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WYKAZ SKROTOW

AUC pole powierzchni pod krzywa czas/st¢zenie w osoczu

C cyklosporyna A

CMC krytyczne stezenie micelarne

DC koniugat ibuprofenu z oligo(kwasem 3-hydroksymastowym)

10DC/E20% 20% emulsja o/w zawierajaca 10% (m/m) DC

25DC 25% (m/m) roztwor DC w oleju Miglyol 812

4-Di-1-ASP 4-(4-dimetyloamino)stearylo)-N-metylopirydynian jodu

EBA wzgledna dostepnosé biologiczna

EDTA kwas etylenodiaminotetraoctowy

EGTA kwas etylenoglikol-O-O’-bis(2-aminoetyl)-N,N,N’,N’ tetraoctowy

FDA Agencja ds. Zywnosci i Lekéw (Food and Drug Administration)

FNa s6l sodowa fluoresceiny

HPLC wysokosprawna chromatografia cieczowa

HPMA kopolimer N-(2-hydroksypropylo)-metakrylamidu

1B ibuprofen

5%IB 5% roztwor IB w oleju Miglyol 812

IND indometacyna

LIZ10% 10% wodny roztwor lizynianu ibuprofenu

MDR opornos¢ wielolekowa (Multidrug Resistance)

MRP biatko zwiazane z opornoscia wielolekowa (Multidrug Resistance - Associated
Protein)

MTT formazan blgkitu tiazolowego

NLPZ niesteroidowe leki przeciwzapalne

OHB oligo(kwas 3-hydroksymastowy)

PEG polietylenoglikol

P-gp poliglikoproteina

PHB kwas polihydroksymastowy

PLA kwas polimlekowy

PLGA kopolimer kwasu polimlekowego z kwasem poliglikolowym

Rh-123 rodamina-123

SD odchylenie standardowe

SPE ekstrakcja do fazy statej (Solid Phase Extraction)

Tris tris(hydroksymetylo)aminometan

USP Farmakopea Amerykanska (United States Pharmacopeia)

v chlorowodorek werapamilu

WB Western Blot



STRESZCZENIE

Biozgodne 1 nietoksyczne polimery uzywane sa w technologii postaci leku jako
no$niki substancji podawanych doustnie, pozajelitowo lub wykazujacych dziatanie
miejscowe. Nosnik polimerowy moze tworzy¢ matryce, w ktorej lek jest rozpuszczony
lub zdyspergowany, lub, rzadziej, moze by¢ kowalencyjnie zwiazany z czasteczka
substancji leczniczej. W wielu przypadkach wprowadzony polimer zapewnia
przedluzone uwalnianie, ktore prowadzi do wydluzenia czasu dzialania i poprawy
skuteczno$ci procesu terapeutycznego. Podstawowym wymaganiem stawianym
no$nikom polimerowym pozostaje zawsze biozgodnos¢ 1 wykazany brak toksycznosci.

Przedmiotem badan byl zsyntezowany w Centrum Materiatow Polimerowych i
Weglowych PAN  w  Zabrzu koniugat ibuprofenu z oligomerem kwasu
3-hydroksymastowego (DC). Celem prowadzonych badan bylo okreslenie jego
podstawowych wtasciwosci fizykochemicznych, ktére maja istotne znaczenie dla
technologii postaci leku 1 farmakokinetyki in vivo potencjalnego proleku. Okreslono
wplyw koniugatu na przezywalno$¢ komorek linii Caco-2 1 Calu-3 oraz na funkcje
obecnej w btonach komoérkowych P-glikoproteiny (P-gp). Prowadzone badania miaty
takze stuzy¢ opracowaniu sktadu i metody sporzadzania wtasciwych postaci leku, ktore
nastepnie poddano ocenie biofarmaceutycznej in vitro 1 in vivo.

W  pierwszym etapie pracy opracowano 1 dokonano walidacji metody
analitycznej (HPLC) shluzacej do oznaczania ilosciowego DC. Nastgpnie zbadano
rozpuszczalno$¢ koniugatu w wodzie, 0,1 mol/l kwasie solnym, buforach
fosforanowych oraz wybranych rozpuszczalnikach organicznych 1 ptynach
fizjologicznych. Wykazano staba rozpuszczalnos¢ DC w wodzie, obserwowano jednak
wzrost rozpuszczalnosci wraz ze wzrostem pH. Potwierdzono jednoczes$nie bardzo
dobra rozpuszczalno§¢ w metanolu, oleju racznikowym 1 oleju Miglyol 812. W zwiazku
z wysoka stabilno$cig koniugatu w roztworach wodnych oraz znaczna odpornoscia na
dziatanie enzymoéw hydrolitycznych (pankreatyna), zaproponowano podanie proleku w
formie iniekcji domig$niowych.

Wykazano, ze w obecno$ci DC zwigkszeniu ulega szybko$¢ transportu
przezkomorkowego rodaminy-123, modelowego substratu dla P-glikoproteiny (P-gp),
jak tez jej wychwyt przez komoérki Caco-2. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem

substratow innych ukladow transporterowych wykazaty specyficznos¢ dziatania DC na



P-gp/MDR1. Ze wzglgdu na brak toksycznosci wobec komoérek Caco-2 oraz
ograniczong cytotoksyczno$¢ wzgledem komorek Calu-3, DC moze by¢ wykorzystany
jako modelowy inhibitor P-gp, zwigkszajacy absorpcje niektorych lekow.

Sporzadzono i1 poddano ocenie in vitro dwa preparaty z DC: roztwor olejowy 1
emulsje typu o/w stabilizowana polisorbatem 80. Wykazano stabilno$¢ obu uktadow po
wyjatowieniu, a nastgpnie przeprowadzono badanie in vivo na krélikach. Stgzenie IB w
osoczu krwi oznaczono metoda HPLC odwroconych faz z zastosowaniem wzorca
wewngtrznego (indometacyna) 1 ekstrakcji do fazy statej (SPE).

Wobec podanego grupie kontrolnej olejowego roztworu IB wykazano znaczaco
spowolnione uwalnianie ibuprofenu z DC. Lek wykrywano w osoczu 24 h po
dokonaniu wstrzyknigcia, nie wykrywano go natomiast juz w 12 h po podaniu IB w
formie nieskoniugowanej. Brak istotnych statystycznie réznic pomigdzy profilami
farmakokinetycznymi obu preparatéw z DC sugeruje, ze czynnikiem decydujacym o
uwalnianiu jest przede wszystkim szybko$¢ hydrolizy koniugatu.

Ze wzgledu na powolna hydroliz¢ koniugatu stwierdzono, ze moze on by¢
traktowany jako substancja modelowa dla pozajelitowego podawania lekow o
charakterze kwasow karboksylowych wykazujacych aktywnos$¢ farmakologiczna w
niskich st¢zeniach. Zasadne wydaje si¢ by¢ takze wykorzystanie badanego zwiazku jako
modelowej substancji zwigkszajacej absorpcje¢ lekéw bedacych substratami dla P-gp
(np. doksorubicyna, taksol).



SUMMARY

Biocompatible and non-toxic polymers in pharmaceutical technology serve as
drug carriers for substances administered orally, parenterally and topically. The carrier
could either create a matrix in which the drug is dissolved or dispersed or, less likely,
can be covalently linked to the drug molecule. Frequently, the polymer ensures
sustained drug release which leads to prolonged action and improves the efficiency of
the treatment. In every case the prerequisite requirement to fulfill is the carrier’s
biocompatibility and lack of toxicity.

The research was focused on a conjugate of ibuprofen with 3-hydroxybutyric
acid oligomers (DC) which was synthesised in the Centre of Polymer and Carbon
Materials in Zabrze. The aim of the study was to determine basic physicochemical
properties of the novel prodrug, significant for pharmaceutical technology and in vivo
pharmacokinetics. An influence of the conjugate on the survival of Caco-2 and Calu-3
cells as well as on the activity of P-glicoprotein (P-gp) present in the cell membranes
were also determined. Finally, the research was aimed at development of possible drug
formulations, which were subsequently subjected to biopharmaceutical eveluation in in
vitro and in vivo conditions.

At the first stage of the study a HPLC method for determination of DC
concentration was developed and validated. Then, the solubility in water, 0.1 mol/l
hydrochloric acid, phosphate buffer solutions and selected organic solvents and
physiological fluids was determined. The conjugate proved to be poorly soluble in
water, however its solubility was increasing together with an increase of pH values. On
the other hand very good solubility in methanol, castor oil and Miglyol 812 was found.
Due to good stability of DC in aqueous environment and significant resistance against
hydrolytic enzymes (pancreatin), parenteral delivery has been suggested for the
conjugate (intramuscular injections).

The conjugate was found to accelerate rhodamine-123 (P-gp substrate) transport
across Caco-2 cell monolayers and the cellular uptake of a model compound. The
experiments involving substrates for different membrane transporters confirmed an
exclusive influence of DC on P-gp/MDRI transporters. Showing no toxicity towards
Caco-2 cells and limited cytotoxicity towards Calu-3, DC has been suggested as a

potential P-gp inhibitor increasing absorption of selected drugs.



Two different DC formulations: oily solution in Miglyol and o/w emulsion
stabilized with Tween 80 were prepared and evaluated in in vitro conditions. Having
proven to be stable after sterilization, the preparations were used in in vivo experiment
involving rabbits. The DC formulations were compared with IB oily solution
administered intramuscularly. A HPLC method was employed to determine IB
concentrations in plasma spiked with indomethacin as an internal standard and
subjected to a solid phase extraction (SPE).

Drug release from the conjugate was much slower than from the free form of IB
resulting in detectable plasma concentrations 24 h after administration. Contrarily, no
IB has been found 12 h after administration of a free form of the drug. No statistically
significant differences in pharmacokinetics between DC oily solution and emulsion
have been detected suggesting hydrolysis rate as a key factor influencing
pharmacokinetic profile of the drug.

Due to slow hydrolysis of the conjugate it was concluded that DC could be a
model substance for parenteral delivery of carboxylic acid derivatives demonstrating
pharmacological activity at low concentrations. The conjugate could be also considered
as a substance used to enhance uptake of drugs being P-gp substrates (e.g. doxorubicin,

taxol).
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W ostatnich latach zaobserwowac mozna znaczqcy wzrost zainteresowania polimerami,
ktore po koniugowaniu z nimi substancji leczniczych, znajdujq zastosowanie w
technologii postaci leku, jako proleki, czyli zwiqzki uwalniajqce substancje lecznicze w
nastepstwie procesow metabolicznych. Celem stosowania koniugatow - prolekow jest
otrzymywanie biozgodnych i nietoksycznych zwiqzkow do terapii celowanej, lub tez
uzyskanie kontrolowanego uwalniania substancji czynnej. Najlepiej poznanym
polimerem tego typu jest polietylenoglikol (PEG), ktory znalazt zastosowanie w
znacznej ilosci juz zarejestrowanych i z powodzeniem stosowanych pozajelitowych
preparatow farmaceutycznych. Uwage poswieca sie takZe innym polimerom, ktore
wywierajq podobny wplhyw na witasciwosci fizykochemiczne i farmakologiczne zwiqzanej
substancji. Jednym z takich zwiqzkow moze by¢ oligomer kwasu 3-hydroksymastowego,
ktorego koniugaty z niesteroidowymi lekami przeciwzapalnymi (NLPZ), takich jak
ibuprofen, sq przedmiotem niniejszej rozprawy. Przedstawione zostanq przyklady
koniugatow roznych polimerow z substancjami leczniczymi, a takze omowione zostanq
sposoby uzyskiwania przedtuzonego uwalniania substancji czynnej po podaniu
pozajelitowym. Poniewaz znaczng czes¢ badan przeprowadzono z wykorzystaniem
kultur  komorkowych Caco-2 i Calu-3, omowione zostanie ich znaczenie w
prowadzonych wspolczesnie badaniach z zakresu biofarmacji, zwlaszcza w kontekscie
oznaczania cytotoksycznosci i transportu transmembranowego, ktorego mediatorem dla

wielu substancji leczniczych jest poliglikoproteina (P-gp).

1. POLIMERY W POZAJELITOWYCH POSTACIACH LEKU

Zgodnie z definicja Farmakopei Polskiej VIII (FP VIII), preparaty pozajelitowe
sa to jalowe postacie leku przeznaczone do podania do organizmu cztowieka lub
zwierzgcia przez wstrzyknigeie, infuzj¢ lub implantacjg.

Poza substancjami czynnymi i1 pomocniczymi regulujacymi pH, cis$nienie
osmotyczne, zwigkszajacymi rozpuszczalno$¢ substancji aktywnych oraz $rodkami
konserwujacymi, w sktad tych preparatow wchodzi¢ tez moga no$niki polimerowe.
Sposob polaczenia polimeru z czasteczka substancji aktywnej moze by¢ dwojaki:

1. Za pomoca wiazania kowalencyjnego (np. eterowego, estrowego, amidowego,
dwusiarczkowego), przez co czasteczka leku uzyskuje odmienne wlasciwosci

fizykochemiczne i farmakokinetyczne. Utworzony koniugat lek — polimer nie
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musi wykazywac¢ aktywnos$ci farmakologicznej, stanowi wtedy prolek, ktory w
wyniku rozpadu wigzania w warunkach in vivo uwalnia substancj¢ aktywna, a
zwiazany polimer ulega dalszemu metabolizmowi 1 eliminacji. Do wspotczesnie
stosowanych zwiazkow tego typu naleza potaczenia PEG z substancjami
leczniczymi (uzyskuje si¢ w ten sposdb tzw. substancje pegylowane),

Za pomoca inkorporacji w matrycy polimerowej, bez udzialu wigzan
chemicznych. Tego typu rozwigzanie znalazto zastosowanie w technologii
implantow 1 mikrosfer, gdzie substancja lecznicza jest zawieszona lub
rozpuszczona w materiale polimerowym (najczesciej jest to kwas polimlekowy

lub kopolimer kwasu mlekowego i glikolowego) [1].

Niezaleznie od charakteru polaczenia z czasteczka substancji aktywnej, no$nik

polimerowy musi speti¢ kilka podstawowych warunkéw, do ktérych naleza:

biozgodnos¢,

brak toksycznosci,

poznana droga metabolizmu,

metabolizm prowadzacy najlepiej do substancji wystgpujacych w organizmie w
warunkach fizjologicznych,

niski indeks polidyspersji, §wiadczacy o poréwnywalnej diugosci tancuchow
polimerowych w uzyskanej mieszaninie,

w przypadku koniugatow posiadajacych wiazanie kowalencyjne, konieczne jest

udowodnienie, ze substancja czynna ulega uwolnieniu po podaniu preparatu.

Polimery jako zwiazki wielkoczasteczkowe w znaczacy sposob zwigkszaja masg

czasteczkowa koniugowanej substancji leczniczej. Zjawisko to nie zawsze jest

pozadane. Dotyczy to zwlaszcza lekow dzialajacych w relatywnie wysokich dawkach,

kiedy wprowadzenie tancuchow polimerowych spowodowalaby konieczno$éé

jednorazowego podawania nawet kilku gramow preparatu. Stad zainteresowanie

oligomerami, czyli zwiazkami zbudowanymi, podobnie jak polimery, z powtarzajacych

si¢ jednostek (meréw), jednak posiadajacych mniejsza ich liczbg, a takze nie

manifestujacymi wszystkich wtasciwosci fizykochemicznych w peini wyksztatconego

polimeru.
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Koniugaty substancji leczniczych z polimerami moga ulega¢ hydrolizie
enzymatycznej, w wyniku ktorej dochodzi do uwolnienia czasteczki leku, czgsto
osiagna¢ tez mozna efekt przedtuzonego dziatania [2]. Wiazanie z nos$nikiem powinno
zabezpiecza¢ przed przedwczesnym uwolnieniem substancji czynnej, z drugiej jednak
strony wprowadzenie wigzan zbyt stabilnych moze utrudnia¢ uwolnienie leku, a tym
samym moze nie wystapi¢ pozadany efekt terapeutyczny. Uwalnianie leku z
koniugatéw z polimerami moze by¢ dodatkowo promowane poprzez wprowadzenie
pomiegdzy czasteczke leku a tancuch polimerowy wiazan niestabilnych hydrolitycznie
lub ulegajacych reakcjom enzymatycznym, tzw. spejseréw [3].

W zaleznos$ci od zastosowanego polimeru, dzigki koniugacji, uzyska¢ mozna
zwigkszenie rozpuszczalnosci w wodzie, lepsza biodostepnos¢, wyzsza odpornosé
wzgledem enzymoéw hydrolitycznych oraz zwigkszenie kumulacji w chorobowo
zmienionych tkankach, a takze zmniejszenie immunogennosci leku. Uzyskuje sig
jednoczesnie dluzszy okres pottrwania zwiazany ze zwigkszeniem objgtosci
hydrodynamicznej 1 zmniejszeniem klirensu nerkowego [3, 4].

Z punktu widzenia bezpieczenstwa terapii istotne jest, aby nosnik polimerowy
ulegat eliminacji z organizmu. Eliminacja nastgpuje w formie niezmienionej (np. PEG)
lub tez, w wigkszosci przypadkoéw, poprzedzona jest metabolizmem polimeru poprzez
jego degradacj¢ enzymatyczna.

Wyr6zni¢ mozna dwie drogi rozktadu: hydroliz¢ 1 oksydacj¢. Rozklad przez
hydroliz¢ jest do$¢ powszechny w przypadku poliestrow, poliamidow,
polibezwodnikoéw 1 innych pochodnych kwaséw karboksylowych. Rozktadu w drodze
oksydacji spodziewac si¢ nalezy w przypadku pochodnych kwasu weglowego jak np.
poliuretany 1 poliwgglany [5]. Pierwsza z wymienionych drég rozktadu jest raczej
szybka, podczas gdy druga przebiega znacznie wolniej. W przypadku rozkladu przez
hydrolizg, szybkos¢ procesu moze by¢ modyfikowana poprzez dotaczenie do tancucha
polimerowego jednostek monomerowych o réznych wiasciwosciach hydrolitycznych.
W tym tez przypadku na etapie wyboru polimeru do koniugacji nalezy uwzglednic¢
mozliwo$¢ lokalnego obnizenia pH (uwolnienie grup karboksylowych), co ma
znaczenie dla lekow wrazliwych na odczyn kwasny. W przypadku rozkladu przez
oksydacj¢ najczesciej konieczny jest udzial czynnikow utleniajacych. W warunkach in
vivo zwiazki takie wytwarzane sa przez makrofagi [5].

Niezaleznie od chemicznego charakteru procesu rozktadu, erozja polimeru

nastegpowa¢ moze na jego powierzchni lub wewnatrz matrycy materiatu (degradacja)
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[6, 7]. Erozja powierzchniowa jest mechanizmem bardziej pozadanym ze wzgledu na
powtarzalna kinetyk¢ procesu, ktora mozna w do$¢ prosty sposob kontrolowaé poprzez
odpowiednie rozdrobnienie preparatu farmaceutycznego (mikroczastki), a przez to
zmian¢ powierzchni kontaktu z materialem biologicznym [6]. Jednocze$nie w
przypadku tego typu rozktadu, masa czasteczkowa polimeru pozostaje niezmienna przez
dhuzszy okres czasu, maleje natomiast masa preparatu. Z kolei dominacja erozji matrycy
w mechanizmie rozkladu prowadzi do gwaltownego spadku masy czasteczkowej przy
zachowaniu masy preparatu [5].

Jako potencjalne nosniki leku probowano wykorzystywaé rdézne klasy
polimerow, jednak wigkszo$¢ zarejestrowanych koniugatow zawiera tancuchy PEG [4].
W kolejnych dwoch rozdziatach (1.1 1 1.2) przedstawiony zostanie doktadniejszy opis
tych zwiazkow, jak tez zaprezentowane zostana inne polimery, interesujace z punktu

widzenia technologii postaci leku.

1.1. PEGylacja

Polietylenoglikole (PEG, Ryc. 1), ze wzgledu na dobra rozpuszczalno$¢ w
wodzie oraz brak toksyczno$ci [3, 7] znalazty szerokie zastosowanie w preparatach
farmaceutycznych 1 kosmetycznych. Stanowia sktadniki roztworow, tabletek, czopkow,
masci oraz kremoéw. Polietylenoglikole sa zwiazkami niebiodegradowalnymi,
wydalanymi z moczem (lancuchy o masie czasteczkowej ponizej 20 kDa) lub droga
eliminacji watrobowej (tancuchy dluzsze, nie znajdujace zastosowania w technologii
postaci leku) [3]. Zaleznie od dtugosci tancucha, PEG wystepuja w formie ptynnej (m.
cz. 200 — 600), potstatej (m. cz. 1000 — 1500) lub statej (m. cz. > 4000). W farmacji
wykorzystuje si¢ szereg dostgpnych pochodnych rdézniacych sig¢ wiasciwosciami
fizykochemicznymi i aplikacyjnymi. PEG stosuje si¢ w technologii statych postaci leku
jako substancje poslizgowe, smarujace, wiazace na sucho oraz hydrofilizujace, jako
podtoza czopkowe, w postaciach potstatych jako podloza masciowe, a takze jako

niejonowe stabilizatory emulsji oraz rozpuszczalniki [8].
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Ryc. 1. Struktura chemiczna PEG.

Oprocz zastosowan PEG jako samodzielnych substancji pomocniczych, sa one
takze wykorzystywane w preparatach pozajelitowych jako no$niki skoniugowane z
substancjami czynnymi. W ten sposob modyfikuja witasciwosci fizykochemiczne i1
farmakokinetyczne substancji czynnych. Synteza takich koniugatow okreslana jest
mianem PEGylacji i polega na powstaniu wigzania chemicznego pomigdzy fancuchem
PEG a czasteczka leku, lub tez na potaczeniu tancuchow PEG z powierzchnia no$nika
(np. liposomu) zawierajacego substancje czynna [9].

PEG dostgpne sa jako struktury liniowe i rozgalgzione, o réznych masach
molowych. Jednocze$nie, zaleznie od typu PEGylowanej substancji leczniczej, istnieje
mozliwo$¢ przylaczania jednej Iub kilku czasteczek PEG [10]. Substancje
wielkoczasteczkowe (np. biatka) z reguly lacza si¢ z wieloma czasteczkami PEG, co
jednak wiaze sig z ryzykiem zaistnienia oddziatywan sterycznych z substancja aktywna
1 obnizenia jej aktywnosci. W celu uniknigcia tego zagrozenia stosuje si¢ rozgatgzione
fancuchy PEG, dzigki ktorym w znaczacy sposob zwigksza si¢ masa koniugatu, a liczba
wigzan lek — PEG pozostaje niewielka. Wykazano ponadto, Ze zastosowanie struktur
rozgatezionych pozwala na zwigkszenie odpornosci termicznej oraz lepiej chroni przed
dzialaniem enzymow niz wprowadzenie polimeru liniowego [11].

PEGylacja mozliwa jest po uprzednim aktywowaniu polimeru, polegajacym na
modyfikacji wolnej grupy hydroksylowej za pomoca aktywnych grup chemicznych, jak
np. grupy estrowej, aldehydowej lub innej. Przykladowy sposob aktywacji PEG
przedstawiony jest na ryc. 2. Podstawiona w miejsce grupy hydroksylowej grupa
aktywna, posiadajaca powinowactwo do wugrupowan np. sulthydrylowych Iub
aminowych, tworzy nastgpnie wigzania z czasteczka substancji aktywnej. Utrzymanie
wprowadzonych poprzez PEGylacj¢ zmian we wlasciwosciach farmakologicznych

substancji leczniczej uzaleznione jest od stabilno$ci wigzania z polimerem.
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Ryc. 2. Przyktadowy sposob aktywacji PEG [10].

Grupa substancji leczniczych, dla ktorej koniugowanie z PEG ma szczeg6lnie
istotne znaczenie, ze wzgledu na ich fizyczng labilno$¢ oraz staba rozpuszczalnos¢ w
wodzie, sa biatka. PEGylacja bialek polega najcze$ciej na utworzeniu wigzania
pomigdzy grupa aminowa czasteczki biatka, a aktywna grupa chemicznie
zmodyfikowanego polietylenoglikolu.

W wigkszosci przypadkow, kowalencyjne potaczenie PEG z czasteczka biatka
nastgpuje w obrebie grup aminowych lizyny oraz wolnej grupy aminowej ostatniego
aminokwasu w sekwencji. W zaleznosci od rodzaju modyfikacji polimeru, PEGylacja
polega na utworzeniu jednego lub kilku wigzan amidowych, aminowych lub
uretanowych pomigdzy aktywowana czasteczka PEG, a substancja lecznicza.

PEGylacja zmienia struktur¢ chemiczna leku oraz jego wlasciwosci
fizykochemiczne jak polarnos¢, rozpuszczalno$¢ 1 wlasciwosci powierzchniowe, jak tez
wlasciwosci farmakokinetyczne — okres pottrwania, wychwyt komorkowy i szybkosé
eliminacji [9, 12]. Technika PEGylacji pozwala ponadto unikna¢, czgstej w przypadku
biatkowych substancji leczniczych, gwaltownej odpowiedzi immunologicznej
organizmu, prowadzacej do szybkiej eliminacji leku z ustroju. Udowodniono, ze
PEGylacja zwigksza rozpuszczalno$¢ w wodzie, a poprzez modyfikacje steryczna
czasteczki, zapobiega jej degradacji przez enzymy proteolityczne, poprawiajac rowniez
stabilno$¢ fizyczna. Jednoczesnie zmniejsza si¢ odpowiedz immunologiczna organizmu.
Istotne z punktu widzenia zmian wlasciwosci fizykochemicznych biatka jest takze
znaczne zwigkszenie masy czasteczkowej [9, 10, 13].

Poza koniugatami PEG z substancjami leczniczymi, w produkcji liposoméw
wykorzystuje si¢ takze PEGylowane lipidy. Uzyskane z nich liposomy wykazuja

odmienne, korzystne wlasciwosci farmakokinetyczne. Ryc. 3 przedstawia strukturg
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chemiczna przyktadowego koniugatu PEG z fosfolipidem, wykorzystywanego do

otrzymywania modyfikowanych liposomow.

Ryc. 3. Struktura chemiczna PEGylowanego aktywowanego fosfolipidu [14].

W przypadku PEGylacji liposomow wykazano, ze PEGylowane nos$niki leku
charakteryzuja si¢ lepszymi wlasciwos$ciami farmakokinetycznymi (np. w terapii
nowotworow), objawiajacymi si¢ gléwnie zwigkszeniem kumulacji w tkankach
chorobowo zmienionych oraz wydluzeniem okresu krazenia we krwi [15]. Zwigkszenie
kumulacji ttumaczy si¢ zmniejszonym wychwytem liposoméw przez uktad siateczkowo
— §rodbtonkowy (RES), a w szczegdlnosci zablokowaniem oddzialywania z opsoning
oraz wiazaniem wody na powierzchni modyfikowanego nosnika, co z kolei hamuje
wigzanie z bialkami osocza [15].

Przykladami  stosowanych ~w lecznictwie preparatdow zawierajacych
PEGylowane liposomy sa Caelyx (Schering-Plough) i Doxil (Sequus Pharm.)
zawierajace jako substancje czynng chlorowodorek doksorubicyny [16, 17]. Preparaty te
stosuje si¢ w leczeniu raka jajnika, migsaka Kaposi’ego w przebiegu AIDS oraz
zaawansowanego raka sutka.

PEGylacja zostala z powodzeniem zastosowana w technologii kilku
zarejestrowanych  biotechnologicznych produktow leczniczych, ktorych krotka

charakterystyke przedstawia tabela 1.

18



-Wstep-

Tabela 1. Charakterystyka PEGylowanych lekow stosowanych w lecznictwie

Produkt Substancja czynna Zastosowanie Literatura
(producent)
PegIntron Rekombinowany interferon
(SP Europe) alfa-2b Wzw € 13,18
Rekombinowany interferon
Pegasys (Roche) alfada WZW C 19
Somavert - .
Pegvisomant Analog ludzkiego hormonu Akromegalia 20
wzrostu
(Pfizer)
W skojarzeniu z
Neulasta - chemioterapia —
. . zmniejszenie ryzyka
Pe(gffr:lslt)lm Filgrastym infekcji spowodowane; 21,22
g obnizeniem ilo$ci
leukocytow
Adagen - : Ciezki ztozony niedobor
y
Pegademase Deaminaza adenozynowa odpornodci 23
(ENZON) P
Oncaspar - . Ostra biataczka
Pegaspargase L-asparaginaza limfoblastvezna 24 - 26
(ENZON) Y
Macugen — . .
Pegaptanib Pegaptanib sodu Zwyrodrz.lg?elg plamki 27,28
(Eyetech/Pfizer) !

Ze wzgledu na nietoksyczno$¢ PEG 1 szeroki wachlarz korzysci, jakie

zapewniaja PEGylowane preparaty, zainteresowanie PEGylacja w sposob ciagly rosnie.
Obecnie prowadzi si¢ prace majace na celu zastosowanie tej techniki w preparatach
stosowanych w leczeniu zakazen wirusem HIV [29] oraz w terapii genowej [30].
Jednoczesnie pojawia

si¢ wiele doniesien dotyczacych postgpu w syntezie

PEGylowanych lekow przeciwnowotworowych [3, 31-33].

1.2. Inne polimery do biokoniugacji

Poza opisanymi wczesniej polietylenoglikolami, pod katem wykorzystania jako
nos$nikow leku w formie koniugatow badano takze inne biozgodne polimery. Chociaz w
zastosowaniu klinicznym takie koniugaty praktycznie nie istnieja, obserwuje si¢ ciagly

wzrost zainteresowania pracami nad nos$nikami (prolekami) tego typu. Niektére z nich
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znajduja si¢ na etapie badan klinicznych [34]. Do najczgsciej opisywanych i
najdoktadniej przebadanych polimeréw do biokoniugacji, obok PEG, zaliczy¢ mozna:
e polisacharydy np. dekstran,
e polimery winylowe np. kopolimery N-(2-hydroksypropylo)-metakrylamidu
(HPMA),
e poliaminokwasy i ich analogi np. poli(L-lizyna),

e dendrymery.

Polisacharydy znalazly zastosowanie zaré6wno w tworzeniu koniugatéw z
lekami niskoczasteczkowymi, jak tez z biatkami, w tym insulina, immunoglobulinami
oraz ludzkim hormonem wzrostu [35]. Najczesciej uzywanym polimerem tej grupy jest
dekstran. Ze wzgledu na dobra rozpuszczalno$¢ w wodzie, brak toksycznosci i tatwa
dostgpno$¢ odmian o réoznych masach czasteczkowych, przy jednoczesnym zachowaniu
niskiego indeksu polidyspersji, zwiazek ten moze by¢ wykorzystywany jako modelowy
polisacharyd do koniugacji substancji leczniczych [2]. Koniugat dekstranu ze
streptokinaza byl pierwszym na rynku koniugatem z czasteczka biatka [3], wykazywat
jednak niekorzystng farmakologicznie heterogenno$¢ zwiazana z wystgpujacym w nim
usieciowaniem. Z dekstranem byt takze koniugowany ketorolak [36], a powstaly
zwiazek zostat poddany badaniom in vitro 1 in vivo. Po podaniu per os wykazano, ze w
poréwnaniu z wolnym ketorolakiem, koniugat pozwolil na ograniczenie niepozadanego
dziatania wrzodotwoérczego przy zachowaniu wtasciwosci przeciwzapalnych leku.

Polimery winylowe, w zwiazku ze znaczna iloScia reaktywnych grup
funkcyjnych, sa w stanie zwiaza¢ duza liczbg czasteczek leku. Poniewaz ta grupa
polimerow nie podlega biodegradacji, aby zapewni¢ eliminacj¢ z ustroju, masa
czasteczkowa polimeru powinna wynosi¢ nie wigcej niz 50 kDa [2]. W$rod polimerow
tej grupy najwigksze zainteresowanie wzbudza HPMA, ktory z powodzeniem zostat
zastosowany w koniugacie z doksorubicyna. W badaniach na myszach wykazano
wyzsza, w stosunku do nieskoniugowanego leku, aktywnos$¢ przeciwnowotworowa
[37]. Zjawisko to tlumaczy si¢ pokonywaniem przez koniugaty mechanizméw
obronnych komorki (pompy btonowe), zmniejszaniem przez nie aktywnosci
cytoplazmatycznych enzymoéw detoksykacyjnych oraz indukowaniem nekrozy i
apoptozy komorek nowotworowych [4]. Koniugacja z HPMA moze okazaé sig

korzystna takze dla innych substancji, ktére poprzez przytaczenie hydrofilowego
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polimeru pokonaja powszechnie spotykany problem stabej rozpuszczalnosci w wodzie.
Podjeto proby zastosowania koniugatu z kamptotecyna [38] oraz podstawionej
dikarboksylowym ligandem cisplatyny i wykazano wyzsza kumulacje substancji
czynnych w zmienionych nowotworowo tkankach, a takze wyzsza aktywnos$¢
przeciwnowotworowa w porownaniu do cisplatyny [39].

Poliaminokwasy, np. poli(L-lizyna), poli(aspartamid), poli(N-hydroksyetylo-L-
glutamina), kwas poliglutaminowy (PGA), ciesza si¢ zainteresowaniem jako
potencjalne nosniki leku dzigki mozliwosci jednoczesnego wigzania wigkszej liczby
czasteczek oraz biodegradowalnosci. Kwas poliaspartamowy juz w roku 1982 zostat
uzyty w celu koniugacji daunorubicyny, co w modelu z uzyciem guza litego,
zaowocowalo  wyzsza, w  stosunku do  doksorubicyny,  aktywnoS$cia
przeciwnowotworowa [40]. W 2003 r koniugat PGA z paklitakselem (Xyotax, Cell
Therapeutics) znalazt si¢ na szybkiej §ciezce rejestracji przez FDA [41]. Obecnie
badaniom klinicznym poddawany jest, zawierajacy t¢ sama substancjg, preparat Opaxio
[42].

Dendrymery stanowiace grupg¢ polimeréw wielokrotnie rozgal¢zionych
charakteryzuja si¢ duza liczba grup funkcyjnych, niskim indeksem polidyspersji oraz
fatwoscia modyfikacji ich struktury, a takze, zwiazana z budowa czasteczkowa,
potencjalna tatwoscia koniugacji z innymi substancjami [4]. Zwiazki te podlegaja tez
funkcjonalizacji w celu uzyskania efektu celowanego uwalniania w terapii
przeciwnowotworowej. Poliamidoaminy z rdzeniem etylenodiaminowym (PAMAM,
Ryc. 4), nalezace do opisywanej klasy polimeréw koniugowane byty z kwasem 5-
acetylosalicylowym oraz naproksenem [43, 44]. Opisywane sa tez badania z udzialem
koniugatéw dendrymerdow z lekami przeciwnowotworowymi np. metotreksatem [45].
Pomimo mozliwosci koniugacji wigkszej liczby czasteczek, dendrymery zwykle sa w
stanie zwigza¢ maksymalnie 4 — 5 molekuly leku [4]. Istnieje takze mozliwo$¢
jednoczesnego potaczenia z czasteczka dendrymeru czasteczki leku oraz czasteczki o
wysokim powinowactwie do wilasciwego receptora. Dendrymery probuje si¢ takze
wykorzystywac jako nos$niki w terapii genowej [46] oraz fotodynamicznej [47], gdzie
po zastosowaniu koniugatu z kwasem S5-aminolewulonowym wykazano przedluzona i

podwyzszona produkcje porfiryn po pozajelitowym podaniu leku.
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Ryc. 4. Struktura chemiczna PAMAM [4].

2. KWAS B-HYDROKSYMASLOWY I JEGO POLIMERY

Kwas B-hydroksymastowy (Ryc. 5) jest jednym z trzech zwiazkéw okreslanych

jako ciata ketonowe. Obok niego sa to acetooctan i aceton. Ciata ketonowe syntezowane

sa w warunkach fizjologicznych w przypadku niedostatecznego poziomu glukozy we

krwi. Synteza ta rozpoczyna si¢ od acetylo-CoA 1 przebiega w matriks mitochondrium

komorek watroby. Ciata ketonowe transportowane sa z watroby do pozostatych tkanek,

gdzie acetooctan 1 B-hydroksymaslan zostaja wlaczone do cyklu Krebsa.

H3C_HC

0
CHZ—C//

OH
OH

Ryc. 5. Struktura chemiczna

kwasu B-hydroksymastowego.

Kwas polihydroksymastowy (PHB) zostat po raz pierwszy odkryty jako

naturalny polimer magazynowany w komorkach bakterii Bacillus megaterium [48].

Nastegpnie z blony komorkowej E. coli wyizolowano krétkotancuchowa odmiang tego
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polimeru tworzaca kompleks z polifosforanem wapnia [49]. Od czasu tego odkrycia,
znaleziono ponad 90 gatunkéw eubakterii i archeonéw zdolnych do syntezy
polihydroksyalkanow (PHA) zarowno w Srodowiskach tlenowych, jak i beztlenowych.
PHB jest najbardziej rozpowszechnionym przyktadem tej grupy zwiazkoéw [50, 51].
Wykazano, ze polihydroksyalkany magazynowane sa w komoérkach w postaci
ziaren (Ryc. 6) [52]. Rdzen ziarna zawiera PHA o r6znej dtugo$ci tancucha i otoczony
jest warstwa lipidow, pomigdzy ktorymi wystepuja zintegrowane biatka, w tym
enzymy: polimeraza i1 depolimeraza PHA. W efekcie dziatania enzyméw PHA

rozktadaja si¢ do oligomerow i monomeru, czyli kwasu 3-hydroksymastowego [53, 54].

PHA

biatka strukturalne
polimeraza PHA

depolimeraza PHA

fosfolipidy

Ryc. 6. Schemat ziarna PHB [50].

Wielkoczasteczkowe odmiany PHB stuza jako zapasowy material energetyczny,
natomiast odmiany niskoczasteczkowe sa zaangazowane w transport jonéw i DNA
przez btong komorkowa bakterii. Obecno$¢ odmian niskoczasteczkowych (<14.000 Da)
zostata takze potwierdzona w komorkach eukariotycznych, przede wszystkim w blonie
mitochondrium [55], rowniez w komodrkach zwierzecych [56]. Zwiazki te okazaty sig
by¢ biozgodne w badaniach na zwierzgtach [57], co nie jest zaskakujace, gdyz kwas R-
3-hydroksymastowy jest naturalnym sktadnikiem krwi, w ktdorej wystgpuje w stgzeniu
ponizej 1 nmol/l [58].

Kwasy polihydroksymastowe sa cennym materiatem, ktérego zastosowanie w
medycynie jest przedmiotem wielu badan [59, 60]. W jednym z nich prébowano
wykorzysta¢ PHB w procesie kapsutkowania lekow [61, 62]. Wykazano wprawdzie, ze
zwiazek ten (M,~2300) moze by¢ toksyczny dla pierwotnych makrofagéw szczura,

jednak doswiadczenia z wykorzystaniem fibroblastow myszy tej toksycznosci nie
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potwierdzity [63]. Z drugiej strony wskazuje si¢ na zaistnienie znacznej odpowiedzi
zapalnej po implantacji do organizmu zwierzgcego wielkoczasteczkowego PHB w
formie stentow [64]. Prowadzi si¢ badania nad wykorzystaniem PHB w terapii urazéw
rdzenia krggowego, gdzie wykazano pozytywny wplyw materialu polimerowego na
nasilenie podziatow komoérek Schwanna [65]. Ponadto pojawiaja si¢ proby
wykorzystywania tych polimeréw w regeneracji naczyn krwiono$nych i leczeniu
defektow przewodu pokarmowego [66]. Wielkoczasteczkowy krystaliczny PHB
otrzymywany droga fermentacji moze by¢ z kolei uzywany jako biodegradowalny
materiat opakowaniowy, kontrowersyjne jest natomiast jego wykorzystywanie w

medycynie [50].

3. PRZEDLUZONE UWALNIANIE Z PREPARATOW DO PODANIA
POZAJELITOWEGO

Przedluzone uwalnianie substancji leczniczej z postaci leku ma na celu
utrzymanie przez dluzszy czas stalego poziomu substancji czynnej we krwi, a przez to
poprawg skuteczno$ci terapii. W pozajelitowych postaciach leku przedtuzone
uwalnianie jest nie tylko gwarancja utrzymania stgzenia terapeutycznego leku we krwi,
lecz takze zmniejsza ilos¢ dokonywanych wstrzyknig¢, co znacznie poprawia komfort
pacjenta i polepsza subiektywna oceng procesu terapeutycznego.

Preparaty pozajelitowe o przedtuzonym dziataniu podaje si¢ podskornie (s.c.)
lub domig$niowo (i.m.) [67]. Wybor drogi podania zalezy od wielu czynnikow, w tym
od pozadanego czasu rozpoczecia dziatania terapeutycznego (szybsze po podaniu
domig$niowym niz podskérnym) oraz od postaci fizykochemicznej podawanego
preparatu [68]. Pewien problem stwarza okreslenie limitu objgtosci wstrzykiwanego
preparatu ptynnego, co zalezy w znacznej mierze od rodzaju uzytego rozpuszczalnika
(zwlaszcza jego lepkosci) 1 wlasciwosci tkanki w miejscu wstrzyknigcia [67].

Wstrzyknigcie domig$niowe prowadzi do utworzenia si¢ zbiornika leku, z
ktérego uwalniana jest substancja czynna. Wielko§¢ oraz wiasciwosci tego zbiornika
determinowane sa takimi czynnikami jak sktad preparatu, jego objgtos¢ i wlasciwosci
reologiczne, rodzaj uzytego rozpuszczalnika, a takze sily, jakim jest on poddany na

skutek ruchu otaczajacej tkanki migsniowej [69]. Szybko$¢ absorpcji leku limitowana
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jest szybko$cia uwalniania z postaci farmaceutycznej, stopniem ukrwienia tkanki w
miejscu  wstrzyknigcia oraz wlasciwo$ciami substancji czynnej [70]. Zabiegi
technologiczne przy sporzadzaniu preparatow do podania domigsniowego maja na celu
wyeliminowanie czynnikéw zmiennych, do ktorych naleza ukrwienie tkanki oraz
aktywno$¢ ruchowa tak, aby o szybkosci uwalniania decydowaty jedynie wtasciwosci
postaci leku [67].

Waznym zagadnieniem przy projektowaniu preparatow do podania
domig$niowego jest ocena ich wptywu na tkanke. Zaistnienie interakcji tkanka —
preparat moze wymusi¢ ograniczenie objgtosci preparatu, jak tez zmieni¢ szybkos¢
absorpcji substancji czynnej [67]. Do najczestszych reakcji tkanki na podanie leku
naleza: reakcja zapalna, granulacja tkanki, reakcja immunologiczna 1 fibroza [67].
Przyktadowo, wykazano, ze wokodt systemu implantacyjnego moze tworzy¢ sig
wloknikowa ,kapsula” ograniczajaca wchtanianie leku uwalnianego z systemu
terapeutycznego [71].

Pozajelitowe preparaty o przedtuzonym dziataniu moga mie¢ posta¢ plynna,
poOtstata (zele) lub stata (implanty 1 mikrosfery).

Do tradycyjnie stosowanych ptynnych preparatéw do podania pozajelitowego,
wykazujacych przedluzone dzialanie naleza roztwory olejowe oraz zawiesiny.

Wstrzyknigcie zawiesiny skutkuje powstaniem w miejscu wstrzyknigcia
zbiornika, w ktérym substancja czynna wystepuje w postaci nierozpuszczonych czastek,
rozpuszczajacych si¢ z szybkoscia zalezna od jej rozpuszczalno$ci w otaczajacym
ptynie tkankowym [72]. Przykltadem zawiesiny wodnej sa zawiesiny z insuling [67].
Czas dziatania tego typu preparatow wynosi zwykle od kilku do kilkudziesigciu godzin.
Zaleta zawiesin wodnych w porownaniu do roztwordw 1 zawiesin olejowych jest
rzadsze wywotywanie miejscowych podraznien [73].

Substancje lecznicze rozpuszczalne w tluszczach moga by¢ podawane w postaci
roztworéw olejowych lub emulsji typu o/w. W technologii farmaceutycznej
zastosowanie znalazty np. olej racznikowy, sezamowy i Miglyol [74]. Zastapienie wody
rozpuszczalnikami lipofilowymi (oleje) pozwala na podawanie w formie roztworow
substancji lipofilowych, a takze ogranicza mozliwo$¢ rozwoju mikroorganizmow.
Zastosowanie formy roztworu lub zawiesiny olejowej przede wszystkim umozliwia
wydtuzenie do 2 - 4 tygodni czasu dziatania leku. Z drugiej strony wstrzykiwanie
preparatéw olejowych jest bolesne, pojawia si¢ takze problem wyzszej lepkosci, a co za

tym idzie konieczne jest stosowanie igiel o wigkszej $rednicy. Innym niekorzystnym
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zjawiskiem jest mozliwo$¢ powstania trudnego do ponownego rozproszenia zbitego
osadu. Z problemem tym probuje si¢ walczy¢ poprzez wprowadzanie do uktadu
niewielkiej ilosci wody [75].

Szybko$¢ absorpcji substancji leczniczej z roztworu olejowego uzalezniona jest
od kilku czynnikéw. Jednym z nich jest warto$¢ wspotczynnika podziatu olej/woda. Im
wyzsze powinowactwo do fazy olejowej, tym wolniej przebiega proces absorpcji, stad
wchtanianie substancji silnie lipofilowych z roztworow olejowych jest ograniczone.
Innym istotnym parametrem determinujacym absorpcj¢ leku jest objetosé
wstrzykiwanego preparatu. W przeciwienstwie do roztworéw wodnych, na szybkos¢
absorpcji z preparatow olejowych w niewielkim tylko stopniu wpltywa stezenie
substancji czynnej w preparacie [74].

W odréznieniu od roztwordéw olejowych, po domig$niowym podaniu emulsji
substancja lecznicza rozpuszczona w oleju (faza wewngtrzna) na zasadzie podziatu
przedostaje si¢ czgsciowo do fazy wodnej, ktora jest jednocze$nie rozcienczana ptynem
tkankowym. Z kropel olejowych emulsji uwalniana jest dalsza ilos¢ leku, ktora po
szybkiej absorpcji fazy wodnej przedostaje si¢ wprost do ptynu tkankowego, na
zasadzie podobnej do absorpcji z roztworu olejowego, czyli w oparciu o mechanizmy
podziatu 1 dyfuzji.

Efekt przedtuzonego dziatania preparatow, ktorych faze ciagla stanowi woda
uzyska¢ tez mozna przez dodatek substancji zwigkszajacych lepko$¢, ograniczajacych
dyfuzj¢ leku w utworzonym zbiorniku [76]. Do substancji tych naleza rozpuszczalne w
wodzie polimery jak karmeloza sodowa, powidon, dekstran. Opisywane sa tez
doswiadczenia z wykorzystaniem zeli fosfolipidowych [77], ktére w kontakcie ze
srodowiskiem wodnym ulegaja powolnej erozji pozwalajacej na uwalnianie substancji
leczniczej. Preparaty charakteryzujace si¢ znaczna lepkoscia znajduja zastosowanie, gdy
podawane sa bezposrednio do tkanki chorobowo zmienionej. Ogranicza si¢ w ten
sposob ilos¢ leku dostajaca si¢ do krazenia ogdlnego, zapewniajac wysokie stgzenie w
miejscu dziatania. Dotyczy to w szczegoélnosci lekdw przeciwnowotworowych, jak
cisplatyna czy fluorouracyl [77].

Do stalych preparatow podawanych pozajelitowo, charakteryzujacych sig
przedtuzonym dziataniem zaliczy¢ mozna mikrosfery, implanty oraz preparaty zelujace
po wstrzyknigciu na skutek zmiany temperatury [67].

Mikrosfery sa to czastki o wielkosci 1 — 50 pm zbudowane z matrycy

polimerowej (najczgsciej PLA lub PLGA), w ktdrej rozpuszczona lub zawieszona jest
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substancja lecznicza. Czas uwalniania leku z tego typu nos$nikow po podaniu
podskornym lub domig$niowym wynosi zwykle od 1 do 3 miesigey i1 zalezny jest od
szybkosci biodegradacji polimeru, ktora odbywa si¢ na zasadzie jego hydrolizy oraz
erozji [8]. Mikrosfery znalazly zastosowanie jako nos$niki lekéw o wihasciwosciach
przeciwnowotworowych (goserelina, leuprorelina) oraz stosowanej w chorobie
Parkinsona bromokryptyny. Mikrosfery przechowuje si¢ w formie suchej, a fazg
rozpraszajaca dodaje bezposrednio przed dokonaniem wstrzyknigcia.

Implanty wytwarzane sa z polimerow biodegradowalnych (PLA, PLGA) lub
niebiodegradowalnych - silikonu lub gum silikonowych. Zapewniaja one przedtuzone
uwalnianie substancji czynnej trwajace od roku do 7 lat [8, 67].

W najnowszych badaniach [78-82] obserwuje si¢ duze zainteresowanie
preparatami tworzacymi in situ zele lub struktury stale poprzez spontaniczne
sieciowanie pochodnych aminokwaséw w $rodowisku hydrofobowym. Preparaty te
wstrzykiwane sa jako posta¢ ptynna, a proces Zelowania zachodzi w miejscu aplikacji
na skutek zmiany temperatury i utraty organicznego rozpuszczalnika obecnego w
preparacie, poprzez jego dyfuzje lub hydratacj¢ w miejscu wstrzyknigcia [67].
Wykazano, ze czas uwalniania leku z tego typu preparatow moze wynosi¢ do kilku

tygodni [83].

4. NIESTEROIDOWE LEKI PRZECIWZAPALNE (NLPZ) I ICH KONIUGATY
Z POLIMERAMI

4.1. Drogi podania i dzialania niepozadane NLPZ

Niesteroidowe leki przeciwzapalne sa powszechnie stosowane w terapii bolu o
matym 1 $rednim nasileniu, w leczeniu standw zapalnych i goraczki, jak tez w
chorobach przewlektych np. w chorobie reumatoidalnej i zwyrodnieniowej stawow
[84]. Sa skfadnikami szerokiej gamy preparatow farmaceutycznych, wliczajac postacie
state (np. tabletki), plynne preparaty do podawania doustnego (zawiesiny), czopki,
iniekcje domigsniowe, krople do oczu i preparaty do uzytku zewngtrznego.

NLPZ, pomimo swojej popularnosci, cechuja si¢ licznymi dziataniami

niepozadanymi [85-87], do ktérych mozna zaliczy¢:
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e wywolywanie lub zaostrzanie choroby wrzodowej zotadka z mozliwoscia
krwawien,

e hamowanie agregacji plytek krwi (dzialanie czgsto wykorzystywane w
prewencji okolozawatowej),

e zle samopoczucie, wymioty, bole glowy, wysypki.

Niekorzystne dziatania NLPZ na btong $luzowa zotadka moga by¢ ograniczane
lub czeSciowo wyeliminowane poprzez stosowanie postaci leku uwalniajacych
substancje lecznicza dopiero w jelicie cienkim. W preparatach doustnych, w celu
zminimalizowania podraznienia zotadka, czgsto stosuje si¢ powlekanie polimerami (np.
pochodnymi kwasu metakrylowego — Eudragit®) nierozpuszczalnymi w $rodowisku
soku zotadkowego. Prowadzone sa takze intensywne badania nad koniugatami NLPZ z
polimerami kontrolujacymi szybko$¢ uwalniania, ktore moglyby by¢ stosowane
rowniez droga pozajelitowa.

Obecnie dostgpne pozajelitowe preparaty z ibuprofenem (Pedea, Imbun) stosuje
si¢ w leczeniu przetrwalego przewodu tetniczego u wczesniakéw urodzonych 6 tygodni
lub wigcej przed czasem [88, 89]. PiSmiennictwo opisuje sporadyczne proby
zastosowania ibuprofenu jako leku przeciwbolowego i przeciwzapalnego w formach
parenteralnych. Zhao 1 wsp. [90] opracowali sktad mikroemulsji z ibuprofenem do
podania dozylnego. Zastosowali oni ibuprofen w postaci zwiazku z eugenolem, ktory, w
poréwnaniu z wolna czasteczka leku wykazywal znacznie wyzsza lipofilowos¢. W
badaniach in vivo wykazano, Ze otrzymany prolek uwalniajacy ibuprofen pozwala na
uzyskanie przedluzonego dziatania, a zaproponowana technologia moze by¢

wykorzystana takze dla innych lekow o wysokiej lipofilowosci.

4.2. Koniugaty NLPZ z polimerami

Wspblczesne pismiennictwo jako metode na uzyskanie efektu przedtuzonego
dzialania podaje metod¢ inkorporowania w matrycy, wzglednie powlekania
wielkoczasteczkowymi substancjami btonotworczymi (podanie doustne). Poza tym
istnieje mozliwo$¢ stosowania koniugatéw lekow przeciwzapalnych z polimerami o
dowiedzionej biozgodnosci. Stosunkowo tatwo ulegaja koniugacji czasteczki lekow

posiadajace w swojej strukturze reaktywne grupy chemicznie, jak grupa hydroksylowa
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czy karboksylowa. Zwiazki takie jak np. ibuprofen wykazuja zdolno$¢ do koniugacji z
polimerami poprzez wytworzenie wiazania estrowego [91]. Koniugaty takie
otrzymywane sa na drodze bezposredniej reakcji polimeru z substancja lecznicza, lub
przez funkcjonalizacj¢ monomeru czasteczka substancji aktywnej, a nastgpnie
potaczenie jej z kolejnymi monomerami [92].

Synteza prolekéw zbudowanych z tancucha polimerowego potaczonego
podatnymi na hydroliz¢ wiazaniami z czasteczka leku z grupy NLPZ pozwoli¢ moze na
ograniczenie dziatan niepozadanych, zapewniajac jednoczes$nie dtuzsze utrzymywanie
si¢ we krwi stgzen terapeutycznych. Preparaty tego typu projektowano nie tylko do
uzytku wewngtrznego, ale takze do podania na skorg [93]. W ostatnim czasie obserwuje
si¢ znaczne zainteresowanie synteza nowych polimerowych pochodnych NLPZ, w
szczegoOlnosci ibuprofenu [91, 93-95], naproksenu [96], ketoprofenu [94], indometacyny
[97] 1 diklofenaku [98].

Réznorodne polaczenia ibuprofenu z polimerami typu akrylowego [91]
pozwalaja na uzyskanie w warunkach in vitro efektu przedtuzonego uwalniania, ktérego

profil zalezy od pH srodowiska oraz typu uzytego monomeru (Ryc. 7).
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Ryc. 7. Profile uwalniania ibuprofenu z koniugatow z polimerami — pochodnymi: n-
butylometakrylanu (a); 2-hydroksyetylometakrylanu (b); N-winylo-2-pirolidonu (c);
metakrylamidu (d) w zaleznosci od pH : A—pH 1; B—pH 8 [91].
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Poprzez koniugacj¢ z polimerem uzyska¢ mozna uwalnianie leku w srodowisku
soku jelitowego. Jednoczesnie zaleznie od typu wybranego polimeru otrzymaé mozna
koniugaty uwalniajace substancj¢ czynna z r6zna szybkoscia.

Liso 1 wsp. [99] prowadzili badania koniugatéw ibuprofenu z kwasem
polimetakrylowym, w ktorych jako spejsery taczace czasteczke polimeru z lekiem
wykorzystywano p-aminofenol (Ryc. 8).

H,C NH———0
(0]
o]
CH, L 2 ]
0 n
CHj
CHs

Ryc. 8. Struktura chemiczna koniugatu ibuprofenu z polimetakrylamidemem. Kolorem

czerwonym zaznaczono ibuprofen, zielonym — p-aminofenol (spejser).

W  eksperymencie na myszach wykazano, po podaniu dootrzewnowym,
przedtuzone uwalnianie ibuprofenu z koniugatu. Ponadto stwierdzono, ze dzialanie
analgetyczne wykazuje rowniez forma skoniugowana. W poréwnaniu z preparatem
zawierajacym wolny ibuprofen uzyskano nizsza warto$¢ Cpax (odpowiednio 41 i 28
png/ml), znaczaco zwigkszyla si¢ natomiast wartos¢ AUC (ze 143 do 338 pg/ml-h).

Interesujace dane dotyczace mozliwosci wykorzystania polimerowych
pochodnych ibuprofenu uzyskano takze w innych pracach. Wykorzystywano potaczenie
z poliuretanem [93], ktére pozwolilo na uzyskanie efektu przedtuzonego uwalniania w
wyniku hydrolizy wiazania estrowego pomigdzy czasteczka substancji aktywnej, a
polimerem. Opisano takze metode syntezy 1 wtasciwosci fizykochemiczne koniugatéw z

metakrylanami [94].
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5. SYNTETYCZNE OLIGOMERY KWASU 3-HYDROKSYMASLOWEGO
(OHB)

5.1. Synteza koniugatow NLPZ z oligo(kwasem 3-hydroksymaslowym)

Metoda syntezy koniugatow NLPZ z OHB zostata opracowana przez Centrum
Materiatow Polimerowych i Weglowych PAN w Zabrzu.

Substancja wyjsciowa do syntezy koniugatu ibuprofenu z OHB jest -
butyrolakton (Ryc. 9). Ulega on polimeryzacji w DMSO, ktoéry zawiera rozpuszczony

wczesniej ibuprofen w postaci soli potasowej [100].

o— HsC - n

H3C

Ryc. 9. Struktura chemiczna p-butyrolaktonu (A) i koniugatu (DC) ibuprofenu z
oligo(kwasem 3-hydroksymastowym) (B). Kolorem czerwonym zaznaczono ibuprofen,

n=3-6.

Po zakonfczeniu reakcji, czego potwierdzeniem jest zanik pasma absorpcji przy
1835 cm™ (spektroskopia w podczerwieni) i pojawienie si¢ pasma przy 1735 cm™
charakterystycznego dla wegla karbonylowego w poliestrze, usuwa si¢ rozpuszczalnik
pod zmniejszonym ci$nieniem, a pozostalo$¢ rozpuszcza w chloroformie. Nastepnie
produkt ekstrahuje si¢ w uktadzie chloroform — DMSO — woda. Po rozdzieleniu uktadu,
fazg organiczna przemywa sig kilkakrotnie woda, a produkt wytraca w heksanie 1 suszy
w eksykatorze prozniowym do statej masy. Otrzymany produkt jest bezbarwna,
bezpostaciowa substancja potstatej konsystencji. Czystos¢ koniugatu potwierdza si¢ za

pomoca analizy spektralnej (FT-IR) oraz 'HNMR, a jego mase okresla si¢ stosujac
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chromatografi¢ zZelowa =z wykorzystaniem wzorcéw polistyrenowych oraz

wykorzystujac technik¢ spektrometrii masowej ESI-MS.

5.2. Badania biologiczne OHB i jego koniugatow

Naturalnie wystgpujacy w komorkach bakteryjnych PHB jest zwiazkiem
nietoksycznym, biokompatybilnym i biodegradowalnym (p. 2). Wykazano jednak, ze
zawiera on niewielkie ilosci zanieczyszczen biatkowych [101], ktore w przypadku
wykorzystania polimeru jako no$nika substancji leczniczych, mogtyby odpowiadaé za
wystapienie reakcji alergicznej. W badaniach prowadzonych przez Piddubnyak 1 wsp.
[102]  syntetyczne  oligomery  kwasu  3-hydroksymastowego, pozbawione
zanieczyszczen, okazaty si¢ nietoksyczne wobec linii komérkowych V79 (fibroblasty
chomika chinskiego) oraz B16 (mysie komorki czerniaka), zwlaszcza w przypadku
fancuchow o nizszych masach czasteczkowych (<1000). Wprowadzenie OHB o
wyzszych masach czasteczkowych skutkowato zwigkszeniem toksycznosci (test MTT).
Negatywny wptyw OHB na zywotno$¢ komorek nie zostal jednak potwierdzony w
dalszych badaniach, stad autorzy spekuluja, ze jest on ograniczony do odwracalnego
hamowania procesdOw metabolicznych, co nie ma istotnego znaczenia dla
przezywalnosci  komoérek. Doustne podanie szczurom 2,0 g  koniugatu
niskoczasteczkowego OHB z kwasem acetylosalicylowym nie wywotato klinicznie
obserwowalnych efektow niepozadanych ani $miertelnosci [100]. W przeprowadzanych
badaniach wykazano natomiast wystapienie efektu cytostatycznego koniugatu wobec
ludzkich komorek nowotworowych HT-29 i HCT 116. Podobnego efektu nie
zaobserwowano jednak po zastosowaniu nieskoniugowanego OHB. Otrzymane wyniki
zachgcaja do dwukierunkowych badan nad OHB oraz jego koniugatami z NLPZ - jako
prolekow 1 jako zwiazkdw modyfikujacych funkcjg¢ komorek.
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6. HODOWLE KOMORKOWE W BADANIACH MATERIALOW
POLIMEROWYCH

6.1. Mechanizmy wchlaniania substancji przez blony biologiczne

Przenikanie substancji przez blony biologiczne odbywa si¢ na zasadzie:
e dyfuzji biernej,
e dyfuzji utatwione;,
e transportu czynnego,

e pinocytozy, fagocytozy lub persorpcji [87].

W dyfuzji biernej leku, transport opisany jest prawem Ficka i zalezy od
gradientu stgzen, powierzchni blony, wspolczynnika podziatu, a takze wspolczynnika
dyfuzji. Poniewaz substancje chemiczne ulegajac absorpcji pokonuja lipofilowe btony
komorkowe, istotna cecha ulatwiajaca wchlanianie jest dobra rozpuszczalno$¢ w
lipidach [87]. Wchianianiu opartemu na dyfuzji biernej ulegaja przede wszystkim
rozpuszczalne w thuszczach niskoczasteczkowe 1 niezjonizowane substancje chemiczne.

Biernym procesem transportu jest tez zachodzaca przy udziale no$nika dyfuzja
utatwiona. Podobnie, jak w przypadku dyfuzji biernej, zalezy ona od rdznicy stgzen
migdzy sasiadujacymi ze soba kompartmentami. Dyfuzja utatwiona umozliwia
wchtanianie substancji o duzej hydrofilnosci, ktére bez udziatu no$nika nie bylyby w
stanie pokona¢ zbudowanej z lipidow btony komadrkowej [87].

Wchtanianie substancji wbrew istniejacemu gradientowi stezen zachodzi na
drodze transportu aktywnego, ktory jest procesem wymagajacym naktadu energii [103]
1 w przeciwienstwie do dyfuzji moze by¢ hamowany przez substancje o podobnej
budowie chemicznej. Transport aktywny, dzigki obecnosci w btonie ATP-zaleznych
no$nikoéw, przebiega¢ moze w kierunku do wewnatrz oraz na zewnatrz komoérki [87].
Do substancji wchtanianych dzigki mechanizmowi transportu aktywnego naleza migdzy
innymi: D-glukoza i L-fenyloalanina [104].

Pinocytoza (wchianianie kropel ptynu) oraz fagocytoza (wchtanianie czastek
statych) przebiegaja poprzez wytworzenie w blonie komodrkowej ,kieszeni”, ktora

stopniowo zamykana jest przez t¢ btong. Zardéwno te procesy, jak i persorpcja, czyli
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transport substancji statych przez przestrzenie migdzykomorkowe, zachodza
stosunkowo rzadko jako istotne dla transportu lekow. Zjawiska te nasilaja si¢ jednak w

przebiegu niektdrych proceséw chorobowych [103].

6.2. Linia komorkowa Caco-2

Wedhtug definicji, kultura komorkowa nazywa si¢ hodowlg, w ktore; komorki
prokariotyczne lub eukariotyczne rozwijaja si¢ w kontrolowanych warunkach. Linig
komorkowa stanowi natomiast populacja komoérek powstajaca z hodowli pierwotnej po
pierwszym pasazu [105]. Hodowle komoérkowe wykorzystywane sa w wielu pracach
eksperymentalnych, w tym w badaniach substancji leczniczych — ich przenikania,
metabolizmu, wptywu na procesy komoérkowe. W celu badania transmembranowego
transportu  lekéw, linie komorkowe hodowane sa w monowarstwach, na
pOlprzepuszczalnych filtrach, a takze w plastikowych pojemnikach lub na plytkach
wielodotkowych (Ryc. 10) [105, 106].

Ryc. 10. Hodowla komodrkowa na plytce wielodotkowej w trakcie wymiany pozZywki.

W ciagu ostatnich lat w badaniach farmaceutycznych szczegélnie czgsto
uzywano komorek nabtonkowych, do ktorych naleza komorki Caco-2 stanowiace
najlepiej scharakteryzowany model wykazujacy obecno$¢ enzymow i transporterow
typowych dla komoérek nabtonka jelitowego [104]. Komérki te pochodza z ludzkiego
gruczolaka okreznicy, jednak zachowuja wiasciwosci podobne do enterocytéw [107],
ktore w gldéwnej mierze odpowiadaja za absorpcj¢ zachodzaca w jelicie cienkim [108].
Sciste potaczenia pomiedzy enterocytami, jak tez lipofilowy charakter nabtonka, tworza

barier¢ fizyczna dla lekow podanych doustnie. Ze wzgledu na fakt, ze przenikanie
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substancji aktywnych przez monowarstwy komodrek Caco-2 wykazuje korelacje z
przenikaniem obserwowanym w warunkach in vivo, zostaly one zaakceptowane przez
instytucje regulacyjne jako odpowiednie do okreslania przenikania lekéw przez btony
biologiczne u ludzi [108, 109].

Model komérek Caco-2 umozliwia takze dokonanie oceny cytotoksyczno$ci
lekow [110]. Jest to szczeg6lnie istotne w postgpie prac nad nowymi lekami, gdyz
pozwala na wyeliminowanie substancji toksycznych z dalszych etapéw badan, przed
przystapieniem do prob klinicznych [111]. Badanie to wykona¢ mozna stosujac gotowe
zestawy odczynnikéw, ktorych zasada dziatania polega np. na zmianie zabarwienia
medium przez produkty powstajace w wyniku metabolizmu sktadnikow odczynnika
przez zywe komorki lub na oznaczaniu produktéow dziatania enzymow (np. ATP)
uwalnianych z komorek uszkodzonych [111, 112].

Absorpcja substancji leczniczych przez nabtonek jelitowy odbywa si¢ gldéwnie w
transporcie biernym. Na zasadzie transportu aktywnego wchlaniaja si¢ takie substancje
jak: glukoza, jony dwuwarto$ciowe, aminokwasy czy kwas foliowy. W btonach
komoérkowych Caco-2 funkcjonuja biatka transportowe z rodziny MRP (multidrug
resistance — associated protein), ktore odgrywaja kluczowa rolg w transporcie lekow
[108, 113]. P-Glikoproteina (P-gp, Ryc. 11) o masie czasteczkowej 170 kD, odkryta w
1976 r przez Juliano 1 Linga [114, 115], jest jednym z transporterow ulokowanych
powierzchniowo w komorkach. Jest ona produktem genu MDRI1 1 uznawana jest za
strukturg ograniczajaca transport wielu ksenobiotykow do wnetrza komoérek [116,117].
P-gp, wykorzystujac energi¢ zgromadzona w ATP, uczestniczy w procesie usuwania z
wnetrza komorki wielu lekow, szczegolnie o wlasciwosciach cytostatycznych (taksany,
winblastyna, doksorubicyna) [118, 119], a takze atrowastatyny i1 erytromycyny [117], co
jest przyczyna zjawiska zwanego opornoscia wielolekowa (MDR, multidrug resistance)
[115]. Mechanizm ten funkcjonuje w komodrkach nabtonka jelit (enterocyty), a takze w
komorkach kory nadnerczy, kanalikach zotciowych, $rodblonku naczyn tworzacych
barier¢ krew — mozg, w komorkach tozyska oraz nablonka dréog oddechowych [113].
Znanymi inhibitorami funkcji MDR sa werapamil, cyklosporyna A, rezerpina,
diltiazem, terfenadyna i trifluperazyna [115, 120, 121]. Nalezy podkresli¢, ze w
przypadku hodowli komoérkowych na filtrach, P-gp znajduje si¢ na apikalnej stronie
komorek ograniczajac transport substratow wedrujacych ku kompartmentowi
bazolateralnemu 1 ulatwiajac transport w kierunku ,ku gorze” [104, 115].

Udowodniono, ze P-gp obecna w komorkach nablonka jelitowego wykazuje wptyw na
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biodostgpnos¢ lekow po podaniu doustnym, a jej funkcja moze by¢ modyfikowana
obecno$cia dodatkdbw do zywnos$ci oraz substancji pomocniczych uzywanych w

przemysle farmaceutycznym [115].

kierunek
transportu
ksenobiotyku
I.'ﬁ'- '.II btona
1 N Il A komorkowa
I it
‘ I I\L
\ ' QOOOCCROOO0000

domena
wiazaca ATP

winblastyna
t doksorubicyna

taksol

Ryc. 11. Schemat budowy P-gp oraz drogi usuwania z jej udziatem ksenobiotykow
z komorki [122].

6.3. Linia komorkowa Calu-3

Komoérki Calu-3 wywodza si¢ z komoérek surowiczych gruczoléw
podsluzéwkowych ludzkich drog oddechowych [123]. Komorki te maja pochodzenie
gruczolakowe 1 sa zdolne do formowania monowarstw nablonkowych, stad wykazuja
uzyteczno$¢ w badaniach transportu lekéw i1 jonow [124-126]. Kultury Calu-3 ztozone
sa z komoérek o réznych fenotypach wykazujacych, po zréznicowaniu, wiasciwosci
barier $cistych, ktorych istnienie potwierdza wysoka warto$¢ oporu elektrycznego
(powyzej 1000 Q-cm?”). Monowarstwy komorek Calu-3 wykazuja whasciwosci podobne
do prawidlowego nabtonka uktadu oddechowego, wiacznie z ekspresja zaleznych od
Na“ transporteréw glukozy, a takze powierzchniowych transporterow jonow
chlorkowych 1 dwuwgglandéw [126]. Komodrki Calu-3 uzywane sa takze do badania
cytotoksycznosci lekow [127].
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6.4. Wplyw wybranych polimerow na transport ksenobiotykow przez modele

barier biologicznych

Jak wspomniano w p. 6.2, P-glikoproteina bgdaca biatkiem transportowym
mieszczacym si¢ w blonie komodrkowej enterocytow jest odpowiedzialna za
ograniczong absorpcje wybranych lekow. Stad zahamowanie jej aktywnosci pozwoli¢
moze na zwigkszenie biodostgpnosci np. niektorych lekow przeciwnowotworowych.
Zaobserwowano, ze oprocz matoczasteczkowych inhibitorow funkecji P-gp, jej
aktywno$¢ hamuja tez czgsto stosowane w technologii postaci leku polimery, jak
polisorbaty, czy PEG, odwracalnie zwigkszajac transport lekow bedacych substratami
dla P-gp [128, 129]. Wykazano, ze w obecnosci polisorbatéw dochodzi do zwigkszonej
kumulacji epirubicyny w komoérkach Caco-2. Kumulacja ta jest wyzsza niz
obserwowana w obecno$ci werapamilu, ktorego zdolnos¢ do hamowania funkcji P-gp
byla wielokrotnie opisywana [130]. W szczegdlnosci podkresla sig, ze wiasciwosci
amfifilnych polimerow blokowych (np. poloksamery), tworzacych micele w srodowisku
wodnym, pozwalaja na modyfikowanie funkcji P-gp w kierunku zaleznym od stgzenia
polimeru. Wykazano, ze kierunek modyfikacji zalezy od tego, czy st¢zenie poloksameru
przekracza, czy tez nie, krytyczne stgzenie micelarne (CMC) [131, 132]. W
opublikowanej w 2002 r pracy Zastre 1 wsp. [131] dowiedli, ze istnieje silna zalezno$¢
migdzy obecnoscia w medium kopolimerow blokowych — pochodnych
polioksyetylenoglikolu 1 poli(kaprolaktonu), a kumulacja w komoérkach Caco-2
rodaminy (Rh-123), stosowanej jako modelowy substrat dla P-gp. Uzyskane
wewnatrzkomorkowe stezenia Rh-123 przy stgzeniach poloksamerdéw przekraczajacych
nieco krytyczne stgzenie micelarne byly znaczaco (okolo dwukrotnie) wyzsze niz przy
zastosowaniu inhibitoréw P-gp — werapamilu i cyklosporyny A. Wykazano tez, Ze
dalsze zwigkszanie st¢zenia kopolimeréw powoduje ponowny spadek kumulacji Rh-
123. Zjawisko to wiaze si¢ ze zwigkszeniem cytotoksyczno$ci bardziej st¢zonych
roztwordéw, jak tez ze zmniejszeniem frakcji wolnej substancji w stosunku do ilosci
zamknigtej w micelach. W oparciu o wyniki eksperymentu zaproponowano

mechanizmy odpowiadajace za obserwowane zjawiska (Ryc. 12).
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Ryc. 12. Mechanizmy zwigkszonej kumulacji substratu dla P-gp w obecnosci

poloksamerow [131].

Zwigkszenie kumulacji Rh-123 w komorkach jest wynikiem kilku proceséw. W
medium obok wolnego leku istnieja takze micele stanowiace rezerwuar substratu i
wchlaniane na zasadzie endocytozy (Ryc. 12C). Wraz ze zmniejszajaca si¢ iloscia
wchlanianego substratu, uwalniaja one kolejne jego porcje. Jednocze$nie powstaja
wolne fancuchy polimerowe, ktore wskutek interakcji z btona komoérkowa (Ryc. 12D)
utatwiajq transport leku do wngtrza komorki, a ponadto powoduja inhibicje funkcji P-gp
(Ryc. 12E).

Podobne wiasciwosci wobec transportu P-gp zaleznych substratow wykazuja
polisorbat 80 oraz Cremophor EL [132, 133], dla ktérych maksymalny efekt promujacy

transport transmembranowy obserwuje si¢ przy stezeniu bliskim CMC.
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-Cel i zatozenia pracy-

Zasadniczym celem pracy jest wskazanie 1 opracowanie odpowiedniej postaci
leku dla koniugatu oligo(kwasu 3-hydroksymastowego) z ibuprofenem (DC) jako
modelowej formy réwniez dla innych koniugatow niesteroidowych lekow

przeciwzapalnych z OHB.

Nalezy wymieni¢ nastgpujace cele szczegolowe niniejszej pracy:

1. Opracowanie i ocena metody analitycznej stuzacej do ilosciowej analizy DC.

2. Okres$lenie whasciwosci fizykochemicznych DC, takich jak: rozpuszczalno$¢ w
wodzie 1 rozpuszczalnikach organicznych, wspotczynnik podziatu olej/woda
(log P) 1 pKa.

3. Wyznaczenie kinetyki hydrolizy w warunkach imitujacych s$rodowisko
fizjologiczne.

4. Okreslenie cytotoksycznosci DC i OHB z wykorzystaniem kultur komérkowych
Caco-2 1 Calu-3.

5. Sporzadzenie 1 ocena wlasciwos$ci wytypowanych postaci leku zawierajacych
DC.

6. Ocena in vivo zoptymalizowanych postaci leku.

W toku prowadzonych badan zaobserwowano mozliwos¢ wplywu DC na
transport przez blony komodrkowe wybranych substratéw dla P-glikoproteiny.
Dodatkowym celem pracy statlo si¢ wigc takze okreslenie transportu i wychwytu
wybranych substratow w obecnosci DC, OHB 1 IB, z wykorzystaniem kultur

komoérkowych Caco-2.

Zatozono, kierujac si¢ informacjami uzyskanymi z Centrum Materiatéw
Polimerowych 1 Weglowych PAN (wlasciciela patentu dotyczacego syntezy DC), ze
badany koniugat, a takze wolny oligomer, sa zwiazkami nietoksycznymi i moga
stanowi¢ no$nik substancji leczniczej. Na podstawie budowy chemicznej zatozono, ze
koniugat moze stanowi¢ modelowy zwiazek uwalniajacy w sposob kontrolowany
czasteczke NLPZ posiadajaca grupe karboksylowa, co jest rowniez sugerowane przez
dostgpne piSmiennictwo [102]. Poniewaz poszukiwanie metody syntezy oraz
potencjalnych zastosowan OHB 1 jego koniugatow z substancjami leczniczymi bylo

przedmiotem wieloletnich badan PAN, zasadne stalo si¢ podjecie wysitku
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wprowadzenia koniugatu do postaci leku, a takze okre$lenie jego wlasciwosci
biologicznych, a nastgpnie ocena w warunkach in vitro oraz in vivo wilasciwosci

sporzadzonych preparatéw farmaceutycznych.
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- Metody-

Opisano metody oceny wilasciwosci fizykochemicznych i farmaceutycznych koniugatu.
Zaproponowano i opisano metode analizy ilosciowej i jakosciowej koniugatu i
ibuprofenu (HPLC). Przedstawiono metode analizy cytotoksycznosci z uzyciem komorek
Caco-2 i Calu-3, a takze analizy wphwu obecnosci koniugatu, oligomeru kwasu
3-hydroksymastowego oraz ibuprofenu na wychwyt rodaminy-123 i innych substratow
dla P-gp przez komorki linii Caco-2. Scharakteryzowano metode badania transportu
tych substratow przez konfluentnq monowarstwe zroznicowanych komorek Caco-2 w
obecnosci analizowanych substancji. Przedstawiono opis przygotowania dwoch roznych
postaci leku — roztworu olejowego i emulsji typu o/w. W celu oceny tych preparatow

zaproponowano badania zarowno w warunkach in vitro, jak i in vivo.

1. ODCZYNNIKI

Acetonitryl (Merck, Darmstadt, Niemcy)
e Akrylamid (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)
e Akrylamid 30% do Western Blot (WB)

Akrylamid 30g
N,N’-metylenobisakrylamid 0,8¢g
Woda do 100 ml

e Amonu nadsiarczan (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

e Aprotynina uzyskana z ptuc wotowych (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)
e Acetonitryl (Merck, Darmstadt, Niemcy)

e Blgkit bromofenolowy (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

e Bufor ekstrakcyjny Cell Extraction Buffer (Biosource, Camorillo, USA):

Tris, pH 7,4 10 mmol/l
NaCl 100 mmol/l
EDTA 1 mmol/l
EGTA 1 mmol/l
NaF 1 mmol/l
Na,P,0, 20 mmol/l
Naz;VO, 2 mmol/l
Triton X-100 1% (m/m)
Glicerol 10% (m/m)
Sodu laurylosiarczan (SDS) 0,1% (m/m)
Deoksycholan 0,5% (m/m)
Fenylometylosulfonowy fluorek 1 mmol/l
Inhibitory proteaz 250 pl/5 ml

e Bufor fosforanowy pH 7,4 (PBS, 0,0067 mol/l, BioWhittaker, Walkersville,
USA)

43




- Metody-

Bufor fosforanowy pH 6,0; 100 mmol/l (100 ml):

potasu diwodorofosforan (KH,PO,) 1,36 g
kwas ortofosforowy 2% do pH 6,0
Bufor Krebsa-Ringera (KRB, 100 ml):

Glukoza 100 mg
Kwas 4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetylosulfonowy (HEPES) 128 mg
Magnezu siarczan 9,8 mg
Potasu chlorek 40,3 mg
Sodu diwodorofosforan 9,4 mg
Sodu chlorek 681 mg
Sodu wegglan 265 mg
Wapnia chlorek 20 mg
Bufor do WB:

Tris 30,2 g
Glicyna 144 ¢
SDS 10g
Woda do 1000 ml
Bufor redukujacy do WB:

Tris 0,73 g
B-merkaptoetanol ddH,O 2 ml
Glicerol 6 ml

SDS lg
Blgkit bromofenolowy 50 mg
Bufor myjacy do WB:

20% Tween 20 5ml
Tris-HCI, 2 mol/l 5 ml
Sodu chlorek 5,844 ¢
Woda do 1000 ml
Bufor transferowy do WB:

Tris 12,12 g
Glicyna 57,6 g
SDS 2g
Metanol 800 ml
Woda do 4000 ml

Cyklosporyna A (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

D-(+)-glukoza (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
4-(4-dimetyloamino)stearylo)-N-metylopirydynian jodu (4-Di-1-ASP,

Molecular Probes, Eugene, USA)

Faza ruchoma do chromatografii ibuprofenu i koniugatu:

66% (obj./obj.) acetonitryl (70% w analizie osocza)

34% (obj./obj.) 10 mmol/l bufor fosforanowy pH 7,0 (30% w analizie osocza)

o sktadzie (na 500 ml):

potasu diwodorofosforan (KH,PO,) 0,26 g
sodu wodorofosforan (Na,HPO,) 0,44 g

Fluoresceiny sol sodowa (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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Fosforowy kwas 85% (Fluka, Buchs, Szwajcaria)

Glicerol 86% (Laboratorium Galenowe, Olsztyn)

Glicyna (Bio-Rad, Hercules, USA)

Ibuprofen (Shasun, Chennai, Indie)

Ibuprofenu lizynian (Welding, Hamburg, Niemcy)

Indometacyna (otrzymano z ZF Jelfa, Jelenia Gora)

Koniugat (DC) oligo(kwasu 3-hydroksymastowego) z IB (Centrum Materialow
Polimerowych 1 Weglowych PAN w Zabrzu), $rednia masa czasteczkowa
(M, =570 — 581 g), indeks polidyspersji (PDI) = 1,14 — 1,22

Kwas  4-(2-hydroksyetylo)-1-piperazynoetylosulfonowy (HEPES, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA)

Kwas solny 36% (POCh, Gliwice)

Leupeptyny hemisiarczan (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

Magnezu siarczan (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Medium odzywcze Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA)

Medium odzywcze Minimum Essential Medium Eagle (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA)

Metanol (POCh, Gliwice)

2-merkaptoetanol (Bio-Rad, Hercules, USA)

Miglyol 812 — triglicerydy kwasow tluszczowych Cg — Cj, (Caesar & Loretz,
Hilden, Niemcy)

N,N’-metylenobisakrylamid (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

n-oktanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Oligo(kwas 3-hydroksymastowy) (OHB, M,= 600 g, PDI = 1,13, Centrum
Materialow Polimerowych 1 Weglowych PAN w Zabrzu)

Osocze krwi ludzkiej pobrane od zdrowych ochotnikow

Pankreatyna o aktywnos$ci 4 x USP (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

Penicylina (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Polisorbat 80 (Fluka, Buchs, Szwajcaria)

Potasu chlorek (BDH Laboratory Supplies, Poole, Wielka Brytania)

Potasu diwodorofosforan (Fluka, Buchs, Szwajcaria)
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Przeciwciata monoklonalne przeciwko P-gp (MDR klon F4, Sigma—Aldrich, St.
Louis, USA)

Przeciwciata wtorne Anti — Mouse IgG (Fab specific) — Peroxidase (Sigma—
Aldrich, St. Louis, USA)

Rodamina-123 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Roztwor endogennych aminokwaséw 1% (Nonessential aminoacids, Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA)

Roztwoér wizualizujacy (Millipore Immobilon Western Chemiluminescent MRP
Substrate, Millipore Corporation, Billerica, USA)

Sodu chlorek (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Sodu diwodorofosforan (Riedel-de Haen, Seelze, Niemcy)

Sodu diwodorofosforan, dwuwodny (POCh, Gliwice)

Sodu laurylosiarczan (SDS, Bio-Rad, Hercules, USA)

Sodu pirogronian, 1% roztwér (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Sodu weglan (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Sodu wodorofosforan (POCh, Gliwice)

Sodu wodorotlenek (POCh, Gliwice)

Streptomycyna (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Surowica ptodowa (FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Wapnia chlorek (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

Werapamilu chlorowodorek (Sigma—Aldrich, St. Louis, USA)

Woda oczyszczona otrzymana przez wymiang jonowa i odwrdécona osmozg —
system Elix3 (Millipore, Bedford, USA)

Tris(hydroksymetylo)aminometan (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

2. SPRZET

Autoklaw typ ASHE (Spoétdzielnia Pracy Mechanikéw, Warszawa)
Chromatograf cieczowy Merck Hitachi (Darmstadt, Niemcy) potaczony z
detektorem UV-Vis L-7420, autosamplerem L.-7200 i pompa L-7100
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Chromatograf cieczowy Shimadzu LC-10AT VP (Kyoto, Japonia) z detektorem
UV-Vis SPD-10AVP, autosamplerem SIL-10AD VP oraz jednostka centralna
SCL-10A VP

Dyfraktometr laserowy Mastersizer E — Malvern Instruments (Malvern, Wielka
Brytania)

Fluorescencyjny czytnik ptytek Fluorostar Optima (BMG Labtech, Chicago,
USA)

Inkubator (Nuaire, Plymouth, USA)

Loza z laminarnym nawiewem jalowego powietrza typ KLSH (Polon, Poznan)
Laznia ultradzwigkowa UM-1 (Unitra Unima, Olsztyn)

Mieszadlo szybkoobrotowe Ultra-Turrax T-25 (Janke & Kundel, Staufen,
Niemcy)

Mikroskop B1 220A Motic (Wetzlar, Niemcy) wyposazony w kamere cyfrowa
Panasonic GP-KR 222E - Matshushita Communication Industrial (Osaka,
Japonia)

Mikroskop optyczny Wilovert (Wetzlar, Niemcy)

Omomierz Millicell - ERS (Millipore, Billerica, USA)

pH-metr Orion 350 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

pH-metr Orion 420A+ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA)

Pompa prozniowa KnF Neuberger—Laboport N810FT18 (KNF Neuberger,
Freiburg-Munzingen, Niemcy)

Sonikator Microson Ultrasonic Cell Disruptor (Misonix, Farmingdale, USA)
Spektrofotometr Jasco V-530 (Jasco, Oklahoma City, USA)

Sterylizator powietrzny (Wytwornia Aparatury Medycznej 1 Elektroniczne;,
Warszawa)

System do ekstrakcji spe-12G (J.T. Baker, Phillipsburg, USA)

Transblotter Transblot SD (Bio-Rad, Hercules, USA)

Waga analityczna WAX 62 (Radwag, Radom)

Waga laboratoryjna WPS 210/C/2 (Radwag, Radom)

Wiréwka laboratoryjna (Heraeus Christ, Osterode, Niemcy)

Wiréwka laboratoryjna IEC Centra MP4R (IEC, Needham, USA)

Wiréwka Sorvall RT6000B z termostatem (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA)
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Wytrzasarka do probowek Vortex (DHN, Warszawa)
Witrzasarka z tazniag wodna Elpan 357 (Elpan, Lubawa)

3. MATERIALY

Celulozowa btona dializacyjna M. W. cut-oftf 12400 (Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA)

Kondycjonowanie blony:

Umieszczenie we wrzqcej wodzie, ogrzewanie w temperaturze 90°C.
Przeniesienie do zimnej wody, przechowywanie w temperaturze 4°C.

Film fotograficzny Clear Blue X-ray

Hodowla komorek Caco-2 (European Collection of Cell Cultures, Salisbury,
Wielka Brytania)

Hodowla komorek Calu-3 (European Collection of Cell Cultures, Salisbury,
Wielka Brytania)

Kolumny chromatograficzne: Luna 5 pm C18(2) (Phenomenex, Torrance,
USA), LiChrospher 100 RP-18 (5 um) (Merck, Darmstadt, Niemcy)

Kolumny do ekstrakecji do fazy statej (SPE) Strata X 33 pm (Phenomenex,
Torrance, USA)

Kroliki kalifornijskie, 12 samcéw w badaniu wstgpnym oraz 9 samcoéw i 9 samic
w badaniu wlasciwym (Hodowla krolikow rasowych, Marcin Kaletka,
Wielichowo)

Membrany Immun-Blot™™ (Bio-Rad, Hercules, USA)

Ptytki 6-cio dotkowe, jatowe (Cellstar, Greiner Bio — One, Niemcy)

Ptytki 24-dotkowe, jatowe (Cellstar, Greiner Bio — One, Niemcy)

Ptytki 96-cio dotkowe, jatlowe (Corning Inc., NY, USA)

Probowki z tworzywa sztucznego, heparynizowane (50 pg soli sodowej
heparyny) poj. 2,5 ml (Medlab Products, Raszyn)

Saczki z estrow celulozy o $rednicy porow 5 pum (Sartorius, Goettingen,

Niemcy)
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e Saczki z octanu celulozy o $rednicy poréw 0,2 pum, jednorazowe, z oprawka
(Sartorius, Goettingen, Niemcy)

e Test cytotoksycznosci CellQuanti-MTT (BioAssay Systems, Hayward, USA)

e  Wkiady membranowe (1,13 cm?, Corning Inc., NY, USA)

4. ANALIZA CHROMATOGRAFICZNA

4.1. Warunki analizy

Analiza jakosciowa 1 iloSciowa IB 1 DC prowadzona byla z wykorzystaniem
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC) odwroconych faz. Wykorzystano
dwa chromatografy cieczowe.

Zastosowano nastgpujace warunki analizy:

e faza ruchoma: mieszanina 10 mmol/l buforu fosforanowego pH 7,0 i
acetonitrylu w stosunku 66:34 (obj/obj) lub 70:30 (obj/obj) w analizie osocza,

e faza stacjonarna: kolumna o wymiarach 2504 mm 2z wypelnieniem
oktadecylokrzemowym

o szybkos$¢ przeptywu fazy ruchomej: 1 ml/min,

e objetos$¢ nastrzyku: 20 pul,

e detekcja (dlugos¢ fali): 220 nm.

4.2. Analiza zawartoSci ibuprofenu i koniugatu ibuprofenu z oligo(kwasem 3-

hydroksymastowym)

Roztwory IB oraz DC (20 pl) nanoszono na kolumng za pomoca autosamplera.
Stezenie IB oraz DC w analizowanych roztworach obliczano na podstawie krzywej
wzorcowej wyznaczonej w zakresie st¢zen IB 1 — 50 pg/ml oraz DC 0,25 — 5 mg/ml. W
celu okreslenia powtarzalno$ci 1 liniowosci metody wyznaczanie krzywej wzorcowe;j

powtarzano trzykrotnie.
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4.3. Analiza zawartosci ibuprofenu w osoczu

4.3.1. Metoda analizy

Analizg probek osocza metoda HPLC (Metody, p. 4.1) przeprowadzono z
uzyciem indometacyny (IND) jako wzorca wewngtrznego, wykorzystywanego
wczesniej w oznaczeniach IB w osoczu [134]. Wstepne analizy z zastosowaniem IND
potwierdzity przydatnos$¢ substancji jako wzorca wewngtrznego.

W analizie osocza wykorzystano metode ekstrakcji do fazy statej. Procedurg
ekstrakcji IB 1 IND z przygotowanych probek prowadzono z uzyciem kolumn do
ekstrakcji Strata-X wedlug czgsciowo zmodyfikowanej procedury zaproponowanej
przez ich producenta [135]. Do analizowanego osocza po dodaniu wzorca
wewngtrznego (20 pl roztworu IND w metanolu o stg¢zeniu 25 pg/ml) dodawano 100 pl
2% roztworu kwasu ortofosforowego, mieszano, a nastgpnie dodawano 600 pl 100
mmol/l buforu fosforanowego pH 6,0. Kolumny kondycjonowano za pomoca 1 ml
metanolu, nastgpnie przeplukiwano stosujac 1 ml wody. Na kolumny nanoszono
analizowane probki, a po zebraniu nieadsorbowalnej czgsci roztworu sorbent
przemywano za pomoca 0,7 ml 5% metanolu, po czym, w celu usunigcia pozostatosci
wody, na 1 min podlaczano prdézni¢. Zaadsorbowany analit wraz z wzorcem
wewnetrznym wymywano za pomoca | ml metanolu. Otrzymany eluent odparowywano
do sucha w tagodnym strumieniu powietrza w temperaturze 37°C, a pozostatosc
rozpuszczano w 200 pl metanolu 1 poddawano analizie chromatograficznej. Procedura
pozwolila na 2,5 — krotne zmniejszenie objetosci rozpuszczalnika w prébce. Komora

ekstrakcyjna z zalozonymi kolumnami przedstawiona jest na ryc. 13.

Ryc. 13. Ekstrakcja probek metodq SPE.
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4.3.2. Badanie odzysku

Odzysk analitu oraz wzorca wewngtrznego badano z uzyciem osocza pobranego
od zwierzat po zakonczeniu eksperymentu, do ktérego dodawano znane ilosci IB oraz
IND, a nastgpnie ekstrahowano zgodnie z opisem zamieszczonym powyzej. Odzysk
badano dla trzech stezen IB (5x107, 2x10°, 5x10° g/ml) w obecnosci jednakowego
stgzenia IND (1 pg/ml) przeprowadzajac dla kazdego stgzenia cztery niezalezne
ekstrakcje, skutkujace teoretycznie 2,5-krotnym zaggszczeniem probki. Uzyskane pola
powierzchni pikdw chromatograficznych pochodzacych od IB i IND poréwnywano z
powierzchniami pikow uzyskanymi w wyniku analizy roztworéw metanolowych IB o
stezeniach 1,25><10'6, 5%10° oraz 1,25%107, zawierajacymi dodatkowo 2,5 pg/ml IND.

Odzysk analitu (IB) dla kazdego ze stezen obliczano dzielac sume pol
powierzchni pikow IB po ekstrakcji przez sumg pol powierzchni pikow IB uzyskanych
z wzorcow metanolowych (n = 4). Analogicznie wyznaczono odzysk wzorca

wewngtrznego (IND).

4.3.3. Przygotowanie probek osocza do analizy metoda HPLC

Pobrane od zwierzat probki krwi po oddzieleniu przez wirowanie (3000xg,
15 min) elementéw morfotycznych przechowywano w temperaturze -40°C. W dniu
analizy osocze rozmrazano i ponownie wirowano (2 min, 1000xg) celem ewentualnego
oddzielenia pozostalych bialek. Nastgpnie do fiolek poj. 1,5 ml pobierano 0,5 ml osocza
1 dodawano 20 pl roztworu IND w metanolu o stgzeniu 25 pg/ml. Nastgpnie

dokonywano ekstrakcji zgodnie z procedura opisana w p. 4.3.1.

4.3.4. Krzywa wzorcowa

Do prébek osocza pobranego od zwierzat po zakonczeniu eksperymentu
(500 pul) dodawano po 20 ul roztworow IB (5 — 500 pg/ml) oraz IND (25 pg/ml) w
metanolu (Ryc. 14, Tabela 2). Po dodaniu roztworéw wzorcowych postgpowano
zgodnie z procedura ekstrakcji opisana w p. 4.3.1. Uzyskiwano stgzenia w osoczu 0,2 —
20 pg/ml (IB) i 1pg/ml (IND). Do analizy HPLC przygotowano takze probki osocza

niezawierajace analitu, ani wzorca wewngtrznego.
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20pl 20 ul

12,5

Ryc.14. Schemat przygotowywania probki osocza do analizy (krzywa wzorcowa).

500 pg/ml

|
25
50
125 =) SPE

Tabela 2. Sktad probek osocza do ekstrakcji (krzywa wzorcowa)

Objetos¢ Stezenie Objetos¢ Stezenie Objetos¢ IND/
probki roztworu roztworu roztworu roztworu | IB/osocze
0S0CZAa | WZOrcowego | WZorcowego | wzorcowego | wzorcowego | (ng/ml) osocze
(nl) IB (ug/ml) IB (ul) IND (ug/ml) | IND (n) (ng/ml)
5 0,2
12,5 0,5
25 1
500 30 20 25 20 7 1
125 5
500 20

W oparciu o uzyskane wyniki wyznaczono krzywa zaleznosci stosunku

powierzchni IB do powierzchni IND w funkcji stgzenia IB. W celu potwierdzenia

lintowosci 1 powtarzalno$ci metody, krzywa wzorcowa wyznaczono trzykrotnie.

5. WLASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE DC

5.1. Badanie rozpuszczalnoSci

Rozpuszczalnos¢ DC badano w wodzie, 0,1 mol/l HCl oraz roztworach

buforowych pH 6,0; 7,0; 7,5 1 8,0 w temperaturze 37°C. Probki DC o masie 100 mg

umieszczono w proboéwkach, dodawano po 2 ml rozpuszczalnikow 1 wytrzasano w tazni

wodnej przez 24 h. Nastgpnie, po stwierdzeniu, ze w kazdej z proboéwek pozostata

nierozpuszczona substancja, pobierano probki zawiesiny, ktore wirowano (10 min,
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2000xg). Pobrany supernatant, po odpowiednim rozcienczeniu metanolem (2 — 50
razy), poddawano analizie HPLC (Metody, p. 4.1, 4.2). Otrzymane wartosci
porownywano z rozpuszczalnoscia IB.

Badanie rozpuszczalnosci IB prowadzono w analogiczny sposdb, natomiast
stezenie, po dokonaniu stosownych rozcienczen metanolem lub mieszaning metanolu i
buforu fosforanowego pH 7,5, oznaczano spektrofotometrycznie przy diugosci fali
A=264 nm. Powyzsze badania wykonano trzykrotnie.

Krzywa wzorcowa wykonano badajac spektrofotometrycznie roztwory
wzorcowe IB (w mieszaninie metanolu i1 buforu fosforanowego pH 7,5 1+1) w zakresie
stezen 50-500 pg/ml. Rozcienczen probek roztwordw badanych dokonywano w sposob

zapewniajacy jednakowy (50%) udzial metanolu i buforu fosforanowego.

5.2. Wyznaczanie log P

Wspotczynnik podziatu olej/woda (log P) dla DC obliczony zostat jako stosunek
stezenia DC w n-oktanolu do stgzenia w wodzie w stanie réwnowagi. W tym celu
sporzadzono roztwér DC w n-oktanolu o stezeniu 1,0 mg/ml. Do rozdzielacza
przeniesiono 10,0 ml tego roztworu 1 wytrzasano w temperaturze pokojowej przez 3 h
ze 100,0 ml wody. Po rozdzieleniu warstw pobrano probki obu faz 1 po rozcienczeniu

metanolem dokonano ich analizy chromatograficznej. Badanie powtorzono trzykrotnie.

5.3. Wyznaczanie pK,

Warto$¢ pK, koniugatu okreslono na podstawie trzykrotnego miareczkowania
pH-metrycznego wodnego roztworu DC (0,1 mg/ml) za pomoca roztworu NaOH (2,5
mmol/l). Punkt koncowy miareczkowania wyznaczono bezposrednio, korzystajac z
zalezno$ci pH = f(Vy,on) Oraz metoda Hostettera i Robertsa wykorzystujac rownanie

dpH

dVNaOH

= f(Vyaor ) [136, 137]. Poniewaz miareczkowany koniugat jest stabym kwasem

jednoprotonowym, jego wartos¢ pK, jest réwna pH roztworu, jakie wystgpuje po
dodaniu polowy objgtosci silnej zasady, ktéra zuzyto do catkowitego zmiareczkowania
[138]. Punkt koncowy miareczkowania wyznaczano metoda graficzng oraz metoda

pierwszej pochodnej [150].
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5.4. Badanie hydrolizy i stabilnosci termicznej DC

Hydrolizg DC badano w roztworach buforowych pH 6,0; 6,8; 7,5; 8,0 (50
mmol/l), w sztucznym ptynie jelitowym zawierajacym pankreatyng, sporzadzonym wg
przepisu USP 30 oraz w osoczu krwi pobranej od zdrowych ochotnikéw. Sktad
uzywanych ptynow przedstawiony jest w tabeli 3.

W kazdym z badanych ptynow sporzadzono roztwory DC o stezeniu 1 mg/ml.
Roztwory, po pobraniu prébek, poddano tagodnemu wytrzasaniu przez 72 h w
temperaturze 37°C. Po 6, 24, 48 i 72 h pobierano prébki obj. 1 ml, ktore po
rozcienczeniu metanolem poddawano analizie chromatograficznej (Metody, p. 4.1, 4.2).
Rozcienczone probki osocza dodatkowo wirowano. Na podstawie otrzymanych
chromatograméw wyznaczano zawarto$¢ wolnego IB w probcee, jak tez, na podstawie
pikow pochodzacych od koniugatow o rédznych masach czasteczkowych, analizowano

przebieg procesu hydrolizy. Catos¢ procedury przeprowadzono trzykrotnie.

Tabela 3. Sktad ptynow wykorzystywanych w badaniu hydrolizy i stabilnosci termicznej

DC (g/1000 ml)
Sztuczny
Substancja Bufor Bufor Bufor Bufor plyn
pH 6,0 pH 6,8 pH 7,5 pH 8,0 jelitowy
(pH 6,8)
NazHPO4 0,775 6,58 6,83
NaH,PO4*x2H,0 6,71 0,694 0,296
KH,PO, 6,8 6,8
NaOH (roztwor
0,2 mol/l) 7 77
pankreatyna 2,5

W celu oznaczenia trwatosci DC w warunkach podwyzszonej temperatury 1 pH,
sporzadzono roztwory DC (1 mg/ml) w roztworach buforowych pH 7,0 i 8,0, a takze w
0,01 1 0,1 mol/l NaOH. Otrzymane roztwory wytrzasano 1 h w tazni wodnej, w
temperaturze 90°C, a nastgpnie po ochtodzeniu i1 rozcienczeniu metanolem (1+1)
poddawano analizie chromatograficznej. Podobnie jak wyzej, na podstawie uzyskanych

chromatogramow wnioskowano o przebiegu hydrolizy koniugatu wyrazonej zmianami
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powierzchni pikéw wolnego IB oraz DC o réznych dlugosciach tancucha
oligomerowego.

Proces hydrolizy DC badano takze przy okazji badania uwalniania koniugatu z
roztworu w oleju Miglyol 812, ktéry umieszczono w worku dializacyjnym (Metody, p.
7.4). W pobranych po 3, 6, 24 i 48 h eksperymentu prébkach oznaczano stgzenie

wolnego IB.

6. BADANIA Z WYKORZYSTANIEM KULTUR KOMORKOWYCH

Ponizsze badania wykonano w School of Pharmacy and Pharmaceutical Sciences

Trinity College Dublin

6.1. Linia komorkowa Caco-2

W celu wykonania badania transportu i wychwytu, jak tez analizy w oparciu o
technikg Western Blot, wykorzystywano roznicujace si¢ komoérki Caco-2 pasazowane
22 - 45 razy. Wymiany pozywki oraz dzielenia hodowli dokonywano w warunkach
aseptycznych z wykorzystaniem jatowego sprzgtu. Dotyczy to wszystkich procedur z
wykorzystaniem kultur komorkowych opisanych ponizej. Inkubacj¢ hodowli

komorkowych prowadzono w temp. 37 £+ 0,5°C (5% CO,). Przed uzyciem pozywki i

roztwory ogrzewano do 37°C.

Hodowle komoérkowe wzrastaty na insertach z filtrami (12 insertow na ptytce,
Ryc. 15) lub ptytkach 6-cio i 24-dotkowych. Konfluentno$¢ uzyskiwano w ciagu 21 dni
[108]. Uzywano pozywke Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium wzbogacona bydlgca
surowica pltodowa (FBS, 20%), pirogronianem sodowym (1%), roztworem
endogennych aminokwasow (1%) oraz antybiotykami (penicylina oraz streptomycyna w
stezeniach odpowiednio 100 U i1 0,1 mg/ml). Pozywke zmieniano co dwa dni. W
kazdym przypadku stosowano podobna gestos¢ posiewu 60000 komorek/cm®. Wzrost
kultury monitorowano za pomoca mikroskopu optycznego. Hodowle na insertach
wykorzystywano do badania przezkomorkowego transportu rodaminy-123 (Rh-123) i
fluoresceiny sodowej (FNa), natomiast hodowle na ptytkach stuzyly do badania
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wychwytu Rh-123, FNa i 4-Di-ASP oraz pozyskania materialu do analizy metoda
Western Blot (WB).

Konfluentno§¢ komoérek hodowanych na filtrach potwierdzano za pomoca
pomiaru oporu elektrycznego pomig¢dzy kompartmentami (transepithelial electrical
resistance, TEER).

Do badania cytotoksycznosci DC wykorzystywano komodrki hodowane przez

7 dni na ptytkach 96-dotkowych.

kompartment
apikalny

A

warstwa
e enne komorek
- filtr

kompartment bazolateralny

B

Ryc. 15. Hodowla komorkowa na insertach w badaniu transportu transmembranowego:

schemat (a) oraz phytka z hodowlq na filtrach (b).

6.2. Linia komorkowa Calu-3

Komorki linii Calu-3 wykorzystywano w badaniu cytotoksycznosci DC.
Komoérki (gestosé posiewu 75000/cm?) utrzymywano w kulturze przez 7 dni. Medium
odzywcze - Minimum Essential Medium Eagle zawierato dodatkowo bydlgca surowice
ptodowa (10%), pirogronian sodowy (1%), roztwér endogennych aminokwasow (1%)

oraz antybiotyki. Pozywke wymieniano co dwa dni.
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6.3. Analiza iloSciowa metodg spektrofluorymetrycznag

Pomiar intensywnosci fluorescencji wykorzystywano do analizy ilosciowej Rh-
123, FNa oraz 4-Di-1-ASP. Za pomoca fluorescencyjnego czytnika plytek mierzono
intensywno$¢ fluorescencji pobranych probek stosujac dtugosci fal wzbudzenia i emisji
odpowiednio 485 1 520 nm dla Rh-123 lub FNa oraz 485 nm i 590 nm dla 4-Di-1-ASP.

Krzywe wzorcowe Rh-123 oraz FNa w KRB wyznaczone zostaty w zakresie
stezen 0,05 — 6,25 pumol/l, natomiast 4-Di-1-ASP w zakresie 0,4-10 pmol/l, w
trzykrotnych powtdrzeniach. Réwnania krzywych wraz z ze wspolczynnikami regresji

przedstawione sa w tabeli 4.

Tabela 4. Rownania krzywych wzorcowych Rh-123, FNa, oraz 4-Di-1-ASP w KRB, FI —

intensywnos¢ fluorescencji, ¢ — stezenie (umol/l), R - wspotczynnik determinacji

Substancja Rownanie krzywej R’
Rh-123 F1=414,46 ¢ —9,6871 0,9994
FNa FI1=479,04 c + 45,425 0,9972
4-Di-1-ASP FI=274 ¢+ 76,01 0,9786

6.4. Badanie transportu przezkomérkowego

Badano transport Rh-123 bedacej substratem dla P-gp oraz, w celach
poréwnawczych, soli sodowej fluoresceiny (FNa). Badanie prowadzono jednocze$nie
na dwoch ptytkach wykorzystujac na kazdej z nich po dwa inserty do analizy transportu
W obecnosci tego samego stezenia kazdej z badanych substancji: jedna ptytka stuzyta do
pomiaru szybkosci transportu Rh-123 lub FNa z roztworéw znajdujacych si¢ po stronie
apikalnej w kierunku strony bazolateralnej (A/B), na drugiej analizowano kierunek
przeciwny (B/A). Wykorzystano monowarstwy komorek Caco-2 hodowane na insertach
membranowych przez 21 dni.

Sporzadzono roztwory OHB (0,5 i 1 mg/ml), DC (0,1 i 0,5 mg/ml) oraz IB
(1 mg/ml) w buforze Krebsa - Ringera (KRB, pH 7,4). Do roztworéw tych
wprowadzono Rh-123 lub FNa w stezeniu 50 pmol/l. Medium, w ktérym komorki
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utrzymywane bylty w kulturze zastgpowano $wiezo przygotowanym roztworem KRB i
inkubowano w temp. 37°C. Po 1 h roztwory wymieniano, umieszczajac po stronie A lub
B (Ryc. 16) odpowiednia objgtos¢ roztworéw badanych lub KRB jako ptyn
akceptorowy. Prowadzono takze doswiadczenie kontrolne, w ktorym badano transport
Rh-123 lub FNa w nieobecnosci OHB, DC i IB. Po 0,5; 1; 2; 3 1 4 h pobierano 200 pl
probki ptynu akceptorowego, wprowadzajac w zamian KRB. Eksperyment wykonano
trzykrotnie.

Integralno$¢ komorek Caco-2 monitorowana byta za pomoca pomiaru oporu
elektrycznego (TEER) dokonywanego przed wymianag KRB na badane roztwory oraz po

zakonczeniu badania. Zmierzone wartosci obnizano o TEER filtra (100 Q-cmz).

Ryc. 16. Schemat badania przezkomorkowego transportu Rh-123 lub FNa - uktad

Probka

1500 pl 1500 pl

probek na plytce i uktad roztworow w insercie w badaniu transportu w kierunku A/B

oraz B/A.

Korzystajac z rownan przedstawionych w tabeli 4 obliczono st¢zenie Rh-123 lub
FNa w ptynie akceptorowym w kazdej z pobranych probek. Na podstawie stgzenia Rh-
123 lub FNa po 4 h eksperymentu oraz stgzenia substratdw w momencie jego

. , . . . -1
rozpoczgceia, wyznaczano wspotczynnik przenikania P, [cm>s™ ]:

M/t
co xS

P“PP

gdzie M oznacza ilo$¢ Rh-123 lub FNa w plynie akceptorowym po 4 h (¢ = 14 400 s),
¢, - stezenie Rh-123 lub FNa na poczatku badania, a S — powierzchnig filtra (1,13 cm?).
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6.5. Badanie wychwytu komorkowego

Dokonano pomiaru wychwytu Rh-123, FNa oraz 4-Di-1-ASP (substrat dla OCT
— Organic Cation Transporter [139]) przez komorki Caco-2 w obecnosci OHB, DC i IB.
Komorki utrzymywane byly w kulturze na ptytkach 24 — dotkowych przez 21 dni. W
badaniach wstepnych ustalono zaleznos¢ migdzy wychwytem a czasem inkubacji z
wybranym substratem (Rh-123).

Komorki przemyto stosujac 0,5 ml KRB, a nastgpnie inkubowano z KRB przez
15 min. Po usunigciu KRB, na powierzchni¢ komoérek nanoszono po 0,5 ml 50 umol/l
roztworu Rh-123 w KRB. Medium usuwano jednoczes$nie z trzech gniazd po 5, 10, 15,
30, 45, 60 1 90 minutach, komoérki przemywano dwukrotnie lodowatym KRB i
inkubowano w 1% wodnym roztworze Tritonu X-100 przez 20 min, co pozwolito na
lizg struktury blon komoérkowych. Zawiesiny przenoszono do probowek i wirowano
(5 min, 2000xg). Pobierano supernatant (200 pl) 1 oznaczano intensywnos¢
fluorescencji metoda opisana w p. 6.3.

Eksperyment wykazal, Zze optymalny czas inkubacji wynosi 15 — 30 min
(Wyniki, p. 3.2), stad kolejne badania prowadzono w tym przedziale czasowym.

Nastgpnym etapem badan wstgpnych byl wybdr najbardziej odpowiedniego
stgzenia substratu, ktore pozwolitoby w najdokladniejszy sposob ustali¢ jaka jest
zaleznos¢ migdzy obecnoscia w roztworze badanych substancji, a stopniem wychwytu
substratu. W przypadku Rh-123 wyboru tego dokonano eksperymentalnie. Komorki
inkubowano przez 15 min z roztworami Rh-123 w KRB o stgzeniach 3,125 — 50 umol/l.
W przypadku FNa wykorzystano stgezenie sugerowane w pismiennictwie [140],
natomiast dla 4-Di-1-ASP zastosowano st¢zenie wykorzystywane we wczesniejszych
eksperymentach prowadzonych przez grupg badawcza.

Po zakonczeniu badan wstgpnych przeprowadzono nastgpujace eksperymenty:

a) Wplyw badanych substancji na wychwyt Rh-123 (15 i 30 min inkubacji z
roztworami w 50 pmol/l roztworze Rh-123 w KRB)

Sporzadzono nastgpujace roztwory w 50 pmol/l Rh-123 w KRB: IB (1 mg/ml),

DC (0,1 1 0,5 mg/ml) i OHB (0,5 i 1 mg/ml). Na komorki na plytkach 24 —

dotkowych, po przemyciu i 15 min inkubacji z KRB, wprowadzono 0,5 ml w/w
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b)

roztworow lub 50 pumol/l Rh-123 (kontrola), przeznaczajac po 3 gniazda na
kazdy badany roztwor. Jedna plytke¢ inkubowano nastgpnie 15 min, a druga 30
min. Po tym czasie roztwory znad komorek odwirowano (5 min, 2000xg), a
nastgpnie po 8 — krotnym rozcienczeniu za pomoca KRB poddano pomiarowi
intensywnos$ci fluorescencji (485/520 nm). Pozostate na plytce komorki, po
przemyciu lodowatym KRB, zadano 0,5 ml 1% roztworu Tritonu X-100 1
inkubowano przez 20 min. Zawiesiny wirowano (5 min, 2000xg), a pobrane
probki supernatantu analizowano za pomoca fluorescencyjnego czytnika ptytek.

Eksperyment wykonano 3-krotnie.

Wplyw badanych substancji na wychwyt Rh-123 lub FNa z etapem
preinkubacji (30 min preinkubacji w roztworach badanych substancji w
KRB i 30 min inkubacji w roztworach zawierajacych dodatkowo 50 pmol/l

Rh-123 lub FNa)

W celu doktadniejszego zbadania wptywu badanych substancji na funkcj¢ P-gp
przeprowadzono takze doswiadczenia, w ktérych wprowadzono etap
preinkubacji kultur komoérkowych z roztworami IB, DC, OHB oraz z
wybranymi inhibitorami MDR 1 P-gp: chlorowodorkiem werapamilu (V),
cyklosporyna A (C) oraz indometacyna (IND). Po 15 min inkubacji z KRB, na
powierzchnig komorek aplikowano nastgpujace roztwory: V (100 umol/l), C (10
pmol/1), IND (10 pmol/l), IB (1 mg/ml), DC (0,1; 0,25 i 0,5 mg/ml), OHB (0,5 i
1 mg/ml) oraz KRB (kontrola). Po 30 min inkubacji roztwory usuwano z gniazd
1 zastgpowano takimi samymi roztworami zawierajacymi dodatkowo Rh-123 lub
FNa (50 pmol/l). Po kolejnych 30 min inkubacji oznaczano st¢zenie Rh-123 lub
FNa w roztworach inkubacyjnych oraz w tresci komodrkowej uzyskanej za
pomoca lizy membrany (1% roztwdr Tritonu X-100, 20 min). Badanie

powtdrzono trzykrotnie. Nie badano wychwytu FNa w obecnosci IB i OHB.

Wplyw badanych substancji na wychwyt 4-Di-1-ASP (30 min inkubacji z
roztworami w 10 pmol/l roztworze 4-Di-1-ASP w KRB)

W celu potwierdzenia lub wykluczenia specyficznosci oddziatywania DC na

P-gp badano wplyw obecnosci koniugatu na funkcje obecnego w blonie
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komorek Caco-2 biatka transportowego OCT, ktoérego znanym substratem jest 4-
Di-1-ASP [139, 141]. Doswiadczenie przeprowadzono podobnie jak opisano w

punkcie a.

Schemat do$wiadczen opisanych w punktach a — ¢ przedstawiony jest na ryc. 17.

elelele)

000

00

0000

hodowla komorkowa

!

usunigcie pozywki

KRB (15 min) -_b
A breinkubacja (30 min)
a, c :
i substancje badane/
substancje badane/ .- inhibitory P-gp
inhibitory P-gp

z Rh-123 (15/30 min)/

FNa/4-Di-1-ASP (30 min)

!

obieranie roztworow
p ~
% Triton X-100

' ¢ ' / 1 (20 min)
wirowanie
|

pomiar fluorescencji

Ryc. 17. Schemat badania wychwytu Rh-123/FNa/4-Di-1-ASP przez komorki Caco-2.
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6.6. Badanie cytotoksycznosci OHB, DCi IB

Cytotoksycznos¢ DC badano stosujac test CellQuanti-MTT, wykorzystujac
zmiang barwy MTT (formazan bigkitu tiazolowego) zachodzacej z udzialem
NADH/NADPH i $wiadczacej o zywotno$ci komorek [142]. Dokonanie pomiaru
absorbancji roztworow, w ktorych inkubowano komodrki w obecnosci badanych
substancji 1 porOwnanie uzyskanych wartosci z absorbancja prob kontrolnych pozwolito
na okreslenie liczby Zywych komorek. Przezywalnos¢ wyrazono jako % pierwotnej
liczby komorek.

W celu wykonania testu, komorki Caco-2 1 Calu-3 inkubowano przez 7 dni na
ptytkach 96-dotkowych. W dniu eksperymentu, medium zastgpowano analizowanymi
roztworami (100 pl roztworu OHB, DC i IB w medium w stgzeniach 0,1; 0,25; 0,5;
0,75, 1,0 mg/ml) 1 pozostawiano na 1 h. Probe¢ kontrolna stanowity komorki, do ktérych
dodawano 100 pul medium nie zawierajacego analizowanych substancji. Nastepnie,
zgodnie z instrukcja testu [143], dodawano 15 pl roztworu reagentu (MTT), a po
kolejnych 4 h 100 pl roztworu solubilizujacego 1 tagodnie mieszano przez 1 h.
Koncowym etapem testu byt pomiar absorbancji (A = 570 nm) za pomoca czytnika
fluorescencji. Eksperymenty wykonano 4-krotnie dla kazdego stezenia badanych

substancji.

6.7. Analiza metoda Western Blot (WB)

Analize technika Western Blot przeprowadzono w celu okreslenia wptywu DC,
OHB 1 IB na funkcj¢ P-gp. P-gp, jak zaznaczono wyzej, wystgpuje w blonie
komorkowej Caco-2 1 moze podlega¢ inhibicji pod wptywem niektorych substancji
chemicznych.

Komoérki Caco-2 hodowano na ptytkach 6-dotkowych. Uzywano komorek
pomigdzy 20 a 45 pasazem. Zastosowano gesto$¢ posiewu 60000/cm’, komorki
inkubowano przez 21 dni. Pozywke wymieniano co drugi dzien i obserwowano wzrost
kultury przy pomocy mikroskopu optycznego. Po 21 dniach pozywke usunigto i
wprowadzono na jej miejsce po 1,5 ml roztworéw OHB, DC i IB w pozywce nie
zawierajace] surowicy lub 1,5 ml samej pozywki (kontrola), zgodnie ze schematem

przedstawionym na ryc. 18.
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Ryc. 18. Skiad uktadu z roztworami inkubacyjnymi w analizie metodq Western Blot.

Po 2 1 4 h znad komorek pobierano prébki ptynu (0,5 ml). Probke pobrana po
2 h zastgpowano $wiezym roztworem, a po pobraniu drugiej probki, pozostaly ptyn
usuwano 1 komorki przemywano dwukrotnie zimnym buforem fosforanowym (PBS).
Na powierzchni¢ komorek dodawano 300 pl buforu ekstrakcyjnego zawierajacego
inhibitory proteaz: hemisiarczan leupeptyny (0,25 mg/25 ml) oraz aprotyning
(1,5 mg/25 ml). Nastgpnie komodrki wraz z buforem zbierano i przenoszono do
probowek typu eppendorf. W celu zniszczenia blon komoérkowych i1 uwolnienia
obecnych biatek, zawiesiny poddawano sonikacji (10 s), po czym wirowano (20 min,
2000xg, 4°C). Supernatant pobierano do proboéwek i do czasu dalszej analizy
przechowywano w temperaturze -80°C. Po odpowiednim rozcienczeniu [144], 18 pl
roztworu mieszano z 6 pl buforu redukujacego. Otrzymane roztwory umieszczano na
3 min we wrzacej fazni wodnej w celu denaturacji bialek, wirowano (3000xg, 30 s), a
nastepnie 20 ul probki przenoszono do ,studzienek” utworzonych w 5% zelu
poliakrylamidowym (Ryc. 19), przy czym do jednej z nich wprowadzano 10 pl préby
kontrolnej (Precision Plus Protein dual color standards, Bio-Rad).

Komorg wypeliono buforem do WB 1 przeprowadzano rozdziat
elektroforetyczny (150 V, 2 h), a nastgpnie zele umieszczano w buforze transferowym
na 0,5 h. Po dokonaniu transferu zeli na membrang (25 V, 30 min), membrany
zanurzano w buforze blokujacym (5% odthuszczone mleko w proszku w buforze
myjacym) 1 pozostawiano na kotysce laboratoryjnej na 12 h w 4°C. Nastgpnie bufor
blokujacy zastgpowano 5 ml roztworu pierwotnych mysich przeciwcial
monoklonalnych przeciwko P-gp w stezeniu 1:500 w buforze blokujacym i
pozostawiano na 2 h. Membrany czterokrotnie przemywano buforem myjacym i
poddawano tagodnemu kotysaniu w roztworze przeciwciat wtornych w stezeniu 1:4000

przez 1 h. Po przemyciu membrany, umieszczano na niej na 5 min 1 ml roztworu
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wizualizujacego. Nastgpnie membrany umieszczano w zaciemnionym pomieszczeniu na

30 — 60 s na kliszy fotograficznej. Koncowym etapem byto wywolywanie fotografii.

Miejscawprowadzania prébek

Ryc. 19. Komora do analizy metodq Western Blot przed wprowadzeniem probek.

7. SPORZADZANIE POSTACI FARMACEUTYCZNYCH Z DC

Do badan fizykochemicznych, farmaceutycznych 1 farmakokinetycznych

wytypowano i sporzadzono nast¢pujace preparaty:

25DC roztwor DC o stezeniu 25% (m/m) w oleju Miglyol 812,
SDC/E20% emulsje typu o/w (10% oleju Miglyol) o zawartosci DC 5%
(m/m),

10DC/E20% emulsje typu o/w (20% oleju Miglyol) o zawartosci DC 10%
(m/m).

7.1. Roztwor olejowy DC

Sktad [g]:
DC 2,5
Miglyol 812 do 10,0
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Roztwor DC sporzadzono w warunkach aseptycznych stosujac wyjalowiony
sprzgt. Odwazona ilo$¢ DC rozpuszczono w podwyzszonej temperaturze (50°C) w
Miglyolu. Roztwér wyjatowiono przez saczenie (saczki z octanu celulozy). Dozowano
do fiolek poj. 10 lub 20 ml, ktére zamykano korkami i kapslami. Tak otrzymany

roztwor przechowywano w temperaturze 4°C.

7.2. Emulsje typu o/w z DC

Sktad przygotowanych uktadéw emulsyjnych przedstawiony jest w tabeli 5. DC
rozpuszczono w Miglyolu 812. W osobnej zlewce sporzadzono wodny roztwor
zawierajacy polisorbat 80 i glicerol. Po doprowadzeniu obu roztworow do temperatury
60°C, roztwdér wodny dodawano kroplami do olejowego roztworu DC 1 intensywnie
mieszano za pomoca mieszadta szybkoobrotowego.

Otrzymana emulsje rozdozowano do fiolek saczac przez saczek o S$rednicy
porow 5 um, zamknigto korkami i zabezpieczono kapslami. Po wyjatowieniu
termicznym (autoklaw, 121°C, 15 min) preparaty przechowywano w temperaturze 4°C.

Wyglad wyjatowionych emulsji przedstawia ryc. 20.

Tabela 5. Sktad [g] emulsji z DC

Substancja SDC/E10% 10DC/E20%
DC 0,5 1,0
Miglyol 812 1,0 2,0
Polisorbat (Tween 80) 0,2
Glicerol 86% 0,32
Woda do 10,0

Ryc. 20. Emulsje o/w (10% DC, 20% oleju) po wyjatowieniu.
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7.3. Trwalos¢ sporzadzonych preparatow

Badano trwato$¢ sporzadzonych preparatow w trakcie przechowywania w
temperaturze 4°C. Prowadzono obserwacj¢ mikroskopowa emulsji bezposrednio po
sporzadzeniu oraz po 7, 30 i 90 dniach. Jednoczes$nie mierzono pH oraz, za pomoca
dyfraktometru laserowego, wielkos$¢ kropel olejowych. Po odpowiednim rozcienczeniu
metanolem oznaczano takze zawartoS¢ DC w sporzadzonych ukladach: emulsji 1

roztworze olejowym.

7.4. Badanie in vitro uwalniania DC i IB z preparatow

Badanie uwalniania ze sporzadzonych preparatow do roztworu buforowego pH
7,5 prowadzono z wykorzystaniem blony dializacyjnej. Do worka utworzonego ze
spietej klipsem blony dializacyjnej wprowadzano ilos§¢ badanego preparatu
odpowiadajaca 250 mg DC. Drugi koniec worka rowniez zabezpieczano klipsem, po
czym worek umieszczano w kolbce zawierajacej 50 ml plynu akceptorowego i
poddawano tagodnemu wytrzasaniu (50 cykl/min) w temperaturze 37 £ 1°C. Badanie
uwalniania prowadzono 48 h. W ustalonych odstepach czasu (3, 6, 24 1 48 h) pobierano
probki o obj. 1 ml do analizy chromatograficznej (Metody, p. 4.1, 4.2). Ubytek plynu
akceptorowego zwigzany z kolejnymi pobraniami uzupeilniano $wiezym plynem
akceptorowym temp. 37°C. Obliczono stgzenia uwolnionego DC (na podstawie
powierzchni dwoch pikéw chromatograficznych: tg = 7,3 1 7,6 min), a takze st¢zenia
wolnego IB.

Jednoczes$nie w podobny sposob przeprowadzono badanie z wykorzystaniem

DC w formie substancji umieszczonej w worku dializacyjnym.

7.5. Preparaty porownawcze

Jako preparaty porownawcze do badan in vivo sporzadzono: 5% roztwor
olejowy IB w Miglyolu 812 (5%IB) oraz 10% roztwoér wodny lizynianu ibuprofenu w

buforze fosforanowym pH 7,5 (LIZ10%). Roztwor olejowy wyjatowiono przez saczenie
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(0,22 um), natomiast roztwor wodny wyjatlowiono termicznie w autoklawie (121 °C,
15 min).

Metoda spektroskopii UV-Vis zbadano wptyw etapu wyjatawiania termicznego
na zawarto$¢ lizynianu ibuprofenu w roztworze. Poréwnywano przebieg widm oraz
absorbancjg¢ roztwordéw lizynianu ibuprofenu przed i po wyjalawianiu przy maksimum

dlugosci fali A = 264 nm.

8. BADANIA in vivo

Badania w warunkach in vivo przeprowadzone zostaly we wspolpracy z
Instytutem Medycyny Dos$wiadczalnej i Klinicznej Polskiej Akademii Nauk im. M.
Mossakowskiego w Warszawie. Na przeprowadzenie eksperymentu uzyskano zgodeg
wlasciwej komisji etycznej (IV Lokalna Komisja Etyczna ds. Dos$wiadczen na
Zwierzetach w Warszawie).

Przed rozpoczgciem eksperymentu zwierz¢ta poddawano  7-dniowej
kwarantannie w pomieszczeniu zwierzgtarni. Przed oraz w trakcie badania kroliki
otrzymywaty dwa razy dziennie standardowa karmg, zapewniono takze nieograniczony
dostep do wody.

Badanie podzielono na dwa etapy: wstgpny — z wykorzystaniem 12 zwierzat i
wlasciwy — z wykorzystaniem 18 zwierzat. Stosowano roztwory olejowe DC oraz IB,
emulsj¢ z DC 1 wodny roztwor lizynianu IB. Uzywano preparatow przechowywanych
nie dluzej niz 10 dni. Preparaty podawano jednorazowo w postaci wstrzyknigcia w
migsien poétbtoniasty. Objetos¢ podawanego preparatu zalezna byla od masy ciata
zwierzgcia 1 wynosita 25 mg IB/kg m.c., 72,7 mg lizynianu ibuprofenu/kg m.c. (co
odpowiada 25 mg IB) lub 120 mg DC/kg m.c. Prébki krwi o obj. 1 ml pobierane byty z
zyty brzeznej ucha (Ryc. 21) do heparynizowanych probowek. Osocze oddzielono od
petnej krwi poprzez wirowanie, a nast¢pnie zamrazano w temperaturze -40°C do czasu

analizy.
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Ryc. 21. Zyta brzezna ucha krélika.

8.1. Badania wst¢pne

Wykorzystano 12 dorostych, jednak nie starszych niz 1-rocznych, samcéw
krolika kalifornijskiego. Srednia masa ciata wynosita 2,88 + 0,34 kg. Podzial zwierzat
na poszczegdlne grupy otrzymujace rozne preparaty oraz objgtosci wstrzyknigé

przedstawione sa w tabeli 6.

Tabela 6. Podzial zwierzqt na grupy oraz objetosci podawanych preparatow

(badanie wstepne)

Nu’n-1er . Masa Podany [S)l()ijfl?;;) Dawka*
krolika ciala (kg) preparat preparatu (ml) (mg/kg m.c.)

1 2,7 1,3

2 3,2 25DC 1,6 120

3 2,8 1,4

4 3,2 3,9

5 2,5 10DC/E20% 3,0 120

6 2,7 3.3

7 2,8 1,5

8 2,2 5%IB 1,2 25

9 3,1 1,7

10 3,2 1,4

11 3,4 LIZ10% 1,5 72,7

12 2,8 1,2

* dawka substancji (DC, IB lub lizynian IB)

Zaleznie od podanego preparatu, probki pobierano w czasie do 72 lub 168 h,

wedtug schematu przedstawionego w tabeli 7. Zaniechanie poboréw po czasie dtuzszym
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niz 72 h po podaniu preparatow zawierajacych nieskoniugowane formy ibuprofenu
podyktowane bylo niskim okresem pottrwania leku, wynoszacym okoto 2 h [87].
Analiz¢ wybranych probek krwi prowadzono zgodnie z procedura

przedstawiona w p. 4.3 (Metody).

Tabela 7. Schemat poboru probek we wstepnym etapie badan in vivo

Czas (h)
Preparat
0 1 3 6 | 12 | 24 | 36 | 48 | 72 | 96 | 120 | 168
250C [ NN N[ N[NNIV NNV
WDC/E20% | | N [N [ N[ V| V[ N[ V]V V ]
I I I I N I N R
LIZI0Y% [ N | N[ N[NV V[V

8.2. Wiasciwe badanie farmakokinetyki DC

Po przeprowadzeniu wstepnych analiz, do dalszego, wlasciwego etapu badan
wytypowano:
e roztwor olejowy DC (25DC),
e emulsje typu o/w z DC (10DC/E20%),
e roztwor olejowy IB (5%IB), jako preparat kontrolny.

Badanie przeprowadzono w sposob analogiczny do opisanego w p. 8.1,
modyfikujac czasy pobran probek krwi.

Grupe 18 dorostych, nie starszych niz 1 rok, krolikow (9 samcoéOw 1 9 samic)
podzielono na 3 podgrupy po 6 zwierzat tak, aby w kazdej z nich znalazta si¢ rowna
1los¢ krolikow obu pici. Kazda z podgrup otrzymata inny preparat.

Srednia masa ciata zwierzat wynosita 2,73 + 0,32 kg. Dane dotyczace
poszczegolnych zwierzat oraz podawanych preparatow przedstawione sa w tabeli 8,
natomiast schemat poboru probek krwi prezentuje tabela 9.

Analize probek krwi prowadzono zgodnie z procedura przedstawiona w p. 4.3

(Metody).
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Tabela 8. Podzial zwierzqt na grupy oraz objetosci podawanych preparatow

(badanie wtasciwe)

Objetos¢ Dawka*
Numer . Masa Podany podanego
s Pleé . (mg/kg
krolika ciala (kg) preparat | preparatu
m.c.)
(ml)
1 Q 2,50 1,20
2 Q 2,70 1,25
3 Q 2,45 1,15
25DC 120
4 3 2,75 1,30
5 3 3,05 1,40
6 3 2,50 1,15
7 3 2,30 2,65
8 3 3,05 3,50
9 3 2,75 3,20
10DC/E20% 120
10 Q 3,00 3,45
11 Q 2,75 3,20
12 Q 2,40 2,80
13 Q 3,20 1,70
14 Q 3,10 1,60
15 Q 3,25 1,70
5%IB 25

16 3 2,50 1,30
17 3 2,70 1,40
18 3 2,20 1,20

* dawka substancji (DC lub IB)

Tabela 9. Schemat poboru probek we wtasciwym etapie badan in vivo

Czas (h)
Preparat
1 3 6 12 24 36 48
25DC v v v v v v v
10DC/E20% N N N N N N N
5%IB N N v N N : :
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8.3. Analiza wynikow

Parametry farmakokinetyczne cCpax, tmax Oraz AUC obliczano na podstawie
stezen ibuprofenu uzyskanych w osoczu poszczegdlnych zwierzat. Warto$ci otrzymane
w poszczegdlnych punktach czasowych poddane byly analizie statystycznej testem
Kruskala-Wallisa oraz Dunna (post-hoc) dla wielu prob o nierdéwnych wariancjach lub
Manna-Whitneya (dla dwoch grup o nierd6wnych wariancjach) z zastosowaniem
programu komputerowego SigmaStat. Przyj¢to poziom istotnosci p = 0,05.
Porownywano wyniki uzyskane dla roztworu IB z wynikami otrzymanymi po podaniu
preparatow DC, a takze wyniki uzyskane dla obu preparatéw z DC.

Wzgledna dostgpnos¢ biologiczng (EBA) IB z preparatow DC obliczano w
stosunku do roztworu olejowego IB uwzgledniajac wyznaczone wartosci AUC 1 podana
dawke D (w przeliczeniu na IB, tzn. odpowiednio 25 i 40 mg/kg m.c. dla roztworu

olejowego IB i preparatow DC):

AUC pc x Dy
AUC 13 x Dpc

EBA = x100%
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1. OCENA METOD ANALIZY ILOSCIOWEJ IBUPROFENU I KONIUGATU

Opracowana metoda analizy ilosciowej DC 1 IB pozwolita na oznaczenie
zawarto$ci tych substancji w roztworach, w przygotowanych preparatach, w osoczu, a

takze na wyznaczenie kinetyki hydrolizy DC.

1.1. Oznaczanie zawartosci IB i DC w roztworach

Zawartos¢ 1B oraz DC oznaczano w roztworach metanolowych lub metanolowo-
wodnych wykorzystujac metode¢ HPLC (Metody, p. 4.1, 4.2).

Czas retencji dla IB wynosit okoto 3,2 min (Ryc. 22a). Na chromatogramach
DC, obok piku wolnego, nieskoniugowanego 1B, ktory stanowit ok. 2,5% deklarowane;j
ilosci IB w koniugacie, obecne byly piki pochodzace od DC. Poniewaz koniugat
zawieral tancuchy oligomerowe o réznej dlugosci, rejestrowano kilka pikow
chromatograficznych (Ryc. 22b).

Piki o czasach retencji od 7,3 do 42,6 min reprezentuja koniugaty o rosnacych
masach czasteczkowych. Wykazano, ze nieskoniugowany oligomer w zastosowanych
warunkach analizy nie daje pikdw chromatograficznych (Ryc. 22¢).

Rownanie regresji prostoliniowej dla krzywej wzorcowej IB w metanolu
przedstawione jest w tabeli 10.

Liniowa korelacje pomigdzy stgzeniem DC (0,5 — 5 mg/ml), a powierzchnia
piku obserwowano w przypadku pikow o czasie retencji tg = 7,3; 7,6; 15,3; 16,9 min.
Roéwnania krzywych wzorcowych wyznaczonych na podstawie powierzchni pikow o
czasie retencji tg = 7,3 1 7,6 min przedstawione sa w tabeli 10. Charakterystyka

stosowanych metod przedstawiona jest w tabeli 11.
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Ryc. 22. Chromatogramy roztworow metanolowych: a) IB (10 ug/ml), b) DC (1 mg/ml)
i ¢c) OHB (I mg/ml).

Tabela 10. Rownania krzywych wzorcowych IB (tg = 3,2 min) oraz DC (na podstawie
dwoch pikow chromatograficznych), A — pole powierzchni piku, ¢ — stezenie IB (ug/ml)
lub DC (mg/ml), R’ — wspélczynnik determinacji

Czas retencji (min) Rownanie krzywej R’
IB (3,2 min) A =27,873 c+25,043 0,9979
DC (7,3) A =289,53c—-6,2417 0,9987
DC (7,6) A =428,04 ¢ + 88,847 0,9922
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Tabela 11. Ocena metody oznaczania chromatograficznego IB i DC w roztworach

metanolowych
Oznaczal'la Zakres Llll'lOWOSC. Oznaczalnos$¢ | Czulo$¢ | Dokladnos¢
substancja stezen (wspolezynnik [ng/ml] [ng/ml] [%]
(tr) ¢ determinacji) He 1 ’
B 106,1 +
Gaminy | 1750 ug/ml 0,9979 0,5 0,1 144
DC 0,25-5
(7.3 min) mg/ml 0,9987 50 10 99,6 +£5,1
DC 0,25-5
> +
(7.6 min) me/ml 0,9922 50 10 97,4+9,5

1.2. Oznaczanie zawartosci IB w osoczu

Oznaczenia stgzenia ibuprofenu w osoczu krolikow dokonano metoda HPLC

(Metody, p. 4.3) stosujac wzorzec wewngtrzny - indometacyng. W warunkach analizy

czas retencji IND (okoto 7,2 min) r6zni si¢ o 2 minuty od czasu retencji IB (5,3 min).

Modyfikacja sktadu fazy ruchomej pozwolita na uzyskanie wlasciwego rozdziatu pikow

analitu 1 wzorca wewngtrznego (Ryc. 23).

15

10

"
s

2 4

6 8

czas (min)

10

Ryc. 23. Przyktadowy chromatogram roztworu wzorcowego IB i IND w metanolu

(IB 2 ug/ml, IND 2,5 ug/ml).
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Stezenie IB w osoczu oznaczano na podstaie krzywej wzorcowej opisanej
réwnaniem:
IB/IND = 0,6185 ¢ + 0,0236
R?=0,9999
gdzie: IB/IND - stosunek powierzchni pikéw analitu (IB) do wzorca wewngtrznego (IND),

¢ — stgzenie IB (ug/ml),

R” — wspotczynnik determinacji

Analiza chromatograficzna poprzedzona byla etapem ekstrakcji do fazy stalej
(SPE). Wykazano brak interferencji pikow pochodzacych od innych skladnikow z
pikami oznaczanych zwigzkow.

Okreslono odzysk analitu oraz wzorca wewngtrznego, a takze oznaczono
dokladnos$¢, czulo$¢, liniowo$¢ oraz powtarzalno$¢ migdzy dniami. Wiyniki
przedstawiono w tabeli 12, natomiast przyktadowy chromatogram ekstrahowanej probki

osocza krwi przedstawia ryc. 24.

Tabela 12. Ocena metody oznaczania IB w osoczu metodq HPLC

Wartos¢
Odzysk ibuprofenu [%] 73,5+ 10,6
Liniowos$¢ w zakresie 0,2-20 png/ml*
0,9999
(wspolczynnik regresji)

Oznaczalno$¢ [pg/ml] 0,10
Czulo$¢ [pg/ml] 0,05
Dokladnos¢ [%] 99,3+ 1,5

Powtarzalnos¢ miedzy dniami [%] <10,0
Odzysk indometacyny [%] 83,2+ 12,7

* stgzenie w osoczu przed ekstrakcja
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Ryc. 24. Przykladowy chromatogram ekstrahowanej probki osocza

(stezenie IB okoto 2 ug/ml)

2. WEASCIWOSCI FIZYKOCHEMICZNE KONIUGATU

2.1. Rozpuszczalno$¢

DC oraz IB bardzo dobrze rozpuszczaja si¢ w metanolu, etanolu, chloroformie,
oleju racznikowym 1 oleju Miglyol 812 (> 500 pg/ml). Rozpuszczalno$¢ DC oraz IB w
kwasie solnym, wodzie oraz buforach fosforanowych (Metody, p. 5.1) przedstawia
tabela 13. Rozpuszczalnos¢ DC w $rodowisku wodnym rosnie wraz ze wzrostem pH,
podobnie jak rozpuszczalnos¢ IB.

Rozpuszczalno$¢ IB oznaczono spektrofotometrycznie wykorzystujac krzywa
wzorcowa wyznaczong jako zalezno$¢ absorbancji (A) i1 stezenia (c, pg/ml), opisana

rownaniem: A = 0,0019 ¢ — 0,0114 (R* = 0,9981).

77



“Wyniki-

Tabela 13. Rozpuszczalnos¢ DC oraz IB w srodowiskach wodnych (mg/ml)

Rozpuszczalnik DC IB
0,1 mol/l1 HCI 0,036 £ 0,006 0,07 £ 0,001
Woda 0,10+ 0,03 0,196 £ 0,03
Bufor pH 6,0 4,20 £0,20 0,723 £ 0,06
Bufor pH 7,0 21,0+ 0,10 2,77 £ 0,05
Bufor pH 7,5 31,0+ 0,10 5,53+0,14
Bufor pH 8,0 38,50 £ 0,05 5,90+ 0,13

2.2. Wartos¢ log P

Wspdlezynnik podziatu oktanol - woda (Metody, p. 5.2) zostal wyznaczony na

podstawie piku chromatograficznego o czasie retencji ¢, =7,6 min (Ryc. 22b). Stgzenie

DC w fazie organicznej (n-oktanol) wyniosto 0,717 mg/ml, natomiast w fazie wodne;j
0,043 mg/ml. Stad warto$¢ wspotczynnika podziatu obliczona jako stosunek st¢zenia

DC w fazie organicznej do stezenia w fazie wodnej (¢, ;unor/Crosa) W Stanie

rownowagi wynosita 16,55 (log P = 1,22).

2.3. Wartos¢ pKa

Ryc. 25 przedstawia krzywa miareczkowania DC za pomoca roztworu
wodorotlenku sodu, a takze stosunek dpH/dV w funkcji objetosci dodawanej zasady
(Metody, p. 5.3).

Wyznaczona warto$¢ pK, wynosi 6,1.
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Ryc. 25. Miareczkowanie wodnego roztworu DC (0,1 mg/ml) za pomocq 2,5 mmol/l
roztworu NaOH.

2.4. Hydroliza i stabilnos¢ termiczna

W tabeli 14 i1 na ryc. 26 przedstawiono szybko$¢ hydrolizy DC w buforach
fosforanowych pH 6,0 — 8,0 (Metody, p. 5.4), a takze w osoczu 1 sztucznym plynie
jelitowym (pH 6,8). Poczatkowa ilo§¢ DC w kazdym z roztworéw wynosita 20 mg, co
odpowiada catkowitej zawartosci ibuprofenu 7,24 mg, z czego okoto 2,5% istnieje w
formie nieskoniugowane;.

Przy nieobecnos$ci enzymow, niezaleznie od pH, hydroliza DC praktycznie nie
nastegpowata (Ryc. 26). Obliczone wyniki wskazuja, ze DC ulegat hydrolizie
enzymatycznej] w sztucznym plynie jelitowym oraz osoczu, jednak proces ten
przebiegal powoli - po 72 h inkubacji uwolnieniu ulegto 13,8% IB (sztuczny ptyn
jelitowy), a §rednia szybko$¢ uwalniania wynosita 0,2 %/h.

Profil uwalniania IB z DC w osoczu wskazuje na nieznacznie wolniejsza
hydroliz¢ od obserwowanej w sztucznym plynie jelitowym (po 48 h uwolnieniu uleglo

ok. 10% IB).
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Tabela 14. Szybkos¢ hydrolizy DC (% wolnego IB, wartosci srednie + SD) w
buforowanych roztworach wodnych, w sztucznym plynie jelitowym (roztwor

pankreatyny pH 6,8) i w osoczu (temp. 37°C)

Sztuczny
Czas (h) pH6,0 | pH6,8 | pH7,5 | pHS8,0 | Osocze plyn
jelitowy
0 (ilosé
nieskoniugowanego IB) 2.5 2,5 2.5 2,5 2.5 2.5
6 2,58 + 2,60 + 2,81+ 2,9+ 3,66 + 3,44 +
0,01 0,01 0,01 0,01 0,6 0,05
24 2,70 + 2,72 + 3,24 + 325+ | 5,06+ | 10,33+
0,07 0,02 0,04 0,01 1,65 0,43
48 291 + 2,35+ 3,51 325+ | 9,73+ | 1535+
0,01 0,02 0,02 0,01 3,08 1,25
7 3,05+ 3,37 + 3,83 + 421 + 10,50 16,32 +
0,02 0,02 0,08 0,02 + 2,84 4,94
Szybkos¢ hydrolizy | gos | 0012 | 0,018 | 0,024 | 0,110 | 0,192
(%/h)
25
—O— sztuczny p’yn jelitowy
20 - —@— 0socze
v pHS,0
= —v— pH7.5
< —=— pH 6.8
g 159 o pH6
if 10 -
E:
°
5 -
n
0 T T T
0 20 40 60 80
czas (h)

Ryc. 26. Przebieg hydrolizy DC w temp. 37°C w buforowanych roztworach wodnych
(pH 6,0 — 8,0) oraz w osoczu i w sztucznym ptynie jelitowym (pH 6,8).

Ryc. 27  przedstawia  zmiany  powierzchni  wybranych  pikéw

chromatograficznych koniugatu w czasie, w zaleznosci od tego, czy hydroliza zachodzi

w sztucznym plynie jelitowym, czy w buforze pH 6,8. Ze wzgledu na niedostateczny
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rozdziat, grupy pikéw o czasach retencji tg = 29,3 — 32,3 min, 35,7 i 38,1 min oraz 41,4
142,6 min (Ryc. 22b) traktowano tacznie obliczajac sume¢ powierzchni.

W roztworze buforowym pH 6,8 pole powierzchni pikéw IB 1 DC o réznych
dtugosciach tancucha kwasu oligo(3-hydroksymastowego), w roztworze buforowym
pH 6,8 nie podlega istotnym zmianom w czasie. W sztucznym ptynie jelitowym pole
powierzchni piku IB wzrasta w czasie, a podobny trend mozna zaobserwowac dla
krétkotancuchowych  czasteczek DC, zawierajacych 2-3  jednostki  kwasu
3-hydroksymastowego (tr = 7,6 - 15,5 min), a takze dla piku o czasie retencji tg = 19,1
min. Powierzchnia pikéw reprezentujacych DC o wyzszych masach czasteczkowych

(czas retencji tg > 29,0 min) maleje w czasie inkubacji w roztworze pankreatyny.
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Ryc. 27. Zmiany powierzchni wybranych pikow DC w buforze pH 6,8 oraz w sztucznym
plynie jelitowym.
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Tabela 15 przedstawia dane dotyczace hydrolizy DC w warunkach

podwyzszonej temperatury w srodowisku obojetnym i alkalicznym.

Tabela 15. Wphw temperatury (90°C) i stezenia wodorotlenku sodu na hydrolize DC
(% catkowitej ilosci IBw DC)

Medium to t,, 90°C
pH 7,0 2,5 5,0
pH 8,0 2,5 50,0
0,01 mol/l NaOH 5,0 65,0
0,1 mol/l NaOH 28,0 100,0

Wraz ze wzrostem pH rosta szybko§¢ hydrolizy DC W roztworze buforowym
pH 7,0 podwyzszona temperatura tylko nieznacznie zwigkszyla szybko$¢ hydrolizy DC,
podczas gdy w pH 8,0, po 1 h uwolnione zostalo 50% ibuprofenu. W 0,1 mol/l,
bezposrednio po przygotowaniu roztworu obserwowano szybka hydrolizg DC
prowadzaca do uzyskania wysokich stgzen wolnego IB. Ponadto w roztworze tym
catkowita hydroliz¢ zaobserwowano po 5 h w temperaturze pokojowej (wynikow nie
przedstawiono). W tym przypadku na chromatogramie zanotowano brak jakichkolwiek
pikéw pochodzacych od DC. Ryc. 28 przedstawia zmiany wielkosci wybranych pikéw
chromatograficznych po 1 h inkubacji w 90°C w roztworach obojetnych i alkalicznych.

Znaczne zmiany powierzchni pikow nastgpuja w roztworach alkalicznych. W
przypadku roztworu DC w 0,1 mol/l NaOH, po 1 h brak jest pikéw reprezentujacych
koniugaty o wyzszych masach czasteczkowych (tg = 16,9 i 41,3 min), podczas gdy w
pH 7,0 1 8,0 nie obserwowano istotnych zmian ich wielkosci. Spadek wielkosci tych
pikow odbywa si¢ rownolegle ze wzrostem powierzchni piku ibuprofenu, a w
przypadku 0,01 mol/l roztworu NaOH, takze piku pochodzacego od koniugatu

niskoczasteczkowego (tg = 8,1 min).
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Ryc. 28. Zmiany powierzchni wybranych pikow chromatograficznych DC po 1h

inkubacji (temp. 90°C) w roztworach o odczynie obojetnym i alkalicznym.

3. DOSWIADCZENIA Z WYKORZYSTANIEM KULTUR KOMORKOWYCH

3.1. Badanie transportu przez monowarstwy komorkowe

Na ryc. 29 przedstawiono szybko$¢ transportu Rh-123 z kompartmentu
apikalnego do bazolateralnego oraz z bazolateralnego do apikalnego w obecnos$ci

badanych zwiazkéw przez warstwg komorek Caco-2 (Metody, p. 6.4). Wartosci P,

app

oznaczone dla transportu Rh-123 przedstawione sa na ryc. 30.
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| —e— OHB 0,5 mg/ml
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1 —v— DCO0,l mg/ml

—v— DC 0,5 mg/ml

czas (h)

Ryc. 29. Wplyw badanych substancji na transport Rh-123 przez monowarstwe Caco-2:

Ryc. 30. Wspolczynnik przenikania, P,,, dla transportu Rh-123 przez monowarstwy

a) z kompartmentu apikalnego do bazolateralnego (A/B) i b) z kompartmentu

bazolateralnego do apikalnego (B/A).

12

10 A

=]
1

% 10° (cmxs™)

app

P
N

I A/B
I B/A
OHB OHB DC DC 1B kontrola
0,5mg/ml 1 mg/ml 0,1 mg/ml  0,5mg/ml 1 mg/ml

Caco-2 w obecnosci OHB, DC i IB (transport w kierunku A/B i B/A).

Szybko$¢ transportu Rh-123 w kierunku kompartmentu apikalnego byta wyzsza

niz w kierunku kompartmentu bazolateralnego. Wyjatek stanowit transport B/A w

obecnosci DC w stgzeniu 0,5 mg/ml (Ryc. 30). Obecna po stronie apikalnej

monowarstwy komorek P-glikoproteina hamuje transport Rh-123 do ich wngtrza

poprzez wypompowywanie jej z cytoplazmy na zewnatrz, w kierunku kompartmentu

apikalnego. W obecnosci DC w stezeniu 0,5 mg/ml, funkcja P-gp jest zaburzona, stad
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wigksze ilosci DC absorbowanego z kompartmentu donorowego pozostaja w
komorkach 1 nie podlegaja transportowi na zewnatrz, do kompartmentu apikalnego.

Jednoczesnie, na podstawie pomiaru TEER (Metody, p. 6.4) stwierdzono, ze warstwa
komorek zachowata integralno$¢ w czasie trwania eksperymentu we wszystkich

analizowanych roztworach (Ryc. 31).

I OHB 0,5 mg/ml A/B
[ OHB 0,5 mg/ml B/A
(Q xem? ) =1 OHB | mg/ml A/B
1600 BN OHB | mg/ml B/A
B DC 0,1 mg/ml A/B
I DC 0,1 mg/ml B/A
B DC 0,5 mg/ml A/B
800 4 3 DC 0,5 mg/ml B/A '[

I 1B | mg/ml A/B
[ IB I mg/ml B/A
I kontrola T

600

TEER
._'
1

400 ~

200 A

0 - L - L - - L

KRB, 1 h KRB, 4 h

Ryc. 31. Wartosci TEER mierzone po 1 h inkubacji w KRB oraz po zakonczeniu
badania przenikania (Rh-123).

Profile transportu FNa (Metody, p.6.4) przez monowarstwy komoérek Caco-2 z

kompartmentu apikalnego do bazolateralnego i w kierunku przeciwnym przedstawione

sa na ryc. 32, natomiast wartosci P, , przedstawione zostaty na ryc. 33.
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Ryc. 32. Wplyw badanych substancji na transport FNa przez monowarstwe Caco-2:
a) z kompartmentu apikalnego do bazolateralnego (A/B) i b) z kompartmentu

bazolateralnego do apikalnego (B/A).
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Ryc. 33. Wspolczynnik przenikania, P,,, dla transportu FNa przez monowarstwy

Caco-2 w obecnosci OHB, DC i IB (transport w kierunku A/B i B/A).
Odmiennie niz dla transportu Rh-123, szybkos$¢ transportu FNa w kazdym

analizowanym przypadku byla wyzsza z kompartmentu bazolateralnego do apikalnego,

jednak w obecnosci DC stwierdzono, ze transport B/A jest nieco spowolniony.

87



“Wyniki-

Podobnie jak w przypadku komorek Caco-2,

potwierdzona poprzez pomiar TEER (Ryc. 34).

konfluentnos¢

zostala

Podobienstwo wynikow otrzymanych przed rozpoczeciem oraz po zakonczeniu

eksperymentu §wiadczy o zachowaniu wtasciwo$ci monowarstw komorek Caco-2.
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I DC 0,5 mg/ml A/B
[ DC 0,5 mg/ml B/A
I B | mg/ml A/B
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T

KRB, 1 h

KRB, 4 h

Ryc. 34. Wartosci TEER mierzone po 1 h inkubacji w KRB oraz po zakonczeniu

3.2. Badanie wychwytu Rh-123, 4-Di-1-ASP oraz FNa przez komorki Caco-2

eksperymentu (FNa).

Zalezno$¢ migdzy iloscia pobranej przez komodrki Rh-123 a czasem inkubacji

(Metody, p. 6.5) przedstawia ryc. 35.
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Ryc. 35. Wplyw czasu inkubacji na wychwyt Rh-123 przez komorki Caco-2.

W czasie do 15 min nie nastgpuje zwigkszanie wychwytu, co jest zwiazane z
aktywnos$cia P-gp. W przedziale czasowym 15 — 45 min ilo$¢ pobranej Rh-123 ro$nie
proporcjonalnie do czasu. Po 45 min, prawdopodobniec w zwiazku z wysyceniem
transporterow membranowych, szybko$¢ transportu spada. Z tego wzgledu dokonano
wyboru czasu analizy transportu Rh-123 1 innych substratéw w zakresie 15 — 30 min,
uznajac ten przedzial za najbardziej znaczacy.

Zalezno$¢ ilosci Rh-123 oznaczonej w komoérkach od stezenia Rh-123 w

roztworze inkubacyjnym po 15 min inkubacji przedstawiona jest na ryc. 36.

0.8

0,6

04 4

ilooeeRh-123 (nmol) w komorkach

0,2 4

0,0 &
0 10 20 30 40 50 60

sté;enie Rh-123 w roztworze (umol/1)

Ryc. 36. Wplyw stezenia Rh-123 w roztworze inkubacyjnym na ilos¢ Rh-123 wykrywang

w komorkach Caco-2

89



“Wyniki-

Badanie wychwytu Rh-123 prowadzono przy st¢zeniu tego zwiazku w medium

50 umol/l. Stwierdzono liniowa zalezno$¢ pomigdzy stgzeniem Rh-123 w medium, a

ilosciami znajdowanymi w komorkach.

Ponizej przedstawiono wyniki eksperymentéw prowadzonych w celu okreslenia

wptywu badanych substancji na transport do komoérek modelowych zwiazkéw (Rh-123,

FNa i 4-Di-1-ASP):

a) Wychwyt Rh-123 - 15 i 30 min inkubacji bez etapu preinkubacji (Metody,

p. 6.5.a)

Wychwyt Rh-123 przez komoérki w obecnosci OHB (0,5 1 1 mg/ml), DC (0,1 1

0,5 mg/ml) oraz IB (1 mg/ml) po 15 i 30 min eksperymentu przedstawiono na

ryc. 37.
2,5
I 15 min
[ 30 min
2,0 4
=
S 1.5 -
g
£
N
o
é’ 1,0 -
0,5
0,0
OHB OHB DC DC 1B kontrola
0,5mg/m 1mg/ml 0,1 mg/ml 0,5 mg/ml 1 mg/ml

Ryc. 37. Wychwyt Rh-123 przez komorki Caco-2 w obecnosci OHB, DC i IB.

Podobnie jak w przypadku badania transportu transmembranowego, wychwyt
Rh-123 przez komoérki Caco-2 jest wigkszy w obecnosci DC. Jest to zjawisko
szczegollnie wyrazne po 30 min eksperymentu, prawdopodobnie ze wzgledu na
fakt, iz transport Rh-123 jest zalezny przede wszystkim od aktywnos$ci P-gp,

ktéra wymaga kilkuminutowej aktywacji poprzedzajacej proces usuwania
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b)

ksenobiotykdw z wnetrza komorki (Ryc. 35). Obecnos¢ OHB i IB pozostata bez
wyraznego wptywu na wychwyt Rh-123.
Pomiar st¢zenia Rh-123 w medium pobranym przed dokonaniem lizy

komorek wykazat ok. 10% spadek stezenia po 30 min inkubacji.

Wychwyt Rh-123 lub FNa - 30 min preinkubacji i 30 min inkubacji
(Metody, p. 6.5.b)

W celu doktadniejszego zbadania wptywu DC na wychwyt Rh-123, powtérzono
eksperyment z zastosowaniem tego substratu zmieniajac protokol analizy.
Preinkubacja z badanymi zwiazkami pozwolila na aktywacje¢ P-gp zanim jeszcze
do ukladu wprowadzono Rh-123. Tym sposobem uzyskano wyrazniejsze
roéznice w stosunku do kontroli. Wychwyt Rh-123 w obecno$ci DC byt znaczaco
wigkszy w poréwnaniu z wychwytem Rh-123 w obecnosci znanych inhibitorow
funkcji P-gp i MRP — chlorowodorku werapamilu, cyklosporyny A oraz
indometacyny (Ryec. 38).

30
25 -
2,0 -
=
g
£
- 151
g
1,0
05 -
- T
0,0 -
v C IND 1B DC be DC OHB  OHB kontrola
100 10 10 1mgm %! 1 0’%5] 0’/5 | 0smgml I mgml
pmol/1 pmol/l pmol/l mg/m me/m mg/m
Ryc. 38. Wychwyt Rh-123 przez komorki Caco-2 w obecnosci IB, DC oraz OHB oraz

chlorowodorku werapamilu (V), cyklosporyny A (C) i indometacyny (IND).
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Wychwyt FNa w obecnosci DC przedstawia ryc. 39. W zwiazku z faktem, ze w
badaniach z udziatem Rh-123 nie stwierdzono wplywu obecnosci IB i OHB na
wychwyt komorkowy substratu, w do$wiadczeniach z FNa substancji tych nie
uwzgledniono.

Mata ilo$¢ FNa wykrywana w lizacie komoérek inkubowanych z DC §wiadczy,
ze obecno$¢ DC nie zwigksza przepuszczalno$ci bton komodrkowych.

Zanotowano nawet spadek wychwytu FNa przez Caco-2 w obecnos$ci koniugatu.

0,08
T
0,06
2
g
E 0,04 -
<
4
=9
0,02
0,00 -
\% C IND DC DC DC
100 10 10 0.1 025 0,5  Kontrola
pmol/l  umol/l  umol/l mg/ml mg/ml  mg/ml

Ryc. 39. Wychwyt FNa przez komorki Caco-2 w obecnosci DC oraz chlorowodorku
werapamilu (V), cyklosporyny A (C) i indometacyny (IND).

¢) Wchwytu 4-Di-1-ASP — 30 min inkubacji (Metody, p. 6.5.c)
Wyniki badania (Ryc. 40) $wiadcza, ze w przeciwienstwie do wychwytu

Rh-123, w przypadku 4-Di-1-ASP nie wystapity znaczace réznice zalezne od

obecnosci DC w roztworze inkubacyjnym.
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0,8

0,6 1 “'

0,4

4-Di-1-ASP (nmol)

0,2 4

0,0 -

OHB OHB DC DC 1B

kontrola
0,5mg/ml  1mg/ml 0, mg/ml 0,5mg/ml | mg/ml

Ryc. 40. Wychwyt 4-Di-1-ASP przez komorki Caco-2 w obecnosci OHB, DC i IB.

3.3. Test przezywalnosci komorek

Wartosci absorbancji (A = 570 nm) roztworéow inkubacyjnych (Metody, p. 6.6)
przedstawiono w tabeli 16. Warto$ci zostaly skorygowane przez odjgcie absorbancji
prob kontrolnych (w nieobecno$ci komorek) — 250,7 dla Caco-2 1 209,0 dla Calu-3.

Otrzymane wartosci porownano z uzyskanymi dla kontroli — komorek
inkubowanych w buforze niezawierajacym substancji badanych. Na ich podstawie
wyznaczono wyrazona w % ilo$¢ zywych komorek (Ryc. 41).

Obecnos¢ OHB, DC i IB w medium w stgzeniach 0,1 — 1 mg/ml nie wykazata
wplywu na przezywalno$¢ okoto 80% komorek Caco-2. W przypadku kultur Calu-3,

zaobserwowano znaczny spadek przezywalnosci w stezeniu DC > 0,5 mg/ml.
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Tabela 16. Wartosci absorbancji (£ SD) uzyskane w tescie przezywalnosci komorek

CellQuanti-MTT™ Cell Viability Assay Kits (A = 570 nm)

Substancja Stezenie Caco-2 Calu-3
(mg/ml)
0,1 839 £ 191 648 £ 133
0,5 610+ 151 541 £ 175
OHB
0,75 602 + 146 631 £ 189
1 568 + 105 659 + 156
0,1 757 £ 166 589 + 124
0,5 597 + 68 571 + 140
DC
0,75 662 + 120 216 £ 74
1 578 £55 90 + 7
0,1 799 £42 759 + 207
0,5 803 £ 172 413 £ 58
IB
0,75 816 £ 112 491 + 46
1 760 £ 215 614 £ 67
kontrola - 771 £85 673 £ 86
120 120
100 A 100 4
:qg 80 - :qg 80 4
: :
= 60 % 60
3 :
Z 40 S 404
= —e— OHB :
—o— DC
207 —v— IB a) 201 b)
0 0

0,0

0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

stégenie (mg/ml)

0,6 0,8

sté;enie (mg/ml)

Ryc. 41. Przezywalnosc¢ komorek (Caco-2 — a i Calu-3 — b) w obecnosci roznych stezen

OHB, DCi IB.
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3.4. Wykrywanie P-gp metoda Western Blot

Ryc. 42 przedstawia przyktadowe sygnaly otrzymane w wyniku analizy metoda
Western Blot z mediéw inkubacyjnych oraz ekstraktéw komorkowych (Metody, p. 6.7).
Przedstawiono wyniki uzyskane dla komorek inkubowanych z DC 1 IB.

170

LI N A A LI N N A

DC 0,5 mg/ml DC 0,1 mg/ml IB 1 mg/ml kontrola
2 h/ 4 h/ komorki 2 h/ 4 h/ komorki 2 h/ 4 h/ komorki 2 h/ 4 h/ komorki

Ryc. 42. Przykladowe sygnaly P-gp uzyskane dla medium (2 i 4 h) i lizatu komorek
Caco-2 poddanych inkubacji z DC lub IB.

Nie wykazano obecnos$ci P-gp w mediach inkubacyjnych. Obecnos¢ P-gp
zostata natomiast potwierdzona w lizatach komorkowych (sygnal dla wartosci
170 kDa). Nie stwierdzono réznic pomigdzy wynikami uzyskanymi z komorek
inkubowanych z DC, IB, OHB a proba kontrolng. Obserwacje wskazuja, ze wptyw DC
na P-gp nie polega na jej uwalnianiu z membrany na zewnatrz komorek, a jedynie na

zmianie jej funkcji.
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4. WEASCIWOSCI SPORZADZONYCH PREPARATOW

4.1. Wybor metody wyjalawiania

W celu spelienia wymagan farmakopealnych dotyczacych preparatow
pozajelitowych, wobec sporzadzonych preparatéw (olejowy roztwor DC oraz emulsja z
DC), zastosowano saczenie wyjalawiajace (saczek o srednicy porow 0,22 um), oraz, w
przypadku emulsji, wyjalawianie termiczne w autoklawie (Metody, p. 7.1 1 7.2). W obu
przypadkach technicznie mozliwe bylo zastosowanie saczenia wyjatawiajacego, jednak
zastosowanie tej metody w odniesieniu do emulsji, prowadzilo do zwigkszania
wielkosci kropel olejowych (Ryc. 43), a nawet do taczenia si¢ ich 1 rozdziatu faz. Zmian
tych nie zauwazono po wyjatowieniu termicznym emulsji.

W celu wykazania trwato$ci DC podczas wyjatawiania termicznego, probki
emulsji poddano analizie HPLC. Przyktadowe chromatogramy preparatu przed i po
wyjatawianiu przedstawiono na ryc. 44.

Wplyw wyjalawiania termicznego na wielko$¢ reprezentatywnych pikow DC
przedstawiony jest na ryc. 45. Zaréwno wyglad, jak i wielko$¢ pikow nie ulegly
zmianie, co wskazuje, ze podczas wyjatawiania termicznego nie dochodzi do rozktadu
DC.

Saczenie wyjatawiajace zastosowane wobec olejowego roztworu DC nie
spowodowato Zzadnych zmian wizualnych 1 mikroskopowych. Podobnie, powierzchnia
pikow chromatograficznych nie ulegla istotnym zmianom. Obserwowane rdznice
wielko$ci pikow nie przekraczaty 3 - 5% 1 nie tworzyly wyraznego trendu w

jakimkolwiek kierunku.
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Ryc. 43. Wielkos¢ kropel olejowych zmierzona przy pomocy dyfraktometru laserowego

oraz obraz mikroskopowy emulsji: a — bezposrednio po sporzqdzeniu, b — po

wyjatawianiu w autoklawie, ¢ — po wyjatawianiu przez sqczenie.

Ryc. 44. Chromatogramy rozcienczonych emulsji z DC przed (a) i po (b) wyjatawianiu

termicznym.
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180

160
I przed wyja*awianiem

140 4 [ po wyja*awianiu

120 A
100 A

80

powierzchnia piku

60

40 1
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3,4 min 7,3 min 7,6 min 15,8 min 18,3 min

Ryc. 45. Porownanie powierzchni wybranych pikow chromatograficznych DC przed

i po wyjatawianiu w autoklawie.

4.2. Trwalo$¢ preparatow

Emulsje i roztwory olejowe z DC przechowywano w temperaturze 4°C i w ciagu
90 dni poddawano analizie fizykochemicznej (Metody, p. 7.3).

W czasie obserwacji roztwdr olejowy nie wykazywal Zadnych widocznych
zmian, natomiast po 14 dniach zauwazono oznaki $mietankowania emulsji. Lagodne
wstrzasnigcie fiolek pozwalalo na odtworzenie jednorodnosci uktadu. Ponadto ocena
wizualna obu typdéw preparatow przeprowadzona po 6 miesiacach od ich sporzadzenia
nie wykazata oznak utraty trwatosci. Tabela 17 przedstawia porownanie wielkosci
kropel olejowych 1 pH emulsji w okresie badania oraz st¢zenie DC w roztworze
olejowym i emulsji. Wielko$¢ kropel olejowych, pH emulsji, a takze stezenie DC w

preparatach pozostawaty bez zmian w okresie badania stabilnosci.
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Tabela 17. Charakterystyka roztworu olejowego DC i emulsji 10% w okresie

przechowywania (temp. 4°C)

Wielkos$¢ kropel
Okres - :
. Stezenie DC olejowych (um)
Preparat | przechowywania (mg/ml) pH
(dni) g d(0,5) | d(0,9)
248,7 £ 6,50*
0
+ *ok
Roztwér 246,2 £ 6,35
olejowy
+
DC (250 7 2429 £ 10,15 nb nb nb
mg/ml) 30 243,0 + 8,50
90 239,9 £9,95
1,46+ | 2,59+
ES %k ) B
. 100,3 £ 0,90 6,12 0,05 0.09% 0.18*
100,1 + 1,05%* | 6,0+0,06%* | 152* | 2.5+
Emulsja z 0,05%* | 0,2**
DC (100 7 991100 | 605+008 | L2E | 2E
mg/ml) 0,15 0,25
1,35+ | 2,82+
30 88,6 £ 8,05 6,11 +0,07 0.14 021
1,38+ | 2,98+
90 97,0+7,5 6,10 = 0,09 0.14 0.25

* przed wyjatawianiem, ** po wyjalawianiu, nb — nie badano
d(0,5) — mediana $rednicy, d(0,9) — maksymalna srednica 90% kropel

Stezenie lizynianu ibuprofenu w roztworze wodnym zastosowanym jako

preparat referencyjny, poddanym podobnie jak emulsje wyjalawianiu termicznemu,

oznaczano za pomoca spektroskopii UV-Vis. Wykazano, ze wyjatawianie termiczne nie

prowadzito do zmiany warto$ci absorbancji przy dtugosci fali A=264 nm.

4.3. Uwalnianie DC z postaci leku - badania in vitro

Profile uwalniania DC ze sporzadzonych preparatow do buforu pH 7,5 (Metody

p. 7.4) przedstawione sa w tabeli 18 i na ryc. 46. Porbwnawczo przedstawiono tez

szybkos¢ rozpuszczania 1 dyfuzji przez blong dializacyjna DC (substancji). Profile te

zostaly wyznaczone w oparciu o powierzchni¢ dwoch pikdow o czasie retencji tg = 7,3 1
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7,6 min (Ryc. 22b). Na podstawie piku o czasie retencji tg = 3,2 min wyznaczono takze

szybko$¢ uwalniania IB.

Tabela 18. Uwalnianie IB oraz DC z substancji, roztworu olejowego oraz emulsji do

buforu pH 7,5 — obliczenia dla DC wykonano na podstawie pikow chromatograficznych
tr=7,317,6 min

% uwolnionej dawki

Czaspli‘li:lenql Czas (h) Substancja Roztwér | Emulsja | Emulsja
olejowy 5% 10%
3 1,2 1,0 0,8 0,8
_ 6 1,9 1,6 1,1 1,2
1B (3,2 min) 24 3,8 2,8 1,7 2,8
48 3,9 3,1 1,8 3,1
3 21,3 14,3 15,1 15,6
_ 6 48,2 28,0 30,4 29,5
PE 73 mim 24 97,4 68,9 61,0 62,0
48 104,5 79,7 66,6 67,2
3 14,2 13,6 13,8 16,0
. 6 28,6 25,8 30,5 30,6
DE (7,6 min) 24 82,9 67,4 63,8 67,5
48 91,7 79,7 67,5 75,9
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Ryc. 46. Profile uwalniania DC obliczone na podstawie piku: a) 7,3 min i b) 7,6 min.

Stgzenia DC w plynie akceptorowym obliczone na podstawie powierzchni obu
pikow sa porownywalne. Jedynie w przypadku DC w formie substancji obserwowano
réznice w zalezno$ci od wykorzystywanego w obliczeniach piku. Poniewaz jednak we
wszystkich pozostalych przypadkach uzyskiwano, niezaleznie od czasu retencji piku,
zblizone warto$ci stgzen, nie traktowano stwierdzonej niezgodno$ci jako negujacej
prawidlowos$¢ metody.

W czasie 24 h z kazdego analizowanego preparatu uwalnia si¢ ponad 60% DC, a
uwalnianie z emulsji jest nieco wolniejsze niz z roztworu olejowego. Nie wykazano
réznic pomigdzy szybko$cig uwalniania DC pomigdzy emulsja 5 1 10%. Jednocze$nie
obserwowano szybsza dyfuzje DC z substancji (powyzej 80% catkowitej ilosci w ciagu
24 h).

Ryc. 47 przedstawia profil uwalniania 1B z badanych preparatow oraz z
substancji. Po 48 h badania uwolnieniu uleglo maksymalnie 4% IB. W ciagu
pierwszych godzin trwania eksperymentu barier¢ btony dializacyjnej pokonywat przede
wszystkim wolny IB, ktorego zawartos¢ w DC wynosi okoto 2,5% catkowitej ilosci IB.
Nastgpnie, na skutek powolnej hydrolizy DC powstawaty niewielkie ilosci IB, co

powodowato nieznaczny wzrost stezenia IB w plynie akceptorowym.
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Ryc. 47. Profile uwalniania IB z koniugatu w formie substancji, roztworu olejowego

oraz emulsji.

Ryc. 48 przedstawia poréwnanie profilu uwalniania IB z olejowego roztworu

DC do buforu pH 6,8 oraz do sztucznego ptynu jelitowego (zawierajacego pankreatyng,
pH 6,8; Metody, p. 5.4).

—O— sztuczny p’yn jelitowy
—e— bufor pH 6,8

% wolnego 1B
=~

T T T T
0 10 20 30 40 50
czas (h)

Ryc. 48. Profile uwalniania IB z olejowego roztworu DC.

W czasie 0 - 12 h, szybko$¢ uwalniania IB jest podobna niezaleznie od uzytego
ptynu akceptorowego. Wiaze sig to z obecnoscia w koniugacie 2,5% wolnego IB, ktory
jest w pierwsze] kolejnosci transportowany przez blong dializacyjna. Po uwolnieniu

nieskoniugowanego IB, jego stgzenie w uzytym buforze pH 6,8 nie zmienia sig.
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Dopiero w obecno$ci enzymdéw obserwuje si¢ dalszy wzrost st¢zenia IB w ptynie

akceptorowym jako wynik enzymatycznej hydrolizy DC.

5. BADANIA in vivo

Badania wstepne farmakokinetyki DC (Metody, p. 8.1) przeprowadzono na

krolikach dla 25% roztworu olejowego DC oraz 20% emulsji typu o/w zawierajacej

10% DC. Preparaty te porownywano z 5% roztworem IB w oleju Miglyol oraz 10%

wodnym

roztworem

lizynianu

ibuprofenu.

Wykorzystujac krzywa wzorcowa

przedstawiona w rozdziale 1.2 (Wyniki), wyznaczono st¢zenia ibuprofenu w badanych

probkach osocza (Tabela 19, Ryc. 49).

Tabela 19. Stezenia IB (ug/ml) w osoczu zwierzqt (wartosci Cyqx zaznaczono kolorem

czerwonym) oraz wartosci AUC(x +SD, n=3)

Czas (h)

Preparat | Duw M T4 [36 48] 7296 [ 120 168 | UC
138 | 1,60 | 0,55 | 0,41 | 021 15.01
25DC |40 | + | x| = | x| [00] - [00] -] 00| - | Y
0,20 | 0,78 | 0,1 | 026 022 ’
10DC/ 2.13 1,61+ 1,42 |1 0,50 | 0,04* 18,69
£20% 40 + 0.74 + + + 0,0 0,010,0 - 0,0 - + 6,86
1,13 027|022 | 0,01
27.1
59, 1B 25 | 4= | B Voo 00| 00 (oo - | - | -] - | - |28
Lol +10,1
6,57 | 7%
220 | 1,65 | 0,68 40,65
LIZ10% | 25 | 6=\ & | & 1001 00 1004 - - = - | - =
5.80 | 0,89 | 0,33 1241

Dip - dawka w przeliczeniu na IB (mg/kg m.c.)
* warto$¢ ponizej granicy oznaczalno$ci
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Ryc. 49. Profile stezen IB w osoczu krolikow — badanie wstepne.

Maksymalne st¢zenia IB w osoczu uzyskiwane po podaniu preparatow DC,
mimo stosowanej wyzszej dawki, sa znaczaco (okoto 10-krotnie) nizsze niz po podaniu
IB w formie wolnej lub w formie lizynianu. Jednocze$nie zauwazy¢ mozna przedtuzone
uwalnianie IB z DC przez okres do 24 h, kiedy w osoczu oznacza si¢ jeszcze IB
pochodzacy z rozkladu DC, natomiast nie wykrywa si¢ go w osoczu krolikow
otrzymujacych IB w formie nieskoniugowanej. Podobne profile stgzen uzyskano dla
obu stosowanych preparatow ibuprofenu: roztworu olejowego IB oraz wodnego
roztworu lizynianu ibuprofenu. Wartosci EBA preparatow zawierajacych DC w
stosunku do preparatéw z IB lub lizynianem IB osiagnely podobne wartosci okoto 25%.
W drugim etapie badan z udzialem wigkszej liczby zwierzat skrocono czas badania, a
jako preparat odniesienia stosowano tylko roztwor olejowy IB (5%IB).

W gltownym badaniu ocenie poddano nastepujace preparaty: 25DC, 10DC/E20%
oraz 5% IB (Metody p. 8.2). Profile stezen ibuprofenu uzyskane w osoczu krolikow

przedstawione sa w tabeli 20 1 na ryc. 50.
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Tabela 20. Stezenia IB (ug/ml) w osoczu poszczegolnych zwierzqt (wartosci Cpayx
zaznaczono kolorem czerwonym) oraz wartosci AUC (wartosci z pol zacieniowanych na

kolor szary nie uwzgledniano)

Podany Czas (h) AUC
A Ple¢ | preparat (pg/ml
krolika 1 3 6 12 24 36 48
(Dip) *h)
1 Q 124 | 058 | 045 | 023 | 0,71 0o | 000 | 743
2 0 1,10 | 1,07 | 0,61 [0,18%| 025 | o | 000 | 11,98
3 o 0,82 | 055 | 046 | 0,15% o011 0o | 000 | 7,40
4 3 25DC 0,87 | 0,79 [ 0,60 | 0,67 | 029 [ 0o | 000 | 1551
5 a (40) 1,68 1,61 | 1,00 | 028 | 020 | 0,36 | 025 | 25,47
6 1,86 | 1,38 | 0,60 | 0,15* | 0,08* | 0 | 0,02* | 11,57
) 126+ | 1,01+ | 0,62+ | 0,28+ | 0,19+ | 0,06+ | 0,04+
Srednia £ SD 042 | 044 | 020 | 020 | 009 | 0,14 | 0.1
7 3 L19 | 072 | 041 [ 019% [0,02* [ 000 [ gg0 | 7.43
8 3 0.88 | 038 | 034 | 0,18% | 0,06* | o000 | 0,03* | 6,58
9 3 10D 158 | 133 | 0,63 | 013* | 0,03* | 000 | 000 | 10,18
10 0 E20% 0.28 | 0.16* | 0.20 | 0,18* | 0,03* | 900 | 0,09%
11 o 40) 091 | 097 | 075 | 031 [ 003* [ 900 | 0,00 | 10,24
12 o 0,56 | 032 | 030 | 0,19% [ 0,04* [ 900 | 0,00 | 515
1,02+ | 0,74+ | 0,49+ | 0,20+ | 0,04+ 0,02+
Srednia = SD 0,38 | 042 | 0,19 | 0,06 | 0,01 0-00 0,04
13 o 37,36 | 2,07 | 0,01* | 0,00 | 0,01* 61,47
14 o 2528 | 090 [ 0.14* | g10* | 0,00 40,80
15 o 5474 | 072 10,08 | 900 | 0.00 85,21
16 a 5%IB 10,01 [ 0,04* | 0,00 | .00 | 0,00 15,12
17 3 (25) 19,47 | 0,06* | 0,00 | 900 | 0,00 29,35
18 3 3841 | 033 | 0,00 | ggo | 0.03* 58,82
) 30,88+ | 0,69+ | 0,04+ | 0,02+ | 0,01+
s 1591 | 0,76 | 0,06 | 0,04 | 0,01

Djp - dawka w przeliczeniu na IB (mg/kg m.c.)
* warto$¢ ponizej granicy oznaczalno$ci
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O— 10DC/E20%
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30 A

IB (png/ml)

czas (h)

Ryc. 50. Profile stezen IB w osoczu krolikow w 11 etapie badan in vivo (wartosci srednie

dla n=6)

Uzyskane parametry farmakokinetyczne pozwalaja na stwierdzenie rdznic
popartych wynikiem analizy statystycznej (Metody, p. 8.3) pomigdzy preparatami DC a
olejowym roztworem IB. Dla przyjetego poziomu istotnosci p = 0,05, pomigdzy
roztworem olejowym DC a emulsja nie stwierdzono statystycznie istotnej réznicy w
zadnym z punktow pomiarowych, statystycznie nieistotna jest tez rdznica pomigdzy
warto$ciami AUC oraz cyax uzyskanymi dla obu preparatéw zawierajacych DC.

Uzyskane warto$ci EBA w stosunku do 5%IB wynosily odpowiednio 17,0 1

10,0% dla roztworu olejowego DC i emulsji z DC.
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Prace, ktorych celem jest tworzenie nowych, potencjalnie ,,lepszych” no§nikow
polimerowych naleza do najczgsciej podejmowanych we wspolczesnej farmacji. Sa one
obiektem zainteresowania naukowcow, jak tez firm farmaceutycznych dazacych do
posiadania w swoim asortymencie lekow nowoczesnych, bezpiecznych, wytwarzanych
zgodnie z najbardziej aktualna wiedza i1 z zastosowaniem substancji pomocniczych
wykazujacych odpowiednie wiasciwosci fizykochemiczne i1 farmaceutyczne. Polimery,
zaroOwno te bedace no$nikami niezwigzanej z nimi chemicznie substancji leczniczej, jak
tez tworzace koniugaty znajduja si¢ niewatpliwie w obszarze ciagle rosnacego
zainteresowania osrodkéw naukowych i przemystowych. Koniugaty lekéw z no$nikami
polimerowymi nie wykazuja zazwyczaj aktywnosci farmakologicznej, natomiast ich
hydroliza prowadzi do uwolnienia substancji czynnej. Maja wigc charakter prolekow.

W technologii leku pozajelitowego stosuje si¢ biozgodne 1 biodegradowalne
polimery (np. kwas polimlekowy, PEG), ktére umozliwiaja uzyskanie pozadanych
wlasciwos$ci farmakokinetycznych substancji leczniczych. Istotne jest, takze z punktu
widzenia technologii, zwigkszenie rozpuszczalnosci w wodzie bedace konsekwencja
potaczenia hydrofobowej czasteczki aktywnej z hydrofilowym polimerem. Koniugacja
z polimerami umozliwia takze zwigkszenie okresu biologicznego pottrwania, zmniejsza
poziom odpowiedzi immunologicznej, co ogdlnie przyczynia si¢ do uzyskania wyzszej
skutecznosci terapii [3, 4].

Stosowane wspolczesnie koniugaty substancji leczniczych z polimerami w
przewazajacym stopniu oparte sa na PEG. Jest to wynik potwierdzonych korzystnych
wlasciwosci tej grupy polimerow. Z drugiej jednak strony, w pordwnaniu do licznych
doniesien literaturowych wskazujacych na szerokie mozliwosci zastosowan PEG
[9, 12], ilo§¢ zarejestrowanych preparatow jest niewielka. Wynika to niewatpliwie z
wysokich kosztow badan rozwojowych, poniewaz koniugaty traktowane sa jako nowe
substancje lecznicze. W konsekwencji rysuje si¢ pewne ograniczenie, ktore sprowadza
PEGylacj¢ do techniki zwigzanej z preparatami stosowanymi w niektorych tylko, z
reguly rzadkich schorzeniach, ktorych leczenie jest juz i tak kosztowne. Ze wzgledu na
wymagane naktady finansowe, trudne jest wprowadzanie modyfikowanych polimerami
czasteczek lekow tanszych, stosowanych w leczeniu powszechnie wystepujacych
schorzen np. o podtozu zapalnym. Podejmowanie takich prob jest jednak wskazane ze
wzgledow terapeutycznych i naukowych. W tym kontekscie uzasadnione sa realizowane
przez Centrum Materiatow Polimerowych i Weglowych PAN prace majace na celu

otrzymanie koniugatow lekow przeciwzapalnych, w tym ibuprofenu, z nietoksycznym i
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biozgodnym nos$nikiem polimerowym. Funkcj¢ takiego nos$nika spetnia oligomer
zbudowany z 3-5 jednostek kwasu 3-hydroksymaslowego. Za wyborem tej substancji
przemawia fakt, iz jest ona produktem metabolizmu mikroorganizmdw naturalnie
bytujacych w organizmie czlowieka oraz poznana jest droga metabolizmu prowadzaca
do utworzenia nietoksycznych produktow [102].

Realizacjg¢ tematu zapoczatkowano badajac podstawowe wlasciwosci
fizykochemiczne otrzymanego w Centrum koniugatu OHB z ibuprofenem. Wiasciwosci
te sa decydujace przy wyborze potencjalnych drég aplikacji. Poczatkowo, oprocz drogi
pozajelitowej rozwazano takze mozliwos¢ podania doustnego prowadzacego do
uzyskania przedtuzonego uwalniania w wyniku hydrolizy w jelicie cienkim. Zbadano
rozpuszczalno$¢ koniugatu w wodzie, 0,1 mol/l roztworze kwasu solnego oraz w
buforach w zakresie pH 6,0 — 8,0 (Wyniki, p. 2.1). Uzyskane wartosci rozpuszczalnos$ci
(Tabela 13) potwierdzaja, ze DC jako staby kwas lepiej rozpuszcza si¢ w roztworach
alkalicznych, bardzo stabo natomiast w wodzie oraz w roztworze kwasu solnego. W
poréwnaniu z wolnym IB rozpuszczalno$¢ jest wyzsza w roztworach buforowanych,
nizsza natomiast w wodzie i 0,1 mol/l roztworze kwasu solnego.

Wobec takich wlasciwosci zasadne wydaje si¢ by¢ rozwazanie doustnej drogi
podania jako mozliwej do wykorzystania. W przypadku koniugatu zawierajacego
ibuprofen problemem jest jednak konieczno$¢ stosowania wysokich dawek, a przez to
podawania duzych objetosci DC w dawce jednorazowej. Biorac pod uwage, ze IB
stanowi okoto 35% masy DC, w celu podania przynajmniej 400 mg IB (nie
uwzgledniajac szybkosci hydrolizy), ilo$¢ koniugatu wynosi okoto 1200 mg, co
wzigwszy pod uwage poistala konsystencje substancji sprawitoby trudnosci
technologiczne i aplikacyjne. Interesujaca jednak wydawata si¢ by¢ perspektywa
podania proleku nierozpuszczalnego w soku zotadkowym 1 uzyskania celowanego
uwalniania w jelicie cienkim. Rozwiazanie takie, stosowane w przypadku tabletek o
op6znionym uwalnianiu wykorzystuje si¢ powszechnie w technologii niesteroidowych
lekow przeciwzapalnych, wykazujacych dzialanie drazniace na btong S$luzowa
przewodu pokarmowego [87].

Pozostate parametry fizykochemiczne (log P 1 pK,) potwierdzaja, ze koniugat
ibuprofenu z oligo(kwasem 3-hydroksymastowym) jest zwiazkiem umiarkowanie
lipofilowym (log P = 1,22) o charakterze stabego kwasu. Wyznaczona stata dysocjacji
pK, ma wartos¢ 6,1. Badanie rozpuszczalnosci wskazuje na bardzo dobra

rozpuszczalnos$¢ koniugatu w oleju Miglyol 812, oleju racznikowym oraz w wybranych
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rozpuszczalnikach organicznych (metanol, etanol, chloroform), co ma znaczenie w
kontekscie analitycznym i technologicznym.

Analiza zawartosci IB oraz DC w  sporzadzonych preparatach
farmaceutycznych, ptynach akceptorowych oraz w osoczu krwi wykonana zostata
metoda HPLC. O ile analizy IB dokona¢ mozna stosujac roéznorodne uktady
chromatograficzne [145], o tyle problemem byto znalezienie metody odpowiedniej do
analizy DC 1 zawartego w nim nieskoniugowanego IB. Po wstgpnej selekcji
wytypowano kilka ukladow chromatograficznych rdzniacych si¢ rodzajem
zastosowanych kolumn oraz faz ruchomych, a ostatecznie wybrano uktad opisany w p.
4.1 (Metody). Zaleta wybranej metody byl stosunkowo krotki czas analizy oraz dobre
parametry walidacyjne w odniesieniu do oznaczania IB: powtarzalno$¢, liniowo$¢ oraz
czutos¢ (Tabela 11). W przypadku analizy DC parametry walidacyjne nie byty tak
dobre jak w odniesieniu do IB (Tabela 11), jednak za zastosowaniem metody
przemawia dobry rozdziat koniugatow o réznych masach czasteczkowych. Jednocze$nie
wykazano, ze kwas oligo(3-hydroksymastowy) nie daje w warunkach metody zadnych
pikow chromatograficznych (Ryc. 22c). Na chromatogramach DC, obok wyraznego
piku nieskoniugowanego 1B, rejestrowane sa w czasie do ok. 50 min liczne piki, ktére
odpowiadaja czasteczkom koniugatow o rosnacych masach czasteczkowych. W
przypadku koniugatow z dluzszymi tancuchami oligomerowymi (tg > 18 min)
obserwowano gorszy rozdzial pikow chromatograficznych, stad nie wykorzystywano
ich w obliczeniach stgzenia DC. Pozwolity one natomiast na analiz¢ mechanizmu
hydrolizy koniugatu w warunkach przeprowadzanych eksperymentow. Wykazano, ze
czas retencji poszczegdlnych czasteczek koniugatu zalezy od dlugosci tancucha
oligomerowego. Badania hydrolizy potwierdzity, ze najdluzszy czas retencji
charakteryzuje czasteczki DC o najwyzszej masie, a ich ilo$¢ w miarg postepu hydrolizy
ulega zmniejszeniu w sposob najbardziej zauwazalny (Ryc. 27).

Analizg¢ zawartosci IB w osoczu przeprowadzono z zastosowaniem podobnej
metody, z ta rdéznica, ze do etapu przygotowania probki wiaczono ekstrakcje do fazy
statej (SPE) oraz zastosowano wzorzec wewngtrzny (indometacyng). O wyborze wzorca
wewngtrznego zadecydowaly doniesienia literaturowe [134], ktorych autorzy
wykorzystywali IND. W analizie IB w osoczu probowano wykorzysta¢ takze inne
substancje, w tym naproksen [146, 147], jednak ze wzgledu na niewielki odzysk (okoto
30%), ostatecznie jako wzorzec wewngtrzny wybrano indometacyng. Jednoczes$nie

porownujac technike przygotowania probki z zastosowaniem procesu ekstrakeji przez
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wytrzasanie z rozpuszczalnikiem organicznym z ostatecznie wybrang technika
ekstrakcji do fazy statej wykazano, ze ze wzgledu na bogata matrycg probki, zwlaszcza
o charakterze biatkowym, wprowadzenie etapu ekstrakcji do fazy stalej jest niezbgdne.
Etap ten umozliwil uzyskanie dobrze rozdzielonych, symetrycznych pikow IB (Ryc.
24). Metode oceniono jako powtarzalna, doktadna, odpowiednio czula i zapewniajaca
wlasciwa wykrywalno$¢ analitu (Tabela 12). Obliczony na podstawie odrgbnego
eksperymentu odzysk analitow (odpowiednio 73 i 83% dla IB 1 IND) byl podobny lub
nieco nizszy niz podawany w dostepnej literaturze [134, 147, 151].

Testowana wczesniej] metoda polegajaca na ekstrakcji przez wytrzasanie
chloroformem z zakwaszonego osocza, a nast¢pnie odparowywaniu rozpuszczalnika i
rozpuszczaniu pozostatosci w metanolu [134] umozliwiata co prawda rozdzial analitu
od wzorca wewngetrznego, jednak powtarzalno$¢ analiz budzita zastrzezenia. Problemy
analityczne zwiazane byly przede wszystkim z zelowaniem osocza w obecnoS$ci
chloroformu oraz trudnos$cia wlasciwego okreslenia powierzchni pikoéw analizowanych
substancji wskutek pojawiania si¢ pikow dodatkowych oraz interferencji z obecnymi w
probee sktadnikami osocza.

Opracowana metoda analityczna pozwolita na farmakokinetyczna oceng
sporzadzonych postaci leku oraz samego koniugatu. Uzyskanie liniowej 1
charakteryzujacej si¢ wysokim wspotczynnikiem determinaciji (R* = 0,9999) zaleznosci
pomigdzy stosunkiem powierzchni piku IB do IND, a stezeniem IB umozliwito
dokladne wyznaczenie profilu stgzen IB w probkach osocza, a przez to dokonanie
analizy procesu hydrolizy DC w warunkach in vivo.

Badanie hydrolizy DC w roztworach o réznych wartosciach pH pozwolito na
wytypowanie potencjalnych drég podania proleku. Wprawdzie pozadany byt efekt
przedtuzonego dziatania, jednak ze wzgledu na wiasciwosci farmakokinetyczne i
farmakologiczne 1B, w celu uzyskania efektu terapeutycznego po podaniu systemowym
konieczne jest uzyskanie wlasciwego st¢zenia we krwi. W artykule przegladowym
Davies [148] wskazuje, ze uzyskiwane maksymalne st¢zenia IB w osoczu po podaniu
doustnym lub doodbytniczym dawki 200 — 600 mg leku osiagaja warto$¢ powyzej
20 mg/1. Oznacza to, ze w pierwszej godzinie po podaniu leku, we krwi musi znaleZ¢ sig¢
okoto 100 mg wolnego IB. Biorac pod uwage szybkos¢ hydrolizy w sztucznym ptynie
jelitowym mozna oceni¢, ze wymagatoby to podania w jednorazowej dawce bardzo
duzej ilosci koniugatu. Niewielka szybko$¢ hydrolizy enzymatycznej powoduje

jednoczesnie, ze ze wzgledu na ograniczony czas przebywania substancji w przewodzie
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pokarmowym, wigkszo$¢ podanego proleku ulegtaby wydaleniu przed uwolnieniem
czasteczki IB. Przedstawione fakty pozwolilty na wyeliminowanie z dalszych rozwazan
drogi doustnej jako potencjalnej drogi podania i oceng drogi pozajelitowe;.

Wykazano, ze DC nie ulega rozktadowi w roztworach o szerokim zakresie pH, z
wyjatkiem roztworow silnie zasadowych, niewystgpujacych w  warunkach
fizjologicznych. Dopiero w wysokiej temperaturze (90°C) obserwowano szybka
hydroliz¢ DC (Tabela 15).

Analiza chromatogramow (Ryc. 22b) wykazuje, ze proces hydrolizy koniugatu
rozpoczyna si¢ od wiazah pomigdzy poszczegdlnymi jednostkami oligomeru,
najtrwalsze pozostaje wiazanie z czasteczka IB. Takie zachowanie koniugatu jest
przyczyna uzyskiwania niewielkich stezen IB w badaniu hydrolizy enzymatycznej w
sztucznym plynie jelitowym oraz w osoczu. Dostgpne piSmiennictwo wskazuje, ze
metoda na przezwycigzenie tego zjawiska jest wprowadzenie pomigdzy tancuch
oligomeru a czasteczkg IB spejsera, czyli niewielkiej czasteczki tworzacej zarowno z
czes$cia aktywna, jak i polimerowa wiazania podatne na hydrolize [3].

Poza badaniami nad wtasciwo$ciami fizykochemicznymi, w tym istotnymi dla
technologii produktu, przeprowadzono do$wiadczenia majace na celu okreslenie
wplywu DC na komérki in vitro. Do badan wytypowano komorki linii Caco-2 przede
wszystkim ze wzgledu na rozwazana poczatkowo mozliwo$¢ wykonania postaci leku
doustnego z DC oraz opisywane przez wielu autorow wiasciwosci tej linii komorkowe;j
jako niezwykle cennego modelu w badaniach biofarmaceutycznych [106, 108]. Na
podstawie dostepnej literatury [131, 133] zatozono, ze OHB lub DC moga wywieraé
wpltyw na funkcje transporteréw blonowych znajdujacych si¢ w apikalnej blonie
komorkowej. Funkcja tych transporterow, nalezacych do grupy MRP, jest ochrona
komorek przed niekorzystnym wplywem ksenobiotykdéw poprzez zwiazane z naktadem
energetycznym wypompowywanie ich z cytoplazmy na zewnatrz. Poniewaz wykazano,
ze niektore polimery maja wplyw na funkcj¢ tych biatek, a w szczegdlnosci P-gp,
wykonano seri¢ eksperymentéw dotyczacych wptywu badanych zwiazkéw na szybkos¢
transportu 1 wychwytu substratu P-gp, rodaminy-123. Zgodnie z przewidywaniami,
obliczajac warto$ci Py, dla Rh-123 (Ryc. 30), wykazano, ze w zwiazku z aktywnoscia
P-gp po stronie apikalnej, transport zachodzi intensywniej w kierunku od strony
bazolateralnej do kompartmentu apikalnego. Transport do kompartmentu apikalnego
jest wspomagany aktywnoscia P-gp, natomiast gdy substrat przenika do komoérek od

strony apikalnej, aktywno$¢ P-gp wywiera na przenikanie efekt hamujacy.
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W omawianym przypadku dziatanie P-gp dotyczy Rh-123, ktéra dostaje si¢ do
cytoplazmy na zasadzie transportu biernego [149] od strony bazolateralnej i1 jest
aktywnie transportowana na zewnatrz, do kompartmentu apikalnego, lub
wypompowywana z powrotem do kompartmentu apikalnego, w przypadku, gdy ptyn
donorowy znajduje si¢ po stronie apikalnej warstwy komorek.

Zaobserwowano, ze tylko w obecno$ci DC w stezeniu 0,5 mg/ml funkcja P-gp
jest zaburzona, a transport Rh-123 przebiega szybciej od strony apikalnej do
bazolateralnej. Podobnego zjawiska nie obserwowano zar6wno dla nieskoniugowanego
IB, jak tez dla OHB, co $wiadczy o wysokiej specyficznosci dzialania DC na biatko
transportowe. Jednocze$nie wykazano, ze integralnos¢ komorek zostata zachowana, co
pozwala na wnioskowanie, ze ich zywotno$¢ nie zostala ograniczona (Ryc. 31).
Wykonane doswiadczenie kontrolne z udziatem FNa, ktorej transport nie zalezy od
funkcji P-gp nie wykazalo wptywu DC, stad zalozono, Ze dziatanie DC dotyczy
wylacznie P-gp. W celu potwierdzenia uzyskanych w badaniach transportu wstgpnych
wnioskow, wykonano takze badanie wychwytu Rh-123 oraz innych substratéw (4-Di-1-
ASP oraz FNa) przez komorki Caco-2 w obecnosci DC, IB, OHB oraz znanych
inhibitoréw P-gp. Wprowadzono takze etap preinkubacji z inhibitorami przed dodaniem
Rh-123, co pozwolilo na aktywacj¢ P-gp jeszcze przed wprowadzeniem substratu.
Eksperyment pozwolit na jednoznaczne potwierdzenie wptywu DC na funkcj¢ nos$nika
(Ryc. 38). W obecnosci koniugatu zaobserwowano znaczace (kilkukrotne) zwigkszenie
kumulacji Rh-123 w komorkach.

Zastre 1 wsp. [131] wykazali, Ze niskoczasteczkowe kopolimery PEG z
poli(kaprolaktonem) hamuja funkcj¢ P-gp silniej od werapamilu. Obserwowany efekt
ros§nie wraz ze wzrostem stgzenia polimeru, a po przekroczeniu pewnej wartosci
ponownie maleje. Podobny efekt zaobserwowano dla DC (Ryc. 38). Zmniejszenie
efektu hamujacego, widoczne przy wyzszych st¢zeniach DC, jest migdzy innymi
skutkiem $mierci pewnej ilosci komorek, ktora przy stgzeniu DC 0,5 mg/ml dotyczy
okoto 20% populacji (Ryc. 41).

Hamowanie funkcji P-gp, biatka odpowiedzialnego za ograniczone wchianianie
wielu lekow, daje mozliwo$¢ rozwoju badan nad DC jako substancja zwigkszajaca
absorpcj¢ ksenobiotykdw. Dotyczy to zwlaszcza lekow o charakterze duzych,
hydrofobowych kationéw [115], w tym o dziataniu przeciwnowotworowym. Nalezy
podkresli¢, ze hamowanie funkcji P-gp wykazano jedynie dla koniugatu, zadnego efektu

nie zaobserwowano natomiast w obecnosci IB 1 wolnego oligomeru. Ponadto aktywno$¢
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DC w stosunku do P-gp obserwuje si¢ przy stosunkowo niewielkim stezeniu
(0,1 mg/ml), a jak wykazano, hydroliza do IB i OHB jest powolna, stad istnieje szansa
wykorzystania DC takze jako substancji podawanej rownolegle z lekami, ktérych
wchtanianie mogloby ulec zwigkszeniu. Konieczne bytoby jednak przeprowadzenie
dalszych badan 1 optymalizacja dawki. Istniejace substancje o podobnych
wlasciwosciach wobec P-gp (np. werapamil, cyklosporyna A) nie daja tak silnego
efektu hamujacego, co tym bardziej zachgca do podjecia tego kierunku badan.
Jednoczes$nie spodziewac si¢ mozna, ze DC po podaniu doustnym nie posiada wlasnego
dziatania przeciwzapalnego ze wzgledu na powolna hydroliz¢ ograniczajaca
wchtlanianie.

Wykazano, ze dzialanie DC nie sprowadza si¢ do niszczenia P-gp lub destrukcji
btony komodrkowej, co prowadzi do uwolnienia biatek transportowych. Analiza metoda
Western Blot przeprowadzona po inkubacji komoérek Caco-2 w roztworach DC o
roznych stezeniach wykluczyta obecno$¢ P-gp w ptynie inkubacyjnym. Jednoczesnie po
mechanicznym zniszczeniu blon (sonikacja) wykazano, ze uwalnia si¢ z nich biatko o
masie 170 kD, ktore odpowiada P-glikoproteinie (Ryc. 42).

Istotnym zagadnieniem, ktére rozpatruje si¢ wprowadzajac do lecznictwa
jakikolwiek nowy zwiazek chemiczny, jest jego toksycznos¢. Badanie toksyczno$ci
ostrej poprzedzone jest ze wzgledéw etycznych 1 ekonomicznych badaniem
cytotoksycznosci wobec odpowiedniego modelu komorkowego. W prowadzonych
badaniach wykonano test cytotoksycznosci wobec dwodch linii komérkowych (Caco-2
1 Calu-3), ktorych przydatnos¢ w tego typu eksperymentach byla wielokrotnie
potwierdzona [110, 127]. Wobec komorek linii Caco-2 nie wykazano toksycznosci ani
DC, ani OHB, istotny jest natomiast spadek przezywalnosci komoérek Calu-3 w
obecnosci DC w stezeniu powyzej 0,5 mg/ml. Pohjala i wsp. [111] roznice we
wrazliwosci tych linii komorkowych wykazali wobec 5-fluorouracylu, podczas gdy nie
obserwowano ich np. wobec kamptotecyny. Jednak w przeciwienstwie do DC,
cytotoksyczno$¢ S-fluorouracylu zaznaczata si¢ silniej w przypadku komorek Caco-2
niz Calu-3. Oznacza to, ze prawidlowe i miarodajne wnioskowanie zapewnia dopiero
przeprowadzenie badania cytotoksycznosci z udziatem kilku modeli komorkowych.
Wykazana wobec komodrek Calu-3 cytotoksycznos¢ DC w stezeniu powyzej 0,5 mg/ml
(okoto 0,9 mmol/l) oraz brak cytotoksycznos$ci wobec komorek Caco-2 w stezeniu do
okoto 2 mmol/l wskazuja, ze DC mozna uzna¢ za zwiazek nie wykazujacy

cytotoksycznos$ci. Podkresli¢ nalezy rowniez, ze wobec zadnej z badanych w niniejsze;j
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oraz poprzednich pracach [100, 102] linii komérkowych nie wykazano toksyczno$ci
OHB, co umozliwia rozpatrywanie koniugatéw lekéw z OHB w kategoriach zwigzkow
bezpiecznych. Juzwa 1 wsp. [100] wykazali co prawda wysoka cytotoksycznos¢
koniugatu OHB z kwasem acetylosalicylowym, taki efekt nie byt jednak obserwowany
dla badanego w niniejszej pracy koniugatu OHB z IB (Ryc. 41). Jednocze$nie w
badaniach in vivo koniugatu OHB z kwasem acetylosalicylowym zaobserwowano
nizsza od wolnego kwasu acetylosalicylowego toksyczno$¢ ostra [100]. Zaznaczy¢
jednak nalezy, ze badanie toksycznos$ci na szczurach dotyczyto podania per os, co,
biorac pod uwageg wyniki przeprowadzonych badan hydrolizy koniugatu, moze by¢
efektem wydalenia znacznej ilo$ci podanego zwiazku przed jego wchlonigeciem do krwi.

Po zakonczeniu badan zwigzanych z okresleniem podstawowych wlasciwosci
fizykochemicznych DC oraz jego wplywu na linie komorkowe Caco-2 1 Calu-3,
przystapiono do technologicznego etapu realizacji tematu. Ze wzgledu na bardzo staba
rozpuszczalno$¢ w wodzie oraz brak zasadnosci podawania doustnego DC, podj¢to
proébe wykonania pozajelitowych preparatéw do podania domig$niowego. Obecnie w
lecznictwie stosuje si¢ do podania i.m. nie tylko roztwory wodne, ale tez roztwory
olejowe i emulsje. Jednym z olejoéw dopuszczonych do podania pozajelitowego jest
potsyntetyczny olej ztozony z trojglicerydow nierozgatgzionych kwasow tluszczowych
(Miglyol) [8]. Podanie domig$niowe preparatow olejowych skutkuje utworzeniem w
tkance rezerwuaru, z ktorego lek ulega powolnej dyfuzji. Formy olejowe sa
odpowiednie zwtlaszcza dla substancji nierozpuszczalnych w wodzie. W Polsce
dostgpne sa roztwory olejowe takich substancji leczniczych jak estradiol, testosteron
czy dekanonian zuklopentyksolu. W tej formie lek moze by¢ podawany raz na dwa lub
cztery tygodnie [152]. W przypadku DC, powolnego uwalniania IB z proleku
spodziewa¢ si¢ nalezato nie tylko z powodu nosnika olejowego, ale przede wszystkim
na skutek powolnej hydrolizy enzymatycznej w miejscu wstrzyknigcia.

Wytypowano dwie postacie leku z DC: roztwoér w oleju Miglyol (25% m/m)
oraz emulsj¢ typu o/w (10 lub 20% oleju) zawierajaca 5 lub 10% (m/m) koniugatu.
Wyboru rozpuszczalnika dokonano w oparciu o przeprowadzone badania, ktére
wykazaly, ze rozpuszczalnos¢ DC jest wigksza w Miglyolu niz w oleju roslinnym (np.
rycynowym), a uzyskany roztwor charakteryzuje si¢ lepkoscia poréwnywalng z
lepkoscia roztwordow wodnych, co zapewnia dobre wiasciwosci aplikacyjne. W
przypadku roztworu olejowego, obok rozpuszczalnika i badanego zwiazku, do uktadu

nie wprowadzano substancji dodatkowych, a sporzadzanie preparatu polegalo na
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rozpuszczaniu DC w oleju w temperaturze okoto 50°C. W przypadku emulsji dodawano
polisorbat (jako emulgator) oraz glicerol (substancja izotonizujaca). Emulsje
homogenizowano w temp. 60°C za pomoca mieszadta szybkoobrotowego, co pozwolito
na uzyskanie kropel olejowych o $rednicy < 2 um, a wigc zblizonych do wielkos$ci
kropel obserwowanych w emulsjach submikronowych [8]. Poniewaz otrzymane uktady
emulsyjne wykazywaty odczyn bliski oboj¢tnemu (Tabela 17), nie bylo koniecznos$ci
korekty pH.

W celu spehlienia podstawowego dla lekéw pozajelitowych wymagania
jatowosci, sporzadzone preparaty poddano wyjalawianiu. W przypadku roztworu
olejowego brano pod uwage wylacznie mozliwos¢ wyjalawiania przez saczenie,
natomiast dla emulsji dokonano wyboru pomigdzy saczeniem wyjalawiajacym a
wyjatawianiem nasycong para wodna. Wykorzystanie metody saczenia wyjatawiajacego
dla emulsji czgsto konczy si¢ niepowodzeniem ze wzgledu na zwigkszona lepkos¢
ukltadu. W przypadku emulsji z DC doszto do koalescencji kropel fazy olejowej, co
uniemozliwito zastosowanie tej metody. Zjawiska tego nie zobserwowano w przypadku
wyjatawiania termicznego w autoklawie (Ryc. 43) i t¢ metode wytypowano jako
wlasciwa.

Dla wyboru termicznej metody wyjatawiania, kluczowe jest okreslenie trwalo$ci
preparatu i samej substancji leczniczej w warunkach wyjatawiania. Wykazano, ze
wybrane parametry procesu nie wplywaja negatywnie na wielko$¢ kropel olejowych i
pH emulsji, jak tez na trwato$¢ samego koniugatu [153]. Nie obserwowano réwniez
zmian w czasie przechowywania (90 dni, temp. 4°C, Tabela 17). Obserwowano
wprawdzie $mietankowanie uktadow emulsyjnych po 14 dniach od przygotowania,
jednak po wstrzasnigciu powracaly one do pierwotnej postaci. Analiza
chromatograficzna nie wykazala takze powstawania produktow rozktadu, a
powierzchnia pikow DC nie ulegta zmianie (Tabela 17).

Wykonano badanie uwalniania DC ze sporzadzonych preparatdéw w warunkach
in vitro. Profil uwalniania DC z preparatow porownywano z profilem przenikania przez
btong dializacyjna samej substancji, ktora umieszczano bezposrednio w worku
dializacyjnym. Wykazano, ze DC jako substancja szybciej rozpuszcza si¢ i ulega
dyfuzji przez blong niz DC rozpuszczony w oleju lub w emulsji — w przypadku tych
form po 48 h wykazywano obecno$¢ w plynie akceptorowym nie wigcej niz 60 — 80%
DC (Ryc. 46). Do oznaczenia stgzenia DC w ptynie akceptorowym wykorzystywano

pole powierzchni dwoch pikow chromatograficznych pochodzacych od koniugatow IB
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z monomerem lub dimerem kwasu 3-hydroksymastowego (tg = 7,3 1 7,6 min), ktérych
przydatnos$¢ analityczna zostala wykazana.

Analizie poddano takze ilos¢ uwolnionego we wszystkich przypadkach
ibuprofenu. Po 48 h uwolnieniu uleglo okoto 1,5 — 4% IB (Ryc. 47), co potwierdza
wczesniejsze obserwacje wskazujace na bardzo powolna hydrolizg DC. Przypomnie¢
nalezy, ze wykazano, iz 2,5% IB zawartego w probce koniugatu pozostaje w formie
niezwiazanej z OHB. Istnienie wolnej frakcji leku jest przyczyna wzrostu stezenia IB w
ptynie akceptorowym w pierwszych godzinach badania uwalniania. Poroéwnujac
uwalnianie IB z roztworu olejowego DC do buforu pH 6,8 z uwalnianiem do
sztucznego plynu jelitowego (Ryc. 48), zauwazy¢ mozna w obu przypadkach wzrost
ilosci uwalnianego IB do osiagnigcia okoto 3% zawartosci deklarowanej, po czym, dla
pozbawionego enzyméw ptynu akceptorowego nastepuje zasadnicze spowolnienie
uwalniania, natomiast dla ptynu zawierajacego pankreatyng, ilos¢ uwalnianego IB
ro$nie w czasie, co jest zwiazane z postepujaca hydroliza enzymatyczna DC.

Przeprowadzone badania pozwolity na okreslenie wlasciwosci sporzadzonych
preparatow w warunkach in vitro. Okreslona w ten sposob charakterystyka produktu nie
wystarcza dla przewidzenia farmakokinetyki in vivo. Istotnym zagadnieniem w
badaniach rozwojowych postaci leku staje si¢ wykazanie korelacji in vitro/in vivo [154].
Sporzadzone preparaty podawano pozajelitowo (i.m.) krolikom. W badaniach
wstepnych wykorzystano 12 zwierzat, ktorym podawano domig$niowo sporzadzone
postacie leku z DC: 25% roztwor olejowy (25DC) 1 emulsjg o/w zawierajaca 10% DC
(10DC/E20%). Jako preparaty odniesienia uzyto 5% roztwor olejowy IB (5%IB) oraz
10% wodny roztwor lizynianu ibuprofenu (LIZ10%). Wybor preparatow odniesienia
zwiazany byl z przewidywanym spowolnionym uwalnianiem IB z roztworu olejowego
w stosunku do roztworu wodnego. W drugim etapie, na podstawie wynikow
otrzymanych w badaniu wstgpnym, nie podawano preparatu LIZ10%. Jednocze$nie
skrocono czas badania. Modyfikacja ta uzasadniona byla brakiem oznaczalnej ilosci 1B
w osoczu w badaniach wstepnych po 36 h w przypadku podania preparatow DC.

Dawki podawanych preparatow w przeliczeniu na IB dobrano w oparciu o
doniesienia literaturowe [134, 146]. W cytowanych doniesieniach podawano
jednorazowo 15 — 25 mg IB/kg masy ciata zwierzgcia, co w przeliczeniu na koniugat
daje ilos¢ okoto 40 — 70 mg/kg. Decyzj¢ o zwigkszeniu dawki do 120 mg DC/kg
(rownowarto$¢ okoto 40 mg IB) podj¢to ze wzgledu na spodziewana powolna hydrolize

DC.

117



-Omoéwienie wynikow-

Wiasciwe badanie farmakokinetyczne przeprowadzono z udziatem 18 zwierzat
podzielonych na 3 grupy (Tabela 8). Kazda grupa zwierzat sktadala si¢ z rownej ilosci
samic 1 samcoéw, co pozwolito na wyeliminowanie ewentualnych roéznic w
farmakokinetyce zwiazanych z plcia. Aplikowano: 25% roztwor olejowy DC (okoto 1,3
ml), emulsje typu o/w zawierajaca 10% DC (okoto 3 ml) oraz 5% roztwér olejowy IB
(okoto 1,5 ml). Stosunkowo duze objetosci wstrzyknie¢ wynikaty z koniecznoS$ci
osiagnigcia zatozonej dawki IB. Pomimo tego, w trakcie podawania preparatow nie
zaobserwowano trudnosci, a zachowanie krolikow nie wskazywalo na szczegdlna
bolesno$¢ wstrzyknigé. Oznaczone w osoczu stgzenia IB dla poszczegélnych zwierzat
przedstawia tabela 20, natomiast parametry farmakokinetyczne IB wyznaczone po

podaniu badanych preparatow przedstawione sa w tabeli 21.

Tabela 21. Farmakokinetyczne parametry oznaczone dla IB po podaniu IB lub DC

w roznych postaciach farmaceutycznych (wstrzykniecie i.m.) w badaniu na krdlikach

o 0/ %
25DC 10DC/E20% S71B LIZ 10%
Parametr roztwor . roztwor roztwor
. emulsja .
olejowy olejowy wodny
Dawka w przeliczeniu
na IB (mg/kg) 40 40 25 25
Cmax (ng/ml) 1,27+ 04 1,04+ 04 30,88+ 15,9 | 22,26 +5,8
tmax (h) 1 1 1 1
AUC (png/ml-h) 13,23 £ 6,7 7,92 +22 48,46 + 25,1 | 40,65+12,41
EBA (%)** 17,0 10,0

* wyniki uzyskane w badaniach wstgpnych
** wartos$ci obliczone w stosunku do 5%IB

Po podaniu DC maksymalne wartosci stgzen IB w osoczu uzyskiwano po 1 h lub
najpozniej po 3 h (tylko w przypadku dwoch krolikow, Tabela 20), natomiast po
wstrzyknigciu preparatu IB, cmax uzyskiwano w kazdym przypadku po 1 h. Osiagnigcie
maksymalnych stgzen w osoczu juz w czasie 1 h po dokonaniu wstrzyknigcia DC jest
prawdopodobnie zwigzane z obecno$cia wolnej frakcji IB (okoto 2,5%). Mozna tak
wnioskowa¢ poréwnujac wartosci Cpax dla preparatow IB 1 DC. Jezeli podana bylaby

dawka IB 1 mg/kg m.c. (odpowiadajaca dawce wolnego IB w DC), to mozna byloby si¢
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spodziewa¢ wartosci Cpax Okoto 1 pg/ml (co wynika z oznaczonego cpax 0Ok. 25 pg/ml
po podaniu dawki IB 25 mg/kg m.c.).

Znaczne roznice w stezeniach IB w osoczu wykazywane zwlaszcza w czasie 1 h
po podaniu roztworu IB wynikaja gtownie z réznic osobniczych. Maksymalne st¢zenie
substancji leczniczej obserwowane jest we krwi w pewnym przedziale czasowym [146],
a jego dokladne wyznaczenie wymaga czgstego probkowania. Poniewaz celem
do$wiadczenia bylo poréwnanie profilu farmakokinetycznego podanego domigsniowo
IB z profilem uzyskanym po podaniu proleku o przedtuzonym uwalnianiu, probki
pobierano stosunkowo rzadko.

Podobnie jak w badaniach in vitro, w warunkach in vivo nastgpuje powolna
hydroliza DC, wskutek ktorej niewielkie ilosci IB oznaczane sa w osoczu jeszcze w
12 h po podaniu preparatu. Po 12 h w przypadku preparatow z DC i po 3 — 6 h w
przypadku roztworu IB uzyskiwano warto$ci stezen ponizej granicy oznaczalnosci.
Wartosci te uwzgledniano jednak w obliczeniach AUC. Prowadzac analizg
chromatograficzna dokonywano dwukrotnego nastrzyku kazdej z analizowanych
probek, nie obserwujac roznic w wielkosci pikéw IB.

Profile farmakokinetyczne w zalezno$ci od rodzaju podanego preparatu z DC
(emulsja, roztwor olejowy) byly podobne (Ryc. 50). Dla emulsji uzyskano wprawdzie
nizsza wartos¢ AUC, jednak zastosowane testy statystyczne nie wykazaly istnienia
istotnych réznic pomig¢dzy roztworem olejowym, a emulsja z DC, co wynika przede
wszystkim z istnienia znacznych odchylen od wartoéci $rednich, zwiazanych z
réznicami osobniczymi. Rowniez w badaniu pilotowym nie wykazano rdznicy wartosci
AUC po podaniu obu preparatéw (Tabela 19).

Efekt przedtuzonego uwalniania IB z DC widoczny jest zarowno w przypadku
roztworu olejowego, jak i emulsji z DC. Biodostgpnos¢ IB z formy skoniugowanej z
OHB wyrazona wielkoscia AUC jest jednak znaczaco nizsza. Porownujac Srednia
warto$¢ AUC wyznaczona dla roztworu IB (48,5 ng/ml-h) z wartosciami uzyskanymi
dla preparatow z DC (odpowiednio 13,2 i 7,9 pg/mlh dla roztworu olejowego i
emulsji), stwierdzono, ze wzgledna dostepnos¢ biologiczna (EBA) preparatow
koniugatu, po uwzglednieniu roznicy dawek, wynosi odpowiednio 10% 1 17%. Tak
niska warto$¢ EBA po podaniu pozajelitowym moze by¢ wytlumaczona obserwowana
w badaniach in vitro bardzo powolna hydroliza DC, ktéory gromadzi si¢ po
wstrzyknigciu w tkance mig$niowej 1 uwalnia IB powoli, tak ze po kilkudziesigciu

godzinach stezenie IB w osoczu znajduje si¢ ponizej granicy wykrywalnos$ci, podczas
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gdy znaczna czg$¢ DC pozostaje nadal w tkance mig§niowej w formie niezmienione;.
Na podkreslenie zasluguje, ze w tym przypadku powolna hydroliza enzymatyczna
obserwowana w warunkach in vitro, zostala potwierdzona in vivo. Wykazano brak
podatnosci DC na dzialanie enzymow zarowno w przewodzie pokarmowym, jak 1 w
tkance migsniowej. Powstanie w miejscu wstrzyknigcia formy depot umozliwia
kontrolowane uwalnianie substancji czynnej, co uwzgledniajac szybko$¢ procesu, jest
mozliwe do wykorzystania w przypadku koniugatéw OHB z lekami wykazujacymi
dzialanie terapeutyczne w niskich dawkach.

Uzyskane wyniki pozwalaja na rozpatrywanie DC zar6wno w kategoriach
proleku uwalniajacego w sposob spowolniony substancj¢ czynna, jak tez modelowe;j
substancji wptywajacej na zwigkszenie absorpcji innych lekéw bedacych substratami
dla P-gp. W pierwszym przypadku, koniugat z ibuprofenem traktowac nalezy raczej
jako substancj¢ modelowa, gdyz obserwowana szybko$¢ hydrolizy nie pozwoli na
uzyskanie odpowiednio wysokich, gwarantujacych zaistnienie efektu terapeutycznego,
stezen ibuprofenu we krwi. Zwigkszenie biodostgpnosci niektorych lekow wskutek
hamowania funkcji P-gp moze natomiast stanowi¢ interesujacy kierunek badan
biofarmaceutycznych majacych na celu znalezienie metody na efektywniejsze
wykorzystanie lekow juz znanych 1 stosowanych. Oddzialtywanie z P-gp wydaje si¢ by¢
specyficzne dla DC, nie wykazano bowiem podobnych efektow stosujac wolny
oligomer kwasu 3-hydroksymastowego (OHB). Poznanie wplywu koniugatow OHB z
innymi substancjami o charakterze kwasow karboksylowych na przezkomorkowy
transport lekéw stanowi¢ moze interesujacy temat bedacy kontynuacja podjetych w

rozprawie badan.
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Opracowano metodg analityczna (RP-HPLC) stuzaca do analizy jako$ciowej
1 ilosciowej koniugatu ibuprofenu z oligo(kwasem 3-hydroksymastowym)
1 wykazano jej przydatno$¢ do oznaczen obok siebie ibuprofenu w formie
wolnej i1 skoniugowanej. Opracowana metoda byla powtarzalna oraz dokladna
1 pozwolita okresli¢ rozpuszczalno$¢, przebieg procesu hydrolizy DC oraz

trwalo$¢ sporzadzonych preparatow.

Wykazano, ze wlasciwosci fizykochemiczne DC, zwlaszcza staba
rozpuszczalno$¢ w wodzie 1 bardzo wolna hydroliza w pH < 8 oraz w sztucznym
ptynie jelitowym sprawiaja, ze niecelowe jest stosowanie DC w formie doustne;j

jako proleku.

. Badania przeprowadzone z wykorzystaniem linii komoérkowych Caco-2
wskazuja, ze DC jest selektywnym inhibitorem P-glikoproteiny, przez co nawet
kilkukrotnie zwigksza absorpcje ksenobiotykow bedacych substratami P-gp.
Mozliwe wigc jest wykorzystanie tego typu koniugatéw jako modelowych
zwiazkow zwigkszajacych dostepnos$¢ biologiczng niektorych lekoéw, konieczne

sa jednak dalsze badania w tym kierunku.

. Koniugat ibuprofenu z kwasem oligo(3-hydroksymastowym) nalezy zaliczy¢ do
zwiazkow nietoksycznych. Badania na liniach komorkowych wykazaty pewien
efekt cytotoksyczny tylko wobec komoérek Calu-3, dopiero po przekroczeniu

stezenia 0,5 mg/ml. Dziatania tego nie zaobserwowano dla OHB.

. Ze wzgledu na bardzo dobra rozpuszczalno$¢ w oleju, zaproponowano i
sporzadzono charakteryzujace si¢ odpowiednimi wlasciwosciami 1 trwato$cia
preparaty z DC: roztwor w oleju Miglyol i emulsje typu o/w, stluzace do podania
w formie iniekcji domigsniowych. Wykazano, ze zastosowane metody
wyjalawiania — saczenie dla roztworu olejowego i wyjalawianie termiczne w
autoklawie dla emulsji nie powoduja rozktadu DC, ani utraty trwatosci

preparatow.
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6. Podanie DC domigsniowo krélikom pozwolilo na uzyskanie przez dtuzszy czas
(24 h) oznaczalnego st¢zenia IB w osoczu. Nie wykazano znaczacej roznicy
uwalniania IB po podaniu emulsji lub roztworu olejowego z DC. Oznaczona
niska wartos¢ EBA (10 - 17%) wskazuje, ze w czasie 48 h in vivo z koniugatu
uwolnita si¢ tylko niewielka czg§¢ IB. Forma koniugatu moze poshuzyé
przedtuzeniu dziatania lekow o charakterze kwaséw karboksylowych pod

warunkiem, ze wymagaja podania w niewielkich dawkach.
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