm

Kolumna: 125x4 mm, Lichrosorb RP8 (5 um) Badanie wptywu cyklodekstryn | [97]

Faza ruchoma: mieszanina 0,01 mol/l NaCl (pH 2,25)
oraz acetonitrylu (70:30 V/V lub 60:40 V/V)

Szybkos$¢ przeplywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min
Detektor: spektrofotometr przy 480 nm oraz
spektrofotometr fluorescencyjny przy 465 nm
(wzbudzenie) i 550 nm (emisja)

na trwalo$¢ chemiczng w
roztworach wodnych
daunorubicyny i doksorubicyny
w zaleznosci od struktury i
stezenia cycklodekstryny, pH i
obecnosci innych zwigzkoéw
zwickszajacych
rozpuszczalnosé
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Kolumna: 125x4 mm, ChromCart® Nucleosil 100 C18 | Walidacja metody oznaczania [98]
AB (5 um) doksorubicyny w czterech
Przedkolumna: 8x3 mm, Nucleosil 100 z grupami roznych matrycach biolo-
fenylowymi (5 pm) gicznych (ptyn poinfuzyjny,
Faza ruchoma: mieszanina acetonitrylu i kwasu surowica, “‘af"" z niskim lub
1-heptanosulfonowego 0,2% o pH 4, elucja wysok|m_p02|omem ..
gradientowa doksorublcyny) przy perfuzji
Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1 ml/min pluca izolowanego
Detektor: spektrofotometr fluorescencyjny przy 482
nm (wzbudzenie) i 550 nm (emisja)
Kolumna: 250x4,6 mm, C18 Intersil-ODS 3 V (5 um) | Identyfikacja zanieczyszczen [91]
Faza ruchoma A : 0,1% kwas trifluorooctowy degradacji epirubicyny w
Faza ruchoma B: acetonitryl, metanol, kwas roztworze wodnym;
trifluorooctowy 80:20:0,1 V/V) , elucja gradientowa do identyfikacji zanieczyszczefi
Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min f\la:/lt%sowano metody LC-MS i
Detektor: spektrofotometr przy 254 nm
Kolumna: 250x4,6 mm, Hypersil (5 pm) Badanie trwato$ci epirubicyny [99]
Faza ruchoma:_mieszanina 14% (V/V) acetonitrylu, w roztworach do wstrzyknigé
30% (V/V) metanolu i 56% kwasu fosforoweg (0,085% | dozylnych, w roznych
m/V), zawierajacego laurylosiarczan sodu (0,2% m/V) | temperaturach, imitujacych
Szybkos¢ przeplywu fazy ruchomej: 1,2 ml/min Wa_runki przechowywania (84
Detektor: spektrofotometr przy 256 nm dni w temp. 8°C), transportu (2

h w temp. 25°C) oraz w zyle (1

h w temp. 37°C)
Kolumna: 250x4,6 mm, C18 z przedkolumng Badanie wzajemnego wptywu [100]
Faza ruchoma: acetonitryl-woda (60:40 V/V) na farmakokinetyke
Szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min EpIr.Ubl(‘:yny ! do_cetak,sem, u
Detektor: spektrofotometr przy 232 nm pacjentow z rakiem piersi z

przerzutami
Kolumna: 250x4,6 mm, Zorbax Eclipse XDB-C8 Walidacja metody [101]
(5 pm) réwnoczesnego oznaczania 7
Faza ruchoma: mieszanina roztworu A (0,4% antracyklin (epirubicyny,
laurylosiarczanu sodu o pH 2,0) i roztworu B doksorubicyny, idarubicyny,
(metanol:acetonitryl 1:1 V/V) (40:60 V/V) doksorubicynonu,
Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 2 ml/min daunorUb!Cynonu’ .
Detektor: spektrofotometr przy 254 nm gaunorub!cyny, epr-

aunorubicyny)

Kolumna: 250x4,6 mm, Technocroma SA Spherisorb Badanie trwato$ci roztworu do [102]
fenyl (5 pm) wstrzyknie¢ epirubicyny (2
Faza ruchoma: mieszanina 1 mmol/l kwasu mg/ml) w 0,9% roztworze NaCl
fosforowego i 2,4 mmol/l NaOH, zawierajaca 45% po inkubacji w 70°C
mieszaniny acetonitrylu z metanolem i laurylosiarczan
sodu (1 mol/l), doprowadzona do pH 4,6
Szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,8 ml/min
Detektor: spektrofotometr przy 254 nm
Kolumna: 250x4,6 mm, Spherisorb ODS1 (5 pm) z Oznaczenie st¢zenia [103]

przedkolumna C18

Faza ruchoma: mieszanina acetonitrylu i buforu (35:65
VIV) (bufor: 60 mmol/l Na,HPO, zawierajacy 0,05%
trietanoloaminy, doprowadzony kwasem cytrynowym
do pH 4,2)

Szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min
Detektor: spektrofotometr fluorescencyjny przy 480
(wzbudzenie) i 560 (emisja)

epirubicyny i jej metabolitow
we krwi w czasie 96
godzinnego podania podczas
chemioterapii
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Kolumna: 200x4,6 mm, LiChrosorb RP18 (10 um) Oznaczenie epirubicyny i [104]
Faza ruchoma: mieszanina acetonitrylu i wody 29:71 | doksorubicyny oraz ich

zawierajaca 50 mmol/l Na,HPO, i 0,05% (V/V) gtownych metabolitow we krwi
trietanoloaminy doprowadzona kwasem cytrynowym

do pH 4,6

Szybkosé przephywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min.

Detektor: elektrochemiczny

Kolumna: 100x5 mm, Apex I ODS (5 pm) Oznaczanie epidoksorubicyny i | [105]

Przedkolumna: dtugo$¢ — 50 mm, LiChrosorb RP18
(10 pm)

Faza ruchoma: mieszanina acetonitrylu i buforu 1:2,25
(bufor: 19 mmol/l Na,HPO, doprowadzony 100
mmol/l kwasem fosforowym do pH 4,0)

Szybkos¢ przeplywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min
Detektor: spektrofotometr fluoresencyjny przy 480 nm
(wzbudzenie) i 580 nm (emisja)

jej metabolitow we krwi

2. Czes¢ teoretyczna
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3. CEL PRACY

Badania trwato$ci substancji leczniczych s3 jednym z podstawowych elementoéw
kompleksowej oceny ich jakosci i sg uregulowane odpowiednimi przepisami. Uzyskane
wyniki stuzg do sformutowania informacji o trwatosci, majacej zapewnic jakos¢, skuteczno$¢
i bezpieczenstwo leku.

Celem mojej pracy byta ocena trwatosci chlorowodorku o on o
epirubicyny (EPI) w roztworach wodnych, w zakresie pH 0,42 — 9,95 ”‘OH "

ocH,0 oHM % HQl

oraz fototrwatosci. Dodatkowo postanowiono okresli¢ kinetyczny
HO o)

mechanizm rozkladu EPI w fazie stalej oraz wplyw temperatury i Ct,

o

wilgotnosci wzglednej powietrza na szybkos¢ rozktadu.

W badaniach kinetycznych lekow, ze wzgledu na konieczno$¢ prowadzenia duzej liczby
oznaczen niezbednych do interpretacji wtasciwej 1 ogolnej katalizy w roztworach wodnych,
obok selektywnos$ci metody analitycznej, istotne s takze: krotki czas analizy, jej koszt, oraz
stosowanie nietoksycznych odczynnikéw chemicznych.

Do oceny zmian st¢zenia badanego zwigzku w roztworach wodnych 1 w fazie stalej
postanowiono zastosowac¢ Wysokosprawng chromatografi¢ cieczowg w odwroéconym uktadzie
faz, z detekcja UV, natomiast do oceny podatno$ci na rozktad pod wptywem $wiatta metode
UV-VIS.

Do zrealizowania zatozen celu pracy niezbedne byto:

— opracowanie metody oznaczania, pozwalajacej na obserwacje zmian st¢zenia substratu

w obecnosci produktow jego rozktadu 1 wzorca wewnetrznego (HPLC)
— wykazanie mozliwos$ci zastosowania metody UV-VIS do oceny procesu fotodegradaciji
EPI

— przeprowadzenie walidacji metod

— wykonanie badan kinetycznych, obejmujacych ogolng i wlasciwa katalize kwasowo-

zasadowg

o wplyw stezenia jonéw wodorowych
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o Wptyw rodzaju i st¢zenia sktadnikow buforow
o wplyw sily jonowej
o Wplyw temperatury
— zinterpretowanie:
o ogolnej i wlasciwej katalizy kwasowo-zasadowej i wyznaczenie katalitycznych
statych szybkosci reakcji czastkowych
o wplywu temperatury na szybkos¢ rozktadu
o wplywu sity jonowej na szybkos$¢ rozktadu
— okreslenie fotostabilnosci EPI w roztworach wodnych

— okreslenie trwalo$ci EPl w fazie state;.
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4. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Substancja badana

Chlorowodorek epirubicyny, otrzymany w Instytucie “‘on
Biotechnologii i Antybiotykow w Warszawie. Sub- I T

HO e}
CH,

stancja krystaliczna, o charakterystycznym, pomaran-

NH,

Czowo-czerwonym zabarwieniu.

Substancja rozpuszcza si¢ w wodzie i w metanolu, trudno rozpuszcza si¢ w bezwodnym eta-
nolu, praktycznie nie rozpuszcza si¢ w acetonie. pH wodnego roztworu (5 mg/ml) wynosi od

4,0 do 5,5.

4.2. Odczynniki

- Acetonitryl, chromatograficznie czysty; POCH Gliwice
- Chlorowodorek papaweryny; Sigma Aldrich

- Kwas borowy, cz.d.a.; POCH Gliwice

- Kwas octowy, odwazka analityczna; POCH Gliwice

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

- Kwas solny, odwazka analityczna; POCH Gliwice

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

- Metylu hydroksybenzoesan (nipagina M), 99%; Sigma Aldrich
- Potasu diwodorofosforan, cz.d.a.; POCH Gliwice

- Sodu chlorek; POCH Gliwice

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

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

- Sodu octan, cz.d.a.; POCH Gliwice
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4.3.

Sodu wodorotlenek, odwazka analityczna; POCH Gliwice

Woda demineralizowana z aparatu do demineralizacji USF T — 801965/8903

Aparatura 1 sprzet pomiarowy

Wysokosprawny chromatograf cieczowy HPLC Shimadzu:

O

O

O

o

O

o

detektor Shimadzu SPD-20A Prominence UV/Vis Detector

dozownik z pe¢tlg dozujaca Rheodyne Berkeley 7120

ntegrator komputerowy POL LAB Chroma wersja 2006

komputer Fujitsu Simens

pompa Shimadzu LC-20AT Prominence LIQUID CHROMATOGRAPH
termostat Shiamdzu CTO-10AS VP Column Oven

Spektrofotometr UV-160A Shimadzu, z oprogramowaniem PC160Plus

Radiometr typ VLX-3W z sensorem CX-365, Viber Lourmat

Wysokocisnieniowa lampa UV-VIS z palnikiem rtgciowym, HBO-50 Nova

Zestaw lamp odpowiadajacych standardowi D-65

Waga analityczna Sartorius BP210S
pH-metr ElImetron CP-401

Aparat do demineralizacji wody USF T-801965/8903, kolumna jonowymienna Sera-

dest USF800 z we¢zem potaczeniowym, komorg pomiarowa, konduktorem diodowym

LSM i dystrybutorem
Ultratermostat Fisherbrand FBH-612

Mikrostrzykawka 50 pl Microliter Hamilton Co, Reno Nevada USA

Mieszadto REAX top 451

Kuwety okraglte kwarcowe do naswietlan o pojemnosci 2,8 ml 1 grubos$ci warstwy

1 =1 cm oraz kuwety podtuzne kwarcowe do na§wietlan o pojemnosci 2,5 ml i grubosci

warstwy | = 1 cm Hellma

Filtr szklany 365 nm oraz 510 nm Pyrex

Stoper

Pakiet oprogramowania MS Office

Program ChemDoodle
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4.4, Metody analityczne stosowane w ocenie trwatosci
chlorowodorku epirubicyny (EPI)

Do badania trwato$ci EPl w roztworach wodnych oraz w fazie statej zastosowano metode
HPLC z detekcjg UV, ktora umozliwia obserwacj¢ zmian st¢zen substratu w czasie reakcji
rozktadu w obecnos$ci produktow rozktadu. Parametry rozdzielenia chromatograficznego byty
nastepujace:

— kolumna: Lichrospher RP-18 (5 um) o wymiarach 250 x 4 mm, Merck Darmstadt,

Niemcy; faza nieruchoma: zel krzemionkowy z grupami oktadecylosililowymi
— faza ruchoma: mieszanian rownych objetosci acetonitrylu i roztworu zawierajacego
2,88 g/l laurylosiarczanu sodu i 2,25 ml/l kwasu fosforowego(V) 85% (V/V)

— szybko$¢ przeptywu: 1 ml/min

— detekcja: UV przy A =254 nm

— wprowadzenie: 50 pl

— Wzorzec wewnetrzny:

e roztwor chlorowodorku papaweryny o st¢zeniu 0,050 mg/ml (badania trwalo$ci
w roztworach)
e roztwor nipaginy M w mieszaninie acetonitrylu i wody (1:1) o stezeniu 0,025 mg/ml

(badania trwatosci w fazie statej)

W badanich podatnosci EPI na rozktad pod wptywem $§wiatta, zastosowano metode UV-

VIS.

Przeprowadzono walidacj¢ metod w celu potwierdzenia ich przydatno$ci w oznaczaniu
trwatosci EPIl. Walidacji podlegaty nastepujace parametry:

— selektywnos¢

liniowos¢

precyzja

— granica wykrywalno$ci i oznaczalnosci.
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4.4.1. Metoda HPLC i jej walidacja

Do walidacji metody HPLC uzyto:
— substancji badanej — probki nieroztozonej oraz probki poddanej rozktadowi w:
= 0,05 mol/l kwasie solnym w temperaturze 363 K
= W roztworze buforu boranowego o pH 9,79 w temperaturze 333 K
» w fazie stalej w temperaturze 333 K, przy RH~76,4% i w temperaturze 393 K
przy RH = 0%

— chlorowodorku papaweryny lub nipaginy M — wzorzec wewngtrzny.

Selektywnos¢ metody

W przedziale czasu 0 — 15 min na chromatogramach zarejestrowano podane ponizej piki.
W roztworach wodnych

— substancji badanej (E), tr ~9 min

— wzorca wewnetrznego (W), tgr ~14 min

— produktow rozktadu EPI (P) (Rycina 1, 2).

W fazie stale;j
— substancji badanej (E), tr ~8 min
— wzorca wewnetrznego (Wy,), tr ~3,5 min

— produktow rozktadu EPI (A) (Rycina 3, 4).

Metoda jest selektywna dla EPl w obecno$ci produktéw rozktadu oraz wzorca wewnetrz-

nego, zar6wno w badaniach w roztworach wodnych, jak 1 w fazie stale;j.
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L1 1 L1 1 L1 1

0 10 0 10 0 10 [min]
Rycina 1.
Chromatogramy HPLC EPI w 0,5 mol/l HCI (u = 0,50
mol/l), w temperaturze 363 K, po t = 0 min (I),
t =10 min (I1), t = 30 min (I11); E - epirubicyna, W =
chlorowodorek papaweryny (wzorzec wewngtrzny), P
— produkty rozktadu.

1

.q
E g 322
[

i Im
E
W T
v W E Wor
E
A
0 3 10 15 t[min] 0 5 10 15 t[min] 1] 5 10 15 t[min]

Rycina 3.

Chromatogramy HPLC EPI poddanej przyspieszo-
nemu starzeniu w temperaturze 333 K, przy RH
~76,4%: po czasie t = 0 h (I); po czasie t = 169,5 h
(I); po czasie t = 339 h (Il); E - epirubicyna, W,, =
nipagina M (wzorzec wewnetrzny), A — produkty
rozktadu.

N Yy Y Ty S
0 10 0 10 0 10 [min]

Rycina 2.

Chromatogramy HPLC EPI roztworze buforu bora-
nowego o pH 9,79 (n = 0,50 mol/l) w temperaturze
333 K, pot=0 min (I), t =10 min (II), t = 20 min
(11); E - epirubicyna, W = chlorowodorek papawery-
ny (wzorzec wewnetrzny), P — produkty rozktadu.

I 11 1

E

We W W

E

| Jdu_i y .JL

5 10 15 tfmm] 0

0 5 10 15 t[min] 0 5 10 15 t[min]

Rycina 4.

Chromatogramy HPLC EPI poddanej przyspieszo-
nemu starzeniu w temperaturze 393 K, przy RH 0%:
po czasie t =0 h (I); po czasie t = 11 h (II); po czasie t
= 170,5 h (lll); E - epirubicyna, W,, = nipagina M
(wzorzec wewngtrzny), A — produkty rozktadu.
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Liniowos¢ metody

Liniowo$¢ metody okreslono dla zakresu stezen EPI
— 0d 0,02 mg/ml do 0,20 mg/ml (roztwory wodne)
— 0d 0,0075 mg/ml do 0,1500 mg/ml (faza stata)

Roztwor substancji badanej
7,5 mg substancji badanej rozpuszczono w fazie ruchomej i uzupetniono fazg ruchomag do
25,0 ml. Roztwor podstawowy rozcienczono, uzyskujac po dodaniu do 1,0 ml roztworu bada-

nego 1,0 ml roztworu wzorca wewngtrznego, roztwory o odpowiednim stezeniu.

Tabela 4.
Zalezno$¢ Pi/P,,, = f(c) i ocena statystyczna prostych y = ax + b i y = ax (roztwory wodne)

) Ocena statystyczna prostych
L.p. ¢ [mg/mi] PilPw; gl y = ax
1 0,02 0,4502
= +
2 0,04 0,6807 a=165=0.8 a=16,9+0,7
3 0,06 1,0090 b= (5,63 + 9,37) 10° S.= 0318
4 0,08 1,2956 S,= 0,340 Sy =0,0553
5 0,10 1,7726 S, = 0,0407 r = 0,9985
6 0,12 2,0697 S, = 0,0592
7 0,14 2,3536 4 =138
i 018 29614 r = 0,9985
9 0,20 3,3948
Tabela 5.

Zalezno$¢ Pi/P,,, = f(c) i ocena statystyczna prostej y = ax + b (faza stata)

L.p. ¢ [mg/mi] PilPy, y=ax+b
1 0,0075 02511
2 0,0150 0,4612
a=256+06
3 0,0300 0,8324 ,
b=(882+5,13) 10
4 0,0450 1,2366
5 0,0600 1,6416 Sa= 0,256
6 0,0750 20667 Sp = 0,0227
7 0,0900 2,4264 S, =0,0393
8 0,1050 28402 t, = 3,89
9 0,1200 3.1613 r = 1,0000
10 0,1350 34931
11 0,1500 3,8994
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Rycina 5. Rycina 6.

Zaleznos¢ Pi/P,,, = f(c) dla EP1 w zakresie stezen od Zalezno$¢ Pi/P,,, = f(c) dla EPI w zakresie stezeh od
0,02 do 0,20 mg/ml. 0,0075 do 0,1500 mg/ml.

Wykresy zaleznosci Pi/Py, = f(c) sa prostoliniowe (Rycina 5, 6). Na podstawie obliczo-
nych parametréw prostych (Tabela 4, 5) stwierdzono, ze:

— w roztworach wodnych wyznaczona z powyzszej zalezno$ci warto$¢ t, = b/Sp, = 1,384 jest
mniejsza od wartosci krytycznej tos7) = 2,365, stad warto§¢ wspotczynnika b jest nieistot-
na (b = 5,63 + 9,37 102), zatem zaleznoéé Pi/P,, = f(c) opisuje rownanie y = ax.

— w fazie stalej wyznaczona z powyzszej zalezno$ci wartosé t, = b/Sp = 3,89 jest wieksza od
wartosci krytycznej tose) = 2,365, a zatem warto$¢ wspotczynnika b jest istotna (b = 8,82

+5,1310?) i zalezno§¢ Pi/Py, = f(c) opisuje rownanie y = ax + b.
Precyzja metody
W celu okreslenia precyzji metody, przygotowano po 8 (roztwory wodne) lub 6 (faza sta-

ta) roztworow EPI o stezeniach podanych w tabelach 6 i 7. Roztwory zawieraly dodatek

wzorca Wer’l@tI‘Zl’ngO .
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Tabela 6.

Wyniki oznaczania EPI w roztworach o stezeniu 0,06, 0,10 i 0,14 mg/ml

L.p. ¢ =0,06 mg/ml ¢ =0,10 mg/ml ¢ =0,14 mg/ml
Pi/P, Parametry Pi/Puz Parametry Pi/Pz Parametry
statystyczne statystyczne statystyczne
1 1,009 1,773 2,354
2 1.037 Xe = 1,021 1.785 Xe = 1,765 2372 Xg = 2,366
2 _ 104 2 _ 103 2 _ 103
3 1028 s°=2,149 10_2 1692 s°=1,054 10-2 2314 s°=1,495 192
$=1,466 - 10 $=3,246 - 10 $=23,866- 10
4 | 1029 | 5 =5184-10° 1,768 S,=1147-102 | 2384 | 5 =1367102
1,008 W, =1,44% 1,759 W, =1,84% 2,418 W, =1,63%
1,008 1,797 2,339
5 1,042 1,758 2,416
6 1,008 1,787 2,329

X — warto$é srednia; s> — wariancja; s — odchylenie standardowe pojedynczego wyniku; Sy— wzgledne odchyle-
nie standardowe; W, — wspotczynnik zmiennos$ci

Tabela 7.

Wyniki oznaczania EPI w roztworach o stezeniu 0,05, 0,10 i 0,15 mg/ml

L.p. ¢ = 0,05 mg/ml ¢ = 0,10 mg/ml ¢ =0,15 mg/ml
Pi/Pyz Parametry Pi/Pyz Parametry Pi/Pyz Parametry
statystyczne statystyczne statystyczne
1 1,3518 2,9197 3,8367
2 1,3556 X = 1,3620 2,8745 X = 2,9066 3,8242 X = 3,8602
2 5 2 -4 2 4
§°=8,18- 10 §°=3,71-10 §°=9,20-10
3 1,3741 3 2,8996 - 3,8403 -
$=9,05-10 $s=1,93-10 $=3,03-10
4 1,3549 S, =369 102 2,9005 S, =786 102 3,8999 S, =124 102
5 1,3676 W, = 0,66% 2,9181 W, = 0,66% 3,8782 W, =0,79%
6 1,3680 2,9274 3,8816

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

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

nie przekraczaja 2%.

Granica wykrywalnosci i ozrnaczalnosci

Granice wykrywalnosci obliczono ze wzoru DL = 3,3 S,/a, natomiast natomiast granic¢ ozna-

czalno$ci ze wzoru QL = 10 Sy/a i wynosi ona
— metoda dla roztworéw wodnych DL = 0,01005 mg/ml EPI, QL = 0,0305 mg/ml EPI
— metoda dla fazy statej DL = 0,00506 mg/ml EPL, QL = 0,0153 mg/ml.
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4.4.2. Metoda UV-VIS i jej walidacja

Do oceny fototrwatosci EPl w roztworach wodnych wykorzystano metode UV—-VIS.
Liniowos¢

Przygotowano wodne roztwory wzorcowe EPI o stg¢zeniach od 0,012 do 0,06 mg/ml.

Wykonano wykres A; = f(c), gdzie:
A; = absorbancja przy A =480 nm

€ = stezenie badanego roztworu A; - Ajy (mg/ml)

Wykres zalezno$ci A;j = f(c) dla EPI jest prostoliniowy. Parametry prostej y = ax + b i jej
oceng Statystyczna przedstawiono w tabeli 8 (wartos¢ t, = b/S, = 7,58 jest wigksza od warto-

$ci krytycznej tos8) = 2,306). Do obliczen wykorzystano arkusz kalkulacyjny Excel XP.

Tabela 8.
Zaleznos¢ A; = f(c) dla EPI i ocena statystyczna prostej y =ax + b
Ocena statystyczna prostej
Lp. ¢ [mg/ml] A ” Zaz ‘b P J
1 0,012 0,2580
2 0,016 0,3400 a=18,38+0,47
3 0,020 0,4270 b=0,053 + 0,016
4 0,024 0,5020 r = 0,0995
5 0,028 0,5760
t, = 7,5787
6 0,032 0,6450
7 0,036 0,7210 5. =02031
8 0,040 0,7904 S =0,0070
9 0,048 0,9366 Sy =0,0091
10 0,060 1,1443
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Rycina 7.

Zalezno$¢ A; = f(c) dla EPI w roztworze wodnym przy A = 480 nm.
Precyzja

W celu okreslenia precyzji metody oznaczania EPI przygotowano cztery serie o st¢zeniach
0,020 mg/ml, 0,024 mg/ml, 0,032 mg/ml i 0,040 mg/ml (roztwory wodne) i wykonano 6
oznaczen dla kazdej serii (Tabela 9, 10). Warto$¢ absorbancji prob mierzono przy dtugosci
fali A =480 nm.

Tabela 9.
Wyniki oznaczania PPD o stezeniu Ay, Ay, Az i Ay
Lp. A; = 0,020 mg/ml A, = 0,024 mg/ml Az = 0,032 mg/ml A, = 0,040 mg/ml

1 0,4422 0,5174 0,6606 0,8061

2 0,4420 0,5178 0,6600 0,8060

3 0,4429 0,5174 0,6604 0,8076

4 0,4426 0,5185 0,6614 0,8074

5 0,4428 0,5191 0,6618 0,8087

6 0,4437 0,5206 0,6604 0,8087
Tabela 10.

Ocena statystyczna wynikOw wyznaczania precyzji metody UV-VIS dla EPI

Parametr Roztwor A, Roztwor A, Roztwor Az Roztwor A,

Warto$¢ érednia Py, 4,43-10* 5,18-10™ 6,61-10™ 8,07-10*

Wariacja 3,60-10™ 5,35-10™ 4,71-10™ 1,41-10™
Odchylenie standardowe

ke . 6,00-10* 1,20-10°® 7,00-10* 1,20-10°
pojedynczego wyniku: S

Wzgledne odchylenie 2,00-10* 5,00-10 3,00-10% 5,00-10

standardowe: S,
Wspotczynnik zmiennosci: 1 1 1 1
1,35:10 2,39:10 1,04-10 1,47-10

W, [%]
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Granica wykrywalnosci i oznaczalnosci metody UV-VIS

Granica wykrywalnosci (DL) dla EPI wynosi 1,43-10° mg/ml, natomiast granica ozna-

czalnoéei (QL) wynosi 4,34-10°° mg/ml.

4.5. Ocena trwatosci EPl w roztworach wodnych

4.5.1. Warunki badan kinetycznych

Wszystkie badane roztwory byly chronione przed swiattem

Trwato$¢ EP1 w roztworach wodnych badano w zakresie pH od 0,42 do 9,95, zachowujac
statg warto$¢ sity jonowej pu = 0,50 mol/I.
Odpowiednie pH uzyskano stosujac nastepujace roztwory buforowe:
— kwas solny o stgzeniu od 0,01 mol/l do 0,50 mol/l; pH 0,42 — 1,36
— bufor fosforanowy (H3PO,4 + KH,POy,); pH 2,15 - 3,40
— bufor octanowy (CH3COOH + CH3COONa); pH 4,01 — 5,89
— bufor fosforanowy (KH,PO, + Na,HPO,);pH 6,18 — 7,45
— bufor boranowy (H3BO3; + NaOH); pH 7,73 — 9,95

— roztwor wodorotlenku sodu o stezeniu 0,05 mol/I

Site jonowa roztworéow doprowadzono do statej wartosci 0,50 mol/l stosujac roztwor
chlorku sodu o stezeniu 4,0 mol/l. Warto$ci pH roztworéw buforowych mierzono w tempera-
turze reakcji, a w przypadku roztworéw kwasu solnego 1 wodorotlenku sodu, warto$ci pH

obliczono z odpowiednich rownan:
pH = - log fuc) [HCI] .1
pH = pKw + log fnaon 2
Wartos$ci wspotczynnikow aktywnosci (fuci | fnaon) zaczerpnigto z piSmiennictwa, lub
otrzymano poprzez interpolacj¢ danych literaturowych [12].

Roztwory buforowe (24,0 ml) o okreslonej wartosci pH, przygotowano z dodatkiem
Na,EDTA (0,004 mol/l) i termostatowano w odpowiedniej temperaturze. Po ogrzaniu roztwo-
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ru do temperatury badania, dodawano 1,0 ml roztworu substancji badanej (EPI) o stezeniu 2
mg/ml i mieszano.

W okreslonych odstepach czasu, ktore zalezaty od szybkosci rozktadu EPI, pobierano 1,0
ml analizowanego roztworu, ktéry natychmiast chtodzono w wodzie z lodem. Roztwory o pH
powyzej 8, doprowadzano do pH ok. 2 kwasem solnym o odpowiednim st¢zeniu. Do roztwo-
ru dodawano 1,0 ml roztworu wzorca wewngtrznego, mieszano i wprowadzano na kolumne
chromatograficzng 50 ul roztworu. Rejestrowano sygnaty substancji badanej, produktow roz-

ktadu i wzorca wewnetrznego.

4.5.2. Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu EPI

Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu EPl w roztworach wodnych wyznaczono
stosujac metode HPLC z detekcja UV przy 254 nm. Interpretacje zmian st¢zenia substratu
jako funkcj¢ czasu przeprowadzono wykorzystujac stosunek pola powierzchni piku EPI do
pola powierzchni piku wzorca wewngtrznego. Potlogarytmiczne wykresy Pi/Py, = f(t) lub

¢, % = f(t) sa opisane rownaniem reakcji pseudopierwszego rzedu:

In (Pi/PWZ)t =In (Pi/sz)O — Kobs * .3

(Pi/Pw2)t | (Pi/Pwz)o — stosunek pola powierzchni piku EPI do pola powierzchni piku wzorca
wewnetrznego po czasie t i to; analogicznie c; i ¢p stgzenie EPI po czasie t i to. W przedziale
czasu od to do t,, warto$ci Pi/Py; lub ¢, % — 0.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci Pi/Py, = f(t) lub ¢, % = f(t) sg prostoliniowe, a ich
nachylenie jest miarg obserwowanej statej szybkosci reakcji rozktadu ze znakiem ujemnym
(-Kobs.)-

Do interpretacji w/w prostoliniowych wykresow, obliczono metodg najmniejszych kwa-
dratéw nastepujace parametry rOwnania y = ax + b: a # 4a, b # 4b, btedy standardowe S,, S,
Sy oraz wspotczynnik korelacji linowej r. Wartosci + Aa i # Ab obliczono dla f = n — 2 stopni
swobody i a = 0,05. Obliczenia przeprowadzono z uzyciem arkusza kalkulacyjnego MS Ex-
cel.

Uzyskane wyniki przedstawiono na rycinach 8 — 31 i w tabelach 11 - 33. Graficznie wy-
niki zostaly przedstawione w postaci potlogarytmicznych wykresow Pi/Py, = f(t) lub ¢, % =

fit).
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozktadu EPI w kwasie solnym

Tabela 11.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EP1 w kwasie solnym w temperaturze 363 K (i = 0,50 mol/l)

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji
a+ Aa[min™] k = Ak [s7] S, r n
[HCI] = 0,40 mol/l, pH = 0,58 -(0,560 + 0,051) (9,34 +0,85)-10° | 2,210 -0,9938 10
[HCI] = 0,30 mol/l, pH = 0,65 -(0,417 +0,038) (6,94 +0,63)-10° | 1,710 -0,9927 11
[HCI] = 0,20 mol/l, pH = 0,81 -(0,304 + 0,022) (5,07 +0,37):10° | 9,9:10° -0,9947 12
[HCI] = 0,10 mol/l, pH = 1,10 -(0,151 + 0,012) (2,52 +0,20)-10° | 5,0-10° -0,9961 9
[HCI]=0,05mol/l, pH=1,22 | (8,58 +0,48):10% | (1,43+0,08)-10° | 2,1-10° -0,9973 11
[HCI] = 0,01 mol/l,pH=1,38 | -(1,89+0,18)-10° | (3,15+0,29)-10* | 7,6:10* -0,9944 9
10
P/P,,
¢ 0,01
M ® 0,05
1 4 AQ1
\ 00,2
¢0,3
° 00,4
0,1 . . . . . | _
0 20 40 60 80 100 120 tmin

Rycina 8.

Pollogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w kwasie solnym (0,01 — 0,40 mol/l) w temperatu-

rze 363 K (u = 0,50 mol/l).
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Tabela 12.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w kwasie solnym w temperaturze 353 K (u = 0,50 mol/l)

Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+ Aa[min™] k + Ak [s7] S, r n
[HCI] = 0,50 mol/l, pH=0,43 | -(2,65+0,17)-10" | (4,42+0,28)-10° | 0,00722 | -0,9970 10
[HCI] = 0,40 mol/l, pH =053 | -(2,27+0,08)-10" | (3,79+0,13):10° | 0,00341 | -0,9991 10
[HCI] = 0,30 mol/l, pH =0,65 | -(1,53+0,11)-10% | (2,55+0,19)-10° | 0,00490 | -0,9959 10
[HCI] = 0,20 mol/l, pH = 0,82 | -(0,905 + 0,062)-10 | (1,51+0,10)-10° | 0,00268 | -0,9965 10
[HCI] = 0,10 mol/l, pH = 1,09 | -(0,513 +0,060)-10" | (8,56 +0,99)-10* | 0,00258 | -0,9900 10
[HCI] = 0,05 mol/l, pH=1,36 | -(0,257 +0,022)-10" | (4,28+0,36)-10* | 0,00093 -0,9947 10
10
Pi/Pw
¢ 0,5
1 - ——
<) 0,4
00,3
©0,2
0.1 $ b a0,1
@ 0,05
0,01 T T T T T 1 t, min
0 20 40 60 80 100 120

Rycina 9.

Pollogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w kwasie solnym (0,05 — 0,50 mol/l) w temperatu-
rze 353 K (u = 0,50 mol/l).
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Tabela 13.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EP1 w kwasie solnym w temperaturze 343 K (u = 0,50 mol/l)

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+Aa[h] k+ Ak [s™] S, r n
[HCI] = 0,50 mol/l, pH = 0,43 | -(0,747 +0,047)-10" | (1,25+0,08):10° 0,00203 -0,9970 10
[HCI] = 0,40 mol/l, pH = 0,53 | -(0,622 + 0,040)-10" | (1,04+0,07)-10° | 0,00172 -0,9969 10
[HCI] = 0,30 mol/l, pH = 0,65 | -(0,456 +0,042)-10* | (7,60+0,71)-10™ 0,00184 -0,9936 10
[HCI] = 0,20 mol/l, pH = 0,82 | -(0,313 +0,028)-10" | (5,22 +0,47)-10™ 0,00123 -0,9938 10
[HCI] = 0,10 mol/l, pH=1,09 | -(0,164 + 0,023)-10" | (2,74+0,39)-10" 0,00100 -0,9853 10
[HCI] = 0,05 mol/l, pH=1,36 | -(0,666 + 0,040)-10% | (1,11+0,07)-10" 0,0102 -0,9974 10
10
Pi/sz
1 ©0,5
©0,4
®0,3
©0,2
0,1 ‘% AQ0,1
@ 0,05
0,01 T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 t.min
Rycina 10.
Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w kwasie solnym (0,05 — 0,50 mol/l)
w temperaturze 343 K (n = 0,50 mol/l).
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Tabela 14.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EP1 w kwasie solnym w temperaturze 333 K (u = 0,50 mol/I)

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+Aa[h'] k+ Ak [s1] S, R n
[HCI] = 0,50 mol/l, pH = 0,44 | -(2,25+0,18)-107 (3,75+0,30)-10* | 0,000783 -0,9952 10
[HCI] = 0,40 mol/l, pH = 0,54 | -(1,72+0,20)-107 (2,88+0,33)-10* | 0,000849 | -0,9905 10
[HCI] =0,30 mol/l,pH=0,66 | -(1,31+0,14)-102 (2,19+ 0,23)-10* | 0,000607 | -0,9916 10
[HCI] = 0,20 mol/l, pH = 0,83 | -(0,859 +0,081)-102 | (1,43+0,14)-10* | 0,000353 | -0,9933 10
[HCI] = 0,10 mol/l, pH = 1,11 | -(0,409 +0,042)-107 | (0,682 +0,070)-10* | 0,000181 | -0,9922 10
[HCI] = 0,05 mol/l, pH = 1,39 | -(0,114 +0,006):10% | (0,191 +0,010)-10* | 2,41-10°° -0,9982 10
10
Pi/Pw,
0,5
©04
00,3
AQ,2
©0,1
®0,5
0,01 ; . | '
0 500 1000 1500 vMN

Rycina 11.

Potlogarytmiczne wykresy Pi/Py,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w kwasie solnym (0,05 — 0,50 mol/l)
w temperaturze 333 K (n = 0,50 mol/l).
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Tabela 15.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI1 w 0,05 mol/l kwasie solnym w temperaturze 363 K, p = 0,50 mol/l,

p = 0,40 mol/l, u= 0,30 mol/l, p= 0,20 mol/l, u =0,10 mol/l

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+ Aa[min?] k+ Ak [s] S, r n
[HCI] = 0,05 mol/l, = 0,50 mol/l | (546 +0,062)-10% | (9,10 +1,03)-10* | 27,8-10* | -0,9885 | 11
[HCI] = 0,05 mol/l, p = 0,40 mol/l | _(513+0,27)-102 | (8,50+0,26)-10* | 7,92:10* | -0,9989 | 13
[HCI] =0,05 mol/l, p=0,30 mol/l | _(4,83+0,20)-10% | (8,04+0,34)-10* | 0,90-10° | -0,9982 | 12
[HCI] = 0,05 mol/l, u=0,20 mol/l | (426 +0,30)-10% | (7,10+0,551)-10* | 1,39-10° | -0,9936 | 14
[HCI] = 0,05 mol/l, u=0,20 mol/l | .3 64+0,18)-10% | (6,07+0,31)-10* | 0,83-10° | -0,9971 | 13
100
c, %
10 ¢0,1
m0,2
A0,3
-]
1 . A0,4
©0,5
0)1 T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 t, min
Rycina 12.
Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu EPI w 0,05 mol/l kwasie solnym
w temperaturze 363 K (= 0,50 — 0,10 mol/l).
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Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu EP1 w roztworze wodorotlenku sodu

Tabela 16.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w 0,05 mol/l roztworze wodorotlenku sodu w temperaturze 298 K,
303 K, 308K i 313 K (1 = 0,50 mol/I)

Parametry kinetyczne
T, K
a+ Aa[min™] k+ Ak [s] S, r n
298 (-2,94 +0,21)-10™ (4,90 + 0,34)-10° 9,14-107 0,996 11
303 (-7,59 £ 0,45)-10™ (1,27 + 0,07)-107 1,91-107 0,999 6
308 (-9,06 + 1,14)-10™ (1,51 +0,19)-107 4,68:10° 0,992 8
313 (-19,61 + 2,99)-10" (3,27 + 0,50)-10 9,40-107 0,997 5
100
© 298K
10 H 303K
\’
A 308K
A @ 313K
1 T T T T 1 .
0 2 4 6 8 10 b min
Rycina 13.

Pollogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu EPI w 0,05 mol/l roztworze wodorotlenku sodu
w temperaturze 298 K, 303 K, 308K i 313 K (pn = 0,50 mol/l).
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Tabela 17.
Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w 0,05 mol/l roztworze wodorotlenku sodu w temperaturze 303 K, p
= 0,50 mol/l, u = 0,40 mol/l, u = 0,30 mol/l, p = 0,20 mol/l, p = 0,10 mol/l

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji a+ Aa[min?] k+ Ak [s7] Sa J n

[NaOH] = 0,05 mol/l, p.= 0,50 mol/l | (7,59 +0,45)-10" | (12,66 +0,75)-10° | 1,91-10% | 0,999

[NaOH] = 0,05 mol/l, u = 0,40 mol/l | (536 +0,60)-10" | (8,94 +0,97)-10° | 2,37-102 | 0,994

[NaOH] = 0,05 mol/l, p = 0,30 mol/l | (4,84 +0,36)-10" | (8,06 +0,59)-10% | 1,50-10% | 0,997

| © | | O™

[NaOH] = 0,05 mol/l, p = 0,20 mol/l | (4,26 +0,37)-10" | (7,10+0,62)-10° | 1,51-10% | 0,996

[NaOH] = 0,05 mol/l, u = 0,10 mol/l | -(3,95+0,33)-10" | (6,59 +0,54)-10° | 1,41-102 | 0,995 | 10

100
c,%

®0,1

o,2

10 A o

Y A03

0,4

AQS

1 T T T T T T 1 -
0 1 2 3 4 5 6 7| L. min

Rycina 14.
Pollogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu EPI w 0,05 mol/l roztworze wodorotlenku sodu
w temperaturze 303 K (n = 0,50 — 0,10 mol/l).
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Obserwowane  stale  szybkosci reakcji  rozktadu EPl w buforze fosforanowym
opH 2,15-3,40
Tabela 18.
Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EP1 w buforze fosforanowym w temperaturze 363 K,
p = 0,50 mol/Il
Parametry kinetyczne
Stezenie sktadnikow buforu
a+ Aa[min™] k + Ak [s7] S, r n

[HsPO,] [KH,PO,] By mol/l

pH 2,15
0,227 0,173 0,400 -(1,61+0,08) 102 | (2,69+0,14)10* | 3,7910* -0,9973 12
0,171 0,129 0,300 -(1,47 £0,13) 10° | (2,45+0,21)10* | 5,6010™ -0,9935 11
0,114 0,086 0,200 (1,52 +0,15) 10 | (2,55+0,26) 10* | 6,90 10" -0,9899 12
0,05685  0,04315 0,100 -(1,13+0,10) 102 | (1,89+0,16)-10* | 4,42 10" -0,9925 12

pH 2,70
01176  0,2824 0,400 -(6,40 +0,94) 10° | (1,06+0,16) 10* | 4,07 10™ -0,9840 10
0,0882  0,2118 0,300 -(5,68 +0,59) 10° | (9,46 +0,99) 10° | 2,6210* -0,9905 11
0,0588  0,1412 0,200 -(5,25+0,43) 10° | (8,76+0,72)10° | 1,87 10" -0,9950 10
0,0294  0,0706 0,100 -(4,56 +0,40) 10° | (7,59 +0,66):10° | 1,7310™ -0,9943 10

pH 3,20
0,0466  0,3534 0,400 -(3,14+0,41) 10° | (5,24+0,68)10° | 1,7210™ -09897 9
0,0350 0,2650 0,300 -(2,65+0,25)10° | (4,44+0,42)10° | 1,1210™ -0,9921 11
0,0233 01767 0,200 -(2,17+0,23)10° | (3,61+0,39)10° | 1,0410* -0,9898 11
0,0116 0,0884 0,100 (1,76 £0,29) 10° | (2,94+0,48)-10° | 1,2810* -0,9770 11
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10
Pi/sz
©0,4
1 ©0,3
20,2
00,1
01 | | | |
0 50 100 150 200 ¢, min
B
10
Pi/sz
00,4
<
1 ° mo,3
20,2
00,1
0,1 | | | | | |
0 50 100 150 200 250 300 ¢ min
C
10
PP,
0,4
00,3
A0.2
00,1
1 T T T T 1 t .
0 100 200 300 400 soo ™"

Rycina 15.

Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze fosforanowym o pH 2,15 (A), 2,70 (B) i
3,20 (C) w temperaturze 363 K (p = 0,50 mol/l).
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Tabela 19.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EP1 w buforze fosforanowym w temperaturze 353 K, = 0,50 mol/l

Stezenie sktadnikow buforu

Parametry kinetyczne

a+Aalh’] k+ Ak [s1] S, r n

[HPO,]  [KH,PO,] By mol/l

pH 2,42
0,171 0,129 0,300 -(0,374+0,033) | (1,04+0,09)10* | 141107 -0,9950 9
0,114 0,086 0,200 (0,329 +0,015) | (9,13+0,44) 10° | 0,641102 | -0,9987 9
0,05685  0,04315 0,100 -(0,253 +0,015) | (7,02+0,43)-10° | 0,637102 | -0,9975 10

pH 2,84
00882 02118 0,300 -(0,145+0,007) | (4,04+0,21)10° | 0,30510% | -0,9982 10
0,0588  0,1412 0,200 -(0,139+0,009) | (3,87+0,25)10° | 0,394102 | -0,9968 10
0,0294  0,0706 0,100 -(0,102 +0,006) | (2,84+0,17)-10° | 0,27210% | -0,9972 10

pH 3,37
0,0466  0,3534 0,400 (8,28 +1,08) 10 | (2,30+0,30)10° | 0,45510% | -0,9896 9
0,0350 0,2650 0,300 -(6,95+0,48) 10 | (1,93+0,13)10° | 0,20110% | -0,9970 9
0,0233 01767 0,200 -(6,31+2,55) 102 | (1,75+0,07)10° | 1,08 107 -0,9112 9
0,0116 0,0884 0,100 -(4,16 £0,71) 10° | (1,15+0,20):10° | 0,30010% | -0,9822 9
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Rycina 16.

Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EP1 w buforze fosforanowym o pH 2,42 (A), 2,84
(B) i 3,37 (C) w temperaturze 353 K (1 = 0,50 mol/l).
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Tabela 20.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EP1 w buforze fosforanowym w temperaturze 343 K, 1 = 0,50 mol/l

Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+Aa[h] k+ Ak [s] S, r n

[HPO,]  [KH,PO,] By mol/l

pH 2,40
0,227 0,173 0,400 -(1,28+0,10)10% | (3,58+0,28)10° | 4,3610° | -0,9955 | 10
0,171 0,129 0,300 -(1,18+0,10) 10" | (3,28+0,27)10° | 4,1510° | -0,9951 | 10
0,114 0,086 0,200 (0,920 +£0,129) 10" | (2,55+0,36) 10° | 55910°% | -0,9855 | 10
0,05685  0,04315 0,100 -(1,28+0,10)10% | (1,87+0,12)-10° | 1,8210° | -0,9971 | 10

pH 2,98
00882 02118 0,300 -(4,36+0,18) 102 | (1,21+0,05)10° | 0,78810° | -0,9989 | 9
0,0588  0,1412 0,200 -(3,96 +0,12) 10% | (1,10+0,34)10° | 0,52010° | -0,9994 | 9
0,0294  0,0706 0,100 -(3,19+0,29)10% | (8,87+0,81)-10° | 1,2210° | -0,9948

pH 3,40
0,0466  0,3534 0,400 -(2,33+0,23)10% | (6,48+0,65)10° | 0,956 10° | -0,9942 | 9
0,0350 0,2650 0,300 -(2,15+0,25)10% | (5,98+0,70)10° | 1,0710° | -0,9915 | 9
00233 01767 0,200 -(1,73+0,09) 102 | (4,80+0,25)10° | 0,37510° | -0,9983 | 9
0,0116 0,0884 0,100 -(1,53+0,31)10° | (4,26+0,85)-10° | 0,13010° | -0,9757 | 9
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Rycina 17.

Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EP1 w buforze fosforanowym o pH 2,40 (A), 2,98

(B) i 3,40 (C) w temperaturze 343

K (pn = 0,50 mol/1).
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Tabela 21.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EP1 w buforze fosforanowym w temperaturze 333 K, p = 0,50 mol/l

Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+Aalh’] k + Ak [s7] S, r n

[HsPO,  [KH,PO,  Br;molll

pH 2,37
0,227 0,173 0,400 (2,56 +0,19) 102 | (7,12+0,53)10° | 0,84610° | -0,9951 | 11
0,171 0,129 0,300 -(2,42+0,17) 10? | (6,73+0,46) 10° | 0,73510° | -0,9959 | 11
0,114 0,086 0,200 -(2,24 +0,06) 10° | (6,22+0,17)10° | 0,27810° | -0,9993 | 11
0,05685  0,04315 0,100 (1,78 +0,07) 102 | (4,95+0,20)-10° | 0,316 10° | -0,9986 | 11

pH 2,82
01176  0,2824 0,400 (1,14 +0,11) 10 | (3,17+0,31)10° | 0,49310° | -0,9917 | 11
0,0882  0,2118 0,300 (1,09 +£0,09) 102 | (3,03+0,25)10° | 0,39210° | -0,9942 | 11
0,0588  0,1412 0,200 -(1,05+0,05) 102 | (2,93+0,13)10° | 0,21310° | -0,9982 | 11
0,0294  0,0706 0,100 -(0,813 +0,084) 107 | (2,26 +0,24)-10° | 0,37010° | -0,9908 | 11

pH 3,38
0,0466  0,3534 0,400 -(0,729 +0,060) 102 | (2,03+0,17)10° | 0,247 10° | -0,9966 | 8
0,0350 0,2650 0,300 -(0,691 +0,055) 10% | (1,92+0,15)10° | 0,226 10° | -0,9968 | 8
0,0233 0,1767 0,200 -(0,583 +0,040) 10% | (1,62+0,11)10° | 0,16310° | -0,9977 | 8
0,0116 0,0884 0,100 -(0,457 +0,029) 102 | (1,27 +0,08)-10° | 0,11810° | -0,9980 | 8
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Rycina 18.

Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze fosforanowym o pH 2,37 (A), 2,82
(B) i 3,38 (C) w temperaturze 333 K (n = 0,50 mol/l).
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Obserwowane

Tabela 22.

state
w zakresie pH 4,01 — 5,62

szybkosci

reakcji

rozktadu  EPI

w  buforze

octanowym

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EP1 w buforze octanowym w temperaturze 363 K, p = 0,50 mol/I

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+Aalh?] k + Ak [s7] S, r n
[CH,COOH] [CH;COOT B+; mol/l
pH 4,08
0,32 0,08 0,40 (9,58 +1,32) 10° | (2,66+0,36)10° | 55610% | -0,9884 | 9
0,24 0,06 0,30 -(8,79+1,52)10° | (2,44+0,42)10° | 6,2210% | -0,9813 | 8
0,16 0,04 0,20 «(7,82+2,02)10% | (2,17+0,56)10° | 7,2610° |-0,9831 | 6
0,08 0,02 0,10 -(7,03+1,51) 10° | (1,95+0,42)-10° | 6,3910% | -0,9722 | 9
pH 4.52
0,24 0,16 0,40 -(14,5+1,1) 10 (4,04+0,29) 10° | 4,6710% | -0,9954 | 11
0,18 0,12 0,30 -(11,6 +0,8) 10” (3,22+0,22) 10° | 3,4810% | -0,9960 | 11
0,12 0,08 0,20 -(8,98+0,97) 102 | (2,49+0,27)10° | 4,2710% |-0,9899 | 11
0,06 0,04 0,10 (6,99 +2,01) 102 | (1,94+0,56)-10° | 8,71102 | -0,9431 | 10
pH 5,11
0,12 0,28 0,40 -(30,3 + 3,4) 10° (8,43+0,94)10° | 1,4310% |-0,9922 | 9
0,09 021 0,30 -(26,3+4,5) 107 (7,30+£1,24)10° | 1,8910% |-0,9824 | 9
0,06 0,14 0,20 -(15,5 + 2,6) 10 (4,32+0,72)10° | 1,8510% | -0,9764 | 11
0,03 0,07 0,10 -(14,4 +3,0) 107 (3,99+0,84)-10° | 1,24102 | -09784 | 8
pH ok. 5,5
0,04 0,36 0,40 -(37,4+4,6) 107 (104+1,0)10° | 1,9510% |-0,9906 | 9
0,03 0,27 0,30 -(35,0+8,7) 107 (9,71+2,41)10° | 3,3810% |-09774 | 7
0,02 0,18 0,20 -(33,7+3,8) 107 (9,36 £1,07)10° | 1,5710% | -0,9935 | 8
0,01 0,09 0,10 (19,1 +4,1) 107 (551 +1,15)-10° | 1,80102 | -0,9665 | 10
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Rycina 19.

Pollogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze octanowym o pH 4,08 (A), 4,52 (B), 5,11
(C) 15,62 (D) w temperaturze 363 K (i = 0,50 mol/1).
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Tabela 23.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w buforze octanowym w temperaturze 353 K, p = 0,50 mol/I

Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+Aa[h] k+ Ak [s™] S, r n
[CH;COOH] [CH3;COO7] By; mol/l
pH 4,02
0,32 0,08 0,40 -(2,76+0,89) 102 | (7,66 +2,48)10° | 2,8110° |-0,9848 | 5
0,24 0,06 0,30 -(2,29+1,01) 10° | (6,26+2,82)10° | 3,1910% | -09721 | 5
0,16 0,04 0,20 -(2,10+0,76) 10° | (5,83+2,11)10° | 2,3910° | -0,9811 | 5
pH 5,01
0,12 0,28 0,40 -(12,8+1,7)10% | (356+047)10° | 6,6210° |-0,9934 | 7
0,09 0,21 0,30 -(9,51+1,65) 107 | (2,64+046)10° | 64310° |-0,9888 | 7
0,06 014 0,20 -8,77+1,32)10% | (244+0,37)10° | 51210° | -0,9916 | 7
1 1
!M i
P/P.. P/Pur
°0,4 * 4 +0,4
<&
=03 =03
A02 A02
o 0 2‘ 1‘1 (Ii : tlho o 0 2 a4 6 8 10 th
A B
Rycina 20.

Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze octanowym o pH 4,02 (A) i 5,01 (B)
w temperaturze 353 K (n = 0,50 mol/l).
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Tabela 24.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w buforze octanowym w temperaturze 343 K, p = 0,50 mol/I

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+Aa[h] k+ Ak [s™] S, r n
[CH;COOH] [CH;COOT Br; mol/l
pH 4,01
0,32 0,08 0,40 -(1,39+0,60) 10% | (3,85+2,48)10° | 1,8710% | -0,9738 | 5
0,24 0,06 0,30 -(1,38+0,50) 10% | (3,83+1,48)10° | 1,6710° |-09786 | 5
0,16 0,04 0,20 -(1,24+0,2) 10° (3,43+0,51) 10° | 0,754 10° | -0,9945 | 5
pH 5,01
0,12 0,28 0,40 -(3,94+0,92) 10% | (1,09+0,25)10° | 3,3210° | -0,9860 | 6
0,09 021 0,30 -(3,81+1,02) 102 | (1,06+0,28)10° | 3,6810° |-0,9818 | 6
0,06 0,14 0,20 -(3,57+0,46)10° | (9,91+1,28)10° | 1,6610° |-0,9957 | 6
1 1
iﬁz\ s A
P/Pus 004 bJp.
=0,3 *04
40,2 =03
* A0,2
A B
Rycina 21.

Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze octanowym o pH 4,01 (A)i 5,01 (B)

w temperaturze 343 K (1 = 0,50 mol/l).
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Tabela 25.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w buforze octanowym w temperaturze 333 K, p = 0,50 mol/I

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+Aa[h] k+ Ak [s™] S, r n
[CH,COOH] [CH;COOT By; molll
pH 4,41
0,32 0,08 0,40 -(4,84+0,47)10° | (1,34+0,13)10° | 1,9310* |-0,9952 | 8
0,24 0,06 0,30 -(4,69+0,28)10° | (1,30+0,08)10° | 1,1310* | -0,9983 | 8
0,16 0,04 0,20 -(4,12+0,27)10° | (1,14+0,07)10° | 1,1310* |-0,9977 | 8
0,08 0,02 0,10 -(3,38+0,52) 10° | (0,938+0,14)-10° | 2,1410* |-0,9882 | 8
pH 4,75
0,24 0,16 0,40 -(8,62+0,37)10° | (2,40+0,10)10° | 1,6610* | -0,9983 | 11
0,18 0,12 0,30 -(7,53+0,71) 10° | (2,09+0,20)10° | 3,1310* |-0,9923 | 11
0,12 0,08 0,20 -(6,40 +0,30) 10° | (1,75+0,08)10° | 1,2210* | -0,9989 | 8
0,06 0,04 0,10 -(4,55+0,26) 10° | (1,26+0,07)-10° | 1,0610* | -0,9984 | 8
pH 5,42
0,12 0,28 0,40 -(1,42+0,11) 10® | (3,95+0,31)10° | 4,7010* | -0,9962 | 9
0,09 0,21 0,30 -(1,27 +£0,11) 10® | (3,52+0,30)10° | 4,6910* | -0,9952 | 9
0,06 0,14 0,20 -(1,13+0,07) 102 | (3,15+0,20)10° | 2,9610* |-0,9980 | 8
0,03 0,07 0,10 -(0,755 +0,075) 102 | (2,10+0,21)-10° | 3,2510* |-0,9927 | 10
pH ok. 5,89
0,04 0,36 0,40 -(1,77+0,24) 102 | (4,92+0,67)10° | 9,8110* |-0,9909 | 8
0,03 0,27 0,30 -(1,72+0,16) 10° | (4,77+0,46)10° | 6,7310* | -0,9955 | 8
0,02 0,18 0,20 -(1,50+0,10) 102 | (4,17+0,28)10° | 4,0510* |-0,9978 | 8
0,01 0,09 0,10 -(1,17+£0,08) 102 | (3,24+0,24)-10° | 3,7210" | -0,9965 | 9
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Rycina 22.

Pollogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EPl w buforze octanowym o pH 4,41 (A), 4,75 (B), 5,42
(C) 15,89 (D) w temperaturze 333 K (p = 0,50 mol/1).
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Obserwowane  stale  szybkosci reakcji  rozktadu EPl w buforze fosforanowym

w zakresie pH 5,91 — 7,45

Tabela 26.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EP1 w buforze fosforanowym w temperaturze 363 K, p = 0,50 mol/l

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji

a+Aa[h] k+ Ak [s™] S, r n
[H,PO,]  [HPO,] Br; mol/l
pH 5,98
0,34 0,06 0,40 -(46,3+15,2) 102 | (1,29+0,42)10* | 6,2310% |-0,9497 | 8
0,25 0,05 0,30 -(43,3+6,8) 107 (1,20+0,19) 10* | 2,3010% | -0,9791 | 11
0,17 0,03 0,20 -(31,3 + 4,0) 107 (8,70+1,10)10° | 1,7510% | -0,9862 | 11
0,085 0,015 0,10 -(22,6 +3,0) 107 (6,29+0,84)-10° | 1,31102 | -0,9867 | 10
pH 6,27
0,21 0,09 0,30 -(1,93+0,25)10% | (3,22+0,42)10* | 1,0910° | -0,9875 | 10
0,175 0,075 0,25 (1,46 +0,31) 102 | (2,44+0,52)10* | 1,3810° |-0,9624 | 11
0,14 0,06 0,20 -(1,36 £0,22) 10° | (2,27 +0,36) 10“ | 0,94910° | -0,9811 | 10
0,07 0,03 0,10 -(0,826 +0,113) 102 | (1,38 +0,19)-10* | 0,499 10° | -0,9840 | 11
pH 6,95
0,10 0,15 0,25 -(2,75+0,20)10° | (4,55+0,34) 10" | 0,89510° | -0,9953 | 11
0,08 0,12 0,20 (2,44 +0,38) 10° | (4,07+0,64)10" | 1,6910° | -0,9792 | 11
0,06 0,09 0,15 -(1,77+0,23) 102 | (2,96+0,38)10* | 1,0210° |-0,9855 | 11
pH 7,22
0,04 0,16 0,20 (4,30 +0,41) 10° | (7,17+0,69) 10* | 1,8410° | -0,9918 | 11
0,03 0,12 0,15 -(3,61+0,44) 102 | (6,02+0,73)10* | 1,9310° |-0,9874 | 11
0,02 0,08 0,10 -(3,04+0,31) 10? | (514+0,52)10* | 1,3910° | -0,9910 | 11
0,01 0,04 0,05 (1,90 £0,15) 102 | (3,16+0,26)-10” | 0,67210° | -0,9950 | 10
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Rycina 23.

Pollogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze fosforanowym o pH 5,98 (A), 6,27 (B),
6,95 (C) i 7,22 (D) w temperaturze 363 K (n = 0,50 mol/1).
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Tabela 27.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w buforze fosforanowym w temperaturze 353 K, p = 0,50 mol/l

Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+Aa[h] k+ Ak [s™] S, r n
[H,PO,s1T  [HPOLZ] B+; mol/l
pH 5,91
0,34 0,06 0,40 -(5,11+0,80) 10° | (8,52+1,34)10° | 3,2810* |-0,9817 | 11
0,25 0,05 0,30 -(4,41+0,56)10° | (7,34+0,94)10° | 2,4910* | -0,9859 | 11
0,17 0,03 0,20 -(3,19+0,36) 10° | (5,32+0,60)10° | 1,6010* | -0,9876 | 12
0,085 0,015 0,10 -(2,27+0,24)10° | (3,78+0,41)-10° | 1,0610* |-0,9915 | 10
pH 6,33
a+ Aa[min?] k+ Ak [s] S, r n
0,21 0,09 0,30 -(6,80+0,11) 10° | (1,13+0,19) 10* | 4,9210* |-0,9772 | 11
0,175 0,075 0,25 -(6,56 +0,98) 10° | (1,09+0,16) 10* | 4,3310* | -0,9810 | 11
0,14 0,06 0,20 (5,96 +0,94) 10° | (9,93+1,56)10° | 4,0710* | -0,9818 | 10
0,07 0,03 0,10 -(4,02+0,40) 10° | (6,71+0,66)-10° | 1,7510* |-0,9916 | 11
pH 6,92
0,08 0,12 0,20 -(1,25+ 0,25) 1072 (2,08+0,41) 10* | 1,0910° |-0,9708 | 10
0,06 0,09 0,15 -(1,04+0,15) 102 | (1,73+0,25)10* | 6,56 10* |-0,9844 | 10
0,04 0,06 0,10 -(0,827 +0,065) 102 | (1,38+0,11)10* | 2,8110* | -0,9954 | 10
pH 7,28
0,04 0,16 0,20 -(2,64+0,49) 10 | (4,39+0,82)10* | 1,7610° |-0,9912 | 6
0,03 0,12 0,15 -(1,69+0,20)10% | (2,81+0,34) 10" | 8,7610* | -0,9894 | 10
0,02 0,08 0,10 (1,16 £0,26) 102 | (1,94+0,43)10* | 1,1210° | -0,9652 | 10
0,01 0,04 0,05 -(1,00+0,11) 102 | (1,67+0,17)-10* | 4,5010* | -0,9911 | 11
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Rycina 24.

Pollogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EP1 w buforze fosforanowym o pH 5,91 (A), 6,33 (B),

6,92 (C) i 7,28 (D) w temperaturze 353 K (p = 0,50 mol/1).
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Tabela 28.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w buforze fosforanowym w temperaturze 343 K, = 0,50 mol/l

Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+Aalh?] k + Ak [s7] S, r n

[H,PO,7T  [HPO,] B+; mol/l

pH 6,47

a+ Aa[min?] k+ Ak [s7] S, r n

021 0,09 0,30 -(3,84+0,48) 10° | (6,40+0,81)10° | 2,0510* |-0,9902 | 9
0,175 0,075 0,25 -(3,62+0,45)10° | (6,03+0,75)10° | 1,9010“ |-0,9905 | 9
0,14 0,06 0,20 (5,96 +0,94) 10° | (9,93+1,56)10° | 4,0710* | -0,9818 | 10
0,07 0,03 0,10 -(4,02+£0,40) 10° | (6,71+0,66)-10° | 1,7510* | -0,9916 | 11

pH 6,86
0,08 0,12 0,20 -(1,25+ 0,25) 102 (2,08+0,41) 10* | 1,0910° |-0,9708 | 10
0,06 0,09 0,15 -(1,04+0,15) 102 | (1,73+0,25)10* | 6,56 10* |-0,9844 | 10
0,04 0,6 0,10 (0,827 +0,065) 10° | (1,38+0,11) 10" | 2,8110* | -0,9954 | 10

pH 7,25
0,04 0,16 0,20 -(2,64+0,49) 102 | (4,39+0,82)10* | 1,7610° |-0,9912 | 6
0,03 0,12 0,15 -(1,69+0,20) 10 | (2,81+0,34)10* | 8,7610* | -0,9894 | 10
0,02 0,08 0,10 -(1,16 £0,26) 10° | (1,94+0,43) 10" | 1,1210° | -0,9652 | 10
0,01 0,04 0,05 -(1,00+0,11) 102 | (1,67+0,17)-10* | 4,5010* |-0,9911 | 11
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Rycina 25.

Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EP1 w buforze fosforanowym o pH 6,47 (A), 6,86 (B)
i 7,25 (C) w temperaturze 343 K (n = 0,50 mol/1).
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Tabela 29.

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

Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+Aa[h] k+ Ak [s™] S, r
[H,PO,s1T  [HPOLZ] B+; mol/l
pH 6,18
0,34 0,06 0,40 -(6,20+0,37) 10? | (1,72+0,10)10° | 15510* |-0,9978 | 9
0,25 0,05 0,30 (5,34+0,23) 102 | (1,48+0,06) 10° 9,4810* |-0,9991 | 8
0,17 0,03 0,20 -(4,24+0,22) 102 | (1,18+0,06) 10° 9,1910* | -0,9986 | 8
0,085 0,015 0,10 (22,6 £3,0) 107 | (0,780 +0,043)-10° | 6,3910“ | -0,9885 | 8
pH 6,59
a+ Aa[min?] k+ Ak [s7] S, r n
0,21 0,09 0,30 -(11,1+1,0) 107 (3,09+0,27) 10° | 4,0210% | -0,9968 | 7
0,175 0,075 0,25 (9,95 +0,69) 10° | (2,76 +0,19)10° | 2,6910°% | -0,9982 | 7
0,14 0,06 0,20 «(8,72+0,78) 102 | (2,42+0,22)10° | 3,0310° |-0,9970 | 7
0,07 0,03 0,10 -(5,02+1,38) 102 | (1,39+0,38)-10° | 53710° |-0,9726 | 7
pH 7,15
0,10 0,15 0,25 -(0,200 + 0,022) (5,57 +0,61) 10° | 9,5410° |-0,9911 | 10
0,08 0,12 0,20 -(0,176 + 0,016) (4,90+0,43)10° | 6,7810° |-0,9941 | 10
0,06 0,09 0,15 -(0,152 + 0,009) (4,22 +0,26)10° | 4,0710° | -0,9971 | 10
-(0,119 + 0,011) 10? | (3,30 +0,29)-10° | 4,6910° |-0,9931 | 11
pH 7,45
0,04 0,16 0,20 -(0,237 + 0,033) (6,59 +0,96) 10° | 1,4110% |-0,9879 | 9
0,03 0,12 0,15 -(0,202 + 0,026) (5,62+0,72)10° | 1,1010% |-0,9899 | 9
0,02 0,08 0,10 -(0,168 + 0,015) (4,66 +0,42) 10° | 6,4110° |-0,9949 | 9
0,01 0,04 0,05 -(0,109 + 0,010) (3,05+0,31)-10° | 4,5110° | -0,9933 | 10
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Rycina 26.

Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze fosforanowym o pH 6,18 (A), 6,59 (B),
7,15 (C) i 7,45 (D) w temperaturze 333 K (p = 0,50 mol/l).
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Obserwowane

state

w zakresie pH 7,66 — 9,89

Tabela 30.

szybkosci

reakcji

rozktadu

EPI

w  buforze

boranowym

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EP1 w buforze boranowym w temperaturze 353 K, p = 0,50 mol/l

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+Aalh?] k + Ak [s7] S, r n
[NaBO;] [Hs;BO3] B+; mol/l
pH 9,35
0,1026 0,03475 0,13735 -(0,3321+0,0266) | (554+0,44)10° | 1,0910% |-0,9968 | 8
0,0834 0,02824 0,11162 -(0,3553+0,0276) | (5,92+0,46)10° | 1,1310% |-0,9970 | 8
0,06414  0,02172 0,08586 -(0,3101+0,0119) | (5,17+0,20)10° | 4,8610° |-0,9993 | 8
0,04490  0,01520 0,06010 -(0,3598 +0,0412) | (5,99+0,69)-10° | 1,6010% |-0,9951 | 7
pH 7,66
0,01415 0,1517 0,16585 -(1,693 +0,253) 102 | (2,82+0,42)10* | 1,0310° |-0,9890 | 8
pH 8,36
0,03341 0,1132 0,14661 -(7,249+3,138) 10? | (1,21+0,53)10° | 1,22102 | -0,9355 | 7
pH 8,87
0,05861 0,06278 0,12139 -(0,1750+0,0231) | (2,92+0,39)10% | 1,0010° | -0,9871 | 10
pH 9,54
0,08543 0,009144 0,09457 -(0,4551+0,0181) | (7,59+0,30)10° | 7,4010° |-0,9992 | 8
pH 9,68
0,09563  0,003744 0,09937 -(0,6860+0,0514) | (1,14+0,09)10% | 2,1810° | -0,9965 | 9
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Rycina 27.

Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze boranowym o pH 9,35 w temperaturze

353 K (it = 0,50 mol/l).

100

c, %,
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L4
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@ 38,87
© 8,36
07,66

t, min

Rycina 28.

Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze boranowym o pH 9,68, 9,54, 9,35, 8,87,

8,36 i 7,66 w temperaturze 353 K (i = 0,50 mol/1).
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Tabela 31.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w buforze boranowym w temperaturze 363 K, u = 0,50 mol/l

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+ Aa[min?] k+ Ak [s™] S, r n
[NaBO;] [Hs;BOs] B+; mol/l
pH 7,40
001415  0,1517 0,16585 -(1,42+0,26) 102 | (2,40+0,44)-10° | 1,1610° |-0,9713 | 11
pH 8,58
0,03341 0,1132 0,14661 -(0,260 + 0,024) (4,34+0,40)10° | 1,0710% | -0,9925 | 11
pH 9,02
0,05861 0,06278 0,12139 -(0,507 + 0,038) (8,45+0,64)10° | 1,6910% | -0,9951 | 11
pH 9,46
0,08338 002824  0,11162 (1,90 + 0,24) (3,12+0,40)10% | 7,6010% |-0,9976 | 5
1
P,/P
®7,4
0,1 m 8,58
A 9,02
@9,46
0,01 | | | | |
0 20 40 60 80 100 t min
Rycina 29.

Potlogarytmiczne wykresy Pi/P,,, = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze boranowym o pH 7,40, 8,58, 9,02 i 9,46

w temperaturze 363 K (u = 0,50 mol/1).
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Tabela 32.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w buforze boranowym w temperaturze 343 K, u = 0,50 mol/l

Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+Aal[h?] k = Ak [s7] S, r
[NaBO;] [H3;BOs] B+; mol/l
pH 7,73
001415  0,1517 0,16585 -(9,68+1,37)10° | (1,61+0,23):10* | 59410* | -0,9853
pH 8,40
0,03341 0,1132 0,14661 -(1,92+0,19) 10% | (3,20+0,31)10* | 8,1310* | -0,9929
pH 8,93
0,05861 0,06278 0,12139 <(7,13+0,72) 102 | (1,18+0,12)10° | 3,0410° | -0,9928
pH 9,40
008338 002824  0,11162 -(0,1157 +0,0085) | (1,93+0,14)10° | 3,6110° | -0,9966
pH 9,60
008543  0,009144  0,09457 -(0,1692+0,0079) | (2,82+0,13)10° | 3,3510° | -0,9986
pH 9,75
009563  0,003744 0,09937 -(0,2364 +0,0080) | (3,94+0,13)10° | 3,4510° | -0,9991
100
c, %
®7,73
m 8,4
10 ¢ 28,93
\ 9,4
M A9,6
09,75
1 Y Y Y Y Y Y ‘ t, min
0 10 20 30 40 50 60 70 !
Rycina 30.

Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze boranowym o pH 9,75, 9,60, 9,40, 8,93,
8,40 7,73 w temperaturze 343 K (1= 0,50 mol/l).
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Tabela 33.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI w buforze boranowym w temperaturze 333 K, p = 0,50 mol/l

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+Aalh?] k + Ak [s7] S, r n
[NaBO,] [H3BO4] B+; mol/l
pH 7,80
001415  0,1517 0,16585 -(2,30+0,19) 10® | (3,83+0,31)-10° | 82410° |-0,9943 | 11
pH 8,49
0,03341 0,1132 0,14661 (7,52 +0,65)10° | (1,25+0,11) 10* | 2,8310* | -0,9944 | 10
pH 9,01
0,05861 0,06278 0,12139 -(2,65+0,14) 102 | (4,42+0,23)10* | 55610* |-0,9987 | 8
pH 9,48
0,08338 0,02824 0,11162 (4,36 £0,49) 10° | (7,27+0,82)10* | 2,0010% | -0,9937 | 8
pH 9,79
0,08543 0,009144 0,09457 -(6,51+0,31) 10® | (1,09+0,05)10° | 1,2910°% | -0,9988 | 8
pH 9,89
009563  0,003744 0,09937 (7,40 +0,70) 102 | (1,23+0,12)10° | 3,1110°% |-0,9929 | 10
100
c, % °
o
S € 9,89
m9,79
A 9,48
@9,01
¢ 8,49
07,8
10 x x x \ _
0 50 100 150 200 250 Lmin
Rycina 31.

Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu EPI w buforze boranowym o pH 9,89, 9,79, 9,48, 9,01,

8,49 i 7,80 w temperaturze 333 K (1= 0,50 mol/l).
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4.6. Ocena trwatosci chlorowodorku epirubicyny w fazie statej

Do oceny trwalosci EP| w fazie stalej zastosowano metod¢ HPLC opisang w rozdziale 4.4.

Sposob przeprowadzenia badan

Badania trwatosci obejmowaty wyznaczenie obserwowanych statych szybkos$ci reakeji roz-
ktadu:
— W temperaturze 393K, przy wilgotnosci wzglednej powietrza 0%
— W atmosferze powietrza o wilgotnosci wzglednej ~76,4% w temperaturze 333K, 343K,
353K, 363K i 373 K
— w temperaturze 363K, przy wilgotnosci wzglednej powietrza 50,9%, 66,5%, 76,4%
1 90,0%

Przygotowanie probek EPI do badan

Do fiolek szklanych o pojemnosci 2 ml odwazono 5,0 mg EPI. W zaleznosci od przeznacze-

nia prob postgpowano z nimi jak opisano ponize;j.

— Préby przeznaczone do badania trwatosci w atmosferze suchego powietrza, wstawiono

do

tazni piaskowej, ktora znajdowata si¢ w komorze cieplnej o temperaturze 393 K od co
najmniej 24 godzin.

Proby przeznaczone do badania wptywu temperatury w atmosferze powietrza o wilgotno-
sci wzgledne] ~76,4% wstawiono do eksykatorow zawierajagcych nasycone roztwory
chlorku sodu. Tak przygotowane eksykatory umieszczone byty w komorach cieplnych o
temperaturze: 333K, 343K, 353K, 363 K i 373 K, dobg¢ przed umieszczeniem w nich prob.
Proby przeznaczone do badania wptywu wilgotnosci wzglednej powietrza wstawiono do
eksykatorow zawierajacych nasycone roztwory soli nieorganicznych, ktore utrzymywaty
nastepujacg wilgotnos¢ wzgledna: ~50,9% (nasycony roztwor bromku sodu), ~66,5% (na-
sycony roztwor azotanu sodu), ~76,4% (nasycony roztwor chlorku sodu) i ~90,0% (nasy-
cony roztwor siarczanu cynku). Tak przygotowane eksykatory umieszczone byty komorze

cieplnej o temperaturze 363 K dobg¢ przed umieszczeniem w nich prob.

W okreslonych odstepach czasu proby wyjmowano, ochtadzano do temperatury pokojowej

I rozpuszczano w fazie ruchome;.
Przygotowane roztwory przenoszono do kolb miarowych o pojemnosci 25 ml, uzupetniano

25,0 ml fazg ruchomg i mieszano. Pobierano 1,0 ml badanego roztworu, dodawano 1,0

do

ml
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wzorca wewnetrznego 1 mieszano. Na kolumng¢ chromatograficzng wprowadzano 50 ul roz-

tworu.

Wyniki badania rozktadu EP| w fazie statej w temperaturze 393K, przy wilgotnosci wzglednej
powietrza 0%

Parametry kinetyczne rozktadu

Zmiany st¢zenia EPl w temperaturze 373 K przy RH = 0% przedstawiono w tabeli 34 i na
rycinie 32.

Tabela 34.

Zmiany st¢zenia EPl w fazie statej w temperaturze 393K przy wzglgdnej wilgotnosci powietrza 0%

Lp. | Czas,h | Pi/Py; Pi/lPy;z - Py c,% Parametry kinetyczne reakcji rozktadu
1 0 2,7944 2,5434 100,0
2 4 2,0425 1,7915 70,4
3 8 1,6928 1,4418 56,7
4 11 1,4741 1,2231 48,1 1 2
(axAa) [h™] (-3,18 £0,68) - 10
5 | 245 1,1225 | 0,8715 34,3 S, 2.89 - 107
6 28 1,0029 0,7519 29,6 b+ Ab 2,00+ 1,20
7 32 0,9449 0,6939 27,3 S 7.5410°
' ' ' (k + AK) [s™] (8,84 + 1,90) - 10®
8 34,75 0,9000 0,6490 255 r -0,972
9 |4817 |0,7604 | 05094 20,0 Sy 0,133
tos 21,8h
10 | 98 04721 toa 331h
11 | 144 0,4200 n 9
12 | 170,5 0,3914
13 | 266 0,2479
14 | 672 0,2539
15 | 744 0,2398
16 | 888 0,2450
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Rycina 32. Rycina 33.

Pétlogarytmiczny wykres Pi/P,, = f(t) reakcji rozktadu  Poétlogarytmiczny wykres Pi/P,,, - P., = f(t) reakcji

EPI w temperaturze 393 K przy RH = 0%. rozktadu EPI w temperaturze 393 K przy RH = 0%.
Na potlogarytmicznym wykresie Pi/P,, = f(t) (Rycina 32), w przedziale czasu ty — t., war-
to$¢ Pi/Py; maleje do wartosci Py, > 0, a zatem rozktad EPI w podanych warunkach zachodzi
zgodnie z mechanizmem odwracalnej reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu.
Do interpretacji wynikow reakcji rozktadu EPI w atmosferze powietrza o RH = 0% zastoso-

wano ponizsze rOwnanie:

In (PiPuz - Poo) = IN ((PiPug)o - Puc) — Kaps - ¢ .4

Pi/P,,; — stosunek pola powierzchni EPI do pola powierzchni wzorca wewnetrznego W czasie t
(Pi/Pyz)o — stosunek pola powierzchni EPI do pola powierzchni wzorca wewnetrznego w czasie t = 0

P., — stosunek pola powierzchni EPI do pola powierzchni wzorca wewnetrznego w czasie t.,,

Potlogarytmiczny wykres Pi/Py; - Ps, = f(t) (Rycina 33) jest prostoliniowy i na jego podstawie
wyznaczono obserwowang stalg szybkosci rozktadu EPI.

Rozktad chlorowodorku epidoksorubicyny w atmosferze powietrza o wilgotnosci wzgled-
nej powyzej 50%, w podwyzszonej temperaturze zachodzi zgodnie z kinetyka reakcji pierw-
szego rzedu wzgledem substratu. Nachylenie wykresu ¢, % = f(t) jest rowne obserwowane;j
statej szybkos$ci reakcji ze znakiem ujemnym -Kops; C = (Pi/Pw)/ (Po/Pw)o - 100%

Prostoliniowe wykresy postuzyly do obliczenia parametréw kinetycznych reakcji.

State szybkosci reakceji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu obliczono z wzoru 3
podanego w rozdziale 4.5.2.

Metoda najmniejszych kwadratow obliczono parametry statystyczne rOwnania y = ax + b,
podane w rozdziale 4.5.2.

Obliczone parametry umieszczono w tabeli 35 i1 36.
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Wyniki badania rozktadu EPl w atmosferze powietrza o wilgotnosci wzglednej ~76,4% w
temperaturze 333K, 343K, 353K, 363K i 373 K

Parametry kinetyczne rozktadu

Zmiany stezenia EPI oraz wyznaczone parametry kinetyczne reakcji rozktadu przy RH =

76,4% w temperaturze 333 K, 343 K, 353 K, 363 K i 373 K przedstawiono na rycinie 33 i w

tabeli 34.

0 100

200

300

400

® 333K
® 343K
@ 353K
® 363K
®373K

Rycina 34.

Potlogarytmiczne zaleznosci ¢, % =

w podanych temperaturach.

f(t) reakcji

rozktadu EPI w fazie

statej przy RH

~76,4%

Tabela 35.
Parametry kinetyczne reakcji rozktadu EPI przy RH = 76,4% w temperaturze 333 K, 343 K, 353 K, 363 K
i373K
Parametry kinetyczne 333K 343 K 353 K 363 K 373K
-(a+ Aa) x 10° h! 0,289 + 0,046 2,44+ 0,34 7,27+ 1,08 23,8+2.1 64,6 + 8.7
S.x 10° 0,204 1,45 4,57 9,40 37,8
b+ Ab 2,94 + 1,09 3,81 £1,25 3,61 +1,27 3,13+1,20 3,18+ 1,30
Sp x 10? 3,76 9,60 10,1 8,14 11,5
(k + Ak) x 10°, st 0,802 + 0,128 6,79 £ 0,93 20,2+3,0 66,1 +59 180 +24
r -0,9780 -0,9867 -0,9861 -0,9934 -0,9877
Sy 0,0711 0,167 0,184 0,163 0,197
n 11 10 9 11 10

c= (Pi/Pw)t/(Pi/Pw)O !

100
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Wyniki badania rozktadu EP1 w temperaturze 363 K przy wzglednej wilgotnosci powietrza
~50,9%, ~66,5%, ~76,4%, ~90,0%

Parametry kinetyczne rozktadu

100

c, %

10

80

®50,9%
®66,5%
®76,4%
®90%

Rycina 35.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu EPI w fazie statej, w temperaturze 353 K,
przy podwyzszonej wilgotno$ci wzglednej powietrza.

Tabela 36.

Parametry Kinetyczne reakcji rozktadu EPI w fazie stalej w temperaturze 363 K w warunkach podwyzszonej
wilgotnosci wzglgdnej powietrza

Parametry kinetyczne 50,9% 66,5% 76,4% 90,0%
(a+Aa) x 104 h'! 6,02+ 1,13 9,61 2,30 23,8+2,1 20,7+ 1,5
S, x 10° 4,64 8,93 9,40 5,99
b+ Ab 2,90 + 1,48 1,32+ 1,63 3,13+ 1,20 3,01 £1,05
Sp x 10° 16,0 18,9 8,14 1,99
(k £ AK) x 10, s 1,67 +0,32 2,67+ 0,64 6,61 + 0,59 575+ 0,41
R -0,983 -0,979 -0,993 -0,998
Sy 0,307 0,266 0,163 0,0338
N 8 7 11 8
Tabela 37.
Parametry prostej In k; = flRH%) reakcji rozktadu EPI w fazie statej w temperaturze 363 K
Lp. RH, % (k + AK) x 10°, s* Parametrz prostej In k; = f(RH%)
1 50,9 1,67 0,32
- 4 LQ = -3
) 66.5 2,67 0.64 a=0,0379 +0,0334; S,= 7,77 10
b=-12,9+24;S,=0,563
4 90,0 5,75+ 0,41
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4.7. Ocena fototrwatosci EPI w roztworach wodnych

4.7.1. Ocena fotostabilnosci zgodnie z wymaganiami Przewodnika ICH Q1B

Do pelnej oceny trwatosci danej substancji niezbedne jest takze okreslenie jej podatnosci
na rozktad fotochemiczny, ktéry wykonuje si¢ zgodnie z wymaganiami umieszczonymi w
Przewodniku ICH Q1B. Przeprowadzone badanie, w zaleznosci od otrzymanych wynikow,
pozwala na zaklasyfikowanie zwigzku do grupy zwigzkoéw fotolabilnych lub fotostabilnych,.

Badanie przeprowadzono w komorze do naswietlen. Zgodnie z wymaganiami zastoSowano
zrédlo promieniowania o zakresie 320-800 nm oraz uzyto aktynometru chemicznego — 2%
wodnego roztworu chlorowodorku chininy.

Stopien rozktadu badanej substancji okreslano metoda spektrofotometryczng mierzac roz-
nice¢ absorbancji przy A = 480 nm. Dla aktynometru chemicznego umieszczonego obok proby
badanej i naswietlanego rownolegle, dtugos¢ fali, przy ktorej mierzono roéznicg absorbancji

wynosita 400 nm.

Wyniki naswietlania aktynometru chemicznego

Przygotowanie 2% roztworu chininy (aktynometr chemiczny)
Do kolby o pojemnosci 50 ml odwazono doktadnie 0,510 g dihydratu monochlorowodorku

chininy, uzupetiono do 50,0 ml wodg, ogrzewajac w temp 30°C.

W okreslonych punktach czasowych, wykreslano widmo UV i mierzono absorbancj¢ przy
dhugosci fali A = 400 nm. Zmiany widma absorpcji roztworu chininy przedstawiono na rycinie
36.
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Rycina 36.

300

Zmiany widma absorpcji podczas na§wietlania aktynometru chemicznego.

Zmiany wartos$ci absorbancji dla roztworu chlorowodorku chininy przy dtugosci fali A = 400

nm przedstawiono w tabeli 38.

Tabela 38.

Zmiany absorbancji przy 400 nm podczas naswietlania roztworu chlorowodorku chininy

Absorbancja przed Czas Absorbancja po czasie Roéznica absorbancji
nagwietlaniem, A, naswietlania, t [min] na$wietlania t, A AA = A-Ag
0,0894 35 0,1234 0,034
65 0,1380 0,0486
95 0,1556 0,0662
130 0,1739 0,0845
160 0,2091 0,1197
190 0,2283 0,1389
220 0,2332 0,1438
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Wyniki naswietlania roztworow EPI

Przygotowanie roztworu EPI

Przygotowano roztwor EPI o stezeniu 2,5 - 10 mg/ml.
W okreslonych punktach czasowych wykreslano widmo UV i mierzono absorbancje przy
dhugosci fali A = 480 nm. Zmiany widma roztworu EPI przedstawiono na rycinie 37 oraz w

tabeli 39.

—— t=0 min
— =10 mm
t=15 min
t=20 min
—1t=35 rm:n
—t=45 mm
——— =70 min
—— t=85 min
t=145 min
Rycina 37.
Zmiany widma absorpcji EPI podczas naswietlania.
Tabela 39.
Zmiany absorbancji podczas naswietlania EPI
Czas naswietlania Absorbancja Roznica absorbancji
[min] A AA = Ag-A,
0 0,4262
15 0,3327 0,0935
35 0,2497 0,1765
55 0,1936 0,2326
70 0,1716 0,2546
85 0,1511 0,2751
115 0,1277 0,2985
145 0,1023 0,3239
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4.7.2. Badania trwato$ci fotochemicznej EPI w roztworach wodnych

Warunki rozktadu fotochemicznego

Roztwory wodne badanej substancji umieszczono w okraglej kuwecie kwarcowej o poj. 2,8
cm® i naswietlano wysokocisnieniowa lampa UV - VIS HBO-50 z palnikiem rtgciowym, emi-
tujagca promieniowanie w zakresie 300 - 800 nm. Natezenie $wiatta mierzone za pomocg ra-
diometru wynosito 86,0 - 89,0 mW/cm? W czasie 1 min rejestrowano energie 5,10 - 5,30
Jlem?.

Odpowiednie warunki naswietlania uzyskano stosujac filtry Pyrex o maksymalnej prze-
puszczalnosci $wiatta przy dtugosci fali Amaks = 365 nm oraz Amas = 510 nm. W trakcie na-
$wietlan wykonano seri¢ widm UV-Vis w zakresie 200 - 800 nm, mierzac absorbancj¢ przy
dtugosci fali A =480 nm.

Parametry kinetyczne rozktadu fotochemicznego EPI

Rozktad EPI pod wptywem $wiatla analizowano jako zaleznos¢ absorbancji od czasu ekspo-
zycji na $wiatto. W przypadku $§wiatla 0 Amaks = 365 nm, w czasie t — o, A — o (Rycina
38). Po zastosowaniu techniki odejmowania otrzymano prostoliniowe pétlogarytmiczne wy-
kresy c; - €, = f(t) (Rycina 40), a zatem do wyznaczenia obserwowanych statych szybkosci w
tych warunkach zastosowano réwnanie 4, w ktérym zamiast wielkosci piku wprowadzono
obliczong warto$¢ ¢, %. Wyznaczona z nachylenia potlogarytmicznego wykresu C; - C, = f(t)
wartos¢ nachylenia odpowiada statej szybkosci fotodegradacji ze znakiem ujemnym (c, % =
AdA, - 100%).

W przypadku swiatta 0 Amaks = 510 nm (Rycina 39), w czasie t — o, A — 0 (Rycina 41), a
zatem nachylenie potlogarytmicznego wykresu ¢; = f(t) odpowiada stalej szybkosci fotode-
gradacji ze znakiem ujemnym (réwnanie 3, w ktérym zamiast wielkosci piku wprowadzono
obliczong wartosc¢ c, %).

Obliczono takze warto$ci czasu potowicznego rozktadu tos oraz czasu rozktadu 10% sub-
stancji (to1), korzystajac z podanych ponizej wzorow:

— tos=1In2/k=0,693/k .5
— to1=1In1,11/k = 0,1054/k ...6
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Rozktad fotochemiczny — filtr Amaks = 365 NM i Apaks = 510 NM

——t=2min

—— t=0min

=5 min
=10 min
——t=25min
=35 min

=8 min

=10 min
—— =50 min
=70 min
——t=95 min
—— =115 min
—— =135 min
—— t=165 min
—— =215 min
—— t=275 min

—— t=12min

=16 min
—— t=21min
05

—— =28 min

=33 min

=345 min
o - ——— t=545 min
200 300 400 500 600 700 800
Rycina 38. Rycina 39.
Zmiany absorbancji podczas naswietlania EPI (filtr Zmiany absorbancji podczas naswietlania EPT (filtr Apax
Amax = 365 nm). =510 nm).
100 ¢ 100
», *
. 4
. L&
c, % ° c-co, % STl
C . M \?*\\
* . (\\Q
L,
»
»o hd
10 10
0 200 400 600 800 0 50 100 150 200 250 300
t, min t, min

A B
Rycina 40.

Potlogarytmiczne zaleznosci ¢, % = f(t) (A) i (C - C.,), % = t(t) (B) dla EPI (filtr Amax = 365 Nm).

100 ¢~

c, %

%

10

t, min

Rycina 41.
Pollogarytmiczna zalezno$é ¢, % = f(t) dla EPI (filtr Amax = 510 nm).
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Tabela 40.
Parametry fotodegradacji EPI (filtr Ama = 365 nm)

t [min] Absorbancja, A ¢ [%] Parametry kinetyczne reakcji rozktadu

0 0,5818 100

10 0,5525 93

20 0,5244 87

30 0,4985 86

40 0,4748 81

45 0,4579 76

S0 0.4497 72 a+ Aa=-(4,68+034) - 10°
60 0,4281 70

70 0,4072 68 S.=16210°

80 0,4011 66 b+ Ab=76,9+1,0

95 0,3742 61 S, = 0,0205
115 0,3303 60
135 0,2995 54 r=-09911
165 0,2644 49 k=(7,79+0,57) - 10°s™
215 0,2165 44 tys = 148.3 min
245 0,2009 41
275 0,1848 37 t1=226 min
305 0,1695 33
345 0,1582 29
415 0,1496 25
445 0,1411 18
525 0,1342 15
545 0,1338 15

Tabela 41.
Parametry fotodegradacji EPI (filtr Apqs = 510 nm)
t [min] Absorbancja, A c, [%] Parametry kinetyczne reakcji rozktadu

0 0,394 100

4 0,3407 92 a+Aa=-(478+0,40) - 10?

5 0,3159 80

6 0,3109 74 S.=180 107

8 0,2798 73 b+Ab=101,9+1,1

10 0,2426 65 S, = 0,0274

12 0,2146 57

14 0,1946 50 r=-0,9923

16 0,1702 45 k=(7,96+0,66)-10*s*
18 0,1548 40 ts = 14,5 min

21 0,1403 36

25 0,1197 33 fo1 =2,1 min

28 0,1126 28
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Wydajnos¢ kwantowa procesu fotodegradacji

Wydajnos¢ kwantowa jest to stosunek liczby czasteczek ulegajacych fotodegradacji do

liczby fotonow absorbowanych przez dang objetos¢ w okreslonym przedziale czasowym.
Wydajnos¢ kwantowa zrodta promieniowania

Prowadzac naswietlanie prob z uzyciem filtru 365 nm zalozono $rednig dtugos¢ fali pada-
jacego $wiatta A = 365 nm, natomiast dla filtru 510 nm A = 510 nm. Natezenie promieniowa-
nia zmierzono wykorzystujac radiometr zaopatrzony w sensor 365 nm i 510 nm, i uzyskano

srednig wartos¢:

5,2340 1) - cm™? - mint = 0,087217J - cm? - st

Nastepnie obliczono energi¢ pojedynczego kwantu promieniowania dla A = 365 nm i A =510

nm:
E=h-c/A=5442-10"° [J] dla’x = 365 nm
E=h-c/A=3,89-10" [J]dlar =510 nm
h = stata Plancka, h=6,626 - 10%] s

predkos¢ §wiatta, ¢ =2,998 - 108 m - s

(@]
1]

Poniewaz dla A = 365 nm:

1 J odpowiada 1,838 - 108 kwantow,

dlatego energii 0,0872 J odpowiada 0,1604 - 10*® kwantow.
W przypadku A =510 nm:
1 J odpowiada 2,57 - 10*® kwantow,

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

Uwzgledniajac powierzchnie kuwety (2,5 cmz), obliczono liczbe padajacych na uktad kwan-

tow (wydajnos¢ kwantowa promieniowania):
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l,=4,0110 - 10*" kwantéw - s (A= 365 nm)

I,=5,672 - 10'" kwantéw - s (A= 510 nm)

Na podstawie wartosci I, obliczono ilo$¢ kwantow absorbowanych przez probke korzystajac

Z€ Wzoru:

labs = lo (1 —10™) L7

liczba kwantow promieniowania emitowanego przez lampe

Iabs
A

absorbancja

Wydajno$¢ kwantowa fotodegradacji dla danego procentu konwersji EPI obliczono ze wzoru:
@ZAC'NA/Iabs't .8

Ac - Na = roznica liczby czasteczek przed naswietlaniem i po danym czasie naswietlania
Labs = liczba kwantow promieniowania absorbowanego przez probke

t = czas [s]

Wartosci wydajnosci kwantowych epirubicyny obliczono, korzystajac z programu udo-
stepnionego przez Zaktad Fotochemii Wydzialu Chemii UAM. Warto$ci pozornych wydajno-
sci kwantowych dla poszczegdlnych czasow naswietlania ekstrapolowano do poczatkowego

stezenia badanego zwiazku, otrzymujac wartosci rzeczywistych wydajnosci kwantowych.

Do obliczen wykorzystano molowe wspotczynniki absorpcji badanego zwigzku, kto-

rych warto$¢ wyznaczono zgodnie z ponizszym wzorem:

e=Alc-1 ...9
€ = molowy wspoétczynnik absorpcji [1 - mol™ -cm'l]
A = absorbancja
Cc = stezenie badanego roztworu [mol/l]

| =dlugosc drogi optycznej (1 cm)

Obliczone $rednie wartosci molowych wspotczynnikow absorpcji dla EPI przedstawiono w

tabeli 42, natomiast wydajno$ci kwantowe fotochemicznego rozktadu EPI w tabeli43 i 44.
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Tabela 42.

Srednie warto$ci molowych wspétczynnikow absorpcji dla EPI

Molowe wspélezynniki absorpcji

[l mol™ -cm™]

Promieniowanie wzbudzajace

€365

Promieniowanie wzbudzajace

€510

Promieniowanie analizowane

€480

3,35 10°

1,02 - 10*

1,20 - 10*

Wydajnosci kwantowe - filtr Amaks = 365 Nm

Tabela 43.

Wydajnos$ci kwantowe fotochemicznego rozktadu EPI (filtr Apqes = 365 nm)

Lp. tisl A Wydajnopé: Zlfv:/:?ltowa ; % konwersji
1 0 0,5818 0 0
2 10 0,5525 549 -107° 5,04
3 20 0,5244 537-107° 9,87
4 30 0,4985 525-107° 14,32
5 40 0,4748 5,01-107° 18,39
6 45 0,4579 5,16 10° 21,30
7 50 0,4497 4,95-10° 22,71
8 60 0,4281 4,80 - 10° 26,42
9 70 0,4072 4,67 -10° 30,01
10 80 0,4011 423 -10° 31,06
11 95 0,3742 4,09 - 10° 35,68
12 115 0,3303 4,10 - 10® 43,23
13 135 0,2995 3,92-10° 48,52
14 165 0,2644 3,60 - 10° 54,55
15 215 0,2165 3,18 -10° 62,79
16 245 0,2009 2,85-10° 64,08
17 275 0,1848 2,70 - 107 68,24
18 305 0,1695 2,53 10° 70,87
19 345 0,1582 2,29 -10° 72,81
20 415 0,1496 1,95 10° 74,29
21 445 0,1411 1,85-10° 75,75
22 525 0,1342 1,60 - 107 76,93
23 545 0,1338 1,53 - 10° 77,00
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Wydajnosci kwantowe — filtr Amaks = 510 nm

Tabela 44.

Wydajno$ci kwantowe fotochemicznego rozktadu EPI (filtr Ay = 510 nm)

Lp. t[s] A Wydajnos$¢ kwantowa @; % konwersji
1 0 0,394

2 4 0,3407 1,02 - 10 13,53

3 5 0,3159 1,19 - 10™ 19,82

4 6 0,3109 1,06 - 10™ 21,09

5 8 0,2798 1,09 - 10 28,98

6 10 0,2426 1,16 - 10™ 38,43

7 12 0,2146 1,15-10™ 45,53

8 14 0,1946 1,09 - 10™ 50,61

9 16 0,1702 1,07 - 10™ 56,80
10 18 0,1548 1,02 - 10™ 60,71
11 21 0,1403 9,26 - 107 64,39
12 25 0,1197 8,41-10° 69,62
13 28 0,1126 7,70 - 10° 71,42
14 33 0,1071 6,66 - 107 72,82
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5. OMOWIENIE WYNIKOW

Chlorowodorek epirubicyny (EPI) jest potsyntetyczng pochodng doksorubicyny i zaliczany
jest do II generacji antybiotykow antracyklinowych. Podawany jest wytacznie dozylnie, gdyz
po podaniu doustnym wchtania si¢ w niewielkim stopniu. Podobnie jak inne antracykliny,
wykazuje wielokierunkowy mechanizm dziatania [106] i jest waznym sktadnikiem wielu
schematow leczenia nowotworéow. Jednym =z warunkdéw skutecznej 1 bezpiecznej
farmakoterapii jest stosowanie leku o odpowiedniej jakosci oraz trwatosci. Antybiotyki
antracyklinowe sg podatne na rozklad pod wplywem czynnikéw fizycznych i chemicznych,

zaro6wno w roztworach wodnych, jak i w fazie statej [107-110].

W badaniach trwatosci lekow stosowane sa testy stresowe, przyspieszone oraz
dhugoterminowe. Testy w warunkach stresowych pozwalaja na wyznaczenie obserwowanych
stalych szybkosci reakcji rozkladu oraz obliczenie parametrow termodynamicznych, a takze
na mozliwos¢ przewidywania trwatosci. Testy stresowe wykonuje si¢ w warunkach:

— hydrolizy w srodowisku kwasowym, zasadowym i obojetnym

— fotolizy

— rozktadu pod wptywem temperatury oraz wilgotnosci wzglednej powietrza.

Wstepne badania trwato$ci czasami zostajg wigczone do tzw. stability-indicating method,
podczas opracowywania metody analitycznej odpowiedniej do badan trwatosci. W przypadku
chlorowodorku epirubicyny takie badania zostaly przeprowadzone z zastosowaniem metody
HPLC, stosujac kolumn¢ z zelem krzemionkowym z grupami oktylowymi oraz jako faze
ruchomg mieszaning roéwnych objetosci buforu fosforanowego o pH 3,1 i acetonitrylu [111].
Autorzy okreslili procentowy ubytek substratu w warunkach rozktadu w: 1 mol/l roztworze
wodorotlenku sodu, 1 mol/l kwasie solnym, 10% roztworze nadtlenku wodoru, wodzie
(wszystkie badania prowadzono w temperaturze 60°C) oraz roztworu substancji w wodzie

w temperaturze 105°C, a takze roztworu w wodzie poddanego dzialaniu §wiatta. Uzyskane
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wyniki nie pozwalaja na wyznaczenie parametrow kinetycznych reakcji, a jedynie na

zakwalifikowanie substancji jako nietrwatej badz trwatej w warunkach badania.
Cel badan

Celem podjetych w niniejszej rozprawie badan byla ocena trwato$ci chlorowodorku

epirubicyny (EPI):

— w roztworach wodnych, z uwzglednieniem wptywu stg¢zenia jonow wodorowych, rodzaju
I stezenia buforow, sity jonowej i temperatury

— pod wptywem $wiatta oraz dodatkowo

— w fazie statej — warunkach podwyzszonej temperatury przy RH = 0% oraz przy RH
powyzej 50%.

Metody analityczne

Badania trwatos$ci leku ulegajacego rozktadowi pod wplywem czynnikow fizycznych

I chemicznych sg mozliwe pod warunkiem zastosowania metody analitycznej umozliwiajacej

obserwacj¢ zmian stgzenia substratu obok tworzacych si¢ produktow rozktadu. Zastosowana

metoda musi zosta¢ takze zwalidowana w celu wykazania jej przydatnosci do okre§lonego

celu badania. W badaniach trwato$ci najczgsciej stosuje si¢ metode HPLC, ktora jest takze

polecana przez Farmakopeg¢ Polskg X w ocenie czysto$ci — badaniu substancji pokrewnych

EPI oraz w okre§laniu jej zawartosci. W niniejszej pracy, w ocenie trwatosci EPI

w roztworach wodnych i w fazie stalej zastosowatem metode HPLC [112-113], natomiast

w ocenie podatnosci na rozktad pod wptywem $wiatta — metodg spektrofotometryczng UV-

VIS [114]. Zastosowane metody zwalidowatem w celu udowodnienia, ze sa odpowiednie do

wyznaczonego celu. Podsumowanie parametréw walidacyjnych przedstawiono w tabelach 45

1 46.

Wykazano, Ze:

— metoda HPLC jest selektywna dla substratu w obecnos$ci produktéw rozkladu i wzorca
wewnetrznego

— metoda UV-VIS pozwala na rejestracj¢ zmian st¢zenia substratu w czasie rozkladu
fotochemicznego

— zastosowane metody s3 liniowe w badanych zakresach stgzen

— zastosowane metody Sa precyzyjne i odpowiednio czufe.
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Tabela 45.

Podsumowanie parametrow walidacyjnych metody HPLC oznaczania EPI w

statej

roztworach wodnych i w fazie

Badany parametr

Kryterium akceptacji

Wynik

Selektywnosé
= wplyw substancji interferujacych

Rozdziat pikéw  substancji
badanej od produktéw rozkltadu
1 wzorca wewngetrznego

Spetnia kryteria akceptacji

Precyzja

= roztwory RSD < 5% RSD =1,84

= faza stala RSD < 5% RSD =0,79

Liniowosc 0,9985 (roztwor
= wspotczynnik korelacji (r) >0,990 ’ y

1,000 (faza stata)

Granica
= detekcji
=  oznaczalno$ci

0,0100 mg/ml (roztwory wodne); 0,00506 mg/ml (faza stata)
0,0305 mg/ml (roztwory wodne); 0,0153 mg/ml (faza stata)

Stabilno$¢ roztworu substancji badanej i
wzorca wewnetrznego

Roztwory substancji badanej przechowywane w wodzie z
lodem i chronione od §wiatta zachowywaty trwatos¢ 2 h

Tabela 46.

Podsumowanie parametrow walidacyjnych metody spektrofotometrycznej oznaczania EPI
w roztworach wodnych w badaniach podatnosci na rozktad pod wpltywem $wiatta

=  oznaczalno$ci

Badany parametr Kryterium akceptacji Wynik
Liniowos$¢
= wspblczynnik korelacji (1) > 0,990 0,9995
Precyzja RSD < 5% Spetnia kryterium akceptacji
Granica
= detekcji 1,43 - 10° mg/ml

4,34 - 10”° mg/ml

Ocena trwatosci chlorowodorku epirubicyny w roztworach wodnych

Badania trwato$ci EPI w roztworach wodnych prowadzono w czterech temperaturach (363 K,

353 K, 343 K 1333 K) i polegaty one na:

— wyznaczeniu obserwowanych stalych szybkosci reakcji w roztworach buforowych,

w zakresie pH od 0,42 do 9,95

— potwierdzeniu lub wykluczeniu wystgpowania ogdlnej katalizy kwasowo-zasadowej

— wyznaczeniu stalych kpy, charakteryzujacych wtasciwa katalize kwasowo-zasadowa

— opisaniu zaleznosci log kpn = f(pH) odpowiednim roéwnaniem

— obliczeniu katalitycznych stalych szybkosci reakcji czastkowych

— wyznaczeniu parametréw termodynamicznych reakcji czastkowych

— okresleniu wptywu sity jonowej na trwatos¢.
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Obserwowane state szybkosci reakcji

Obserwowane state szybkosci reakcji rozktadu pseudopierwszego rzedu wyznaczono metoda
HPLC, z réwnania In Pi/P,; = In (Pi/Pyz)o — Kobs x t lub In ¢, % = In Cg - Keps X t. Dla kazdej
prostej, dla ktorej wykonano od 8 do 10 pomiaréw, wyznaczono parametry kinetyczne

reakcji, stosujac arkusz kalkulacyjny Excel.

Ogdlna kataliza kwasowo-zasadowa

W badaniach trwatosci uwzgledniajacych wptyw rodzaju i st¢zenia sktadnikow buforu, nalezy
zawsze rozwazy¢ mozliwos¢ wystgpienia ogolnej katalizy kwasowo-zasadowej, czyli takiej
sytuacji gdy przy stalej wartosci pH i sity jonowej ale przy réznych stezeniach sktadnikow
danego buforu, szybko§¢ zachodzacej reakcji zmienia si¢ wraz ze wzrostem stezenia
sktadnikow buforu. W celu potwierdzenia lub wykluczenia, ze sktadniki zastosowanych
w badaniu buforow wykazuja efekt katalityczny, przeprowadzono badania trwatosci EPI przy
statej wartosci pH 1 sile jonowej = 0,50 mol/l dla trzech lub czterech réznych stgzen
sktadnikow danego buforu, a nastgpnie po zastosowaniu testu rdwnoleglo$ci potwierdzano
lub wykluczono wystepowanie ogdlnej katalizy kwasowo-zasadowe;j.

Stwierdzono, ze efekt katalityczny wykazujg sktadniki nastepujacych buforéw:
— buforu fosforanowego w zakresie pH od 2,15 do 3,38 oraz w zakresie pH od 5,91 do 7,45

(Rycina 42 i 44)
— buforu octanowego w zakresie pH od 4,01 do 5,89 (Rycina 43).
W warunkach ogdlnej katalizy kwasowo-zasadowej, obserwowane state szybkosci reakcji
mozna opisa¢ ponizszym roéwnaniem:

Kobs = Kon + ka[B]+ ...10

gdzie: Kkpn — stata szybkosci reakcji opisujaca wiasciwa katalize kwasowo-zasadowa

kg — stata szybkosci opisujaca efekt katalityczny sktadnikow buforu

[B]+ — catkowite stezenie sktadnikow buforu

Wartos$¢ ko jest rowna odcinkowi rzednej dla [B]r = 0.
W roztworach buforu boranowego oraz wodorotlenku sodu i kwasu solnego ma miejsce
jedynie wlasciwa kataliza kwasowo-zasadowa, czyli wyznaczone obserwowane state

szybkos$ci rozktadu kops = Kph.

108 Artur Firlej: Trwatos¢ chlorowodorku epirubicyny w roztworach wodnych



A B

3,00E-04 1,20E-04
k
PH Kops
2,50E-04 . ./’ 1,00E-04 //‘
2,00E-04 7S 8,00E-05
©2,15 / 02,42
y 6,00E-05
1,50E-04 827 280
1,00E-04 /_F,Affff 32 4,00E-05 1————————— N " O e e | 4337
5,00E-05 /ﬁ/ﬁ/‘ﬁ‘""‘ 2,00E-05 //,f//‘l
0,00E+00 ] ] ] ] | 0,008+00 o o1 02 03 o4 0,518l mol/l
0 0,1 0,2 0,3 04 0,5 [Bly, mol/I , ) , , X
4,00E-05 8,00E-06
K ‘obs
3,508-05 (3 7,00E-06 o
S /
3,00E-05 / 6,00E-06 S
2,50E-05 5,00E-06
024 02,37
2,00E-05 / 0298 4,00E-06 0242
1,50E-05 A34 3,00E-06 2338
1,00E-05 /e,//°’/o 2,00€-06
_ A—A
5,00E-06 | 4——— & 1,00€-06
0,00E+00 - - - - {[B];, mol/I 0,00E+00 T T - ; " [Bl, mol/l
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0 01 0,2 03 04 05
Rycina 42.

Wykresy ko = f([B]+) reakcji rozktadu EPI w buforze fosforanowym w temperaturze 363 K (A), 353 K (B), 343 K
(C)i333 K (D).

1,20E-04 4,00E-05
ohe
K% 3,50E-05 n
1,35€-04 s ° ,
s 3,00E-05
8,00E-05
/ A ©4,08 2,50E-05 - Ld
6,00E-05 & 84,52 2,00E05 04,02
as1 15,01
4,00E-05 A A . 05,62 1,50E-05
A//_,;/-’——é 1,00E-05
2,00E-05 - jERERNERER;
5,00E-06
0,00E+00 ! } | | | 0,00E400 ‘ ‘ ‘ ‘
4 B];, mol/I
0 01 02 03 04 0,48l mol/l 0 01 02 03 04 tl),gp /
1,208-05 6,00E-06
kobs //. kobs
1,00E-05 - 5,00E-06 >
°
- °
8,00E-06 4,00E-06

/“ 04,41
6,00E-06 ©4,01 3,00E-06 L4 84,75

®5,01 / s
4,00E-08 2,00E-06 s

SESEESEEES ./l/ @589
2,00E-06 1,00E-06 T e
0,00E+00 T T T T [B];, mol/I 0,00E+00 ] ] ] i |
0 0,1 0,2 03 04 05 0 o1 02 03 04 038}, moll

Rycina 43.
Wykresy kg = f([B]r) reakeji rozktadu EPI w buforze octanowym w temperaturze 363 K (A), 353 K (B), 343 K
(C)i 333K (D).
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Rycina 44.

Wykresy Ky = f([B]r) reakeji rozktadu EPI w buforze fosforanowym w temperaturze 363 K (A), 353 K (B), 343 K
(C)i 333K (D).

Wiasciwa kataliza kwasowo-zasadowa

Otrzymane w badanich przedstawionych powyzej wartosci kpn postuzyty do analizy wptywu
stezenia jonow wodorowych (pH) na trwatos¢ EPI w roztworach wodnych. Wyznaczona
z otrzymanych wartosci kpn potlogarytmiczna zaleznos¢ kpn = f(pH) (Rycina 45) wskazuje, ze
w roztworach wodnych EPI, w zakresie pH od 0,42 do 9,95, mozliwe sa nastepujace reakcje:
— rozktad protonowanych czasteczek EPI katalizowany jonami wodorowymi (Kj)

— hydroliza spontaniczna pod wpltywem wody czasteczek EPI protonowanych (ky)

I nieprotonowanych (Kks)
monoanionéow EPI

— rozklad czasteczek nieprotonowanych i katalizowany jonami

wodorotlenowymi (K i Ks)
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Calkowita szybko$¢ reakcji, opisana réwnaniem przedstawionym ponizej, jest rowna

sumie reakcji czastkowych:

ka:k]_XaH+><f1+k2Xf1+k3><f2+(k4><f2+k5><f3) X doH- W11

gdzie:

ay+, aon- aktywnos¢ jonow wodorowych i wodorotlenowych

fi-f;  utamki stezen poszczegélnych form EPI (protonowanych, nieprotonowanych i monoanionow).
Wartosci fi, f, i fy zostaly wyznaczone uwzgledniajac wartosci pK, EPI wynoszace okoto 7,4 and 9,5
(Rycina 46)

ki katalityczna stata szybko$ci reakcji rozktadu protonowanych czasteczek EPI pod wptywem jonow
wodorowych

ko, k3 —katalityczne state szybkos$ci spontanicznej hydrolizy pod wptywem wody czasteczek

protonowanych i nieprotonowanych EPI

ky i ks katalityczne state szybkosci reakcji rozktadu czasteczek nieprotonowanych i monoanionéw EPI
katalizowany jonami wodorotlenowymi

1,00E-01
Kono S
1,00E-02 - g
1,00E-03
©353K
1,00E-04 A 343K
©333K
1,00E-05 ®363K
1,00E-06
1,00E-07 | | | | | pH

0,00 200 4,00 6,00 8,00 10,00

Rycina 45.

Pollogarytmiczna zaleznos¢ Ky = f(pH) reakeji rozktadu EPI w roztworach wodnych w temperaturze 333 K, 343
K, 353 K 1 363 K. Punktory zostaty wyznaczone do§wiadczalnie, linig ciggla oznaczono profil teoretyczny.
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Rycina 46.

Utamki stgzen poszczegolnych form jonowych EPI.

Na podstawie rownania opisujacego calkowita szybkos¢ reakcji rozktadu EPI wyznaczono
poszczegdlne katalityczne state szybkosci reakcji. Katalityczne state szybkos$ci reakcji ki
wyznaczono z zaleznosci Kpn = f(an+), uwzgledniajac wartosci kon z zakresu pH 0,42-3,40.
W tym zakresie pH EPI wystepuje w postaci protonowanej. Wykresy kpy = f(an+) sa

prostoliniowe o nachyleniu dodatnim réwnym k; (Rycina 47).

1,00E-02
(]
Koh
8,00E-03
)
6,00E-03 © 333K
@343K
/A
4,00E-03 A A 353K
@363K
2,00E-03
0,00E+00
ayt
Rycina 47.
Zalezno$¢ kpy = f(ay+) reakcji rozktadu EPI w roztworach wodnych.
Katalityczne state szybkosci k4 1 K5 obliczono z rownania:
k’pH = ka — (kl X ant X fl) = (k4 x fo + ks x f3) X doH- .12
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uwzgledniajac wartosci kpy z zakresu pH powyzej 8,5, w ktorym suma utamkow stezen

fo + f3 > 1. Wykresy k’pn/(aon- x f3) = f(f2/f3) sa liniowe o nachyleniu dodatnim réwnym ka,

natomiast warto$¢ b odpowiada katalitycznej statej ks w danej temperaturze (Rycina 48).

Katalityczne state szybkos$ci ks i k3 obliczono z nastepujgcego rownania:

K’ph = Kpn — (K1 x ap+ x fy + (Ka x f2. ks x f3) x aop-) = kp x fr + kg x f

.13

po uwzglednieniu wartosci kpn z zakresu pH 2,8-7, w ktorym suma ulamkow stezen

fi + f, > 1. Wykresy k’pu/fi = f(fo/f1) sa liniowe o nachyleniu dodatnim réwnym ks,

natomiast warto$¢ b odpowiada katalitycznej stalej szybkosci k; (Rycina 49).
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Rycina 48.

Zaleznos¢ k’pnl/(aon- f3) = f(f2/f3) reakeji rozktadu EPI w roztworach wodnych.
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Rycina 49.

Zalezno$¢ k’pulfy = f(f,/fy) reakcji rozkladu EPI w roztworach wodnych.

Wyznaczone katalityczne stale szybkosci reakcji czastkowych przedstawiono w tabeli 47
i wykorzystano je do obliczenia profilu teoretycznego. Obliczony profil przedstawiono na
rycinie 45 linig ciagla, a warto$ci wyznaczone doswiadczalnie — punktorami.

Uzyskana zgodno$¢ profilu obliczonego z profilem doswiadczalnym potwierdza

prawidtowos¢ zastosowanego rownania opisujacego catkowita szybkosc¢ reakcji rozktadu EPI.

Parametry termodynamiczne

Wyznaczone wartosci katalitycznych statych szybkosci reakcji postuzyly do wyznaczenia
zalezno$ci Arrheniusa (Rycina 50), czyli zaleznoSci pomiedzy katalityczng stata szybkosSci

reakcji a odwrotno$cig temperatury bezwzglednej:
ki=A - e .14
Po zlogarytmowaniu réwnanie to przyjmuje postac:

Inki=In A-EJ/RT .15
gdzie:

k; — katalityczna stata szybkos$ci reakcji rozktadu

A — wspotczynnik czestotliwosci; jego wymiar jest taki sam jak statej szybkosci reakcji
E. — energia aktywacji

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

T — temperatura bezwzgledna; K.
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Energic aktywacji (E,) oraz entalpic (AH?) i entropie reakcji (AS?) (Tabela47) obliczono

Z nastepujacych wzordéw:

gdzie:

E. = -aR [J mol™)

AH7 =

a—nachylenie wykresu In ki= f(1/T); -a = EJ/R
k — stata Boltzmanna = 1,381 - 102 [J K]
h — stata Plancka = 6,626 - 10** [J 5]

Tabela 47.

a—RT [Imol™]
AS* =R [In A—In (kT/h)] [J K* mol™]

...16
.17
.18

Katalityczne state szybkosci i parametry termodynamiczne reakcji rozktadu EPI w roztworach wodnych

T, K UT k £ Ak falez(nc/)éc; Parametry termodynamiczne
= fUT

ky [mol™ - 15
333 | 300-10° (1,02+0,07)-10° |y =_0,9997 E, = 118,8 + 9,4 ki-mol*
343 2,92.10° (3,44+0,12) - 10° a=-14282+ 1030 | AH* =116,3 + 9,4 kJ-mol™
353 283.10° (122+011) - 107 b=36,0+33 AS” =545+ 27,0 K mol™
363 2,75-10° (3,43+0,41) - 10

ko [s7]
333 3,00 -10° (882+822)-107 | ;= 09850 E, = 104,1 + 55,4 kJ-mol*
343 2,92.10° (3,79 +2,75) - 10° a=-12518 £ 6666 | AH* = 101,6 + 55,4 kJ-mol*
353 283.10° (112+0,85) - 10° b=238+19,2 AS” = -46,6 + 159,7 J-K™-.mol™
363 2,75-10° (1,91+0,41) - 10°
ks [s7]

333 | 3,00-10° (5.02+042)-10° | ;= .0,9890 E.=80,7 £ 36,7 kl-mol’
343 2,92.10° (1,57 +0,04) - 10°* a=-9708 +4416 | AH" = 78,3+ 36,7 ki-mol™
353 283.10° (2,46 £ 0.11) - 10° b=193+12,7 AS” = -84,0 + 105,7 J-K™.mol™
363 2,75-10° (6,28 +0,52) - 10™

ks [mol™ - 15
333 3,00 - 103 4,95+ 0,65 r = -0,0979 E, = 66,8 + 13,1 kJ-mol™
343 2,92.10° 9,89+1,21 a=-8042 + 1579 AH* = 64,4 + 13,1 kJ-mol™
353 283.10° 17687 b=257+45 AS” =-30,8 + 37,8 J-K .mol™
363 2,75-10° 37,6 19,2

ks [mol™ - 1 5]
333 3,00 - 10° 0,821+ 3,110 r = -0,9993 E, = 63,8 + 7,3 kJ-mol ™
343 2,92-10° 1,44 +7,17 a=-7678 + 882 AH* = 61,4 + 7,3 kJ-mol™*
353 283.10° 31012478 b=228+25 AS” = -54,8 + 21,1 J-K .mol™
363 2,75-10° 5,39 + 99,46
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Rycina 50.

Pollogarytmiczna zaleznos$¢ k; = f(1/T) reakcji rozktadu EPI w roztworach wodnych.

Najnizsza energie aktywacji wykazuja reakcje rozktadu czgsteczek nieprotonowanych oraz
monoanionu EPI katalizowane jonami wodorotlenowymi. Ujemne entropie aktywacji
obserwuje si¢ dla reakcji spontanicznych pod wptywem wody oraz reakcji katalizowanych
jonami wodorotlenowymi. Entropia aktywacji, czyli rdznica stanu przejsciowego danej
reakcji oraz jej stanu poczatkowego nie zalezy od poczatkowej energii aktywacji. Jezeli
W stanie przejsciowym mozliwo$¢ ruchow jest ograniczona lub zahamowana, wowczas AS™
maleje i przyjmuje bardziej ujemne wartosci, im silniej jest ograniczona swoboda ruchow
reagentow w kompleksie aktywnym. Ujemne entropie aktywacji sg charakterystyczne dla
reakcji dwuczasteczkowych, podczas ktorych dwie czasteczki tacza sie¢ w jeden kompleks
aktywny. Wyzsza entropia aktywacji reakcji katalizowanej jonami wodorowymi
w poroéwnaniu z reakcja spontaniczng oraz katalizowang jonami wodorotlenowymi moze by¢

uzasadniona dodatnim udziatem entropii reakcji protonowania.
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Wptyw sity jonowej [112]

Do interpretacji wptywu sily jonowej na szybko$¢ rozktadu EPI zastosowano rownanie

Bronstedta-Bjerruma:

W
1+\/H_

logk, = logk, + 2QZ,Zy

.19

gdzie:

ki obserwowane state szybkos$ci reakcji wyznaczone w 0,05 mol/l kwasie solnym, w temperaturze
363 K i w roztworach wodorotlenku sodu 0,05 mol/l w temperaturze 303 K; badania prowadzono
stosujac roztwory o sile jonowej odpowiednio: 0,10; 0,20; 0,30; 0,40 i 0,50 mol/l

Ko warto$¢ statej szybkos$ci reakcji przy wartosci sity jonowej rownej zero

ZpiZp tadunek reagujacych czasteczek

u wartos$¢ sity jonowej

2Q0=1,02 w temperaturze 25°C w roztworach wodnych

Wykonano wykresy log keps = f(Vu/(1+Vp)) (Rycina 51) oraz obliczono parametry tego

réwnania (Tabela 48).
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Rycina 51.

Zaleznosé log ki = f(Np/(1+V)) reakeji rozktadu EP1 w 0,05 mol/l kwasie solnym w temperaturze 363 K oraz
w 0,05 mol/I roztworze wodorotlenku sodu w temperaturze 303 K.

Wykresy log kops = f((Ww/(1+Vu)) sg prostoliniowe, a ich nachylenie wynosi 2QZaZg.
Z wyznaczonego nachylenia, znajac wartos¢ 2Q w danej temperaturze, mozna obliczy¢
tadunek reagujacych jonow Za i Zg, CO ma istotne znaczenie w ustalaniu mechanizmu reakcji

rozkladu.
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W 0,05 mol/l kwasie solnym w temperaturze 363 K, wyznaczona warto$¢ 2QZaZg = 1,01 +
0,11, natomiast w 0,05 mol/l roztworze wodorotlenku sodu w temperaturze 303 K 2QZxZg =
2,06 + 0,80, co moze wskazywacé, ze W roztworach kwasu solnego ma miejsce reakcja
protonowanych czasteczek EPI z jonami wodorowymi, natomiast w $rodowisku silnie
zasadowym, reakcja dianionu EPI z jonami wodorotlenowymi. Z uwagi na szybkos$¢ reakcji
rozktadu EPI w zakresie pH powyzej 9, profil wyznaczono tylko do pH 9,95, a w tym

zakresie obserwowano reakcje monoanionéw EPI z jonami wodorotlenowymi.

Tabela 48.

Wplyw sity jonowej na szybko$¢ rozktadu EPI w 0,05 mol/l kwasie solnym w temperaturze 363 K i w 0,05 mol/l
roztworze wodorotlenku sodu w temperaturze 303 K

L.p. ki, s™ Parametry rownania
y=ax+b
0,05 mol/HClI, 363 K
1 0,4142 9,100 10*
2 0,3874 8,480 10* a=1,009+0,108
3 0,3539 8,040 10™ g :_ 00,90938339
-4 a = Yy
4 0,3090 7,100 10 S, = 4,662 10°
5 0,2403 6,070 10
0,05 mol/l NaOH, 303 K
1 0,4142 1,266 10 a=2,062+ 0,795
2 0,3874 8,935 10° r=0,9679
3 0,3539 8,059 10°° za i 8,222;
4 0,3090 7,104 1073 y= Y
0,2403 5,024 107

Przeprowadzone badania trwatosci EPI w roztworach wodnych potwierdzity, ze:

rozktad EPI zachodzi zgodnie z kinetyka reakcji pseudopierwszego rzgdu

— sktadniki buforu octanowego oraz buforow fosforanowych wykazuja efekt katalityczny

— najnizsza anergia aktywacji charakteryzuja si¢ reakcje rozktadu EPI katalizowane jonami
wodorotlenowymi

— w warunkach wilasciwej katalizy kwasowo-zasadowej EPI wykazuje najwyzsza trwatos¢

w zakresie pH od okoto 3 do okoto 5.
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Trwatos¢ EPI w fazie statej [113]

Badania w fazie stalej przeprowadzono w podwyzszonej temperaturze w atmosferze
powietrza o wilgotno$ci wzglednej ~76,4% oraz 0%. Wpltyw wilgotnosci wzglgdnej
powietrza na szybko$¢ rozktadu EPI badano w temperaturze 363 K. Zmiany stezenia EPI
analizowano metoda HPLC, z =zastosowaniem parametrow rozdzielenia opisanych
w badaniach w roztworach wodnych.

Rozktad EPI w podwyzszonej temperaturze przy RH = 0% zachodzil zgodnie z kinetyka
reakcji odwracalnej pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu. Do wyznaczenia stalej
szybkosci rozktadu konieczne byto w tym przypadku zastosowanie techniki odejmowania.

Rozktad EPI w podwyzszonej temperaturze i RH powyzej 50% zachodzit zgodnie
z kinetyka reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu.

Wyznaczone stale szybkos$ci rozktadu w podwyzszonej wilgotno$ci wzglednej powietrza (RH
~74,6%) w pigciu temperaturach postuzyly do wyznaczenia zalezno$ci Arrheniusa oraz
parametrow termodynamicznych reakcji, stosujac wzory opisane w badaniach w roztworach
wodnych.

Uzyskane wyniki badania trwalosci EPI w fazie statej por6wnano z wynikami badan innych
antybiotykow antracyklinowych, tj. daunorubicyny 1 doksorubicyny (Tabela 49, Rycina 52)
[110, 113].

o 6 Daunorubicin: R; =-OCH;3, R,=H, R3;=H, R,=O0H, Daunorubicyna
R3 Epirubicin: R; =-OCHjs, R, = OH, R; = OH, R4 = H, Epirubicyna

O OH o)
d R2
Os“ " OH Doxorubicin: R; =-OCH;, R, =0H, R;=H, R,=0H, Doksorubicyna
R, O

Rozktad doksorubicyny w podwyzszonej temperaturze 1 podwyzszonej wilgotnosci wzglednej
powietrza zachodzil takze zgodnie z rownaniem reakcji I rzedu wzgledem stgzenia substratu,
natomiast w tych samych warunkach rozklad daunorubicyny miat charakter reakcji
autokatalitycznej.

Analizujac wptyw potozenia grupy OH przy C-4’ doksorubicyny i epirubicyny, mozna
stwierdzi¢, 1z nie wplywa on na kinetyczny mechanizm rozkladu doksorubicyny
I epirubicyny, a jedynie na szybko$¢ tego rozktadu. W badanych warunkach, epirubicyna jest

bardziej podatna na rozktad niz doksorubicyna.

5. Omowienie wynikow 119



1,00E-03

k;, st

1,00E-04 ‘\

1,00E-05 \
@ DOX
A EPI

1,00E-06
L3 ¢ DAU

1,00E-07

1,00E-08 | | | | |
2,60E-03 2,70E-03 2,80E-03 2,90E-03 3,00E-03 3,10E-03 1/T,K?

Rycina 52.
Pollogarytmiczne zaleznosci k; = f(1/T) reakeji rozktadu DAU, DOX, EPI w fazie statej, RH ~76,4%.

Tabela 49.

Parametry prostej In ki = f(1/T) oraz parametry termodynamiczne reakcji rozktadu daunorubicyny (DAU),
doksorubicyny (DOX) i epirubicyny (EPI) w fazie statej, RH = 76,4%

T [K] 1/T 103 (k + AK) [s1] Parametry rOwnania Parametry termodynamiczne

In k; = f(1/T)

DAU
333 3,003 (7,12 + 0,81)-107
343 2,915 (532+0,71) -10° a=-16581+3972 E,=138,2 + 33,5 [kJ/mol]
353 2,833 (2,26 +0,38) -10° b=359+113 AH? = 108,2 £ 41,1 [kJ/mol]”
363 2,755 (5.25 = 1,95) -10° r=-0,9916 AS” = 1,13 + 130,61 [J/(K-mol]”
373 2881 | (17,5+02)-10°

DOX
353 2,833 (1,20 +0,10)-107
358 2,793 (1,87 £0,14) -107 a=-19804 + 5682 E,=164,7 + 47,2 [kJ/mol]
363 2,755 (4,82 +0,39) 107 b=40,0+15,6 AH* = 162,2 £ 49,7 [kJ/mol]”
368 2,717 (1’18 N 0’13) 10° r=-0,988 AS”= 87,5+ 114,8 [J/(K-mol]”
373 2,681 (1,90 £ 0,14) -10°®

EPI
333 3,003 (8,02 + 1,28)-10°
343 2,915 (6,79 + 0,93) ,10-5 a=-16250+ 3823 E,=135,1 £ 32,2 [kJ/mol]
> 5 _ +_ *

353 2,833 (2,02 £ 0,30) -10° b r3_5_, (1) ;912 0,9 2; - 41632,1 Z ;i,SJEin/moll]*
363 12755 | (6,61+0,59)-10° ! = 46,8+ 90,2 [J/(K-mol]
373 2,681 (1,80 £ 0,24) -10°*

* dla temperatury 298 K
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Wptyw wilgotnosci wzglednej powietrza na rozktad EPI

Zalezno$¢ pomig¢dzy wilgotnoscia wzgledng powietrza a trwatoScig EPI opisana jest podanym

ponizej rownaniem:

Inki=Inkg+a-RH%

..20

Zgodnie z powyzszym rownaniem wartoS¢ nachylenia wykresu a okresla wpltyw

wilgotnosci wzglednej powietrza na trwatosé, natomiast wartosé 10° = ko przy RH = 0%.

Tabela 50.

Parametry rownania In k; = f(RH%) reakeji rozktadu EPI, daunorubicyny i doksorubicyny w temperaturze 363 K

RH, % (k + Ak), st Parametry zaleznosci In k; = f(RH%)
Epirubicyna
50,9 (1,67 +0,32) 10° B
66,5 (2,67 £ 0,64) 107 a=0,0379+0,0334;S,=7,77 10
76,4 (6,61 +0,59) 10 b=-12,9 +2,4; S, = 0,563
90,0 (5,75 +0,41) 10° r=0,960, S, = 0,222
Doksorubicyna
50,9 (4,48 +0,71) 10°® \
66,5 (1,28 £ 0,05) 10”7 a=0,0880 + 0,0360; S, = 8,28 10"
76,4 (4,82 +0,39) 107 b=-21,5+2,6; S, = 0,599
90,0 (1,25+0,10) 10°® r=0,991, S,=0,236
Daunorubicyna
25,0 (2,19 +0,66) 10°® ,
50,9 (1,73 +0,31) 10° a=0,0663+0,0122; S, = 6,08 10°
76,4 (5.25+1,95) 10° b=-13,3 +1,7; 8, = 0,390
90,0 (1,29 +0,15) 10™ r=0,992,S,=0,110
010E-04
k, st
001E-04 Mﬁ_
1 000E-08 / ¢ EPI
100E-08 a m DOX
/ A DAU
010E-08
2
001E-08 . . . . |
0 20 40 60 80 100 RH
Rycina 53.

Potlogarytmiczne wykres zaleznosci kj = f(RH%) reakcji rozktadu epirubicyny, daunorubicyny i doksorubicyny

w fazie statej w temperaturze 363 K.
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W warunkach podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza chlorowodorek epirubicyny
wykazuje najmniejszg trwato$¢ sposrod porownywanych substancji. Jednoczesnie jego
trwatos¢ w fazie statej jest zalezna od wilgotnosci wzglednej powietrza w mniejszym stopniu
niz pozostatych antracyklin. Najwickszg trwaloscig charakteryzuje si¢ chlorowodorek
doksorubicyny, co znajduje odzwierciedlenie w jego wyzszej niz dla pozostatych zwigzkoéw

wartosci energii aktywacji.

Podsumowujac badania w fazie statej stwierdzono, ze:

— kinetyczny mechanizm rozkladu EPl zalezy od warunkéw przechowywania.
W atmosferze powietrza o RH ~76,4% rozklad zachodzi zgodnie z modelem reakcji
pierwszego rzedu wzgledem stgzenia substratu, natomiast przy RH = 0% zgodnie
z rownaniem reakcji odwracalnej pierwszego rzedu wzgledem stgzenia substratu

— trwato$¢ epirubicyny w fazie stalej jest poréwnywalna z daunorubicyng, natomiast

doksorubicyna wykazuje w tych warunkach najwigksza trwatos¢.

Badania podatnosci na rozktad EPI pod wptywem swiatta [114]

Antybiotyki antracyklinowe sa podatne na rozktad pod wpltywem §wiatla, dlatego
wszystkie badania wykonywano chronigc badane roztwory przed dostgpem Swiatla.
Ekspozycja na §wiatto bardzo czesto prowadzi do niekorzystnych zmian leku, a powstate
produkty fotolizy moga powodowa¢ dziatania niepozadane.

Do oceny zmian stezenia EPl w czasie reakcji fotodegradacji zastosowano metode
spektrofotometryczng w zakresie $wiatta widzialnego przy A = 480 nm, co umozliwiato
wykonanie pomiaréw w tej samej kuwecie, w ktorej prowadzono naswietlanie.

W pierwszym etapie okre$lono czy substancja jest fotostabilna czy tez fotolabilna. W tym
celu zastosowano aktynometr chemiczny, ktorym byt roztwor chlorowodorku chininy. EPI
ulegata znaczacemu rozktadowi w czasie gdy absorbancja aktynometru chemicznego zmienita
si¢ 0 0,2, a zatem wedlug wytycznych ICH nalezy ja uzna¢ za fotolabilna.

Do ilosciowej oceny procesu fotodegradacji, badane roztwory poddano ekspozycji na
promieniowanie 0 Amas = 365 nm i 510 nm. W czasie ekspozycji na promieniowanie
obserwowano zmiany w widmie absorpcji, z zanikiem pasma absorpcji w maksimum przy
okoto 480 nm. Procesowi fotodegradacji towarzyszylo zmniejszenie intensywnosci

zabarwienia roztworu.
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Podczas ekspozycji wodnego roztworu EPI na promieniowanie, absorbancja zmieniala si¢
w zaleznos$ci od zastosowanego promieniowania:
— o0d wartosci Cog — Cs, przy A = 365 nm
— od wartosci cg — 0 przy A =510 nm

Otrzymano liniowg zalezno$¢ wykresu In (C - ¢,,) = f(t) (A =365 nm) lub Inc = f(t) (A =
510 nm). Z powyzszych zaleznoSci wyznaczono obserwowane stale szybkoSci reakcji
rozktadu EPI, ktore w podanych warunkach wynosza:

Kobs = (7,79 + 0,57)10°° s (Amaks = 365 nm)

Kobs = (7,96 + 0,66)107*s™ (Amaks = 510 nm)

Wyznaczono takze rzeczywiste wydajnosci kwantowe @, ktore wynosza odpowiednio
6,10 - 10 dlaA = 365 nm i 1,26 - 10™ dla A = 510 nm. Wydajnosci kwantowe zmian stgzenia
substratu i pierwotnych reakcji fotochemicznych, zgodnie z prawem Starka-Einsteina,
powinny by¢ rowne jednosci. Wyzsze wartosci @ mogg wskazywaé na wtdrne procesy
fotochemiczne, generowane przez pierwotne produkty rozktadu. W przypadku reakcji
w roztworach wodnych, wydajnos$ci kwantowe przyjmuja czesto wartosci nizsze od jednosci,
co moze by¢ spowodowane deaktywacja czasteczek badanego zwiazku przez czasteczki
rozpuszczalnika.

Zaleznosci In @i = f(t) sa prostoliniowe (Rycina 54, Rycina 55), jednakze mozna
zaobserwowaé znaczny rozrzut wynikéw, co moze by¢ spowodowane zanieczyszczeniem
badanej substancji substratami pochodzacymi z procesu syntezy i potencjalnymi produktami

rozktadu, ktore moga wygasza¢ albo nasilaé procesy fotodegradacyjne macierzystego

zwigzku.

1,0E-04 1,00E-03

[ [

o
vooe-08 -1 MQ‘L‘\F’\‘
1,0E-05 T T T T T 1 1,00E-05 T T T T T T 1
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: "

Rycina 54. Rycina 55.

Zaleznoéci In @; = f(t) dla EPI (filtr Apaks = 365 nm).  Zaleznosci In @; = f(t) dla EPI (filtr Amaxs = 510 nm).
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Podsumowujac badania fotostabilno$ci mozna stwierdzié, ze:

metoda spektrofotometrii UV-VIS jest odpowiednia do badania fototrwatosci EPI

w roztworach wodnych i wyznaczenia obserwowanych statych szybkosci rozktadu pod
wpltywem $wiatta

rozktad EPI pod wptywem $wiatta zachodzil zgodnie z modelem reakcji pierwszego
rzedu wzgledem stezenia substratu, jednakze w przypadku promieniowania o A = 365 nm
nalezato zastosowac technike odejmowania

wydajnosci kwantowe reakcji fotodegradacji EPI rzedu 10 — 10 moga wskazywa¢ na

deaktywujacy wptyw czasteczek rozpuszczalnika na wzbudzane czasteczki EPI.
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6. WNIOSKI

1. Chlorowodorek epirubicyny (EPI) jest podatny na rozktad w roztworach wodnych, ktory

zachodzi zgodnie z kinetyka reakcji pseudopierwszego rzedu.

2. W reakcji rozktadu EPI w roztworach wodnych wystepuje ogélna i wlasciwa kataliza
kwasowo-zasadowa. Efekt Kkatalityczny wykazuja sktadniki buforu octanowego oraz

buforow fosforanowych.

3. Na wilasciwg katalize kwasowo-zasadowa EPI skladaja si¢ nastgpujace reakcje: hydroliza
protonowanych czasteczek EPI katalizowana jonami wodorowymi, hydroliza spontaniczna
pod wplywem wody, =zalezna od tadunku substratu oraz rozklad czasteczek
nieprotonowanych i monoanionéw EPI katalizowany jonami wodorotlenowymi. EPI jest

najbardziej trwata w zakresie pH od 3 do 5.

4. EPI jest zwigzkiem podatnym na rozkltad pod wplywem $wiatta. Szybkos$¢ reakcji
fotodegradacji zalezy od dlugosci fali promieniowania i1 jest wigksza w przypadku

promieniowania o dlugosci fali 510 nm.

5. Kinetyczny mechanizm rozktadu EPI w fazie statej zalezy od warunkéw przechowywania i
zachodzil zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu przy RH powyzej 50% lub zgodnie

z modelem reakcji odwracalnej pierwszego rzg¢du przy RH = 0%.
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7. STRESZCZENIE

Celem badan byta ocena trwatosci chlorowodorku epirubicyny (EPI) w roztworach wodnych.
Badania w roztworach wodnych obejmowaly wplyw stezenia jondw wodorowych
I temperatury, ogolng i wlasciwg katalize¢ kwasowo-zasadowg oraz rozktad pod wptywem
swiatla. Dodatkowo wykonano badania trwato$ci EPI w fazie stalej, ktore polegaly na
wyznaczeniu Kinetycznego mechanizmu rozktadu w warunkach podwyzszonej temperatury
przy RH ~74,4% oraz 0% oraz wptyw temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza.

Do oceny zmian stgzenia substratu zastosowano metode HPLC, natomiast w przypadku
reakcji fotodegradacji — metod¢ UV-VIS. Zastosowane metody analityczne zostaly
zwalidowane.

Badania trwalosci w roztworach wodnych wykonano w zakresie pH od 0,42 do 9,95
w czterech temperaturach (333 K, 343 K, 353 K 1 363 K). Rozktad EPI w roztworach
wodnych zachodzit zgodnie z kinetykg reakcji pseudopierwszego rzedu wzgledem stezenia
substratu i jest opisany nastepujgcym rownaniem:

Inci=1Inco—Kkops - t

Analizujac wplyw catkowitego stezenia sktadnikow badanych buforow — fosforanowych,
octanowego i boranowego, zaobserwowano roznice statystycznie istotne w szybkosci reakcji
ze zmiang st¢zenia buforu w przypadku buforu octanowego oraz buforéow fosforanowych.
W pozostatym zakresie pH Kqps = Kp.

Na wilasciwa katalize kwasowo-zasadowa EPI sktadajg si¢ podane ponizej reakcje
czgstkowe:

— reakcja hydrolizy protonowanych czasteczek EPI pod wptywem jonoéw wodorowych

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

— reakcja rozktadu czasteczek nieprotonowanych oraz monoanionéw pod wplywem

jonow wodorotlenowych.
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Calkowita szybkos¢ reakcji jest rtowna sumie poszczegdlnych reakcji czastkowych:
Kon = Ky x ant+ x f1 + ko x f1 + Kg x f + (Kg x f2 1+ ks x f3) x aon-

Celem wyznaczenia katalitycznej statej szybko$ci reakcji rozktadu protonowanych
czasteczek EPI pod wptywem jonéw wodorowych, wykonano wykres kyn = f(an+), ktorego
nachylenie odpowiada warto$ci k; w danej temperaturze. Katalityczne state reakcji rozktadu
czasteczek nieprotonowanych i monoanionéw EPI pod wplywem jonéw wodorotlenowych
wyznaczono z zalezno$ci kK'pn = Kon — (K1 x ant+ x 1) = (ks x f2 + ks x f3) x aon-,
uwzgledniajac wartosci pH powyzej 8,5, w ktorym f, + f3 — 1, natomiast wartoSci
katalitycznych statych szybkosci k; i ks wyznaczono z zalezno$ci k’pn = Kpn — (K1 % apt+ x f1 +
(ka x T2+ ks x f3) x aon-) = ko x f1 + k3 x f, po uwzglednieniu wartosci ko z zakresu pH 2,8-7,
w ktorym suma utamkow stezen fy + f, — 1.

Stwierdzono, ze w warunkach wilasciwej katalizy kwasowo-zasadowej, EPl wykazuje
najwigkszg trwato$¢ w zakresie pH od 3 do 5. Wyznaczone katalityczne state szybkosci
reakcji wykorzystano do wyznaczenia energii aktywacji oraz entalpii i entropii reakcji.
Wykazano, ze roztwory wodne EPI sg podatne na rozktad pod wptywem $wiatta. Rozktad ten
zachodzit zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu. State
szybkosci rozktadu EPI pod wptywem $wiatta wyznaczono metoda UV-VIS. W przypadku
promieniowania 0 A = 365 nm, celem wyznaczenia Kqps nalezato zastosowaé technike
odejmowania.

Okreslono takze kinetyczny mechanizm rozktadu EPI w fazie statej, ktory zalezal od
warunkow przechowywania. Przy podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza, rozktad
EPI zachodzit zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu wzglgdem stezenia substratu,
podczas gdy przy RH = 0%, zgodnie z modelem reakcji odwracalnej pierwszego rzedu
wzgledem stezenia substratu. Uzyskane wyniki trwatosci EP1 w fazie stalej poréwnano z
wynikami uzyskanymi w podobnych warunkach badania dla daunorubicyny oraz
doksorubicyny.
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Stability of epirubicin hydrochloride(EPI)

In aqueous solutions

Department of Pharmaceutical Chemistry

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

Summary

The aim of this study was to evaluate the stability of epirubicin hydrochloride (EPI) in
aqueous solutions. Aqueous phase studies included specific and general acid-base catalysis,
and stability of EPI solutions under the influence of light. Additionally, the Kinetic
mechanism of EPI degradation in the solid state and the influence of temperature at RH =
76.4% and relative air humidity at 363 K were determined.

An HPLC method was used to determine the changes in the concentration of EPI,
while a UV-VIS method was used for photodegradation studies. Both methods were
validated. Stability studies in agueous solutions were performed in a pH range from 0.42 to
9.95 in four temperatures. The degradation of EPI in aqueous solutions was a pseudo-first-
order reaction with respect to the substrate concentration described by following equation:

Inci=1Inco—Kops - t

Under the conditions of this study, the rate constants depended on the total concentrations of
the phosphate and acetate buffers, which indicated that the components of the buffers
catalyzed the degradation of EPI (general acid-base catalysis). In order to verify that the
differences between Kkqps determined at different buffer concentrations were statistically
significant the parallelism test was used. Since in the reaction solutions of EPI in HCI and
borate buffer general acid-base catalysis was not observed, in that pH range the values of Kqps
= Kph.

The semilogarithmic relationship ko — pH indicated that in water solutions at pH 0.42 — 9.95
the following reactions occurred:

- degradation of the protonated molecules of EPI catalyzed by hydrogen ions

— spontaneous hydrolysis of protonated and unprotonated molecules of EPI under the

influence of water
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— degradation of unprotonated molecules and monoanions of EPI catalyzed by hydroxide
ions.
The total rate of the reaction was equal to the sum of partial reaction rates:

Kon = K1 x ant+ x f1 + ky x f1 + K x T + (Ka x T2+ ks x f3) x aon-

The catalytic rate constants k; were calculated from the plots koy = f(an+) by using the values
of Kyn in the pH range 0.42 — 3.40. The plots were linear with a positive slope that equaled k.
The catalytic rate constants ks and ks were calculated from the equation k’p4 = Kon — (K1 x an+
x 1) = (ks x f2 + ks x f3) x aon- using kpn values above pH 8.5 where the concentrations f, +
f; — 1. The catalytic rate constants k, and ks were calculated from the equation k’p4 = Kpn —
(k1 x an+ x 1 + (ks x f2 4+ Ks x f3) x aon-) = kz x f1 + k3 x f using the kpy values from pH 2.8 —
7, where the concentrations of f; + f, — 1. EPI is the most stable at pH 3 — 5. The catalytic
rate constants were used to determine the energy of activation, enthalpy and entropy of
degradation of EPI.

Aqueous solutions of EPI are susceptible to photodegradation. In order to determine the
observed rate constants a UV-VIS method was used. This process is the first-order reaction
with respect to the substrate concentration. Under radiation at 365 nm the absorbance of EPI
A — A, and the subtraction technique was used to determine the observed rate constant. At
510 nm A — 0.

The kinetic mechanism of EPI degradation in solid state were also established and it
depends on storage conditions. At RH > 50% it was a first-order reaction depending on the
substrate concentration, while at RH = 0% it was the reversible first-order reaction depending
on the substrate concentration.

The so-obtained results in the solid state were compared with results for daunorubicin

and doxorubicin.
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