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1. WSTEP

Szybki rozwdj nauk biologicznych utatwit poznanie proceséw fizjologicznych na po-
ziomie komoérkowym i molekularnym. Przyspieszyto to w znaczny sposob projektowanie oraz
syntez¢ nowych substancji czynnych, prawdopodobnych lekow. Jednak zanim taki zwigzek
trafi na rynek moze ming¢ nawet 15 lat, a tylko 1-2 czasteczek z 10 000 badanych bedg udo-
stepnione pacjentom w postaci leku. Przyczyng tego jest m.in. koniecznos¢ zapewnienia 0d-
powiedniej jakos$ci substancji leczniczej, ktéra warunkuje skutecznos$¢ i bezpieczenstwo sto-
sowania leku.

Zanim zwigzek dopuszczony zostanie do I fazy badan klinicznych, niezbedne jest po-
znanie jego wlasciwosci fizykochemicznych, toksyczno$ci, trwalosci oraz struktury
i wlasciwosci jego potencjalnych produktow rozktadu. Jest to konieczne dla zapewnienia, ze
dana czasteczka jest bezpieczna dla ludzi. Dlatego tak bardzo istotnym fragmentem szeroko
zakrojonych badan jest okreslenie trwatosci nowego zwiazku.

Ze wzgledu na wysoki odsetek pacjentdéw umierajacych na choroby nowotworowe,
nowe leki przeciwnowotworowe pozostajg ciggle w grupie lekow intensywnie projektowa-
nych, modyfikowanych 1 badanych. Choroby nowotworowe sg trzecig pod wzgledem czgsto-
tliwosci, po chorobach infekcyjnych i pasozytniczych oraz po chorobach uktadu krazenia,
przyczyng zgonow na $wiecie [1].

Zasadnicza przyczyng powstawania nowotworow sg zaburzenia kontroli wzrostu, r6z-
nicowania 1 dojrzewania komoérek w organizmie. Pojawiajace si¢ komorki posiadajg odmien-
ne niz komorki prawidtowe cechy biologiczne i morfologiczne oraz dodatkowo cechuja si¢
zdolnoscig do rozsiewu. W kazdym procesie transformacji nowotworowej wystepuja albo
zmiany chromosomowe, albo zmiany mutacyjne genéw. Spowodowane sg one w duzej mie-
rze czynnikami §rodowiskowymi, najczgscie] mutagenami. Caty etap rakowacenia ma polie-
tiopatogenetyczne podtoze i sktada si¢ z wielu etapow [2]. Na etapie inicjacji, promocji jak
tez progresji nowotworu moze nastgpi¢ zahamowanie, przyspieszenie tempa wzrostu lub tez
calkowita jego regresja. Czas trwania poszczegolnych etapow moze by¢ rozny, a na ich prze-

bieg wpltyw maja czynniki etiologiczne wewnatrzustrojowe (np. karcynogeny chemiczne,
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fizyczne — promieniowanie jonizujace, biologiczne — zakazenia wirusowe) oraz wewnatrzu-
strojowe (np. ogdlny stan organizmu, wiek, sprawno$¢ enzymow naprawczych DNA). Zasad-
niczy wptyw na przebieg transformacji nowotworowej majg réwniez tzw. czynniki wzrostu
oraz zwigzane z nimi onkogeny komorkowe, ktore odpowiedzialne sg za prawidtowe, jak tez
nowotworowe mechanizmy proliferacji i roznicowania tkanek [2].

Nowotwory konkurujg z normalnymi komodrkami i tkankami o zaspokajanie swoich
potrzeb metabolicznych. Moga rozwija¢ si¢ u pacjentow, u ktorych jednoczesnie nastepuje
wyniszczenie. Nowotwory majg roéwniez pewien stopien autonomii i wzrastajg mniej lub bar-
dziej rbwnomiernie, niezaleznie od §rodowiska i stanu odzywienia gospodarza, sg jednak za-
lezne od gospodarza pod wzglgdem odzywienia i zaopatrzenia w krew [3].

Ze wzgledu na potencjalne kliniczne zachowanie si¢ nowotworéw wyrdznia si¢ nowo-
twory lagodne oraz nowotwory ztosliwe. Nowotwory tagodne sa wzglednie niegrozne, nie
ulegaja rozprzestrzenianiu, rozwijaja si¢ wolno i z reguty mozna je usuna¢ chirurgicznie. No-
wotwory ztosliwe mogg naciekac i1 niszczy¢ otaczajace struktury, rozprzestrzeniaé si¢, two-
rzy¢ przerzuty i powodowac $mier¢ [3]. Zarowno jedne jak i drugie, utworzone sg z dwoch
podstawowych komponentéw: miazszu, ktory zbudowany jest z transformowanych lub nowo-
tworowych komorek oraz z podtrzymujacego nienowotworowego zrgbu pochodzacego
od gospodarza, zbudowanego z tkanki tacznej 1 naczyn krwiono$nych.

Wsrod metod leczenia nowotworow mozemy wyroznié [4]:

leczenie chirurgiczne

radioterapie

chemioterapi¢, hormonoterapi¢ i immunoterapi¢
e terapi¢ genowg (w fazie badan klinicznych)

Rola kazdego typu leczenia zalezy od stopnia zaawansowania oraz od rodzaju nowotworu.

Zabieg chirurgiczny jest najstarsza formg leczenia nowotworoéw i polega na wycigciu
guza z marginesem tkanek zdrowych. Zabieg ten moze dotyczy¢ zardbwno waskiego obszaru
tkanek, jak i powaznych, czesto okaleczajacych zabiegéw chirurgicznych [5]. Leczenie chi-
rurgiczne nowotworow jest zazwyczaj czescig leczenia skojarzonego, ktore jest wymagane
w przypadku wigkszosci nowotworéw w postaci inwazyjnej. W przypadku wczesnych postaci
nowotworow, zabieg chirurgiczny moze by¢ jedynym sposobem postepowania, czesto jednak
wspomagany jest innym sposobem leczenia miejscowego, jakim jest radioterapia.
Radioterapia jest sposobem leczenia miejscowego nowotworéw za pomocg promie-

niowania jonizujacego. Do tego celu uzywa si¢ na przyktad promieni Roentgena, gamma,
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radu czy kobaltu. Ze wzgledu na sposdb napromieniania wyrdzniamy teleterapi¢ (zrodto pro-
mieniowania jest umieszczone w pewnej odleglosci od guza) oraz brachyterapi¢ (zrodto pro-
mieniowania — izotop — jest umieszczony w bezposredniej bliskosci guza lub obszaru po wy-
cigtym guzie) [6]. Zastosowanie tej formy leczenia jest $cisle uzaleznione od rodzaju nowo-
tworu, lokalizacji, stopnia zaawansowania choroby i stanu pacjenta.

Metoda szeroko stosowana wspoétczesnie jest chemioterapia. Jej rola, jako samodziel-
nej metody leczenia nowotworow zdaje si¢ mie¢ coraz mniejsze znaczenie, ze wzgledu np. na
rosnaca oporno$¢ komorek nowotworowych na leki, jednak wzrasta jej znaczenie jako terapii
wspomagajacej leczenie chirurgiczne i radioterapi¢ [7]. Leki cytostatyczne wprowadzone do
organizmu dziataja na wszystkie zywe komorki — nowotworowe i prawidlowe — proporcjo-
nalnie do szybko$ci wzrostu i dzielenia si¢ komorek. Najlepiej dziataja w przypadku tych
nowotworow, ktorych szybko$¢ wzrastania jest duza, wigksza niz komorek prawidtowych.
Problemem w chemioterapii jest wigc brak swoistosci dzialania, toksyczno$¢ oraz nieznajo-
mos$¢ czynnika etiologicznego wywotujacego chorobe [8]. W leczeniu stosuje si¢ najczesciej
kilka lekow cytostatycznych jednocze$nie, rdznigcych si¢ mechanizmem dziatania
1 toksycznoscia. Kazdy z lekdw powinien dziata¢ na inng faz¢ zyciowa cyklu komoérkowego.
Wykorzystanie zasad kinetyki komorkowej pozwala takze na tworzenie programéw chemiote-
rapii wielolekowej. Zastosowanie tej formy terapii umozliwia maksymalne niszczenie w za-
kresie mozliwej do zaakceptowania toksycznosci, szersze spektrum w guzach heterogennych,
prewencje rozwoju linii komorkowych opornych na cytostatyki [7]. Obecnie w terapii nowo-
tworéw stosuje si¢ okoto 100 lekow o réznych mechanizmach dziatania [4]:

+ leki alkilujace DNA i RNA

« antymetabolity cytostatyczne

 inhibitory topoizomerazy DNA

» antybiotyki

+ alkaloidy, toksoidy 1 lignany wptywajace na proces mitozy
+ cytostatyki 0 innej budowie i dziataniu

* antyhormony i hormony

* immunoterapeutykKi

Wazng grupe lekéw wsrod antybiotykow cytostatycznych stanowia interkalatory. Me-
chanizm ich dziatania zwigzany jest z ich oddziatywaniem z tancuchem DNA komorki nowo-
tworowej. Plaska budowa oraz wystepowanie kilku skondensowanych pierscieni aromatycz-

nych lub heteroaromatycznych jest najczgsciej wystgpujaca cechg w tych zwigzkach. Czgsto
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w ich budowie wystepuja tancuchy aminoalifatyczne, ktore petnig wazng rolg w procesie wig-
zania z helisa DNA. Wszystkie interkalatory sa czasteczkami polarnymi o duzej delokalizacji
tadunku. W przeciwienstwie do zasad nukleotydéw sg dobrymi akceptorami elektronow [9].
Do tego typu zwigzkoéw nalezg antybiotyki antracyklinowe, ktore odznaczajg si¢ wysokg ak-
tywnoscig wobec wielu typéw nowotwordéw, jednak ich uzycie bywa czesto ograniczone
z powodu wystepowania wielu dziatan niepozadanych. Jednym z najgrozniejszych jest tok-
syczno$¢ oraz zalezna od zastosowanej dawki kardiotoksyczno$¢, prowadzaca do nieodwra-
calnej kardiomiopatii [10]. Stosowanie antybiotykéw antracyklinowych prowadzi rowniez
do ostrej toksycznosci w stosunku do szpiku kostnego, oraz narastajacej Stopniowo opornosci
na te leki [11]. Niemniej jednak leki wykazujace ten mechanizm dziatania stanowig bardzo
wazng grup¢ chemioterapeutykow, a otrzymywane nowe pochodne moga tylko umocnic¢ ich

pozycje we wspotczesnej onkologii.
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2. CZESC TEORETYCZNA

2.1.  Antybiotyki antracyklinowe i mechanizm ich dzialania

Jedna z gtéwnych grup lekéw stosowanych w chemioterapii nowotworow sa leki interka-
lujace DNA, a wsrod nich antybiotyki antracyklinowe. Sg to zwigzki wyizolowane z grzybow
Streptomyces oraz ich pochodne, otrzymane w wyniku syntezy chemicznej. Do zwigzkdéw najle-
piej poznanych nalezy daunorubicyna i doksorubicyny [4]. Postuzyly one do zsyntetyzowania
okoto stu analogow [12, 13].

Ze wzglgdu na budowg chemiczng, antybiotyki antracyklinowe dzieli si¢ na [14]:

« antracykliny I klasy (doksorubicyna, daunorubicyna, epirubicyna, idarubicyna, pirarubi-
cyna, zorubicyna, carubicyna, esorubicyna, jododoksorubicyna), w czasteczce ktorych
wystepuje uktad hydrochinonu w pierscieniu B aglikonu, boczny tancuch w pozycji
C—13 pierscienia A oraz monosacharydowa czg$¢ cukrowa.

« antracykliny Il klasy (aklarubicyna, marcellomycyna), ktore w swojej budowie chemicz-
nej posiadajag monofenolowg grupe w pierscieniu B, tancuch alkilowy w pierscieniu A
aglikonu oraz cze$¢ cukrowa zbudowang z dwoéch lub trzech czasteczek monosachary-

dow, potaczonych wigzaniami O-glikozydowymi.
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Rl Rz R3 R4 R5

Doksorubicyna @) OH OCHjs H OH
Epirubicyna @) OH OCHjs OH H
Daunorubicyna @) H OCHj3 H H
Idarubicyna @) H H H OH
Pirarubicyna O OH OCHs H OCsHO
Zorubicyna NNHCOCgHs H OCHjs H OH
Carubicyna @) H OH H OH
Esorubicyna @) OH OCHjs H H
Jododoksorubicyna O OH OCHjs H I

Rycina 1. Struktura chemiczna antracyklin I klasy [14].

W budowie chemicznej daunorubicyny wyr6zni¢ mozna aglikon potaczony wigzaniem
glikozydowym z aminocukrem daunozaming [15]. Aglikon stanowig cztery szeSciocztonowe
pierScienie (oznaczane jako A — D), sposrod ktorych dwa (B i D) sg aromatyczne. W pozycjach
C-6 1 C-11 pierscienia B wystepuja grupy hydroksylowe, natomiast w pierscieniu C uktad chino-
nu. Pierscienie B, C 1 D tworza antrachinonowy chromofor. W niearomatycznym pierscieniu A,
w potozeniu C-7, znajduje si¢ daunozamina, natomiast przy C-9 obecna jest grupa hydroksylowa
oraz tancuch boczny —CO-CHs. W pierécieniu D w pozycji C-4 wystepuje grupa metoksylowa.
W czasteczce tego antybiotyku antracyklinowego mozna wyr6ézni¢ dwa asymetryczne atomy
wegla w aglikonie: C-7 i C-9, a takze cztery takie atomy w daunozaminie: C-1’, C-3’, C-4’ i C-
5’ [16].

Za wszystkie obserwowane kliniczne 1 komorkowe efekty nie sa odpowiedzialne tylko poje-
dyncze mechanizmy. Sposob dziatania antracyklin jest bardzo skomplikowany, ale wystepuje
wiele dowodow na to, ze ich glownym celem dziatan jest DNA. Wystepowanie ptaskiego frag-
mentu czasteczki prawdopodobnie determinuje mechanizm dziatania daunorubicyny i, cho¢ jest
on nadal przedmiotem sporéw, przyjmuje si¢, ze polega on na interkalacji DNA, inhibicji topo-

izomerazy II, a takze na tworzeniu wolnych rodnikow.

14 Anna Krause
,» Trwalos¢ N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyny w roztworach wodnych”



2.1.1. Interkalacja DNA

Kwas dezoksyrybonukleinowy jest polimerem zbudowanym z nukleotydow, w sktad ktorych
wchodzi zasada azotowa, cukier deoksyryboza oraz reszta kwasu fosforowego. Zasadami azoto-
wymi sg pochodne puryny (adenina i guanina) lub pirymidyny (tymina i cytozyna). DNA zbu-
dowane jest z dwoch helikalnych fancuchow polinukleotydowych oplatajacych wspdlng o$. Lan-
cuchy te biegng w przeciwnych kierunkach. Zasady azotowe znajduja si¢ wewnatrz, a fosforany
1 reszty deoksyrybozy na zewnatrz, co zwigzane jest z hydrofilowoscig poszczegdlnych elemen-
tow. Dwa tancuchy tacza si¢ ze sobg wigzaniami wodorowymi migdzy zasadami tworzacymi
komplementarne pary. Najwazniejsza cechg dwuniciowej helisy DNA jest specyficzno$¢ paro-
wania zasad. Ze wzgledu na czynniki przestrzenne i mozliwo$¢ powstania wigzan wodorowych
adenina tworzy par¢ z tyming, a guanina z cytozyng. Kolejnos¢ ulozenia zasad determinuje
w jednoznaczny sposob informacje genetyczng zawarta W DNA, jednocze$nie wptywajac na
jego strukture przestrzenng [17]. Dotychczas opisano sze$¢ postaci DNA. Formy te ro6znig si¢
zasadniczo od siebie, jednak wigkszo$¢ z nich wystepuje tylko w rygorystycznych warunkach
laboratoryjnych. W warunkach fizjologicznych najcze¢sciej wystepuje forma B DNA. Zbudowa-
na jest ona z dwoch antyréwnolegltych tancuchow tworzacych prawoskretng helisg, na po-
wierzchni ktorej wystepuja dwie rownolegle bruzdy o podobnej dlugosci lecz innej szerokosci.
Whnetrze tych bruzd, zwanych matym i duzym rowkiem, r6zni si¢ rozktadem molekularnego po-
tencjatu elektrostatycznego, ktory warunkuje oddziatywanie elektrostatyczne z innymi czastecz-
kami [18]. Rowki r6znig si¢ ponadto iloscig i sposobem rozmieszczenia grup funkcyjnych zdol-
nych do tworzenia wigzan wodorowych. Roznice te maja duzy wptyw na oddziatywanie B DNA
z biatkami, lekami i innymi czasteczkami [19, 20].

Opisana powyzej budowa DNA determinuje budowe 1 sposdb dziatania antybiotykéw antra-
cyklinowych. Plaska struktura uktadu aromatycznego umozliwia wnikanie czasteczki pomig¢dzy
pary zasad DNA z aminocukrem potozonym w mniejszym rowku [21]. Interkalacyjne komplek-
sy z DNA tworzg si¢ w miejscach sekwencji 5°-GC-3’ 1 5’-CG-3’ [22]. Powoduje to wydtuzenie
si¢ struktury helisalnej oraz jednoczesng zmiane elastycznosci. Odleglos¢ pomigdzy zasadami
roénie z 3,4 A do 6,8 A [23], podczas gdy skrecenie warstw utworzonych przez ptaszczyzny sa-
siadujacych zasad zmniejsza si¢ o 11°[24]. Wszystkie te zmiany powoduja znieksztatcenie struk-
tury DNA oraz jej relaksacje¢. Powstaty kompleks stabilizujg wigzania wodorowe 1 sity elektro-
statyczne, pomiedzy antybiotykiem a czgécig fosforanowa sasiadujacych nukleotydow, przez co
potaczenie interkalator — zasada jest trwalsze niz pomiedzy parami zasad [25, 26, 27]. Powoduje

to zanik zdolnosci replikacyjnych i transkrypcyjnych DNA. Udowodniono réwniez, ze pochodne
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daunorubicyny, ktore nie posiadaja grupy OH w pozycji C9 nie sa zdolne do tworzenia wigzan
wodorowych, co powoduje pozbawienie ich aktywnosci przeciwnowotworowej [28].

2.1.2. Wiazanie kowalencyjne z DNA

Czestym etapem nastepujgcym po interkalacji jest kowalencyjne wigzanie Z DNA. Zdolnos¢
do tworzenia wigzan kowalencyjnych uzalezniona jest od budowy antybiotykéw antracyklino-
wych. Antracykliny, ktore nie maja grupy aminowej w pozycji C-3’, nie maja zdolno$ci tworze-
nia wigzan kowalencyjnych [29]. Nieistotna natomiast, dla powstawania wigzan kowalencyj-
nych, jest stereochemia tej grupy [30].

Mechanizm tworzenia wigzan kowalencyjnych w przypadku antybiotykéw antracyklinowych
uwarunkowany jest obecnoscig formaldehydu lub, w przypadku niektoérych pochodnych, obec-
noscig grupy aldehydowej [31, 32]. Wykazano, ze wigzania kowalencyjne tworzone przez antra-
cykliny wymagajace obecnos$ci formaldehydu sa stabsze w porownaniu do tych, ktore w swojej
budowie posiadaja grupe aldehydowa.

W powstawaniu formaldehydu w warunkach in vivo brane sg pod uwagg nast¢pujace mecha-
nizmy: autokatalityczna oksydacja w pozycji C-12 z udziatem H,0, oraz utlenianie wystepuja-
cych z DNA poliamin (np. sperminy) przez rodniki hydroksylowe [31, 33, 34]. Kazdy z tych
mechanizmow zalezy od zdolnosci wigzania jonow zelaza(lll) i od komdrkowego potencjatu

redukcyjnego, wymaganego w reakcjach prowadzacych po powstania reaktywnych form tlenu.

2.1.3. Wytwarzanie reaktywnych form tlenu

Cechg charakterystyczng reaktywnych form tlenu jest posiadanie dodatkowego elektronu, kto-
ry mogg odda¢, dzialajac jak reduktor lub przytaczy¢ dodatkowy elektron, stajac si¢ utleniaczem.
Wytwarzanie reaktywnych form tlenu jest jednym z elementow metabolizmu komorek. Jego
zaburzenie moze prowadzi¢ do uszkodzenia wielu waznych makroczasteczek komorkowych,
takich jak DNA, biatka i lipidy [35, 36]. Zdolnos¢ ta stwarza mozliwos¢ do zwalczania komorek
nowotworowych [37]. Antracykliny tatwo ulegaja redukcji jednoelektronowej, powodujac wy-
twarzanie rodnikow semichinonowych. Otrzymany elektron przekazywany jest na tlen czastecz-
kowy, w wyniku czego powstaje anionorodnik ponadtlenkowy, a zwigzek antracyklinowy po-

wraca do macierzystej formy chinonowej [38].
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Rycina 2. Enzymatyczny mechanizm powstawania anionorodnika ponadtlenkowego w nastgpstwie
redukcji jednoelektronowej daunorubicyny [38].

Powstanie anionorodnika ponadtlenkowego uruchamia kaskade reakcji wolnorodnikowych,
ktorych produktami sg Silnie toksyczny nadtlenek wodoru i rodnik hydroksylowy [39], zdolne do
indukowania rozpadu nici DNA.

Innym, nieenzymatycznym sposobem tworzenia rodnikéw przez antracykliny jest utworzenie
kompleksu z jonami zelaza(Ill). W tak utworzonym polaczeniu dochodzi do redukcji zelaza do
+2 stopnia utlenienia, co umozliwia przeniesienie elektronu na tlen czasteczkowy i tworzenie
anionorodnikéw ponadtlenkowych, podobnie jak w reakcjach enzymatycznych [40, 41]. Zelazo
odgrywa rowniez role jako katalizator w reakcji Fentona, w wyniku ktorej powstaje rodnik hy-
droksylowy [42].

Wszystkie reaktywne formy tlenu doprowadzaja do uszkodzen lipidow, biatek, DNA, a takze
biorg udziat w przekazywaniu sygnatow komorkowych odpowiedzialnych za procesy zapalne,
regulujace podziaty oraz apoptoze [41]. Ten mechanizm dziatania nie jest wybiorczy dla komo-
rek nowotworowych, co powoduje, ze np. komorki migénia sercowego, zawierajace stosunkowo
niski poziom antyoksydantow, sa szczegdlnie podatne na stres oksydacyjny. Peroksydacja lipi-
dow mig$nia sercowego powoduje apoptoze kardiomiocytow I prowadzi do niewydolnosci serca
[43, 44, 45, 46]. W celu zapobiegnigcia powstawaniu kardiomiopatii pacjentom podaje si¢ m.in.:
adenozyne, witaming E, karnityng, prednizon, koenzym Qi lub deksrazoksan (CARDIOXANE)
[4, 47]. Opracowuje si¢ takze nowe pochodne z obnizong kardiotoksyczno$cig lub podaje si¢

liposomalne formy, co pozwala na zwigkszenie dostepnosci biologicznej substancji leczniczej,
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poprawe stabilnos$ci oraz zmniejszenie toksyczno$ci w stosunku do komoérek prawidtowych

[48, 49, 50, 51].

2.1.4. Wplyw na aktywnos$¢ enzymow

Mechanizm dziatania antracyklin powoduje zmiany w strukturze DNA. Zmiany te warunkuja
zaburzenia w funkcjonowaniu enzymoéw majacych znaczenie w replikacji 1 ekspresji genow.
Znana jest zdolno$¢ antybiotykow antracyklinowych do hamowania aktywnosci polimerazy
DNA, chociaz mechanizm tego zjawiska nie jest doktadnie zbadany [52]. Przyjmuje si¢, ze moze
on by¢ zwigzany z przejSciowym, cytostatycznym dziataniem tych zwigzkéw oraz z zahamowa-
niem wzrostu komorek i rolg biatka p53 [53, 54]. Wykazano rowniez, ze antracykliny wigzac si¢
kowalencyjnie z DNA, blokuja process transkrypcji poprzez blokowanie polimerazy RNA, ktora
przerywa syntezg [55].

W cyklu komorkowym oraz w aktywnosci transkrypcyjnej ogromne znaczenie maja topoizo-
merazy [ i II. Sg one odpowiedzialne za relaksacje DNA podczas replikacji, transkrypcji, rekom-
binacji i naprawy [56]. Szczegdlnie wazng rol¢ odgrywajg antracykliny w blokowaniu topoizo-
merazy II, ktora odpowiada za przecigcie jednocze$nie dwoch tancuchow DNA. Kowalencyjny,
nieaktywny biologicznie kompleks antracyklina — DNA — topoizomeraza Il uniemozliwia po-
nowne potaczenie nici DNA, co prowadzi do ich fragmentacji, a tym samym do $mierci komorki
[57, 58]. Antracykliny poprzez interkalacje, biorg rowniez udziat w hamowaniu helikazy. Po-
woduja stabilizacje drugorzedowej struktury DNA, uniemozliwiajac helikazie katalizowanie
rozerwania wigzan wodorowych pomiedzy komplementarnymi zasadami, a tym samym blokuja

rozplatanie nici DNA [23, 59].

2.2. Modyfikacje antybiotykow antracyklinowych

Planowanie 1 synteza nowych analogow jest jednym z kierunkéw prowadzonych badan maja-
cych na celu zwigkszenie skutecznosci oraz minimalizacj¢ dziatania kardiotoksycznego w grupie
antybiotykow antracyklinowych. Decydujace znaczenie w pozyskiwaniu nowych substancji ak-
tywnych maja metody syntezy chemicznej.

Liczba syntetycznych analogéw daunorubicyny i doksorubicyny wynosi kilka tysiecy zwigz-
kow, ale tylko nieliczne sposrod nich dotarty do fazy rejestracyjnej i wprowadzenia na rynek.

Zatozenia modyfikacji strukturalnych oraz coraz wigksza liczba danych z obszaru biochemii
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I farmakologii molekularnej nowotworéw powoduja, ze z coraz lepszym skutkiem mozliwe jest

kontrolowanie nastgpujacych czynnikow:

= odporno$¢ wigzania glikozydowego na hydroliz¢ chemiczng 1 enzymatyczng

= obecnosci i1 potozenia centrum zasadowego w czesci cukrowe;j

= wplywu na selektywno$¢ wigzania z DNA

=  wplywu na intensywnos$¢ wigzania z okre§lonymi sekwencjami DNA, przez powtorzenie

farmakoforowego elementu struktury (bis—interkalatory) [60, 61].

Tabela 1. Przyktady niektorych modyfikacji antybiotykow antracyklinowych [16, 62, 63, 64]

MODYFIKACJE W CZASTECZCE AGLIKONU

Rs

‘3’ 2

NH,
Pozycja Modyfikacja Skutek modyfikacji
C-1iC-2 | Wprowadzenie w pozycji C-1 grupy COCHj; przy jednoczesnej | Spadek aktywnosci in vitro
obecnoséci w potozeniu C-3° grupy NH,, OH lub reszty morfoli- | wobec linii biataczki L1210
nowej
Whprowadzenie w pozycji C-1 i C-2 fragmentu aminokwasu, | Znaczna aktywnos¢ przy jedno-
reszta cukrowa przylaczona do pierscienia A, grupa COOCH; w | czesnej malej stabilnosci
potozeniu C-10 (nogalamycyny)
Obecno$¢ czwartorzgdowego atomu azotu daunozaminy W noga- | Wzrost aktywnosci i stabilnosci
lamycynach (disnogalamycyny) w stosunku do nogalamycyny
Whprowadzenie w pozycji C-1 i C-2 fragmentu aminokwasu, brak | Obnizenie aktywnosci i zwiek-
podstawnikow w pozycji C-10 i reszty cukrowej w pozycji C-7 | szenie stabilno$ci
(nogarole)
Wprowadzenie grupy hydroksylowej w pozycji C-1 zwigkszenie cytotoksycznosci
in vitro
Whprowadzenie grupy hydroksylowej w pozycji C-2 Obnizenie aktywnosci in vitro,
przy jednoczesnym wzroscie
aktywnosci in vivo
Whprowadzenie grupy metylowej lub atomu chloru w pozycje C-1 | Obnizenie aktywnosci in vitro
i C-2
Podstawienie w pozycji C-2 grupg metoksylowg Umiarkowana aktywnos¢ prze-
ciwnowotworowa
C-3 Wprowadzenie grupy metylowej lub atomu chloru w pozycje C-3 | Obnizenie aktywnosci in vitro
C-4 Podstawienie atomu wegla C-4 atomem wodoru Znaczne (100 — 200 krotne w

zaleznoéci od zwigzku) zwigk-
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szenie aktywnosci biologicznej

Podstawienie atomu wegla C-4 w daunorubicynie grupg hydrok-
sylowa

Duza aktywnos¢ in vitro i in
vivo

Zastapienie grupy metoksylowej w pozycji C-4 daunorubicyny i
doksorubicyny inng grupg alkoksylowa lub wydtuzenie fancucha
alkilowego w tych grupach

Brak wzrostu aktywnosci prze-
ciwnowotworowej

Wprowadzenie atomu fluoru w pozycji C-4 daunorubicyny

Zwicgkszenie aktywnosci in vivo
wobec biataczki P388 (w po-
réwnaniu do idarubicyny)

Wprowadzenie dwoch atoméw fluoru w pozycji C-1 i C-4

Zmniejszenie aktywnosci in
vivo

C-5 Wprowadzenie grupy NH w pozycji C-5 daunorubicyny lub Zmniejszona kardiotoksycznosé
doksorubicyny przy rownoczesnym obnizeniu
aktywnos$ci przeciwnowotwo-
rowej
Wprowadzenie atomu wodoru w pozycje C-5 daunorubicyny Duza aktywnos$¢ przeciwnowo-
tworowa
Wprowadzenie atomu azotu w pozycje C-5 i C-12 daunorubicyny | Znaczna aktywno$¢ przeciw-
i doksorubicyny nowotworowa
C-6 Wprowadzenie atomu wodoru w pozycje C-6 przy jednoczesnym | Wzrost aktywnos$ci w stosunku
wprowadzeniu grupy hydroksylowej w pozycje C-4 i C-13 do daunorubicyny i doksorubi-
cyny
Wprowadzenie grupy metoksylowej w pozycj¢ C-6 Spadek aktywnosci przeciwno-
wotworowej, zanik zdolnosci
do tworzenia adduktéw z DNA
C-7 Przytaczenie drugiej czasteczki antracyklin poprzez grupe arylo- | Zwigkszenie aktywnos$ci prze-
wa, cykloalkilowg lub heterocykliczna ciwnowotworowej zar6wno
wobec nowotworow wrazli-
wych, jak tez opornych na dzia-
tanie antracyklin. Przetamanie
bariery lekoopornoéci in vitro
C-8 Wprowadzenie grupy metoksylowej w pozycje C-8 daunorubicy- | Brak zmian w aktywnosci bio-
ny logicznej
Wprowadzenie grupy metoksylowej w pozycje¢ C-8, C-2, C-2°, Umiarkowana aktywno$¢ prze-
C-4’, grupy hydroksylowej w pozycje C-4, C-6, C-9 i C-3’ oraz ciwnowotworowa
grupy CH3 w potozenie C-9 (steffimycyna B)
Wprowadzenie atomu fluoru w pozycje C-8 Brak zmian w aktywnosci bio-
logicznej
Wprowadzenie grupy hydroksylowej w pozycje C-8 daunorubi- Wazrost aktywno$ci, zmniejsze-
cyny i epirubicyny nie toksyczno$ci oraz wystapie-
nie zdolnosci do przetamania
bariery opornoéci in vitro (sta-
biej zaznaczone dla pochodnej
epirubicyny)
W potozeniu C-8 zamiast atomu wegla atom tlenu, siarki lub tez | Zwiazki ~ wysoce  aktywne
grupy SO, SO,, NH, in vivo
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C-9 Whprowadzenie grupy NH, w pozycje¢ C-9, grupy hydroksylowej | Wzrost aktywnos$ci przeciwno-

w potozenie C-3’, atomu wodoru w potozenie C-4 (amrubicyna) | wotworowej

Whprowadzenie grupy CH,CHz w pozycje C-9 (oksaunomycyna) | Wzrost aktywnos$ci przeciwno-
wotworowej in vitro wobec linii
biataczki L1210

Zastapienie grupy OH w pozycji C-9 grupa aminowa, przy jed- | Duza aktywno$¢é wobec nowo-

noczesnym  wprowadzeniu w  polozeniu C-14  grupy | twordw opornych na dziatanie

B-aminoetylowej, fluoru w pozycje C-2°, grupy hydroksylowej | doksorubicyny

w pozycje¢ C-3°

Podstawienie atomu wegla w pozycji C-9 grupa acetylowa lub Obnizenie aktywno$ci w sto-

hydroksyacetylowa sunku do zwiazkéw zawieraja-
cych w tej pozycji atom wodoru
lub grupe hydroksylowa

Zwickszenie dhugosci tancucha alkilowego w pozycji C-9 Spadek aktywnosci biologicz-
nej

Woprowadzenie uktadu heterocyklicznego w pozycj¢ C-9 Zmniejszona aktywnos$¢ w
stosunku do zwigzkow referen-
cyjnych

Zastgpienie grupy OH w pozycji C-9 atomem wodoru Obnizenie aktywnosci przeciw-
nowotworowej

Wprowadzenie w pozycje¢ C-9 grupy etylowej lub acetylomety- Obnizenie aktywnosci przeciw-

lowej nowotworowej w stosunku do
daunorubicyny

Wprowadzenie grupy CHz; w pozycje C-9 Brak wzrostu aktywno$ci w
stosunku do innych antracyklin

Etylowanie grupy OH w pozycji C-9 Zmniejszenie aktywnosci in
vitro

C-10 Modyfikacja tej pozycji wykazuje najbardziej widoczne efekty biologiczne. Porownanie 10(S) i 10

(R)-metoksypochodnych wykazato, ze kluczowa rolg odgrywa stereochemia. 10(S) pochodne okaza-
1y sie nieaktywne, podczas gdy 10(R) wykazywaty aktywnos¢ zblizong do daunorubicyny

Wprowadzenie w pozycje C-10 grupy karbonylometoksylowej
lub metoksylowej

Obnizenie aktywnosci przeciw-
nowotworowej w stosunku do
zwigzkoOw macierzystych

Wprowadzenie grupy COOH w pozycje¢ C-10

Aktywnos¢ przeciwnowotwo-
rowa zblizona do zwigzku refe-
rencyjnego

Podstawienie pozycji C-10 czasteczka daunozaminy

Duza aktywno$¢ antyprolifera-
cyjna wobec linii biataczki
L1210

Podstawienie pozycji C-10 fluorem

Mniejsza aktywno$¢ w stosun-
ku do zwigzkéw macierzystych

Whprowadzeni grupy COOCHj; oraz disacharydu w pozycj¢ C-4°,
przy jednoczesnej zmianie grupy OH w potozeniu C-11 na atom
wodoru oraz podstawieniu grupy NH, w pozycji C-3’ grupa di

Duza aktywno$¢ przy obnizonej
kardiotoksycznosci
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metylowa

C-11 Zastapienie grupy OH w pozycji C-11 grupa metoksylowa lub Nie wptywa na aktywnos$¢
atomem wodoru
C-12 Zastapienie atomu wegla pozycji C-12 atomem azotu, przy jed- Udowodniona aktywno$¢ prze-
noczesnym identycznym podstawieniu pozycji C-5 ciwnowotworowa
C-13 Wprowadzenie w pozycje C-3” grupy 4-morfolinowej lub w Bardzo duza aktywno$¢ prze-
potozenie C-5 grupy iminowej w pochodnych ciwnowotworowa in vitro przy
13-deoksyantracyklin jednoczesnym nieduzym obni-
zeniu aktywnosci in vivo i obni-
zeniu kardiotoksyczno$ci
Wprowadzenie w pozycje¢ C-13 daunorubicyny grupy hydrazy- Zwickszenie aktywnosci in vivo
dowej w stosunku do macierzystego
antybiotyku
Whprowadzenie grupy =N-NHCOC¢Hs w pozycje C-13 Duza aktywno$¢ w leczeniu
biataczek
C-14 Wprowadzenie w pozycje C-14 daunorubicyny grupy hydroksy- | Wigksza skutecznosé, szcze-
lowej — otrzymany analog to doksorubicyna golnie wobec trudnych w lecze-
niu guzow litych, poszerzenie
zakresu dziatania przeciwnowo-
tworowego
Podstawienie pozycji C-14 daunorubicyny atomem fluoru Zachowanie aktywnosci prze-
ciwnowotworowej
Podstawienie pozycji C-14 daunorubicyny atomem bromu Prawie catkowity zanik aktyw-
nosci
Podstawienie w pozycji C-14 daunorubicyny lub doksorubicyny | Nieznaczne obnizenie aktywno-
reszty kwasu mastowego lub retynowego $ci 1 wystapienie zdolnosci do
przetamania bariery lekoopor-
nosci in vitro
Podstawienie w pozycji C-14 i jednoczesnie w pozycji C-3° dau- | Zmniejszenie aktywnosci i
norubicyny lub doksorubicyny reszty kwasu mastowego lub zdolnosci do przetamania barie-
retynowego ry lekoopornos$ci
Podstawienie pozycji C-14 daunorubicyny lub doksorubicyny Zmniejszenie aktywnosci i
resztg kwasu acetylosalicylowego lub palmitynowego zdolnosci do przetamania barie-
ry lekoopornosci
Whprowadzenie grupy benzyloacetylowej lub grup O-CO-alkil, Znaczny wzrost aktywnosci
S-CO-alkil, O-CO-alkil-COOH invitro i invivo
Podstawienie pozycji C-14 grupg azydowa, tiocyjanowa, acetylo- | Znaczne obnizenie aktywnosci
tiolowg przy jednoczesnym podstawieniu potozenia C-3’ i C-4’ in vivo
grupa OAc
Zastgpienie w pozycji C-14 atomu wodoru grupami O-alkil, Obnizenie aktywnosci przeciw-
O-aryl, O-acyl z wytworzeniem eterow lub tioeteréw nowotworowej
Wprowadzenie w pozycje C-14 grup estrowych Zachowanie lub zwigkszenie
aktywnosci przeciwnowotwo-
rowej
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Wprowadzenie w pozycje C-14 grupy B-aminoetylowej przy
jednoczesnej obecnosci w pozycjach C-9, C-2” i C-3” odpowied-
nio grup NH,, OH oraz atomu fluoru

Duza aktywnos¢ przeciwnowo-
tworowa

Podstawienie pozycji C-14 grupg arylowa przy jednoczesnym
podstawieniu pozycji C-3” i C-4’ grupa NH,

Bardzo dobrze rozpuszczalna w
thuszczach pochodna o zblizo-
nej do wyjsciowych antybioty-
kéw aktywnoscei

Modyfikacja w pozycji C-14 grupami: alkilows, azydowa, tiocy-
janianowa, nitrowa, sulfurylowa, acetylotiolowa

Obnizenie aktywnosci przeciw-
nowotworowej

MODYFIKACJE W CZASTECZCE DAUNOZAMINY

Obecnos$¢ ugrupowania cukrowego ma niezwykle wazne
znaczenie dla aktywnoS$ci in vitro i
antybiotykow polegajace na
fragmentu cukrowego doprowadzaja do utracenia aktywnosci
biologicznej

in vivo. Modyfikacje

pozbawieniu antracyklin

NH,

Wprowadzenie atomu jodu w pozycje C-2° i grupy hydroksylo-
wej w pozycje C-3” czasteczki idarubicyny (annamycyna)

Zwigkszenie aktywnosci

in vitro 50 — 100 krotnie w
stosunku do aktywnosci dokso-
rubicyny, obnizenie kardiotok-
sycznosci oraz brak opornosci
krzyzowej ale tylko dla po-
chodnych 2’(R) (dla pochod-
nych 2’(R) zawierajacych w tej
pozycji atom chloru lub bromu
sytuacja jest podobna, pochod-
ne 2°(S) sa nieaktywne).

Woprowadzenie w dauno- lub doksorubicynie atomu fluoru w
pozycje C-2°, grupy hydroksylowej w pozycje C-3’ i grupy
OCHjs w pozycji C-4°

Zwickszenie aktywno$ci wobec
opornych nowotworow

Wprowadzenie atomu fluoru w pozycje C-2°, grupy hydroksylo-
wej w pozycje C-3 1 grupy NH, w pozycje C-4’czasteczki dau-
no- lub doksorubicyny

Zwigkszenie aktywnosci w
stosunku do zwigzkoéw macie-
rzystych, zmniejszenie toksycz-
nosci oraz zwigkszenie roz-
puszczalnoséci w wodzie. Do-
datkowo zmiana potozenia
grupy NH, w pozycji C-4’ z
aksjalnego na ekwatorialne
spowodowala zwigkszenie
aktywnosci okoto 4 krotnie w
stosunku do linii biataczki
L1210

c-4

Wprowadzenie atomu jodu w pozycje C-4” doksorubicyny

Brak znaczacych zmian w ak-
tywnos$ci przeciwnowotworo-
wej w stosunku do doksorubi-

cyny

Wprowadzenie w pozycje C-4’ daunorubicyny oraz doksorubi-
cyny ekwatorialnej grupy CH; oraz aksjalnej grupy OH lub

Zmniejszenie toksycznosci i

Cze$¢ teoretyczna

23



OCH;

zarazem aktywnosci

Wprowadzenie w pozycje C-4’ doksorubicyny atomu wodoru
oraz grupy OCH;

Zachowanie aktywnosci po-
rownywalnej do doksorubicyny

Wprowadzenie w pozycje C-4’ ugrupowania hydroksyalkilowego

Zmniejszenie aktywnosci w
stosunku do daunorubicyny

Wprowadzenie w pozycje C-4” ugrupowania hydroksyalkilowego
przy jednoczesnej obecnosci grupy OH w pozycji C-4

Bardzo duza cytotoksyczno$¢ w
stosunku do biataczki L1210

Whprowadzenie w pozycje C-4’ grupy aminowej albo podstawio-
nej lub niepodstawionej grupy morfolinowej

Niewielka zmiana aktywnosci
w stosunku do analogicznych
pochodnych podstawionych w
pozycji C-3°

Wprowadzenie w pozycje C-4’ ugrupowania
4’-tetrahydropiranylowego (pirarubicyna)

Antybiotyk stosowany w terapii
o skutecznosci zblizonej do
doksorubicyny ale o duzo
mniejszej kardiotoksycznos$ci

Epimeryzacja pozycji C-4> doksorubicyny i utworzenie tym
samym izomerycznego analogu (epirubicyna)

Szeroko stosowany w lecznic-
twie lek o obnizonej kardioto-
sycznosci

Zastapienie grupy OH w pozycji C-4’ epirubicyny atomem woO-
doru (esorubicyna)

Na modelach nowotworow
jelita i piersi wykazywata ak-
tywnos¢ zblizong do doksorubi-
cyny przy obnizonej kardiotok-
sycznosci

Epimeryzacja wegla w pozycji C-4’ podstawionego grupg OH w
pochodnych 2’-fluorodaunorubicyny lub 2’-fluorodoksorubicyny

Nie wplywa na aktywnos¢
przeciwnowotworowa

c-2 Wprowadzenie w pozycje C-2” daunorubicyny i doksorubicyny | Znaczne zwiekszenie aktywno-
grupy OCHjs $ci wobec biataczki L1210 i
zmniejszenie toksycznos$ci
C-3 Zamiana grupy NH, w potozeniu C-3’ doksorubicyny na grupe | Zwigkszenie aktywnosci prze-
OH ciwnowotworowej
Wprowadzenie grupy OH w pozycje C-3’ oraz grupy NH, | Znaczne zwiekszenie aktywno-
w pozycje¢ C-9 $ci. Zwigzek w fazie badan
klinicznych (amrubicyna)
Wprowadzenie w pozycj¢ C-3° grupy O-benzylowej i jednocze- | Zdolno$¢ do przetamania barie-
sne wprowadzenie w pozycje C-14 ugrupowania alkilokarbony- | ry lekoopornosci in vitro
lowego
Wprowadzenie w pozycje C-3” grupy merkaptylowej lub tiome- | Zachowanie aktywnos$ci
tylowej przeciwnowotworowej
Wprowadzenie w pozycje C-3” grupy S-acetylowej Zmniejszenie aktywnosci w
stosunku do doksorubicyny
Zamiana grupy NH, w pozycji C-3° w daunorubicynie na grupe | Nie wptywa na aktywno$¢
OH przy jednoczesnym wprowadzeniu atomu wodoru w pozycj¢ | in vivo
C-5
Podstawienie pozycji C-3’ i C-4’ w daunorubicynie grupami Nie wplywa na aktywno$é
hydroksylowymi in vivo
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Zamiana grupy NH, w pozycji C-3’ na grupe OH i jej epimery-
zacja przy jednoczesnym wprowadzeniu atomu wodoru lub grupy
OH w pozycj¢ C-5°

Zanik aktywnoS$ci przeciwno-
wotworowej

Epimeryzacja atomu wegla C-3° daunorubicyny

Nie wptywa na aktywnos$¢

Wprowadzenie w pozycj¢ C-3’ podstawionej lub niepodstawio-
nej grupy 4-morfolinowej lub piperydowej (otrzymane pochodne
zawierajg atom azotu w pozycji C-3” w pierscieniu)

Znaczne zwigkszenie aktywno-
$ci, a w przypadku podstawnika
morfolinowego jednoczesne
obnizenie kardiotoksyczno$ci
oraz zdolno$¢ do przelamania
bariery lekoopornos$ci

Podstawienie grupy NH, w pozycji C-3 pierScieniem cyklohek-
sylowym lub 4H-piranowym

Wyrazne zmniejszenie aktyw-
nosci

Podstawienie grupy aminowej w pozycji C-3’
L-leucyna

Wyrazne zwigkszenie aktywno-
$ci, zmniejszenie toksycznosci
(w tym kardiotoksycznosci)

w stosunku do macierzystego
antybiotyku, znaczna koncen-
tracja leku w guzkach nowo-
tworowych

Podstawienie grupy aminowej w pozycji C-3” grupa benzylook-
sykarbonylowsa

Niewielkie zwigkszenie aktyw-
nosci przeciwnowotworowe;j

Przylaczenie polimeru do grupy aminowej w pozycji C-3°
za pomocg oligopeptydu w doksorubicynie

Duza aktywno$¢ wobec guzow
litych oraz wobec wielu mysich
nowotworow wrazliwych i
opornych na doksorubicyne

Podstawienie grupy aminowej w pozycji C-3’ oligopeptydem

Duza aktywno$¢ wobec nowo-
tworow oraz znaczne zmniej-
szenie toksyczno$ci, W tym
kardiotoksycznosci

Podstawienie grupy aminowej w pozycji C-3° ugrupowaniem
trifluorokarbonylowym oraz jednoczesne podstawienie atomu
wodoru w pozycji C-14 doksorubicyny grupa n-butylows
(walrubicyna)

Zwiazek zarejestrowany w
Kanadzie i USA do leczenia
nowotworow glownie pecherza
moczowego

Podstawienie grupy aminowej w pozycji C-3’ dwiema grupami
chloroetylowymi i jednoczesne podstawienie pozycji C-4’ grupa
metylosulfonowsa

Zwiekszenie aktywnosci prze-
ciwnowotworowej, zmniejsze-
nie toksycznosci, zdolno$¢ do

przetamania bariery lekoopor-
nosci

Podstawienie grupy aminowej doksorubicyny i epirubicyny
w pozycji C-3’ugrupowaniem 2-chloroetylonitrozoureidowym

Nie wplywa na aktywnos$¢

Podstawienie grupy aminowej dauno- i doksorubicyny w pozycji
C-3’ grupami metylowymi

Obnizenie o okolo potowe
aktywnosci przeciwnowotwo-
rowej

Podstawienie grupy aminowej dauno- i doksorubicyny w pozycji
C-3” grupami takimi jak arylowa, trifluorokarbonylowa, benzy-
lowa

Nie wptywa istotnie na zwigk-
szenie aktywnosci
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Podstawienie grupy aminowej w pozycji C-3” grupa
N,N-dimetylowa

Zwigkszenie kardiotoksyczno-
$ci w stosunku do analogoéw
N-metylowych

Podstawienie w daunorubicynie i doksorubicynie grupy amino-
wej w pozycji C-3 ugrupowaniami benzylowymi

Zwicgkszenie aktywnosci prze-
ciwnowotworowej (najwyzsza
aktywno$¢ uzyskano dla po-
chodnych daunorubicyny z
podstawnikiem dibenzylowym i
dla doksorubicyny z odpowied-
nim podstawnikiem monoben-

zylowym)

Podstawienie grupy aminowej daunorubicyny w pozycji C-3’
grupa nitrobenzylowa

Zwigkszenie aktywnosci w
stosunku do doksorubicyny,
zdolno$¢ do przetamania leko-
opornosci

Zastgpienie jednego z atomow wodoru w grupie NH, w pozycji
C-3” kwasem cis lub trans retynowym

Zwigkszenie aktywnosci prze-
ciwnowotworowej i synergizm
dziatania z innymi cytostaty-
kami

Podstawienie grupy aminowej w pozycji C-3’ grupami metylo-
wymi, przy jednoczesnym wprowadzeniu w potozenie C-4’ gru-
py OCOCH; oraz w potozenie C-9 grupy CHg, za$ w pozycje C-1
i C-8 grup metoksylowych

Duza aktywnos$¢ wobec bia-
faczki L1210

Podstawienie grupy aminowej w pozycji C-3’ grupa trifluoroace-
tylowa, przy jednoczesnym zastapieniu grupy OH w potozeniu
C-4’ atomem jodu lub tlenu

Wyrazne zwickszenie aktywno-
sci

C-37i Jednoczesna epimeryzacja atoméw wegla w pozycjach C-3° | Nie wptywa na aktywno$¢
c-4 i C-4’ daunorubicyny z utworzeniem 3’,4’-diepirubicyny przeciwnowotworowa
Modyfika- | Zmniejszenie liczby podstawnikow Zmniejszenie aktywnosci i

cje uktadu zdolnosci do tworzenia adduk-
daunoza- tow z DNA

miny
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2.2.1. Chlorowodorek N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyny

Od ponad 30 lat trwaja prace, ktorych celem jest znalezienie pochodnych antracyklin charak-
teryzujach sie lepszymi wiasciwo$cimi biologicznymi, wyzszg skutecznoscia dziatania i obnizo-
na cytotoksycznoscig [64, 65]. Wéréd nowo zsyntetyzowanych analogéow, znajduje si¢ pochod-

na z morfolinowym podstawnikiem przy grupie aminowej daunozaminy [66, 67].

, HCI

Rycina 3.  Chlorowodorek N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyny.

Wykazano, ze wprowadzenie reszty morfolinowej w pozycje 3’ reszty cukrowej umozliwia
calkowite pokonanie bariery opornosci na leki. Do badan wykorzystano linie komoérkowe nowo-
tworow ludzkich LoVo, MES-SA i HL-60, jak réwniez ich oporne odpowiedniki LoVo/Dx,
MES-SA/Dx5 i HL-60/MX2 [68].

Stwierdzono réwniez, ze morfolinowa pochodna w poréwnaniu z daunorubicyng wykazuje

mniejsza cytotoksycznos¢ wzgledem lini komorkowej L1210 (Tabela 2).

Tabela 2. Cytotoksyczno$¢ i wychwyt komorkowy daunorubicyny i jej morfolinowej pochodnej

Antracyklina Aktywno$¢ cytotoksyczna EDsg Wychwyt komoérkowy
(nmol/l) (pmol/10° komérek)
Daunorubicyna 22+3 277 +£21
Morfolinowa pochodna 75+ 14 383+ 35
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Warto§¢ EDsy wyraza stgzenie leku potrzebne do zredukowania liczby zywych komorek
do 50%. Nie jest ona w tym przypadku skorelowana ze zdolno$cig do penetracji blon komorko-
wych ani tez z wewnatrzkomérkowym rozmieszczeniem leku. Zaobserwowano, ze badane leki
kumulowaty si¢ w jadrze komorkowym i nie wystepowaty w cytoplazmie [69, 70].

W przypadku pochodnej morfolinowej obserwuje si¢ dwa maksima, odpowiadajace zakresom
stezen 1 — 2,5 umol/l oraz powyzej 5 umol/l, dla ktorych obserwowane jest wywotywanie
uszkodzen tancuchéw DNA. Dla daunorubicyny obserwowany jest tylko jeden zakres i wynosi
on 1 - 2,5 umol/l. W przypadku przekroczenia wartosci 5 umol/l, zdolno$¢ do uszkodzen tancu-
chow znaczgco spada. Roznica ta sugeruje wystepowanie dodatkowego mechanizmu w przypad-
ku morfolinowej pochodnej, polegajacego prawdopodobnie na formowaniu kowalencyjnych
adduktow z DNA [69, 71].

W celu wyznaczenia poziomu dawki $miertelnej, wyrazonej jako LDsg, przeprowadzono ba-
dania na myszach. W przypadku morfolinowej pochodnej, warto$¢ LDsy wyniosta 24,0 + 1,32
mg/kg w poréwnaniu do wartosci 3,1 + 0,12 mg/kg otrzymanej dla daunorubicyny. Roéwniez
badania kardiotoksyczno$ci wykazaly znaczace rdznice w stosunku do zwigzku macierzystego.
Zwierzeta, ktore zostaty poddane dziataniu morfolinowej pochodnej wykazywaty prawie nie-
zmieniony migsien sercowy, czasami z bardzo matymi lub prawie niezauwazalnymi zmianami
histopatologicznymi, podczas gdy u zwierzat, ktorym podano wyjSciowy antybiotyk zmiany byty
znaczace [72]. Uzyskane wyniki wskazuja, ze nowa pochodna moze okazaé si¢ bardziej uzy-
teczna w terapii niz zwigzek wyjsciowy, w zwiazku z jej zredukowanymi niekorzystnymi efek-

tami 1 wigkszg aktywnos$cig antyproliferacyjng [73, 74].

2.3.  Antybiotyki antracyklinowe stosowane w terapii

Terapia antybiotykami antracyklinowymi stanowi bardzo efektywng metodg leczenia wielu
nowotworow. Ze wzgledu na kardiotoksyczne dziatanie tej grupy lekow, wazny jest odpowiedni
sposob 1 schemat dawkowania.

Ponizej przedstawiono schematy dawkowania oraz wlasciwosci farmakokinetyczne wybranych

lekow z grupy antracyklin [8, 75, 76]:

DAUNORUBICYNA [77, 78, 79]
¢ po podaniu dozylnym szybko przenika z krwi do tkanek

e czas péttrwania: od 30 — 50 h
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metabolizowana w watrobie do daunorubicynolu, ktéry wydalany jest z zotcig oraz mo-

czem
29% leku wydalane jest z moczem w ciggu 7 dni w stanie niezmienionym
dawkowanie: 40 mg/m? dziennie, dozylnie 3 — 5 dni z 3 — 4 tygodniowymi przerwami lub

30 — 60 mg/m? 2 razy w tygodniu

DOKSORUBICYNA [77, 80]

czas pottrwania tréjfazowy: 12 min, 3,3 hi130h

metabolizowana w watrobie do wielu metabolitow

klirens watrobowy leku stanowi 60% watrobowego przeptywu Krwi
wydalana gtownie z zo6tcig

10% leku wydalane jest z moczem w stanie niezmienionym

dawkowanie: 60 — 75 mg/m? dozylnie w jednorazowym wlewie, co 21 dni

AKLARUBICYNA [77, 81, 82]

szybko przenika z krwi do tkanek

czas poltrwania dwufazowy: 30 mini2 h

metabolizowana w watrobie

wydalana z moczem i katem w postaci metabolitow i w stanie niezmienionym

dawkowanie: 25 — 600 mg/m? dozylnie, we wlewie, 7 dni co 2 tygodnie

EPIRUBICYNA [77, 83, 84]

w znacznym stopniu przenika do tkanek
czas poltrwania dwufazowy: faza pierwsza — bardzo szybko, faza druga —40 h
wydalana z kalem w stanie niezmienionym, czg¢$ciowo w postaci metabolitow

dawkowanie: 60 — 90 mg/m? dozylnie, we wlewie, raz na 3 tygodnie

IDARUBICYNA [77, 85, 86]

przenika do ptynu mézgowo-rdzeniowego

czas pottrwania: od 10 — 30 h

metabolizowana do idarubicynolu

dawkowanie: 10 — 12 mg/m? dozylnie, we wlewie 3 dni lub 8 mg/m? dozylnie,

we wlewie 5 dni
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PIRARUBICYNA [77, 87]
e czas pottrwania trojfazowy: 1 —5 min, 20— 30 mini 13—-23 h
e metabolizowana do czynnych metabolitéw (tetrahydropiranyloadriamycynol, adriamycy-
nol, adriamycynon, doksorubicyna) i metabolitow nieczynnych biologicznie (zlozone
zwigzki aglikonow)
e wydalana gléwnie z z6lcia, stabo przez nerki

e dawkowanie: 50 mg/m? dozylnie, we wlewie raz na 3 — 4 tygodni

ZORUBICYNA [77, 88]

e prolek

metabolizowana w watrobie do daunorubicyny

wydalana gtownie z z6lcia, stabo przez nerki (okoto 25%)

dawkowanie: 200 mg/ m? dozylnie, we wlewie 4 dni

W tabeli 3 przedstawiono nazwy preparatow zawierajacych podstawowe antybiotyki antracy-

klinowe oraz ich zastosowanie.

Tabela 3. Antybiotyki antracyklinowe stosowane w terapii nowotworowej

Nazwy preparatéw jednosktadnikowych Zastosowanie

Daunorubicyna

CERUBIDINE o Ostra biataczka limfoblastyczna i szpikowa

DAUNOBLASTIN e Zaostrzenie blastyczne ostrej biataczki szpikowej
DAUNORUBICIN R.P.

DAUNOXOME (liposomalna forma)

RUBIDOMYCIN
RUBOMYCIN C
Doksorubicyna
ADRIAMYCIN e Ostra biataczka limfoblastyczna i szpikowa
ADRIBLASTIN [HL; RD] e Chloniaki

ADRIBLASTINA [PFS; RD]
ADRIBLASTINE
BIORUBINA
DOXIL (liposomalna forma)
DOXOLEM
DOXORUBICIN
DOXORUBICIN EBEWE
DOXORUBICIN DAKOTA

e Migsaki

¢ Rak zotadka, watroby, ptuca, pecherza moczowego,
gruczotu tarczowego, sutka
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CAELYX (liposomalna forma)
MYOCET
RASTOCIN
RUBEX
RUBIDOX
Epirubicyna
BIOEPICYNA e Chloniaki
ELLENCE . Miqsaki
EPIMEDAC . Ce .
o Rak zofadka, pluca, pecherza moczowego, sutka, jajnika,
FARMORUBICYNA PFS okreznicy, oskrzeli
FARMORUBICIN RD

Aklarubicyna

ACLACIN e Ostra biataczka szpikowa

o Nowotwory narzadowe

Idarubicyna

ZAVEDOS o Ostra biataczka limfoblastyczna i szpikowa

Pirarubicyna

PINORUBIN e Ostre bialaczki
THERARUBICIN e Chloniaki
THEPRUBICINE

Zorubicyna

RUBIDAZONE e Ostra biataczka limfoblastyczna i mieloblastyczna

2.4. Badanie trwalo$ci

Stabilnos¢ leku w okreslonej postaci farmaceutycznej jest czynnikiem, ktory warunkuje sku-
tecznos$¢ dziatania oraz bezpieczenstwo substancji leczniczej podczas wytwarzania, transportu,
dystrybucji oraz przechowywania. Celem badan trwatosci jest okreslenie, do jakich przemian
chemicznych i fizycznych dochodzi wraz z uptywem czasu i pod wptywem roéznych czynnikow
otoczenia, takich jak temperatura, wilgotnos¢, obecnos¢ tlenu i Swiatta.

Stabilno$¢ leku w réznych warunkach jest gwarancja jego dostgpnosci in vivo, niezmiennej
skuteczno$ci oraz bezpiecznego poziomu produktéw rozkladu. Rozktad leku moze spowodowaé
wystapienie interakcji pomigdzy aktywnymi substancjami czynnymi i sktadnikami pomocni-
czymi zawartymi w danej postaci leku, zmniejszenie zawartoSci substancji czynnej,
a tym samym wzrost poziomu produktow rozktadu, czy tez niekorzystng modyfikacje szybkosci
uwalniania i rozpuszczalnosci. Niezwykle istotnym czynnikiem dla stabilnosci jest rowniez do-
bor odpowiedniego opakowania. Testy przyspieszonego starzenia lekow powinny by¢ przepro-
wadzone w docelowym opakowaniu. Niewlasciwe tworzywo, z ktérego wykonano opakowanie

leku moze wptyna¢ na dyskwalifikacje nawet najtrwalszej postaci leku [89, 90, 91].
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Wsrod zjawisk powodujacych rozktad lekéw na najwicksza uwagg zastuguja reakcje:
e hydrolizy
e utleniania i redukcji
o fotolizy
e izomeryzacji

Troska o dobro pacjenta spowodowata, ze organa nadzoru nad lekami 1 przemystem farma-

ceutycznym, takie jak:

e Europejska Agencja do Spraw Oceny Srodkéw Leczniczych — EMEA

e Federalny Urzad do Spraw Zywnosci i Lekow — FDA

o Swiatowa Organizacja Zdrowia — WHO
powotaty wspolne przedsiewziecie jakim jest Miedzynarodowa Konferencja Harmonizacji Wy-
magan dla Lekow (ICH). Zadaniem ICH jest ujednolicanie wymagan dotyczacych jakos$ci, bez-
pieczenstwa i skuteczno$ci substancji leczniczych oraz opracowanie wytycznych dotyczacych
informacji zawartych we wnioskach rejestracyjnych sktadanych w wiekszos$ci panstw §wiata.

Ogolnie produkt (odpowiednia forma leku w opakowaniu ostatecznym) musi byé oceniony
w okre$lonych warunkach przechowywania, w ktérych mozna sprawdzi¢ jego stabilno$¢ przy
danej temperaturze i wilgotnosci. Warunki te oraz czas trwania wybranych badan musza by¢
wystarczajace, aby odpowiadaly magazynowaniu, transportowi oraz ich uzywaniu. Generalnie,
badania te dzielimy na [92]:

e dlugookresowe (prowadzone przez okres co najmniej 12 miesigcy w warunkach
25 + 2°C i wilgotnoéci wzglednej 60 + 5% lub 30 + 2°C i wilgotno$ci wzglednej
65 + 5%)

e posrednie (prowadzone przez okres co najmniej 6 miesiecy w warunkach 30 + 2°C
i wilgotnosci wzglednej 65 + 5%, jezeli badania dlugoterminowe prowadzone sag w
warunkach 25 + 2°C/ 60 + 5% RH)

e przyspieszone (prowadzone przez okres co najmniej 6 miesiecy w warunkach
40 £ 2°C i wilgotnosci wzglednej 75 + 5%)

e stresowe (np. fotostabilno$¢, 50 + 2°C, w wilgotnosci otoczenia)

Lek uznaje si¢ za stabilny, jezeli w czasie dlugookresowych badan stabilnosci odpowiada
specyfikacji i w czasie przyspieszonych badan stabilno$ci nie dochodzi w nim do istotnej zmia-
ny, za ktora przyjmuje si¢:

e 5% zmiang¢ w zawarto$ci substancji czynnej w stosunku do wartosci poczatkowej

e jakikolwiek produkt rozktadu przekraczajacy kryterium akceptacji

32 Anna Krause
,» Trwalos¢ N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyny w roztworach wodnych”



e niespelnienie kryteriow akceptacji dla parametru wyglad, wlasciwosci fizyczne (np.
zabarwienie, twardo$¢, rozdziat faz), z tym, ze niektore zmiany w fizycznych wiasci-
wosciach mogg by¢ spodziewane w badaniach przyspieszonych np. micknigcie czop-
kow

¢ niespelnienie kryteriow akceptacji dla wartosci pH (jezeli jest to parametr wymagany
dla danej formy leku)

¢ niespelnienie kryteriow akceptacji dla parametru uwalnianie dla 12 jednostkowych da-
wek

Nieodltgczng czescig testow stresowych jest badanie fotostabilnosci nowych substancji aktyw-
nych oraz nowych lekow. Celem takiego badania jest wykazanie, ze ekspozycja na $wiatto nie
powoduje zmian jakosciowych i ilosciowych [93]. Jednak termin fotostabilno$¢ odnosi si¢ nie
tylko do rozktadu spowodowanego ekspozycja na $wiatlo ale takze do procesow zwigzanych
z formowaniem rodnikow, transferem energii i luminescencjg. Zmiany aktywnos$ci lekow, jak
réwniez ich wlasciwosci fizykochemicznych pod wptywem promieniowania wywolane sg ztozo-
nymi procesami, z ktorych pierwszy polega na wzbudzeniu czasteczki poprzez absorpcj¢ fotonu,
a drugi na powstaniu zwiagzkow posrednich, ktérymi sg rodniki [93, 94, 95].

Badania fotostabilno$ci powinny by¢ przeprowadzane dla:

e substancji uzywanych do wytwarzania nowych produktow leczniczych. Badania te
powinny obejmowac badania wymuszonej degradacji, ktorych celem jest oszacowanie
catkowitej fotoczuto$ci materiatlu, wyznaczenie mechanizmow rozkladu substancji
oraz badan standardowych potwierdzajacych

e produktéw leczniczych bez opakowania, bezposrednio wyeksponowanych na dziatanie
Swiatta

e produktéw leczniczych w opakowaniu bezposrednim

e jesli jest wymagane, produktow w opakowaniu handlowym (opakowanie bezposrednie,
etykieta, ulotka, opakowanie zewngtrzne)

Do badan fotostabilnosci mozna zastosowac nastepujace zrodta swiatta [96]:

e opcja 1 — kazde zrodto swiatta podobne do wzorca emisji D65 (migdzynarodowy wzo-
rzec $wiatta dziennego zewnetrznego)/ID65 (migdzynarodowy wzorzec $wiatta dzien-
nego wewngetrznego) takie jak: lampa fluorescencyjna sztucznego $wiatta dziennego
bedaca kombinacjg lampy $wiatta widzialnego i ultrafioletowego, lampa ksenonowa
lub metalohalogenowa
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e opcja 2 — probki powinny by¢ poddane dziataniu dwoch lamp: lampie emitujgcej
chlodne, biate $wiatlo fluoroscencyjne oraz lampie emitujacej bliski ultrafiolet
posiadajacej zakres spektralny od 320 nm do 400 nm, z maksimum energii przy 350
1370 nm

W przypadku badan potwierdzajacych, probki powinny by¢ poddane dziataniu $wiatta
o energii nie mniejszej niz 200 watogodzin/m?, co najmniej 1,2 miliona luksogodzin.

Podczas przeprowadzania badan nalezy minimalizowa¢ efekt temperaturowy (utrzymywacé
stata temperature, nie wyzsza niz 30°C i umieszczaé rownolegle z probami badanymi proby od-
niesienia, owini¢te w foli¢ aluminiowg), zapewni¢ odpowiednie rozmieszczenie prob (umozli-
wiajace dotarcie $wiatla do probek we wszystkich miejscach) oraz kontrolowa¢ natezenie pro-
mieniowania (uzywac¢ walidowanego systemu aktynometrow i radiometréw).

Poziom dopuszczalnych zmian dla produktow leczniczych szacowany jest na podstawie

schematu decyzyjnego przedstawionego na rycinie 4.
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Rycina4.  Schemat decyzyjny dla badan stabilnosci produktow leczniczych [93].
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2.5. Metodologia analityczna

W lecznictwie stosowane sg chlorowodorki antybiotykykow antracyklinowych. Zwigzki te sg
dobrze rozpuszczalne w wodzie oraz w polarnych rozpuszczalnikach organicznych (metanol,
acetonitryl). Antybiotyki antracyklinowe wystepuja w postaci proszkéw o intensywnym poma-
ranczowoczerwonym zabarwieniu. Absorbuja one §wiatto w zakresie UV przy Amaks = 254 nm
oraz w zakresie $wiatta widzialnego przy Amas = 480 nm. Sg zwigzkami silnie wrazliwymi na
dziatanie $§wiatta. pK, grupy aminowej dla poszczegolnych antybiotykéw antracyklinowych wy-
nosi: okoto 8,2 dla antybiotykéw z niepodstawiong daunozaming (daunorubicyny, doksorubicy-
ny i idarubicyny). Dla antybiotykdéw posiadajacych podstawnik w pozycji 4’ pK, jest nizsze
i wynosi odpowiednio 7,7 dla epirubicyny oraz 6,5 dla jododoksorubicyny [97, 98].

Lipofilno$¢ antybiotykoéw antracyklinowych wzrasta w nastepujacym porzadku:

doksorubicyna < epirubicyna < daunorubicyna < idarubicyna < pirarubicyna

Antracykliny w roztworach wykazuja tendencje do taczenia si¢ w dimery, co moze prowadzi¢
do btedow podczas oznaczen spektrofotometrycznych w roztworach stgzonych [97].

Do identyfikacji budowy chemicznej antybiotykow antracyklinowych wykorzystywane moga
by¢ metody spektralne — widma absorpcyjne w nadfiolecie i podczerwieni.

Przyktadowe widma absorpcyjne antybiotykow antracyklinowych przedstawione sa na ryci-

nach 5 — 10.
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Rycina5. Widmo UV chlorowodorku daunorubicyny w metanolu i 0,1 mol/l kwasie solnym [99].
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Rycina 6. Widmo absorpcyjne w podczerwieni chlorowodorku daunorubicyny [99].
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Rycina7. Widmo UV chlorowodorku doksorubicyny w metanolu i 0,1 mol/l kwasie solnym [99].
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Rycina8. Widmo absorpcyjne w podczerwieni chlorowodorku doksorubicyny [99].
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Rycina9. Widmo UV chlorowodorku epirubicyny w metanolu i 0,1 mol/l kwasie solnym [99].
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Rycina 10.  Widmo absorpcyjne w podczerwieni chlorowodorku epirubicyny [99].
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2.5.1.

Metody oceny jako$ci daunorubicyny wedlug Farmakopeli

Polskiej VIII = Farmakopei Europejskiej 7.0 i USP 31

W tabeli 4 przedstawiono porownanie wymagan jakosci dla chlorowodorku daunorubicyny
wg FP VIII = Farmakopei Europejskiej (EP) 7.0 i Farmakopei Amerykanskiej (USP) 31.

Tabela 4. Wymagania jakos$ci dla chlorowodorku daunorubicyny wg. FP VIII = EP 7.0 [100] i USP 31

[101]
PARAMETR FARMAKOPEA POLSKA VIII = USP 31
FARMAKOPEA EUROPEJSKA 7.0
CHLOROWODOREK CHLOROWODOREK CHLOROWODOREK
DAUNORUBICYNY DAUNORUBICYNY DAUNORUBICYNY
DO INIEKCIJI
Zawarto$¢ 95,0 % — 102,0 % w przeliczeniu na 842 pg/mg — 1030 pg/mg 90,0% — 115,0%
bezwodna substancje
Wiasciwosci Wyglgd: krystaliczny, pomaranczowo- | Krystalicznosé: spetnia Zgodny z wymaga-
czerwony proszek, higroskopijny wymagania niami USP dla iniekcji
Rozpuszczalnosé: Yatwo rozpuszczalny
w wodzie i w metanolu, do$¢ trudno
w etanolu (96%), praktycznie nieroz-
puszczalny w acetonie
Tozsamos¢ A. Widmo IR substancji badanej po- | A. Widmo IR substancji Wysokosprawna
rownuje si¢ z widmem IR chlorowo- | badanej porownuje si¢ z chromatografia cie-
dorku daunorubicyny CSP widmem IR chlorowodorku | czowa: czas retencji
B. Reakcja jonéw chlorkowych | daunorubicyny RS USP gtéwnego piku sub-
z azotanem srebra w srodowisku kwasu | B. Wysokosprawna chroma- | Stancji badanej
azotowego, powstaje biaty osad tografia cieczowa: czas jest zgodny z czasem
retencji glownego piku retencj SU_bStancll
substancji badanej WZ0rcowej w ozna-
jest zgodny z czasem reten- | Czaniu zawartosci
cji substancji wzorcowej w
0znaczaniu zawartos$ci
pH W roztworze wodnym pozbawionym | Od 4,5 do 6,5 w roztworze o | Od 4,5 do 6,5 w roz-
CO,, o stezeniu 5 mg/ml: 4,5 - 6,5 stezeniu 5 mg/ml tworze przygotowa-
nym zgodnie z etykie-
ta
Substancje Chromatografia cieczowa:
pokrewne kolumna: dhugo$é: 0,25 m,

srednica wewngetrzna: 4,0 mm
faza nieruchoma: zel krzemionkowy
z grupami oktadecylosililowymi zwig-
zanymi na koncu (5 pm)
faza ruchoma: mieszanina réwnych
objetosci acetonitrylu i roztworu zawie-
rajacego 2,88 g/l laurylosiarczanu sodu
i 2,25 g/l kwasu fosforowego
szybkosé przeptywu: 1 ml/min
detekcja: UV, 254 nm
wprowadzenie: 5 pl
czas analizy: dwukrotno$¢ czasu reten-
cji daunorubicyny
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retencja wzgledna W porownaniu z
daunorubicyng (czas retencji okoto 15
minut):
— aglikon daunorubicyny okoto 0,4
— doksorubicyna okoto 0,5
— epirubicyna okoto 0,6
— daunorubicynol okoto 0,7
rozdzielczosé: nie mniej niz 2,0 pomie-
dzy pikami doksorubicyny i epirubicy-
ny
wartosci graniczne:
— aglikon daunorubicyny: nie wiecej
niz 0,5%
— daunorubicynol: nie wigcej niz 1,5%
— doksorubicyna: nie wigcej niz 0,5%
— kazde inne zanieczyszczenie: nie
wigcej niz 0,5%
— suma wszystkich zanieczyszczen:
nie wigcej niz 2,5%

Butanol nie wigcej niz 1,0%
Woda nie wiecej niz 3,0% nie wiecej niz 3,0% nie wiecej niz 3,0%
Endotoksyny mniej niz 4,3 1U/mg, jezeli substancja nie wiecej 4,3 jed-
bakteryjne jest przeznaczona do wytwarzania po- nostki endotoksyn/mg
zajelitowych postaci leku bez zachowa- daunorubicyny
nia odpowiedniej procedury pozwalaja-
cej na usuni¢cie endotoksyn bakteryj-
nych
Zawarto$¢ Metoda HPLC jak podano w badaniu | Metoda HPLC

substancji pokrewnych

kolumna: dtugo$é: 30 cm,
srednica wewngetrzna: 4,6 mm

faza nieruchoma: wypekienie typu L1 wg USP (zel
krzemionkowy z grupami oktadecylosililowymi lub
ceramiczne mikroczastki) (5-10 um)

faza ruchoma: mieszanina wody i acetonitrylu
(62:38) doprowadzona do pH 2,2 + 0,2 kwasem fos-
forowym

szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/min
detekcja: UV, 254 nm
wprowadzenie: 5 ul
wzgledne czasy retencji:
— doksorubicyna okoto 0,7
— daunorubicyna 1,0
rozdzielczosé: nie mniej niz 3,0 pomiedzy pikami
daunorubicyny i doksorubicyny (z roztworu roz-
dzielczego)

RSD dla badanych préb: nie wiecej niz 2.0%

Przechowywanie

W hermetycznym pojemniku, chronigc
od $wiatla.

Jezeli substancja jest sterylna przecho-
wywacé w jatlowym, hermetycznym
pojemniku z zabezpieczeniem gwaran-
cyjnym.

W hermetycznym pojemni-
ku, chronigc od $wiatta i
nadmiernego ciepta.

W pojemniku chro-
niagcym od $wiatta, dla
jatowych form.
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Zanieczyszczenia daunorubicyny:

R = CO-CHgs: aglikon daunorubicyny, daunorubicynon
R = CHOH-CHg3: 13-dihydrodaunorubicynon

R = CHOH-CHg3: daunorubicynol

R = CH,-CO-CHjs: feudomycyna B

R = CO-CH,-OH: doksorubicyna

R = CO-CH,-CHjs: 8-etylodaunorubicyna

Rycina 11. Zanieczyszczenia daunorubicyny.

Cze$¢ teoretyczna

41



2.5.2.

Inne chromatograficzne metody oznaczania daunorubicyny

W tabeli 5 przedstawiono wybrane przyktady metod stosowanych w analizie daunorubicyny

Tabela 5. Wybrane metody stosowane w analizie daunorubicyny

L.p. | Parametry metody Zastosowanie metody
1 | Metoda HPLC Badanie kinetyki reakcji fotode-
kolumna: 100 x 4,6 mm gradacji daunorubicyny [102]
faza nieruchoma: ODS Hypersil, 5 um
faza ruchoma: acetonitryl, woda (55:45), do kazdego litra tak przy- | Badanie stabilnoéci daunorubicyny
gotowanego roztworu dodano 10 kropli dietyloaminy, a nastgpnie |  polipropylenowych strzykaw-
doprowadzono do pH 2,5 10% kwasem fosforowym kach i woreczkach PCV [103]
szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/min
wprowadzenie: 10 ul Badanie stabilno$ci roztwordéw
detekcja: UV, 290 nm wodnych do iniekcji, roztworow do
iniekcji z 5% dekstroza i roztwo-
réw do iniekcji z 0,9% chlorkiem
sodu [104]
2 | Metoda HPLC Badanie stabilno$ci daunorubicyny
kolumna: 300 x 4,0 mm [105]
faza nieruchoma: ODS Hypersil Si-10, 10 pm
faza ruchoma: metanol z 1% NH,4OH, chlorek metylenu (10:90)
szybkosé przeptywu: 2,0 ml/min
detekcja: UV, 254 nm
3 | Metoda HPLC Kinetyka reakcji rozktadu dauno-
kolumna: 300 x 3,9 mm rubicyny [106]
faza nieruchoma: Lichrosorb RP8, 10 pm
faza ruchoma: chlorek sodu 0,02 mol/l o pH 2,0, acetonitryl
(40:60). Roztwér 0,02 mol/l chlorku sodu doprowadzono do od-
powiedniego pH kwasem nadchlorowym (70% m/V)
szybkosé przeptywu: 1,5 ml/min
wprowadzenie: 40 pl
detekcja: detektor fluoroscencyjny z Muzbudzenia= 465 nM i Aemisji=
550 nm
4 Metoda TLC Identyfikacja produktow degradacji
faza nieruchoma: ptytki pokryte zelem krzemionkowym, 60F s, [107]
0,25 mm
faza ruchoma: chloroform, metanol, 6 mol/l wodorotlenek amono-
wy (90:10:1)
detekcja: 365 nm
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Metoda spektrofotometryczna
detekcja: UV vis, 480 nm

przygotowanie roztworu: mieszaning lekéw przygotowano w 5%
roztworze glukozy, w 500 ml plastikowych butelkach infuzyjnych

stezenie roztworu daunorubicyny: 15,7 pg/ml

Badanie trwatos$ci roztworu iniek-
cyjnego trzech substancji leczni-
czych stosowanych w leczeniu
leukemii [108]

Metoda HPLC
kolumna: 300 x 3,9 mm
faza nieruchoma: Lichrosorb RP8, 10 pm

faza ruchoma: acetonitryl, woda doprowadzona kwasem nadchlo-
rowym do pH 2,0 (1:1)

szybkos¢ przeptywu: 1,5 ml/min
wprowadzenie: 15 — 20 pl
detekcja: A =254 nm i\ =436 nm

Badanie stabilno$ci antracyklin w
ptynach infuzyjnych [109]

Metoda HPLC
kolumna: 125 x 4,0 mm
faza nieruchoma: Lichrosorb RP8, 5 um

faza ruchoma: chlorek sodu 0,01 mol/l o pH 2,25, acetonitryl
(60:40)

szybkos¢é przeptywu: 1,0 ml/min
wprowadzenie: 20 pl

detekcja: detektor fluoroscencyjny z Muzbudzenia= 465 NM 1 Aemisji=
550 nm

Stabilno$¢ kompleksow cyklodek-
stryny z daunorubicyng w roztwo-
rach wodnych [110]

Metoda HPLC
kolumna: 300 x 4,0 mm
faza nieruchoma: MCH-10 Micropak C18, 5 pm
faza ruchoma A: 10 mmol/I fosforan sodu, 3% acetronitryl (V/V)
faza ruchoma B: acetonitryl
gradient: A:100% — 45%
B: 0% — 55%
wprowadzenie: 50 pl
detekcja: UV, 235 nm

Badanie stabilnosci i zgodno$ci
in vitro daunorubicyny, cytarabiny
i etopozydu [111]

Metoda HPLC

przedkolumna: Hypersil ODS C18, 5 um, 20 x 4,6 mm
kolumna: 100 x 4,6 mm

faza nieruchoma: Hypersil ODS C18, 5 um

faza ruchoma: acetonitryl, bufor mrowkowy o pH 4 (45:55)
szybkosé przeptywu: 2,0 ml/min

wprowadzenie: 10 pl

detekcja: detektor fluoroscencyjny z Muzbudzenia= 254 NM i Aemisji=
565 nm

Badanie stabilnos$ci i zgodnosci 4
antracyklin z workami infuzyjnymi
zPCV [112]
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10

Metoda HPLC
kolumna: 300 x 4,6 mm
faza nieruchoma: pBondapak C18, 10 um

faza ruchoma: acetonitryl, 0,015 mol/l bufor fosforanowy o pH 4,6
(1:1)

szybkosé przeptywu: 1,4 ml/min
wprowadzenie: 10 pl
detekcja: UV, 254 nm

Stabilno$¢ daunorubicyny w czte-
rech ptynach infuzyjnych [113]

11

Metoda HPLC
kolumna: 300 x 3,9 mm
faza nieruchoma: pBondapak—phenyl, 10 pm

faza ruchoma: acetonitryl, bufor mréowkowy o pH 4 (23:77 lub
27:73)

szybkos¢ przeptywu: 2,0 ml/min
wprowadzenie: 50 — 150 pl

detekcja: detektor fluoroscencyjny z Myzbudzenia= 470 nm i Aemisji=
585 nm

Badanie poziomu daunorubicyny i
jej metabolitéw w materiale biolo-
gicznym [114]

12

Metoda HPLC

przedkolumna: LiChroCART 4,0 mm x 4,0 mm, LiChrospher 100,
RP-8 (5 pm)

kolumna: 125 x 4,0 mm
faza nieruchoma: Lichrosorb RP 8, 5 um

faza ruchoma: bufor fosforowy o pH 2,2, acetonitryl, THF
(800:200:5)

szybkos$¢ przeptywu: 1,5 ml/min
wprowadzenie: 40 pl

detekcja: detektor fluoroscencyjny z Myzbudzenia= 460 nM i Aemisji=
550 nm

Daunorubicyna — wzorzec we-
wnetrzny w oznaczaniu doksorubi-
cyny 1 metabolitéw w osoczu pa-
cjentow chorych na AIDS [115]

Oznaczenie poziomu daunorubicy-
ny podawanej w liposomach w
materiale biologicznym [116]

13

Metoda HPLC
kolumna: 250 x 2,1 mm
faza nieruchoma: Zorbax SIL, 5 um

faza ruchoma: chlorek metylenu, metanol, 25% roztwo6r wodoro-
tlenku amonowego, woda (90:9:0,1:0,8)

szybkos¢é przeptywu: 0,9 ml/min
wprowadzenie: 200 pl
detekcja: UV, 490 nm

Oznaczanie zawartosci daunomy-
cyny i daunomycynolu w osoczu

[117]

Oznaczanie zawarto$ci daunomy-
cyny i daunomycynolu w ludzkim
osoczu [118]
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3. Cel pracy

Celem mojej pracy jest ocena trwatosci jednej z czterech nowych amidynowych pochod-
nych daunorubicyny — chlorowodorku N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyny (MMD). Dau-
norubicyna jest antybiotykiem antracyklinowym, z grupy lekéw interkalujagcych DNA, sto-

sowanym w chemioterapii licznych nowotworow.

, HCI

Nowa pochodna zsyntetyzowana zostata w Instytucie Biotechnologii i Antybiotykdéw
w Warszawie i jest przedmiotem zgloszenia patentowego [119]. Zwigzek ten charakteryzuje
si¢ duzg skuteczno$cig in vitro i in vivo, zmniejszong kardiotoksycznos$cig oraz zdolnoscig

pokonywania bariery opornos$ci na leki [72].

Zaplanowane badania majg dostarczy¢ informacji odno$nie:

e wplywu budowy chemicznej i czynnikow fizykochemicznych na kinetyczny mechani-
zmu rozkladu MMD oraz szybkos¢ rozktadu w roztworach wodnych, w warunkach
ogoblnej 1 wlasciwej katalizy kwasowo-zasadowej (wptyw stezenia jonow wodorowych,
rodzaju i stezenia sktadnikdw buforéw oraz sity jonowej)

e trwalosci MMD w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach iniekcyjnych,
uwzgledniajac wplyw warunkéw przechowywania, rodzaju rozpuszczalnika, rodzaju
opakowania i stezenia substratu

e podatnosci MMD na rozktad pod wptywem $wiatta
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e kinetycznego mechanizmu rozkladu w fazie statej, w zaleznosci od warunkow prze-

chowywania oraz wptywu temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza na trwatosc.

W Katedrze i Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej badane sg roéwniez nastgpujace po-
chodne daunorubicyny:
e chlorowodorek N-[(pirolidyno)metyleno]daunorubicyny (PMD)
e chlorowodorek N-[(piperydyno)metyleno]daunorubicyny (PPD)
e chlorowodorek N-[(heksahydrazepin-1-ylo)metyleno]daunorubicyny (HMD)
Uzyskane wyniki badan pozwola na okreslenie zalezno$ci pomi¢dzy budowa a trwatoscia

badanych pochodnych oraz aktywnos$cig biologiczna.
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4. CZESC DOSWIADCZALNA

4.1. Substancja do badan

,HCI

HsC o]
H / \
N-=CH— N o]
HO N

Chlorowodorek N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyny (MMD)

Pochodzenie substancji: substancja zsyntetyzowana w Instytucie Biotechnologii i Antybioty-
kow w Warszawie

Postaé: sypki, krystaliczny, czerwony proszek.

Rozpuszczalnosé: substancja tatwo rozpuszczalna w wodzie oraz polarnych rozpuszczalni-

kach organicznych.

4.2. Odczynniki

e  Acetonitryl, Merck Darmstadt, Niemcy, cz.d.a.

e Disodu wodorofosforan, POCh Gliwice, cz.d.a.

e  Kwas borowy, POCh Gliwice, cz.d.a.

e Kwas octowy, odwazka analityczna, POCh Gliwice

e  Kwas ortofosforowy(V) 85%, POCh Gliwice, cz.d.a.

e Kwas solny, odwazka analityczna, POCh Gliwice

e Metanol, POCh Gliwice, cz.d.a.

e Potasu diwodorofosforan, bezwodny, POCh Gliwice, cz.d.a.
e Sodu chlorek, POCh Gliwice
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4.3.

4.4,

Sodu edetynian; POCh Gliwice

Sodu laurylosiarczan, Sigma Aldrich, Niemcy
Sodu octan, POCh Gliwice, cz.d.a.

Sodu wodorotlenek, POCh Gliwice

Woda demineralizowana

Wzorzec wewnetrzny

Chininy chlorowodorek, Sigma Aldrich, Niemcy, cz.d.a.

Roztwory do podania parenteralnego

Agqua pro injectione, Polfarma, 5 ml

Sktad: woda do iniekcji

0,9% Roztwor chlorku sodu, Polfarma, 5 ml

Sktad: sodu chlorek 0,9 g, do 100 ml woda do iniekcji

5% Glucosum, Fresenius Kabi, 100 ml

Sktad: glukoza 50 g, do 1000 ml woda do iniekcji

Injectio Glucosi 10%, Baxter Terpol, 250 ml

Sktad: glukoza 100 g, do 1000 ml woda do iniekcji

Injectio Glucosi 20%, Baxter Terpol, 250 ml

Sktad: glukoza 200 g, do 1000 ml woda do iniekcji

Injectio Solutionis Ringeri, Baxter Terpol, 250 ml

Sktad: sodu chlorek 8,60 g, potasu chlorek 0,30 g, wapnia chlorek 0,48 g, do 1000 ml
woda do iniekcji

Solutio Ringeri Lactate, Fresenius Kabi, 500 ml

Sktad: sodu chlorek 6,01 g, potasu chlorek 0,30 g, wapnia chlorek 0,151 g, sodu mle-
czan 3,10 g, do 1000 ml woda do iniekcji

Glucosum 5% et natrium chloratum 0,9% (1:1), Fresenius Kabi, 250 ml
Sktad: glukoza 25,0 g, sodu chlorek 4,50 g, do 1000 ml woda do iniekcji
Glucosum 5% et natrium chloratum 0,9% (2:1), Fresenius Kabi, 250 ml
Sktad: glukoza 33,3 g, sodu chlorek 3,0 g, do 1000 ml woda do iniekcji
Ptyn pediatryczny wyréwnawczy, Baxter Terpol, 250 ml
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Sktad: sodu chlorek 6,02 g, potasu chlorek 0,30 g, wapnia chlorek 0,30 g, sodu octan
3,67 g, do 1000 ml woda do iniekcji

e Plyn fizjologiczny wieloelektrolitowy izotoniczny, Fresenius Kabi, 250 ml
Sktad: sodu chlorek 5,75 g, potasu chlorek 0,38 g , wapnia chlorek 0,394 g, magnezu
chlorek 0,20 g, sodu octan 4,62 g, sodu cytrynian 0,90 g, do 1000 ml woda do iniekcji

e Jonosteril® Basic z glukoza, Fresenius Kabi, 500 ml
Sktad: sodu chlorek 1,70 g, sodu mleczan (50%) 2,24 g (4,48 g), potasu wodorofosfo-
ran 1,35 g, potasu chlorek 1,12 g, magnezu chlorek szesciowodny 0,51 g, glukoza 50,0
g (w postaci glukozy jednowodnej 55,0 g), do 1000 ml woda do iniekcji

e Mannitol 20%, Fresenius Kabi, 100 ml
Sktad: mannitol 200,0 g, do 1000 ml woda do iniekc;ji

4.5. Aparatura i sprzet pomiarowy

e Wysokosprawny chromatograf cieczowy HPLC
— pompa Shimadzu LC-6A
— detektor Shimadzu UV/VIS SPD-6AV
— rejestrator Shimadzu C-R6A
— dozownik z petla dozujaca 50 pl
— strzykawka 50 pl Microliter Hamilton Co.; Reno Nevada, USA

e Spektrofotometr UV-160A Shimadzu, z oprogramowaniem PC 160 Plus

o Kuwety okragte kwarcowe do naswietlan o poj. 2,5 ml 1 grubosci
warstwy 1 =1 cm, Hellma

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

e Wysokoci$nieniowa lampa UV-VIS z palnikiem rtgciowym, HBO-50, Narva

e pH-Metr, ElImetron CP—401

e Waga analityczna Sartorius CP224S—-OCE

e Aparat do demineralizacji wody USF T-801 965/8903, kolumna jonowymienna
Seradest USF 800 z wezem potaczeniowym, komora pomiarowa, konduktorem
diodowym LFM, dystrybutorem

e Ultratermostat Fischerbrand FBH-612

e Mieszadto REAX-top 541
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4.6.

Lodowka z zamrazalnikiem Polar typ TS136U wersja 638
Igty Micropoint 1,6 x 40 mm MIFAM S.A. Milanoéwek
strzykawki 10 ml Romed Holland

amputki polietylenowe, Polpharma

Pakiet programéw MsOffice

Program Chem-Draw

Metody analityczne stosowane w badaniach trwatoesci MMD

Do badania trwatosci MMD w roztworach wodnych, w warunkach ogdlnej i whasciwej katali-

zy kwasowo-zasadowej, w ptynach do podania parenteralnego oraz w fazie stalej, zastoso-

wano metod¢ HPLC o nast¢pujacych parametrach rozdzielenia chromatograficznego [120]:

kolumna Chromolith RP-18e, (5 um) 100 x 4,6 mm, Merck Darmstadt, Niemcy lub
LiChrospher 100 RP-18 (5 um) 125 x 4 mm, Merck Darmstadt, Niemcy

faza ruchoma: acetonitryl, metanol, roztwor zawierajacy 2,18 g/I laurylosiarczanu so-
du i 2,25 g/l kwasu fosforowego(V) (9:1:10 V/VIV)

szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min

dhugos¢ fali detektora UV: 254 nm

Do badania podatnosci MMD na rozktad pod wplywem $wiatta, zastosowano metode

UV-VIS. Celem potwierdzenia przydatnos$ci metod w badaniach trwatosci MMD w roztwo-

rach wodnych oraz w fazie statej, walidacji poddano nastgpujace parametry metody:

selektywno$¢ (metoda HPLC)
powtarzalno$¢

precyzje

liniowos¢

granice¢ detekcji 1 oznaczalnosci

Do walidacji metod uzyto probek substancji badanej, a w przypadku metody HPLC, takze

wzorca wewnetrznego — chlorowodorku chininy.
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4.6.1.

Metoda HPLC

Selektywnosc¢ metody

Na chromatogramach rejestrowano dobrze rozdzielone piki substancji badanej, produktow jej

rozktadu 1 wzorca wewnetrznego (Rycina 12).

P
MMD
P
MMD
MMD PwW
Pw Pw P
P
Pw
o
=
=
‘ 1
I I |
J 'LJ il__,.dli_ﬁ_ in |i| hlnlLf\ J-I-—J!—J \-

Rycina 12.

Chromatogramy HPLC MMD:

A —w 0,3 mol/l HCI (n= 0,5 mol/l) w czasiet=0,

B —w 0,3 mol/l HCI (n. = 0,5 mol/l) po 4,5 h ogrzewania w temperaturze 308 K

C —w 0,3 mol/l HCI (un = 0,5 mol/l) po 12,5 h ogrzewania w temperaturze 308 K

D —w 5% glukozie (0,5 mg/ml)

gdzie: MMD - badana pochodna daunorubicyny (tg = 7,8 min), P — produkt rozktadu (tgr = 3,19
min), Pw — wzorzec wewngtrzny (tg = 13,5 min); roztwory byty chronione przed $wiattem.
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Precyzja metody

Metode zbadano w parametrze precyzja bezposrednia i posrednia. Wyniki do precyzji posred-
niej wygenerowane byly przez drugiego analityka w tym samym dniu. Do oznaczen przygo-
towano po jednym roztworze MMD o stezeniu 8,00-10 mg/ml.
Przygotowane roztwory wprowadzono szesciokrotnie na kolumng chromatograficzng.
Wiyniki badania precyzji bezposredniej przedstawiono w tabeli 6, natomiast wyniki precy-

zji posredniej w tabeli 7.

Tabela 6. Wyniki precyzji bezposredniej oznaczania MMD (c = 8,00-10 mg/ml) metodg HPLC

Wartos¢ srednia 0

Lp. Phamo Pis Pramo/Pis standardowa Pyin/Pis RSD%
1. 4144450 1590396 2,5871

2. 4028917 1564132 2,5758

3. 3898457 1514405 2,5742

4, 3911988 1531008 2,5552 2,56 1,04

5. 3947989 1555028 2,5389

6. 3943209 1567155 2,5162

Tabela 7. Wyniki precyzji posredniej oznaczania MMD (¢ = 8,00-10°mg/ml) metodg HPLC

Lp. Stosunek Pymo/Pis
Analityk 1 Analityk 2
1. 2,5871 2,4801
2. 2,5758 2,6008
3. 2,5742 2,4415
4. 2,5552 2,4774
5. 2,5389 2,4096
6. 2,5162 2,4287
Srednia 2,5579 2,4730
Srednia 2,5155
RSD [%] 2,64

Liniowos¢ metody

Liniowo$¢ metody HPLC badano w zakresie stezen MMD (0,80 — 12,00)-10?mg/ml (od 10%
do 150% warto$ci nominalnej, gdzie 100% odpowiada ilosci MMD wprowadzanej na kolum-

n¢ podczas badan trwatosci).
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Przygotowanie roztworu podstawowego MMD (roztwor A)
Odwazono doktadnie 8,0 mg MMD, dodano 20 ml wody i mieszano do rozpuszczenia. Roz-

twor przechowywano w tazni z lodem, chronigc od $wiatla.

Przygotowanie roztworu wzorca wewnetrznego (roztwor B)
Odwazono doktadnie 5,0 mg chlorowodorku chininy do kolby miarowej o pojemnosci 100

ml. Dodano okoto 50 ml wody, substancj¢ rozpuszczono i uzupetniono wodg do 100,0 ml.

W tabelach 8 1 9 przedstawiono wyniki badan liniowosci metody HPLC oraz ich oceng staty-

styczna.
Tabela 8. Odpowiedz detektora podczas badania liniowosci metody
i i C

Lp. POZSIt(‘); r;eg?am&lﬂgego . 10.2'\::]A9D/m| VIV Pw Pmmo/Pw
1. 430402 1657894 0,2596
2. 10% 0.80 344311 1622627 0,2122
3. 2681319 1587651 1,6889
4. 80% 6,40 2613529 1569424 1,6653
5. 2636536 1601111 1,6467
6. 3500937 1624399 2,1552
7. 100% 8,00 3252436 1519859 2,1400
8. 3182253 1586180 2,0062
9. 3755798 1511415 2,4850
10. 120% 9,60 3885321 1606738 2,4181
11. 3925007 1578994 2,4858
12. 150% 12.00 4620442 1488577 3,1039
13. 4796639 1540945 3,1128

Tabela 9. Wyniki oznaczania MMD oraz ocena statystyczna prostychy =ax + b iy = ax

CmMD Warto$¢ $rednia standardowa Ocena statystyczna prostych
LP- :10% mg/ml
9 Pummp/Pw y=ax+b y = ax
1. 0,80 0,2359
a=0,4467 +0,0134
= +

2 6,40 1,6667 b=00323+£00634 | _ 4528100116
r=0,9999 r = 0,9999

3. 8,00 2,1005 t, = 1,6210 S __ O 0036
S, =0,0042 i

4, 9,60 2,4630 S = 00199 S,=0,0176
S, =0,0203

5. 12,00 3,1083 yo
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Zalezno$¢ Pymp/Pw = f(c) MMD jest prostoliniowa. Zbadano istotnos¢ wspotczynnika b
i stwierdzono, ze wartos¢ tp = b/Sp = 1,621 jest mniejsza od wartosci krytycznej rownej 3,182,
co wskazuje, ze wartos¢ b = 0,0323 + 0,0634 jest nieistotna (b = 0), zatem zalezno$¢

Pummp/Pw = f(c) opisuje rownanie y = ax.
Granica detekcji i oznaczalnosci metody

Granice detekcji (DL) 1 oznaczalnosci (QL) dla MMD obliczono z nastepujacych wzordéw:
S y S y
DL=33.- — QL=10- —
a a

gdzie: Sy— odchylenie standardowe, a — nachylenie krzywej kalibracji
Otrzymano nast¢pujace wyniki:
e DL dla walidowanej metody = 0,26 ug MMD

¢ QL dla walidowanej metody = 0,87 ug MMD

Podsumowanie parametrow walidacyjnych

Podsumowanie parametrow walidacyjnych przedstawiono w tabeli 10.

Tabela 10.  Podsumowanie parametréw walidacyjnych metody HPLC

Badany parametr Kryterium akceptacji Wynik

Rozdziat pikéw  substancji | Spetnia kryteria akceptacji
badanej od produktow rozkla-
du i wzorca wewnetrznego

Selektywnos¢
= wplyw substancji interferujacych

Precyzja
= powtarzalno$¢ RSD < 5% RSD =1,04
= precyzja posrednia RSD <5% RSD = 2,60
Liniowo$¢
= wspolczynnik korelacji (1) > 10,9900 0,9999
Granica
= detekcji 0,26 pug
=  oznaczalnosci 0,87 ug
Stabilno$¢ roztworu substancji ba- | Roztwory substancji badanej przechowywane w wodzie z
danej 1 wzorca wewnetrznego lodem i chronione od §wiatta zachowywaly trwatos¢ 2 h
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4.6.2. Metoda UV-VIS

Liniowos¢

Liniowos¢ metody UV-VIS badano w zakresie stezen MMD od 0,012 do 0,060 mg/ml.

Przygotowanie roztworu podstawowego MMD oraz roztworéw do badania liniowosci
Do kolby miarowej pojemnos$ci 25 ml, odwazono doktadnie 25,0 mg MMD, rozpuszczono
1 uzupetliono woda do 25,0 ml. Roztwdr podstawowy rozcienczano celem uzyskania odpo-
wiednigo st¢zenia MMD.

Wykonano wykres zaleznosci absorbancji (Aj) od stezenia. Uzyskane wyniki przedstawio-
no w tabeli 11.
Tabela 11.  Zaleznos$¢ A; = f(c) dla MMD oraz ocena statystyczna prostychy =ax + biy = ax

Cump Ocena statystyczna prostych
mgim y=ax+b y = ax
1. 0,012 0,1400
2. 0,016 0,1950
3. 0,020 0,2520
4. 0,024 0,3410 a=13,29+0,99
= +
b=0,001:0,034 a=13,31+0,93
5. 0,028 0,3960 r =0,9958 r = 0.9958
- =0.0541 S, = 0,4048
6. 0,032 0,4440 S, = 0,4294 Sa : 010181
Sy =0,0149 e
7. 0,036 0,4880 S, =0,0192
8. 0,040 0,5409
9. 0,048 0,6371
10. 0,060 0,7738

Zalezno$¢ A; = f(c) dla MMD jest prostoliniowa.  Zbadano istotno$¢ wspotczynnika b
1 stwierdzono, ze warto$¢ t, = b/Sp (0,0541) jest mniejsza od warto$ci krytycznej, co wskazu-
je, ze wartos¢ b = 0,001 + 0,034 jest nieistotna (b = 0), zatem zaleznos$¢ A; = f(c) dla MMD

opisuje rOwnanie y = ax.
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Precyzja
W celu wyznaczenia precyzji metody przygotowano cztery serie roztworow MMD o nastgpu-
jacych stezeniach MMD: 0,020, 0,024, 0,032 1 0,040 mg/ml.

Wyniki pomiarow absorbancji dla poszczegolnych serii przedstawiono w tabeli 12.

Tabela 12.  Wyniki oznaczania precyzji metody UV-VIS

5 A A, Aq Ay
0,020 mg/mi 0,024 mg/ml 0,032 mg/mi 0,040 mg/ml
1. 0,3363 0,4255 0,5291 0,6253
2. 0,3363 0,4258 0,5291 0,6258
3. 0,3397 0,4276 0,5303 0,6268
4, 0,3397 0,4274 0,5326 0,6269
5. 0,3396 0,4299 0,5310 0,6279
6. 0,3397 0,4290 0,5329 0,6278
Srednia 0,3386 0,4275 0,5308 0,6268
RSD 0,515% 0,404% 0,312% 0,167%

Granica detekcji i oznaczalnosci metody

Granice detecji 1 oznaczalno$ci wyznaczono z wzordw podanych przy walidacji metody
HPLC i dla metody UV-VIS wynoszg one odpowiednio:
e DL dla walidowanej metody = 4,49 - 10 mg/ml MMD

e QL dla walidowanej metody = 1,27 - 10 mg/ml MMD

Podsumowanie parametrow walidacyjnych

Podsumowanie parametrow walidacyjnych przedstawiono w tabeli 13.

Tabela 13.  Podsumowanie parametrow walidacyjnych metody spektrofotometrycznej oznaczania
MMD w roztworach wodnych

Badany parametr Kryterium akceptacji Wynik

Liniowos$¢
= wspotczynnik korelacji () >0,9900 0,9958
Precyzja RSD < 5% Spetnia kryterium akceptacji
Granica

= detekgji 4,49 - 10° mg/ml

* oznaczalnosci 1,27 - 10 mg/ml
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4.7. Ocena trwalosci MMD w roztworach wodnych

Warunki badan kinetycznych

Wszystkie roztwory 7 badang substancjq chroniono przed dostepem swiatla

Roztwory o odpowiednim pH uzyskano stosujac:
e kwas solny; pH 0,43 - 1,39
bufor fosforanowy; pH 1,89 — 3,101 pH 6,13 —7,50
bufor octanowy; pH 4,01 — 5,65
bufor boranowy; pH 7,51 — 9,43

roztwory wodorotlenku sodu; pH 11,64 — 13,71

Badania prowadzono przy statej wartosci sity jonowej pu = 0,50 mol/l, dodajac odpowied-
nie ilosci roztworu chlorku sodu o stezeniu 4,0 mol/l.
Zbadano rowniez wptyw sily jonowej na trwato§¢ MMD w 0,10 mol/l kwasie solnym
i 0,10 mol/l roztworze wodorotlenku sodu.
Wartosci pH badanych roztworow mierzono w temperaturze reakcji, natomiast w kwasie
solnym 1 w roztworach wodorotlenku sodu obliczono z nastepujacych wzordw:

pH = —log fuc - [HCI]
pOH = pK,, + log fnaon - [NaOH]

Wspotczynniki aktywnosci fnaon | fucr zaczerpnigto z pismiennictwa [89] lub otrzymano
przez interpolacje¢ lub ekstrapolacje danych literaturowych.

Roztwory o odpowiednim sktadzie i stezeniu, termostatowano w temperaturze badania,
a nastgpnie dodawano 1,0 ml roztworu badanej substancji o stezeniu 2,1 mg/ml i mieszano.

W okreslonych odstgpach czasu, zaleznych od szybkosci reakcji rozktadu badanej
substancji, do proboéwki pobierano 0,5 ml badanego roztworu i umieszczano go w tazni
z lodem. Prébki badanej substancji w roztworach o pH powyzej 6 doprowadzano do pH ok.
2,0 kwasem solnym o odpowiednim stezeniu. Przed wprowadzeniem na kolumne, dodawano
0,5 ml roztworu wzorca wewnetrznego (roztwor chlorowodorku chininy o stg¢zeniu 50 pg/ml).

Na kolumng chromatograficzng wprowadzano 50 pl analizowanych roztworow

1 rejestrowano piki badanej substancji, produktow jej rozktadu i wzorca wewnetrznego.
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Obserwowane state szybkosci reakcji

Rozktad MMD w roztworach wodnych zachodzi zgodnie z reakcja pseudopierwszego

rzedu wzgledem st¢zenia substratu, co opisuje rownanie:

In (Pi/PW)t =1In (Pi/PW)O - I(obs -t

gdzie: Po i P; — pole powierzchni piku MMD w czasiet =0 i t;
P — pole powierzchni piku wzorca wewn¢trznego — chlorowodorku chininy.

Potlogarytmiczne wykresy zaleznosci € = (Pi/Pyw)d/(Pi/lPw)o - 100 = f(t) sg prostoliniowe,
a ich nachylenie jest miarg szybkosci reakcji (-Kops).
Metoda najmniejszych kwadratow wyznaczono nastgpujgce parametry kinetyczne rownan
y = ax + b, opisujacych rozktad MMD:

e a+Ada bxab

e blad standardowy S,

e wspoélczynnik korelacji liniowej r.
Warto$ci + 4a i + Ab obliczono dla f = n — 2 stopni swobody i a = 0,05. Do obliczen matema-
tycznych wykorzystano arkusz kalkulacyjny Excel.

Wyniki badan przedstawiono ponizej, odpowiednio w tabelach 14 — 39 i na rycinach
13 —42.
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozktadu MMD w kwasie solnym

Tabela 14.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w kwasie solnym, w temperaturze 313 K

(u = 0,50 mol/l)
) - Parametry kinetyczne

Warunki reaket a+ Aa[min] k+ Ak [s1] S, r n
[HCI] = 0,50 mol/l,pH =0,42 | -(1,72+0,01)-107 (2,86+0,22)-10* | 54-10* | -0,9970 8
[HCI] = 0,40 mol/l, pH=0,52 | -(1,45++0,05)-10" (2,41+0,08)-10* | 2,010* | -0,9994 8
[HCI]=0,30 mol/l, pH=0,64 | -(1,12+0,03)-10° (1,87 £0,06)-10* | 1,4:10* | -0,9995 8
[HCI] = 0,20 mol/l, pH=0,82 | -(7,88+0,39)-10° (1,31£0,06)-10* | 0,002 -0,9988 8
[HCI] =0,20 mol/l,pH=1,10 | -(3,85+0,28)-10° (6,41+0,47)-10° | 1,2:10* | -0,9967 9
[HCI] = 0,05 mol/l, pH=1,38 | -(1,57 +0,05)-10° (2,61+0,07)-10° | 1,8:10° | -0,9996 8
[HCI] = 0,01 mol/l, pH=2,04 | -(3,43+0,98)-10" (5,71 £ 1,64)-10° | 42:10° | -0,9520 9
100 \\ 100 \:\itir——.wili_

\.\‘\

c[%]
c[%]

\

\\‘ +0,5mol/l 5 0,05 mol/l
\ \\ 50,4 mol/l 8 0,01 mol/l
\\. 40,3 mol/l

40,2mol/l

00,1 mol/l

t[min] 10 t[min]
0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500

10

Rycina 13.  Poétlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w kwasie solnym
(0,01 — 0,50 mol/l), w temperaturze 313 K (u= 0,50 mol/l).
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Tabela 15.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w kwasie solnym, w temperaturze 308 K

(u = 0,50 mol/l)
) - Parametry kinetyczne

Warunki reakcji 2t aa ] T : i "
[HCI] = 0,50 mol/l, pH = 0,42 -(4,79+0,38):10" | (1,33+£0,11):10* | 0,016 -0,9966 8
[HCI] = 0,40 mol/l, pH = 0,52 (3,78 £0,41)-10" | (1,05+0,11)-10* | 0,017 -0,9941 8
[HCI] = 0,30 mol/l, pH = 0,64 -(3,13+£0,23):10% | (8,70+0,64)-10° | 0,010 -0,9966 9
[HCI] = 0,20 mol/l, pH = 0,82 -(2,42+0,13)-10" | (6,73+£0,35):10° | 0,005 -0,9983 9
[HCI] = 0,10 mol/l, pH = 1,10 -(1,00 £0,04)- 10" | (2,79+0,12)-10° | 0,002 -0,9991 8
[HCI] = 0,05 mol/l, pH = 1,38 -(0,47 +£0,04)-10% | (1,30+0,11)-10° | 0,002 -0,9955 9
[HCI] = 0,01 mol/l, pH = 2,04 (0,11 +£0,01)-10* | (2,93+£0,32)-10° | 4,810 | -0,9939 8

<+ 0,5mol/l
= 0, 4mol/l

e A 0,3mol/l

“\“ A 0,2mol/l

@ 0,1 mol/l

@ 0,05 mol/l
< 0,01 mol/l

0 20 t[h]l 4g 60 80

Rycina 14. PéHogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w kwasie solnym
(0,01 — 0,50 mol/l), w temperaturze 308 K (= 0,50 mol/l).
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Tabela 16.
(u=10,50 mol/l)

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w kwasie solnym, w temperaturze 303 K

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji

a+Aa[h?] k+ Ak [s1] S, r
[HCI] = 0,50 mol/l, pH = 0,42 | -(2,33+0,14)-10" | (6,49+0,38):10° | 0,006 -0,9979
[HCI] = 0,40 mol/l, pH =052 | -(1,87+0,11)-10" | (5,21+0,30)-10° 0,006 -0,9979
[HCI]=0,30 mol/l, pH=0,64 | -(1,54+0,15)-10" | (4,27 +0,43)-107° 0,006 -0,9950
[HCI]=0,20 mol/l, pH=0,82 | -(1,14+0,13)-10" | (3,16 +0,36)-107 0,005 -0,9936
[HCI]=0,20 mol/l, pH=1,10 | -(4,72+0,04)-10° | (1,31+0,12)-10° | 0,002 -0,9957
[HCI] = 0,05 mol/l, pH=1,38 | -(2,08+0,02)-10° | (5,77 +0,46)-10° | 6,7-10* -0,9969
[HCI]=0,01 mol/l, pH=2,04 | -(512+147)-10° | (1,42+0,41)-10° | 6,0-10* -0,9613
s + 0,5mol/l
= 0,4mol/l
—_ a 0,3 mol/l
-3
= 10 \ A 0,2 mol/l
+ @ 0,1 mol/l
< 0,05 mol/l
< 0,01 mol/l
1
0 20 a0 tM 60 80

Rycina 15.

(0,01 — 0,50 mol/l), w temperaturze 303 K (u= 0,50 mol/l).

Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w kwasie solnym
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Tabela 17.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w kwasie solnym, w temperaturze 298 K

(1 = 0,50 mol/l)
) - Parametry kinetyczne
Warunki reakcji 9 .
axAa[h7] k£ Ak [s7] S, r n
[HCI]=0,50 mol/l, pH=0,42 | -(1,15+0,18)-10" | (3,19+0,50)-10° | 0,007 -0,9880 8
[HCI] = 0,40 mol/l, pH =052 | -(9,58 +0,08):102 | (2,66+0,21)-10° | 0,003 -0,9968 8
[HCI] = 0,30 mol/l, pH=0,64 | -(7,85+0,06):102 | (2,18+0,16)-10° | 0,002 -0,9974 8
[HCI]=0,20 mol/l, pH=0,82 | -(5,83+0,05)-10% | (1,62+0,13)-10° | 0,002 -0,9969 8
[HCI]=0,20 mol/l, pH=1,10 | -(2,15+0,02):10% | (5,96 +0,65)-10° | 9,6:10* -0,9941 8
[HCI] = 0,05 mol/l, pH=1,38 | -(1,07+0,01):10% | (2,96+0,20)-10° | 3,0-10* -0,9977 8
[HCI] = 0,01 mol/l, pH=12,04 | -(2,66+0,66):10° | (7,38+1,83):10" | 2,810 -0,9636 9
100
HH—@ + 0,5mol/l
= 0,4mol/l
\ A 0,3mol/l
g 1 3 2 0,2mol/l
< \ e 0,1 mol/l
¢ 0,05mol/l
\0
@ 0,01 mol/l
10
0 50 thl 900 150

Rycina 16.  Poétlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w kwasie solnym
(0,01 - 0,50 mol/l), w temperaturze 298 K (n = 0,50 mol/l).
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Tabela 18.

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 0,1 mol/l kwasie solnym, w temperatu-
rze 343 K, u =0,50 mol/l, = 0,40 mol/l, p = 0,30 mol/l, u = 0,20 mol/l, u = 0,10 mol/l

Warunki reakcji

Parametry kinetyczne

a+ Aa[min?] k+ Ak [s] S, r n
[HCI] =0,10 mol/l, p = 0,50 mol/l | (1,87 +0,06)-10" | (3,12+0,10)-10° | 0,002 -0,9995 | 8
[HCI] = 0,10 mol/l, u=0,40 mol/l | (1,69 +0,06)-10" | (2,82+0,11)-10° | 0,003 00,9992 | 8
[HCI] =0,20 mol/l, p = 0,30 mol/l | (1,53 +0,16)-10" | (2,56 +0,26)-10° | 0,006 | -0,9948 | 8
[HCI] =0,20 mol/l, p = 0,20 mol/l | (1,22 +0,04)-10" | (2,04+0,07)-10° | 0,002 | -0,9993 | 8
[HCI] = 0,20 mol/l, . =0,20 mol/l | (1,13 +0,08)-10" | (1,89+0,13)-10% | 0,003 | -0,9969 | 8
100 +
& @ =05 molfl
\ = pu=0,4mol/l
_ % > A P=0,3mol/l
X
m 10 3 4 p1=0,2mol/l
e 1=0,1 mol/l
1
0 5 10 t[min] 15 20
Rycina 17.  Pollogarytmiczne wykresy c, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w 0,10 mol/l kwasie
solnym, w temperaturze 343 K (u= 0,10 — 0,50 mol/l).
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozkladu MMD w roztworze wodorotlenku sodu

Tabela 19.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w roztworze wodorotlenku sodu,
w temperaturze 313 K (u = 0,50 mol/l)

) - Parametry kinetyczne

HERTLAEEE] a+ Aa[min?] k + Ak [s7] S, r n
[NaOH] = 0,50 mol/I (6,22 +0,53)-10™ (10,37 £ 0,88)-107 0,002 -0,9950 9
[NaOH] = 0,40 mol/I (5,96 +0,30)-10™ (9,93 +0,51)-107 0,012 -0,9990 8
[NaOH] = 0,30 mol/l (6,17 +£0,55)-10" (10,3 +£0,92)-10° 0,023 -0,9950 9
[NaOH] = 0,20 mol/I (5,98 +£0,50)-10™ (9,96 + 0,84)-10° 0,051 -0,9960 9
[NaOH] = 0,10 mol/I (5,27 +0,33)-10™ (8,79 £ 0,55)-107 0,014 -0,9970 9
[NaOH] = 0,05 mol/l (5,74 +0,39)-10" (9,56 £ 0,65)-107 0,017 -0,9970 9

100

* 0,5mol/l
= 0,4 mol/l

_ A 0,3mol/l

=®

= 10
& 0,2 mol/l
e 0,1 mol/l
@ 0,05 mol/l

1 t[min]
0 1 2 3 4 5

Rycina 18.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w roztworze wodorotlenku
sodu, w temperaturze 313 K, (n = 0,50 mol/l).
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Tabela 20.  Parametry kinetyczne reakcji rozkladu MMD w roztworze wodorotlenku sodu,
w temperaturze 308 K (u = 0,50 mol/l)

) - Parametry kinetyczne
Warunki reakcji — S
a=+Aa[min~] k+ Ak [s7] SN r n
[NaOH] = 0,50 mol/I -(4,12+0,19)-10™ (6,86 +0,32)-107 0,008 -0,9990 9
[NaOH] = 0,40 mol/l (4,26 +0,63):10™ (7,10 + 1,06)-107 0,026 -0,9890 8
[NaOH] = 0,30 mol/I (4,26 £0,29)-10™ (7,10 + 0,48)-107 0,040 -0,9980 8
[NaOH] = 0,20 mol/I -(4,09 £ 0,26)-10™ (6,81 +0,43)-107 0,010 -0,9980 8
[NaOH] = 0,10 mol/I (3,88 +0,67):10 (6,46 + 1,11)-107 0,027 -0,9850 8
[NaOH] = 0,05 mol/I (3,61 £0,37)-10™ (6,72 +0,84)-10° 0,021 -0,9920 8
100
+ 0,5mol/l
L ]
® = 0,4mol/l
\' A 0,3mol/l
g 10 \\-\!
© e 20,2mol/l
@ 0,1 mol/l
@ 0,05 mol/
1 t[min]
0 1 2 3 4 5 6 7

Rycina19.  Potlogarytmiczne wykresy c, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w roztworze wodorotlenku
sodu, w temperaturze 308 K, (u = 0,50 mol/l).
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Tabela21. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w roztworze wodorotlenku sodu,
w temperaturze 303 K (u = 0,50 mol/l)

) - Parametry kinetyczne
Warunki reakcji — S
a=+ Aa [min™] k+ Ak [s7] S, r n
[NaOH] = 0,50 mol/l (2,86 £ 0,24)-10™ (4,76 + 0,40)-107 0,010 -0,9970 8
[NaOH] = 0,40 mol/l <(2,72£0,18)-10™ (4,53+0,31)-107 0,008 -0,9980 8
[NaOH] = 0,30 mol/l (2,73 £0,25)-10™ (4,55+0,41)-107 0,010 -0,9960 8
[NaOH] = 0,20 mol/l (2,80 £ 0,26)-10™ (4,67 +0,43)-107 0,011 -0,9950 9
[NaOH] = 0,10 mol/l (2,69 £0,19)-10™ (4,48 £0,31)-107 0,008 -0,9970 9
[NaOH] = 0,05 mol/I (2,64 +0,29)-10™ (4,39 +0,48)107 0,012 -0,9940 8
100
*

¢ 0,5mol/l

= 0,4mol/l

g 10 A0,3mol/l

2 0,2mol/l

@ 0,1mol/l

L ]
1 . @ 0,05 mol/l
t[min]
0 5 10 15

Rycina 20.  Poétlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w roztworze wodorotlenku
sodu, w temperaturze 303 K, (1= 0,50 mol/l).
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Tabela 22.  Parametry kinetyczne reakcji rozkladu MMD w roztworze wodorotlenku sodu,
w temperaturze 298 K (u = 0,50 mol/l)

) - Parametry kinetyczne
Warunki reakcji — S

a=+Aa[min~] k+ Ak [s7] SN r n
[NaOH] = 0,50 mol/I (1,90 £ 0,24)-10™ (3,17 +0,40)-107 0,010 -0,9920 8
[NaOH] = 0,40 mol/I (1,72 +£0,23)-10™ (2,87+0,39)-107 0,010 -0,9890 9
[NaOH] = 0,30 mol/I (2,12 +0,18)-10™ (3,54 +0,31)-107 0,008 -0,9950 9
[NaOH] = 0,20 mol/I (2,12 4+ 0,49)-10™ (3,54 +0,82)-107 0,019 -0,9800 7
[NaOH] = 0,10 mol/I (1,81 £0,24)-10™ (3,01 +0,40)-107 0,010 -0,9880 10
[NaOH] = 0,05 mol/I (1,81 £0,18)-10™ (3,02+0,29)-107 0,007 -0,9940 9

+0,5mol/l

= 0,4mol/l

40,3mol/l

A0,2mol/l

@0,1mol/l

1 @ 0,05mol/l
t[min]

0 2 4 6 8 10

Rycina 21.  Poétlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w roztworze wodorotlenku
sodu, w temperaturze 298 K, (n = 0,50 mol/l).
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Tabela 23.

1 =0,10 mol/l

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w roztworze 0,1 mol/l wodorotlenku sodu,
w temperaturze 308 K, u = 0,50 mol/l, u = 0,40 mol/l, u = 0,30 mol/l, u = 0,20 mol/l,

Parametry kinetyczne

Warunki reakeji a+ Aa[min™] k+ Ak [s7] S, r n
[NaOH] = 0,10 mol/l, p = 0,50 mol/l | -(3,88 £0,67)-10™ | (6,46 = 1,11)-10% | 0,028 -0,9850 | 8
[NaOH] = 0,10 mol/l, = 0,40 mol/l | (4,04 £0,47)-10™" | (6,73+0,80)-10° | 0,020 | -0,9930 | 8
[NaOH] = 0,10 mol/l, p = 0,30 mol/l | -(3,83 £0,32)-10 | (6,38+0,54):10° | 0,013 -0,9960 | 8
[NaOH] = 0,10 mol/l, p = 0,20 mol/l | -(3,61 + 0,27)-10™" | (6,02 + 0,44): 107 0,011 -0,9960 9
[NaOH] = 0,10 mol/l, p = 0,10 mol/l | -(3,79 £0,27)-10 | (6,32+0,44):10° | 0,011 -0,9970 | 9
100
i\l ¢ 11=0,5mol/l
\\ = u=0,4 mol/l
% 10 N\ - Ap=0,3mol/l
ap=0,2 mol/l
@ 1=0,1 mol/l
1
t[min]
0 1 2 3 5 6 7 8
Rycina 22.  Pologarytmiczne wykresy c, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w roztworze 0,10 mol/Il

wodorotlenku sodu, w temperaturze 308 K (u = 0,10 — 0,50 mol/I).
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym,

pH 2,28 — 3,51

Tabela 24.

313 K, n=0,50 mol/l

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym, w temperaturze

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji
a+ Aa[min] k £ Ak [s7] S r n
pH 2,28
B+ = 0,20 mol/l a4 5 5
[H,POL] = 0,114: [KH,PO] = 0,086 -(6,91 +0,85) 10 (1,15+0,14)-10 3,473-10 -0,9925 8
3 4] — Y ) 2 4] — Y,y
B+ =0,30 mol/l 4 5 5
[H,POL = 0.171: [KH,PO] = 0129 -(6,90 +0,76)-10 (1,15+0,13)-10 3,111-10 -0,9939 8
3P04) = 0,171; 2POq] =0,
Bt = 0,40 mol/l " 5 5
[HPO] = 0,227 [KH,PO.] = 0,173 -(6,77 £ 0,88) 10 (1,11 +0,15)-10 3,584-10 -0,9917 8
3 4] — Yy ) 2 4] — Y,y
pH 2,98
B+ =0,30 mol/l a4 6 5
[H,POL] = 0,088; [KH,POL] = 0,212 -(3,93 £0,33)-10 (6,57 £ 0,55)-10 1,340-10 -0,9965 8
3P0y = 0,088; 2POq] =0,
pH 3,47
B+ =0,20 mol/l 4 6 -5
[P0 = 0,023; [KHpO, 0177 | ~(004+0.61)10 (8,40+0,10)-10 | 2,480-10" | -0,9928 | 8
3 4] — Yy ) 2 4] — Y,y
B+ = 0,30 mol/I 4 6 6
[HiPOL] = 0,035: [KH,POL] = 0,265 -(4,98 +£0,20)-10 (8,29 £ 0,34)-10 8,236-10 -0,9992 8
3P04) = 0,035; 2P0 =0,
Bt = 0,40 mol/l 2 % 5
[H,POL = 0,047: [KH,POJ = 0,353 -(5,06 +0,66)-10 (8,44 +0,11)-10 2,703-10 -0,9992 8
3 4] — Yy ’ 2 a4 =Y
100 K
\\ ¢BT=0,20mol/l
8 \\
M * \% = BT =0,30mol/l
A BT=0,40mol/l
10
0 500 1000 MRl 4500 2000
a)
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1o \
A

¢ BT=0,20mol/l

/
/

a BT =0,30mol/l

c[%]

ABT=0,40mol/l

10
0 500 1000 MmNl 4500 2000

b)
Rycina 23.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym
opH 2,28 (a)i 3,47 (b), wtemperaturze 313 K, p=10,50 mol/l.

loo‘h%%%:zﬁkif*b::::::::
\%\ opH=2.28
\\i\ﬂ\ﬂ
\,\H mpH =298

apH=3,47

/

c[%]

L 4

10
0 500 1000 tIminl 1500 2000

Rycina 24.  Poétlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym
0 pH 2,28, 2,98, 3,47, w temperaturze 313 K, p = 0,50 mol/l, By = 0,30 mol/l.
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Tabela 25.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym, w temperaturze
308 K, n = 0,50 mol/l, (Bt = 0,30 mol/l)

Parametry kinetyczne

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

pH = 2,49, Br = 0,30 mol/l
[H;P0,] =0,171 (7,16 £0,10)-10° | (1,99+0,27)-10° | 4,123-10" -0,9889 9
[KH,PO,4] = 0,129

pH = 3,06, By = 0,30 mol/I
[HPO.] = 0,088 -(1,16+0,11)-10% | (321+0,31)-10° | 4,624:10" | -0,9952 8
[KH,PO,4] = 0,212

pH = 3,38, B+ = 0,30 mol/I
[H5PO,] = 0,035 -(1,67+0,18)10% | (4,65+051)10° | 7494-10* | -09940 8
[KH,PO,4] = 0,265

00
1 \“\"
\‘
i) \\ * pH = 2!49

m pH = 3,06
10 '\\ P

\ ApH=3,38

c[%]

th] 30

0] 100 200 0] 400 500

Rycina 25.  Poétlogarytmiczne wykresy c, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym
0 pH 2,49, 3,06, 3,38, w temperaturze 308 K , p = 0,50 mol/l, By = 0,30 mol/l.
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Tabela 26.

303 K, u=0,50 mol/l, (B+ = 0,30 mol/l)

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym, w temperaturze

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji
a+Aa[h] k+ Ak [s] S, r
pH = 2,42, By = 0,30 mol/I
[HsPO,] = 0,171 -(4,39+0,38)-10° (1,22 £0,11)-10° | 1564:10* | -0,9962
[KH,PO,] = 0,129
pH = 2,94, B = 0,30 mol/I
[H3PO,] = 0,088 -(6,30 £ 0,37)-10° (1,75+0,10)-10° | 1,572:10* | -0,9978
[KH,PO,4] = 0,212
pH = 3,25, B+ = 0,30 mol/I
[HsPO,] = 0,035 -(1,03+0,01):107 (2,86 +0,25)-10° | 3,783:10* | -0,9953
[KH,PO,] = 0,265
100 %
2\\-\.\
\ ¢ pH=2,42
% 10 Tre \ ® pH=2,94
T
A pH=3,25
1
0 100 200 300 th] 400 500 600

Rycina 26. PéHogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym
0 pH 2,42, 2,94, 3,25, w temperaturze 303 K , p = 0,50 mol/l, By = 0,30 mol/l.
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Tabela 27.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym, w temperaturze
298 K, n = 0,50 mol/l, (Bt = 0,30 mol/l)

Parametry kinetyczne

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

pH = 1,96, B = 0,30 mol/I
[HsPO,] =0.171 -(3,97 £0,46)-10° | (1,10+0,13)-10° | 1,860-10* | -0,9935 | 8
[KH,PO,4] = 0,129

pH = 2,89, B+ = 0,30 mol/l
[HsPO.] = 0,088 -(2,84+051)10° | (790+142)107 | 2,092:10* | -09842 | 8
[KH,PO,4] = 0,212

pH = 3,38, By = 0,30 mol/l
[HPO,] =0.035 -(420+046)10° | (1,17+0,13):10° | 1,880-10* | -0,9940 | 8
[KH,PO,] = 0,265

100 f\
\ 5]
m:\x“
‘mﬁ\i\ * pH =1,96
—_ &
= = pH = 2,89
[*)
apH=3,38
10
t[h]
0 50 100 150 200 250 300

Rycina 27.  Poétlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym
o pH 1,96, 2,89, 3,38, w temperaturze 298 K , u = 0,50 mol/l, By = 0,30 mol/l.
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozkladu MMD w buforze octanowym,
pH 3,95 -5,93

Tabela 28.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze octanowym, w temperaturze

313 K, n=10,50 mol/l

Parametry kinetyczne
Warunki reakcji — :
a=+Aa[min~] k+ Ak [s7] S, r
pH 4,11
B = 0,35 mol/l s 5 5
“(3,14+0,18)10° | (524+031)-10° | 7,659-10° | -0,0982
[CHsCOOH] = 0,315; [CH:COONa] = 0,035
pH 4,41
Br = 0,40 ol (6,99 = 0,47):10° | (1,16+0,08)-10* | 1,921-10% | -0,9977
[CHsCOOH] = 0,32; [CH:COONGa] = 0,08
By = 1
v =030 mol/ (6,93 +0,35)10° | (1,16+0,06)10* | 1,423-10* | -0,9987
[CHsCOOH] = 0,24; [CH:COONGa] = 0,06
By = 0,20 mol/l
v =020 mol/ (6,57 0,42)10% | (1,10£0,07)-10* | 1,615-10* | -0,9985
[CH,COOH] = 0,16; [CH;COONa] = 0,04
Br = 0,10 mol/ (6,45 +0,43)-10° | (1,07+0,07)-10% | 1,674-10* | -0,9983
[CHsCOOH] = 0,08; [CH:COONGa] = 0,02
pH 4,86
By = 1
v =030 mol/ (1,76 £0,09) 107 | (2,94+0,16)10* | 3,854-10 | -0,9986
[CH,COOH] = 0,18; [CH;COONa] = 0,12
pH 5,40
By = 1
v =0,30 mol/ (6,20 % 0,05): 107 | (1,03+0,08)-10° | 1,82810° | -0,9978
[CHsCOOH] = 0,09; [CH:COONa] = 0,21
pH 5,92
Br = 0,40 mol/ (1,63 0,01 107 | (271£0,22)10° | 5482:10° | -0,9966
[CHsCOOH] = 0,04; [CH:COONa] = 0,36
Br = 0,30 mol/l (1,59 +0,07)-107 | (2,66+0,12)-10° | 2,910-10° | -0,9990
[CHsCOOH] = 0,03; [CH:COONa] = 0,27
Br = 0,20 mol/l (1,54 +0,14) 10" | (2,57+0,24)10° | 5897-10° | -0,9956
[CH,COOH] = 0,02; [CH;COONa] = 0,18
Br = 0,10 mol/l (1,52+0,14)10" | (252+0,23)-10° | 5724:10° | -0,9957
[CH,COOH] = 0,01; [CH;COONa] = 0,09
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Rycina 28.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze octanowym
opH 4,41 (@) i 5,92 (b), w temperaturze 313 K, = 0,50 mol/l.

100 @
\0\

\
+pH=441
\\ B pH=4,36

£ \ 2pH=5,40
(&)
opH=5,92
[=}
o \o
10
0 50 100 150t M1 500 250 300

Rycina 29.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze octanowym
opH 4,41, 4,86, 5,40 i 5,92, w temperaturze 313 K, u= 0,50 mol/l, B+ = 0,30 mol/l.
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Tabela 29.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze octanowym, w temperaturze
308 K, n=10,50 mol/l, (Br = 0,30 mol/l)

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji
a+ Aa[min?] k+ Ak [s] S, r n
PH = 3,95, Br = 0,30 mol/ (1,15+0,33)-107 | (4,26+0,54)-10° | 1,330-10% | -0,9781 | 8
[CHsCOOH] = 0,24: [CH:COONGa] = 0,06
H =420, B, = I
PH = 4,20, By = 0,30 mol/ 3,95+ 0,61):10° | (6,58=0,61):10° | 1,501-10% | -0,0957 | 8
[CH;COOH] = 0,24; [CH:COONa] = 0,06
PH = 4,75, B; = 0,30 mol/l (1,07 +0,04)-10% | (1,79+0,06):10" | 1,449-10% | -0,0995 | 7
[CHsCOOH] = 0,18; [CH:COONGa] = 0,12
PH = 15,38, B; = 0,30 mol/ (357+0,25)10% | (595=0,41)-10* | 1,012:10° | -0,0976 | 8
[CHsCOOH] = 0,09; [CH:COONa] = 0,21
H=593 By = I
PH = 5,93, By = 0,30 mol/ (1,02 0,08) 10" | (1,71+0,13)-10° | 3,151-10° | -0,0972 | 8
[CH,COOH] = 0,03; [CH;COON@] = 0,27
L
[ ]
\ .
\. @ pH = 3,95
\ \.
_ \ o pH=4,20
e
\ 8 pH=4,75
apH=538
o pH=5,93
0 100 200" [min] 300 400

Rycina 30.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze octanowym
o pH 3,95, 4,20, 4,75, 5,38, 593, w temperaturze 308 K, p

B+ = 0,30 mol/l.

0,50 mol/l,
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Tabela 30.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze octanowym, w temperaturze
303 K, n =0,50 mol/l, (Br = 0,30 mol/l)

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji
a+ Aa[min™] k+ Ak [s1] S, r n

pH = 3,96, B+ = 0,30 mol/l

(1,02 +0,07)-10° | (1,71+0,12)-10° | 2,881-10° | -0,9976 | 8
[CH3;COOH] = 0,24; [CH;COONa] = 0,06

pH = 4,21, B = 0,30 mol/l

(2,17 £0,06)-10° | (3,62 +0,10)-10° | 2,487-10° | -0,9996 | 8
[CHsCOOH] = 0,24; [CH;COONa] = 0,06

pH = 4,64, B; = 0,30 mol/l

(6,18 +0,57)-10% | (1,03+0,09)-10* | 2,389-10* | -0,9948 | 9
[CHsCOOH] = 0,18; [CH;COONa] = 0,12

pH = 5,23, By = 0,30 mol/I

(1,96 +0,08)-102 | (3,26 +0,13)-10* | 3,085-10* | -0,9992 | 8
[CH3;COOH] = 0,09; [CH;COONa] = 0,21

pH = 5,84, By = 0,30 mol/I

(5,61 +0,67)-102 | (9,36 +0,11)-10* | 2,616-10° | -0,9946 | 7
[CHsCOOH] = 0,03; [CH;COONa] = 0,27

100
%HHEEE““-1 e pH=3,96
— o pH=4,21
X 10
(]
L \‘ m pH = 4!64
ApH=5,23
o pH = 5,84
1
0 500 timinl ) 500 1500

Rycina 31.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze octanowym
o pH 3,96, 4,21, 4,64, 5,23, 584, w temperaturze 303 K, u = 0,50 mol/l,
B+ = 0,30 mol/l.

Cze$¢ doswiadczalna 77




Tabela 31.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze octanowym, w temperaturze
298 K, u = 0,50 mol/l, (Bt = 0,30 mol/l)

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji
a+ Aa[min™] k+ Ak [s1] S, r n

pH = 4,10, B = 0,30 mol/I

(5,72 +0,71)-10* | (9,53+1,19)-10° | 2,564:10° | -0,9960 | 6
[CHsCOOH] = 0,24; [CH;COONa] = 0,06

pH = 4,39, B = 0,30 mol/I

(1,28 £0,08)-10° | (2,14+0,13)-10° | 2,925-10° | -0,9987 | 7
[CHsCOOH] = 0,24; [CH;COONa] = 0,06

pH = 4,78, By = 0,30 mol/I

-(3,32+£0,40)-10% | (5,54+0,66)-10° | 1,623-10* | -0,9929 | 8
[CH;COOH] = 0,18; [CH;COONa] = 0,12

pH = 5,30, By = 0,30 mol/l

(1,07 £0,09)-102 | (1,78 +0,15)-10* | 3,618:10* | -0,9966 | 8
[CH3COOH] = 0,09; [CH3COONa] = 0,21

pH = 5,87, By = 0,30 mol/l

-(3,56 +0,30)-102 | (5,94 +0,50)-10* | 1,267-10° | -0,9956 | 9
[CH3COOH] = 0,03; [CH3COONa] = 0,27

100

\\ ° pH =4,10

— o pH = 4,39
X 10 ? RHH““%
(]
& 8 pH = 4,78
apH=530
0 pH=5,87
1
.
0 500 [minl ) 500 1500

Rycina 32.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze octanowym
o pH 4,10, 4,39, 4,78, 5,30, 5,87, w temperaturze 298 K, p = 0,50 mol/l, By = 0,30
mol/l.
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym,
pH 6,11 - 7,58

Tabela 32.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym, w temperaturze
313 K, n=0,50 mol/l

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji
a+ Aa[min?] k+ Ak [s] S, r n

pH 6,11

B = 0,40 mol/l

(KHLPO = 0.3 [NaHPO] = 006 (1,86 £0,17)-10" | (3,09+0,28):10° | 6,980-10° | -0,9958 | 8
2P04] = 0,547 [Na; 4] =0,

B = 0,30 mol/l

[KH,POL = 0.26: [NazHPOJ = 0,04 -(1,79+0,90)- 10" | (2,98+0,15)-10° | 3,672:10° | -0,9987 | 8
2POqf = 0,20; [Na, 4] =0,

B = 0,20 mol/l

[KHPO,] = 0,17; [NaHPO,] = 0,03 (176 +0,11)-10" | (2,94+019)-10° | 4,635-10° | -0,9979 | 8
2POqf = 0,175 [Nay 4] =0,

B = 0,10 mol/I

-(1,81+0,16)-10" | (3,02+0,26):10° | 6,495-10° | -0,9962 | 8
[KH2PO4] = 0,085, [NazHPO4] = 0,015

pH 6,48

B+ = 0,20 mol/l

[KHLPOL = 0.14: [NasHPOL = 0.06 (3,06 £0,27)-10" | (5,09+0,45)-10° | 1,106:102 | -0,9961 | 8
2P0, = 0,147 [Nay 4] =V,

pH 7,08

B = 0,20 mol/l

-(4,55 +0,50)-10" | (7,58 +0,84)-10°% | 1,956-10% | -0,9954 | 7
[KH,PO,] = 0,08; [Na;HPO,] = 0,12

pH 7,56

B = 0,20 mol/l

(KHLPO = 0.0 [NaHPO] = 0.16 (4,87 £0,48)-10" | (8,12+0,80)-10° | 1,862:102 | -0,9963 | 7
2P0q4] = 0,047 [ Nap 4] =0,

B = 0,15 mol/l

(KHLPO = 0.03: [NaHPO] = 0.12 -(5,00 £ 0,59)-10" | (8,33+0,99)-10° | 2,302:102 | -0,9947 | 7
2P04] = 0,05] [Naz 4] =0,

Br = 0,125 mol/I

-(4,85+0,77)-10" | (8,08+1,28)-10° | 2,989-102 | -0,9906 | 7
[KH,PO,] = 0,025; [Na,HPO,] = 0,10

Br = 0,10 mol/Il

KHLPO = 0.02: [NaHPO] = 0.08 -(4,89+£0,58)-10" | (8,15+0,97)-10° | 2,261-10% | -0,9947 | 7
2PO4] = 0,027 [ Naz 4] =0,
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Rycina 33.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym
o0 pH 6,11 (a) i 7,56 (b), w temperaturze 313 K, u = 0,50 mol/I.

100 @

\ * pH =6,11
\ = pH = 6,48
10
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opH=17,56
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Rycina 34.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym
opH 6,11, 6,48, 7,08 i 7,56, w temperaturze 313 K, u= 0,50 mol/l.
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Tabela 33.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym, w temperaturze

308 K, = 0,50 mol/l

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji
a =+ Aa[min”] k+ Ak [s”] Sa r n
fi;gffbiTNz;igoT]o:/;,oe -(1,90+0,33):10" | (3,17+0,85):10° | 1,184-10° | 0,992 | 6

c[%]

t[min]

15

o pH=6,10
@ pH = 6,45
apH=7,05
0 pH=7,50

Rycina 35.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym
0 pH 6,10, 6,45, 7,05, 7,50, w temperaturze 308 K, u= 0,50 mol/I.
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Tabela 34.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym, w temperaturze
303 K, n=0,50 mol/l

Parametry kinetyczne

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

pH = 6,05, B = 0,30 mol/I

[KHLPOL] = 0.26: (NauHPOL = 0,04 (6,96 + 0,39)-10? | (1,16 +0,06)-10° | 1,581-10° | -0,998 | 8
2P04] = 0,20; [Naz 4] =0,

pH = 6,43, By = 0,20 mol/I

-(1,19+0,08)- 10" | (1,98+0,14)-10° | 3,272:10° | -0,998 | 7
[KH,PO,] = 0,14; [NazHPO,] = 0,06

pH = 7,01, By = 0,20 mol/I

-(2,74+0,20)-10" | (4,57+0,34)-10° | 8,352:10° | -0,997 | 8
[KH2PO4] = 0,08, [NazHPO4] = 0,12

pH =7,48, B+ = 0,15 mol/Il

(2,98 +0,34)-10" | (4,97+0,57)-10° | 1,388-10% | -0,994 | 8
[KH,PO,] = 0,03; [Na,HPO,] = 0,12

§| \\ & pH = 6!05
© = pH = 6,43
b —~ apH=7,01

opH=7,48

t[min]

Rycina 36. PoHogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym
o pH 6,05, 6,43, 7,01, 7,48, w temperaturze 303 K, u= 0,50 mol/l.
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Tabela 35.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym, w temperaturze

298 K, = 0,50 mol/I

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji
a+ Aa[min?] k+ Ak [s™] S, r n
f;;(f’]oz’o'z; ?No'igc':‘]o'/(') N (4,23+0,28)10% | (7,05+0,46)-10" | 1,138-10° | 0,998 | 8
2PU,] = 0,207 [Nay 4] =0,
ngfo,oi TNO'ig:]o"(') . 6,88+ 0,76)-10% | (1,15+0,13)-10° | 3,200-10° | -0,993 | 9
2PU,] = 0,147 [Nay 4] =0,
:);_;(()5,]98;)?; TNO'ig(T]O'/(') . (1,20 0,08) 10" | (1,99 +0,14)-10° | 3,331-10° | -0,098 | 8
2PO4] = 0,00; [Nay 4] =V,
?;41,]4562 ?No'iig‘]o'/(') . (1,70+0,21)-10" | (2,83+0,34)10° | 7,999-10° | 0,994 | 7
2PO4] = 0,057 [Naz 4] =0,
100 @
L )
AN
_ \.\'\_\..K\ * pH=6,02
© ® pH=6,40
10 b\‘\‘} p
4 pH=6,98
0 pH=7,45
1
o
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Rycina 37.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze fosforanowym
o pH 6,02, 6,40, 6,98, 7,45, w temperaturze 298 K, u= 0,50 mol/I.
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Obserwowane stale szybkosci reakcji rozkladu MMD w buforze boranowym,
pH 8,26 — 9,43

Tabela 36.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze boranowym, w temperaturze
313 K, n=10,50 mol/l

Parametry kinetyczne

Warunki reakcji
a+ Aa[min?] k+ Ak [s] S, r n

pH 8,26

Br =0,1671 mol/l

(4,49 £0,36)-10" | (7,48+0,59)-10° | 1,455-10% | -0,9963 | 9
[NaBO,] = 0,0781; [HsBO3] = 0,0889

pH 8,77

B+ =0,1338 mol/l

(4,76 £0,54)-10" | (7,93+0,89)-10° | 2,190-10% | -0,9927 | 9
[NaBO;,] = 0,1137; [H3BO3] = 0,0201

B+=0,1171 mol/l

-(4,68 £0,47)-10" | (7,80+0,78)-10° | 1,977-10% | -0,9938 | 9
[NaBO,] = 0,0995; [HsBO;] = 0,0176

B+ =0,1002 mol/l

(4,82 +£0,41)-10" | (8,03+0,68):10° | 1,656:102 | -0,9965 | 8
[NaBO;] = 0,0852; [H3BO;] = 0,0150

B+ =0,0668 mol/Il

(4,67 +0,34)-10" | (7,79+0,57)-10° | 1,399-102 | -0,9973 | 8
[NaBO;] = 0,0568; [H3BO;] = 0,0100

o BT=0,0668
maol/l

5’\\‘ +BT=0,1002

10 L] mol/l

c[%]

mBT=0,1171
mol/l

ABT=0,1338
mal/l

t[min]

Rycina 38.  Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f{(t) reakcji rozktadu MMD w buforze boranowym
o pH 8,77, w temperaturze 313 K, u= 0,50 mol/l.
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Rycina 39. Pologarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze boranowym
o pH 8,26, 8,77, w temperaturze 313 K, u= 0,50 mol/l.
Tabela 37.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze boranowym, w temperaturze
308 K, u= 0,50 mol/l
Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+ Aa[min™] k+ Ak [s7] S, r
pH 8,31
Br =0,1671 mol/l N 5 5
(3,78 +£0,33)-10" | (6,30 +0,54)-10° | 1,373-102 | -0,9954
[NaBO,] = 0,0781; [HsBO;] = 0,0889
pH 9,15
Br =0,1338 mol/l L 5 )
-(3,74+£0.31)-10% | (6,23+0,51)-10° | 1,257-102 | -0,9966
[NaBO;] = 0,1137; [H;B0;] = 0,0201
100 +
\t
_ \\
= ¢ pH=8,31
apH=9,15
10 :
0 1 2 t[min] 5
Rycina 40.  Potlogarytmiczne wykresy c, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze boranowym
o pH 8,311 9,15, w temperaturze 308 K, p = 0,50 mol/l.
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Tabela 38.

303 K, n=10,50 mol/l

Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze boranowym, w temperaturze

Br=0,1671 mol/l

-(2,11+0,21)-10

Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+ Aa[min™] k + Ak [s7] S, r n
pH 8,46
(3,51+0,35)-10° | 9,003-10° | -0,9937 |9

[NaBO,] = 0,0781; [H;BO3] = 0,0889

pH 9,39

1,331-10% | -0,9919 |8

By =0,1338 mol/l
[NaBO,] = 0,1137; [H;BO4] = 0,0201

(2,54 +0,33)-10™

(4,23 +0,54)-107

100 %

c[%]

f\\\l )

 pH = 8,46

apH=9,39

10

) 3 t[min]

Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze boranowym

Rycina 41.
o pH 8,46 i 9,39, w temperaturze 303 K, u = 0,50 mol/l.
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Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w buforze boranowym, w temperaturze

Tabela 39.
298 K, u=0,50 mol/l
Parametry kinetyczne
Warunki reakcji
a+ Aa[min?] k+ Ak [s] S, r n
pH 8,52
(2,45+0,49)-10° | 1,195-10% | -0,9808 | 8

By = 0,1671 mol/l
[NaBO;] = 0,0781; [HsBO] = 0,0889

(1,47 +£0,29)-10™

pH 9,43

Bt =0,1338 mol/l
[NaBO,] = 0,1137; [H3BO;] = 0,0201

-(1,59 +0,28)-10" | (2,65 + 0,46)-10

1,162:10% | -0,9818

c[%]

\%\M’\%\%

10

2 3 tminl o, 5

o pH=8,52

apH=9,43

Potlogarytmiczne wykresy ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD w buforze boranowym

Rycina 42.
0 pH 8,521 9,43, w temperaturze 298 K, u = 0,50 mol/l.

Cze$¢ doswiadczalna
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4.8. Ocena trwalosci MMD w roztworach do podania parenteralnego

Do oceny trwatosci MMD w wybranych roztworach do podania parenteralnego zastosowano

metode HPLC opisang w rozdziale 4.6.
Zakres badan

e Wyznaczenie parametréw kinetycznych reakcji rozktadu MMD po rozpuszczeniu
w wybranych roztworach do podania parenteralnego (cmmp = 0,5 mg/ml) w temperatu-
rze pokojowe;j (22°C)

e Wyznaczenie parametrow kinetycznych reakcji rozktadu MMD po rozpuszczeniu w
wybranych roztworach do podania parenteralnego (woda do iniekcji, 0,9% roztwor
chlorku sodu, 5% roztwor glukozy), (cmmp = 0,5 mg/ml), przechowywanych w amput-
kach z polietylenu w temperaturze pokojowej, chronionych i niechronionych od $wiatta

e Wyznaczenie parametréw kinetycznych reakcji rozktadu MMD po rozpuszczeniu w
wybranych roztworach do podania parenteralnego (woda do iniekcji, 0,9% roztwor
chlorku sodu, 5% roztwor glukozy), (cump = 0,5 mg/ml), przechowywanych w strzy-
kawkach z polipropylenu w temperaturze pokojowej, chronionych i niechronionych od
Swiatta

e Wyznaczenie parametrow kinetycznych reakcji rozktadu MMD w 0,9% roztworze
chlorku sodu (cmmp = 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,5 mg/ml, 1,5 mg/ml), w temperaturze
pokojowej, chronionych 1 niechronionych od §wiatta

e Ocena zawartosci MMD po rozpuszczeniu w wybranych roztworach do podania paren-
teralnego (cmmp = 0,5 mg/ml) po 0 h, 6 h, 24 h przechowywania w temperaturze 2—8°C

e Ocena zawartosci MMD po rozpuszczeniu w wybranych roztworach do podania paren-

teralnego (cymmp = 0,5 mg/ml) po 0 i 30 dniach przechowywania w temperaturze -16°C

Przygotowanie prob

5,0 mg MMD rozpuszczano w 10,0 ml rozpuszczalnika do podania parenteralnego. Roztwor
wprowadzano do sterylnych, polietylenowych amputek o pojemnosci 10 ml lub do 10 ml po-
lipropylenowych strzykawek (w zaleznosci od celu badania). Tak przygotowane proby prze-

chowywano w podanych powyzej warunkach, z uwzglednieniem wptywu $wiatta.
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W celu okreslenia wptywu stezenia MMD na trwato$¢, przygotowano roztwory MMD w
0,9% roztworze chlorku sodu o stezeniu odpowiednio: 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml,
0,5 mg/mli 1,5 mg/ml.

W okreslonych odst¢pach czasu, odmierzano 0,5 ml odpowiednich roztworow i dodawano
1,0 ml roztworu chlorowodorku chininy o stezeniu 50 pg/ml. Na kolumne chromatograficzng

wprowadzano 50 pl przygotowanego roztworu.

Wyniki badania trwalo$sci MMD w roztworach do podania parenteralnego w tempera-
turze pokojowej

e Woda do iniekcji

Tabela 40.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w wodzie do iniekcji (Cmmp = 0,5 mg/ml),
w temperaturze pokojowej

Czas [min] PilPy c [%] Parametry kinetyczne

0 2,561963 100

81 2.196486 8573 |(@=Aa)[min”] (1,70+0,05)-10°
162 1,917148 74,83 Se 1’94'10:2

Sb 6,51-10

245 1,671277 65,36 (k = AK) [s] (2,83 = 0,08)-10°
324 1,489312 58,13 r -0,9996
403 1,296485 50,60 to1 62 min
481 1,121567 43,78 n 8
560 0,974527 38,03

¢ = (Pi/Pw)d(PilPy)o- 100

e 0,9% Roztwér chlorku sodu

Tabela 41.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,5 mg/ml), w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/Py c [%] Parametry kinetyczne
0 2,978043 100
39 2,658674 go28 |(a +Aa)[min’] -(L70+0,53)107
78 2,388469 80,20 Se 2’06.10_2
Sp 3,75-10
187 2,250504 75,57 r -0,9649
244 1,879793 63,12 to1 62 min
336 1,597200 53,63 n 7

¢ = (PiPy)d(Pi/Pu)o 100
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e 5% Roztwor glukozy

Tabela 42.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 5% roztworze glukozy
(cmmp = 0,5 mg/ml), w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/Py c [%] Parametry kinetyczne
0 2,631378 100

82 2,463868 93,63 (a :EAa) [min-l] -(1,40 + 0,12)10-3
S, 4,79-10°

166 2,217852 84,29 ’ .
Sb 1,61-10°

324 1,770434 67,28 r -0,9965

402 1,507946 57,30 to1 75 min

482 1,380925 52,48 [N 8

560 1,240289 47,13

c= (P,/Pw)t/(PJPW)o 100

e 10% Roztwor glukozy

Tabela43.  Parametry Kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 10% roztworze glukozy
(cmmp = 0,5 mg/ml), w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/Py c [%] Parametry kinetyczne
0 2,631378 100
20 2 463368 0455 |(@+Aa)[min”] -(1,35+0,13)-10°
164 2,217852 8431 | > ’27'102
Sy 1,66-10
244 1,901755 76,81 (k + AK) [s] (2,25+ 0,21)-10°
310 1,770434 68,25 r -0,9955
376 1,507946 62,88 to1 78 min
445 1,380925 57,30 [N 8
520 1,240289 49,53

C = (Pi/Pw)/(Pi/Py)o-100
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e 20% Roztwor glukozy

Tabela 44.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 20% roztworze glukozy
(cmmp = 0,5 mg/ml), w temperaturze pokojowej
Czas [min] Pi/Py c [%] Parametry kinetyczne
0 2,812124 100
81 2,656893 gs4g |(a+Aa)[min"] (427 0,92)-10°
Sa 3,75-10°
1 2,6157 2 ’
63 ,615733 93,0 S, 125102
322 2,323239 82,61 |y -0,9777
400 2,347975 83,50 to1 247 min
477 2,265830 80,57 [N 8
557 2,221187 78,99

¢ = (Pi/Pw)d(PilPy)o-100

e Roztwor Ringera

Tabela 45.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w roztworze Ringera (Cmmp = 0,5 mg/ml),
w temperaturze pokojowej
Czas [min] Pi/Py c [%] Parametry kinetyczne
0 2,465563 100

81 2,276424 92,33 | (@+Aa) [min”] -(L58:+0,09)-107
Sa 3,49-10

160 1,947095 78,97 ’ .
So 1,80-10°

242 1,758267 71,31 (k £ AK) [s] (2,64 + 0,14)-10°

322 1,537251 62,35 |y -0,9985

401 1,325032 53,74  |to1 67 min

478 1,183947 48,02 [N 8

557 1,04037 42,20

¢ = (Pi/Pw)d/(PilPy)o-100

Cze$¢ doswiadczalna
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e Mleczan Ringera

Tabela 46.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w mleczanie Ringera (Cmmp = 0,5 mg/ml),
w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/Py c [%] Parametry kinetyczne
0 2,509692 100

39 1,966448 7835 | (@+Aa)[min™] (5,74 0.11)10°
Sa 4,57-10°

78 1,567372 62,45 ’ .
So 7,43-10”

156 1,028968 41,00 r -0,9998

194 0,823647 32,82 to1 18 min

233 0,648552 25,84 n 8

272 0,519805 20,71

C = (Pi/Pw)/(Pi/Py)o-100

e Roztwor glukozy z 0,9% roztworem chlorku sodu (1:1)

Tabela47. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w roztworze glukozy z 0,9% roztworem
chlorku sodu (1:1), (Cmmp = 0,5 mg/ml), w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/Py, c [%] Parametry kinetyczne
0 2,62228 100

81 2.369725 0037 |(@=*Aa) [min™] -(1,49 150,12)10'3
S 4,89-10°

163 2,043482 77,93 SZ 1:63.1 02

242 1,951019 74,40 (k + AK) [S-l] (2,47 + 0120),10-5

322 1,661177 63,35 r -0,9968

400 1,485929 56,67 to1 71 min

477 1,312105 50,04 [N 8

555 1,140998 43,51

¢ = (Pi/Pw)d/(Pi/Py)o-100
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e Roztwor glukozy z 0,9% roztworem chlorku sodu (2:1)

Tabela48.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w roztworze glukozy z 0,9% roztworem
chlorku sodu (2:1), (Cmmp = 0,5 mg/ml), w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/Py c [%] Parametry kinetyczne
0 2,408227 100
80 2,264198 9402 |(@+Aa)[min] (1,39 +0,08)-107
Sa 3,42-10°
162 1 142 2,4 ’
© 985 6243 S 1,14-10°
322 1,611632 66,92 |y -0,9982
398 1,420685 58,99 to1 76 min
478 1,254934 52,11 n 8
553 1,146539 47,61

¢ = (Pi/Pw)d(PilPy)o-100

e Jonosteril

Tabela 49.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w Jonosterilu (Cpmp = 0,5 mg/ml),

w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/Py c [%] Parametry kinetyczne
0 2,491876 100

82 1,959340 7862 | (@+Aa) [min"] (3,29 iso,1z)~1o-3
Sa 4,76-10°

245 1,131610 4541 ’ .
Sp 1,68-107

324 0,888398 35,65 (k + AK) [5-1] (5,49 = 0’20),10-5

401 0,668492 26,83 |y -0,9993

481 0,500608 20,09 to1 32 min

560 0,417344 16,45 [N 7

¢ = (PiPy)d(Pi/Pu)o100

Cze$¢ doswiadczalna
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e 20% RoztwoOr mannitolu

Tabela50. Parametry Kkinetyczne reakcji rozkladu MMD w roztworze 20% mannitolu
(cmmp = 0,5 mg/ml), w temperaturze pokojowej
Czas [min] PilPy, c [%] Parametry kinetyczne
0 2,988685 100

83 2,234123 7475 |(@+Aa)[min]  -(169+0,02)-107
Sa 9,40-10°

165 2,017187 67,49 ’ .
S 3,16-107

323 1,584174 53,01 |y -0,9909

400 1,415386 47,36 |ty 62 min

481 1,239806 41,48 [N 8

560 1,065854 35,66

C = (Pi/Pw)/(Pi/Py)o-100
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Wyniki badania trwalosci MMD w roztworach do podania parenteralnego w ampulkach
z polietylenu (PE), w temperaturze pokojowej

e Woda do iniekcji

Tabela51.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w wodzie do iniekcji (Cmmp = 0,5 mg/ml),
w pojemniku z PE, w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/Py, c [%] Parametry kinetyczne
Chronione przed Swiatlem
0 2,561963 100
ol -3

81 2,196486 g5,73 | (@=Aa) [min'] (1,70 0,05)-10
162 1,917148 74,83 S 1’94'10_2

Sp 6,52-10
324 1,489312 58,13 r -0,9996
403 1,296485 50,60 n 8
481 1,121567 43,78
560 0,974527 38,03

Niechronione przed Swiatlem
0 2,6810771 100 » B
72 2,3289113 86,86 (Sé1 + Aa) [min”] -5(2,881 ;50,14)-10
164 1.8484 68,94 @ ' .
,8484380 S, 1,82-10

233 1,5563736 9805 | k1AK)[sY  (347+0,24)10°
302 1,3945178 52,01 r -0,9977
377 1,2977419 46,17 |n 8
441 1,0840183 40,43
520 0,8862206 33,05

C = (PP (PiPu)o 100

100
\%\
'\.\9\ o chronione przed
_ \'\\0 $wiattem
) ~a
o
@ niechronione
przed Swiattem
10
0 100 200 300 400 500 600

t [min]

Rycina43. Poétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) MMD w wodzie do iniekcji
(cmmp = 0,5 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej, chronionych
i niechronionych przed $wiattem.
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e 0,9% Roztwor chlorku sodu

Tabela52.  Parametry Kkinetyczne reakcji rozktadu MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,5 mg/ml), w pojemniku z PE, w temperaturze pokojowej

Czas [min] PilPy, c [%] Parametry kinetyczne

Chronione przed Swiatlem

0 2,9780428 100 ,
- _1 -
39 2,6586735 89,28 (a + Aa) [mln ] -(1,70 #40,53)10
78 2,3884694 80,20 :a ?ggigz
b ) :
187 2,2505040 7557 |, 10,9649
244 1,8797934 63,12 n 7
336 1,5972001 53,63
Niechronione przed swiatlem
0 3,1133635 100
T -3
78 2,5541083 82,04 ga ?’;?182
b s/ LT
118 2,2555047 72,44 (k + AK) [s7] (3,78 = 0,42)-10°
175 2,1266309 68,30 |y -0,9954
240 1,7512998 56,25 n 7
326 1,4499000 46,57

C = (Pi/Pw)/(Pi/Py)o-100

100
N
— _
~—~a o chronione przed
- Swiattem
X
(5]
8 niechronione
przed Swiattem
10
0 100 200 300 400
t [min]

Rycina 44. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,5 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej, chronionych
1 niechronionych przed §wiattem.
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e 5% Roztwor glukozy

Tabela 53.  Parametry kinetyczne reakcji
(cmmp = 0,5 mg/ml), w pojemniku z PE, w temperaturze pokojowej

rozktadu MMD w 5% roztworze glukozy

Czas [min] PilPy, c [%] Parametry kinetyczne
Chronione przed Swiatlem
0 2,6313784 100 » .
82 2,4638680 93,63 éa + Aa) [min“] ;1(17’;-01 ;50,12)-10
166 84,29 a ’ ]
2,2178524 S, 1.61-10°
245 1,9017550 227 |+ AK)[sY  (2,33+0,20)-10°
324 1,7704339 6728 |y -0,9965
402 1,5079458 57,30 |n 8
482 1,3809247 52,48
560 1,2402894 47,13
Niechronione przed Swiatlem
0 2,7594473 100 » .
70 25181015 91,26 g" +Aa) [min“] 8(;5641 ;—;_50’02)'10
a ’ :
163 1,9922864 72,20 S, 2.60-10°
243 1,8525074 6713 | w+AK[sY]  (274+034)10°
309 1,7489462 63,38 |r -0,9925
376 1,5530850 56,28 n 8
442 1,3306962 48,22
520 1,1371399 41,21

¢ = (Pi/Pw)d(PilPy)o-100

100

c[%]

10

o chronione przed
Swiattem

& niechronione
przed swiattem

\\2\%.%\\“\
%‘\e
100 200 300 400 500

t [min]

600

Rycina 45. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) MMD w 5% roztworze glukozy
(cmmp = 0,5 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej, chronionych
i niechronionych przed $wiattem.

Cze$¢ doswiadczalna
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Wyniki badan trwalosci MMD w roztworach do podania parenteralnego przechowywa-
nych w strzykawkach z polipropylenu (PP) w temperaturze pokojowej

e Woda do iniekcji

Tabela54.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w wodzie do iniekcji (Cmmp = 0,5 mg/ml),
w strzykawkach z PP, w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/Py c [%] Parametry kinetyczne
Chronione przed Swiatlem
0 2,8388941 100
41 2,6934713 94,88 (a + Aa) [min_l] -(1,81 + 0,16)10_3
S 6,62-10°

84 2,522 88,85 : ’

,5 3655 ’ Sb 1’12‘10-3
163 2,1644412 76,24 r -0,9960
203 2,0175331 71,07 n 8
242 1,8667625 65,76
281 1,7231561 60,70

Niechronione przed swiatlem
0 2,7130187 100

43 2,6776367 98,70 (a + Aa) [min_l] -(1,64 + 0,29)10_3
86 2,4981088 02,08 | 1,19-107

’ ’ S 2,06-107
166 2,1680980 79,92 r -0,9845
207 2,1079973 77,70 n 8
247 1,8445067 67,99
285 1,7272724 63,68

C = (Pi/Pw)/(Pi/Py)o-100

100 & e o
e

o chronione przed
Swiattem

c[%]

® niechronione
przed swiattem

10

0 50 100 150 200 250 300

t [min]

Rycina 46. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) MMD w wodzie do iniekcji
(cmmp = 0,5 mg/ml), w strzykawkach z PP, w temperaturze pokojowej, chronionych
i niechronionych przed $wiattem.
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e (,9% Roztwor chlorku sodu

Tabela 55.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,5 mg/ml), w strzykawkach z PP, w temperaturze pokojowej

Czas [min] PilPy c [%] Parametry kinetyczne
Chronione przed §wiatlem
0 2,9599596 100
79 2,6001761 g74 |(@xda)[min’] -(169:+0.11)10°
S 4,56-10°
1 2,317 78,31 ’
59 ;3179035 8,3 S, 1.49-10°
316 1,7352278 58,62 r -0,9978
397 1,5717025 53,10 n 8
462 1,3739173 46,42
540 1,1782649 39,81
Niechronione przed Swiatlem
0 2,9205297 100
80 2,5538340 87,44 (a + Aa) [mln_l] '(1,75 + 0,20)10_3
159 2,2005424 7535 | 815107
’ ’ S 2,66-107
318 1,6950430 57,87 r -0,9935
397 1,5706492 53,78 n 8
462 1,2498808 42,80
540 1,1250500 38,52

¢ = (Pi/Pw)d(PilPy)o-100

100

7

\ o chronione przed
=8

Swiattem

c[%]

& niechronione
przed Swiattem

10
0 100 200 300 400 500 600

t [min]

Rycina47.  Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,5 mg/ml), w strzykawkach z PP, w temperaturze pokojowej, chronionych
i niechronionych przed $wiattem.
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e 5% Roztwor glukozy

Tabela 56. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 5% roztworze glukozy
(cmmp = 0,5 mg/ml), w strzykawkach z PP, w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/Py c [%] Parametry kinetyczne

Chronione przed Swiatlem

0 3,0385476 100
80 2,6946332 8g.68 | (@+Aa)[min"] (154 0,09)-107
S 3,83-10°
158 2 1417 77,87 é ’
906 ’ Sh 1,25:10°
317 1,8935049 62,32 r -0,0882
396 1,7097455 56,27 n 8
461 1,5025673 49,45
539 1,2907727 42,48
Niechronione przed swiatlem
0 3,0022304 100
79 2,6357908 87,80 (a + Aa) [min_l] -(1,57 + 0,01)10_3
S 4,87-10°
158 2,362804 78,70 é ’
,36 80 8 1 Sb 1,58'10-2
316 1,8909055 62,98 r -0,9971
395 1,6720170 55,69 n 8
460 1,4795361 49,28
540 1,2494977 41,62

¢ = (PIPW)/(PiIPu)o100

100

\ O chronione przed

e Swiattem

c[%]

@ niechronione przed
Swiattem

10

0 100 200 300 400 500 600

t [min]

Rycina48. Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) MMD w 5% roztworze glukozy
(cmmp = 0,5 mg/ml), w strzykawkach z PP, w temperaturze pokojowej, chronionych
i niechronionych przed $wiattem.
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Parametry Kinetyczne reakcji rozkladu MMD (Cymp = 0,2 mg/ml, 0,3 mg/ml, 0,5 mg/ml,
1,5 mg/ml) w 0,9% roztworze chlorku sodu, w temperaturze pokojowej

e Roztwor o stezeniu 0,2 mg/ml

Tabela57.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,2 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/P, c [%] Parametry kinetyczne

Chronione przed Swiatlem

0 1,1780956 100
(a+Aa) [min] -(1,31+0,22)-10°

42 1,0797839 0166 | §7.10°

80 1,0478442 8894 |s, 1.59-10°

117 0,9891114 8396 |(ktAK[s']  (220+0,37)10°
r -0,9892

181 0,8872916 7532 | A

245 0,8087905 68,65

344 07578314 64,32

Niechronione przed Swiatlem

0 1,3763858 100 . ,
(a+Aa) [min]  -(1,38 + 0,08)-10
43 1,2985635 94,35 S, 3.27-10°
86 1,2350089 89,73 |s, 6,03-10°°
124 1,1782670 8561 |(k=AK)[s']  (2,30+0,14)10°
r -0,9986
183 1,0853548 78,86 n 7
250 0,9907544 71,98
342 0,8541925 62,06
¢ = (Pi/Pw)d(PilPy)o-100
100 B
———
‘\&\\e
o chronione przed
- Swiattem
X
& niechronione
przed $wiattem
10
0 100 200 300 400

t [min]

Rycina49.  Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,2 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej, chronionych
i niechronionych przed $wiattem.
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e Roztwor o stezeniu 0,3 mg/ml

Tabela 58.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,3 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej

Czas [min] PilPy, c [%] Parametry kinetyczne
Chronione przed Swiatlem
0 1,7309315 100
65 15715940 90,77 |(@+Aa)[min”] -(1,49+0,11)-10°
S 4,29-10°
1 1,4662 4,71 ’
08 ,4662089 84, S, 1.11-10°
226 1,2107445 69,95 r -0,9975
305 1,0580005 61,12 n 8
381 0,9998332 57,76
459 0,8743187 50,51
Niechronione przed Swiatlem
0 1,8783839 100
S 5,96-10°
11 1,4977071 79,7 ’
0 49770 2,73 Sp 1,48-10°
209 1,3241288 70,49 r -0,9959
287 1,1354261 60,45 n 8
364 1,0473627 55,76
441 0,8887107 47,31

C = (Pi/Pw)/(Pi/Py)o-100

100

—° o chronione przed
- Swiattem
&
o
m niechronione
przed Swiattem
10
0 100 200 300 400 500

t [min]

Rycina50.  Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,3 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej, chronionych
i niechronionych przed $wiattem.
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e Roztwoér o stgzeniu 0,5 mg/ml

Tabela59. Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,5 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej

Czas [min] Pi/P, c [%] Parametry kinetyczne
Chronione przed Swiatlem
0 2,9780428 100

39 2,6586735 8928 |(a+Aa)[min”] (1,70 +0,53)-107
S, 2,06-10™

78 2,3884694 80,20 2
Sy 3,75-10

127 2,1053951 70,70 (k + Ak) [S—l] (2,83 + 0,88)10_5

187 2,2505040 7557 |y -0,9649

244 1,8797934 63,12 n 7

336 1,5972001 53,63

Niechronione przed Swiatlem
0 3,1133635 100

39 27125158 87,12 (a + Aa) [min_l] -(2,27 + 0,25)10_3
S 9,75-10°

78 2,5541 82,04 ’

,55 083 1 Sb 1’71 ‘10-2

175 2,1266309 68,30 r -0,9954

240 1,7512998 56,25 n 7

326 1,4499000 46,57

¢ = (Pi/Pw)d(Pi/Py)o - 100

100
N
%\o _
~a o chronione przed
_ Swiattem
IS
o
& niechronione
przed $wiattem
10
0 100 200 300 400
t [min]

Rycina51.  Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 0,5 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej, chronionych
i niechronionych przed $wiattem.
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e Roztwor o stezeniu 1,5 mg/ml

Tabela 60.  Parametry kinetyczne reakcji rozktadu MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 1,5 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej

Czas [min] PilPy, c [%] Parametry kinetyczne
Chronione przed Swiatlem
0 7,9369733 100 - .
42 7,3387644 92,46 (Sa + Aa) [min”] 5(10654l 5_50,13)-10
a s :
84 6,9084873 87,04 s, 9.57-10°
137 6,4869414 8173 |(k+AK)[sY (2,56 0,22)-10°
205 5,9241670 74,64 r -0,9973
258 5,3234470 67,07 |n 7
338 4,6439090 58,51
Niechronione przed Swiatlem
0 7,5766870 100 . .
45 6,8741431 90,73 éa = Aa) [min”] 8(1255:; ;50,21)-10
88 84,22 @ ’ )
6,3811501 S, 1,54-10°
. 5,9456067 847 |k£AK)[sY (2554 0,35)10°
196 5,6996971 75,23 r -0,9928
254 4,9204835 6494 |n 7
338 4,4671218 58,96
¢ = (Pi/Py)d/(Pi/Py)o-100
100
e g
\\.
o chronione przed
_ Swiattem
IS
& niechronione
przed Swiattem
10
0 100 200 300 400
t [min]

Rycina52.  Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) MMD w 0,9% roztworze chlorku sodu
(cmmp = 1,5 mg/ml), w pojemnikach z PE, w temperaturze pokojowej, chronionych
i niechronionych przed $wiattem.
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Ocena zawartosci MMD po rozpuszczeniu w wybranych roztworach do podania
parenteralnego (cmmp = 0,5 mg/ml), w temperaturze 2-8°C

Tabela 61. Zmiany stezenia MMD w wybranych roztworach do podania parenteralnego, w tempe-

raturze 2-8°C, po 0, 6 h i 24 h przechowywania

Cmwmps %0
Rozpuszczalnik

Oh 6 h 24 h
Woda do iniekcji 100 84,11 62,57
0,9% Roztwor chlorku sodu 100 81,98 66,23
5% Roztwor glukozy 100 92,88 73,62
10% Roztwor glukozy 100 95,13 80,08
20% Roztwor glukozy 100 97,83 81,78
Roztwor Ringera 100 79,95 64,09
Mleczan Ringera 100 70,08 36,51
Roztwor glukozy z 0,9% roztworem chlorku sodu (1:1) 100 89,18 72,80
Roztwor glukozy z 0,9% roztworem chlorku sodu (2:1) 100 85,82 60,67
Jonosteril 100 38,70 31,16
Ptyn fizjologiczny wieloelektrolitowy izotoniczny 100 75,36 4491
Plyn pediatryczny wyréwnawczy 100 28,32 6,99

Ocena zawartosci MMD po rozpuszczeniu w wybranych roztworach do podania

parenteralnego (cmmp = 0,5 mg/ml), w temperaturze -16°C

Tabela 62.  Zmiany stezenia MMD w wybranych roztworach do podania parenteralnego, w tempe-

raturze -16°C po 0 i 30 dniach przechowywania

Rozpuszczalnik Cuamo, % -
0 30 dni
Woda do iniekcji 100 75,12
0,9% Roztwor chlorku sodu 100 75,35
5% Roztwor glukozy 100 75,92
10% Roztwor glukozy 100 100
20% Roztwor glukozy 100 90,17
Roztwor Ringera 100 82,09
Mleczan Ringera 100 64,81
Roztwor glukozy z 0,9% roztworem chlorku sodu (1:1) 100 85,00
Roztwor glukozy z 0,9% roztworem chlorku sodu (2:1) 100 89,34
Jonosteril 100 81,51
Ptyn fizjologiczny wieloelektrolitowy izotoniczny 100 43,06
Ptyn pediatryczny wyréwnawczy 100 52,51
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4.9. Ocena trwalosci MMD w fazie stalej

Do oceny trwatosci MMD w fazie stalej zastosowano metode HPLC opisang w rozdziale 4.6.

Badania trwato$ci w fazie stalej obejmowaty wyznaczenie obserwowanych statych szybkosci
reakcji rozktadu MMD:
e w temperaturze 373 K, przy wilgotnosci wzglednej powietrza 0%
e w atmosferze powietrza o wilgotnosci wzglednej ~76,4% w temperaturze 323 K,
333 K, 343K i 353K
e w temperaturze 353K, przy wilgotnosci wzglednej powietrza 60,5%, 66,5%, 76,4%
i 90,0%

Sposob przeprowadzenia badan

Do fiolek szklanych o pojemnosci 5 ml, odwazono doktadnie 5,0 mg badanej substancji. W
zalezno$ci od przeznaczenia prob postepowano jak podano pOnize;j.
e Proby przeznaczone do badania trwato$ci w atmosferze suchego powietrza, wstawio-
no do tazni piaskowej, ktora znajdowata si¢ 24 godziny w komorze cieplnej o tempe-
raturze 373 K
e Proby przeznaczone do badania wplywu temperatury w atmosferze powietrza o wil-
gotnosci wzglednej ~76,4%, wstawiono do eksykatorow zawierajgcych nasycone roz-
twory chlorku sodu. Tak przygotowane eksykatory umieszczone byty 24 h przed wsta-
wieniem prob w komorach cieplnych o temperaturze 323 K, 333 K, 343 K i 353 K

e Proby przeznaczone do badania wplywu wilgotnosci wzglednej powietrza wstawiono
do eksykatorow zawierajacych nasycone roztwory soli nieorganicznych, ktore utrzy-
mywaty nastepujaca wilgotnos¢ wzgledna: ~60,5% (nasycony roztwor jodku potasu),
~66,5% (nasycony roztwor azotanu sodu), ~76,4% (nasycony roztwor chlorku sodu)
i ~90,0% (nasycony roztwor Siarczanu cynku). Tak przygotowane eksykatory umiesz-

czono przed wstawieniem prob w komorze cieplnej o temperaturze 353 K

W okreslonych odstepach czasu proby wyjmowano, ochtadzano do temperatury pokojo-
wej i rozpuszczano w mieszaninie acetonitryl : woda (1:1).
Tak przygotowane roztwory przenoszono do kolb miarowych o pojemnosci 10 ml, uzu-

petniano do 10,0 ml mieszaning acetonitryl : woda (1:1) i mieszano. Pobierano 1,0 ml roztwo-
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ru badanego, dodawano 1,0 ml wzorca wewnetrznego i mieszano. Na kolumng¢ chromatogra-

ficzng wprowadzano 25 ul przygotowanego roztworu.

Kinetyczny mechanizm rozkladu MMD w fazie stalej

W podwyzszonej temperaturze, przy wilgotnosci wzglednej powietrza 0%, rozktad MMD
zachodzit zgodnie z kinetykg reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu. Prostoli-
niowy potlogarytmiczny wykres ¢ = f(t) (Rycina 53) postuzyt do wyznaczenia obserwowanej

statej szybkos$ci rozktadu oraz parametrow kinetycznych reakcji rozktadu.

Rozktad MMD w podwyzszonej temperaturze i wilgotno$ci wzglednej powietrza zachodzi
zgodnie z modelem reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu
(Rycina 54, 56), ktory jest opisany podanym ponizej rOwnaniem:

In ci/(Co— Cr) = Kops - t+C

gdzie :

c/(Co—C) = Py/(Po—Py)

Co— stezenie substratu w czasie t,

C¢— stezenie substratu w czasie t

(co — ¢y) — charakteryzuje stezenie produktu w czasie t

C — stala zwigzana z okresem indukcji

Okres pottrwania 1 czas rozkladu 10% zwiazku obliczono korzystajac z nastgpujacych

wzorow: tos = b/K; to1 = (b — 2,197)/k.

Celem wyznaczenia obserwowanych statych szybkosci reakcji rozktadu MMD w warun-
kach podwyzszonej wilgotno$ci wzglgdnej powietrza oraz parametrow kinetycznych reakcji,
wykonano wykresy zalezno$ci ci/(Co — ¢;) = f(t) (Rycina 55, 57), ktore sa prostoliniowe,
a ich nachylenie jest rowne obserwowanej statej szybkosSci reakcji ze znakiem ujemnym -a =

kobs-
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Wyniki rozkladu MMD w fazie stalej w temperaturze 373K, przy wilgotnosci wzglednej
powietrza 0%

W tabeli 63 przedstawiono zmiany st¢zenia MMD poddanej rozktadowi w temperaturze

373 K, RH = 0% oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu.

Tabela 63.  Zmiany stezenia MMD w temperaturze 373 K, RH = 0%

Czas [h] P 2 c[%] Parametry kinetyczne
0 1,2136 100 . ;
(a+Aa) [n] (1,64 +0,14) - 10°
72 0,9985 82,3 s, 5.08 - 10°
122 0,9683 79,8 b+ Ab 4,59 + 0,06
168 0,9106 75,0 (81? - ?2‘33 | 1(())'239) .
+ AK) [ ,55+0,39) - 10°
240 0,8392 69,1 . 10,9954
287,5 0,8118 66,9 S, 4,45 - 107
408 0,6302 519 |los 423h
to1 64 h 21 min
623 0,4192 34,5 N 9
793 0,3251 26,8

C = (Pi/Pw)d(Pi/Py)o - 100

100
e
\.\‘\\.\.
\.\
— \
o_\°. \
%) \.
10
0 100 200 300 400 500 600 700 800
t [min]

Rycina 53.  Poétlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD, w temperaturze
373 K, RH = 0%.

Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) jest prostoliniowy (Rycina 53), a jego
nachylenie jest rowne obserwowanej statej szybkosci reakcji ze znakiem ujemnym
— Kobs, € = (Pi/Pw)t/(Po/Pw)o - 100.

Okres pottrwania 1 czas rozktadu 10% zwigzku obliczono korzystajac z nastgpujacych

WZOrow: t0'5 = O,693/k, tO,l = 0,1054/k
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Parametry kinetyczne reakcji rozkladu MMD w temperaturze 323 K, 333 K, 343 K

1353 K, RH ~76,4%

Zmiany stezenia MMD oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu przy RH ~76,4% przed-

stawiono w tabeli 64 oraz na rycinach 54-55.

Tabela 64. Zmiany stezenia MMD w temperaturze 323 K, 333 K, 343 K i 353 K, RH ~76,4%
T [K] Czas [h] | PPy | c[%] ¢/ (Co-Cy) Parametry Kinetyczne
0 [1,3991] 100 - (a+Aa) [h7] -(3,72+0,81) - 107
45 |1,1027| 78,8 37170 | > 292107
’ ' ’ ' b+ Ab 1,61+ 0,33
185 |0,9871| 70,6 2,4014 S, 1,18 - 10*
323K 29 (09440 675 | 20769 |(k=AK)[s7] (1,03+0,23) - 10°
r -0,9879
42 |0,7555| 53,9 1,1692 s, 147 - 102
48 |0,6372| 455 0,8349 |los 43 h 17 min
to1 15 h 47 min
68 |0,3646| 26 03514 | 6
1,3991| 100 - (a+Aa) [] +(8,53+0,89) - 10”
S 3,49 - 10
9,000 a ’
1,2592] 90 b+ Ab 2,78+0,35
24 (0,8814| 63 1,7027  |s, 1,36 - 107
333K 30 |07513| 537 | 11,0598 |(k=AK)[s7] (2,37+0,25) - 10°
r -0,9958
36 |0,5848| 41,8 0,7182 s, 138 - 10
48 |0,3218| 23 0,2987 |tos 32 h 39 min
to1 6 h 53 min
51 |0,2518| 18 02195 | 7
53 |0,2099| 15 0,1765
0 4,2285| 100 - ., .,
16,5439 (a iAa) [h ] -(3,63 + 0,81) - 10
3 3,9864| 94,3 S, 112 - 107
a43K 4 13,9182| 92,7 | 126986 |y Ap 3,89 + 0,27
6 |3,5625| 84,2 53291 |Sp . 1,16 - 10" )
(k+ AK) [s7] (1,01 +0,07) - 10°
8 3,0259| 71,6 25211 | 20,9967
10 |2,5263| 59,7 14814 s, 142-10"
11,25 |1,6089| 38,1 06142 |los 10 h 43 min
to1 4 h 40 min
12,5 |1,4207| 33,6 05060 | 9
14  |1,0881| 25,7 0,3459
16  |0,5727| 135 0,1561
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0 |46669] 100 - (a+Aa) [n™] -1,14+0,31
S 1,22 -10*
22848 2 ;
3,2461) 69,6 b= Ab 2324 0,70
253 1,5 [3,0416| 652 18715 |, 3,23 - 10™
3K 2 25499 546 12046 | (k= AK)[s"] (8,36 2i 0,87) - 10
r -0,9725
25 [21451| 459 08506 |g 393 10"
3 1,4919| 31,9 04699 | tos 2h 2 min
35 |05942| 12,7 0,1459 |lo1 ;m'“
n
4  103529| 7.8 0,0843

c= (Pi/PW)t/(Pi/PW)o - 100

100,0
A
w\

< [m) \\ \\ A 323K
°© \ 333K
\ 0343 K
© 353K

10,0

0 10 20 30 40 50 60 70

t [min]

Rycina 54.  Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD, w temperatu-
rze 323 K, 333 K, 343 K, 353 K, RH ~76,4%.

100

® 333K

~A_
BRSSS A o3a3k

© 353K

c/(cocy)

o %,
AT -
e

0,1

0,01

0 10 20 30 40 50 60 70
t [min]

Rycina 55.  Pollogarytmiczny wykres zaleznosci c/(Co-Cy) = f(t) reakcji rozktadu MMD, w tempera-
turze 323 K, 333 K, 343 K, 353 K, RH ~76,4%.

110 Anna Krause
,, Trwatos¢ N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyny w roztworach wodnych”



Parametry kinetyczne reakcji rozkladu MMD przy RH ~60,5%, ~66,5%, ~76,4%,
~90,0% w temperaturze 353 K

Zmiany stezenia MMD oraz parametry kinetyczne reakcji rozktadu w temperaturze 353 K,

przedstawiono w tabeli 65 oraz na rycinach 56-57.

Tabela 65.  Zmiany stezenia MMD, w temperaturze 353 K, RH ~60,5% — ~90,0%
RH [%] | Czas [h] | Pi/Pw | c[%] c/(Co-Cy) Parametry kinetyczne
0 1,2136 | 100 - ) )
2 11111 | 91,6 10,9048 | (a=+Aa)[h7] <(1,61+0,12) - 10°
20341 S 474 - 107
425 |10698] 881 ! b Ab 2,67 +0,12
60,5 65 |0,9879| 81,4 43763 |S, 578 - 102
9 |o0960L| 791 37847 | (k= AK) [s7] (4,47£0,32) - 10°
r -0,9974
12 |08105| 66,8 2010 | 794 107
145 |0,7160 | 58,9 14331 |tos 16 h 36 min
17 | 05874 | 484 0,9380 ::“ 52; 56 min
20 | 04454 | 367 0,5791
0 1,2136 | 100 -
15 |L1450] 944 | 877 (axAa) [h"] (2,58 +0,22) - 10
3 1,1179 | 92,1 11,6582 n 103 )
Sa 9,53 - 10
66,5 45 |1,019 | 840 52500 |p Ab 3,04+0,21
6 09373 | 772 33860 |S 9,83 - 107
-1 -5
75 09073 | 74,8 2,9683 (k+ AK) [s7] (7,15+0,59) - 10
Tores " -0,9939
9 0,8062 | 66,4 : s, 1,55 - 10™
105 |0,7470 | 616 1,6042  |[tgs 11 h 49 min
11,75 |0,6429 | 52,9 11231 |fos ilh 17 min
13 | 05158 | 425 07395 |
15 | 0,3714 | 306 0,4420
18 |0,2051 | 16,9 0,2043
4,6669 | 100 - (a+Aa) [h™] -1,14+0,31
32461 | 696 | 22848 |5 122 10"
18715 b+ Ab 2,32+0,70
1,5 3,0416 65,2 ! Sb 3,28 . 10-1
76,4 2 2,5499 | 54,6 1,2046 | (k + AK) [sY] (3,16 +0,87) - 10™
2,5 2,1451 | 459 0,8506  |r -0,9725
1l
3 | 14919 | 319 | 04699 | 3,23 - 10
tos 2h2min
35 |05942 | 127 01459  [¢ 7 min
4 03529 | 7.8 00843 |n 7
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0 1,3991 | 100 - (axAa) [h] (3,82 + 0,88)3‘ 107
025 |1,1130| 796 3,9020 Sa 2,75 10
b+ Ab 2,05 + 0,66
075 [09172| 656 1,9070 s, 207 - 10
90,0 1 |o05504| 393 | 06474 (k = AK) [s7] (6,37 + 1,46) - 10™
15 |02769 | 19,8 0,2469 r 09923
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Rycina56.  Potlogarytmiczny wykres zaleznosci ¢, % = f(t) reakcji rozktadu MMD, w temperaturze
353 K'i RH ~60,5% — ~90,0%.
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Rycina 57.  Pollogarytmiczny wykres zaleznosci ¢/(Co-C;) = f(t) reakcji rozktadu, w temperaturze
353 Ki RH ~60,5% — ~90,0%.
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4.10. Ocena fototrwalosci MMD w roztworach wodnych

Oceng fototrwatosci MMD przeprowadzono zgodnie z wymaganiami podanymi w Przewod-
niku ICH QIB. Przeprowadzone badanie pozwala zaklasyfikowa¢ zwigzek do grupy zwiaz-
kow fotolabilnych lub fotostabilnych, w zaleznosci od otrzymanych wynikow.
Badanie przeprowadzono w komorze do naswietlen, w ktdrej zastosowano zrodto promienio-
wania o zakresie 320-800 nm oraz uzyto aktynometru chemicznego — 2% wodnego roztworu
chlorowodorku chininy.

Stopien rozkltadu badanej substancji okreslano metoda spektrofotometryczng, mierzac roz-
nic¢ absorbancji przy A = 480 nm. Dla aktynometru chemicznego umieszczonego obok proby
badanej i naswietlanego réwnolegle, dlugos¢ fali, przy ktoérej mierzono réznicg absorbancji

wynosita 400 nm.

Wyniki naswietlania aktynometru chemicznego

Przygotowanie 2% wodnego roztworu chininy (aktynometr chemiczny)
Do kolby miarowej o pojemnosci 50 ml, odwazono 0,510 g dwuwodnego monochlorowodor-

ku chininy, uzupetniono wodg do 50,0 ml, ogrzewajac w temperaturze 30°C.

W okreslonych punktach czasowych wykre§lano widmo UV 1 mierzono absorbancj¢ przy

dhugosci fali A = 400 nm. Zmiany widma roztworu chininy przedstawiono na rycinie 58.

2.4 .
IA
1,9
1,4
A
0.9 -
0.4 1
01350 350 400 450 500 550 600

Rycina 58. Zmiany widma absorpcji podczas naswietlania aktynometru chemicznego.
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Zmiany absorbancji roztworu chlorowodorku chininy mierzone przy diugosci fali A =400 nm

przedstawiono w tabeli 66.

Tabela 66.  Zmiany absorbancji roztworu chlorowodorku chininy przy 400 nm podczas naswietlania

Absorbancja przed ) C?as i Absorb;mp Ja po czasie Roznica absorbancji
naswietlaniem naswietlania naswietlania t
. AA = A-Ay
Ao t [min] A
0,0894 35 0,1234 0,034
65 0,1380 0,0486
95 0,1556 0,0662
130 0,1739 0,0845
160 0,2091 0,1197
190 0,2283 0,1389
220 0,2332 0,1438

Wyniki naswietlania roztworé6w MMD

Przygotowanie roztworu MMD

Przygotowano roztwor MMD o stezeniu 2,5 - 10 mg/ml.
W okreslonych punktach czasowych wykreslano widmo UV 1 mierzono absorbancj¢ przy

dhugosci fali A =480 nm. Zmiany widma roztworu badanej pochodnej przedstawiono na ry-

cinie 59.

25

— t=0mm
—t=10min

t=20min

o

=30 min
—t=50min
—t=65min
—t=75min
— =25 min
t=110min
t=165 min

05

0

200 300 400 % 500 600 Fao 200

Rycina 59. Zmiany widma absorpcji podczas naswietlania wodnego roztworu MMD.
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Zmiany absorbancji roztworu MMD, mierzone przy dlugosci fali A = 480 nm przedstawiono
w tabeli 67.

Tabela 67.  Zmiany absorbancji roztworu MMD przy 480 nm podczas naswietlania

Absorbancja przed ) C.Zas ) Absorb;mp Ja po czasie Roznica absorbancji
naswietlaniem naswietlania naswietlania t
. AA = A-Ay
A, t [min] A
0,3889 10 0,3579 0,0310
30 0,3066 0,0823
50 0,2580 0,1309
75 0,2092 0,1797
95 0,1809 0,2080
135 0,1384 0,2505
165 0,1163 0,2726

W badaniach trwato§ci MMD w roztworach wodnych wykorzystano roztwory o stgzeniu
25,0 pg/ml. Naswietlanie przeprowadzono przy uzyciu wysokocisnieniowej lampy UV z pal-
nikiem rteciowym HBO-50, emitujacej promieniowanie w zakresie od 300 do 800 nm. Do
uzyskania odpowiednich warunkéw naswietlania uzyto filtrow Pyrex o maksymalnej prze-
puszczalnosci swiatta przy dhugosci fali Amaks = 365 NM 0raz Amaks = 510 nm. Do badania wy-
korzystano kwarcowe kuwety z teflonowym korkiem o poj. 2,5 ml i dtugosci drogi optyczne;j
1 = 10 mm. Maksimum absorpcji promieniowania przy 365 i1 510 nm uzyskano stosujac filtr
Wood’a. Nate¢zenia promieniowania padajacego na badany uktad zmierzono przy pomocy
Radiometru typu VLX-3W firmy Vilber Lourmat i wynosito ono 86,0 — 89,0 mW/cm?®. W
czasie 1 minuty rejestrowano energie 5,10 — 5,30 J/cm?.

Analizie poddano zmiany absorbancji mierzonej przy dtugosci fali A = 480 nm oraz zmia-

ny widma absorpcyjnego w zaleznos$ci od czasu ekspozycji na promieniowanie.
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Rycina 60. Zmiany widma absorpcyjnego MMD w roztworze wodnym w czasie ekspozycji
na promieniowanie:

A) oA =2365nm
B) o A=510 nm.
100

\
RESEE

c [%]
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Rycina 61.  Potlogarytmiczne wykresy c, % = f(t) reakcji rozktadu MMD pod wpltywem promienio-
wania

A filtr A =510 nm e filtr A =365 nm

116 Anna Krause
,, Trwatos¢ N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyny w roztworach wodnych”



Tabela 68.  Parametry kinetyczne i wydajnos¢ kwantowa fotodegradacji MMD

Filtr A =365 nm A =510 nm

Parametry kinetyczne

k[sY] (1,57 +0,04) - 10* (8,83 +0,29) - 10*
a[min?] (-2,50 +0,09) - 10°° (-5,03+0,17) - 10°
S, 4251075 8,13 - 10™
r -0,9984 -0,9982
n 15 17

Wydajnos¢ kwantowa

I [J-em?-sY 0,0872 0,0872
E [J] 544 - 10" 3,89 10"
lo [kwantow-s™] 4,01-10Y 5,67 - 10Y

Wydajnos¢ kwantowa definiuje si¢ jako stosunek liczby czasteczek ulegajacych fotodegrada-
cji do liczby fotondéw absorbowanych przez dang objetos¢ w okreslonym przedziale czaso-
wym. Do jej wyznaczenia konieczne sg nastgpujace parametry:
e | — nat¢zenie promieniowania zmierzone przy pomocy radiometru zaopatrzonego w
sensor 365 nm i 510 nm. Wyznaczona warto$¢ wynosila 5,2340 J-cm™ ‘min™ = 0,0872
Jrem™ s
e E — energia pojedynczego kwantu promieniowania dla dlugosci fali A = 365 nm
i A=510 nm.

E-h.2
2

h — stata Plancka 6,626 - 103*J - s,
¢ — predkos¢ $wiatta ¢ =2,992 - 108m - s'l,
A — dtugosé¢ fali [m]

dla 2 =365nm 1J = 1,838 - 10" kwantéw, energii 0,0872 J odpowiada 1,604 - 10*
kwantow

dla k=510 nm 1 J =2,57 - 10"® kwantéw, energii 0,0872 J odpowiada 2,241 - 10"’
kwantow

e |p—ilo$¢ kwantéw padajaca na kuwete o powierzchni P = 2,5 cm?

dla A = 365 nm wydajnos¢ kwantowa promieniowania  wyniosta
4,011 - 10" kwantow-s™
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da A = 510 nm wydajnos¢ kwantowa promieniowania  wyniosta
5,672 - 10" kwantow-s™

Na podstawie wartosci I obliczono ilo$¢ kwantow absorbowanych przez probke korzy-
stajac z wzoru:
lags = lo (1 — 10

liczba kwantow promieniowania emitowanego przez lampe

I abs
A

absorbancja

Wydajnos¢ kwantowg fotodegradacji dla danego procentu konwersji MMD obliczono korzy-

stajac z zaleznoSci:

@ZAC : NA/Iabs -t
Ac - N = zmiana liczby czgsteczek w czasie nas§wietlania
lsps = liczba kwantow promieniowania absorbowanego przez probke

t= czas|[s]

Do obliczen warto$ci wydajnosci kwantowych MMD wykorzystano program udostepnio-

ny przez Zaktad Fotochemii Wydziatu Chemii UAM. Wartos$ci pozornych wydajnosci kwan-

towych dla poszczegdlnych czaséw naswietlania ekstrapolowano do poczatkowego stezenia

roztworu MMD, otrzymujac wartosci rzeczywistych wydajnosci kwantowych.

> m

L

Molowe wspotczynniki absorpcji MMD wyznaczono z wzoru:

e=Alc-L
molowy wspotczynnik absorpeji [1 - mol™ -cm™]

absorbancja

= stezenie badanego roztworu [mol/1]

= dlugos¢ drogi optycznej (1 cm)

Obliczone $rednie wartosci molowych wspotczynnikow absorpcji MMD przedstawiono w
tabeli 69.
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Tabela69.  Srednie wartosci molowych wspétczynnikéw absorpcji MMD.

Promieniowanie wzbudzajace

Molowe wspotczynniki absorpcji

[l mol™ -cm™]

€365 3,38 - 10°
3

€510 9,39 - 10
Z

£430 1,06- 10

Obliczone wydajnosci kwantowe dla procesu konwersji MMD dla odpowiednich dlugosci

fali zostaty przedstawione w tabeli 701 71.

Tabela 70.  Wydajno$¢ kwantowa dla procentu konwersji MMD (filtr A = 365 nm)

. Wydajnosé B
Lp. t [min] A % konwersji
kwantowa @
A =365 nm

1 0,6516 0

2 0,6362 536-10° 2,36
3 15 0,6146 4,30-10° 5,68
4 25 0,5853 4,61-10° 10,17
5 35 0,5625 4,43-10° 13,67
6 45 0,5371 442-10° 17,57
7 60 0,5013 436-10° 23,07
8 70 0,4901 4,01-10° 24,79
9 85 0,4599 3,92-10° 29,42
10 95 0,4428 3,82-10° 32,04
11 110 0,4148 3,74-10° 36,34
12 125 0,3996 3,51-10° 38,67
13 140 0,3840 3,32-10° 41,07
14 155 0,3708 3,15-10° 43,09
15 170 0,3557 3,03-10° 45,41
16 185 0,3443 2,89 - 10° 47,16
17 215 0,3357 2,56 107 48,48
18 245 0,3101 2,42-10° 52,41
19 305 0,2796 2,02-10° 55,17
20 335 0,2597 1,93-10° 57,09
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Tabela 71.  Wydajno$¢ kwantowa dla procentu konwersji MMD (filtr A = 510 nm)

. Wydajnosc B
Lp. t [min] A % konwersji
kwantowa ®
A=510nm

1 0 0,4428 0 0

2 0,4157 2,13-10™ 6,12
3 2 0,4041 1,52-10* 8,74
4 35 0,3818 1,37 -10* 13,78
5 5 0,3471 1,50 -10™ 21,61
6 6 0,3342 1,42-10* 24,53
7 75 0,3050 1,44 - 10™ 31,12
8 9 0,2878 1,35-10™ 35,00
9 10,5 0,2646 1,33-10" 40,24
10 12,5 0,2375 1,29 -10* 46,36
11 15 0,2048 1,24 -10™ 53,75
12 17 0,1744 1,14-10* 60,61
13 19 0,1672 1,14-10* 62,24
14 21 0,1437 1,12-10* 67,55
15 24 0,1218 1,05-10™ 72,49
16 27 0,1044 9,85-10° 76,42
17 30 0,0982 9,03 -10° 77,82
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5. OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW

Pierwszym antybiotykiem antracyklinowym, odkrytym w
latach 50-tych XX wieku, byta daunorubicyna. Wykazy-
wala ona duzg skuteczno$¢ kliniczna, jednakze juz w HAl

1967 roku zanotowano pierwsze doniesienia o jej dziata-

niach niepozadanych, zwlaszcza groznej dla zycia kar-

go NH,

diotoksycznosci.
Rozpoczgto zatem badania zmierzajace do otrzymania nowych pochodnych daunorubicyny,
o podobnej skutecznosci terapeutycznej, a jednocze$nie zmniejszonej kardiotoksycznosci.

Okazalo si¢, ze niewielkie zmiany w strukturze zwigzku moga znaczaco wptynaé na spek-
trum dziatania przeciwnowotworowego. W ten sposob otrzymano doksorubicyng
1 kolejne antybiotyki antracyklinowe. Obecnie znanych jest okoto 2000 analogdéw antracyklin,
z ktorych 600 jest poddawanych intensywnym badaniom w celu wprowadzenia ich do terapii
NOWOtWOrow.

Duza czasteczka antracyklin stwarza mozliwosci modyfikacji, ktore polegaja zar6wno na
modyfikacji obecnych podstawnikéw lub wprowadzaniu nowych, jak rowniez otrzymywaniu
stereoizomerow, np. doksorubicyna i epidoksorubicyna. Modyfikacje badZz wprowadzanie
nowych podstawnikow mogg dotyczy¢ zardwno czgsteczki aglikonu, jak i reszty cukrowe;.

Mechanizmy dziatania antracyklin wykazujg Scisty zwigzek z ich budowg chemiczng. Dla
interkalujacych wtasciwos$ci antracyklin decydujace znaczenie posiada ptaska budowa prze-
strzenna aglikonu, umozliwiajagca wnikanie pomiedzy dwie nici DNA 1 reagowanie
z zasadami materialu genetycznego. Pozostata cze$¢ czasteczki antracykliny, tzn. reszta cu-
krowa oraz cykloheksanowy pier§cien A, nie wnika miedzy nici DNA, pozostaje na zewnatrz
podwojnej helisy. Ich rola polega na stabilizowaniu powstalego kompleksu antracyklina —
DNA. W miarg postgpu wiedzy na temat mechanizmu dziatania antracyklin zauwazono, zZe to
nie plaskie pier$cienie sg najbardziej istotne dla dziatania przeciwnowotworowego, ale pier-
scien D 1 reszta cukrowa.

W Instytucie Biotechnologii i Antybiotykdw w Warszawie otrzymano duza grup¢ antybio-

tykow antracyklinowych, modyfikowanych w reszcie cukrowej. W  badaniach
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3’-formamidyno podstawionych pochodnych daunorubicyny wykazano, iz zwiazki te wyka-
zUja duzo mniejsze zdolnosci do tworzenia reaktywnych rodnikéw, a tym samym, przy za-
chowaniu wiasciwo$ci przeciwnowotworowych zwigzku, odznaczajg si¢ duzo mniejszg tok-
syczno$cig dla pozostatych komorek organizmu. Otrzymane pochodne, modyfikowane
w czasteczce daunozaminy wykazywaty wysoka skutecznos$¢ i dodatkowo, w przeciwienstwie
do zwiazku wyjsSciowego, byly w stanie pokona¢ barierg lekoopornosci.

Zwiazane jest to z faktem, iz dla tych pochodnych topoizomeraza II nie byta gtdbwnym ce-
lem ataku, zatem komorki nowotworowe posiadajgce zmutowany enzym byly wrazliwe na

dziatanie tych zwigzkow.

Pochodna NR’R’
PMD — G
JHCI

MMD N %
AN

HiC
" R PPD — >

N=CH—N
HO \.Rl

HMD B //>

Antybiotyki antracyklinowe s3 wrazliwe na dziatanie roznych czynnikéw fizycznych 1 che-
micznych, a szybko$¢ zachodzacych przemian zalezy nie tylko od budowy chemicznej, ale
takze od ich budowy przestrzennej. Najbardziej podatnym miejscem na rozklad w antybioty-
kach antracyklinowych jest wiazanie glikozydowe, ktore jest niezbgdne dla ich aktywnosci
cytotoksycznej.

W Katedrze i Zaktadzie Chemii Farmaceutycznej prowadzone sg badania trwatosci anty-
biotykow antracyklinowych, zarowno w roztworach wodnych, jak i w fazie stalej. Badaniom
trwatosci poddano takze otrzymane pochodne daunorubicyny — pirolidynowa (PMD), morfo-
linowa (MMD), piperydynowa (PPD) i heksahydroazepinylowa (HMD).

Celem moich badan byta ocena trwatosci pochodnej morfolinowej daunorubicyny, ktora
wykazuje najsilniejsze dzialanie przeciwnowotworowe z 4 amidynowych pochodnych. Po-

nadto zwigzek ten nie wykazuje dziatania kardiotoksycznego.
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Zakres badan

Zaplanowane badania trwatosci MMD obejmowaty:

e opracowanie metody odpowiedniej do badania szybkosci rozktadu w roztworach wod-
nych i w fazie stalej

e walidacj¢ metod (selektywnos$¢, liniowos¢, precyzja, granica wykrywalnosci i oznaczal-
nosci)

e badania trwatosci w roztworach wodnych, z uwzglednieniem ogolnej i wtasciwej katali-
zy kwasowo-zasadowej (wptyw stezenia jondw wodorowych, rodzaju i stezenia sktad-
nikow buforéw w zakresie pH 0,44 — 13,71 oraz sity jonowe;j); badania przeprowadzono
w czterech temperaturach

e ocene trwatoéci w ptynach infuzyjnych; w temperaturze pokojowej, 2—8°C oraz -16°C

e ocen¢ podatnosci na dziatanie promieniowania elektromagnetycznego o dtugosci fali
365 nm i 510 nm

e ocen¢ wpltywu temperatury i wilgotnosci wzglednej powietrza na trwatos¢ w fazie sta-
tej

e poréwnanie trwato§ci MMD ze zwigzkiem macierzystym — daunorubicyng i innymi

amidynowymi pochodnymi daunorubicyny

Metody analityczne i ich walidacja

Pierwszym, bardzo waznym etapem badan kinetycznych, jest wybdr odpowiedniej metody
analitycznej, umozliwiajacej pomiar zmian stezenia substratu w obecno$ci produktéw rozkla-
du, ktore czesto posiadaja budowe chemiczng zblizong do zwigzku badanego. Dodatkowo
metoda analityczna powinna pozwala¢c na wykonanie duzej ilo$ci oznaczen,
w krotkim czasie, uzywajac mozliwie najmniejsze objetosci odczynnikow chemicznych.
W badaniach kinetycznych metodami z wyboru sa wysokosprawna chromatografia cieczowa
oraz w niektorych badaniach, metoda spektrofotometrii w nadfiolecie.

W badaniach trwatosci MMD stosowatam metod¢ HPLC, natomiast metode UV zastoso-
walam do wyznaczenia parametréw kinetycznych reakcji rozktadu MMD pod wptywem §wia-
tla, z uwagi na szybko$¢ tego procesu.

W metodzie HPLC zastosowalam nast¢pujace parametry rozdzielenia:

e kolumna Chromolith RP-18e, (5 um) 100 x 4,6 mm, Merck Darmstadt, Niemcy lub Li-

Chrospher 100 RP-18 (5 um) 125 x 4 mm, Merck Darmstadt, Niemcy
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e faza ruchoma: acetonitryl, metanol, roztwor zawierajacy 2,18 g/I laurylosiarczanu sodu i
2,25 g/l kwasu fosforowego(V) (9:1:10 VIV/IV)
e szybko$¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,0 ml/min
e dtugos¢ fali detektora UV: 254 nm
W metodzie spektrofotometrycznej w nadfiolecie i zakresie widzialnym, stopien rozktadu
badanej substancji okreslano mierzac zmiany absorbancji przy A = 480 nm.
Przeprowadzona walidacja metod wykazala, ze sa one:
¢ liniowe w badanych zakresach stgzen
o HPLC; w zakresie stezen (0,80 — 12,00) x 102 mg/ml; y = (0,4528 £ 0,0116)x;
r=0,9999; n = 13; Tabela 8-9
o UV; w zakresie stezen (1,20 — 6,00) x 107 mg/ml; y = (13,31 + 0,93)x;
r=0,9958; n = 10; Tabela 11
e precyzyjne; wartosci RSD w badaniu precyzji i precyzji posredniej nie sg wigksze niz
5%
o HPLC; precyzja: RSD = 1,04%; precyzja posrednia: RSD = 2,60%
o UV; precyzja: RSD = 0,167 — 0,515%
e Czute, bowiem mozliwe jest rejestrowanie warto$ci mierzonej przy niewielkiej zmianie
warto$ci oznaczanej
e Selektywne, bowiem w przypadku obu metod wartosci ¢% = f(t) — 0 w przedziale cza-

suodty > t,

Trwatos¢ MMD w roztworach wodnych [120, 121]

Badania trwatosci MMD w roztworach wodnych polegaly na:

e wyznaczeniu obserwowanych statych szybko$ci rozktadu w zakresie pH od 0,44
do 13,71, w temperaturze 298 K, 303 K, 308 K i 313 K

e okresleniu wptywu sity jonowej w kwasie solnym (0,10 mol/l) w temperaturze 343 K
i w roztworze wodorotlenku sodu (0,10 mol/l) w temperaturze 308 K

e wyznaczeniu statych kyn, opisujacych wlasciwa katalize kwasowo-zasadowa

e opisaniu zaleznosci log kyy = f(pH) rownaniem kinetycznym

e obliczeniu katalitycznych statych szybkosci reakcji czastkowych

e wyznaczeniu parametroOw termodynamicznych reakcji czastkowych
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Obserwowane state szybkosci reakcji

Obserwowane state szybkosci reakcji pseudopierwszego rzgdu wyznaczono metodg HPLC
z rownania In (Pi/Py); = In (Pi/Pw)o — Kobs x t. Potlogarytmiczne wykresy c% = f(t) byty prosto-
liniowe. Dla kazdej prostej wyznaczono parametry kinetyczne, stosujac arkusz kalkulacyjny

Excel.

Ogdlna kataliza kwasowo-zasadowa

Na szybko$¢ rozktadu zwigzku w roztworach wodnych mogag wptywac nie tylko jony wodo-
rowe i wodorotlenowe ale takze rozpuszczalniki i sktadniki roztworéw buforowych. Jezeli
przy statej warto$ci pH i sity jonowej, przy réznych stezeniach sktadnikow buforéw, szybkos¢
reakcji zmienia si¢ ze zmian¢ stezenia buforu, mamy wowczas do czynienia
z 0g0Ing katalizg kwasowo-zasadowa. Aby potwierdzi¢ badz wykluczyé wystgpowanie og6l-
nej katalizy kwasowo-zasadowej (w roztworach buforowych — octanowym, fosforanowych i
boranowym), wyznaczono obserwowane stale szybkosci rozktadu dla 3 lub 4 stezen sktadni-
kéw danego buforu, przy skrajnych wartosciach pH, w temperaturze 313 K.

Stwierdzono, ze obserwowane state szybkoS$ci reakcji rozktadu MMD wyznaczone przy
réznych stezeniach sktadnikow buforéw, przy stalej wartosci sity jonowej, nie rdznity si¢ sta-
tystycznie, co potwierdzono testem réwnolegtosci. Zatem sktadniki buforow — octanowego,
fosforanowych i boranowego, nie wykazuja efektu katalitycznego, a wyznaczone obserwowa-

ne state szybkosci reakcji rozktadu w catym zakresie pH sa rowne k.

Wiasciwa kataliza kwasowo-zasadowa

Do interpretacji wptywu pH na trwato§¢ MMD wykorzystano wyznaczone wartosci
Kobs = Kpn. Wykres zaleznosci log kon = f(pH) wskazuje, ze w roztworach wodnych mozliwe
sg nastepujace reakcje:

¢ hydroliza protonowanych czasteczek MMD katalizowana jonami wodorowymi

MMD* + HY L Produlty, k1

e spontaniczna hydroliza pod wptywem wody czasteczek MMD innych niZ protonowane

MMD L Produldy, 12
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Rycina 62.  Profil log ko = f(pH) reakcji rozktadu MMD w temperaturze 313 K, 308 K, 303 K i 298
K, p=0,50 mol/l.

Calkowitg szybkos¢ reakcji, rowng sumie reakcji czastkowych, mozna opisa¢ nastepuja-

cym rownaniem:
ka = kjap+f1 + kof;

gdzie:
k; — katalityczna stata szybko$ci reakcji protonowanych czasteczek MMD katalizowana jonami wodorowymi
ap+ — aktywno$¢ jonow wodorowych
f, — utamek stgzenia formy protonowanej MMD
k, — Kkatalityczna stala szybkosci reakcji spontanicznej pod wplywem wody czgsteczek MMD innych niz

czasteczki protonowane
f, — utamek stgzenia formy MMD innej niz protonowana

Do obliczenia warto$ci utamkow stezen poszczegdlnych form jonowych MMD uzyto warto-
$ci pK, badanego zwigzku zwigzanego z podstawnikiem morfolinowym.

W dalszym etapie badan, wyznaczono katalityczne state szybkosci reakcji czastkowych.
Katalityczne state szybko$ci reakcji katalizowanej jonami wodorowymi (ki) wyznaczono
z zalezno$ci kpn = kian+f1, uwzgledniajac wartosci kpn z zakresu pH od 0,44 do ok. 3,5.

W tym zakresie pH, utamek stezenia formy protonowanej czasteczki dazy do jednosci. Wy-
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kresy kpn/f1 = f(an+) (Rycina 63) sa prostoliniowe, a ich nachylenie jest rowne wartosci ki

w danej temperaturze.

3,50E-04
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ka/fl /
2,50E-04
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2,00E-04 m 308K
/ A 303K
1,50E-04 / ® 293K
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/ / BERE—
5,00E-05

0,00E+00 = T T T 1

Rycina 63.

Zalezno$¢ kpu/f; = f(an+) reakcji rozktadu MMD w roztworach wodnych.

Katalityczne state szybkosci ko wyznaczono z zaleznosci k’pn = Kon — Kian+fr = Kof. WYy-

konano wykresy k’pn = f(f2) (Rycina 64), uwzgledniajac wartosci kpy W zakresie pH od 4,41

do 7,08, ktore sa prostolinowe, a wartosci k’py dla f, = 1 odpowiadaja katalitycznej stalej

szybkosci reakcji (ky).

Rycina 64.
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Zalezno$¢ kK’ pn = f(f2) reakeji rozktadu MMD w roztworach wodnych.
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Wyznaczone katalityczne state szybkosci reakcji czastkowych (k; i kp. Tabela 72) wyko-
rzystano do obliczenia profilu log ky, = f(pH). Na rycinie 62 przedstawiono linia ciagta obli-
czony profil, natomiast punktorami zaznaczono wartosci kpy wyznaczone doswiadczalnie.
Zgodnos¢ profilu doswiadczalnego z profilem obliczonym potwierdza, ze zastosowano pra-
widlowe réwnanie opisujace rozktad MMD w warunkach wiasciwej katalizy kwasowo-
zasadowej.

Wyznaczone wartosci katalitycznych statych szybkosci reakcji rozkladu postuzyly
w dalszej kolejnosci do wyznaczenia zalezno$ci Arrheniusa (Rycia 65), czyli zalezno$ci mig-
dzy katalitycznymi stalymi reakcji a odwrotnos$cia temperatury bezwzglednej. Réwnanie Arr-

heniusa po zlogarytmowaniu przyjmuje postac:
Inkij=In A-EJ/RT

gdzie:

k; — katalityczna stata szybkosci reakcji rozktadu

A — wspodtczynnik czestotliwoscei; posiada wymiar taki sam jak stala szybkosci reakcji
E. — energia aktywacji

R — uniwersalna stata gazowa = 8,3144 [J K™ mol™]

T — temperatura bezwzgledna (273 + t) [K]

1,0000E-01

k;

1'0000E‘02 | \‘
I.

1,0000E-03 4
1,0000E-04

1,0000E-05

3,10E-03 3_210’%:_03 3,30E-03 340E-03

Rycina 65.  Potlogarytmiczna zalezno$¢ ki= f(1/T) reakcji rozktadu MMD w roztworach wodnych.

Nastepnie obliczono energie aktywacji (E,) oraz parametry termodynamiczne — entalpie
(AH?) i entropie reakcji (AS?) z nastepujacych wzorow:
E.=-aR [Jmol™)
AH? =E,—RT [Jmol™]
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AS* =R [In A—In (kT/h)] [J K* mol™]
gdzie:

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

Tabela 72.  Katalityczne state szybkosci oraz parametry termodynamiczne reakcji rozktadu MMD
w roztworach wodnych

T,K A ki Parametry réwnania Parametry termodynamiczne
In ki = f(L/T)
ki [mol™ 1]
298 8,78 10° r=-0,9987 E.=113,4+ 17,6 (kJ mol ™)
303 1,72 10 a=-13638 +2115 AH =110,9 + 17,6 (kJ mol™)*
308 3,57 10 b=136,4+69 AS?=57,7+ 57,6 (J K molt)*
313 7,88 10"
K [5-1]
298 3,04 10-3 r=-0,9996 E, = 62,0 + 5,5 (kJ mol™)
303 4,62 10-3 a=-7462.5 + 660,7 AH* = 59,6 + 5,5 (kJ mol™)*
308 6,68 10-3 b=192+22 AS” = -84,8 + 18,0 (J K" mol™)*
313 10,2 10-3

*w temp. 298 K
Obserwowana wyzsza entropia reakcji katalizowanej jonami wodorowymi w poroéwnaniu
z reakcja spontaniczng pod wptywem wody moze by¢ uzasadniona dodatnim udzialem entro-

pii reakcji protonowania.

Poréwnanie profilu log k,y = f(pH) daunorubicyny, MMD, PMD i HMD [106, 121 —
123]

Poréwnanie zaleznosci log kpn = f(pH) daunorubicyny i jej trzech amidynowych pochodnych
(Rycina 66) pozwala na stwierdzenie, iz:
e w catlym zakresie pH, daunorubicyna jest zwigzkiem trwalszym niz jej amidynowe po-
chodne
¢ najmniejsze roznice w szybkosci reakcji rozkladu sa obserwowane w srodowisku kwa-
sowym, w ktorym dominujacg reakcja jest rozktad katalizowany jonami wodorowymi
e powyzej pH 4, amidynowe pochodne sg znacznie bardziej podatne na rozktad anizeli
daunorubicyna
e w zakresie pH od ok. 4 do ok. 11, MMD jest zwigzkiem najbardziej podatnym na roz-
ktad
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Rycina66. Profile log k,y = f(pH) daunorubicyny (DAU), pirolidynometylenodaunorubicyny

(PMD), heksahydroazpinylometylenodaunorubicyny (HMD) i morfolinomety-
lenodaunorubicyny (MMD) w temperaturze 313 K.

Wplyw sily jonowej

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

Bjerruma:
log k= logky + 2QZ,Z a
og = log N —n
obs A“B |+ \/p_
gdzie:
ki obserwowane state szybkosci reakcji wyznaczone w 0,10 mol/l kwasie solnym, w temperaturze 343

K i w roztworach wodorotlenku sodu 0,10 mol/l w temperaturze 308 K; badania prowadzono stosu-
jac roztwory o sile jonowej odpowiednio: 0,10; 0,20; 0,30; 0,40 1 0,50 mol/l

Ko warto$¢ statej szybkos$ci reakeji przy warto$ci sity jonowej réwnej zero

ZaiZp fadunek reagujacych czgsteczek

i warto$¢ sity jonowej

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

Wykonano wykresy log Kons = f(v 1 /(1+Y 1)) (Rycina 67-68 ), a nastepnie zaleznoéci te

oceniono statystycznie (Tabela 73).
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Stwierdzono, ze w kwasie solnym (0,10 mol/l) wystepuje dodatni efekt solny (a = 1,24 +

0,16), co potwierdza zaproponowany kinetyczny mechanizm reakcji hydrolizy czasteczek

protonowanych MMD pod wptywem jonéw wodorowych.

W roztworze wodorotlenku sodu (0,10 mol/l) wystepuje zerowy efekt solny (a = 0,14 +

0,39), co potwierdza, iz w tym zakresie pH ma miejsce reakcja spontaniczna pod wplywem

wody, a nie reakcja monoanionow MMD, katalizowana jonami wodorotlenowymi.
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Rycina 67.

Zalezno$é log k; = (v u /(1+y wu)) reakcji roz-
ktadu MMD w 0,10 mol/l kwasie solnym w tem-

peraturze 343 K.

Rycina 68.

Zalezno$é log ki = (v u /(1+y/ u)) reakcji roz-
ktadu MMD w 0,10 mol/l roztworze wodorotlen-
ku sodu w temperaturze 308 K.

Tabela 73.  Wplyw sity jonowej na szybkos$¢ reakcji rozktadu MMD w 0,10 mol/l kwasie solnym
(343 K) i 0,10 mol/l roztworze wodorotlenku sodu (308 K)
Lp. ki, st Parametry rownania
VitV ' log ki = (V" 1 /(1+/ 1))
0,10 mol/l HCI; 343 K
1. 0,2403 (1,89 +0,13) 107
2. 0,3090 (2,04+0,07)10% |2=124%016
S, =0,0506
3. 0,3539 2,56 + 0,26) 107 v
( ) — r=09975
4, 0,3874 (2,82+0,11) 10 n=5
5. 0,4142 (3,12 +0,10) 107
0,10 mol/l NaOH; 308 K
1. 0,2403 (6,32 +0,44) 10
2. 0,3090 (6,02+044)10% |a=0143+0397
3 0,3539 (6,38 + 0,54) 107 5. =0122
: : S ~—1 r=0,5616
4, 0,3874 (6,73 +0,80) 10 n=5
5. 0,4142 (6,46 +1,11) 107
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Przeprowadzone badania trwato§ci MMD w roztworach wodnych wykazaty, ze:

e w warunkach wiasciwej katalizy kwasowo-zasadowej badany zwigzek wykazuje naj-
wickszg trwatos¢ przy pH ok. 2,5

e sktadniki buforu octanowego, buforow fosforanowych oraz buforu boranowego nie
wykazuja efektu katalitycznego

¢ w kwasie solnym wystepuje dodatni efekt solny, natomiast w roztworach wodorotlen-
ku sodu — zerowy efekt solny

e jest ona najbardziej podatna na rozktad sposroéd trzech amidynowych pochodnych

daunorubicyny w zakresie pH od 4 do 11

Trwatos¢ MMD w roztworach do podania parenteralnego [124]

Celem badan byto okreslenie:
e wplywu powszechnie stosowanych rozpuszczalnikéw iniekcyjnych na trwalo$¢
MMD
« ochronnego znaczenia opakowania (polietylenowe ampuiki i polipropylenowe strzy-
kawki) na trwato$¢ MMD w wybranych rozpuszczalnikach iniekcyjnych
e wplywu stezenia MMD (0,2 — 1,5 mg/ml) na trwato$¢ w wybranym rozpuszczalniku in-

iekcyjnym

Dla poréwnania wptywu w/w czynnikdw, wyznaczono obserwowane stale szybkosci rozktadu

MMD, ktére poréwnywano statystycznie.

Trwatos¢ MMD w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach do pozajelitowych
postaci leku w temperaturze pokojowej
Porownanie wartosci obserwowanych statych szybkosci rozktadu MMD w wybranych roz-
puszczalnikach (wodzie do iniekcji, 0,9% roztworze NaCl, 5% roztworze glukozy, 10% roz-
tworze glukozy, 20% roztworze glukozy, roztworze Ringera, mleczanie Ringera, roztworze
5% glukozy z 0,9% NaCl (1:1), roztworze 5% glukozy z 0,9% NaCl (2:1), Jonosterilu oraz
20% roztworze mannitolu) pozwala na stwierdzenie, ze:
o MMD jest najtrwalsza w 20% roztworze glukozy
e MMD zachowuje odpowiednig trwatos$¢ takze w 10% roztworze glukozy, roztworze glu-
kozy z 0,9% NaCl (2:1 1 1:1) i 5% roztworze glukozy; w roztworach tych MMD ulega
rozktadowi z podobng szybkoscia

o MMD wykazuje najmniejsza trwalo§¢ w mleczanie Ringera oraz Jonosterilu
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Na rycinie 69 przedstawiono wartosci tigy, MMD w wybranych rozpuszczalnikach.

250
200 +—
T 150 +—
£
E 246,7
100 —
50 +—
78,1 75,7
o A L1 665 623 621 621
320 1iga
0 T
20% 10% roztwaér 5% glukoza roztwor  roztwaér 20% wodado 0,9%MNacl jonosteril mleczan
glukoza  glukoza glukozyz glukozyz Ringera mannitol  iniekgji Ringera

Macl(2:1) Macl(1:1)
Rozpuszczalniki

Rycina 69. Wartosci ti00, MMD w wybranych rozpuszczalnikach.

Najwigkszg trwatos§¢ MMD wykazuje w roztworach glukozy o odczynie kwasowym, co
wykazano takze w zaleznoS$ci log kpn = f(pH), gdzie optymalne pH dla trwatoSci roztworow
MMD wynosito ok. 2,5 [121]. Takze w badaniach przeprowadzonych przez Wooda i wsp.
wykazano, ze daunorubicyna wykazuje najwicksza trwato$¢ po rozpuszczeniu w roztworach
glukozy [103].

Po rozpuszczeniu MMD w plynie pediatrycznym wyréwnawczym oraz ptynie fizjologicz-
nym wieloelektrolitowym izotonicznym z mieszaniny wytracit si¢ osad. Zjawisko to wyklu-
cza uzycie tych plynow jako rozpuszczalnikéw do przygotowania pozajelitowych roztwordw
MMD, nawet ex tempore. Podanie takiego preparatu mogtoby spowodowa¢ zmian¢ biodo-

stepnosci leku, bolesno$¢ w miejscu podania lub nawet zakrzepowe zapalenie zyt [125].

Badanie wpltywu opakowania na trwatos¢ roztworow MMD

Celem tego etapu badan bylo wykazanie wptywu opakowania (amputek polietylenowych
I polipropylenowych strzykawek) na rozktad roztworow MMD w wybranych ptynach do spo-

rzadzania pozajelitowych postaci leku (0,9% roztworze NaCl, wodzie do iniekcji 1 5% roz-
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tworze glukozy), chronionych i niechronionych przed swiattem. Nastepnie testem rownole-

gloéci poréwnano statystycznie wspotczynniki kierunkowe (a) prostych In (Ppp-2 /Pw)d/(Pop-2

[Pw)o x 100 [%] = f(t), wyznaczone dla reakcji rozktadu MMD. Stwierdzono, ze polietyleno-

we amputki nie zapewniajg wlasciwej ochrony roztworom MMD przed dzialaniem §wiatla.

Optymalng ochrong przed fotorozktadem zapewnia przechowywanie roztworéw w strzykaw-

kach z polipropylenu. Wyniki zostaly przedstawione w tabelach 74 — 76.

Tabela 74. Parametry kinetyczne oraz wyniki testu rownolegtosci reakcji rozktadu roztworow MMD
przechowywanych w polietylenowych amputkach, chronionych i niechronionych przed

Swiatlem
Rozpuszczalnik Roztwory MMD chronione Roztwory MMD niechronione Wyniki testu
przed $wiattem przed §wiattem rownolegtosci
Kobs [s] x 10°° a[min] x 103 Kops [s7] x 10°® a[min'] x 10 tooi, to,05

Woda do iniekcji 2,83 0,08 21,70 + 0,05 3,47+0,24 2,08+0,14 | Lon=65052

t0‘05 = 2,1788

0,9% NaCl 2,83 +0,88 1,70+ 0,53 3,78 £ 0,42 227+025 | ton=24630

t0,0S =2,2281

5% Glukoza 233+0,20 1.40+0,12 2,74 + 034 1,64+002 | ton=26161

t0,0S =2,1788

Tabela 75. Parametry kinetyczne oraz wyniki testu rownolegtosci reakcji rozktadu roztworéw MMD
przechowywanych w polipropylenowych strzykawkach, chronionych i niechronionych
przed $wiattem

Rozpuszczalnik Roztwory MMD chronione Roztwory MMD niechronione Wyniki testu
przed swiattem przed $wiattem rownolegtosci
Kops [s™] x 10°° a[min] x 102 Kops [s7] x 10° a[min?] x 103 tob, to,05
Woda do iniekeji 3,01£0,27 -1,81£0,16 2,73£0,49 -1,644029 | Lo =12501
t0,05 = 2,1788
0,9% NaCl 2,82 +0,19 1,69 40,11 2,91 033 1754020 | Lo =0:5870
t()'()s =2,1788
5% Glukoza 2,57 +0,16 1,54 40,09 2,62 +0,20 1,570,001 | ton=04224
t0'05 =2,1788

Dobre wiasciwosci ochronne polipropylenu oraz brak znaczacej adsorbcji antracyklin na

powierzchni wykonanych z niego strzykawek potwierdzono takze w badaniach prowadzonych

przez Wooda i wsp., gdzie okreslono wptyw opakowania na trwato$¢ roztwordéw iniekcyjnych

doksorubicyny, daunorubicyny i epirubicyny [103].
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Wpltyw stezenia MMD (0,2 — 1,5 mg/ml) na trwatos¢ po rozpuszczeniu w 0,9% NaCl

Po sporzgdzeniu roztworéw MMD w 0,9% NaCl, w zakresie stezen 0,2 — 1,5 mg/ml, stwier-
dzono, ze stezenie substratu nie ma wplywu na kinetyczny mechanizm rozktadu oraz szyb-
ko$¢ reakceji rozktadu, zarowno gdy roztwory byly chronione, jak i niechronione przed swia-
ttem (Tabela 76). Pewne odstepstwa zaobserwowano dla roztworu o st¢zeniu 0,5 mg/ml,
gdzie stala szybkosci rozktadu roztworu niechronionego przed §wiattem roznita si¢ istotnie

statystycznie od stalej szybkos$ci rozktadu roztworu chronionego przed $wiattem.

Tabela 76. Parametry kinetyczne oraz wyniki testu réwnolegto$ci reakcji rozktadu roztworéw MMD
przechowywanych w pojemnikach PE, chronionych i niechronionych przed $wiattem

Stezenie sub- Roztwory MMD chronione Roztwory MMD niechronione Wyniki testu
stratu przed $wiattem przed $§wiattem rownoleglosci
Kobs [s7] x 10°° a[min'] x 103 Kops [s7] x 10°® a[min?] x 10°® tobi, To,05
0,2 mg/mli 2,20+ 0,37 1,31+0,22 2,30+0,14 -1,38+0,08 | Lot =06432
t0‘05 = 2,2281
0,3 mg/ml 2,48+ 0,18 1,49+ 0,11 2,68+ 0,24 1,61+0,15 | Lon=16583
t0‘05 = 2,1788
0,5 mg/ml 2,83 40,88 -1,70 + 0,53 3,78 + 0,42 2,27 40,25 Lobi = 2,4630
t0,0S =2,2281
1,5 mg/ml 2,56 + 0,22 -1,54+0,13 2,55 + 0,35 1,53+£021 | Lon=00998
t0,05 = 2,2281

Trwatos¢ MMD w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach do pozajelitowych
postaci leku w temperaturze 2-8°C

W badaniach trwatosci MMD w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach do pozajeli-
towych postaci leku w temperaturze 2—8°C, jako trwale definiowano te roztwory, w ktérych
ubytek substratu nie przekraczat 10% w stosunku do wartosci w czasie t = 0.

Oceniajgc zawartos$¢ MMD po rozpuszczeniu w wybranych roztworach do podania paren-
teralnego, przechowywanych w temperaturze 2—8°C, stwierdzono, ze po 6 h przechowywania,
jedynie w 5%, 10% 1 20% roztworze glukozy, ubytek stgzenia MMD byl mniejszy niz 10%.
W tym samym czasie, najwigkszy ubytek substratu zaobserwowano w Jonosterilu i ptynie
pediatrycznym wyrownawczym. Po 24 h przechowywania w tych samych warunkach, ubytek
stezenia MMD w kazdym z badanych roztwordéw przekraczat dopuszczalng granice 10% 1 byt

najwigkszy w ptynie pediatrycznym wyréwnawczym (Rycina 70—-71).
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Rycina 70.  Zmiana st¢zenia MMD w rozpuszczalnikach do podania parenteralnego przechowywa-
nych 6 h w temperaturze 2—8°C.
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Rycina 71.  Zmiana st¢zenia MMD w rozpuszczalnikach do podania parenteralnego przechowywa-
nych 24 h w temperaturze 2—8°C.

Trwatos¢ MMD w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach do pozajelitowych
postaci leku w temperaturze -16°C

W badaniach trwatosci MMD w powszechnie stosowanych rozpuszczalnikach do pozajeli-
towych postaci leku w temperaturze -16°C, jako trwale definiowano te roztwory, w ktorych

ubytek substratu nie przekraczal 10% w stosunku do wartosci w czasie t = 0.
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Przechowywanie roztworow MMD w temperaturze -16°C jest mozliwe tylko w przypadku
10% 1 20% roztworu glukozy. W pozostatych roztworach ubytek substratu przekraczat po 30
dniach przechowywania dopuszczalng granice i byt najwigkszy w ptynie fizjologicznym wie-

loelektrolitowym izotonicznym (Rycina 72).
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Rycina 72. Zmiana stezenia MMD w rozpuszczalnikach do podania parenteralnego przechowywa-
nych 30 dni w temperaturze -16°C.

Trwatos¢ MMD w fazie statej[126, 127]

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

Rozklad MMD w podwyzszonej temperaturze, przy RH ~76,4% zachodzil zgodnie
z modelem reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu, nato-
miast przy RH = 0%, zgodnie z kinetyka reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substra-
tu.

Rozktad daunorubicyny i PMD w atmosferze powietrza o podwyzszonej wilgotnosci
wzglednej zachodzit takze zgodnie z modelem reakcji autokatalitycznej pierwszego rzedu
wzgledem stezenia substratu [127]. W przypadku PPD zaobserwowano, ze w atmosferze po-
wietrza o podwyzszonej wilgotnos$ci rozklad zachodzit zgodnie z modelem reakcji pierwszego
rzedu wzgledem stezenia substratu, natomiast przy RH = 0% wedlug reakcji autokatalitycznej

pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu. Obserwowane state szybkosci reakcji wyzna-
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czono z potlogarytmicznej zaleznosci ci/(Co — ¢) = f(t) w przypadku reakcji autokatalitycznej
lub z potlogarytmicznej zalezno$ci c; = f(t) w przypadku reakcji pierwszego rzgdu wzgledem
stezenia substratu.

Z zaleznos$ci Arrheniusa wyznaczono parametry rownania In k; = f(1/T) (Rycina 73), na
podstawie ktorych wyznaczono energi¢ aktywacji oraz parametry termodynamiczne reakcji
rozkladu MMD w fazie statej, przy RH ~76,4%, ktore poréwnano z wynikami uzyskanymi
dla daunorubicyny oraz PMD i PPD.

Tabela 77.  Parametry prostej In k; = f(1/T) oraz parametry termodynamiczne reakcji rozktadu dau-
norubicyny, PMD, MMD i PPD w fazie stalej, RH = 76,4%
TIK] | uT10° (k + AK) [s7] Parametry rownania Parametry termodynamiczne
In k; = f(L/T)
MMD
323 3,096 (1,03 £ 0,23) -10°
333 3,003 | (2,37+025)-10° |a=-13316+4639 E.=110,7 + 38,6 [kJ/mol]
343 2915 | (10,1407 10° |b=29.6%137 AH”=135,2+ 35,1 [k/mol]’
353 2833 | (316+87)10° |r=-09935 AS” =149,3 + 303,2 [J/(K-mol]”
DAU
333 3,003 (7,124 0,81)-107
343 2,915 (5,32+0,71) -10°® a=-16581£3972 E,=138,2 £33,5 [kJ/mol]
353 2833 | (226+038)-10° b=359+113 AH*=108,2 + 41,1 [kJ/mol] )
363 | 2755 | (525+1.95).10° r=-0,9916 AS”= 1,13+ 130,61 [J/(K-mol]
373 2881 | (17,5+02)-10°
PMD
343 2,915 (0,91 +0,11) -10°
353 2,833 | (4,27+0,39)-10° a=-14647 + 4145 E.=121,8 + 34,5 [kJ/mol]
363 2,755 | (13,8+1,5)-10° b=31,3+11,6 AH"=119,3+36,9 [kJ/moI]**
373|268l | (299+3.1).10° r=-0,9961 AS" =153 + 148,5 [J/(K-mol]
PPD
343 2,915 (0,76 £ 0,15) -10°®
353 2,833 | (0,56+0,06)-10° | a=-21950+ 13232 E. = 182,5 + 110,0 [kJ/mol]
363 |2755 | (568+0,51)-10° b=50,1+37,0 AH* =180,0 + 112,5 [k)/mol]*
373|268l | (104+0,9)-10° r=-0,9810 AS”=171,5 + 62,8 [J/(K-mol]

* dla temperatury 298 K

Stosujac test rownoleglosci wykazano, ze warto$ci nachylenia wykreséw In ki = f(1/T) dla

MMD i daunorubicyny oraz PMD i PPD nie rdznig si¢ istotnie statystycznie top = 0,821 <
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toos(5) = 2,571, a zatem wplyw temperatury na rozktad wszystkich zwiazkow przy RH
~76,4% nie wykazuje réznic statystycznie istotnych. W tabeli 77 przedstawiono parametry
termodynamiczne reakcji rozktadu MMD, DAU, PMD i1 PPD w warunkach wilgotnos$ci
wzglednej powietrza ok. 76,4%.

1,00E-03
ki, S'l /s &
E \_I N,
1,00E-04 e
el T8
\\g\ \_l‘ \_\.
1,00E-05 b
Y
AY \\
1,00E-06 =
= DAL
1,00E-07
2,50E-03 3,00E-03 UT 3,50E-03

Rycina 73.  Potlogarytmiczna zaleznos¢ k; = f(1/T) reakcji rozktadu MMD, PMD, HMD i DAU w
fazie stalej, RH 76,4%.

Wplyw wilgotnosci wzglednej powietrza na trwatos¢ MMD

Wptyw wilgotnos$ci wzglednej powietrza na trwatos¢ MMD badano w temperaturze 353 K.
Wplyw ten opisuje rOwnanie:

Inki=a (RT%) +b

Warto$¢ nachylenia a wykresu In ki = f(RH%) okresla wpltyw wilgotnosci wzglgdnej powie-
trza na trwalo$¢, natomiast warto$¢ 10° = kg przy RH = 0% (Rycina 74). Uzyskane wyniki dla

MMD pordéwnano z wptywem wilgotnosci wzglednej powietrza na trwalo$¢ daunorubicyny.

Stosujac test réwnoleglosci wykazano, ze wplyw wilgotnosci wzglednej powietrza na
trwato§¢ MMD 1 DAU nie wykazuje rdznic statystycznie istotnych (top = 2,2537 < togs5 (2) =
2,7764).
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Tabela 78. Wptyw wilgotnosci wzglednej powietrza na trwatos¢ MMD I DAU

RH [%] | (k £ AK) [s] Parametry zaleznosci In k; = f(RH %)
MMD
60,5 (4,47+0,32)10°
66,5 (7,15+0,59) 10° a=0,09424 + 0,06382
76,4 (3,16+0,87) 10 b=-15,66 + 4,73
90,0 (6,37 + 1,46) 10™ r=0,9761
DAU
25,0 (2,19 +0,66) 10°
50,9 (1,73+0,31) 10° a=0,06068 + 0,02358
76,4 (5,25 +1,95) 10° b=-14,38 + 1,54
90,0 (1,29+0,15) 10 r=0,9919
1,0000E-03
MMD .
k;, s} B
1,0000E-04 Z
1,0000E-05 -+ > DAU
1,0000E-06
0 20 40 RH,% &0 30 100

Rycina 74.  Potlogarytmiczna zaleznos$¢ k; = f(RH, %) reakcji rozktadu MMD i DAU w temperatu-
rze 363 K.
Podsumowujac etap badah MMD w fazie stalej mozna stwierdzi¢, iz:

e kinetyczny mechanizm rozktadu MMD zalezy od warunkéw przechowywania. W at-
mosferze powietrza o RH ~76,4% rozktad zachodzi zgodnie z modelem reakcji autoka-
talitycznej pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu, natomiast przy RH = 0%
zgodnie z rOwnaniem reakcji pierwszego rz¢du wzgledem stezenia substratu.

e nie zaobserwowano roznic statystycznie istotnych we wplywie temperatury na rozktad
PMD, MMD, HMD i1 DAU oraz wptywie wilgotnos$ci wzglednej powietrza na rozklad
MMD i DAU.
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Fototrwatos¢ MMD w roztworach wodnych [128]

Badania fototrwatos$ci substancji i produktéw leczniczych sg regulowane dokumentem Photo-
stability Testing of New Active Substances and Medicinal Products (Q1B), ktory jest doku-
mentem obowigzujacym od 1998 roku.

W pierwszym etapie badan fotostabilnosci okreslono czy substancja jest fotostabilna czy
tez fotolabilna. W tym celu stosowano aktynometr chemiczny, ktorym byt roztwor chlorowo-
dorku chininy. Ekspozycje¢ na promieniowanie prowadzono do zmiany absorbancji roztworu
aktynometru chemicznego AA = 0,9. Jezeli w tych samych warunkach absorbancja substancji
badanej nie ulegnie zmianie, substancj¢ uznaje si¢ jako fotostabilng. MMD ulegata znaczace-
mu rozktadowi w czasie gdy absorbancja aktynometru chemicznego zmienita si¢ o 0,2, a za-
tem wedlug wytycznych ICH nalezy jg uzna¢ za fotolabilna.

Do oceny ilosciowej procesu fotodegradacji, badane roztwory poddano ekspozycji na
promieniowanie 0 Amas = 365 nm i 510 nm. W czasie ekspozycji na promieniowanie obser-
wowano zmiany w widmie absorpcji, z zanikiem pasma absorpcji w maksimum przy okoto
480 nm. Procesowi fotodegradacji towarzyszylo catkowite odbarwienie badanego roztworu
podczas naswietlania promieniowaniem 0 Amas = 510 nm lub zmniejszenie intensywnosci

zabarwienia roztworu przy ekspozycji na promieniowanie 0 Amaks = 365 nm.

Podczas ekspozycji wodnego roztworu MMD na promieniowanie, absorbancja zmieniata
si¢ od cop — 0; otrzymano liniowa zalezno$¢ In ¢ = f{(t), a zatem reakcja fotodegradacji prze-
biegata zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stgzenia substratu.
Z zaleznosci In ¢ = f(t) wyznaczono obserwowane state szybko$ci reakcji rozkladu, ktoére
w podanych warunkach wynosza:

e A =365nm; k=(1,57+0,04)10"s"

e A =510nm; k=(8,83+0,64)10"s™

Stosujac radiometr zaopatrzony w odpowiedni sensor, mozliwe byto wyznaczenie pozor-
nych wydajno$ci kwantowych, a nastepnie przez ekstrapolacj¢ do zerowego czasu naswietla-
nia — rzeczywistych wydajnosci kwantowych @, ktore wynosily odpowiednio
5,29 -10° dla » =365 nm i 1,75 - 10* dla & = 510 nm. Wydajnosci kwantowe zmian stezenia
substratu i pierwotnych reakcji fotochemicznych, zgodnie z prawem Starka-Einsteina, powin-
ny by¢ rowne jednosci. Wyzsze wartosci @ moga wskazywaé na wtorne procesy fotoche-

miczne, generowane przez pierwotne produkty rozktadu. W przypadku reakcji w roztworach
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wodnych, wydajnosci kwantowe przyjmuja czesto wartosci nizsze od jednosci, co moze by¢
spowodowane dezaktywacja czasteczek badanego zwiazku przez czgsteczki rozpuszczalnika.
Zaleznosci In ¢@; = f(t) dla MMD sg prostoliniowe (Rycina 75), jednakze zaobserwowano
znaczny rozrzut wynikow. Moze to by¢ spowodowane zanieczyszczeniem probek substratami
syntezy i potencjalnymi produktami rozktadu, ktére moga wygasza¢ albo nasila¢ procesy fo-

todegradacyjne macierzystego zwigzku.
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Rycina 75.  Zaleznos¢ In ¢; = f(t) dla MMD; filtr Apaxs = 365 nm i Apaxs = 510 nm.
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6. WNIOSKI

2.

3.

4.

N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyna (MMD) w roztworach wodnych ulega rozkta-
dowi zgodnie z kinetyka reakcji pseudopierwszego rzedu wzglgdem stezenia substratu.
W reakcji rozktadu wystepuje tylko wilasciwa kataliza kwasowo-zasadowa, na ktora
sktadajg sie:
¢ hydroliza protonowanych czasteczek MMD katalizowana jonami wodorowymi
¢ hydroliza spontaniczna pod wptywem wody czasteczek innych niz protonowane.
W warunkach wlasciwej katalizy kwasowo-zasadowej, MMD jest najbardziej trwata
w roztworach o pH 2,5. MMD wykazuje znaczace réznice w trwato§ci w pordwnaniu
do zwiazku macierzystego — daunorubicyny. Najwigksze rdznice w trwatosci obser-

wowane sg w zakresie pH od ok. 4 do ok. 12.

Optymalnym pod wzgledem trwalo$ci roztworem do podania parenteralnego MMD jest
roztwor Injectio Glucosi 20%. Najwigkszy ubytek MMD w temperaturze pokojowe;j
zaobserwowano w Jonosterilu 1 mleczanie Ringera. Polietylenowe amputki nie zapew-
niaja wlasciwej ochrony roztworom MMD przed dziataniem $wiatta. Przechowywanie
roztworéw MMD do 24 godzin w temperaturze 2—8°C jest mozliwe tylko w roztwo-
rach glukozy.

Kinetyczny mechanizm rozktadu MMD w fazie statej zalezy od warunkéw przecho-
wywania. W warunkach podwyzszonej temperatury 1 podwyzszone] wilgotnos$ci
wzglednej powietrza rozktad zachodzit zgodnie z modelem reakcji autokatalitycznej
pierwszego rzgdu wzgledem stgzenia substratu, podczas gdy przy RH = 0 reakcja roz-
ktadu zachodzita zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia sub-
stratu.

Rozktad fotochemiczny MMD zachodzi wg rownania reakcji pierwszego rzedu wzgle-
dem stezenia substratu. Szybkos¢ reakcji fotodegradacji zalezy od dtugosci fali pro-
mieniowania 1 jest wigksza w przypadku promieniowania o dtugosci fali 510 nm niz

365 nm.
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7. STRESZCZENIE

Celem badan byta ocena trwatosci N-[(morfolino)metyleno]daunorubicyny (MMD) w roztwo-
rach wodnych, w warunkach wlasciwej katalizy kwasowo-zasadowej, w roztworach do poda-
nia parenteralnego oraz pod wptywem $wiatla. Dodatkowo wyznaczono kinetyczny mecha-
nizm rozktadu MMD w fazie stalej, okres§lono wptyw temperatury przy RH ~76,4% oraz
wplyw wilgotnos$ci wzglednej w temperaturze 363 K na trwato§¢ MMD. Do oceny zmian
stezenia badanego zwigzku zastosowano metode HPLC, natomiast w przypadku reakcji foto-
degradacji — metode UV-VIS.

W metodzie HPLC zastosowano podane ponizej parametry rozdzielenia, ktore umozliwialy
ocen¢ zmian substratu w obecno$ci produktow rozktadu 1 wzorca wewnetrznego:

e kolumna: Chromolith RP-18e, (5 um) 100 x 4,6 mm, Merck Darmstadt, Niemcy lub

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

e faza ruchoma: mieszanina (1:1) roztworow Aj i Ay:

o roztwor Al: metanol, acetonitryl (1:9 V/V)
o roztwor A2: 2,88 g laurylosiarczanu sodu, 1,6 ml kwasu fosforowego(V)
(85%), woda ad 1000 ml (m/V/V)

e szybkos¢ przeptywu fazy ruchomej: 1,5 ml/min

o detektor: spektrofotometr UV, A =254 nm

e wzorzec wewngetrzny: roztwor chlorowodorku chininy.

Metode HPLC oraz UV-VIS poddano walidacji, okreslajac nastepujgce parametry: selek-
tywno$¢, liniowos$¢, precyzje, granice wykrywalnosci i granice oznaczalnosci.

Badania kinetyczne reakcji rozktadu MMD w roztworach wodnych wykonano w zakresie
pH od 0,43 do 13,71 w temperaturze 313 K, 308 K, 298 K 1 293 K. Rozklad MMD w roztwo-
rach wodnych zachodzit zgodnie z modelem reakcji pseudopierwszego rzedu wzgledem ste-
zenia substratu i opisany byt nastepujacym rownaniem:

Inci=1Inco—Kkops - t
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W zadnym z badanych roztworow buforowych nie zaobserwowano wystepowania ogdlnej
katalizy kwasowo-zasadowej, zatem w calym zakresie pH, wyznaczona warto§¢ obserwo-
wanej statej szybkosci reakcji kops = Kph.
Na wlasciwg katalize kwasowo-zasadowa reakcji rozktadu PMD sktadajg si¢ nastepujace re-
akcje czastkowe:
e reakcja rozktadu protonowanych czasteczek MMD pod wplywem jonéw wodorowych
¢ hydroliza spontaniczna pod wptywem wody czasteczek MMD innych niz protonowane.

Catkowita szybko$¢ reakcji jest opisana nast¢pujagcym réwnaniem:
ka = kjag+f) + k,f,
Uwzgledniajac wartosci ko z zakresu pH od 0,44 do ok. 3,5 z zaleznosci kpn/f1 = f(an+)

wyznaczono Katalityczne state szybkosci ki, ktore sg rowne nachyleniu powyzszego wykresu.

Katalityczne state szybkosci k» wyznaczono z zaleznosci k’pn = Kon — Kian+fy = Koo, Wy-
konano wykresy k’pn = f(f2), uwzgledniajac wartoséci ko w zakresie pH od 4,41 do 7,08, ktore
sa prostolinowe, a wartosci k’pn dla f, = 1 odpowiadaja katalitycznej statej szybkosci reakcji
(k2).

W warunkach wlasciwej katalizy kwasowo-zasadowej, MMD wykazuje najwigcksza trwa-
tos¢ przy pH ok. 2,5.

Wyznaczone katalityczne state szybkosci reakcji postuzyly do wyznaczenia energii akty-
wacji, a nastgpnie parametréow termodynamicznych reakcji — entalpii i entropii reakcji.

W badaniach trwatosci MMD w powszechnie stosowanych roztworach do podania paren-
teralnego, badania prowadzono w temperaturze pokojowej, w temperaturze 2—8°C oraz
-16°C. W badaniach trwatoéci w temperaturze pokojowej, wyznaczono obserwowane state
szybkosci rozktadu MMD, uwzgledniajac rodzaj rozpuszczalnika, rodzaj opakowania, ochro-
n¢ przed $wiattem oraz wptyw stezenia MMD.

W badaniach trwato$ci MMD w temperaturze 2—-8°C oraz -16°C, jako trwale definiowano
te roztwory, w ktorych ubytek substratu nie przekraczat 10% warto$ci poczatkowej. Stwier-
dzono, ze MMD zachowuje wymagang trwato$¢

e W temperaturze pokojowej po 24 h przechowywania w 20% roztworze glukozy

e W temperaturze 2-8°C po 6 h przechowywania w roztworach glukozy (20%, 10% i

5%), natomiast po 24 h przechowywania w 20% i 10% roztworze glukozy

e W temperaturze -16°C po 30 dniach przechowywania w 10% i 20% roztworze glukozy.
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Wykazano takze, iz ampuiki polietylenowe nie chronig roztworow MMD przed wplywem
$wiatta, natomiast wplyw taki wykazuja polipropylenowe strzykawki.

MMD jest zwigzkiem podatnym na rozklad w fazie stalej. Kinetyczny mechanizm jej roz-
ktadu w fazie stalej zalezy od warunkow przechowywania — w warunkach podwyzszonej wil-
gotnosci wzglednej powietrza, rozktad MMD zachodzit zgodnie z rownaniem reakcji autoka-
talitycznej pierwszego rzedu wzglgdem stezenia substratu, natomiast przy RH = 0%, zgodnie
z rdwnaniem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu.

MMD w roztworach wodnych jest takze zwigzkiem podatnym na rozktad fotochemiczny,
ktory zachodzi zgodnie z modelem reakcji pierwszego rzedu wzgledem stezenia substratu.
Przeprowadzone badania potwierdzity konieczno$¢ ochrony roztwordow substancji badane;

przed $§wiatlem.
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Stability of N-[(morpholine)methylene]daunorubicin (MMD) in aqueous solutions

Department of Pharmaceutical Chemistry

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

Anna Krause

Summary
The aim of these studies was to evaluate the stability of MMD in aqueous solutions, intraven-
ous solutions and under the influence of light. Additionally, the kinetic mechanism of MMD
degradation in the solid state, the influence of temperature at RH ~76.4% and the influence of
relative air humidity at 363 K on the stability of MMD were determined. An HPLC method
was used to determine the changes in the concentration of MMD, while a UV-VIS method
was used for photodegradation studies.

The separation of MMD in the presence of its degradation products and the internal stan-
dard in the HPLC method was obtained using the following parameters:

e column: Chromolith RP-18e, (5 um) 100 x 4,6 mm, Merck Darmstadt, Germany

or LiChrospher 100 RP-18 (5 um) 125 x 4 mm, Merck Darmstadt, Germany

mobile phase: mixture (1:1) of solutions A; and Ay:
o solution Al: methanol, acetonitrile (1:9 V/V)
o solution A2: 2.88 g of sodium laurisulfate, 1.6 ml of phosphoric acid (V)
(85%), water ad 1000 ml (m/V/V)

flow rate: 1.0 ml/min

detector: spekctrophotometer UV, A = 254 nm

internal standard: solution of quinine hydrochloride.

Both methods were validated with regard to selectivity, linearity, precision, limit of detec-
tion and limit of quantitation.

The kinetics of MMD degradation was studied in aqueous solutions at 298, 303, 308 and
313 K (pH 0.43-13,71).

The degradation of MMD in agqueous solutions was a pseudo-first-order reaction described

by the following equation:

Inci=1Inco—Kkops - t
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Investigations of the influence of the total concentrations of buffers at constant pH and
ionic strength on the kq,s demonstrated that in all buffers only specific acid-base catalysis
occurred. Therefore in the whole pH range Kops = Ko

The semilogarithmic relationship ko = f(pH) indicates that the following reactions occur
in aqueous solutions of MMD:

¢ hydrolysis of the protonated molecules of MMD catalyzed by hydrogen ions

e spontaneous hydrolysis under the influence of water of MMD molecules other than

protonated ones

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

The catalytic rate constants k; were calculated from the plots kpn/f; = f(an+), which are

linear with a positive slope that is equal to k.

The catalytic rate constants k, were calculated from the relationship the
K’on = Kpn — kian+fy = kofo. The plots k’pn = f(f2) at the pH from 4,41 do 7,08, are linear. The
values of k’pn for f, = 1 are equal to k.

The catalytic rate constants were used to calculate the slope of the plots In k; = f(1/T) and
the values of In A for partial reactions. These values were used to determine the energy
of activation and thermodynamic parameters — enthalpy and entropy.

The stability study of MMD in parenteral solutions was conducted at room temperature
(24 h), at 2-8°C (24 h) and at -16°C (30 days). At room temperature the observed rate con-
stants of MMD degradation were determined, taking into consideration type of solution, type
of packaging, protection from light and the influence of MMD concentration.

In the stability study of MMD in parenteral solutions at 2-8°C and at -16°C those solu-
tions in which the loss of substrate concentration did not exceed 10% of the initial concentra-
tion were defined as stable.

It was found that MMD demonstrated desired stability under the following conditions:
e at room temperature after 24 h storage in Injectio Glucosi 20%
e at 2-8°C after 6 h storage in 5% Glucosum, Injectio Glucosi 10% and 20% and after
24 h storage in Injectio Glucosi 10% and 20%
e at-16°C after storing for 30 days in Injectio Glucosi 10% and 20%
It was also found that polyethylene ampoules did not protect MMD solutions from light

but polypropylene syringes ensured such protection.
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MMD is susceptible to degradation in the solid state. The kinetic mechanism of its degra-
dation depends on storage conditions. At RH ~76.4% it is the first-order autocatalytic reaction
depending on the substrate concentration, while at RH = 0% it is a first-order reaction depend-
ing on the substrate concentration.

MMD in aqueous solutions is also susceptible to photodegradation. This process is the
first-order reaction. This study confirms the necessity of protecting MMD solutions from
light.
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