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1. WSTEP

Antybiotyki p-laktamowe, mimo uptywu okoto 100 lat, nadal sg najczeSciej stosowanymi
chemioterapeutykami, zarowno podczas leczenia w warunkach domowych, ambulatoryjnych i
tych zakazen, ktoére wymagaja hospitalizacji [1]. Niestety dtugi czas i czgstos$¢ ich stosowania,
powoduje znaczg oporno$¢ na nie wybranych gatunkéw drobnoustrojow [2].
Z punktu widzenia aktualnej czgsto$ci stosowania, najwieksze znaczenie majg:

e analogi penamu — penicyliny,

e analogi cefemu — cefalosporyny,

e analogi karbapenemu — karbapenemy.
Dla dwoch grup antybiotykow  B-laktamowych (cefalosporyn i karbapenemow)
odnotowywany jest progres rozwoju kolejnych analogéow. Dla przykladu w grupie
cefalosporyn w 2016 r. wprowadzono do lecznictwa ceftobiprol — analog cefemu z piatej
generacji cefalosporyn [3]. Podczas gdy w roku 2009 wprowadzono do lecznictwa tebipenem
piwoksyl przedstawiciela karbapenemow. Nalezy takze zaznaczy¢, ze mimo nowych
modyfikacji, wszystkie ze wspomnianych analogéw posiadaja B-laktamowy pierscien, ktory

jest warunkiem koniecznym do ich dziatania bakteriobojczego.

Definicja ,,proleku” (ang. prodrug) stanowi, ze jest to substancja nieaktywna lub stabo
aktywna biologicznie, ktora po przemianie metabolicznej w warunkach in vivo przeksztalca
si¢ w produkt (wtasciwy lek) bardziej aktywny o ukierunkowym dziataniu farmakologicznym
[4]. Pojecie ,,prolek” wprowadzit w 1958 r. Albert, definiujac jego wlasciwe dziatanie dopiero
w miejscu dotarcia do receptora [5]. Majac na uwadze takie podej$cie, mozna za przyktad
wskazywa¢ najpopularniejszy z prolekow - kwas acetylosalicylowy, gdzie acetylacja
ugrupowania karboksylowego kwasu salicylowego przyczynila si¢ do uzyskania wtasciwosci
przeciwzapalnych poprzez oddzialywanie z cyklooksygenazg (COX) [6]. Proleki sa
stosowane w farmakoterapii wielu chorob, zarowno przewlektych, jak i tych o etiologii
zakaznej. Dla przykladu leczenie nadci$nienia tetniczego - choroby przewleklej w znacznym
stopniu  moze bazowa¢ na zastosowaniu prolekow z grupy inhibitorow enzymu
konwertujacego angiotensyng, takich jak np. enalapryl, chinapryl, ramipryl. Dorazne
stosowanie prolekow jest odnotowywane w leczeniu takze wielu chordb o etiologii zakaZne;.

Dla przyktadu oseltamiwir czy acyklowir sg stosowane jako substancje przeciwwirusowe [7].



Wraz z rozwojem mozliwo$ci syntezy powstaja proleki dla molekul, dla ktorych nalezy mie¢
na uwadze obok celu koncowego modyfikacji (zmiany rozpuszczalno$ci, smaku itp.)
mozliwosci modyfikacji uwzgledniajace wlasciwosci  fizykochemiczne np. odczyn
chemiczny, nietrwalo$¢ chemiczng czy nawet rozpuszczalno$¢ w rozpuszczalnikach o
roznych wartosciach pH.

Biorac pod uwage znaczne ograniczenia oraz aktualne wyzwania dla rozwoju prolekow z
grupy pB-laktamowych analogow, w dalszej czeSci pracy bedzie potozony nacisk na
modyfikacje analogow B-laktamowych w odniesieniu do ich wlasciwosci preformulacyjnych,

jako implikacji ich oddziatywania z wybranymi substancjami pomocnicznymi.



2. CZESC TEORETYCZNA

2.1. Podziat i charakterystyka analogéw B-laktamowych

Antybiotyki [-laktamowe dziataja poprzez hamowanie syntezy $ciany komorkowej
wybranych bakterii Gram-dodatnich 1 Gram-ujemnych. Ich bakteriobdjcze dziatanie jest
zalezne od stezenia chemioterapeutykOw oraz czasu ich podania [8]. Sam proces inhibicji
wzrostu wybranych szczepow bakteryjnych przez antybiotyki B-laktamowe wynika z ich
strukturalnego podobienstwa do dipeptydu D-Ala-D-Ala stanowigcego integralng czgsc
$ciany komorkowej bakterii. Antybiotyki B-laktamowe taczac si¢ z PBP (ang. Penicillin
Binding Proteins) nabywaja mozliwosci wbudowania si¢ jako ,,fatszywe” elementy budujace
$ciang komorkowa. Zwigzanie struktury B-laktamu z PBP uniemozliwia wydtuzenie tancucha
peptydoglikanu oraz jego usieciowanie. Efektem dziatania bialek PBP zwigzanych z f3-
laktamami jest deformacja ksztaltu bakterii, zwigkszaja ich wrazliwos¢ na ciSnienie
osmotyczne, oraz powoduje lize komorki bakteryjnej [9, 10].

W budowie wszystkich antybiotykow B-laktamowych wyrdézniamy:

a) pierscien B-laktamowy — kluczowy dla aktywnosci bakteriobdjczej,

b) pierscien cykliczny lub heterocykliczny potaczony z pierscieniem B-laktamowym —
dywersyfikujacy mechanizm dziatania bakteriobdjczego oraz odpowiedzialny za
naprezenia wewnatrzczasteczkowe uktadu w obszarze sprzezonych pierscieni,

C) podstawniki majace istotne znaczenia dla zréznicowania spektrum aktywnosci
bakteriobdjczej, takze w odniesieniu do odpornosci wzgledem B-laktamaz,
przenikalnosci do os$rodkowego uktadu nerwowego, pozostaltych parametrow

farmakokinetycznych i mozliwych dziatan nieporzadanych.

Stosowane w lecznictwie 1 diagnostyce mikrobiologicznej najwazniejsze grupy analogow -
laktamowych zawieraja nastepujace uktady p-laktamowe:

= 4-tia-1-azabicyklo [3.2.0] heptan-7-on, obecny w grupie penicylin,

= 5-tia-1-azabicyklo [4.2.0 Jokt-2-en-8-on, obecny w grupie cefalosporyn,

= l-azabicyklo [3.2.0] hept-2-en-7-on, obecny w grupie karbapenemow,

= l-azacyklobutan-4-on, obecny w grupie monobaktamow,

= 1-azabicyklo [3.2.0] hept-2-en-7-on, obecny w grupie inhibitorow p-laktamaz.



2.1.1. Pochodne penamu

Wszystkie kwasowe pochodne analogbw penamu s3 pochodnymi kwasu 6-

aminopenicylanowego (Ryc. 1).
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Ryc. 1. Budowa chemiczna uktadu -laktamowego pochodnych penamu.

Wprowadzenie podstawnikoéw przy C-2, C-3 uktadu 4-tia-1-azabicyklo [3.2.0] heptan-7-on
ma odpowiednio na celu:
- modyfikacje sity dziatania bakteriobojczego,
- zmniejszanie wrazliwosci na dziatanie -laktamaz,
- zwigkszenie lipofilnosci.
W odniesieniu do zdefiniowanych r6znic w budowie chemicznej penicyliny i ich pochodzenia
wyrozniamy:
a) penicyliny naturalne,
b) potsyntetyczne pochodne,
= izoksazolilowe ( np. oksacylina),
= karbosylowe (np. tykarcylina),
c) pochodne aminowe (np. ampicylina),
d) pochodne amidynowe (np. mecylinam),
e) pochodne ureidynowe (np. azlocylina).

Biorgc pod uwage rozwoj opornosci bakteriobojczej wiele analogéw z grupy penicylin ma
wylacznie  znaczenie  diagnostyczne,  gltownie  podczas  prowadzenia  badan
mikrobiologicznych. Na uwage zastuguje tutaj jednak funkcjonujgce potaczenie pochodnych
aminowych z inhibitorem [-laktamaz (np. potaczenia amoksycykliny z kwasem
klawulanowym). Potgczenie ze zwigzkami bardziej podatnymi na hydrolityczne dziatanie -
laktamaz bakteryjnych pozwala na uzyskanie zadowalajacych efektywnosci leczenia z

zastosowaniem znanych pochodnych aminowych analogéw penamu.



W kontekScie progresu rozwoju prolekow penamu nalezy wskaza¢ trinemy. Trinemy to
hybrydy zawierajace elementy budowy charakterystyczne dla pochodnych penamu i
karbapenemu. Ich pierwszym przedstawicielem jest sanfetrinem oraz jego prolek sanfetrin
cyleksetylu [11]. Sanfetrinem jest pierwszym tricyklicznym B-laktamem (trinemem), ktory
mozna podawa¢ doustnie. Mimo, Ze jego struktura chemiczna jest zwigzana z karbapenemami
ma on odporno$¢ na dziatanie dehydropeptydazy nerkowej oraz jest oporny na dziatania [3-
laktamaz bakteryjnych [12]. Aktywno$¢ przeciwbakteryjng sanfetrinem cyleksetylu (prolek
sanfetrinemu) wykazuje podczas infekcji posocznicg wywotang przez Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes i Escherichia coli oraz w infekcjach drog oddechowych wywotanych
przez Streptococcus pneumoniae. Jest skuteczniejszy niz amoksycylina w zmniejszaniu liczby

bakterii w zainfekowanych ptucach [11].

2.1.2. Pochodne cefemu

Substancja wyjsciowa do syntezy tej grupy zwiazkow jest kwas 7-aminocefalosporanowy. W
budowie wszystkich cefalosporyn wyrozniamy pierscien B-laktamowy i dihydrotiazydowy z

podwojnym wigzaniem pomiedzy C-2 i C-3 (Ryc. 2).

5-tia-1-azabicyklo [4.2.0] okt-en-8-on

Ryc. 2. Budowa chemiczna uktadu p-laktamowego pochodnych cefemu.

Woprowadzenie podstawnikéw przy C-3, C-4 uktadu 5-tia-1-azabicyklo [4.2.0] okt-en-8-on
ma odpowiednio na celu:

- modyfikacj¢ aktywnosci bakteriobojczej i odpornosci na dziatanie p-laktamaz,

- modyfikacje¢ aktywnosci bakteriobojczej 1 farmakologicznej,

- modyfikacj¢ przenikalnos$ci do osrodkwego uktadu nerwowego,

- zwigkszanie lipofilnosci.

W odroznieniu do pochodnych penamu, budowa chemiczna cefalosporyn nie stanowi
kategorii ich podziatlu na generacje. Aktualnie przyjmuje si¢ jako kryterium podzialu na

generacje cefalosporyn: oporno$é na dziatanie B-laktamazy, aktywnos¢ wobec bakterii Gram-
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dodatnich i Gram-ujemnych oraz mozliwosci leczenia zakazen w obrgbie osrodkowego
uktadu nerwowego. W odniesieniu do wskazanych kryteriow, wyrdézniamy pi¢é generacji
cefalosporyn:

a) | generacje (np. cefaleksyna, cefradyna, cefadroksil),

b) 11 generacja (np. cefuroksym),

c) Il generacja (np. cefotaksym),

d) IV generacja (np. cefepim),

e) V generacja (np. ceftobiprol).

Kolejno rozwijane generacje charakteryzowaly si¢ wigksza odpornoscig na dziatanie f3-
laktamaz, wzrostem sily dziatania bakteriobdjczego wzgledem bakterii Gram-ujemnych,
mozliwo$cig stosowania w zakazeniach osrodkowego uktadu nerwowego wynikajacego ze
specyfiki dziatania mikrobiologicznego oraz lipofilno$cia zapewniajaca osiagnigcie
efektywnego stg¢zenia w miejscu zakazenia, zwlaszcza osrodkowego uktadu nerwowego.
Ostatnie z zarejestrowanych analogow cefemu nalezg do V generacji. Ceftarolina fosamilu
jest oksyimino cefalosporyng o dziataniu bakteriobojczym w stosunku do gronkowca
ztocistego. Ma ona dziatanie przeciw patogenom bakteryjnym uktadu oddechowego, takim
jak Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis. Ceftarolina
nie wykazuje aktywnosci przeciwko bakteriom Gram-ujemnym o duzej opornosci i wykazuje
ograniczong aktywno$¢ wobec Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter. Stosowana jest przy
powiktaniach zakazen skory i tkanek miekkich oraz w pozaszpitalnym zapaleniu ptuc [13].
Jeden z ostatnich wprowadzonych chemioterapeutykéw z V generacji cefalosporyn to —
ceftobiprol [14]. Ceftobiprol jest cefalosporyng o szerokim spektrum dziatania, wykazuje
silng aktywno$¢ in vitro wobec szeregu bakterii Gram-dodatnich, w tym opornego na
metycyling Staphylococcus aureus i opornego na penicyling Streptococcus pneumoniae oraz
bakterii Gram-ujemnych zwigzanych ze szpitalnym zapaleniem pluc oraz pozaszpitalnym

zapaleniem ptuc [14].

2.1.3. Pochodne karbapenemu

Pochodne karbapenemu jak sama nazwa ,,karba” sugeruje zawieraja wegiel, ktory zastapuje
atom siarki. Dodatkowo wprowadzono wigzanie podwoéjne (penemu) do uktadu 4-tia-1-

azabicyklo [3.2.0] heptan-7-onu w pozycji C-2 i C-3 (Ryc.3).



1-azabicyklo [3.2.0] hept-2-en-7-on

Ryc. 3. Budowa chemiczna uktadu p-laktamowego pochodnych penemu.

Wprowadzenie podstawnikow C-2, C-3, C-4, C-6 do uktadu 1-azabicyklo [3.2.0] hept-2-en-7-
onu ma odpowiednio na celu:
a) modyfikacj¢ wlasciwosci farmakokinetycznych i spektrum dziatania bakteriobojczego,
b) modyfikacje sity dziatania bakteriobdjczego,
C) wzrost opornosci na dzialanie [B-laktamaz bakteryjnych, odporno$¢ na dziatanie
dehydrogenazy,

d) nabycie odpornos$ci na dziatanie dehydrogenazy nerkowe;j.

Podobnie jak w przypadku pochodnych penamu, kryterium podziatu karbapeneméw stanowig
réznice w ich budowie chemicznej. W zaleznoséci od obecnosci ugrupowania metylowego
(przy C-4) wyrézniamy:
a) analogi wymagajace taczenia z inhibitorami dehydropeptydazy (imipenem,
panipenem),
b) analogi niewymagajace taczenia z inhibitorami dehydropeptydazy (ertapenem,

meropenem, dorypenem, biapenem, tebipenem pivoxil).

Dorypenem, jako najmlodszy w grupie karbapenemu (0 charakterze kwasowym
wprowadzony do lecznictwa w 2007) jest syntetycznym antybiotykiem z grupy analogow
karbapenemu, ktory jest strukturalnie powigzany z antybiotykami B-laktamowymi. Jest on
stabilny w obecnosci beta-laktamazy 1 jest odporny na inaktywacje przez dehydropeptydazy
nerkowe. Dorypenem podobnie jak inne karbapenemy hamuje syntezg $ciany komorkowej
bakterii, poprzez dezaktywacje bialek wiagzacych penicyling ostatecznie powodujac $mieré¢
komorki, poprzez zmiang ksztattu komorki bakteryjnej w przypadku Escherichia coli oraz
Pseudomonas aeruginosa [15].

Tebipenem piwoksyl jest natomiast pierwszym doustnym antybiotykiem z grupy analogéw
karbapenemu o szerokim spektrum dziatania przeciwbakteryjnego, wiaczajac aktywnos$ci

wobec opornego na penicyling Streptococcus pneumoniae i opornego na f-laktamaze szczepu



Haemophilus influenzae. Tebipenem piwoksyl jest prolekiem, ktory przeksztalca sie w
warunkach in vivo w tebipenem. Stosowany jest w lecznictwie w postaci zawiesiny

przeznaczonej do leczenia zakazen otolaryngologicznych [16].

2.1.4. Monobaktamy

W przypadku monobaktaméw mamy do czynienia z odseparowanym pier§cieniem [3-
laktamowym, taczacym si¢ z pozostatymi strukturami cyklicznymi przez ukiady wigzan

alifatycznych. Podstawowym przedstawicielem monobaktamow jest aztreonam.

CHs
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Ryc. 4. Budowa aztreonamu.

Wprowadzenie podstawnikow przy C-1, C-2 i C-3 ukladu 1-azacyklobutan-4-on ma
odpowiednio na celu:

- modyfikacj¢ dziatania bakteriobojczego poprzez wptyw na powinowactwo do biatek PBP,

- zwigkszanie odpornosci na dziatanie -laktamaz,

- modyfikacj¢ dziatania farmakologicznego.

Antybiotyki monobaktamowe s3 zwigzkami syntetycznymi, chociaz monocykliczne zwigzki
prekursorowe (-laktamowe zostaty znalezione w przyrodzie jako produkty dziatania réznych
bakterii glebowych [17]. Pierwszym wprowadzonym do lecznictwa monobaktamem byt
aztreonam (Ryc. 4). Jego spektrum aktywnosci przeciwdrobnoustrojowej jest podobne do
gentamycyny i tobramycyny. Aztreonam jest selektywnie aktywny wobec Gram-ujemnych
bakterii tlenowych i nieaktywny wobec bakterii Gram-dodatnich. Aztreonam jest nieaktywny
wobec Gram-dodatnich bakterii tlenowych i beztlenowcoéw, w tym Bacteroides fragilis,
dlatego tez, gdy jest podawany samodzielnie, ma minimalny wplyw na miejscowe
beztlenowce kalowe [18]. Aztreonam nie ma dziatania nefrotoksycznego i nie wptywa na
zaburzenia krzepnigcia krwi, mozna (o podawa¢ domigsniowo lub dozylnie, stabo

wchlaniany jest po podaniu doustnym. Podstawowag drogg jego eliminacji jest mocz. Jest
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stosowany w infekcjach drég moczowych, dolnych droég oddechowych, infekcje

ginekologiczne, posocznicy i infekcjach skornych [19].

2.1.5. Inhibitory p-laktamaz

Zwiazkami zblizonymi budowa chemiczng do antybiotykéw B-laktamowych sg inhibitory 3-
laktamaz. W lecznictwie stosuje si¢ trzy zwiazki: kwas klawulanowy, sulbaktam i
tazobaktam. Inhibitory B-laktamaz sa zwigzkami naturalnymi lub syntetycznymi.

Kwas klawulanowy (Ryc. 5) jest zwigzkiem pochodzenia naturalnego o strukturze
oksapenamowej. Kwas klawulanowy jest nicodwracalnym inhibitorem [-laktamaz.
Potaczenie kwasu klawulanowego z amoksycyling poszerzylo jej zakres dzialania

przeciwbakteryjnego [20].

H COOK
© T
1=
O CH,OH
H

Ryc. 5. Budowa kwasu klawulanowego.

Sulbaktam stosuje si¢ w pofaczeniu z ampicyling. Bardzo silnie dziata on przeciw
cefalosporynazom. Wykazuje aktywnos$¢ wobec Acinetobacter i Neisseria.

Tazobaktam wykazuje szerokie spektrum dziatania w stosunku do bakterii Gram-ujemnych.
Posiada zdolno$¢ do hamowania cefalosporynaz, na ktore nie dzialajg kwas klawulonowy 1
sulbaktam. Tazobaktam w potaczeniu z ceftolozanem przeciwdziata pateczkom Gram-
ujemnym, opornym na wiele lekow [21].

Nowsze generacje inhibitorow B-laktamazy, w tym awibaktamu i worbakamu, sa oparte na
strukturach innych niz PB-laktamowe, a ich spektra hamowania bakteriobojczego zostato
rozszerzone.

Nowa kombinacje inhibitorow beta-laktamu i beta-laktamazy tworzy potaczenie meropenem-
waborbaktam, ktore taczy antybiotyk karbapenemowy z pierwszym w swojej klasie
farmakoforem kwasu boronowego, inhibitorem B-laktamazy seryny, ktory wykazuje silne
dziatanie hamujgce wobec karbapenemaz, szczego6lnie Klebsiella pneumoniae [22].

Aktualnie trwaja poszukiwania nowych inhibitorow f-laktamaz w celu zwigkszenia
skutecznosci dziatania znanych antybiotykow. Przyktady nowych inhibitoréw p-laktamazy

nad ktorymi trwajg prace i ich specyficzne zastosowanie przedstawiono ponizej:



- OP0595 (RG6080), jest inhibitorem [B-laktamazy ogoélnego zastosowania
przeciwdrobnoustrojowego [23] ,

- cilastatin + relabactam, ma zastosowanie w zakazeniach ukladu moczowego, ostrym
odmiedniczkowym zapaleniu nerek, szpitalnym zapaleniu ptuc, odrespiratorowym
bakteryjnym zapaleniu ptuc [24],

- varobactam + meropenem, ma zastosowanie w zakazeniach ukladu moczowego, ostrym
odmiedniczkowym  zapaleniu nerek, szpitalnym zapaleniu pluc, odrespiratorowym
bakteryjnym zapaleniu ptuc, gorgczce neutropennej, bakteriemii [25],

- aztreonam + avibactam, ma zastosowanie w skomplikowanych zakazeniach w obrgbie jamy
brzusznej [26],

- ceftarolina + avibactam ma ogodlne przeciwdrobnoustrojowe zastosowanie [27],

- zidebactam + cefepim, ma zastosowanie w skomplikowanych zakazeniach uktadu

moczowego, oraz w szpitalnym bakteryjnym zapaleniu ptuc [28].

2.2. Trwato$¢ chemiczna pochodnych analogéw B-laktamowych jako znaczace ograniczenia

dla ich zastosowania

Dotychczasowe wyniki badan trwatosci pochodnych analogow B-laktamowych wskazaly na
ztozono$¢ zjawiska ich rozktadu, w aspekcie roznic w kinetyce rozktadu dla réznych stezen
wyjsciowych analitu, dziatajacych czynnikow fizykochemicznych i wspotobecnosci innych
substancji (gléwnie substancji pomocniczych).

Niestabilnos¢ penicyliny w roztworze wodnym byta znana od czasu jej odkrycia. Nadmierna
kwasowo$¢ lub zasadowos$¢ $rodowiska powoduje inaktywacje pierScienia penamu W
szerokim zakresie pH 1 w roznych temperaturach. Penamy maja podstawowa strukture
bicykliczng. Struktura ta sktada si¢ z zamknigtego dipeptydu utworzonego przez kondensacje
L-cysteiny i D-waliny, co daje w wyniku pierscien B-laktamowy i pierscien tiazolidynowy.
Reaktywny charakter ukladu pierScieni P-laktamowych sprawia, ze penamy 1 zwigzki
pokrewne s3 podatne na roznorodne procesy degradacji. W $rodowisku kwasowym i
temperaturze pokojowej pierScien [-laktamowy jest rekonfigurowany, zaczynajac od
protonowania azotu B-laktamowego, a nastgpnie nukleofilowego ataku pozostatego karbonylu
tancucha bocznego. Posredni pierScien oksazolinowy powstaje z nowego imidazolu, a zatem z

kwasu penillinowego [29].
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Kluczowy wpltyw na hydrolize cefalosporyn w roztworach wodnych odgrywa podstawnik w
pozycji 3 uktadu Aj-cefemu. W zaleznosci od struktury tego podstawnika, cefalosporyny
charakteryzuja si¢ odpowiednim mechanizmem rozktadu. Pierwsza grupe stanowig pochodne
3-acetoksylowe, z lub bez reszty a-aminowej w pozycji 7, drugg 3-deacetoksylowe, a trzecia
to cefalosporyny z innym podstawnikiem w pozycji 3 [30]. W pochodnych 3-acetoksylowych
Z grupa o-aminowa, wigzanie estrowe w pozycji 3 ulega hydrolizie w zakresie pH 2-5.
Produktem tej reakcji rozktadu jest pochodna alkoholowa. W pH < 2 powstaje pochodna
laktonowa w tym rozktadzie. Pod wplywem jonéw wodorowych mozliwa jest rowniez
laktonizacja pochodnej alkoholowej. Drugg alternatywng drogg rozkladu jest hydroliza
pierscienia B-laktamowego. Jej szybko$¢ nie zalezy od podstawnikéw w pozycjach 31 7 i jest
ona zblizona dla wszystkich 3-acetoksycefalosporyn. Rozpad pierscienia B-laktamowego
zachodzi znacznie wolniej niz hydroliza grupy funkcyjnej z pozycji 3. Trzecia Sciezka
rozktadu jest hydroliza wigzania amidowego w pozycji 7. Reakcja ta nasila si¢ wraz ze
wzrostem pH, a jej gwattowne przy$pieszenie obserwujemy przy pH 7, ktére odpowiada pK,
grupy o-aminowej.

Szybko$¢ rozktadu w zaleznosci od pH dla pochodnych 3-acetoksylowych bez reszty o-
aminowej w pozycji 7, nie zmienia si¢ w szerokim zakresie pH 3-8. Produktami rozktadow
dla tych pochodnych sg uklady z otwartym pierscieniem B-laktamowym. Przy pH < 5,
pochodne 3-deacetoksylowych z grupg a-aminowg w pozycji 7, hydrolizujg w kierunku
otwarcia pier§cienia P-laktamowego. W S$rodowisku zasadowym mozliwe jest réwniez
przemieszczanie si¢ wigzania podwojnego w czasteczce. Pochodne posiadajace w pozycji 3
podstawnik inny niz acetoksy lub deacetoksylowy nie sg tak tatwo podatne na hydrolize
pierscienia PB-laktamowym. Moga one ulega¢ izomeryzacji. Kinetyka rozktadu wiekszosci
pochodnych analogéw cefemu czwartej generacji w roztworach wodnych przebiegata zgodnie
z modelem reakcji pseudo-pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu, chociaz rozktad w
poszczegbdlnych zakresach pH charakteryzowal si¢ rdzng specyfikag. Na rycinie 6
zaprezentowano krzywe kinetyczne, charakteryzujace hydrolize kwasowo-zasadowg trzech
cefalosporyn czwartej generacji: siarczanu cefosliny i cefpiromu oraz chlorowodorku

cefozopramu [31].
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Ryc. 6. Wptyw pH na trwatos¢ CPS,CSS i CZH w roztworach wodnych [31].

Degradacja analogow cefemu w fazie stalej jest silnie zdeterminowana przez warunki badan
przyspieszonego starzenia. Dla przyktadu, rozktad cefakloru z grupy cefalosporyn I generacji
w suchym powietrzu przebiega zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego rzedu zalezng od
stezenia substratu [32]. W warunkach podwyzszonej wilgotnosci wzglgdnej powietrza (RH),
rozklad ten zachodzil zgodnie z modelem reakcji autokatalitycznej zaleznej od st¢zenia
substratu. Inna cefalosporyna, cefprozil w postaci proszku do sporzadzenia zawiesiny
doustnej, rozktadat si¢ zgodnie z modelem reakcji odwracalnych (konwersja izomerow E 1 Z
pomiedzy soba) i rownolegtych (rozktad kazdego z izomeréw do jego produktu rozktadu)
[33].

Mechanizm rozktadu cefuroksymu aksetylu obok warunkow rozktadu, jest determinowany
obecnoscig formy krystalicznej i amorficznej [34]. Cefalosporyny trzeciej generacji
ceftazydym [35] i cefodyzym rozktadaja si¢ zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego rzedu
zalezng od stezenia substratu, zarOwno w suchym powietrzu, jak 1 w podwyzszone]

wilgotnosci  wzglednej powietrza. Przyktadowa cefalosporyna czwartej generacji -
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dichlorowodorek cefepimu rozktadal si¢ zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu,
zarowno w suchym powietrzu, jak i w podwyzszonej wilgotnosci wzglednej powietrza [36].
Dotychczasowe badania trwatos$ci analogow karbapenemu, pozwalaja wskazaé jako wiodacy
mechanizm rozktadu w roztworach wodnych, rozktad zgodny z modelem reakcji pierwszego
rzegdu wzgledem stezenia substratu dla wszystkich karbapeneméw. Wyjatek to rozkiad
dorypenemu w fazie stalej, gdzie kinetyczny mechanizm rozktadu przebiega zgodnie z
modelem reakcji autokatalitycznej [37, 38, 39]. W rozkladzie ertapenemu i imipenemu
wystepuje ogdlna 1 wlasciwa kataliza kwasowo-zasadowa. Nie badano wptywu stezenia
buforu na szybko$¢ reakcji rozktadu meropenemu. Na wiasciwg katalize kwasowo-zasadowg
ertapenemu, imipenemu, dorypenemu, biapenemu i meropenemu sklada si¢ hydroliza
katalizowana jonami wodorowymi i wodorotlenowymi oraz spontaniczna reakcja rozktadu
pod wplywem czasteczek wody. Minimum szybko$ci reakcji, w warunkach wilasciwej
katalizy kwasowo-zasadowej, wystepuje w zakresie pH: ertapenem 5—6, imipenem 6,4. [40].
Z poréwnania trwatosci ertapenemu i meropenemu w fazie statej, wynikajg podane ponize;j
zaleznosci.
o rozktad zaréwno ertapenemu jak i meropenemu w fazie statej, zachodzi zgodnie
Z modelem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu,
o Wplyw wilgotnosci wzglednej powietrza na trwato$¢ ertapenemu jest nieco wigkszy niz
meropenemu. Wykresy Ink = f(RH) przecinajg si¢ w punkcie, odpowiadajgcym
RH =50,7% (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Pétlogarytmiczne wykresy zaleznosci Ink; = f{(RH%) reakcji rozktadu ertapenemu (®)
i meropenemu (o) w 333K [41].
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W atmosferze suchego powietrza, trwatos¢ ertapenemu w zakresie 373K do 393K byta duzo
wigksza niz meropenemu. Energia aktywacji reakcji rozkltadu ertapenemu w tych warunkach
byta wyzsza niz meropenemu, wykresy zalezno$ci Ink = f(1/T) przecinaja si¢ w punkcie,
odpowiadajagcym 324K 1 ponizej tej temperatury trwalo§¢ meropenemu w preparacie

MERONEM jest wigksza niz ertapenemu w preparacic INVANZ [41].

2.3. Proleki jako prekursory wybranych substancji aktywnych z szczegolnym uwzglednieniem

prolekow analogow B-laktamowych

Analogi B-laktamowe pod wzgledem chemicznym sa kwasami karboksylowymi. Estryfikacja
ugrupowania kwasowego przy C-2, prowadzi do powstania odpowiednich prolekoéw
nadajacych inne wlasciwosci fizykochemiczne 1 biologiczne analogom wyjSciowym
pochodnym penemu, penamu i cefemu [42]. Na rycinie 8 przedstawiono miejsce estryfikacji
prowadzacej do utworzenia prolekow dla kolejnych grup analogéw B-laktamowych. Jak
wida¢, struktury wprowadzonych reszt estrowych, charakteryzuja si¢ rézng budowsg
chemiczng. Wybodr reszty estrowej podyktowany jest optymalizacja spektrum dziatania
bakteriobdjczego oraz Sciezki metabolicznej, w ktorej prolek antybiotyku ulega

biotransformacji.

R=H Ampicilina
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Ryc. 8. Miejsce estryfikacji prowadzgcej do utworzenia prolekow dla kolejnych grup
analogow B-laktamowych.
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Celami w otrzymaniu prolekéw wsrod analogow p-laktamowych sg wskazania:

a) modyfikacji specyficznego smaku,

b) uzyskania lepszej biodostepnosci,

c) polepszenia przenikalnosci przez bariere krew-moézg,

d) modyfikacji parametrow fizykochemicznych, zwlaszcza poprawy trwatosci

chemicznej i modyfikacji rozpuszczalnosci,

e) modyfikacji aktywnosci mikrobiologicznej.
Analizujgc proces rozwoju 1 wprowadzenia do lecznictwa kolejnych prolekow analogow [3-
laktamowych, nalezy przeanalizowa¢ zmiane wlasciwosci fizykochemicznych z
hydrofilowych (charakterystycznych dla formy kwasowej) na bardziej hydrofobowe (obecne
dla form estrowych) w konteks$cie zmiany smaku. Dla wielu postaci estrowych odnotowano
mniej gorzki czy specyficzny smak, niz w przypadku wyj$ciowej postaci kwasowej. Dla
przyktadu klindamycyna w postaci estru jest mniej gorzka.
Ograniczenie rozpuszczalnosci w wodzie formy estrowej analogéw B-laktamowych wplywa
takze na wzrost ich biodostgpnosci. Jednak z drugiej strony zmniejszenie rozpuszczalno$ci
prolekéw w wodzie przektada si¢ na konieczno$¢ stosowania odpowiednich substancji
pomocniczych, zwlaszcza o wiasciwosciach solubilizujacych. Co ma znaczenie na etapie
przygotowania doustnych formulacji farmaceutycznych, ktére sg szczegdlnie rekomendowane
w przypadku aktywnych substancji farmaceutycznych o charakterze prolekow.
Ze wzrostem lipofilnosci prolekdw, mozna taczy¢ ich wyzsza skutecznos¢ w leczeniu zakazen
osrodkowego uktadu nerwowego. Nalezy oczywiscie mie¢ na uwadze wyjsciowy profil
aktywnos$ci mikrobiologicznej antybiotyku [43]. Dla przyktadu cefalosporyny V generacji sg
wskazane do leczenia zakazen bateryjnych uktadu nerwowego i tak ceftodiprol o szerokim
spektrum przeciwbakteryjnym, podawany jest w formie proleku - ceftobiprolu modokarilu
[44, 45]. W literaturze przedmiotu, istnieja pelne dokumentacje rejestracyjne wybranych
prolekow, ktore pozwalajg zestawi¢ parametry farmakokinetyczne i farmakodynamiczne
proleku i form aktywnych. Dla przykitadu zestawiono parametry farmakokinetyczne i

farmakodynamiczne piwampicyliny i ampicyliny (Tabela 1.).
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Tabela 1. Zestawienie parametrow farmakokinetycznych i farmakodynamicznych wybranych
przyktadow prolekow [46]

Piwampicylina Ampicylina

Crnax [ng/ml] 7,14 3,70

tmax [N] 1,50 1,09

ty2 [h] 0,96 1,50

AUC o, [png-h/ml] 15,2 10,3

Droga eliminacji 64,7% + 19,1% 44,6% =+ 14,8%leku
wydalane z moczem wydalane z moczem

Jak wspomniano wyzej, w przypadku antybiotykow B-laktamowych istotny problem stanowi
ich znaczna chemiczna nietrwato$¢ [42]. Nalezy mie¢ na uwadze, ze pewna nietrwalo$¢
chemiczna [B-laktamowego pierScienia jest zwigzana z mechanizmem ich dziatania. W
literaturze przedmiotu opisuje si¢ znaczng nietrwato$¢ struktur B-laktamowych w warunkach
hydrolizy kwasowo-zasadowej, termolizy, utleniania czy podczas procesow biochemicznych
jakim podlegajg analogi B-laktamowe w warunkach in vivo [47, 44]. Podatno$¢ na proces
hydrolizy w warunkach Katalizy kwasowo-zasadowej czy nawet rozktad analogow f-
laktamowych w fazie stalej, stanowi znaczne ograniczenia w ich stosowaniu w wybranych
postaciach farmaceutycznych. Z racji, ze analogi karbapeneméw rozktadajg si¢ w srodowisku
kwasowym, istnieje konieczno$¢ ich podawania droga poza zotadkowa [48]. Infuzje czy
doustne postacie antybiotykow B-laktamowych w formie zawiesin wymagaja przygotowania
ex tempore. Jak wspomniano, obok znacznej nietrwato$ci chemicznej antybiotykow [-
laktamowych w roztworach, znaczna jest tez ich nietrwalos¢ w fazie statej [49]. Powstajace
produkty w warunkach termolizy odnotowanej podczas prowadzenia badan przyspieszonego
rozktadu kolejnych analogow [-laktamowych, sa strukturalnie inne niz te powstajagce w
warunkach hydrolizy kwasowo-zasadowej [50]. Z punktu widzenia bezpieczenstwa terapii
antybiotykami B-laktamowymi, istotne jest wskazanie mozliwosci tworzenia haptenéow i w
konsekwencji indukowania reakcji uczuleniowych [51]. W odniesieniu do badanych
rozktadow, do tej pory opisano dynamike rozktadu szeregu analogéw [-laktamowych w
roztworach wodnych i w fazie stale;.

Wazne jest, aby w analizie trwatosci chemicznej prolekow antybiotykow [-laktamowych,
odnosi¢ si¢ do réznic labilno$ci wigzania amidowego w pierscieniu B-laktamowym oraz
estrowego wigzania, powstajacego przy otrzymywaniu proleku. Oczekiwane jest, Ze proces
hydrolizy wigzania estrowego katalizowany przez esterazy zlokalizowane w $cianie jelita lub
na drodze transformacji pierwszego przejécia, byl procesem priorytetowym w odniesieniu do
hydrolitycznego dziatania B-laktamaz bakteryjnych czy uktadéw enzymatycznych bioracych

udziat w procesie transformacji metabolicznej leku.
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Analiza zmian wlasciwosci prolekow powinna uwzglednia¢ takze zmiany aktywnoSci
mikrobiologicznej form kwasowych i estrowych antybiotykow B-laktamowych.

Odnoszac si¢ do wymienionych wyzej informacji traktujacych o kwestiach istotnych dla
stosowania ogélnego prolekow antybiotykow p-laktamowych, w dalszej cze$ci rozdziatu
odniose¢ si¢ do charakterystyki tych analogow B-laktamowych o strukturze proleku, ktore sa

przedmiotem badan w ramach niniejszej pracy.
2.3.1. Piwampicylina — ester piwaloilooksymetylowy ampicylin
Ester piwaloilooksymetylowy ampicylin  (Ryc. 9). (2S,5R,6R)-6-{[(2R)-2-amino-2-

fenyloacetylo]amino]-3,3-dimetylo-7-okso-4-tia-1-azabicyklo[3.2.0]heptano-2-karboksylan

2,2-dimetylopropanoilooksymetylu.
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Ryc. 9. Wz6r strukturalny piwampicyliny.

Posta¢ aktywna piwampicyliny — ampicylina poprzez podobienstwo strukturalne do alaniny
(sktadnik mureiny) laczy si¢ z transpeptydaza 1 hamuje synteze¢ Sciany komorkowej bakterii
[52]. Piwampicylina wchlania si¢ dobrze z uktadu pokarmowego. Jej biodostgpnosé wynosi
(~90%). W wyniku hydrolizy piwampicyliny pod wptywem esteraz tkankowych powstaje
forma aktywna — ampicylina i formaldehyd (Ryc. 10). Piwampicylina moze przechodzi¢ w
stan jonu obojnaczego, dlatego wzglednie dobrze si¢ rozpuszcza w wodzie chociaz ma
wigkszg lipofilno$¢ niz ampicylina.
@) OH
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Ryc. 10. Produkty rozktadu piwampicyliny powstajace pod wplywem esteraz tkankowych.
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Wskazaniem do zastosowania piwampicyliny s3:
e ostre i podostre zakazenia drog moczowych o etiologii Escherichia Coli, Proteus
mirabilitis,
e zakazenie drég oddechowych i zétciowych,
e zakazenia drog oddechowych indukowane przez Haemophilus influenzae i

Enterococcus sp [46].

2.3.2. Cefetamet piwoksyl — ester piwoksylowy cefetametu

Ester piwoksylowy cefetametu (Ryc. 11) - 2,2-dimethylpropanoyloxymethyl (6R,7R)-7-
[[(2Z)-2-(2-amino-1,3-thiazol-4-yl)-2-methoxyiminoacetyl]amino]-3-methyl-8-oxo-5-thia-1-
azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carboxylate
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Ryc. 11. Wzor strukturalny cefetametu piwoksylu.

~. _CH; O

S

Cefetamet piwoksyl jest doustng cefalosporyng trzeciej generacji. Jako prolek jest
aktywowany przez esterazy zlokalizowane w $cianach uktadu pokarmowego i szybko
hydrolizuje do postaci aktywnej - cefetamet. Biodostepnos¢ chlorowodorku cefetametu
piwoksylu wynosi okoto 50% [53]. Cefetamet wykazuje doskonatg aktywnosc¢ in vitro wobec
glownych patogenow uktadu oddechowego: Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae, Moraxella catarrhalis oraz paciorkowcoéw beta-hemolitycznych; jest aktywny
przeciwko szczepom Haemophilus influenzae i Moraxella catarrhalis, ale ma stabg
aktywno$¢ przeciwko Streptococcus pneumoniae odpornemu na penicyling. Cefetamet
wykazuje aktywno$¢ takze przeciwko Neisseria gonorrhoeae i ma szerokie spektrum

dziatania przeciwko Enterobacteriaceae [54]. Cefetamet piwoksyl jest wskazany w leczeniu:

zakazen uktadu oddechowego,
e zapalenia ucha srodkowego,

e zakazen drog moczowych,

e zapalenia pluc,

e rzezaczki.
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2.3.3. Tebipenem piwoksyl — ester piwoksylowy tebipenemu

Ester piwoksylowy tebipenemu (Ryc. 12)- 2,2-dimethylpropanoyloxymethyl (4R,5S,6S)-3-
[1-(4,5-dihydro-1,3-thiazol-2-yl)azetidin-3-yl]sulfanyl-6-[ (1R)-1-hydroxyethyl]-4-metyl-7-
oxo-1-azabicyclo[3.2.0]hept-2-ene-2-karboksylowy

Ryc. 12. Wzor strukturalny tebipenemu piwoksylu.

Tebipenem piwoksyl zostat opracowywany jako pierwszy na $wiecie doustny karbapenem do
leczenia infekcji otolaryngologicznych spowodowanych lekoopornym  Streptococcus
pneumoniae u pacjentow pediatrycznych [55]. Tebipenem wykazuje silng aktywnos$¢
przeciwko bakteriom Gram-ujemnym, z wyjatkiem Pseudomonas aeruginosa [56].
Tebipenem dziata silnie przeciwko Neisseria gonorrhoeae, a jego aktywno$¢ byta
porownywalna z cefiksymem, ktéry ma najsilniejsza aktywno$¢ wsréd doustnych
antybiotykow. W odniesieniu do Enterococcus faecalis aktywno$¢ tebipenemu byta
porownywalna z aktywnoscig ampicyliny i amoksycyliny [57].
Wskazaniemi do zastosowania tebipenemu piwoksylu sa:

a) zapalenie ptuc,

b) zapalenie ucha srodkowego,

c) zapalenie zatok u dzieci.
2.4. Dobor sktadu formulacji farmaceutycznej jako istotny kierunek w badaniach
efektywnosci dzialania antybiotykow p-laktamowych

Jak wspomniano, dynamika rozwoju poszczegdlnych grup antybiotykéw B-laktamowych jest
silnie determinowana przez szybkie pojawianie si¢ opornych szczepoéw bakteryjnych [58].

Implikuje to wysokie naktady finansowe na rozwoéj nowych analogéw B-laktamowych do
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wzglednie krotkiego czasu funkcjowania ich w lecznictwie jako efektywnych
chemiotereputykow [59]. Mimo duzego potencjalu tej grupy antybiotykow do leczenia
wprowadzono tylko kilka nowych antybiotykow [-laktamowych w ostatnich latach
(Rozdziat 2.1.) [60]. Rozwdj nowych postaci farmaceutycznych zawierajacych pochodne
antybiotykow PB-laktamowych to kierunek badan i rozwoju bardzo dobrze rozwijany, z
efektami w formie wprowadzenia na rynek kolejnych postaci farmaceutycznych
antybiotykow. Otrzymywanie efektywnie dziatajacych postaci generycznych, jest kierunkiem
badan charakteruzyjacych takze modyfikacje aktywnych substancji farmaceutycznych (ang.
API active pharmaceutical ingredients) z innych grup terapeutycznych.

W $wietle istniejacego stanu wiedzy nalezy jednak poswieci¢ uwage znaczeniu badan
preformulacyjnych w zwigkszeniu efektywnosci farmakoterapii analogami p-laktamowymi, i
w  konsekwencji  otrzymania bardziej efektywnych i bezpiecznych formulacji
farmaceutycznych. Kierunek intensywnych badan w obszarze projektowania nowych postaci
lekow jest niskokosztowy, a powodzenie osiggnigcia sukcesu jest wzglednie duze. Majac na
uwadze wspomniane juz ograniczenia stosowania prolekow [-laktamowych, badania
preformulacyjne z ich udziatem powinny w szczeg6lny sposob koncentrowac si¢ na [61, 62]:

- zwigkszaniu rozpuszczalnosci API,

- zwigkszeniu biodostepnosci API,

- zwiekszeniu trwatosci chemicznej API,

- pokonywaniu opornosci bakteryjnej niezwigzanej z opornoscia konstytutywna ,

- Mminimalizowaniu dziatan niepozadanych ze strony uktadu pokarmowego, wiaczajac
problem maskowania smaku.

Modyfikacja witasciwosci APl w wymienionych wyzej obszarach, jest mozliwa dzigki
prowadzeniu badan preformulacyjnych z zastosowaniem nowych funkcjonalnych substancji
pomocnicznych. Szczegdlny potencjal maja badania preformulacyjne zmierzajace do
opracowania innowacyjnych uktadéw dostarczania antybiotykoéw B-laktamowych (ang. drug
delivery) [63].

Zgodnie z P. Gao [64] aktualne prace preformulacyjne w zakresie opracowania uktadéw
dostarczania antybiotykoéw f-laktamowych mozna sklasyfikowa¢ dwukierunkowo jako:

- modyfikacje APl bazujagce na polaczeniach z materiatami matrycowymi (np.
hydroksymetyloceluloza, poliwinylopirolidonem, cyklodekstryna, zeing) [65, 66],

- modyfikacje API bazujace na zastosowaniu odpowiednich substancji powlekajacych (np.

eudragit, octan celulozy).
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Jednym z podstawowych ograniczen terapii API (w tym prolekéw), jest slaba
rozpuszczalno$¢ 1 w konsekwencji biodostepnos¢. Posrod réznych sposobdéw zwickszania
rozpuszczalno$ci APl dwa zastuguja na szczegdlng uwage: amorfizacja APl oraz tworzenie
jego potaczen z solubilizatorami. Zniszczenie sieci krystalicznej APl i przeprowadzenie
probki leku w stan amorficzno$ci, przyspiesza jej rozpuszczalnos¢ [67]. W przypadku
substancji amorficznych nie ma konieczno$ci pokonywania progu energetycznego
zwigzanego z destrukcja sieci krystalicznej. W konsekwencji amorfizacji APl obserwowany
jest wzrost szybkosci rozpuszczania i w przypadku APl z odpowienich klas BCS lepsza
biodostepnose.

W  lecznictwie istnieja takze preparaty farmaceutyczne oparte na wykorzystywaniu
solubilizujacego potencjalu wybranych zwiazkéw. Do czgsto stosowanych solublizatorow
zaliczamy cyklodekstryny [68]. Cyklodekstryny jako cykliczne oligocukry, posiadajg
hydrofilowe ugrupowania na powierzchni czgsteczki i moga inkludowa¢ API do swojego
wnetrza, powodujac wzrost ich rozpuszczalno$ci [69]. Opierajac si¢ na zaleznosci Higuchi i
Connors [70] wyznaczonej w odniesieniu do kinetyki rozpuszczalno$ci API po potaczeniu z
cyklodekstryng, mozliwe jest okreslenie stechiometrii kompleksu API:cyklodekstryna,
warunkujacego optymalng modyfikacje¢ rozpuszczalnosci [71]. Dla przyktadu J
cyklodekstryna okazata si¢ efektywnym solubilizatorem dla cefuroksymu czy cefpodoksymu
[72, 73].

Niska rozpuszczalno$¢ APl moze stanowi¢ impuls do opracowania uktadu dostarczania,
zapewniajgcego sukcesywne uwalnianie API z uktadu dostarczania i zapewnienie stgzenia
terapeutycznego API w ptynie akceptorowym przez dtuzszy czas. Potgczenie amoksycykliny i
ich p-laktamaz-kwasu klawulanowego z hydroksypropyloceluloza, jest przyktadem uktadu
dostarczania APl charakteryzujacym si¢ kinetyka przedtuzonego uwalniania [74]. W
odniesieniu do mozliwosci modyfikacji biodostepnosci API, wykazano, ze cyklodekstryny
moga zwicksza¢ biodostepnos¢ substancji klasy drugiej BCS (ang. Biopharmaceutics
Classification System) [75]. Dla przyktadu wykazano, ze cefuroksym aksetyl po potaczeniu z
poliwinylopirolidonem i B-cyklodekstryng lepiej si¢ wchtaniat w poréwnaniu do samego API.
Innym przyktadem sa polaczenia cefuroksymu aksetylu z B-cyklodekstryng [76]. Jako
przyczyny wzrostu biodostgpnos$ci po polaczeniu z wybranymi nos$nikami lekéw nalezy
wskaza¢, mozliwos$ci ich oddziatywan z blonami biologicznymi (doktadniej przenosnikami
biatkowymi) oraz wzrostem rozpuszczalnosci API, szczegdlnie istotnym w przypadku

biodostepnosci uwarunkowanej dyfuzja bierng [77].
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Kolejnym wyzwaniem w przypadku projektowania badan preformulacyjnych z udziatem
analogéw B-laktamowych jest zachowanie odpowiedniej trwatosci chemicznej. Podatno$é
wigzania [-laktamowego na hydroliz¢ kwasowo-zasadowa Stanowi istotny czynnik
ograniczajagcy  stosowanie  doustne antybiotykow  f-laktamowych, w  kontek$cie
destrukcyjnego dziatania soku zotadkowego [78]. Na uwage zastugujg polgczenia z
materiatami mezoporowatymi analogéw p-laktamowych. Inkorporowanie analogow -
laktamowych wewnatrz por materiatdw mezoporowatych, moze stanowi¢ cenne rozwigzanie
w odniesieniu do ich protekcyjnego dziatania wzglegdem soku zotgdkowego, jak i
modyfikowania uwalniania. W literaturze przedmiotu sg opisywane przyklady tgczenia
antybiotykow z materiatami MCM-41, SBA-15 [79].

Obok rodzaju no$nika (substancji pomocnicznej) w pracach preformulacyjnych analogow f-
laktamowych wazna jest tez jego forma uwodornienia. Szereg badan przyspieszonego
rozktadu w warunkach podwyzszonej wilgotnosci wzglednej potwierdzito mozliwosé
indukowania rozktadu labilnych API lub jego hamowania w efekcie zastosowania
uwodornionych czy bezwodnych substancji pomocniczych. Dobrym przykladem jest
ertapenem, ktory z racji znacznej labilnosci, takze w fazie stalej jest taczony tylko z
bezwodnym weglanem sodu [80].

Innym przyktadem ochronnego dziatania nosnikow uktadéw dostarczania jest stosowanie
chitosanu [81]. Polaczenie bowiem chitosanu z kloxacilling zwigksza skutecznosé¢
antybiotykoterapii. Dodatek chitosanu do Kloxacilliny skutecznie zmniejsza stezenie
antybiotykow, niezb¢dne do zwalczenia bakterii podczas badah na gronkowcach koagulazo-
ujemnych podczas wrzodziejgcego zapalenia gruczotu mlekowego u krow [81].

Dobér uktadu substancji pomocniczych moze takze modyfikowaé spektrum dziatania
bakteriobdjczego antybiotykéw B-laktamowych. Obnizenie wartosci MIC (ang. minimum
inhibitory concentration) po potaczeniu antybiotykow B-laktamowych z pochodnymi
cyklodekstryny [66] czy poliwinylopirolidonu [65], moze by¢ thumaczone blokowaniem
uktadow porynowych odpowiedzialnych za zjawisko effluxu bakteryjnego lub chelatowaniem
metali, ktore stanowig centra aktywne wybranych B-laktamaz [82].

Ostatnim z wymienionych wyzwan dla formulacji zawierajacych antybiotyki jest redukcja
dziatan niepozadanych. W przypadku terapii antybiotykami [-laktamowymi czestym
dziataniem niepozadanym jest dysfunkcyjnos¢ mikrobiomu jelitowego, wyrazana
zaburzeniami  somatycznymi, ale takze rozwojem  szczepéw  bakteryjnych
antybiotykoopornych [83]. W literaturze przedmiotu istnieja doniesienia, o mozliwoSci

stosowania substancji prebiotycznych jako substancji pomocniczych dla p-laktamowych
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analogow. Dla przyktadu cefdinir po potaczeniu z B-cyklodekstryng wykazywal wyzsza
aktywno$c bakteriobojcza wobec klinicznie istotnych patogendw z grupy antybiotykow
Gram-dodatnich i Gram-ujemnych [62]. Jako przyczyn¢ stymulacji Bifidobacterium i
Lactobacillus nalezy wskaza¢ potencjat prebiotyczny a-cyklodekstryny, 1aczony =z
dostarczaniem Zrodla wegla niezbednym do ich rozwoju. Innym przyktadem sg badania
potaczenia inuliny i hydroksypropyl-B-cyklodekstryny z Lactobacillus i Lactococcus [84].

Jako organoleptyczne ograniczenie, nalezy wskaza¢ specyficzny smak [-laktamowych
antybiotykow. Techniki maskowania smaku, sg powszechnym sposobem zminimalizowania
gorzkiego lub nieprzyjemnego smaku aktywnych skladnikéw farmaceutycznych. Doustne
podawanie nieprzyjemnych w smaku lekéw jest czesto najwicksza bariera dla pacjentow
pediatrycznych i geriatrycznych. Mechanizmy technik maskowania smaku czg¢sto opierajg si¢
na dwoch gltownych podejsciach: pierwszy polega na dodawaniu substancji stodzacych,
smakowych w celu maskowania nieprzyjemnego smaku, a drugi polega na unikaniu kontaktu
gorzkich lub nieprzyjemnych lekow z kubkami smakowymi. W ciggu ostatnich kilku lat
dokonano znacznego postgpu w zakresie maskowania smaku poprzez zastosowanie nowych
strategii 1 technik, takich jak wytlaczanie na goraco i mikrokapsutkowanie. Techniki

maskowania smaku czgsto jednak opracowywane sg dopiero na etapie formulacji [85].

2.5. Przeglad metod analitycznych stosowanych w badaniach tozsamo$ci i oznaczaniu

analogéw B-laktamowych

Antybiotyki B-laktamowe stosowane w lecznictwie sg otrzymywane na drodze syntezy
biotechnologicznej. Specyfikacja farmakopealna, czy ta dostarczana przez producenta,
precyzuje wymagania dotyczace rodzajow i zawarto$ci zanieczyszczen posyntetycznych i
tych pochodzacych z rozktadu substancji. W przypadku antybiotykéw B-laktamowych liczba
substancji pokrewnych czesto jest dluga, a ich struktury sg bardzo podobne do substancji
wyjsciowej. W przypadku wiekszosci antybiotykow B-laktamowych metodami z wyboru w
badaniach tozsamo$ci i1 oznaczenia sg techniki chromatograficzne. Cienkowarstwowa
chromatografia cieczowa (TLC) znalazta zastosowanie w badaniach tozsamos$ci wybranych
analogéw P-laktamowych. W tabeli 2 zestawiono przyktadowe warunki rozdzielenia dla

wybranych analogow B-laktamowych.

23



Tabela 2. Warunki rozdzielenia techniki cienkowarstwowej chromatografii cieczowej
wybranych analogow B-laktamowych

Analog Faza stacjonarna Faza ruchoma Detekcja
Piwampicylina Zel krzemionkowy | octan sodu 272g/L o pH | Dziatanie par jodu, az
silanizowany 5,0:woda:etanol do pojawienia si¢ plam,
10:40:50 bada¢ w $wietle
dziennym
Cefetamet piwoksyl Zel krzemionkowy | Benzen:metanol:amoniak 254 nm
silanizowany 30:10:1
Amoksycylina Zel krzemionkowy | Aceton:octan amonu 154 | Dziatanie par jodu, az
silanizowany g/LopH5,0 do pojawienia si¢ plam,
10:90 badac W Swietle
dziennym
Bakampicyliny Zel krzemionkowy | octan sodu 272g/L o pH | Roztwor ninhydryny i
chlorowodorek silanizowany 5,0:woda:etanol ogrzanie
10:40:50 60 ° C przez 10 min.

Biorac pod uwage konieczno$¢ selektywno$ci oznaczen analitu glownego w obecnosci
substancji pomocniczych, technika chromatografii cieczowej w uktadzie odwroconych faz
(HPLC-DAD) jest stosowana w analizie wigkszo$ci antybiotykow B-laktamowych, takze w
wybranych postaciach leku. W tabeli 3 zestawiono warunki rozdzielenia chromatograficznego

wybranych analogow B-laktamowych z grupy penamu, cefemu oraz karbapenemu

Tabela 3. Warunki rozdzielenia chromatograficznego HPLC-DAD wybranych analogéow -
laktamowych

Analog Piwampicylina Cefetamet Tebipenem Amoksycylina
piwoksyl piwoksyl
Faza stacjonarna C18 (100 x 2.1 mm | C18 (250 x 2.1 mm | C18 (250 x 2.1 | C18 (250 x 4,6mm x 5
x 2.6 um) x 2.6 um) mm x 4.1 uym) um)
Faza ruchoma Bufor fosforanowy | Octan amonu (10 | Octan  amonu | faza  ruchoma  A:
pH 7,0 ACN | mmol/l): MeOH: | (12 mmol/l): | acetonitryl , roztwor
(30:70 VIV) ACN  (33:16;15, | ACN: buforowy pH 5,0
VIVIV) trietyloamina (1:99 V1 V);
(68:30;2, B: acetonitryl , roztwor
VIVIV) buforowy pH 5,0
(20:80 V / V);
Szybkosc¢ 1,0 ml/min 0,8 ml/min 0,8 ml/min 1,0 ml/min
przeptywu
Dlugos¢ fali | 220 nm 254 nm 330 nm 254 nm
detektora

Z racji znacznej heterogeniczno$ci probek B-laktamowych 1 braku selektywnosci
bezposredniej w rutynowych badaniach kontroli jako$ci antybiotykow p-laktamowych,
techniki spektrofotometryczne sg stosowane rzadziej 1 raczej jako metody wspomagajace.
Badania tozsamos$ci analogow f-laktamowych, oparte na analizie widm w nadfiolecie,
ograniczaja si¢ do wskazania potozenia maksimum absorbancji na widmach [37]. Analiza

zmian stezenia analogow [-laktamowych bazujaca na zastosowaniu zmian absorbancji w
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nadfiolecie wymaga potwierdzenia selektywno$ci oznaczenia poprzez wyeliminowanie
naktadania si¢ widm substancji gtéwnej i substancji pokrewnych. W literaturze przedmiotu

mozna spotka¢ rozwigzania bazujace na stosowaniu rozwini¢¢ chemometrycznych [38].
Opisano bowiem przyktady zastosowania pierwszych pochodnych % jako funkcji zmian

stezenia analitow w oznaczaniu wybranych analogdéw B-laktamowych, co przetozyto si¢ na
mozliwo$¢ oznaczania zmian st¢zenia wybranych analogéw karbapenemdéw w obecnosci ich
produktow rozktadu np. spektrofotometryczne oznaczenie meropenemu [39].

Uzupetnieniem analizy spektrofotometrycznej moze by¢ analiza widm w podczerwieni czy
analiza widm rozproszenia Ramana. W szeregu prac naukowych takie podej$cie zostato
zastosowane. Poprzez potaczenie widm teoretycznych, mozliwe bylto szczgdlowe przypisane
pasm charakterystycznych dla poszczegdlnych domen czasteczkowych w badanych analogach
antybiotykow [B-laktamowych. Dobrym przykladem jest analiza tebipenemu i tebipenemu
piwoksylu, oparta na wyznaczeniu pasm charakterystycznych dla struktury kwasowej i
estrowej w tak szczegblowy sposob, ze mozliwe byto rozrdéznienie tych dwoch molekut [86].
Z praktycznego punktu widzenia kontroli jakosci analogow PB-laktamowych takie podejscie
jest rzadko spotykane.

Rozwdj technik obliczeniowych zwlaszcza w zakresie przewidywania oddziatywan analog j3-
laktamowy-no$nik (ang. drug carrier), w znaczacy sposob ulatwil zdefiniowanie i
zrozumienie charakteru oddziatywan warunkujacych zmiany wtasciwosci fizykochemicznych
czy wigksza biodostgpnosé analogow B-laktamowych, po ich wprowadzeniu do uktadéw
dostarczania. Na uwage zastuguje mozliwo$¢ zastosowania teoretycznego w przewidywaniu
oddziatywan wodorowych uktadéw dostarczania antybiotykow B-laktamowych [87]. Badania
teoretyczne czegsto tez skupiaja si¢ nad wyznaczeniem geometrii zwigzkow — analogow f3-
laktamowych tworzacych uktad dostarczania. Zastosowanie podejscia in silico coraz czgsciej
jest wspierane przez poétempiryczne sposoby, co jest spowodowane coraz lepsza dostgpnoscia

struktur krystalograficznych dla wigkszej grupy antybiotykow B-laktamowych.

2.6. Metody oceny wrazliwosci drobnoustrojow na antybiotyki

Metody oceny wrazliwosci drobnoustrojow na antybiotyki, moga by¢ wykorzystywane w
ocenie skutecznosci nowych substancji antymikrobiologicznych, epidemiologii 1 w

prognozowaniu efektow leczenia. Wystandaryzowane metody analizy pozwalaja na uzyskanie

25



rzetelnych, powtarzalnych i zbieznych wynikéw. Stosowane metody zostaly szczegdlowo
opisane przez CLSI (ang. Clinical and Laboratory Standards Institute) i EUCAST (ang.
European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing) [88]. Do oceny lub badan in
vitro aktywnos$ci przeciwdrobnoustrojowej antybiotykow mozna stosowa¢ kilka metod.
Najbardziej znanymi 1 podstawowymi testami sg metoda krazkowo-dyfuzyjna i metoda
seryjnych rozcienczen w podtozu plynnym. W celu bardziej szegétowej analizy wplywu
antybiotykdw na drobnoustroje mozna, wykorzysta¢ metode polegajaca na wyznaczeniu
krzywej zabijania w czasie lub analiz¢ cytometryczng. Te metody pozwalajg pozyska¢ wiedze
na temat charakteru dziatania hamujacego badanej substancji aktywnej, bakteriobojczego lub
bakteriostatycznego, zaleznego od czasu lub zaleznego od st¢zenia. Z uwagi na fakt
pojawiania si¢ nowych substancji przeciwdrobnoustrojowych w celu zwalczania
wieloopornos$ci bakterii wydaje si¢ by¢ kluczowe dobre zrozumienie, a w efekcie

dopasowanie metody do charakteru prowadzonych prac.

2.6.1. Metoda kragzkowo-dyfuzyjna

Metoda krazkowo-dyfuzyjna zostata opracowana w 1940 roku i jest oficjalnie stosowana w
wielu klinicznych laboratoriach do testowania wrazliwosci drobnoustrojow na antybiotyki.
Obecnie wiele zaakceptowanych 1 zatwierdzonych standardéow dotyczacych tej metody jest
publikowanych przez CLSI w testowaniu bakterii i drozdzy [89]. Zasada metody polega na
zaszczepieniu podioza statego standardowym inokulum badanego mikroorganizmu, nastepnie
na powierzchni agaru umieszcza si¢ krazki z bibuly filtracyjnej (o srednicy okoto 6 mm),
nasgczone zwigzkiem testowym o okreslonym stezeniu. Szalki Petriego inkubuje si¢ w
odpowiednich warunkach. Substancja przeciwdrobnoustrojowa dyfunduje do agaru i hamuje
lub ostabia wzrost testowanego mikroorganizmu. Intensywnos$¢ dziatania badanej substancji
mierzy si¢ jako $rednice strefy inhibicji wzrostu. Metoda kategoryzujaca bakterie jako
wrazliwe, posrednie lub oporne [90]. Test krazkowo-dyfuzyjny ma wiele zalet takich jak:
prostota wykonania, niski koszt, mozliwo$¢  przetestowania bardzo duzej liczby
mikroorganizmow 1 srodkow przeciwdrobnoustrojowych oraz tatwos¢ interpretacji wynikow
[91]. Warto jednak zauwazy¢, ze hamowanie wzrostu bakterii nie oznacza ich zamierania,
dlatego ta metoda nie moze rozrdéznia¢ efektu bakteriobdjczego 1 bakteriostatycznego. Co

wigcej, metoda krazkowo-dyfuzyjna nie pozwala na okreslenie minimalnego st¢zenia

26



hamujacego (MIC), poniewaz niemozliwe jest okreSlenie objetosci  S$rodka

przeciwbakteryjnego wdyfundowanego w podtoze agarowe.

2.6.2. Metoda gradientowa

Technika polega na naniesieniu na zestalone i zaszczepione drobnoustrojami podtoze paska
nasgczonego roznymi stezeniami badanego antybiotyku. W metodzie sg wykorzystywane
paski w postaci tzw. E-testow. Stgzenia antybiotykow, ktorymi nasaczone sg paski, sa
skalibrowane z gradientem stezenia antybiotyku wyrazonego na skali w pg/mL po jednej
stronie, a po drugiej stronie dwoma predefiniowanymi wzrastajagcymi wyktadniczo
czynnikami, z ktérych jeden zawiera state stgzenie inhibitora. Wykrywanie mechanizmu
opornosci odbywa si¢ poprzez obserwacje réznic w zahamowaniu strefy wzrostu bakterii po
jednej i po drugiej stronie paska. Odczytanie wartosci MIC dla poszczegdlnych antybiotykow
jest mozliwe po zastosowaniu paska nasgczonego jednym antybiotykiem. Paski E-test
rozszerzaja mozliwos$ci diagnostyczne przez wykrywanie fenotypéw opornosci, umozliwiaja
zmian¢ wynikow kategorii wrazliwosci jesli nie s3 zgodne z fenotypem opornosci a takze

umozliwiaja dedukcje wynikow dla antybiotykow, ktorych nie ma w antybiogramie [92].

2.6.3. Bioautografia— TLC

Metoda taczaca detekcje mikrobiologiczng z chromatografia cienkowarstwowa. Bioautografia
TLC jest prosta, skuteczng i1 niedroga technika, dlatego moze by¢ wykorzystywana zar6wno
w dobrze jak 1 stabiej wyposazonych laboratoriach [93]. Stanowi szybka technike dla badan
przesiewowych duzej liczby probek. Ponadto moze by¢ stosowana do wykrywania §rodkow
przeciwdrobnoustrojowych w probkach §rodowiskowych i zywnosci, a takze w poszukiwaniu
nowych lekéow przeciwdrobnoustrojowych. Do metod bioautografii — TLC =zalicza si¢

bioautografie bezposrednia, bioautografi¢ kontaktowq 1 bioautografie¢ immersyjna.

2.6.4. Bioautografia bezposrednia

W tescie plytka TLC jest zanurzana lub opryskiwana ptynem zawierajacym okre§lone
stezenie drobnoustrojow. Nastepnie bioautogram inkubuje si¢ w temperaturze 25°C przez 48

godzin. Do wizualizacji wzrostu drobnoustrojow stosuje si¢ sole tetrazoliowe. Sole ulegaja
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przeksztatceniu w odpowiedni intensywnie zabarwiony produkt przy udziale enzymow
(dehydrogenaz) obecnych w zywych komorkach [94]. Najczesciej wykorzystywany jest fiolet
p-jodo-trotetrazoliowy [93]. Sole s3 natryskiwane na bioautogram, ktoéry jest ponownie

inkubowany w 25°C przez 24 h lub w 37°C przez 3-4 h

2.6.5. Bioautografia kontaktowa

Analizowany antybiotyk nanoszony jest na bibute lub ptytke TLC, ktérg nastepnie umieszcza
si¢ na podtozu agarowym. Substancja aktywna dyfunduje w podioze. Po kilku minutach lub
godzinach usuwa si¢ bibule lub plytke, a poditoze agarowe jest inkubowane zgodnie z

wytycznymi dla danej grupy mikroorganizmow. Technika rzadko stosowana.

2.6.6. Bioautografia immersyjna

Metoda stanowiaca hybryde obu poprzednich metod. Plytka TLC pokrywana jest
uptynnionym podtozem agarowym. W celu umozliwienia dobrej dyfuzji badanych zwigzkow
do pozywki agarowej, plytki mozna umieszcza¢ w niskiej temperaturze przez kilka godzin
przed inkubacja. Po inkubacji w odpowiednich warunkach, w celu wizualizacji wyniku
stosowany jest barwnik tetrazolowy. Metoda zapewnia dobre zdefiniowanie strefy

zahamowania wzrostu 1 nie jest wrazliwa na zanieczyszczenia [93].

2.6.7. Metody seryjnych rozcienczen

Metody oparte na seryjnych rozcienczeniach sg kluczowe w oznaczaniu MIC, poniewaz
umozliwiaja doktadne oznaczenie stg¢zenia badanego $rodka przeciwdrobnoustrojowego.
Warto§¢ MIC jest definiowana jako najnizsze st¢zenie testowanego antybiotyku, ktére hamuje
wzrost badanego drobnoustroju i jest zwykle wyrazana w mg/ml lub mg/l. Metoda jest
dedykowana do badania wigkszosci grup drobnoustrojéw, w tym takze tych o szczegdlnych

wymaganiach [95].
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2.6.8. Metoda seryjnych rozcienczen w podtozu ptynnym

Metoda seryjnych mikro- i makro- rozcienczen w podtozu pltynnym jest jedng z najczesciej
stosowanych metod w ocenie wrazliwosci drobnoustrojow na antybiotyki. Procedura
obejmuje przygotowanie dwukrotnych rozcienczen antybiotyku (np. 1, 2, 4, 8, 16 1 32 mg/ml)
w plynnym podiozu hodowlanym, w probdwkach zawierajacych minimalng objetos¢ 2 ml
(makrorozcienczenia) lub w mniejszych objetosciach przy uzyciu 96-dotkowej plytki
titracyjnej (mikrorozcienczenia). Nastepnie kazda proboéwke lub studzienke zaszczepia sig
zawiesing drobnoustrojow, przygotowana w tej samej pozywce namnazajacej, w ktorej
przygotowano roztwor substancji aktywnej, a ktorej gestos¢ optyczna powinna by¢ rowna 0,5
w skali McFarlanda. Po dokltadnym wymieszaniu, zaszczepione probowki lub 96-dotkowa
ptytki titracyjnej, inkubuje si¢ (najczgsciej bez mieszania) w odpowiednich warunkach w
zalezno$ci od testowanego mikroorganizmu. Jako MIC uznaje si¢ najnizsze st¢zenie
antybiotyku, ktore catkowicie hamuje wzrost mikroorganizmu [96]. Do wad metody
seryjnych makrorozcienczen nalezy zaliczy¢ duze ilosci koniecznych do przygotowania
odczynnikow, konieczno$¢ dysponowania duzg przestrzenia robocza a takze duze ryzyko
btedu z uwagi na zmudno$¢ wykonywanej analizy [97]. Wigksza powtarzalnos¢, oszczednosé
odczynnikow 1 przestrzeni zapewnia miniaturyzacja testu tj. metoda mikrorozcienczen.
Jednak warto zaznaczy¢, ze przy tak niewielkich objgtosciach kluczowa jest bardzo duza
doktadno$¢ 1 wdrozenie systemu badan mig¢dzylabolatoryjnych w celu zapewniania
wiarygodnos$ci wykonywanych testow [98]. Punktem spornym jest ocena oraz zdolnos¢ do
rozrdzniania wzrostu drobnoustrojéw w  studzienkach. Opracowano kilka metod
kolorymetrycznych opartych na stosowaniu barwnikow jak sole tetrazoli np. bromek 3- (4,5-
dimetylotiazol-2-ilo) -2,5-difenylotetrazoliowy (MTT) 1 2,3-bis {2-metoksy-4-nitro-5 -
[(sulfenyloamino) karbonyl] - wodorotlenek 2H-tetrazoliowy (XTT), ktore ulatwiajg
wyznaczenie punktu MIC [99].

Nalezy wskaza¢, ze wielko§¢ inokulum, rodzaj pozywki wzrostowej, czas inkubacji, a takze
sposob przygotowania inokulum moga wptywaé na wartosci MIC [100, 101, 102, 103].
Oznaczanie minimalnego stezenia bakteriobdojczego (MBC) lub minimalnego stezenia
grzybobojczego (MFC), znanego rowniez jako minimalne st¢zenie letalne (MLC) to kluczowe
wskazniki pozwalajagce na oceng aktywnosci bakteriobdjczej lub grzybobdjcze;. MBC
definiuje si¢ jako najnizsze st¢zenie $rodka przeciwdrobnoustrojowego potrzebne do zabicia

99,9% drobnoustrojow po 24-godzinnej inkubacji [104]. Wskaznik MFC jest réwniez
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definiowany jako najnizsze st¢zenie antybiotyku, ktore pozwala na dezaktywacje 98%-99,9%

drobnoustrojéw [105].

2.6.9. Metoda seryjnych rozcienczen w podtozu zestalonym agarem

Test polega na wylaniu na szalk¢ podloza z agarem, ktore zawiera pozadane stezenie
antybiotyku, zwykle uzyskane z wykorzystaniem metody dwukrotnych rozcienczen, a
nastepnie inokulacji powierzchni zestalonego podtoza zawiesing drobnoustrojow. W tym
przypadku MIC oznacza si¢ jako najnizsze st¢zenie antybiotyku, ktory catkowicie hamuje
wzrost drobnoustrojéw w odpowiednich warunkach inkubacji. Metoda jest zalecana w
przypadku drobnoustrojow bardzo wymagajacych jak beztlenowce czy bakterie z rodzaju
Helicobacter [106]. Ponadto, liczne testy wykazaly dobra korelacje z wynikami uzyskanymi
w metodzie E-test, glownie w przypadku bakterii. Poréwnywalne wyniki do tych uzyskanych
metoda seryjnych rozcienczen w podtozu statym, uzyskuje si¢ z wykorzystaniem metody

krazkowo-dyfuzyjnej i metody seryjnych mikrorozcienczen w podtozu ptynnym [107].

2.6.10. Test wyznaczania krzywej zabijania w czasie

Test pozwala na oceng¢ sity wpltywu antybiotyku na drobnoustroje jak i na uzyskanie
informacji na temat dynamizmu oddziatywan migdzy substancja aktywna a
mikroorganizmem. Do analizy bakterii test zostal wystandaryzowany i opisany w dokumencie
M26-A CLSI. Metoda polega na przygotowaniu trzech probowek z plynng pozywka
namnazajaca zawierajaca zawiesine drobnoustrojow o liczebnosci 5.0 x 10° jtk/mL. Pierwsza
1 druga probowka zawiera antybiotyk w stezeniach 0,25 x MIC 1 1,0 x MIC, a trzecia stanowi
kontrolg wzrostu. Inkubacje prowadzi si¢ w odpowiednich dla badanego drobnoustroju
warunkach, w réznych przedziatach czasowych (0, 4, 6, 8, 10, 12 1 24 h) [95]. Kolejny etap
polega na wykonaniu analizy liczebno$ci Zywych drobnoustrojow z wykorzystaniem metody
zalewowej. Metoda moze by¢ stosowana do okreslenia synergizmu lub antagonizmu miedzy

antybiotykami [95, 92].

2.6.11. Pomiar ATP - metoda bioluminescencji

Metoda obrazowania stanowigca gtownie uzupelnienie dla powyzej opisanych metod, a

polega na doktadnym i szybkim oznaczeniu ATP (adenozynotrifosforanu), ktory znajduje sie
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w zywych komorkach, zaréwno w mikrobiologicznych jak 1 niemikrobiologicznych.
Mikrobiologiczny ATP jest selektywnie ekstrahowany z komoérek 1 oznaczany
bioluminestencyjnie zgodnie z reakcja:
Lucyferyna + lucyferaza +ATP-> (lucyferyna-lucyferaza-AMP) + pirofosforan
(lucyferyna-lucyferaza-AMP) -> oksylucyferyna + lucyferaza+CO,+AMP-+$wiatto

Ilo$¢ powstajacych jednostek §wietlnych odpowiada ilosci ATP w probie, co z kolei koreluje
z liczbg mikroorganizméw w tejze probie. Pomiar odczytujemy w Relative Light units (RLU).
Po sporzadzeniu dodatkowych posiewow jednostki RLU mozna przeliczy¢ na liczbe

komorek, postugujac si¢ krzywa kalibracyjng [108].

2.6.12. Cytometria przeptywowa

Nowoczesng metoda wykorzystywang w badaniach nad wptywem antybiotykow na
drobnoustroje jest cytometria przeptywowa [109, 110]. Metoda pozwala na bardzo szybkie
wykrywanie, nie tylko martwych ale nawet jedynie uszkodzonych komoérek. Warunkiem
powodzenia analizy jest zastosowanie odpowiedniego barwnika. Standardowym barwnikiem
wykorzystywanym do znakowania komoérek w analizie cytometrycznej jest jodek propidyny
(zwiazek interkalujacy z DNA). Fluorochrom wnika do uszkodzonej komorki bakterii 1 wigze
si¢ z jej DNA, a po wzbudzeniu $wiatlem lasera daje sygnat fluorescencji. Metoda
cytofluorometryczna ~ pozwala  na  oznaczenie = wrazliwosci  na substancje
przeciwdrobnoustrojowe i ocen¢ jej wptywu na zywotnos¢ 1 uszkodzenie komorek badanego
mikroorganizmu. Pozwala rowniez na uzyskanie powtarzalnych wynikow w krotkim czasie
(2-6 godzin) w poroéwnaniu do klasycznych metod mikrobiologicznych (24-72 godzin w
przypadku metody mikrorozcienczen) [111]. Warto zaznaczyé, ze cytometria umozliwia
rozroznienie komorek zywych 1 komorek martwych, niezaleznie od ich zdolnosci do
proliferacji jak to jest w tradycyjnych metodach hodowlanych. Podkresli¢ nalezy, ze brak
wzrostu na podtozach hodowlanych, przy zachowaniu aktywnos$ci i spdjnosci komorek jest
stanem charakteryzujacym komodrki VBNC (ang. viable but nonculturable), ktore oznaczy¢
mozna tylko za pomocg takich metod jak cytometria. Powszechne stosowanie tej metody w
oznaczaniu wrazliwosci drobnoustrojé6w na antybiotyki wydaje si¢ obecnie mato

prawdopodobne ze wzgledu na bardzo wysoki koszt sprzetu.
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3. CEL PRACY

Celem podjetych przeze mnie badan, byta ocena wptywu substancji pomocniczych na

wybrane proleki antybiotykow B-laktamowych w zakresie mozliwosci modyfikacji szybkosci

rozpuszczania, trwatoSci chemicznej, przenikalnosci przez sztuczne blony biologiczne i

aktywnosci mikrobiologiczne;.

Etapy przeprowadzonych badan obejmowaty kolejno:

badanie tozsamosci analizowanych prolekoéw B-laktamowych antybiotykow,
preparatyke binarnych uktadow wybranych prolekéw B-laktamowych antybiotykow z
substancjami pomocniczymi o potencjalnych mozliwosciach modyfikacji wiasciwosci
fizykochemicznych, mikrobiologicznych, i ich badania tozsamosci,
oznaczanie stezen badanych prolekéw B-laktamowych antybiotykow w binarnych
uktadach z substancjami pomocniczymi,

o podczas badan szybkosci rozpuszczania W odpowiednich ptynach

akceptorowych,

o podczas badan trwatosci chemicznej w warunkach badan stresowych,

o podczas badan przenikania przez sztuczne btony biologiczne,
badanie aktywnosci mikrobiologicznej analizowanych prolekéw [-laktamowych
antybiotykow w binarnych uktadach,
analizg¢ statystyczng otrzymanych wynikow metoda PCA.

Do badan wybrano nastepujace proleki -laktamowe:

piwampicyling,
chlorowodorek cefetametu piwoksylu,

tebipenem piwoksyl.

Powyzsze badania dostarcza informacji o wplywie potaczenia prolekow B-laktamowych z

substancjami pomocniczymi takimi jak mannitol, hydroksypropylometyloceluloza, skrobia

prezelowana, laktoza jednowodna oraz poliwinylopirolidon na zmiany wlasciwosci

fizykochemicznych oraz zmiany aktywnosci przeciwbakteryjnej, w kontek$cie planowania

rozwoju innowacyjnych formulacji farmaceutycznych.
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4. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Materiat do badan
4.1.1. Substancje aktywne:

» ampicyliny chlorowodorek estru piwaloilooksymetylowego: (2S,5R,6R)-6-{[(2R)-2-
amino-2-fenyloacetylo]amino]-3,3-dimetylo-7-okso-4-tia-1-azabicyklo[3.2.0]heptano-
2-karboksylan 2,2-dimetylopropanoilooksymetylu:

e Dialy, puszysty proszek,
e dostawca: Zaktad Antybiotykéw Modyfikowanych, Instytut Biotechnologii
1 Antybiotykow, Warszawa.

> cefetametu chlorowodorek estru piwaloilooksymetylowego: ((6R,7R)-7-[[(22)-2-(2-
amino-1,3-thiazol-4-yl)-2-metoxyiminoacetyl]Jamino]-3-metyl-8-0xo-5-thia-1-
azabicyclo[4.2.0]oct-2-ene-2-carboksylowy kwas):

e Dbialy lub prawie biaty proszek,
e dostawca: Zaklad  Antybiotykow  Modyfikowanych, Instytut
Biotechnologii i Antybiotykow, Warszawa.

> tebipenemu ester piwoksylowy: 2,2-dimethylpropanoyloxymethyl (4R,5S,6S)-3-[1-
(4,5-dihydro-1,3-thiazol-2-yl)azetidin-3-yl]sulfanyl-6-[ (1R)-1-hydroxyethyl]-4-metyl-
7-oxo-1-azabicyclo[3.2.0]hept-2-ene-2-carboksylowy:

e Dialy, krystaliczny proszek,

e dostawca: Laboratorium Tanaka Uniwersytet Hokkaido, Sapporo.

4.1.2. Substancje pomocnicze

» Mannitol:
e bialy proszek, dobrze rozpuszczalny w wodzie,
e dostawca: Merck KGaA (Darmstadt, Niemcy).
» Hydroksypropylometyloceluloza (HPMC):
e Dbiaty lub z6ttobiaty proszek, rozpuszczalny w wodzie,
e dostawca: Sigma Aldrich (Saint Louis, USA).
» Skrobia prezelowana:
e biaty proszek, rozpuszczalny w wodzie,
e dostawca: Colorcon (Harleysville, USA).

» Laktoza jednowodna:
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e biaty proszek, rozpuszczalny w wodzie,

e dostawca: DFE Pharma (Goch, Niemcy).
» Poliwinylopirolidon:

e bialy proszek, rozpuszczalny w wodzie,

e dostawca: Sigma-Aldrich (Saint Louis, USA).
4.2. Odczynniki

» Acetonitryl, Merck KGaA (Darmstadt, Niemcy),

Metanol, Merck KGaA (Darmstadt, Niemcy),

Octan amonu, POCH (Gliwice), cz.d.a., odcz. FP,
Diwodorofosforan potasu, POCH (Gliwice), cz.d.a., odcz. FP,
Kwas mréwkowy 98-100%, POCH (Gliwice), cz.d.a., odcz. FP,
Woda demineralizowana z aparatu do demineralizacji,
Nadtlenek wodoru, POCH (Gliwice), cz.d.a., odcz. FP,

» Wodorotlenek sodu, POCH (Gliwice), cz.d.a., odcz. FP,

» Kwas solny 0,1 mol/l, POCH (Gliwice), cz.d.a., odcz. FP,

» Chlorek sodu, POCH (Gliwice), cz.d.a.,

YV V.V V V V

» Podloza mikrobiologiczne: bulion Mueller-Hinton (MHB), agar z hydrolizatem
kazeiny i soi (TSA), bulion z hydrolizatem kazeiny i soi (TSB).

4.3. Aparatura 1 sprzet pomiarowy

» Spektrometr FTIR Bruker IFS 66v/S:

Zrodto promieniowania: GLOBAR (pret z weglika krzemu),
Detektor: DTGS,

Interferometr Michelsona z beamsplitterem KBr,

Przystawka ART PEKIN ELMER.

» Ultrawysokosprawny chromatogram cieczowy Dionex UltiMate 3000:
e Dionex UltiMate 3000 RS Pump,
e Dionex UltiMate 3000 RS Autosampler,

e Dionex UltiMate 3000 RS Column Compartment,
e Dionex UltiMate 3000 RS Diode Array Detector.
» Program komputerowy Dionex Chromeleon Version 7.12.1478

A\

Ultrawysokosprawny chromatogram cieczowy Shimadzu Prominence
» Nano Quantity Analyte Detector (NQAD) QT-50
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» Aparat do badania uwalniania Agilent Technologies 708 DS. Dissolution Apparatus

» Waga analityczna Sartorius CP 224S-OCE

» Komory do badan cieplnych: KBC 32W, KBC 65W, KBC 125 Wytwodrnia Aparatury
Medycznej WAMED

» Aparat do demineralizacji wody USF T-801

» pH metr Mettler Toledo Seven Compact pH/lon S220

> PAMPA (model réwnoleglej przepuszczalnosci sztucznej membrany), Pion®, model

przewodu pokarmowego (GIT)

4.4. Metodyka badan

Przygotowanie mieszanin do badan preformulacyjnych badanych prolekow p-laktamowych z

wybranymi substancjami pomocniczymi.

Do przeprowadzenia zaplanowanych badan przygotowano réwnowagowe mieszaniny (1:1)
badanych prolekow B-laktamowych z wybranymi substancjami pomocniczymi (mannitol,
hydroksypropylometyloceluloza, skrobia prezelowana, laktoza jednowodna,
poliwinylopirolidon). Mieszaniny sporzadzono przez rozcieranie w mozdzierzu, w
temperaturze pokojowej, bez obecnosci rozpuszczalnikow. Otrzymane mieszaniny
preformulacyjne przechowywano w atmosferze kontrolowanej wilgotnosci, w temperaturze

pokojowe;j.

4.4.1. Spektroskopia w podczerwieni (FT-IR)

Spektroskopia w podczerwieni z transformacjg Fouriera zostatla zastosowana do
potwierdzenia tozsamo$ci badanych prolekow oraz oceny interakcji miedzy nimi a
substancjami pomocniczymi w przygotowanych mieszaninach. Widma FT-IR wykonano dla
czystych substancji oraz ich mieszanin z wybranymi substancjami pomocniczymi. Tableki do
badan otrzymano poprzez prasowanie z KBr w stosunku 1:100, korzystajac z prasy
hydraulicznej o nacisku 8 ton. Widma w podczerwieni rejestrowano w zakresie od 400 do
4000 cm™ za pomoca spektrometru FT-IR Bruker Equinox 55 wyposazonego w mikroskop
Bruker Hyperion 1000. Celem doktadnej identyfikacji widm prolekéw oraz definiowania ich

oddzialywania z substancjami pomocniczymi, prowadzono obliczenia kwantowo-chemiczne,
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w oparciu o DFT. Wszystkie obliczenia zostaly zwizualizowane przy uzyciu pakietu

Gaussian 03.

4.4.2. Badanie efektow wprowadzania prolekow do uktadoéw proszkowych wybranych

substancji pomocniczych

Do badan zmian stezenia prolekéw podczas badan szybkosci rozpuszczania, trwatosci
chemicznej, przenikalno$ci przez blony biologiczne symulujgce model uktadu pokarmowego
(GIT, ang. gastrointestinal tract), opracowano metody chromatografii cieczowej w uktadzie
odwroconych faz i zwalidowano odpowiednie metody HPLC-DAD. Wszystkie metody

chromatograficzne zostaty zwalidowane zgodnie z wytycznymi ICH [112].

4.4.3. Szybko$¢ rozpuszczania prolekoéw B-laktamowych w obecno$ci wybranych substancji

pomocniczych

Szybko$¢ rozpuszczania prolekoéw B-laktamowych w uktadach modelowych z substancjami
pomocniczymi badano stosujgc aparat topatkowy (temperatura 310K + 0,5K i predkosé
mieszania 50 obrotéw na minute). Proleki w postaci wolnej i ich mieszaniny z substancjami
pomocniczymi odwazono do kapsutek zZelatynowych, nastgpnie umieszczono w sprezynie,
aby zapobiec flotacji kapsutki na powierzchni cieczy. Uzyskane probki umieszczono w
500 ml 0,1 M kwasu solnego (pH 2,1) i buforu fosforanowego (pH 6,8), symulujace
srodowisko  zotadkowo-jelitowe w  wybranych odcinkach ukladu pokarmowego.
Rozpuszczone proleki w plynie akceptorowym (5,0 ml) pobierano w okreslonych odstgpach
czasu i filtrowano przez filtr membranowy 0,2 um. Metode HPLC-DAD zastosowano do
pomiaru stezen badanych antybiotykow w roztworach akceptorowych.

Do porownania profili rozpuszczania zastosowano model zaproponowany przez Moore'a i
Flannera, oparty na wyznaczeniu dwoch wartosci f1 i 2. Wspotczynnik réznicy (f1) mierzy
procent bledu migdzy dwiema krzywymi we wszystkich punktach czasowych, f2 jest
logarytmicznym przeksztalceniem sumy btedu kwadratowego rdznic migdzy testowym (Tj), a
referencyjnym systemem (Rj) we wszystkich punktach czasowych zgodnie z ponizszymi

wzorami:

n |R:—T:
fi= —"1,[ i 100
j=1R
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1
n 2
1 2
f, =50 x log 1+(;)Z|Rj—7;| x 100
j=1

gdzie n jest liczbg probek, Rj i Tj to procent referencyjny (API) i produktu badanego
(mieszaniny API i substancji pomocniczych) rozpuszczone w kazdym punkcie czasowym.
Profile rozpuszczania sa podobne, gdy wartos¢ f1 jest bliska 0, a f2 jest bliska 100 (wytyczne
FDA sugeruja, ze dwa profile sa podobne, jesli 2 wynosi od 50 do 100).

4.4.4. Badania trwato$ci chemicznej prolekow w mieszaninach preformulacyjnych

Badania trwatosci prolekow w ukladach z wybranymi substancjami pomocniczymi,
prowadzono w warunkach podwyzszonej wilgotnosci wzglednej (76,5%) i podwyzszonej
temperatury 348K oraz w warunkach niekontrolowanej wilgotnosci wzglednej (RH =
ambient) i podwyzszonej temperatury 363K. W odstepach czasowych, okreSlonych przez
szybko$¢ degradacji, fiolki wyjmowano z eksykatoréw znajdujacych si¢ w komorach badan
trwalosci 1 ochtodzono do temperatury pokojowej, ich zawarto$¢ rozpuszczono w wybranym
rozpuszczalniku i analizowano metodami HPLC-DAD. Podwyzszong warto$¢ wilgotnosci
wzglednej RH=76,5% uzyskano przez umieszczenie w eksykatorze nasyconego roztworu

chlorku sodu.

4.4.5. Badania przenikalnosci prolekéw w uktadach modelowych z wybranymi substancjami

pomocniczymi przez uktady sztucznych bton biologicznych

Roéznice w przenikalnosci prolekow, po ich wprowadzeniu do uktadéw modelowych z
wybranymi substancjami pomocniczymi, przez sztuczne btony biologiczne badano stosujac
model PAMPA (model rownoleglej przepuszczalnosci sztucznej membrany), GIT (ang.
gastrointestinal tract). Uktad sktadat si¢ z 96-miejscowej ptytki mikrofiltru i 96-miejscowej
ptytki filtracyjnej podzielonej na dwie komory: donorowa na dnie i akceptorowa na gorze,
oddzielone ptyta mikrofiltru o grubosci 120 um, pokryta 20% (w/v) roztworem dodekanowej
mieszaniny lecytyny (Pion, Inc.). Roztwory proleku i mieszaniny proleku z substancja
pomocnicza (0,2 mg/L) w wodzie przygotowano na 96-miejscowej ptytce filtracyjnej i
dodano do przedziatow donora. Roztwér donora doprowadzono do pH 2,73 1 6,20
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(uniwersalny bufor traktowany NaOH). Plytki zestawiono i inkubowano w temperaturze
310 C przez 4 godziny w atmosferze nasyconej wilgocia. St¢zenia proleku w postaci wolnej i
w mieszaninie z substancjami pomocniczymi okre§lano za pomoca metod HPLC-DAD w
ptynie donorowym i akceptorowym po 4 godzinach inkubaciji.

Wspotczynnik pozornej przenikalnosci (Papp), definiujagcy dynamike przenikania prolekow

przez btony na drodze dyfuzji biernej obliczono, stosujac rownanie w nastgpujacy sposob:

ctn (1)
equilibrium

Forw = Sx(Vl_D-l'VlA)Xt

gdzie Vp - objetos¢ donora, Va - objgtos¢ akceptora, Cequilibrium St¢Zenie rownowagowe, Cp-
stezenie donora, Ch - stezenie akceptorowe, S - powierzchnia btony komoérkowej, t - czas
inkubacji (w sekundach).

Zwiazki o Papp <1 x 10® crn/s sa klasyfikowane jako o niskiej przepuszczalnoéci i te 0 Papp>
1 x 10° cm/s jako o wysokiej przepuszczalnosci [113]. Aby zweryfikowaé Papp, ktore
okreslono dla przepuszczalnosci CTZ w postaciach wolnych 1 skompleksowanych

zastosowano test ANOVA.
4.4.6. Aktywnos$¢ bakteriobgjcza prolekow w obecno$ci substancji pomocniczych

Aktywno$¢ przeciwbakteryjng prolekow p-laktamowych w uktadach z wybranymi
substancjami pomocniczymi badano stosujac metod¢ studzienkowa. W celu pordéwnania
aktywnosci mikrobiologicznej dla kazdego z prolekéw PB-laktamowych oraz ich uktadow
binarnych z substancjami pomocniczymi wykonano oznaczenie minimalnych stezen
hamujacych (MIC), czyli najnizszych stezen leku (pg/ml), hamujacych wzrost bakterii w
badaniach in vitro, prowadzono zgodnie z procedurg EUCAST (Ryc. 13). Oznaczenie to

polegato na obserwacji zmgtnienia podtoza (wzrost drobnoustrojow) po okreslonym czasie.
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Jalowy agar Mueller Hinton (MHB)

1) Rozcienczy¢ 1/10 ‘ ‘ 2) Przygotowaé 50 ul
w sterylnym MHB obu pozywek w kazdej
studzience (od 2 do 12)

= ==

3) Przeniesé 100 pul

Przygotowanie roztworu leku o
pozadanym stezeniu w jalowej
destylowanej wodzie, etanolu
lub DMSO

_ Studzienki wolne od
" lekéw: kontrola wzrostu

4) Dwukrotne rozcieniczenie: przez
przeniesienie 50 pl z pierwszego
do 11 dolka

7) Inkubacja w 35°C przez 18h «

6) Inokulacja: przeniesienie 50 ul
inokulum do kazdego dolka

Zawiesina bakteryjna o
Mikrobiologiczny wartosci 0,5 McFarland
material inokulacyjny
zawierajacy 105 CFU/ml

Ryc. 13. Schemat badania aktywnos$ci mikrobiologicznej metoda studzienkowa.

Badania aktywnosci bakteriobdjczej prolekow prowadzono wzgledem nastgpujacych
szczepOw bakteryjnych:

o Klebsiella pneumoniae- ATCC 31488

e Enterobacter aerogenes ATCC 13048

e Staphylococcus aureus ATCC 29213

e Escherichia coli ATCC 25922

e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853
e Salmonella typhimurium

e Enterococcus faecalis- ATTC 29212

e Enterobacter hormaechei

e Proteus mirabilit
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e Listeria monocytogenes

e Alcaligenes faecalis
Szczepy bakteryjne obejmowaty szczepy referencyjne ATCC i kliniczne wyizolowane przez

Instytut Medycyny Laboratoryjnej w Poznaniu.

4.4.7. Badania chromatograficzne (HPLC)

Do oceny zmian stezenia prolekow opracowano metody HPLC z detekcja za pomoca matrycy
diodowej (DAD) (tabela 4). Opracowane metody HPLC-DAD zostaty zwalidowane w
odniesieniu do selektywnosci, linowosci, precyzji, doktadnosci oznaczen badanych prolekow
B-laktamowych. Wyznaczono takze limity wykrywalnosci LOD i oznaczalnosci LOQ
badanych analitow. Opracowano i zwalidowano metod¢ HPLC z detekcja za pomoca matrycy
diodowej (DAD) i detekcja detektora nano-ilosciowego (NQAD) do oznaczania
chlorowodorku cefetametu piwoksylu w obecnos$ci jego produktow degradacji powstatych
podczas hydrolizy kwasowo-zasadowej, utleniania, termolizy i fotolizy, majac na uwadze

jego znaczng nietrwatosc.
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Tabela 4. Warunki rozdzielenia chromatograficznego oznaczenia wybranych prolekow [3-
laktamowych

Metoda HPLC oznaczenia piwampicyliny

Parametry rozdzielenia chromatograficznego
e Aparat: UHPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 z detektorem DAD,
e Kolumna: LiChrospher RP 18 column (5 um, 250 x 4 mm),
e Faza ruchoma: Bufor fosforanowy pH 7,0 : acetonitryl (30:70 V:V),
e  Szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min,
e Dhugos¢ fali detektora: 220 nm,
e  Objetos¢ nastrzyku: 10 pl,

e  Temperatura kolumny: 30°C.

Metoda HPLC oznaczenia cefetametu piwoksylu

Parametry rozdzielenia chromatograficznego:
. Aparat: UHPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 z detektorem DAD oraz
detektorem NQAD
. Kolumna: Kinetex C-18 column (5 pm, 100 X 2,1 mm ),
o Faza ruchoma: Octan amonu 10 mmol/L : metanol : acetonitryl
(33:16:51 viviv),
. Szybkos¢ przeptywu 0,8 ml/min,
. Dhugosé¢ fali detektora: 254 nm,
. Objetos¢ natrzyku: 10 pl,

° Temperatura kolumny: 30°C.

Metoda HPLC oznaczenia tebipenemu piwoksylu

Parametry rozdzielenia chromatograficznego:
. Aparat: UHPLC Thermo Scientific Ultimate 3000 z detektorem DAD,
. Kolumna: Lichrosphere C-18 column (4,1 pm, 250 x 2,1 mm ),

. Faza ruchoma: Octan amonu 12 mmol/I : acetonitryl : trietyloamina
(68:30:2 viviv),

. Szybkos¢ przeptywu 0,8 ml/min,

. Dhugosé¢ fali detektora: 330 nm,

. Objetos¢ natrzyku: 10 pl.
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4.4.8. Walidacja metod chromatograficznych

Zastosowane w badaniach metody HPLC dla piwampicyliny i cefetametu piwoksylu,
tebipenemu piwoksylu zostalty zwalidowane zgodnie z wytycznymi ICH [112].
Przeprowadzono ich walidacj¢ w zakresie:

e selektywnosci,

e liniowosci,

e precyzji posredniej i bezposredniej,

e doktadnosci,

e limitow wykrywalnosci (LOD) 1 oznaczalnosci (LOQ).

Tabela 5. Walidacja metod chromatograficznych do oceny zawartosci piwampicyliny,
cefetametu piwoksylu i tebipenemu piwoksylu

Metoda HPLC oznaczenia Metoda HPLC oznaczenia Metoda HPLC oznaczenia
piwampicyliny chlorowodorku cefetametu chlorowodorku
piwoksylu tebipenemu piwoksylu
Selektywnosé

W celu okreslenia selektywnosci opracowanych metod chromatograficznych, przygotowano probki
prolekow oraz substancji pomocniczych przed i po przeprowadzeniu badan przyspieszonego starzenia.

Liniowos$¢é

Zaleznoéci Pi=f(c) dla badanych prolekéw B-laktamowych wyznaczono w wodzie. Przygotowano po 12
roztworow o stezeniu od 0,01 mg/ml do 0,24 mg/ml. Na kolumne wprowadzono po 5 pl kazdego z
roztworow 1 zarejestrowano chromatogramy. Kazdy nastrzyk powtarzano trzykrotnie. Wykonano wykres
Pi=f(c) gdzie: Pij— pole powierzchni piku, c¢ — stgzenie [mg/ml]

Precyzja

Celem okreslenia precyzji bezposredniej opracowanych oznaczen wykonano po 6 oznaczen roztwordw
badanych prolekow B-laktamowych o stgzeniach: 0,16 mg/ml; 0,20 mg/ml; 0,24 mg/ml co odpowiada 80,
100, 120% stezenia nominalnego piwampicyliny, cefetametu piwoksylu, tebipenemu piwoksylu.

Dokladno$¢

Doktadno$¢ opracowanych metod analitycznych zostata okreslona na trzech poziomach stezen: 0,16 mg/ml;
0,20 mg/ml; 0,24 mg/ml, co odpowiada 80, 100 i 120% st¢zenia nominalnego badanych antybiotykow f-
laktamowych w trakcie badan trwatosci. W tym celu dokonano oceny odzysku piwampicyliny, cefetametu
piwoksylu i tebipenemu piwoksylu. Wykonano po 3 oznaczen dla kazdego stezenia.

Granica wykrywalnoSci i oznaczalnoSci

Granice wykrywalnosci (LOD) i oznaczalno$ci (LOQ) dla piwampicyliny, cefetametu piwoksylu, tebipenemu
piwoksylu obliczono z nastepujacych wzoré6w: DL =3,3 - SylaQL = 10 - Sy/a
gdzie: Sy — odchylenie standardowe, a —nachylenie krzywej kalibracji
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4.4.9. Walidacja metod HPLC oznaczania prolekow p-laktamowych

W tabeli 6. zestawiono walidowane paramtery dla opracowanych metod HPLC oznaczania
badanych analogéw f-laktamowych.

Tabela 6. Wyniki dla walidowanych parametrow prolekow B-laktamowych

Walidacja oznaczenia piwampicyliny

Krzywa kalibracyjna liniowa od 0,10 do 0,30 mg/ml

Wspolczynnik korelacji R*0,9981

Wzgledne odchylenie standardowe od 0,3 do 1,3%

Sredni odzysk 100,2%

LOD 0,003 mg/ml, LOQ 0,01 mg/ml

Walidacja oznaczenia cefetametu piwoksylu

Krzywa kalibracyjna liniowa od 0,10 do 0,30 mg/ml

Wspotczynnik korelacji R”0,9997

Wzgledne odchylenie standardowe od 0,2 do 2,0%

Sredni odzysk 98,6%

LOD 0,004 mg/ml, LOQ 0,01 mg/ml

Wyniki dla detektora NQUAD

Krzywa kalibracyjna liniowa od 0,10 do 0,30 mg/ml

Wspotczynnik korelacji R”0,9946

Wzgledne odchylenie standardowe od 2,1 do 2,4%

Sredni odzysk 101,2%

LOD 0,004 mg/ml, LOQ 0,01 mg/ml

4.5. Analiza gtéwnych sktadowych PCA

Analiza glownych sktadowych (ang. Principal Component Analisys — PCA) zostata
wykorzystana jako metoda analizy statystycznej heterogenicznych wynikéw uzyskanych w
badaniach spektroskopowych, profilu rozpuszczania, przepuszczalno$ci w modelu PAMPA i
minimalnego stezenia hamujacego (MIC). Uzyskane wartosci, réznigce si¢ jednostkami i
warto$cig oczekiwang, zostaly znormalizowane poprzez liniowe skalowanie do zerowej
sredniej 1 odchylenia standardowego rownego jednosci. Przeskalowane dane posiadaty 49
wymiaréw 1 zostaly rzutowane na hiperptaszczyzne o trzech wymiarach odpowiadajacych
gtownym sktadowym, wyjasniajac tym samym 93% wariancji zawartej w zbiorze danych. Na
podstawie przeprowadzonej analizy okreslono zwigzki pomiedzy zmiennymi, kierujac si¢
dystansem euklidesowym pomigdzy wektorami okreslajagcymi wktad danej zmiennej w

tworzenie sktadowych.
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5. WYNIKI

5.1.1. Badania tozsamosci piwampicyliny w oparciu o zastosowanie spektroskopii w

podczewieni

Badania spektroskopowe w podczerwieni (FT-IR) wykonano zgodnie z metodyka
przedstawiong w rozdziale 4.4.1. ldentyfikacje widm charakterystycznych dla piwampicyliny
prowadzono w oparciu o poréwnanic z widmem teoretycznym wyznaczonym podczas
obliczen kwantowo-chemicznych, gdzie zdefiniowano potozenie, rodzaj i intensywnos$¢ pasm
charakterystycznych dla piwampicyliny. W tabeli 7 zestawiono charakterystyczne pasma
teoretyczne oraz eksperymentalne, istotne dla potwierdzenia tozsamosci piwampicyliny.

Natomiast rycina 14 prezentuje widma FT-IR piwampicyliny eksperymentalne i teoretyczne.

Intensywnos¢ / Absorbancja

L L o

1 L 1 L 1 1 1 1 L ifl

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2500 3000 3500 4000
Dlugo$é fali (cm ™)

Ryc.14. Widmo FT-IR piwampicyliny eksperymentalne i teoretyczne.

Analize widm FT-IR uktadow preformulacyjnych przeprowadzono w odniesieniu do zmian w
widmie piwampicyliny po jej wprowadzeniu do uktadow z wybranymi substancjami
pomocniczymi. Jako referencyjne przyjeto widma izolowanych czastek piwampicyliny oraz

wybranej substancji pomocniczej.
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Tabela 7. Wybrane charakterystyczne pasma dla piwampicyliny

Polozenie pasm

Eksperymentalne Teoretyczne | Przyblizony opis pasm
IR[cm™] | Raman [cm™] [cm™]
483 Def. catej czasteczki
529 Def. pierscienia ampicyliny
587 587 C-S s w pierscieniu ampicyliny
659 662 N-H b op w grupie amidynowej
675 672 C-C s w pier$cieniu ampicyliny + def. pierscienia ampicyliny
i grupy piwoksylowej
730 743 C-H b op w pierscieniu fenylowym + N-C=0 b op w grupie
aminowej
791 791 Def. pierscienia fenylowego i aminy i grupie amidynowe;j
844 853 C-C s i w pierScieniu ampicyliny + def. pierScienia
C-C s pomigdzy pierécieniem ampicyliny a w grupie
926 927 piwoksylowej
C-O s w grupie piwoksylowej + C-N-C b w grupie
981 996 amidynowej + C-H b
1002 1009 C-C s w pierscieniu fenylowym
C-C s w pierscieniu ampicyliny + C-O s w piwoksylu + C-H
1025 1040 b w pierscieniu ampicyliny i w grupie piwoksylowe;j
1030 1050 C-C s w pierscieniu fenylowym
C-N s w pierScieniu ampicyliny + C-O s w grupie
1065 1086 piwoksylowej
1113 1118 C-0O s w grupie piwoksylowej
C-O s w grupie piwoksylowej + O=C-O sc w grupie
1158 1161 1175 piwoksylowej + C-H b w pier$cieniu ampicyliny i w grupie
piwoksylowej
C-C s i C-S s w pierscieniu ampicyliny + C-O s w grupie
1201 1192 1218 piwoksylowej + C-H b
N-H b w grupie amidynowej + C-N s w pierscieniu
1247 1249 1253 ampicyliny
1283 1293 C-C s w grupie piwoksylowej
1305 1305 C-H_ b w pierscieniu ampicyliny + C-N s w pierscieniu
ampicyliny
C-N s w pier§cieniu ampicyliny + C-H b w pierScieniu
1312 1315 ampicyliny
1371 1362 C-H b w pierscieniu ampicyliny
1396 1394 1398 C-H b w pierscieniu ampicyliny
1459 1452 1479 CH, sc w grupie piwoksylowej
N-H b w grupie amidynowej + C-N s w grupie amidynowej
1496 1507 1527 + C-H b w pier$cieniu fenylowym i w grupie piwoksylowe;
1558 1562 1624 C=C s i C-C s w pierscieniu fenylowym
1586 1586 1642 C=C i C-C w pierscieniu fenylowym
1603 1607 1652 N-H sc w grupie aminowej
1697 1697 1769 C=0 s w grupie amidynowej
1751 1755 1810 C=0 s i w grupie piwoksylowej blisko grupy 3CH;
1774 1779 1838 C=0 s w grupie piwoksylowej
1806 1808 1872 C=0 s w pierscieniu B-laktamowym

ptaszczyzna.

s-rozciagajace, b-zginajace, r-wahadlowe, w-wachlarzowe, sc-nozycowe, ip- w plaszczyznie, Op-poza
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Na rycinach 15-19 zestawiono widma poszczegdlnych mieszanin piwampicyliny z

substancjami pomocniczymi w postaci izolowanej oraz po sporzadzeniu mieszanin

preformulacyjnych.

Absorbancja

M .
/\I\*‘\“PA-skro bia

Iy

1 1 1 1 T 1 1
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
Dhugos¢ fali (cm™)

T T
3000 3600

Ryc. 15. Widma FT-IR piwampicyliny w mieszaninie ze skrobig.

Absorbancja

!

Ryc. 16. Widma FT-IR piwampicyliny w mieszaninie z HPMC.
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Ryc. 17. Widma FT-IR piwampicyliny w mieszaninie z mannitolem.
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PA
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Absorbancja

— 1 - 1 1 1T 1 T T T T L
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 3000 3600
" Dhugo$é fali (ecm™)

Ryc. 18. Widma FT-IR piwampicyliny w mieszaninie z laktoza.
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Ryc. 19. Widma FT-IR piwampicyliny w mieszaninie z PVP.

Absorbancja

5.1.2. Badania szybko$ci rozpuszczania piwampicyliny po wprowadzeniu do ukladow

preformulacyjnych

Badania szybkos$ci rozpuszczania wykonano zgodnie z metodyka przedstawiong w rozdziale
4.4.3. Szybko$¢ rozpuszczania piwampicyliny byla oceniana w jej potaczeniach z
substancjami pomocniczymi takimi jak mannitol, hydroksypropylometyloceluloza, skrobia
prezelowana, laktoza jednowodna, poliwinylopirolidon. Stosunek wagowy proleku z wybrang
substancjg pomocnicza wynosit 1:1. Badania szybkosci rozpuszczania prowadzono w plynie
akceptorowym o pH 1,2 (0,1 mol/l HCI) i o pH 6,8 (bufor fosforanowy). W oparciu o
oznaczenia chromatograficzne zmian stezen piwampicyliny w plynie akceptowym,
wyznaczono profile szybkosci rozpuszczania piwampicyliny oraz obliczono wspotczynniki f1
oraz f2, celem poréwnania statystycznego otrzymanych wykresow.
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Wykres 1. Profil rozpuszczania piwampicyliny z substancjami pomocniczymi w pH 1,2.
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Wykres 2. Profil rozpuszczania piwampicyliny z substancjami pomocniczymi w pH 6.8.
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5.1.3. Stabilno$¢ chemiczna piwampicyliny w mieszaninach preformulacyjnych z

substancjami pomocniczymi

Mieszaniny piwampicyliny z wybranymi substancjami pomocniczymi przygotowano w celu
zbadania zgodnosci pomiedzy ich skladnikami. Mieszaniny poddano badaniom
przyspieszonego rozkladu. Trwato$¢ mieszanin badano przy podwyzszonej wilgotnosci
wzglednej (76,5%) przy 348K (Wykres 3.) i w suchym powietrzu (0% wilgotnosci wzglednej)
przy 363K (Wykres. 4). W odstgpach czasu, okreslonych przez szybko$¢ degradacji, fiolki
usunieto, schtodzono do temperatury pomieszczenia, a ich zawarto$¢ rozpuszczono w wodzie

destylowanej i analizowano metoda HPLC-DAD potwierdzong z wytycznymi ICH.

100

80

60

40

20

0 4 miesigce 5 miesiecy 6 miesiecy

EPA m®mPA-skrobia ®WPA-HPMC ®PA-mannitol ®PA-laktoza ®PA-PVP

Wykres 3. Stabilno$¢ chemiczna piwampicyliny w mieszaninach z substancjami
pomocniczymi 348K, RH=70%.
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EPA EPA-skrobia ®PA-HPMC ®PA-mannitol m®PA-laktoza ®™PA-PVP

Wykres 4. Stabilno$¢ chemiczna piwampicyliny w mieszaninach z substancjami
pomocniczymi 363K, RH=0%.
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5.1.4. Badania przenikalnos$ci przez uktady sztucznych bton biologicznych piwampicyliny w

mieszaninach preformulacyjnych

Warto$ci pozornych statych przenikalno$ci piwampicyliny w postaci wolnej i mieszaninie z

substancjami pomocniczymi przez btony symulujace nabtonek uktadu zotagdkowo-jelitowego,

badano za pomoca metody PAMPA zgodnie z metoda opisang w pkt. 4.5.6. Otrzymane

wyniki zestawiono na wykresie 5.

0,18000
0,16000
=9,14000
£0.12000
“-’30,10000
*9,08000
n_:u
0,06000
0,04000
0,02000
0,00000

I

mpH 2,730
pH 6,204

PA- skrobla

PA-HPMC PA mannltol PA- Iaktoza PA-PVP

Wykres 5. Wartosci

pozornych wspotczynnikdw przenikalnosci piwampicyliny w

mieszaninach preformulacyjnych z substancjami pomocniczymi.

5.1.5. Badania aktywno$ci bakteriobojczej piwampicyliny w mieszaninach preformulacyjnych

Do badan aktywno$ci bakteriobojczej piwampicyliny w mieszaninach z substancjami

pomocniczymi, zastosowano szczepy bakteryjne analizowane za pomoca analizy MIC, ktore

obejmowaly szczepy referencyjne ATCC 1 izolaty kliniczne z Instytutu Medycyny

Laboratoryjnej w Poznaniu. Mikroorganizmy wskaznikowe hodowano w bulionie sojowo-

kazeinowym z ekstraktem drozdzowym dla mikroorganizméw o zwigkszonych wymaganiach

zywieniowych. Bakterie hodowano w warunkach tlenowych (300K, 24 godziny). Okreslono

MIC w cieklym osrodku, stosujac kolejng metodg rozcienczania, wyniki zestawiono w

tabeli 8.
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Tabela 8. Wartosci MIC piwampicyliny z substancjami pomocniczymi

Szczepy
bakteryjne

PA

‘ PA-skrobia ‘ PA -HPMC ‘PA- mannitol‘ PA-laktoza ‘

PA-PVP

mg/L

Proteus
mirabilis ATCC
12453

)

1y

Proteus
mirabilis c.i.

)

2|

Klebsiella
pneumoniae
ATCC 31488

0,5)

1y

Klebsiella
pneumoniae c.i.

2]

)

Enterobacter
aerogenes
ATCC 13048

0,5

0,5

0,25}

0,25)

Enterobacter
aerogenes c.i.

0,5)

0,25]

Enterococcus
faecalis ATTC
29212

)

1y

Enterococcus
faecalis c.i.

2|

1y

Escherichia coli
ATCC 25922

16

16

16

32

32

Escherichia coli
C.i.

32

32

32

64

64

Staphylococcus
aureus ATCC
25923

64

64

64

64

64

64

Staphylococcus
aureus c.i.

125

125

125

125

125

125

Acinetobacter
baumanii ATCC
19606

64

64

64

64

125

64

Acinetobacter
baumanii c.i.

125

125

125

250

250

125

Pseudomonas
aeruginosa
ATCC 27853

64

64

64

250

250

125

Pseudomonas
aeruginosa C.i.

125

125

125

250

250

250

Salmonella
enteritidis
ATCC 13076

62

Salmonella
enteritidis c.i.

16

16

16

16

16

125

Salmonella
typhimurium
ATCC 14028

1

1

Salmonella
typhimurium c.i.

4

4

8

1

8

2)

PA. — Piwampicylina; HPMC- hydroksypropylometyloceluloza, PVP- poliwinylopirolidon
c.i. izolat kliniczny (ang. clinical isolates)

o1




5.1.6. Analiza gtéwnych sktadowych piwampicyliny w ocenie zalezno$ci zmian parametréw

fizykochemicznych i mikrobiologicznych po wprowadzeniu do uktadoéw preformulacyjnych

Otrzymane zalezno$ci w efekcie przeprowadzania analizy PCA zestawiono w tabeli 9.

Tabela 9. Podobienstwa zmiennych dla uktadow piwampicyliny

Zmienna 1 Zmienna 2 Dystans R
Euklidesowy

AB ATCC FTIR 1586 cm™ 0,101973 0,998943
FTIR 1774 cm™ SE CI 0,172763 0,993553
FTIR 1774 cm™ SE ATCC 0,172763 0,993553
PAMPA pH 2,730 | SE ClI 0,175513 0,914804
PAMPA pH 2,730 | SE ATC 0,175513 0,914804
FTIR 1774 cm™ PAMPA pH 2,730 | 0,196757 0,944275
SE CI flpH 1,2 0,284887 0,988838
SE ATCC flpH 1,2 0,284887 0,988838
PAMPA pH 2,730 | flpH 1,2 0,317788 0,936368
FTIR 1774 cm™ flpH 1,2 0,417860 0,982526
FTIR 1774 cm™ PAMPA pH 7,296 | 0,475161 0,589356
FTIR 1396 cm™ PA ATCC 0,528832 0,781078
PAMPA pH 7,296 | SE ATCC 0,557893 0,504033
PAMPA pH 7,296 | SE ClI 0,557893 0,504033
FTIR 1312 cm™ PA CI 0,645333 0,789684
FTIR 1751 cm™ PAMPA pH 7,296 | 0,675939 0,811705
FTIR 1396 cm™ PA CI 0,696928 0,624358
AB ATCC FTIR 1558 cm™ 0,736109 0,942688
EF ATCC FTIR 1459 cm™ 0,770742 0,927652
AB ATCC FTIR 1283 cm™ 0,790193 0,929635
PAMPA pH 7,296 | flpH 1,2 0,790695 0,544843
FTIR1751cm™ | SECI 0,841536 0,836667
FTIR 1751 cm™ SE ATC 0,841536 0,836667
EF ATCC PAMPA pH 6,204 | 0,846301 0,907699
FTIR 1751 cm™ PAMPA pH 2,730 | 0,847687 0,927833
FTIR 1312 cm™ PA ATCC 0,868484 0,848519
FTIR 1806 cm™ PAMPA pH 7,296 | 0,909327 0,837981
EF CI FTIR 1459 cm™ | 0,918057 0,909526
EF CI PAMPA pH 6,204 | 0,954427 0,876907
SE — Salmonella enteritidis; PA - Pseudomonas aeruginosa;
AB - Acinetobacter baumannii; EF - Enterococcus faecalis
ATCC- szczepy referencyjne, Cl- izolat kliniczny
FTIR- Badania spektroskopowe w podczerwieni
PAMPA- model réwnolegtej przepuszczalnosci sztuczne;j
membrany
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5.2.1. Badania tozsamos$ci chlorowodorku cefetametu piwoksylu w oparciu o zastosowanie

spektroskopii w podczerwieni

Badania spektroskopowe w podczerwieni (FT-IR) wykonano zgodnie z metodyka
przedstawiong w rozdziale 4.4.1. Potozenie rodzaj i intensywno$¢ pasm charakterystycznych
dla cefetametu piwoksylu, otrzymano w oparciu o pordwnanie z pasmami referencyjnymi
otrzymanymi na widmie teoretycznym cefetametu piwoksylu. Widma teoretyczne otrzymano
poprzez wykorzystanie teorii funkcjonatow gestosci z bazg obliczeniowg DFT. W tabeli 10
zestawiono charakterystyczne pasma teoretyczne oraz eksperymentalne istotne dla
potwierdzenia tozsamos$ci cefetametu piwoksylu na Ryc. 20 zaprezentowano widmo

teoretyczne i eksperymentalne chlorowodorku cefetametu piwoksylu.

Absorbancja Intensywnosé

CT

DET

L I L 1 1 1 1

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Dhugosé fali [enr? ]

Ryc. 20. Widmo FT-IR chlorowodorku cefetametu piwoksylu eksperymentalne i teoretyczne.
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Tabela 10. Wybrane charakterystyczne pasma dla chlorowodorku cefetametu piwoksylu

Potozenie pasm

Eksperymentalna Teoretyczna Przyblizony opis pasm
IR [cm™] | Raman[cm™] [cm™]

697 700 688 C-S s w pierscieniu tiazolowym

764 761 Def. cefemu w pier$cieniu tiazolowym

774 775 774 C-C-C b-ip w cefemie + C-C s w pierscieniu cefemowym

804 803 819 C-S s w pierscieniu tiazolowym + C-C s w pierécieniu
cefemu

954 955 C-C s w pier$cieniu cefemu

C-N s w pierscieniu tiazolowym + C-O s + N-O s pomig¢dzy

988 989 986 tiazolem w pier_écie_niu cefemu_+ CCsw pi_erécieniu cefemu

999 +C-0 s w grupie piwoksylowej + O-C-H b-ip pomiedzy

tiazolem w pierécieniu cefemu

1038 1039 C-C s w pierscieniu cefemu + C-C-N b-ip w pier§cieniu

cefemu
1050 1068 C=C-H b-ip w pierscieniu tiazolowym
1111 1101 C-0 s pomiedzy tiazolem i pier$cieniem cefemu w grupie

CHs + C-O s w grupie piwoksylowej

1129 1122 C-N s w cefemie + def. pierscienia cefemu

C-O s w grupie piwoksylowej + CH, r w grupie

1149 1146 g .
piwoksylowej

1164 1156 C-O s w grupie piwoksylowej obok grupy 3CHs

1180 1198 C.H \’N.grl{ple cefemu I w grupie pomiedzy tiazolem a
pier$cieniem cefemu

1992 1243 C.H \’N.w groupie cefemu I w grupie pomiedzy tiazolem i
pier$cieniem cefemu

1277 1272 1275 C-C s pomiegdzy tiazolem i pierscieniem cefemu + C-N-H b-

ip pomiedzy tiazolem i pier§cieniem cefemu

1314-1275 CH sc w calej czasteczce

C-S s wtiazolu + C-N s w pierscieniu tiazolowym + C-N-H

1318 1319 1325 b-ip w tiazolu+ CH w w cefemie i grupie piwoksylowej
1387 1385 1368 (?-N S w pierscieniu tiazolowym + NH, r w pier§cieniu
tiazolowym
1442 1446 1428 C_-N Sw pieré.cieniu cefemu + CH, w w grupie
piwoksylowej
1549 1548 1555 C=C s w pierscieniu tiazolowym
C=C s w pierscieniu tiazolowym + NH, sc w pier§cieniu
1563 1562 1570 tiazolowym + C=N s w tiazolu + NH w grupie pomiedzy
tiazolem i pier§cieniem cefemu
1588 1590 1595 NH, sc w'pieréc%eniu tigzolowym + C:N Sw tiazolu + NH
W w grupie pomigdzy tiazolem i pier§cieniem cefemu
1627 1628 1640 C=N S’pf)m.if;d;y tiazolem i piers’cienierp c’efen}u + NH; sc
w pier§cieniu tiazolowym + C=C s w pier§cieniu cefemu
1657 1660 1660 NH, sc i NH, w pierécieniu tiazolowym
1679 1678 1701 C=C s w pierscieniu cefemu
1734 1735 1777 C=0 s w grupie pomig¢dzy tiazolem i pier§cieniem cefemu
1744 1802 C=0 s w grupie piwoksylowej
1750 1836 C=0 s w grupie piwoksylowej obok grupy 3CH;
1772 1773 1895 C=0 s w pierscieniu cefemu
2810-3057 3039-3176 C-Hs
3141 3297 C-H s w pierscieniu tiazolowym
3464 N-H s w grupie pomigdzy tiazolem i pierscieniem cefemu
3580 N-H s sym. w pierscieniu tiazolowym
3701 N-H s anty-sym. w pierscieniu tiazolowym

s-rozciagajace, b-zginajace, r-wahadtowe, w-wachlarzowe, sc-nozycowe, ip- w plaszczyznie, 0p-poza
plaszczyzna.
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Na rycinach 21-25 zestawiono widma FT-IR chlorowodorku cefetametu piwoksylu w

uktadach preformulacyjnych z badanymi substancjami pomocniczymi.

Absorbancja

™ CT-skrobia

A

—7T—T—1—— —
400 600 500 1000 1200 1400 1600 1800 3000 3600
Diugosé fali [eni ]

Ryc. 21. Widma FT-IR chlorowodorku cefetametu piwoksylu w mieszaninie ze skrobig.
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Absorbancija
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Ryc. 22. Widma FT-IR chlorowodorku cefetametu piwoksylu w mieszaninie z HPMC.

Absorbancja
—
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-

CT-mannitol
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Ryc. 23. Widma FT-IR chlorowodorku cefetametu piwoksylu w mieszaninie z mannitolem.
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Absorbancja
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Ryc. 24. Widma FT-IR chlorowodorku cefetametu piwoksylu w mieszaninie z laktoza.
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Ryc. 25. Widma FT-IR chlorowodorku cefetametu piwoksylu z PVP.

5.2.2. Badania szybkosci rozpuszczania chlorowodorku cefetametu piwoksylu po

wprowadzeniu do uktadow preformulacyjnych

Badania szybkos$ci rozpuszczania wykonano zgodnie z metodyka przedstawiong w rozdziale
4.4.3. Szybkos$¢ rozpuszczania chlorowodorku cefetametu piwoksylu byta oceniana w jej
pofaczeniach z substancjami pomocniczymi: mannitol, hydroksypropylometyloceluloza,
skrobia prezelowana, laktoza jednowodna, poliwinylopirolidon. Stosunek wagowy proleku z
badanymi substancjami pomocniczymi wynosit 1:1. Badania szybko$ci rozpuszczania
prowadzono w plynie akceptorowym o pH 1,2 (0,1 mol/l HCl) i o pH 6,8 (bufor
fosforanowy). Wykonano profile szybkosci rozpuszczania dla uktadéw binarnych oraz

obliczono wspotczynniki f1 oraz f2.
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Wykres 6. Profil rozpuszczania cefetametu piwoksylu z substancjami pomocniczymi w
pH 1,2
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Wykres 7. Profil rozpuszczania cefetametu piwoksylu z substancjami pomocniczymi w
pH 6,8.
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5.2.3. Stabilno$¢ chemiczna chlorowodorku cefetametu piwoksylu w mieszaninach z

substancjami pomocniczymi

Mieszaniny chlorowodorku cefetametu piwoksylu z wybranymi substancjami pomocniczymi
przygotowano w celu zbadania zgodnosci ich sktadnikéw. Mieszaniny badano w warunkach
przyspieszonego starzenia. Trwato$§¢ mieszanin badano przy podwyzszonej wilgotnosci
wzglednej (76,5%) przy 348K (Wykres 8.) i w suchym powietrzu (0% wilgotnosci wzglednej)
przy 363K (Wykres. 9). W odstepach czasu, okreslonych przez szybkos¢ degradacji, fiolki
usunigto, schtodzono do temperatury pomieszczenia, a ich zawarto$¢ rozpuszczono w wodzie

destylowanej 1 analizowano metoda HPLC-DAD potwierdzong z wytycznymi ICH.
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ECT m®mCT-skrobia ®=CT-HPMC ®CT-mannitol = CT-laktoza ®=CT-PVP

Wykres 8. Stabilnos¢ chemiczna chlorowodorku cefetametu piwoksylu w mieszaninach z
substancjami pomocniczymi 348K, RH=76,5%.
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Wykres 9. Stabilnos¢ chemiczna chlorowodorku cefetametu piwoksylu w mieszaninach z
substancjami pomocniczymi 363K, RH=0%.
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5.2.4. Badania przenikalnosci przez ukiady sztucznych blon biologicznych cefetametu

piwoksylu w mieszaninach preformulacyjnych

Roznice w przenikalnosci cefetametu piwoksylu w postaci wolnej i mieszaninie z
substancjami pomocniczymi przez btony symulujace nabtonek uktadu zotadkowo-jelitowego
badano za pomoca metody PAMPA zgodnie z metodg opisang w pkt.4.5.6. Otrzymane wyniki

zestawiono na wykresie 10.

1,8 -
1,6 -
14 - mpH 2,730
1,2 pH 6,204

1 -
0,8 -
0,6 -

Pappx10-6 [cm s-1]

04 -
02 -

0 [ | = . |

CT CT-skrobia CT-HPMC CT-mannitol CT-laktoza CT-PVP

Wykres 10. Wartosci pozornych wspotczynnikow przenikalnosci cefetametu piwoksylu w
mieszaninach preformulacyjnych z substancjami pomocniczymi.

5.2.5. Badania aktywnosci bakteriobdjczej cefetametu piwoksylu w mieszaninach

preformulacyjnych

Do badan aktywnos$ci bakteriobdjczej cefetametu piwoksylu w mieszaninach z substancjami
pomocniczymi, zastosowano szczepy bakteryjne analizowane za pomocg analizy MIC.
Obejmowaly szczepy referencyjne ATCC i izolaty kliniczne z Instytutu Medycyny
Laboratoryjnej w Poznaniu. Mikroorganizmy wskaznikowe hodowano w bulionie sojowo-
kazeinowym z ekstraktem drozdzowym dla mikroorganizmow o zwigkszonych wymaganiach
zywieniowych. Bakterie hodowano w warunkach tlenowych (300K, 24 godziny). Okreslono

MIC w ciektym osrodku, stosujac kolejng metode rozcienczania.
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Tabela 11. Wartosci MIC cefetametu piwoksylu z substancjami pomocniczymi

or | ct- | ST | er- | cr- |cr-
Szczepy bakteryjne skrobia | HPMC | mannitol | laktoza | PVP
mg/L
Proteus mirabilis ATCC 12453 1 4 1 4 4 0,5)
Proteus mirabilis c.i. 1 8 1 4 8 0,5]
Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 0,25 1 0,25 1 8 0,25
Klebsiella pneumoniae c.i. 4 1 21 4 8 2]
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 2 2 2 4 16 1]
Enterobacter aerogenes c.i. 4 4 2| 4 32 1]
Enterococcus faecalis ATTC 29212 2 1] 2 4 32 2
Enterococcus faecalis C.i. 4 1] 4 16 32 4
Escherichia coli ATCC 25922 1 1 0,5] 4 32 0,25]
Escherichia coli c.i. 1 1 0,5 4 32 0,25}
Staphylococcus aureus ATCC 25923 125 32 125 250 250 125
Staphylococcus aureus c.i. 125 64| 125 250 250 125
Acinetobacter baumanii ATCC 19606 8 8 8 16 16 8
Acinetobacter baumanii c.i. 16 16 16 32 32 16
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 125 250 32 250 250 64
Pseudomonas aeruginosa c.i. 125 250 32 250 250 64|
Salmonella enteritidis ATCC 13076 125 125 125 125 62] 125
Salmonella enteritidis c.i. 250 250 250 250 62] 250
Salmonella typhimurium ATCC 14028 125 125 62} 125 62} 125
Salmonella typhimurium c.i. 250 250 62} 250 62 250

CT —cefetamet piwoksyl

HPMC- hydroksypropylometyloceluloza
PVP- poliwinylopirolidon

c.i. izolat kliniczny (ang. clinical isolates)

5.2.6. Analiza gltéwnych sktadowych chlorowodorku cefetametu piwoksylu w ocenie

zaleznos$ci zmian parametréw fizykochemicznych 1 mikrobiologicznych po wprowadzeniu do

uktadow preformulacyjnych

Otrzymane zalezno$ci w efekcie przeprowadzania analizy PCA zestawiono w tabeli 12.
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Tabela 12. Podobienstwa zmiennych dla uktadow chlorowodorku cefetametu piwoksylu

Zmienna 1 Zmienna 2 Dystans R
Euklidesowy
PA ATCC fl1pH 6,8 0,075831 0,443404
PACI f1 pH 6,8 0,075831 0,443404
PAMPA pH 2,730 | PM ClI 0,268409 0,878474
PM ATCC f1pH 6,8 0,335052 0,290982
393K RH 0 6m PA ATCC 0,466757 0,923139
393K RH 0 6m PACI 0,466757 0,923139
393K RH 0 6m f1pH 6,8 0,482093 0,715649
373K RH >705m | PAMPA pH 2,730 | 0,492119 0,953773
373K RH >705m | PM CI 0,569966 0,931505
373KRH >705m | flpH 6,8 0,623839 0,773164
373K RH >705m | PM ATCC 0,626902 0,799221
373K RH >705m | PAATCC 0,697730 0,853866
373K RH >705m | PACI 0,697730 0,853866
393K RH 0 6m PM ATCC 0,740004 0,840036
373KRH>706m | flpH 6,8 0,867385 0,858480
373K RH>705m | 373K RH >70 6m | 0,880726 0,891443
PAMPA pH 2,730 | PM ATCC 0,881764 0,619530
373K RH >705m | 393K RH 0 6m 0,900110 0,912975
373K RH >706m | PACI 0,904551 0,679829
373K RH >706m | PA ATCC 0,904551 0,679829
373K RH >706m | PM ATCC 0,928771 0,579790
PM CI f1 pH 6,8 0,960838 0,519231
SA ATCC f2 pH 1,2 0,969351 0,822432
SA — Staphylococcus aureus; PA - Pseudomonas aeruginosa;
PM - Proteus mirabilis;
ATCC- szczepy referencyjne, Cl- izolat kliniczny
FTIR- Badania spektroskopowe w podczerwieni
PAMPA- model rownolegtej przepuszczalnosci sztucznej membrany

5.3.1. Badania tozsamosci tebipenemu piwoksylu w oparciu o zastosowanie spektroskopii w
podczerwieni
Badania spektroskopowe

podczerwieni (FT-IR) wykonano

przedstawiong w rozdziale 4.4.1. Identyfikacje widm charakterystycznych dla tebipenemu

zgodnie z metodyka
piwoksylu, prowadzono w oparciu o poréwnanie z widmem teoretycznym wyznaczonym

podczas obliczen kwantowo-chemicznych, gdzie zdefiniowano polozenie, rodzaj i
intensywno$¢ pasm charakterystycznych dla tebipenemu piwoksylu. W tabeli 13 zestawiono
charakterystyczne pasma teoretyczne oraz eksperymentalne istotne dla potwierdzenia
tozsamosci tebipenemu piwoksylu. Na rycinie 26 zestawiono widma teoretyczne i

eksperymentalne tebipenemu piwoksylu [114].
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Ryc. 26. Widmo FT-IR tebipenemu piwoksylu eksperymentalne i teoretyczne.

Analiz¢ FT-IR uktadow preformulacyjnych przeprowadzono w odniesieniu do zmian w
widmie tebipenemu piwoksylu po wprowadzeniu do uktadéw z wybranymi substancjami
pomocniczymi. Jako referencyjne przyjeto widma izolowanych czgstek tebipenemu
piwoksylu oraz wybranej substancji pomocniczej.

Na rycinach 27-32 zestawiono widma poszczegélnych sktadnikow uktadow tebipenemu
piwoksylu z substancjami pomocniczymi w postaci izolowanej oraz po sporzadzeniu
mieszanin preformulacyjnych przeznaczonych do badan oceny efektow oddziatywan

wybranych substancji pomocniczych z prolekiem.
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Tabela 13. Wybrane charakterystyczne pasma tebipenemu piwoksylu

Potozenie pasm

Eksperymentalne Teoretyczne Przyblizony opis pasm
IR[cm?] | Raman[cm™] [cm™]
633 564 C-S s pomiedzy azetydyna a pierScieniem bicyklicznym +
C-O b w grupie karboksylowej + CHj t pierscienia
azetydyny
636 553 C-S s pomiedzy azetydyna a pierScieniem bicyklicznym +
CH, t pierécienia azetydyny
650 655 C-S s w pierscieniu tiazolowym + C-S S pomigdzy
azetydyna a pierScieniem bicyklicznym
650 670 C-S s w pierscieniu tiazolowym + C-S S pomigdzy
azetydyna a pierScieniem bicyklicznym
693 686 C-S s pomiedzy azetydyna a pierscieniem bicyklicznym
711 700 C-S s w pierscieniu tiazolowym + CH, w pierScieniu
tiazolowym
713 705 C-S s w pierscieniu tiazolowym + CH, w pierScieniu
tiazolowym
900 855 Def. pier$cienia 4-5 bicyklicznego + C-O i CHz w w estrze
923 895 C-C w pierscieniu 4-5 bicyklicznym + C-C pomigdzy
pier§cieniem 4-5 bicyklicznym i grupg CHz + C-C w
piers§cieniu tiazolowym
923 891 C-C w pierscieniu 4-5 bicyklicznym + C-C pomiedzy
pier§cieniem 4-5 bicyklicznym i grupg CHz + C-C w
pierscieniu tiazolowym
1036 1019 C-N s w pierécieniach azetydyny i tiazolu
1036 1015 C-N s w pierécieniach azetydyny i tiazolu
1140 1137 CH, at pier§cienia azetydyny
1140 1137 CH, at pier§cienia azetydyny
1142 1118 CH, at pierscienia azetydyny
1164 1167 CH, t przy azetydynie, tiazolu
1164 1147 CH, t przy azetydynie, tiazolu
1186 1160 CH; w w estrze
1199 1218 C-O-H b w grupie karboksylowej + C-N w azetydynie i
bicyklicznym 4:5 pier§cieniu
1189 1213 C-O-H b w grupie karboksylowej + C-N s bicyklicznym 4:5
pierscieniu
1239 1229 CH, w bicyklicznym 4:5 pierécieniu
1229 1217 CH, w bicyklicznym 4:5 pierécieniu
1284 1288 C-0O-H b w grupie karboksylowej + C-N w azetydynie i
bicyklicznym 4:5 pier§cieniu
1284 1271 C-O-H b w grupie karboksylowej + C-N w azetydynie i
bicyklicznym 4:5 pier§cieniu
1284 1280 C-O-H b w grupie karboksylowej + C-N w azetydynie i
bicyklicznym 4:5 pier$cieniu
1301 1293 CH, w azetydyna, tiazol i bicykliczne pierscienie 4: 5
1336 1320 CH, w azetydyna i tiazolowe pier$cienie
1335 1306 CH, w azetydyna i tiazolowe pier$cienie
1344 1346 C-Cs+ C-Oswestrze + CH, w w estrze
1388 1376 C-N s pomiedzy azetydyng a pierscieniami tiazolowymi
1514 1449 CH,sc+ CH, w i CHzw+ CH3w, t westrze
1514 1449 CH,sc+ CH, wi CHzw+ CH3w, t westrze
1535 1476 CH, sc w pierscieniach azetydyny + CH3 SC W estrze
1604 1540 C=C s w bicyklicznym 4:5 pierScieniu
1604 1541 C=C s w bicyklicznym 4:5 pierscieniu
1710 1608 C=N s w pierScieniu tiazolowym
1710 1610 C=N s w pierscieniu tiazolowym
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Potozenie pasm
Eksperymentalne Teoretyczne Przyblizony opis pasm
IR [cm?] | Raman[cm™] [cm™]

1816 1703 C=0 s w grupie karboksylowej + C=0 s w estrze
1816 1705 C=0 s w grupie karboksylowej + C=0 s w estrze

1878 1778 C=0 s grupa ketonowa + C=0 s w estrze

3014 2958 C-H s w pierscieniu tiazolowym + C-H s w estrze
3014 2964 C-H s w pierscieniu tiazolowym + C-H s w estrze
3062 3005 C-H s w pierscieniu azetydyny + CH s w grupie CH3 + C-H

S w estrze

s-rozciagajace, b-zginajace, r-wahadlowe, w-wachlarzowe, sc-nozycowe, ip- w plaszczyZnie, 0Op-poza
plaszczyzna.
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Ryc. 27. Widmo FT-IR tebipenemu piwoksylu w mieszaninie ze skrobia.
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Ryc. 29. Widmo FT-IR tebipenemu piwoksylu w mieszaninie z HPMC.
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Ryc. 30. Widmo FT-IR tebipenemu piwoksylu w mieszaninie z mannitolem.
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Ryc. 31. Widmo FT-IR tebipenemu piwoksylu w mieszaninie z laktoza.
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Ryc. 32. Widmo FT-IR tebipenemu piwoksylu w mieszaninie z PVP.
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5.3.2. Badania szybko$ci rozpuszczania tebipenemu piwoksylu po wprowadzeniu do uktadow

preformulacyjnych

Badania szybkos$ci rozpuszczania wykonano zgodnie z metodyka przedstawiong w rozdziale
4.4.3. Szybko$¢ rozpuszczania tebipenemu piwoksylu byta oceniana w jej polaczeniach z
substancjami  pomocniczymi: ~ mannitol,  hydroksypropylometyloceluloza,  skrobia
prezelowana, laktoza jednowodna, poliwinylopirolidon. Stosunek wagowy proleku z
badanymi substancjami pomocniczymi wynosit 1:1. Badania szybko$ci rozpuszczania
prowadzono w plynie akceptorowym o pH 1,2 (0,1 mol/l HCI) 1 o pH 6,8 (bufor fosforanowy)
Wykonano profile szybkoSci rozpuszczania dla uktadéow binarnych oraz obliczono

wspotczynniki f1 oraz f2 celem prownania statystycznego otrzymanych wykresow.

0 5 10 Czas ﬂnsﬂn] 20 25 30

—o—T —8—T-skrobia —#*—T-HPMC ——T-mannitol ==#=T-laktoza —®—T-PVP

Wykres 11. Profil rozpuszczania tebipenemu piwoksylu z substancjami pomocniczymi w
pH 1,2.

0 5 10 1? . 20 25 30
Czas [min]
=—T —8—T-skrobia —4*—T-HPMC ==¢=T-mannitol —¢—T-laktoza —®—T-PVP

Wykres 12. Profil rozpuszczania tebipenemu piwoksylu z substancjami pomocniczymi w
pH 6,8.
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5.3.3. Stabilno$¢ chemiczna tebipenemu piwoksylu w mieszaninach preformulacyjnych z

substancjami pomocniczymi

Mieszaniny tebipenemu piwoksylu z wybranymi substancjami pomocniczymi przygotowano
w celu zbadania zgodnosci ich sktadnikéw. Mieszaniny badano w warunkach stresowych.
Trwato$¢ mieszanin badano przy podwyzszonej wilgotnosci wzglednej (76,5%) przy 348K
(Wykres 13.) i w suchym powietrzu (0% wilgotnosci wzglednej) przy 363K (Wykres. 14). W
odstepach czasu, okre$lonych przez szybko$¢ degradacji, fiolki usunigto, schtodzono do
temperatury pomieszczenia, a ich zawarto$¢ rozpuszczono w wodzie destylowanej i

analizowano metodag HPLC-DAD potwierdzong z wytycznymi ICH.

100 -
90 -
80 -
70 -
60
50 -
40 ~
30 ~
20 -
10 ~

Oh 5h 120h 164h 221h
BT ®T-skrobia ®T-HPMC ®T-mannitol ®T-laktoza ®=T-PVP

Wykres 13. Stabilno$¢ chemiczna tebipenemu piwoksylu w mieszaninach z substancjami
pomocniczymi 348K, RH=76,5%.
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Wykres 14. Stabilno$¢ chemiczna tebipenemu piwoksylu w mieszaninach z substancjami
pomocniczymi 363K, RH=0%.
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5.3.4. Badania przenikalno$ci przez uklady sztucznych bton biologicznych tebipenemu
piwoksylu w mieszaninach preformulacyjnych

Warto$ci pozornych wspotczynnikow przenikalno$ci tebipenemu piwoksylu w postaci wolnej
1 mieszaninie z substancjami pomocniczymi przez btony symulujace nabtonek uktadu
zotadkowo-jelitowego badano za pomocg metody PAMPA zgodnie z metoda opisang w pkt.
4.5.6. otrzymane wyniki zestawiono na wykresie 15.

3.5

mpH2,730
1.5 - pH 6,204
1
0.5 -
0 -

T skr obla T-HPMC T manmtol T- lalstoza T-PVP

]
-2 h [FN]
1 1

Pappx10-6[cm s-1]

Wykres 15. Wartosci pozornych wspotczynnikéw tebipenemu piwoksylu w mieszaninach
preformulacyjnych z substancjami pomocniczymi.

5.3.5. Badania aktywno$ci bakteriobdjczej tebipenemu piwoksylu w mieszaninach
preformulacyjnych

Do badan aktywnosci bakteriobodjczej tebipenemu piwoksylu w mieszaninach z substancjami
pomocniczymi zastosowano szczepy bakteryjne analizowane za pomocg analizy MIC.
Obejmowaly szczepy referencyjne ATCC i izolaty kliniczne z Instytutu Medycyny
Laboratoryjnej w Poznaniu. Mikroorganizmy wskaznikowe hodowano w bulionie sojowo-
kazeinowym z ekstraktem drozdzowym dla mikroorganizméow o zwigkszonych wymaganiach
zywieniowych. Bakterie hodowano w warunkach tlenowych (300K, 24 godziny). Okreslono

MIC w cieklym osrodku, stosujac kolejng metode rozcienczania wyniki zestawiono w
tabeli 14.
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Tabela 14. Wyniki aktywno$ci mikrobiologicznej tebipenemu piwoksylu z substancjami
pomocniczymi

_ . T- | T T- T -
Szczepy bakteryjne skrobia | laktoza | HPMC mannitol PVP
mg/L
Proteus mirabilis ATCC 12453 64 125 05] 62 15) 1]
Proteus mirabilis c.i. 125 125 1] 62 15 )
Klebsiella pneumoniae ATCC 31488 125 15 15 15 8l 0,5]
Klebsiella pneumoniae c.i. 125 15 15 15 8l 1]
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 125 1 0,03} 0,5] 1 4
Enterobacter aerogenes c.i. 250 1 0,03) 1 1 8
Enterococcus faecalis ATTC 29212 250 125 125 125 15 125
Enterococcus faecalis c.i. 250 125 125 125 15 125
Staphylococcus aureus ATCC 25923 15 1 0,03 1 1 1
Staphylococcus aureus c.i. 15 1 0,03 1 1 1
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 250 15 125 125 125 125
Pseudomonas aeruginosa c.i. 250 15 125 125 125
Salmonella typhimurium ATCC 14028 05 15 15 1 4 125
Salmonella typhimurium c.i. 1 15 15 2 8 125

T —tebipenem piwoksyl, HPMC- hydroksypropylometyloceluloza, PVP- poliwinylopirolidon, c.i. izolat
kliniczny (ang. clinical isolates)

5.3.6. Analiza gtownych sktadowych oznaczania zaleznosci zmian fizykochemicznych i

mikrobiologicznych po wprowadzeniu do uktadu preformulacyjnego tebipenemu piwoksylu.

Otrzymane zalezno$ci w efekcie przeprowadzenia analizy PCA zestawiono w tabeli 15.
Tabela 15. Podobienstwa zmiennych dla uktadow tebipenemu piwoksylu

Zmienna 1 Zmienna 2 | Dystans R
Euklidesowy

393K RHO051h | EAATC 0,171710 0,996199
PAMPA 60 f2pH 1,2 0,797413 0,934018
373KRH051h | EAATC 0,828970 0,294203
363KRH051h | f2pH 1,2 0,834127 0,814798
383KRHO051h | f2pH6,8 0,839721 0,909791
373KRH051h | f2pH 1,2 0,871408 0,876590
313K RH >76 51h | EF ATC 0,892513 0,919856
313K RH >76 51h | KP ATC 0,892513 0,919856
373KRH051h | PAMPA 60 | 0,956503 0,837315
383K RHO051h | PAMPA G0 | 0,968840 0,906083
363K RH051h | EAATC 0,985536 0,055880
363K RHO051h | PAMPA 60 | 1,084025 0,731188
ST ATC f1pH 1,2 1,208938 0,677530
323K RH >76 51h | KP ATC 1,334943 0,737157
323K RH >76 51h | EF ATC 1,334943 0,737157
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6. OMOWIENIE I DYSKUSJA WYNIKOW

Zaprezentowane w pracy korzys$ci stosowania prolekow dla wybranych analogow [-
laktamowych w petni argumentuja obserwowany trend modyfikacji chemicznej, prowadzacej
do otrzymania ,lekéw” o lepszych wlasciwosciach organoleptycznych, wiekszej trwatosci
chemicznej i biodostepnosci. Z drugiej strony nalezy mie¢ na uwadze ograniczenia zwigzane
z tg formg chemiczng. Istniejg bowiem pewne wyzwania wynikajagce z modyfikacji
ukierunkowanych na otrzymanie prolekow i w konsekwencji zmian fizykochemicznych i
mikrobiologicznych wynikajacych z laczenia z wybranymi substancjami pomocniczymi
celem otrzymania formulacji spetniajacej wymagane kryteria pierwotne dla API.

Rosnaca oporno$¢ bakterii na duzg liczbg roznych grup antybiotykdéw, w tym antybiotykow -
laktamowych, jest obecnie powaznym problemem klinicznym. Skuteczno$¢ leczenia infekcji
bakteryjnych antybiotykami B-laktamowymi jest znacznie ograniczona przez ich niestabilno$¢
chemiczng 1 niska biodostepnosé, co ogranicza ich zdolno$¢ do osiagniecia koniecznego
st¢zenia bakteriobojczego po podaniu doustnym w warunkach in vivo. Proleki antybiotykow
B-laktamowych stosuje si¢ takze w celu zmniejszenia tych ograniczen. Nalezy jednak
pamietac, ze zwigkszona lipofilnos¢ analogu p-laktamowego zmniejsza jego rozpuszczalnosc,
modyfikuje dzialanie bakteriobdjcze 1 biodostepnos¢. Potaczenie antybiotykow -
laktamowych z substancjami pomocniczymi moze powodowa¢ zmiany chemiczne wynikajace
z nietrwato$ci zarowno wigzan estrowych (przy C-2) i amidowych bicyklicznego uktadu
pierscieniowego (C-7). Nietrwalos¢ analogow B-laktamowych w postaci kwasowej to wazny
aspekt powodujacy znaczace zmiany fizykochemiczne indukujace profil dziatania proleku i
jego Dbezpieczenstwa. Dlatego wazne jest doktadne okreslenie wpltywu substancji
pomocniczych na wybrane proleki, zwlaszcza te zawierajace Kilka nietrwatych wigzan

chemicznych, ktore moga wykazywac juz nietrwato$¢ podczas badan preformulacyjnych.

W zwigzku z tym, w pierwszym etapie badan skupitem si¢ na ocenie oddziatywan wybranych
prolekow z wybranymi substancjami  pomocniczymi, takimi jak: mannitol,
hydroksypropylometyloceluloza, = skrobia  prezelowana, laktoza  jednowodna 1
poliwinylopirolidon. W  drugim etapie badan, okreslitem profil ~modyfikacji
fizykochemicznych 1 biologicznych prolekow po ich wprowadzeniu do ukladéw
preformulacyjnych. Jako modelowe proleki w ramach prowadzonych badan zaproponowatem

analogi z gupy pochodnych penamu - penicylin — piwampicyling, z grupy pochodnych cefemu
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- cefalosporyn — chlorowodorek cefetametu piwoksylu oraz z grupy penemu — karbapeneméow

- tebipenem piwoksyl.

Analiza tozsamosci kazdego z badanych prolekoéw byta prowadzona w dwodch obszarach:
oceny proleku w postaci wolnej oraz po przygotowaniu mieszanin proszkowych wybranych
prolekow z substancjami pomocniczymi dla uktadow przygotowanych w stosunkach 1:1. W
obu obszarach analizowano pasma charakterystyczne, ich intensywnos$¢ i1 potozenie w
widmach (FT-IR). Jako referencyjne wartosci przyjeto obecnos¢ pasm i ich intensywnos$¢ na
widmie FT-IR samych prolekow.

W zakresie oceny efektow wprowadzenia proleku do uktadow preformulacyjnych wybranej
substancji pomocniczej oceniano: zmiany szybkos$ci rozpuszczania proleku, jego trwatosci
chemicznej, przenikalnosci proleku przez uktady sztucznych bton biologicznych modelu
zotadkowo-jelitowego  oraz  aktywnosci  bakteriobdjczej  proleku w  ukladzie

preformulacyjnym.

Jako pierwszy prolek badano pochodng penamu — piwampicyling. W efekcie prac
preformulacyjnych przygotowano uktady piwampicyliny z mannitolem,
hydroksypropylometyloceluloza, skrobig prezelowana, laktoza jednowodna, stearynianem
magnezu, poliwinylopirolidonem w stosunkach wagowych 1:1.

Badania tozsamos$ci piwampicyliny prowadzono w oparciu o analiz¢ potozenia i
intensywnosci pasm na widmach FT-IR opisanych w odniesieniu do pasm
charakterystycznych, opisanych na widmie teoretycznym wygenerowanym przez
zastosowanie teorii funkcjonatu gestosci (ang. density functional theory) z odpowiednim
potencjatem obliczeniowym. Charaktrystyczne pasma dla piwampicyliny w postaci wolnej
zestawiono w tabeli 7. Analiza przesuni¢¢ pasm charakterystycznych na widmach w
podczerwieni, zmiana ich intensywnosci pozwala wskaza¢ jako zaangazowane w
oddzialywania z substancjami pomocniczymi dwie domeny piwampicyliny: uktad 7-okso-4-
tia-1-azabicykloheptano-2-karboksylanowy oraz  podstawnik  2-amino-2-fenyloacetylo-
aminowy. Jako zmiany wskazujace na zaangazowanie domeny 7-0kso-4-tia-1-
azabicykloheptano-2-karboksylanowej w oddziatywania z substancjami pomocniczymi nalezy
wskaza¢ zmiany ksztaltu i intensywnosci pasm odpowiadajacych drganiom rozciagajacym
pomiedzy wiazaniami C-C w zakresach 650-700 cm™, 850-900 cm™ oraz 1200-1280 cm™.
Zmiany te z r6zng intesnywnoscig byly obecne na widmach w podczerwieni dla wszystkich

badanych uktadéw. Dla wybranych uktadow substancji pomocniczych to jest ze skrobig i
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hydroksyproylometyloceluloza, zaobserwowano takze zmiany w intensywnosci i ksztattach
pasm piwampicyliny, odpowiadajacych drganiom rozciggajacym wigzan C—C w pierScieniu
fenolowym w zakresach 1000-1080 cm™, drganiom zginajacym wiazania N-C w grupie
amidowej, co pozwala wskazaé zaangazowanie szczegélnie podstawnika 2-amino-2-
fenyloacetylo-aminowego w oddzialywania z tymi substancjami pomocniczymi. Co ciekawe,
obserwowane zmiany ksztaltu i intensywnos$ci pasm odpowiadajacym drganiom nozycowym
dla wiazania C-H w zakresie 1450 cm™ i drganiom rozciagajacym wiazah C=0 w zakresie
1750-1820 cm™ dodatkowo moga sugerowac, ze podstawnik piwaloilooksymetylowy takze
oddziatywuje z takimi substancjami pomocniczymi jak: skrobia i
hydroksypropylometyloceluloza.

Badania efektow wprowadzenia piwampicyliny do uktadéw preformulacyjnych substancji
pomocniczych: jej szybkosci rozpuszczania, trwato$ci chemicznej oraz przenikalnosci przez
uktady bton biologicznych oceniano w oparciu 0 oznaczenia chromatograficzne. W tym celu
opracowano metody HPLC-DAD lub HPLC-NQAD. Parametry walidacyjne metody HPLC-
DAD zestawiono w tabeli 5. Wykazano selektywno$¢ opracowanej metody do oznaczen
zmian stgzen piwampicyliny w obecnosci produktu jej rozktadu ampicyliny oraz substancji
pomocnicznych. Jak wspomniano, piwampicylina mimo lipofilnego charakteru dobrze
rozpuszcza sic w wodzie, co jest efektem obecnosci formy obojnaczej. Zadna z uzytych
substancji pomocnicznych, nie zmienita istotnie pH roztworu zawierajagcego piwampicyling.
Przetozylo si¢ to na fakt, ze modyfikacje szybkosci rozpuszczania piwampicyliny indukowane
byty tylko faktem utworzenia wigzan migdzyczasteczkowych pomigdzy sktadnikami
badanych mieszanin. Zmiany w szybkosci rozpuszczania odnotowano dla uktadow
piwampicyliny i skrobi w ptynie akceptorowym o pH 1,2 (Wykres 1, strona 48) oraz ptynie o
wyzszym pH (6,8) dla uktadow z mannitolem (Wykres 2, strona 48). Piwampicylina po
wprowadzeniu do ukladu ze skrobig, rozpuszczata si¢ z mniejsza szybkoscia w plynie
akceptorowym o0 pH 1,2, natomiast w obecnosci mannitolu szybko$¢ rozpuszczania
piwampicyliny byta wigksza w ptynie akceptorowym o pH 6,8.

Badania trwatosci chemicznej piwampicyliny prowadzono w warunkach podwyzszonej
wilgotnosci  wzglednej 1 temperatury (RH 76,5% przy 348K) oraz warunkach
niekontrolowanej wilgotnosci i podwyzszonej temperatury (RH 0% przy 363K) pozwalaja
wskazac ze substancje pomocnicze poliwinylopirolidon, laktoza i
hydroksypropylometyloceluloza nie wplywaja katalitycznie na konwersj¢ piwampicyliny do
amipicyliny, podczas gdy mannitol katalizowal rozktad piwampicyliny. Wartosciowym

wnioskiem jest stablizujacy wptyw skrobi na trwato$¢ piwamipycliny w odniesieniu do obu
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labilnych wigzan: estrowego i amidowego. Nalezy zaznaczy¢, ze spadek trwatosci chemicznej
piwampicyliny w zadnym z badanych uktadow preformulacyjnych nie wigzat si¢ ze zmiana
kinetycznego mechanizmu rozkladu piwampicyliny. We wszystkich uktadach, obserowany
rozktad przebiegat zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego rzgdu wzgledem stezenia substratu.
Obecnos¢ skrobi, wobec obserwowanego jej odzialywania z piwampicyling oraz
konsekwencji oddziatywan miedzyczasteczkowych w zmniejszeniu szybkosci rozpuszczania
w plynie akceptorowym pH 1,2, byla takze istotna dla dynamiki przenikania przez uktady
symulujace btony jelitowe W ptynie akceptorowym o pH 2,73. W badanym modelu z uzyciem
PAMPA, uktad piwampicyliny ze skrobig wykazywat lepszg przenikalno$¢ po rozpuszczeniu
w plynie akceptorowym o pH 2,73. Natomiast w uktadach, w plynie akceptorowym 0 pH
6,204 uktady piwampicyliny z poliwinylopirolidonem, laktoza i
hydroksypropylometyloceluloza sprzyjaty jej wigkszej przenikalnosci (Wykres 5, strona 50).
W plynie akceptorowym o pH 6,204 piwampicylina gorzej przenikata z ukladow
preformulacyjnych mannitolu i skrobi. Spadek przenikalnosci piwamipicyliny w uktadach z
mannitolem mozna taczy¢ paradoksalnie ze wzrostem jej rozpuszczalnos$ci, co moze stanowic
ograniczenie dyfuzji w warstwie btony lipofilnej. Obecno$¢ swego rodzaju filmu wokot
piwampicyliny przez czasteczki skrobi moze by¢ sugerowana jako przyczyna spadku
rozpuszczalnosci i blokowania kontaktu piwampicyliny z uktadami btonowymi uzytymi w
eksperymencie.

Uzupelieniem dla badan fizykochemicznych przeprowadzonych z udzialem uktadow
substancji pomocniczych zawierajacych piwampicyling byly badania aktywnosci
mikrobiologicznej. Badania bakteriobojcze dziatania piwampicyliny wykazaly spadek
aktywnosci obserwowany w formie obnizenia wartosci MIC. Dla uktadow polaczen
piwamipicyliny z  substancjami  pomocniczymi  hydroksypropylometylocelulozg i
poliwinylopirolidonem odnotowano polepszenie aktywnosci bakteriobojczej wzgledem
szczepow klinicznych Pseudomonas mirabilis, Pseudomonas pneumoniae, Enterobacter
aerogenes, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae i Salmonella typhimurium. W
przypadku pozostatych potaczen nie obserwowano spadku aktywnosci bakteriobojczej
piwampicyliny po jej wprowadzeniu do uktadéw preformulacyjnych (Tabela 8, str. 51).
Mimo, ze piwampicylina stosowana jest w lecznictwie od roku 1986, w literaturze przedmiotu
znajduje si¢ niewiele wynikow badan definujacych jej specyfike zachowania w uktadach z
substancjami pomocniczymi w obszarze wyznaczania szybko$ci rozpuszczania, trwatoSci
chemicznej i biodostgpnosci. Uzyskane wyniki badan, prezentowane w niniejszej pracy,

potwierdzaja wczesniejsze obserwacje. Najwazniejsze spojne obszary to:
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= zwigkszona nietrwato$¢ chemiczna piwampicyliny wyznaczona podczas badan
trwatosci w fazie stalej, po jej potaczeniu z mannitolem, sprzyjajacym utworzeniu
warunkéw do hydrolizy kwasowej. Wyniki wcze$niejszych prac traktujacych o
nietrwatosci chemicznej piwampicyliny w S$rodowisku jelit wskazywaty ta samg
sciezk¢ rozktadu jako preferencyjng uwarunkowang pierwszenstwem rozpadu
wigzania estrowego wobec wigzania amidowego W strukturze proleku [115],
= mozliwe réznice w przenikaniu przez btony biologiczne symulujace uktad pokarmowy
w zaleznosci od mikro$rodowiska (gtownie zmian pH), determinujacego
wystepowanie jonu obojnaczego piwampicyliny, ktorej obecnos¢ jest skorelowana z
rozpuszczalnoscia i przenikalno$cig piwamipicyliny. Wyniki badan przenikalno$ci
piwamipicyliny w postaci wolnej z uzyciem modelu Caco-2 potwierdzaja zmienno$é
wchlaniania piwampicyliny zdeterminowang obecno$cig przeno$nikow biatkowych
oraz zmiang fadunku wynikajaca ze zmiany jonu obojnaczego piwampicyliny podczas
jej konwersji do ampicyliny, ktora jest kwasowg pochodng [116].
. modyfikacje aktywnos$ci bakteriobojczej w efekcie oddziatywania chemioterapeutyku
z biopolimerami, gdzie mechanizm wzrostu aktywnosci bakteriobdjczej po potaczeniu
z wybranym biopolimerem moze wynika¢ z opdznionego uwalniania z jego struktury,
chelatowania jonéw metali centrow aktywnych B-laktamaz czy oddzialywania z

kanatami porynowymi bakterii i hamowaniem procesu efflux [117, 116].

Drugim z badanych analogow B-laktamowych byt chlorowodorek cefetametu piwoksylu. Jest
on przedstawicielem pochodnych cefemu. W pierwszym etapie badan przygotowano uktady
cefetametu z substancjami pomocniczymi: mannitolem, hydroksypropylometyloceluloza,
prezelowang skrobig, laktoza, poliwinylopirolidonem i potaczono w stosunkach wagowych
1:1. Laczac badania tozsamos$ci chemicznej chlorowodorku cefetametu piwoksylu oraz
badania preformulacyjne przygotowanych uktadow, zastosowano podejscie do analizy zmian
widm w podczerwieni cefetametu piwoksylu po jego wprowadzeniu do uktadu z substancjami
pomocniczymi, Stosujac wartosci referencyjne potozenie, intensywnos$¢ i rodzaj pasm
charakterystycznych na widmach chlorowodorku cefetametu piwoksylu w postaci wolnej.
Doktadna analiza pasm charakterystycznych na widmach w podczerwieni badanego zwiazku
byla prowadzona w oparciu o widmo teoretyczne wygenerowane w wyniku obliczen
kwantowo chemicznych opartych na wykorzystaniu teorii funkcjonatu gestosci (ang. density
functional theory) z odpowiednim potencjalem obliczeniowym. Pasma charakterystyczne

istotne dla potwierdzenia tozsamos$ci chlorowodorku cefetametu piwoksylu zestawiono w
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tabeli 10 na str. 54. Analiza zmian na widmach w podczerwieni wyznaczonych dla uktadow
preformulacyjnych pozwolita wskaza¢ uktad z mannitolem jako wyr6zniajacy si¢ w
odniesieniu do wystepowania oddziatywan migdzyczasteczkowych proleku-substancji
pomocniczej. Zmiany w pasmach potozonych przy 988 cm™ odpowiadajace drganiom
rozciggajacym pomiedzy wigzaniem C-C grupy piwoksylowej i wystepujace przy 1038 cm™
odpowiadajgce drganiom rozciggajagcym C-N 1 N-O ukladu sprzezonego pierScienia [-
laktamowego z pierScieniem tiazolowym pozwalaja wskazywac jako domeny analogu cefemu
zaangazowang W oddzialywanie z substancjami pomocniczymi 2-
metoksyiminoacetylaminowa grupe i uktad sprz¢zonych pierscieni. Podobne zmiany, chociaz
0 bardziej subtelnym charakterze zostalty takze zaobserwowane dla uktadu chlorowodorku
cefetametu piwoksylu z poliwinylopirolidonem. W przypadku pozostalych uktadow
preformulacyjnych nie odnotowano zadnych zmian w widmach antybiotyku po jego
wprowadzeniu w odniesieniu do pasm wskazanych jako charakterystyczne dla chlorowodorku
cefetametu piwoksylu w postaci wolnej.

Drugim obszarem badan byta ocena efektow powstania uktadéw chlorowodorku cefetametu
piwoksylu z substancjami pomocniczymi (mannitol, hydroksypropylometyloceluloza, skrobia
prezelowana, laktoza jednowodna i poliwinylopirolidon). Podobnie jak w przypadku
pozostatych pochodnych oceniono szybko$¢ rozpuszczania, trwalos¢ chemiczng oraz
przenikalno$¢ przez uktady bton biologicznych proleku. Zmiany stezenia chlorowodorku
cefetametu piwoksylu monitorowano stosujac metody HPLC-DAD i HPLC-NQUAD.
Zastosowanie detektora NQUAD pozwolilo na sprawdzenie $ciezki rozktadu badanego
zwigzku. Rozklad wigzania estrowego w badanym analogu cefemu byt jedyna $ciezka
rozktadu w badanych warunkach. W tabeli 5 zestawiono parametry walidacyjne oznaczania
cefetametu we  wszystkich  otrzymanych  ptynach  akceptorowych. Oznaczenia
chromatograficzne pozwolity wykluczy¢ istotne zmiany w szybkosciach rozpuszczania
chlorowodorku cefetametu piwoksylu po jego wprowadzeniu do ukladow substancji
pomocniczych. Brak zdefiniowanego wplywu substancji pomocniczych na rozpuszczanie
cefetametu  jest uzasadnione  brakiem  wystepowania  istotnych  oddziatywan
miedzyczasteczkowych pomiedzy substancjag pomocniczg a badanym prolekiem (f;>0 i £,<0).
Charakter obojnaczy badanego zwiazku jest efektem obecnosci zar6wno wigzania estrowego,
jak i formy soli, co uzasadnia jego inertno$¢ w oddzialywaniu z substancjami pomocniczymi
wyznaczone na podstawie widm podczerwieni FT-IR. Taka struktura analogu cefemu
zapewnia jednak jemu pH-zaleznos$¢, dynamike szybkosci rozpuszczania w odniesieniu do pH

srodowiska akceptorowego, w ktorym badana byta szybko$¢ rozpuszczania. Szybkos¢
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rozpuszczania chlorowodorku cefetametu piwoksylu w postaci wolnej oraz uktadach z
substancjami pomocniczymi w ptynie akceptorowym o pH 6.8 byta mniejsza niz w przypadku
ptynu akceptorowego o pH 1,2. Nie odnotowano roznic w szybkosci rozpuszczania dla
badanych uktadéw preformulacyjnych.

Badania trwalosci chemicznej chlorowodorku cefetametu piwoksylu prowadzono w
warunkach o podwyzszonej wilgotnosci wzglednej (RH=70%, T=348K) oraz warunkach
niekontrolowanej wilgotnosci i podwyzszonej temperatury (RH=0, T=363K). Obserwowana
zmiana st¢zen cefetametu w funkcji czasu ekspozycji na dzialanie temperatury i
podwyzszonej wilgotnosci pozwolily na wskazanie, ze rozktad analogu cefemu przebiegt
zgodnie z reakcja pseudopierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu. Niezaleznie takze od
warunkéw rozktadu powstawaly te same produkty, bedace efektem rozpadu wigzania
estrowego. Na podstawie wielkosci zmian st¢zen badanego proleku mozna wskazaé, ze
potaczenie z poliwinylopirolidonem i hydroksypropylometylocelulozg indukowaty
katalityczny wptyw na rozktad cefetametu ( Wykres 8, 9, strona 58).

Obok badan trwatosci chemicznej chlorowodorku cefetametu piwoksylu, prowadzono badania
oceny przenikalno$ci cefetametu po jego rozpuszczeniu w ptynach akceptorowych, przez
btony symulujace nabtonek uktadu pokarmowego odpowiadajacych pH tresci zotadkowej (pH
2,73) oraz treSci jelitowej (pH 6.20). Co ciekawe, samo juz pH bylo czynnikiem
determinujagcym wchlanianie cefetametu piwoksylu. W $rodowisku zasadowym cefetamet
piwoksyl wykazywal lepsza przenikalno$¢ niz w przypadku plynu akceptorowego o pH
kwasowym. Wyniki tych badan stanowig potwierdzenie korzystnego wplywu wzrostu
biodostepnosci dla postaci soli. Wyznaczone pozornie wspotczynniki przenikalnosci
chlorowodorku cefetametu piwoksylu po jego wprowadzeniu do uktadow preformulacyjnych
wybranych substancji pomocniczych osiggnety nizsze wartosci niz dla proleku dla postaci
wolnej (Wykres 10, Strona 59). WSszystkie z zastosowanych substancji pomocniczych
(mannitol, hydroksypropylometyloceluloza, skrobia prezelowana, laktoza jednowodna i
poliwinylopirolidon) ograniczaty wchtanianie chlorowodorku cefetametu piwoksylu z ptynu
akceptorowego o pH 2,73. W przypadku plynu akceptorowego o pH 6,20 polaczenia
chlorowodorku cefetametu piwoksylu z mannitolem i poliwinylopirolidonem zwigkszaty jego
przenikalno$¢. Podobnie jak w przypadku uktadow preformulacyjnych piwampicyliny takze
potaczenia chlorowodorku cefetametu piwoksylu z wybranymi substancjami pomocniczymi
(mannitol, hydroksypropylometyloceluloza, skrobia prezelowana, laktoza jednowodna i
poliwinylopirolidon) zostaly ocenione pod katem aktywno$ci bakteriobdjczej uktadow

(Tabela 11, strona 60). Najnizsze wartosci MIC odnotowano dla gatunkow Proteus mirabilis,
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Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Staphylococcus ureus, Pseudomonas aeruginosa,
Salmonella typhimurium). Dodatek substancji pomocniczych modyfikujacy wartosci MIC
chlorowodorku cefetametu piwoksylu w potaczeniu z mannitolem i laktoza powodowat
wzrost wartosci MIC, co mozna tlumaczy¢ dostarczeniem potencjalnego zrédita wegla
wykorzystywanego przez bakterie w wybranych procesach metabolicznych. Wyjatkiem od tej
zaleznosci byly uzyskiwane warto§ci MIC dla potaczen mannitolu i laktozy w ocenie
potencjatu bakteriobojczego chlorowodorku cefetametu piwoksylu wzgledem Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes oraz Salmonella typhimurium. Potaczenia cefetametu z
poliwinylopirolidonem i hydroksypropylometyloceluloza charakteryzowaty si¢ obnizonymi
wartosciami MIC. Réznice w MIC wyznaczonych dla samego antybiotyku oraz jego uktadéw
z substancjami pomocniczymi byly najwicksze wobec szczepéw Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Enterobacter aerogenes. Szczegdlnie duze réznice byty obserwowane dla

MIC wyznaczonych wobec Pseudomonas aeruginosa.

Chlorowodorek cefetametu piwoksylu jest stosowany w lecznictwie od roku 1988. Otrzymane
wyniki badan w zakresie oceny szybkoS$ci rozpuszczania, przenikania przez btony biologiczne
symulujace uktad pokarmowy miaty charakter pionierski. W literaturze przedmiotu znajduja
si¢ informacje na temat badan preformulacyjnych cefetametu z substancjami pomocniczymi,
ukierunkowane na maskowanie jego gorzkiego smaku [118]. Wybor substancji pomocniczych
w badaniach opublikowanych przez inne zespoly badawcze oraz te wybrane do badan
prezentowanych w niniejszej pracy byt spojny. Skrobia, hydroksypropylometyloceluloza,
laktoza jednowodna, poliwinylopirolidon byty substancjami pomocniczymi najczesciej
dedykowanymi do prowadzenia badan preformulacyjnych z udzialem cefetametu [119].
Badania trwatosci chemicznej chlorowodorku cefetametu piwoksylu po wprowadzeniu do

uktadow preformulacyjnych byty uzupelieniem badan literaturowych .

Ostatnim z badanych prolekéw byt pierwszy doustny karbapenem — tebipenem piwoksyl.
Procedura badan otrzymania preformulacyjnych uktadéw tebipenemu piwoksylu byta taka
sama jak w przypadkach dwdch pozostatych prolekow. Jako substancje pomocnicze do badan
preformulacyjnych  zastosowano: mannitol, hydroksypropylometyloceluloze, skrobie
prezelowana, laktoze jednowodng, poliwinylopirolidon. Opierajac si¢ na obliczeniach
kwantowo-chemicznych wygenerowano widmo teoretyczne tebipenemu piwoksylu, na
ktérym wyznaczono charakterystyczne pasma istotne dla potwierdzenia tozsamos$ci badanego

proleku (Ryc. 26, Tabela 13). Po przygotowaniu uktadoéw preformulacyjnych tebipenemu
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piwoksylu oszacowano oddzialywania prolek-substancja pomocnicza w przygotowanych
uktadach, wykorzystujac pasma charakterystyczne, ich intensywno$¢ oraz potozenie dla
tebipenemu piwoksylu w postaci wolnej jako wartosci odniesienia. Dla uktadow
preformulacyjnych skrobi, hydroksypropylometylocelulozy, poliwinylopirolidonu nie
odnotowano zmian w polozeniu pasm charakterystycznych  Natomiast w ukladach
preformulacyjnych mannitolu i laktozy z tebipenemem piwoksylem odnotowano zmiany,
ktére pozwalaja stwierdzi¢ obecno$¢ oddziatywan miedzyczasteczkowych o potencjalnym
wplywie na wlasciwosci fizykochemiczne proleku. W ukiadach preformulacyjnych
tebipenemu piwoksylu z mannitolem zmiany te dotyczyly intensywnos$ci, zmian ksztattu i
polozenia pasm. Najistotniejsze zmiany odnotowano dla pasm polozonych przy 1800 cm™,
odpowiadajg one drganiom rozciggajacym pomiedzy C=0O w grupie karbonylowej, dla pasm
przy 1211 cm™ odpowiadajagcym drganiom zginajagcym wigzania C-O-H w grupie
karboksylowej oraz drganiom wiazania N-C potozonym przy ok. 1710 cm™ uktadu pierécieni
zawierajacy strukture B-laktamowa oraz pasm dla drgan rozciggajacych wigzania C=N w
uktadzie pierscieni B-laktamowych. Nie nalezy zapominaé tez o zmianach w obrgbie pasm
lezacych powyzej 3000 cm™, ktére informuja nas o zmianach drgafh rozciagajacych dla
wigzan O-H w badanym uktadzie preformulacyjnym mannitolu.

Analiza widm uktadu preformulacyjnego tebipenemu piwoksylu z laktozg pozwolita wskazac
jako obszary ze zmieniona intensywnoscia pasm i ksztaltem zakresy 500-1200 cm™, 1300-
1600 cm™ oraz powyzej 3000 cm™. Zmiany intensywnosci w obszarze do 1200 cm™ nalezy
taczy¢ z zaangazowaniem w oddziatywania z laktoza pier$cienia B-laktamowego. Podczas
gdy w zakresie 1300-1600 cm™ szczegolne zmiany obserwowane byly przy 1450 cm™, co
odpowiadalo zmianom intensywnos$ci drgan nozycowych, wachlarzowych w tancuchu

alifatycznym podstawnika estrowego.

Po przeprowadzeniu badan tozsamosci uktadow preformulacyjnych opracowano metody
HPLC-DAD, odpowiednio selektywne do oznaczenia tebipenemu piwoksylu w obecnos$ci
produktow jego rozktadu (tebipenemu) oraz substancji pomocniczych. Metoda HPLC-DAD
stosowana w niniejszej pracy byta adaptacja metody dla oznaczenia tebipenemu piwoksylu w
warunkach przyspieszonego starzenia [120]. W ramach niniejszej pracy przeprowadzono
rewalidacje metody HPLC-DAD majac na uwadze zmiany rozpuszczalnosci w
zastosowanych ptynach akceptorowych podczas badan szybkos$ci rozpuszczania.

Podobnie jak w przypadkach poprzednich prolekow oceng wiasciwosci fizykochemicznych

po wprowadzeniu proleku do uktadéw preformulacyjnych prowadzono w odniesieniu do
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zmian szybkos$ci rozpuszczania, ocen¢ trwatosci chemicznej oraz dynamiki przenikalnosci
przez uktady bton biologicznych na drodze dyfuzji biernej, stosujac model PAMPA GIT.
Tebipenem piwoksyl nie wykazywat zalezno$ci zmian szybko$ci rozpuszczania od pH ptynu
akceptorowego (fi>0 i f,<100). W obu badanych ukladach akceptorowych krzywe
rozpuszczania tebipenemu piwoksylu miaty podobne ksztalty i osiggaly poziomy ,,plateau”
dla takich samych pozioméw wysycenia substancji rozpuszczanej. Nieznaczne odstepstwa
obserwowano dla mieszaniny preformulacyjnej z laktoza ale miaty one charakter zmian
subtelnych (f;=20,89 i f,=73,89).

Badania trwatosci tebipenemu piwoksylu w mieszaninach preformulacyjnych byty
prowadzone w warunkach podwyzszonej wilgotnosci (RH=70%, T=363K) oraz
niekontrolowanej wilgotnosci (RH=0, T=363K) przy podwyzszonych temperaturach.
Niezaleznie od warunkow ekspozycji podczas badan przyspieszonego starzenia tebipenem
piwoksyl rozkladat si¢ zgodnie z kinetyka pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu.
Niezaleznie od wuzytych substancji pomocniczych do przygotowania uktadow
preformulacyjnych, podwyzszona wilgotnos¢ powietrza byla czynnikiem  silnie
predysponujacym rozklad tebipenemu piwoksylu. W przypadku uktadow preformulacyjnych,
dla ktérych odnotowano fakt obecnosci wigzan migdzyczasteczkowych rozktad tebipenemu
piwoksylu byt wiekszy, zwlaszcza w ukladach z mannitolem. Uklady preformulacyjne z
mannitolem 1 laktoza, nie wyrdznialy si¢ natomiast w odniesieniu modyfikacji wartosci
wspolczynnikow przenikania, niezaleznie od pH plynow akceptorowych. Przenikalno$é
tebipenemu piwoksylu po wprowadzeniu do uktadéw preformulacyjnych byla poréwnywalna
w odniesieniu do jego przenikalnosci w postaci wolnej. Wyroznikiem byta przenikalnos$¢
tebipenemu piwoksylu w uktadzie preformulacyjnym z hydroksypropylometyloceluloza po
rozpuszczeniu w ptynie akceptorowym 0 pH 6,204 (Wykres 15, str. 68).

Podobnie jak w przypadkach pozostalych prolekow wymaganym uzupetnieniem byly badania
aktywnosci bakteriobdjcze] po wprowadzeniu proleku do uktadu preformulacyjnego. Co
cickawe w przypadku wszystkich badanych uktadow preformulacyjnych odnotowano spadek
warto$ci minimalnego stezenia hamujacego. Spadki te byly obserwowane takze w przypadku
badan aktywnos$ci bakteriobdjczej wobec szczepow klinicznych. Najwigksze rdznice byty
obserwowane w ocenie potencjatlu bakteriobdjczego tebipenu piwoksylu w uktadzie
preformulacyjnym z laktoza, hydroksypropylometyloceluloza, mannitolem,
poliwinylopirolidonem wobec Enterobacter aerogenes, Salmonella typhimurium (Tabela 14
str. 69).
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W literaturze przedmiotu znajdujg si¢ wyniki badan traktujagce O ograniczeniu terapii
karbapenemami, wynikajace z ich znacznej nietrwatosci chemicznej. Uzyskane wyniki badan,
prezentowane W niniejszej pracy, potwierdzaja i sa spdjne z wczesniej prowadzonymi
badaniami nad tebipenem piwoksylem. Najwazniejsze spojne obszary to:

e wyznaczenie podobnego profilu rozktadu tebipenemu piwoksylu w obecnosci
substancji pomocniczej w odniesieniu do mechanizmu kinetycznego rozktadu
tebipenemu w postaci wolnej [121],

e wyznaczenie spojnego profilu aktywnosci bakteriobdjczej tebipenemu piwoksylu,
ktéra moze by¢ pozytywnie modyfikowana poprzez taczenie z biopolimerami
hamujacymi zjawisko effluxu bakteryjnego, istotnego dla wystgpowania opornosci

bakteryjnej [120, 122].

Majac na uwadze réwnowazno§¢ zmiennych definiujagcych zmiany fizykochemiczne i
aktywno$¢ biologiczng prolekow po wprowadzeniu ich do wybranych uktadow
preformulacyjnych w koficowym etapie pracy zastosowatem analize glownych
sktadowych (PCA). Otrzymane dane dla kolejnych uktadéw preformulacyjnych badanych
prolekéw wystandaryzowano do zerowej S$redniej 1 jednostkowego odchylenia
standardowego. W efekcie mozliwe bylo traktowanie otrzymanych zmiennych jako

wystandaryzowanych zmiennych regresji liniowej

X1+ Xo4. ... Xpt-21+-25. ... -2 =Y

gdzie Xi;-X; zmienne o wspotczynniku dodatnim oraz z;-z; zmienne o wspotczynniku
uyjemnym a y to nieznana miara oceny ukladu. Ostatecznie wynikami powyzszego
roéwnania byly mozliwosci uzyskania polaczen piwampicyliny z
hydroksypropylometyloceluloza, chlorowodorku cefetametu piwoksylu z
poliwinylopirolidonem oraz tebipenemu piwoksylu z poliwinylopirolidonem jako
preformulacyjny uktad z najwiekszym potencjalem zmian we wszystkich badanych

obszarach.
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7. WNIOSKI

Badania preformulacyjne prolekéw B-laktamowych antybiotykéw dostarczyly istotnych
wskazowek dotyczacych modyfikacji szybkosci rozpuszczania, trwatosci chemiczne;,
przenikalnosci przez blony biologiczne symulujace $ciany uktadu pokarmowego oraz

aktywnosci bakteriobojcze;.

Zastosowane metody analityczne: spektrofotometria w podczerwieni do oceny tozsamosci
badanych prolekow B-laktamowych w fazie statej oraz oznaczenia chromatograficzne zmian
stezenia w roztworach badanych prolekow analogéw [-laktamowych spelniaty wszystkie
wymagania zadane do analizy labilnych substancji aktywnych, wiaczajac wykluczenie zmian

analitow w warunkach oznaczen.

Domeny analogéw p-laktamowych zaangazowane w oddziatywania miedzyczasteczkowe z
substancjami pomocniczymi obejmowaty roézne grupy funkcyjne i elementy szkieletu [-

laktamowego, jak rowniez podstawnika estrowego.

Szybkos¢ rozpuszczania kolejnych analogow B-laktamowych byla silnie uwarunkowana ich
forma jonowa oraz pH plynu akceptorowego, w ktérym prowadzono eksperyment. Wplyw
uzytych substancji pomocniczych odgrywat drugoplanowa role¢ w modyfikowaniu dynamiki

szybkos$ci rozpuszczania dla badanych prolekow analogow B-laktamowych.

Badania trwatosci chemicznej analogéw B-laktamowych wykluczyly mozliwo$¢ zmiany
kinetycznego mechanizmu ich rozkladu w warunkach badan przyspieszonego rozktadu.
Stabilizujacy 1 katalityczny wplyw uzytych substancji pomocniczych zostal potwierdzony w
przypadkach modelowych wybranych prolekow antybiotykow B-laktamowych.

Dynamika przenikania przez blony symulujace transport przez Sciany uktadu Zotadkowo-
jelitowego byta wypadkowa tadunku badanych prolekow B-laktamowych, stabilnosci formy

estrowej, pH srodowiska plynu akceptorowego oraz obecnosci substancji pomocniczych.

Aktywno$¢  bakteriobdjcza ukladéow  preformulacyjnych  prolekow  B-laktamowych
(piwampicylina, cefetamet piwoksyl, tebipenem piwoksyl) ulegata silnym modyfikacjom.
Wszystkie zaobserwowane zmiany zwigkszaty potencjal dzialania bakteriobdjczego uzytych

w badaniu analogow prolekéw B-laktamowych.
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8. STRESZCZENIE

Celem niniejszej pracy byto przeprowadzenie badan uktadow preformulacyjnych prolekow z
grup antybiotykéw B-laktamowych z wybranymi substancjami pomocniczymi. Jako
modelowe proleki o aktywnosci bakteriobojczej wybrano piwampicyling (pochodng penamu),
chlorowodorek cefetametu piwoksylu (pochodng cefemu) oraz tebipenem piwoksyl
(pochodng karbapenemu). Uktady preformulacyjne przygotowano w stosunku wagowym 1:1
z substancjami pomocniczymi (mannitol, hydroksypropylometyloceluloza, skrobia , laktoza
jednowodna, poliwinylopirolidon).

Badania tozsamosci piwampicyliny, chlorowodorku cefetametu piwoksylu oraz tebipenemu
piwoksylu prowadzono w oparciu o identyfikacje oraz charakterystyke pasm na widmach
spektroskopowych w podczerwieni. Wsparciem w identyfikacji charakterystycznych pasm
byly obliczenia kwantowo-chemiczne. Zmiany polozenia, intensywnosci pasm
charakterystycznych w spektroskopii w podczerwieni prolekow po ich wprowadzeniu do
uktadow preformulacyjnych pozwolity wskaza¢ domeny prolekow zaangazowane w
oddzialywania z kolejnymi substancjami pomocniczymi. Efektami wprowadzenia proleku do
uktadow preformulacyjnych byly modyfikacje w odniesieniu do szybko$ci rozpuszczania
proleku, jego aktywnos$ci chemicznej 1 przenikalnosci przez uktad modelowy PAMPA GIT.
Zmiany stezen prolekow oznaczano chromatograficznie. W tym celu opracowano i
zwalidowano  odpowiednie  metody HPLC-DAD/NQAD. Uzupetlieniem badan
fizykochemicznych byly oznaczenia mikrobiologicznej aktywnos$ci bakteriobojczej prolekéw
antybiotykow p-laktamowych po ich wprowadzeniu do uktadow preformulacyjnych.
Oznaczenie aktywno$ci bakteriobdjczej prolekow prowadzono metoda studzienkowa,

oznaczajac minimalne stezenie hamujace (MIC).

Zmiany intensywnosci 1 potozenia charakterystycznych pasm w spektroskopii w podczerwieni
piwampicyliny po jej wprowadzeniu do uktadéow preformulacyjnych pozwala wskazaé uktad
7-0kso-4-tia-1-azabicykloheptanowy-2-karboksylanowy i podstawnik 2-amino-
fenyloacetyloaminowy  jako  zaangazowane w  oddzialywanie ze  skrobig i
hydroksypropylometyloceluloza. Analiza zmian fizykochemicznych piwampicyliny po
wprowadzeniu do ukladoéw preformulacyjnych wykazala: zmiany szybkosci rozpuszczania
piwampicyliny dla uktadow ze skrobig i mannitolem w ptynach akceptorowych o ré6znym pH

(f1=7,08 i f,=51,08), katalityczny wptyw mannitolu na rozktad piwampicyliny w warunkach
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przyspieszonego starzenia oraz zmiany przenikalnosci przez blony modelu PAMPA GIT dla
wszystkich uktadéw preformulacyjnych, w zaleznosci pH ptynu akceptorowego.. Dla
uktadow polaczen piwamipicyliny z substancjami pomocniczymi
hydroksypropylometylocelulozg i  poliwinylopirolidonem odnotowano  polepszenie
aktywno$ci bakteriobdjczej wzgledem szczepdéw klinicznych Pseudomonas mirabilis,
Pseudomonas pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae i Salmonella typhimurium. W przypadku pozostatych potaczen nie obserwowano
spadku aktywnos$ci bakteriobdjczej piwampicyliny po jej wprowadzeniu do uktadu
preformulacyjnego. Analiza PCA pozwolita wskaza¢ uktad preformulacyjny piwampicyliny z
hydroksypropylometyloceluloza jako najbardziej optymalny w odniesieniu do wszystkich

obserwowanych zmian.

W  strukturze chlorowodorku cefetametu piwoksylu w oddziatywaniu z substancjami
pomocniczymi: mannitolem 1 poliwinylopirolidonem byly zaangazowane grupa 2-
metoksyiminoaminowa 1 uklad pier$cieniowy. Zastosowane substancje pomocnicze nie
wplywaly na szybko$¢ rozpuszczania chlorowodorku cefetametu piwoksylu (f1-0 i ,<100),
tylko pH plynu akceptorowego. Podczas badan przyspieszonego starzenia rozklad
chlorowodorku cefetametu piwoksylu byl katalizowany przez poliwinylopirolidon i
hydroksypropylometylocelulozg. W zasadowym ptynie akceptorowym chlorowodorek
cefetametu piwoksylu wykazuje lepsza przenikalno$¢ przez blony biologiczne w modelu
PAMPA GIT niz w plynie akceptorowym o pH kwasowym. Substancje pomocnicze
ograniczaly przenikalno$¢ chlorowodorku cefetametu piwoksylu. Wigkszo§¢ uktadow
preformulacyjnych charakteryzowato si¢ lepsza aktywnos$cig bakteriobdjcza niz sam prolek.
Tylko uktady preformulacyjne z mannitolem i laktoza miaty nizsza aktywnos$¢ bakteriobojcza
wobec wybranych drobnoustrojow. Bazujac na wynikach analizy zmiennych sktadowych jako
najlepszy  nalezy  wskaza¢ uklad chlorowodorku  cefetametu  piwoksylu z

poliwinylopirolidonem.

Tebipenem piwoksyl oddziatywat poprzez grupy karbonylowa i karboksylowa oraz uktad
strukturalny  pierScienia B-laktamowego z mannitolem 1 laktoza w ukladach
preformulacyjnych. Zadna z zastosowanych substancji pomocniczych (fi-0 i f,<100), nie
wplywata na zmiang szybko$ci rozpuszczania proleku. Wyniki badan przyspieszonego
rozkladu, wykazaly ze silniejszym czynnikiem determinujagcym rozktad tebipenemu

piwoksylu byta wilgotnos¢ niz fakt taczenia z substancjami pomocniczymi. Takze podczas

83



badan przenikania, zastosowane substancje pomocnicze nie zmienialy znaczgco wartosci
pozornych stalych przenikania. Badane uktady preformulacyjne charakteryzowat lepszy
potencjat dzialania bakteriobdjczego niz w przypadku samego proleku. Analiza gtéwnych
sktadowych pozwala wskaza¢ uklad preformulacyjny tebipenemu piwoksylu z

poliwinylopirolidonem jako najbardziej strategiczny dla rozwoju przysztych formulacji.
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9. SUMMARY

The aim of this study was to conduct research on preformulations of prodrugs from p-lactam
antibiotics with selected excipients. As the model prodrugs with bactericidal activity,
pivampicillin (penam), cefetamet pivoxil hydrochloride (cefem) and tebipenem pivoxil
(carbapenem) were selected. Preformulation systems were prepared in a 1: 1 weight ratio with
excipients (mannitol, hydroxypropylmethylcellulose, starch, lactose monohydrate,

polyvinylpyrrolidone).

Identity studies of pivampicillin, cefetamet pivoxil hydrochloride and tebipenem pivoxil were
carried out based on the identification and characterization of bands of infrared spectra.
Quantum-chemical calculations were a support in identifying characteristic bands. Changes in
the position, intensity of characteristic bands of infrared spectroscopy of prodrugs after their
introduction into preformulation systems allowed to indicate prodrug domains involved in
interaction with further excipients. The effects of introducing the prodrug into the pre-
formulation systems were investigated in relation to the dissolution rate of the prodrug, its
chemical stability and permeability through the PAMPA GIT model system. Changes in the
concentrations of prodrugs were determinedchromatographicaly. The HPLC-DAD/(NQAD)
methods were developed and validated. The supplementation of physicochemical tests was
the determination of microbial bactericidal activity of B-lactam antibiotic prodrugs after their
introduction into preformulation systems. Determination of bactericidal activity of prodrugs
was carried out using the well method, determining the minimum inhibitory concentration
(MIC).

Changes in the intensity and position of characteristic bands of infrared spectra of
pivampicillin after its introduction into preformulation systems indicate the 7-oxo-4-thia-1-
azabicycloheptane-2-carboxylate system and 2-amino-phenylacetamino substituent as
involved in interaction with starch and hydroxypropylmethylcellulose. Analysis of
physicochemical changes of pivampicillin after introduction into preformulation systems
revealed changes in dissolution rate in acceptor fluids (f;=7,08 i f,=51,08) with different pH
for starch and mannitol systems, catalytic mannitol influence on degradation of pivampicillin
under accelerated aging conditions and change of permeability through PAMPA GIT

membranes for all preformulation systems, in pH dependence of the acceptor liquid. For the
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combination of pivamipicillin with the excipients hydroxypropylmethylcellulose and
polyvinylpyrrolidone, an improvement in bactericidal activity against the clinical strains
Pseudomonas mirabilis, Pseudomonas pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Enterococcus
faecalis, Klebsiella pneumoniae and Salmonella typhimurium was noted. In the case of the
remaining joints, no decrease in the bactericidal activity of pivampicillin was observed after
its introduction into the preformulation system. PCA analysis allowed to indicate the
preformulation system of pivampicillin with hydroxypropylmethylcellulose as the most

optimal for all observed changes.

The 2-methoxyimino amino group and the ring system were involved in the structure of
cefetamet pivoxil hydrochloride in interactions with excipients mannitol and
polyvinylpyrrolidone. The used excipients did not affect the dissolution rate of cefetamet
pivoxil hydrochloride (f;50 i f,<100), only the pH of the acceptor fluid. During the study, the
degradation of the cefetamet pivoxil hydrochloride was catalysed by polyvinylpyrrolidone
and hydroxypropylmethylcellulose. In the basic acceptor fluid, the cefetamet pivoxil
hydrochloride shows better permeability through the biological membranes of the PAMPA
GIT model than in the acceptor with acidic pH. Excipients reduced the permeability of
cefetamet pivoxil hydrochloride. Most preformulation systems were characterized by better
bactericidal activity than the prodrug itself. Only the preformulation systems with mannitol
and lactose against selected microorganisms had higher bactericidal activity Based on the
results of the variable component analysis, the system of cefetamet pivoxil hydrochloride and

polyvinylpyrrolidone should be indicated as the best.

The tebipenem pivoxil interacted with the carbonyl and carboxyl groups and the structural
system of the p-lactam ring with mannitol and lactose in the preformulations. None of the
applied excipients changes in the rate of prodrug solubility (f;>0 i f,<100). The results of the
accelerated decomposition studies showed that the stronger factor determining the
degradation of tebipenec pivoxil was the humidity than the presence of individual excipients.
Also during permeation tests, the used excipients did not significantly change the apparent
values of coefficients of permeability. The preformulation systems tested had better
bactericidal potential than those of the prodrug itself. Analysis of the main components allows
to indicate as a preformulation system for tebipenemu pivoxil with polyvinylpyrrolidone as

the most strategic for the development of future formulation
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OSWIADCZENIE

Niniejszym o$wiadczam, iz jestem autorem pracy doktorskiej pt.:

,Badanie uktadow: prolekéw wybranych analogow -laktamowych z substancjami
pomocniczymi pod katem mozliwosci modyfikacji szybkosci rozpuszczania, trwatosci,

przenikalnosci i aktywnos$ci mikrobiologiczne;”

Praca ta zostala przeze mnie napisana samodzielnie (bez jakiegokolwiek udzialu oséb
trzecich), przy wykorzystaniu wykazanej w pracy literatury przedmiotu i materialow
zrodlowych, stanowi ona prace oryginalng nie narusza praw autorskich oraz dobr

osobistych osob trzecich i jest wolna od jakichkolwiek zapozyczen.

Os$wiadczam réwniez, ze wymieniona praca nie zawiera danych i informacji, ktore
zostaly uzyskane w sposob niedozwolony prawem oraz nie byla dotychczas przedmiotem
zadnej urzedowej procedury zwigzane] z uzyskaniem tytutu  doktora nauk

farmaceutycznych

Imie i nazwisko

Data, podpis......covviiiiiiiiii
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katem mozliwo$ci modyfikacji szybko$ci rozpuszczania, trwatosci, przenikalnosci i aktywnosci

mikrobiologiczne;j”

Informuje, ze udzielam nieodptatnie Uniwersytetowi Medycznemu w Poznaniu (UMP) licencji
niewytacznej do korzystania z ww. pracy bez ograniczen czasowych i terytorialnych na nastepujacych
polach eksploatacji

O przechowywanie i archiwizowanie pracy w zakresie wprowadzania jej do pamigci

komputera oraz do jej zwielokrotniania, udostepniania i obrotu w formie elektroniczne;j

0 udostgpnienie pracy w Czytelni Naukowej Biblioteki Gtoéwnej UMP

Jednoczesnie informuje, ze
o0 wyrazam zgodg¢ na nieodplatne opublikowanie cato$ci manuskryptu mojej pracy doktorskiej
w Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej (WBC)
O nie wyrazam zgody na opublikowanie manuskryptu mojej pracy doktorskiej w
Wielkopolskiej Bibliotece Cyfrowej, poniewaz zobowiazuje¢ si¢
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