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Od momentu odkrycia paklitakselu trwajg poszukiwania jak najlepszego nosnika dla
tej substancji. Paklitaksel wymaga podania dozylnie, we wlewie, tymczasem praktycznie
nie rozpuszcza sie w wodzie, dlatego w celu uzyskania postaci odpowiedniej do podania
pacjentowi nalezy uzy¢ substancji pomocniczych o charakterze solubilizatoréw. Uktad
musi cechowac sie odpowiednig trwatoscig. Wada preparatu oryginalnego Taxol jest
wysoka toksycznos¢ spowodowana obecnoscig nie tylko substancji leczniczej, ale giéwnej
substancji pomocniczej - Cremophoru EL wywolujacego u pacjentéw reakcje uczuleniowe
oraz neuropatie. Paklitaksel ulega rozpuszczeniu w obecnosci wielu innych substancji
powierzchniowo czynnych i wspétrozpuszczalnikéw, jednak nie moga by¢ one podawane
dozylnie. Celem pracy bylo otrzymanie nowej, alternatywnej do oryginalnej, postaci leku
z paklitakselem przeznaczonej do podania we wlewie dozylnym. W przeprowadzonych
badaniach jako podstawowy nosnik dla substancji wybrano wodne dyspersje lecytyny
(WDL), ktére jak do tej pory nie zostaly wykorzystane w lecznictwie jako rozpuszczalnik
substancji leczniczych. W Katedrze i Zaktadzie Farmaciji Stosowanej juz od kilku lat trwajg
badania nad witasciwosciami tych ukfadow i zastosowaniem WDL do solubilizacji
nierozpuszczalnych w wodzie substancji leczniczych. Giowng zaleta WDL jest
biozgodnos¢ oraz prosta technologia ich sporzadzania. Pozostate substancje
pomocnicze, ktére wchodzity w sktad badanych ukfadow, to zwigzki dopuszczone do
stosowania w lekach podawanych droga pozajelitowa.

Gtéwnym przedmiotem badan przedstawionych w niniejszej pracy jest amorficzna
forma paklitakselu, ktéra w przeciwiehstwie do formy krystalicznej rozpuszcza sie
znacznie lepiej i szybciej - w ciggu 2-5 min od polaczenia substancji leczniczej
z rozpuszczalnikiem uzyska¢ mozna maksymalne stezenie leku w uktadzie.

Dazono do osiggniecia rozpuszczalnosci paklitakselu 100 mg/100 ml, gdyz lek w takim
stezeniu jest podawany pacjentom. Jako podstawowag substancje pomocniczg do badan
wybrano lecytyne jajowa i sojowa, ktdre stanowig mieszanine fosfolipidow, a ich gtéwnym
sktadnikiem jest fosfatydylocholina. To powoduje, ze sg to biozgodne i biodegradowalne
substancje i mozliwe jest ich stosowanie w preparatach podawanych pozajelitowo
(dotychczas w postaci emulsji, liposoméw oraz mieszanych miceli). Dodajac do
sporzadzanych uktadéw sole kwasow zétciowych otrzymywano nosniki, w ktérych obecne
byly struktury okreslane jako mieszane micele. Dodatkowo uktady modyfikowano takimi
substancjami jak: Span 80, Tween 80, Synperonic F68 (poloksamer), makrogol i chlorek
benzalkoniowy. W celu dalszego zwiekszenia rozpuszczalnosci paklitakselu stosowano
proces liofilizacji - fazy dyspergujacej lub roztworu solubilizowanego paklitakselu, a takze
wielokrotng wspotliofilizacje. Poréwnano takze rozpuszczalnos¢ paklitakselu amorficznego
i krystalicznego w uktadach liofilizowanych i niepoddanych liofilizaciji.

Najwyzszg rozpuszczalnos¢ uzyskano w ukladzie skladajgcym sie z amorficznego
paklitakselu i lecytyny sojowej (5%) - 580 mg/100 ml, jednak w trakcie 24 h wytrzgsania
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dochodzito do znacznego zmniejszenia stezenia rozpuszczonej substancji leczniczej
(103 mg/100 ml). Podobng rozpuszczalnosé, ale znacznie lepszg trwatos¢ fizyczng
obserwowano w analogicznym ukladzie zawierajacym lecytyne jajowa. Po 24 h stezenie
rozpuszczonego paklitakselu w dyspersji wynosito 390-550 mg/100 ml.

Dobrg rozpuszczalnos¢ paklitakselu w jajowej WDL potwierdzono stosujac lecytyne
z roznych serii produkcyjnych. Etap homogenizacji wysokocisnieniowej podczas
otrzymywania 5% jajowej WDL korzystnie wplynat na trwato$¢ roztworu amorficznego
paklitakselu w tym nosniku, lecz badanie prowadzone z 5% sojowa WDL nie potwierdzito
tej zaleznosci.

Rozpuszczalno$¢ amorficznego paklitakselu ulegta zmniejszeniu w jajowej WDL
przechowywanej przez 6 lub 18 miesiecy w temperaturze pokojowej. Nie badano
rozpuszczalnosci w ukfadach przechowywanych w 4 °C. Nie udato sie uzyskac
odpowiedniej rozpuszczalno$ci w dyspersiji lecytyny przechowywanej w postaci liofilizatu.

Najbardziej obiecujgcy ukfad zawierajgcy mieszane micele skladat sie z lecytyny
sojowej 2,5% oraz deoksycholanu sodu 2,5%. Uzyskana w nim rozpuszczalnosé
paklitakselu wynosita 180 mg/100 ml i nie uleglta zmianie przez 24 h. Dodanie innych
surfaktantdw oraz zastosowanie innych niz woda rozpuszczalnikdw nie wptyneto
znaczgco na rozpuszczalnosé paklitakselu.

W wyniku przeprowadzonych proceséw wspdtliofilizacji paklitakselu z lecytyng oraz
z lecytyng i deoksycholanem sodu lub innymi surfaktantami najwyzsza rozpuszczalno$c
uzyskano w ukiadzie skladajacym sie z lecytyny jajowej (3%). Umozliwiat on uzyskanie
rozpuszczalnosci leku na poziomie ok. 50 mg/100 ml. Analogiczny uklad zawierajacy
lecytyne sojowg zwiekszyt rozpuszczalnos¢ substancii leczniczej w niewystarczajacym
stopniu.

Podjeto réwniez badanie stuzgce dalszej ocenie wiasciwosci fizykochemicznych
wodnych dyspersji lecytyny jajowej oraz sojowej. Uktady oceniano wizualnie oraz pod
mikroskopem optycznym, badano ich pH oraz wielko$¢ czagstek. W celu stwierdzenia
wplywu homogenizacji i substancji pomocniczych na powstawanie roznych struktur
fosfolipidowych zastosowano technike ESR.

W wyjatowionej dyspersji lecytyny jajowej wiekszo$¢ czastek miescita sie w zakresie
<2 uym (mediana 0,66 pm). W przypadku dyspersji lecytyny sojowej srednica czastek
zawierala sie w zakresie 1-10 ym (mediana 2,78 um). W trakcie przechowywania
w temperaturze pokojowej (6 miesiecy) nastepowaty dosc¢ istotne zmiany wtasciwosci obu
dyspersji. Z uzyciem dyfraktometrii laserowe]j obserwowano pojawianie sie coraz
wiekszych aglomeratow. Obecnos$¢ aglomeratow czgstek o wielkosci kilkudziesieciu ym
nie zostata potwierdzona w badaniach mikroskopowych, co wskazuje na ograniczenie
techniki dyfraktomerii laserowej w pomiarach czastek WDL. W trakcie wyjatawiania
dochodzito do obnizenia pH zaréwno w dyspersji lecytyny jajowej jak i sojowej do 5,8-5,9.
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Wartos¢ pH jajowej WDL ulegala niewielkiemu obnizeniu w trakcie przechowywania.
Homogenizowana dyspersja cechowata sie nizszym poczatkowym pH, ktore spadio
o ponad 1 jednostke w czasie 18 miesiecy. W sojowej WDL, réwniez tej poddanej
homogenizacji, pH ulegato nieznacznym zmianom podczas przechowywania. Mimo
pewnych zmian zachodzacych w uktadach, badania przedstawione w niniejszej pracy
wraz z doswiadczeniami, ktore wczesniej przeprowadzono w Katedrze i Zakladzie
Farmacji Stosowanej, pozwalajg stwierdzi¢ mozliwos¢ zastosowania wodnych dyspersji
lecytyny jako nosnikéw dla substancji leczniczych podawanych drogg dozylna.

Na podstawie wynikéw rozpuszczalnosci paklitakselu oraz trwalosci otrzymanych
ukladow, do badan in vivo wytypowano jajowg WDL (5%). Krélikom podawano roztwor
paklitakselu w tym nosniku (100 mg/100 ml) i poréwnano z lekiem oryginalnym Taxol
(200 mg/100 ml).

Nie zaobserwowano réznic w zachowaniu zwierzat ani po podaniu preparatow
zawierajacych paklitaksel, ani po podaniu preparatéw placebo. Nie odnotowano takze
zmian wizualnych w miejscu podawania leku, chociaz badania histopatologiczne wykazaty
zmiany, ktére nalezy jednak wigza¢ z technikg podawania preparatow. Zmiany
biochemiczne (m. in. spadek hematokrytu, stezenia hemoglobiny, ilosci erytrocytéw
i limfocytdw), charakterystyczne réwniez dla pacjentdow otrzymujacych wlew dozylny
z paklitakselem, stwierdzono jedynie po podaniu preparatow z substancijg lecznicza, przy
czym zmiany u zwierzat otrzymujacych lek oryginalny bylty nawet wieksze niz po podaniu
amorficznego paklitakselu w 5% jajowej WDL. Oznaczono nizsze stezenie paklitakselu we
krwi po podaniu roztworu paklitakselu w WDL ($r. 290 ng/ml) niz po podaniu leku Taxol
(r. 540 ng/ml). Roéznica ta, statystycznie istotha pomimo duzych rozrzutow wynikow,
dowodzi innej farmakokinetyki paklitakselu po podaniu w nosniku submikronowym.

Badanie toksycznosci ostrej na myszach wykazato, ze nowy preparat z paklitakselem
moze by¢ mniej toksyczny niz lek oryginalny. Myszy otrzymujace roztwdr amorficznego
paklitakselu w WDL przezywaly diluzej (8-18 dawek) niz myszy otrzymujace Taxol
(7-16 dawek).

Uzyskane wyniki wskazujg na realng mozliwos¢ zastosowania WDL w celu
solubilizacji paklitakselu, i zapewne innych substancji trudno rozpuszczalnych w wodzie,
w celu podania ich dozylnie. Badania in vivo nie wskazujg na wieksza toksycznosc
nowych nosnikéw niz stosowanych juz w praktyce klinicznej. Nowa posta¢ moze zmienic
kinetyke substancji, co wymaga dalszych badan. Kontynuacji wymagajg réwniez badania

nad diugoterminowg trwatoscig nosnika - WDL.
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Since paclitaxel was discovered there is considerable interest in the development of
the most suitable carrier for that drug. Paclitaxel should be administered as an
intravenous infusion but it is practically insoluble in water and the formulation suitable for
parenteral administration has to contain additional surfactants. The product should have
adequate stability. A high toxicity is the main disadvantage of the original product - Taxol.
Toxicity is caused by the presence of the main surfactant Cremophor EL that contributes
to acute hypersensitivity reactions and peripheral neuropathy. Paclitaxel is soluble in
a variety of surfactants and cosolvents but they are not allowed for aministration in
intravenous infusions. The aim of this study was to develop a new, alternative to original,
dosage form with paclitaxel for intravenous infusion. Lecithin in the form of aqueous
dispersions (WDL) was chosen as the main solubilizing agent. Until now WDL are not
used as carriers for drugs. In the Department of Pharmaceutical Technology
physicochemical properties of lecithin based carriers and their use as solubilizers for
water insoluble drugs have been investigated for several years. The main advantage of
WDL is biocompatibility and noncomplicated technology of production. Other excipients
used in experiments are components already used in parenteral medicines.

During experiments the main emphasis was put on the amorphous form of paclitaxel.
The amorphous form of the drug dissolves better and more quickly in comparison with the
crystalline one. The maximum solubility of paclitaxel was achieved 2-5 min after adding
the WDL to the amorphous drug.

The aimed drug solubility was at least 100 mg/100 ml because paclitaxel is given in
that concentration to patients. Egg and soya lecithins were chosen as the main excipients.
Lecithin is a mixture of phospholipids with phosphatidylcholine as the leading component.
For that reason lecithin is biocompatible and biodegradable substance and can be
administered intravenously (so far in the form of emulsions, liposomes and mixed
micelles). The addition of cholic acid salts enables to obtain mixed micelles. Mixed
micelles are already in clinical use. The formulations were also modified by adding: Span
80, Tween 80, Synperonic 80 (poloxamer), macrogol and benzalkonium chloride. To
receive further solubility improvement the lyophilization process of the carrier or the
formulation and also the multiple lyophilization was applied. The solubility of amorphous
and crystalline substance in lyophilized and non-lyophilized carriers was compared.

The highest paclitaxel solubility i.e. 580 mg/100 ml was achieved in formulations
composed of amorphous drug and soya lecithin dispersion (5%), unfortunately, the
concentration of dissolved drug decreased to 103 mg/100 ml when the formulation was
shaken for 24 hours. Similar solubility but better stability was obtained in analogous
formulation containing egg lecithin. After 24 hours the concentration of dissolved drug was
still high - 390-550 mg/100 ml.
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Good paclitaxel solubility was confirmed in various lecithin batches. The step of high
pressure homogenization during 5% egg WDL preparation influenced favourably the
stability of amorphous paclitaxel solution in that carrier but further investigations did not
confirm that dependence.

The solubility of paclitaxel in egg WDL stored for 6 or 18 months in ambient
temperature has changed. However, the solubility of paclitaxel in egg WDL stored at 4 °C
was not examined. Satisfactory solubility in lecithin dispersion stored in the form of
lyophilizate was not achieved.

The most promising mixed micellar formulation was composed of soya lecithin and
sodium deoxycholate (2,5-2,5%, w/w). The solubility of paclitaxel in mixed micelles was
180 mg/100 ml and did not change during 24 h. The addition of other surfactants and use
of solvents different from water did not increase sufficiently the paclitaxel solubility.

As a result of paclitaxel co-lyophilization with lecithin, lecithin and sodium
deoxycholate or lecithin and other surfactants it was demonstrated that the most beneficial
formulation was composed of egg lecithin 3% allowing for the solubility of the drug about
50 mg/100 ml. The analogous formulation with soya lecithin was not so efficient.

An attempt to further evaluate egg and soya WDL physicochemical properties was
undertaken. The dispersions were examined visually and using optical microscope. pH
values and particles diameters were also measured. EPR was used to examine the
influence of excipients and homogenization process on structural phospholipid changes.

In the autoclaved egg WDL the majority of particles had a diameter <2 ym (median
0,66 ym). In the autoclaved soya WDL the diameter of particles was in the range 1-10 ym
(median 2,78 uym). During storage in ambient temperature (18 months) significant changes
were observed. The longer the dispersions were stored the bigger agglomerates were
detected by laser diffractometry. The presence of agglomerates 20-60 um in size was not
confirmed by use of optical microscopy. This indicates that the use of laser diffractometry
for the WDL particles measurement is limited. The value of pH of both egg and soya
lecithin dispersions decreased during autoclaving to 5,8-5,9 but pH of egg WDL
decreased not much during storage. Homogenized egg WDL had lower pH than the non-
homogenized dispersion and the value decreased by 1 unit during 18 months. pH of soya
WDL, irrespective of the homogenization, changed only slightly. All results that were
obtained in Department of Pharmaceutical Technology during recent years of experiments
with lecithins allow to consider WDL as a suitable carrier for drugs that must be
administered intravenously.

Considering solubility and stability results egg WDL (5%) was chosen for the in vivo
studies in rabbits. The animals were given infusions with paclitaxel dissolved in that carrier
(100 mg/100 ml) and the results were compared with those obtained after administration
of the orginal drug Taxol (100 mg/100 ml).

10
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There was no significant difference in behaviour of rabbits receiving paclitaxel or
placebo. There were no visual changes in the place of drug application but the
histopatological studies showed tissue changes probably connected with the
administration technique. The observed biochemical changes (of haematocrit,
haemoglobin concentration, number of erythrocytes and lymphocytes) were characteristic
for patients receiving paclitaxel and they occured only after administration of paclitaxel
preparations. The changes were more intensive after orginal drug infusion than after
infusion of amorphous drug in WDL. The analyzed plasma paclitaxel concentration after
application of amorphous paclitaxel in WDL was lower (290182 ng/ml) than after Taxol
(5401262 ng/ml). This statistically important difference proves that in spite of big results
scatter the pharmacokinetic of the drug in submicron carrier may be different.

In the acute toxicity studies on mice the new dosage form with paclitaxel was similarly
or even less toxic than the orginal drug. The mice injected intraperitoneally with paclitaxel
in WDL survived longer (8-18 doses) than mice receiving Taxol (7-16 doses).

All obtained results indicate there is a real chance for the use of WDL to solubilize
paclitaxel and probably also other substances with poor water solubility in order to enable
their intravenous administration. In vivo experiments did not show the higher toxicity of the
new carriers in comparison with the formulations already used in clinical practice. The new
dosage form can influence the pharmacokinetic of the drug but this issue should be still
studied. The studies of long-term stability of the carrier - WDL should also be continued.

11



. WSTEP



Malgorzata Klunder WSTEP

1. PAKLITAKSEL - CHARAKTERYSTYKA SUBSTANCJI

Paklitaksel jest pseudoalkaloidem diterpenowym, naturalnym zwigzkiem posiadajacym
aktywnos$¢ przeciwnowotworowg. W trdjpierscieniowym ukladzie paklitakselu wystepujg
dwa pierscienie szescioczionowe i jeden o$mioczionowy. Podstawnikami, oprécz grup
hydroksylowych, sg cztery ugrupowania estrowe, przy czym rozgateziony podstawnik
w potozeniu 13 zawiera reszte benzoiloaminows i, jak stwierdzono, warunkuje w gtéwnej
mierze aktywnos¢ zwigzku [1, 2]. Drugim taksanem, obok paklitakselu, ktéry znalazt
zastosowanie w lecznictwie jest docetaksel. Substancja ta rézni sie od paklitakselu
brakiem ugrupowania acetylowego w pozycji 10 pierscienia i zmodyfikowanym fancuchem

w pozycji 13 [3-5]. Wzory strukturalne obu taksandw przedstawiajg Ryciny 1 i 2.

masa czasteczkowa 853,93
C47H51Nol4

Rycina 1. Wzor strukturalny paklitakselu.

masa czasteczkowa 861,94
C4sHs3sNO14x3H,0

Rycina 2. Wz6r strukturalny docetakselu.

13
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Paklitaksel pierwotnie otrzymywano z kory cisu amerykanskiego Taxus brevifolia
(Taxacae). Przed wiekami Grecy uwazali cis za drzewno s$mierci, a Celtowie
wykorzystywali je w celu przygotowywania trucizn do strzat. W Anglii z cisu wykonywano
wiehce pogrzebowe i wierzono, ze ten, kto stanie pod konarami tego drzewa moze
wkrotce umrzeé. Po latach okazato sie, ze ekstrakty z cisu, uzywane niegdys przez
mordercow i samobdjcow w celu niszczenia zycia ludzkiego, moga dawa¢ chorym
nadzieje na przediuzenie zycia, a nawet wyleczenie ze Smiertelnej choroby [6].

Paklitaksel odkryto w ramach programu poszukiwania nowych substancji pochodzenia
roslinnego o dzialaniu przeciwnowotworowym zorganizowanego przez National Cancer
Institute. Badania nad dziataniem wyciggu z kory cisu rozpoczeto w roku 1963. Obecnie
paklitaksel pozyskuje sie na drodze potsyntezy z prekursora bakkatyny Ill, otrzymywane;j
z igiet kilku rodzajow cis6w (w zaleznosci od regionu $wiata, gtéwnie z Taxus baccata,
Taxus brevifolia i Taxus chinensis) [1]. Udato sie takze opracowac kilka metod catkowitej
syntezy paklitakselu [4].

Paklitaksel jest krystalicznym proszkiem, koloru bialego badz jasnoszarego,
praktycznie nie rozpuszcza sie w wodzie, ale rozpuszcza sie w rozpuszczalnikach

organicznych. Jego wlasciwosci fizykochemiczne przedstawia Tabela 1.

Tabela 1. Wiasciwosci fizykochemiczne paklitakselu [7-9]

log P 7,83+0,83
temp. topnienia 216-217 C
ROZPUSZCZALNOSC
woda < 0,25 pg/ml
etanol + (ok. 39 mg/ml)
izopropanol + (ok. 12 mg/ml)
niki chlorek metylenu + (ok. 17 mg/ml)
ootz [ owso +
acetonitryl +
metanol +
tert-butanol +

+ - rozpuszcza sie

W wyniku prowadzonych prob syntezy paklitakselu z prekursorow znajdujgcych sie
w iglach cisu otrzymano wiele analogéw, z ktorych jeden, wspomniany juz docetaksel,
otrzymany na drodze péitsyntezy z niecytotoksycznego prekursora deacylobakkatyny lll,
znalazt zastosowanie w lecznictwie [10].

Docetaksel jest bialym lub prawie biatym proszkiem. Podobnie jak paklitaksel jest to
substancja silnie lipofilna, nieco lepiej rozpuszczalna w wodzie, rozpuszczalna dobrze
w alkoholach (metanolu i etanolu), chloroformie oraz DMSO [5, 10].
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Taksany w unikalny spos6b zaburzajg funkcje mikrotubul. Paklitaksel juz w niewielkim
stezeniu wigze sie z mikrotubulami, z podjednostkg B tubuliny - z N-kohcem aminokwasu
znajdujacego sie w pozycji 31. Powoduje to zmniejszenie stezenia tubuliny potrzebnej do
utworzenia mikrotubul i zwieksza szybko$c¢ jej polimeryzacji. Mikrotubule syntetyzowane
w obecnosci paklitakselu sg krétsze, znacznie bardziej elastyczne (okoto 10-krotnie),
stabilniejsze i nie ulegajg depolimeryzacji. Takie mikrotubule sg dysfunkcyjne - nastepuje
zaburzenie ich prawidiowego ukladu, niezbednego do przebiegu procesu mitozy.
Zapobiega to tworzeniu sie prawidiowego wrzeciona mitotycznego, prowadzi do
uszkodzenia chromosomow i zahamowania replikacji komorek. Pod wptywem paklitakselu
komorki zostajg zablokowane w fazie G,/M procesu mitozy i nastepuje ich $mierc.
Niektore zwigzki dzialajace przeciwnowotworowo takze powodujg zahamowanie
powstawania wrzeciona mitotycznego, jednak mechanizm tego procesu jest inny niz
w przypadku paklitakselu. Na przyktad alkaloidy barwinka rozowego (Vinca rosea,
Apocynaceae) - winblastyna i winkrystyna - sga odpowiedzialne za depolimeryzacje
mikrotubul (Rycina 3) [11-13].

chromosomy umieszczone
na wrzecionie mitotycznym

wrzeciono
mitotyczne

alkaloidy
barwinka taksany
rézowego
mikrotubule
depolimeryzacja stabilizacja
mikrotubul mikrotubul

zablokowanie cyklu komoérkowego

!

$mier¢ komorki

Rycina 3. Mechanizm blokowania podziatéw komérkowych przez taksany
oraz alkaloidy barwinka r6zowego [14].
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Aktualnie paklitaksel wskazany jest [15-17]:

jako lek I lub Il rzutu w leczeniu zaawansowanego nowotworu jajnikow:
« jako lek | rzutu nalezy go stosowac¢ w skojarzeniu z cisplatyng w dawce
175 mg/m? w ciagu 3 h lub w dawce 135 mg/m? w ciagu 24 h,
+ jako lek Il rzutu podawany jest w monoterapii w dawce 175 mg/m?w ciagu
3h,
w nowotworze piersi z zaatakowanymi weztami chtonnymi w dawce 220 mg/m?
przez 3 h jako lek wspomagajacy w terapii kombinowanej 24 h od podania
doksorubicyny, badz w skojarzeniu z trastuzumabem w dawce 175 mg/m? przez
3h,
w leczeniu nowotworu piersi z przerzutami przy nieskutecznosci terapii
kombinowanej, badz, gdy nawr6t choroby nastepuje w ciggu 6 miesiecy po
chemioterapii,
w terapii | rzutu niedrobnokomorkowego nowotworu ptuc w skojarzeniu
z cisplatyng u pacjentow niekwalifikujgcych sie do operacji chirurgicznej
i radioterapii,

w miesaku Kaposiego w terapii Il rzutu u chorych na AIDS.

Udowodniono takze skuteczno$¢ dziatania paklitakselu w nowotworach prostaty

opornych na leczenie hormonalne, nowotworach ukfadu moczowego, nowotworach

w obrebie gltowy i szyi, zotgdka, nowotworach hematologicznych, drobnokomaérkowym

raku ptuc czy raku szyjki macicy [7, 18].

W Kilinice Ginekologii i Ginekologii Onkologicznej Szpitala Akademii Medycznej

w Gdansku wszystkie pacjentki, u ktérych rozpoznaje sie raka jajnika (w roku 2006

przyjeto na oddziat ok. 200 pacjentek) otrzymujq paklitaksel jako lek | rzutu.

Paklitaksel w duzym stopniu wigze sie z biatkami osocza, ma duzg objetosé

dystrybucji oraz cechuje sie stabg penetracjg do centralnego ukiadu nerwowego.

Przypuszcza sie, ze paklitaksel moze réwniez indukowac¢ apoptoze i posiada¢ wtasciwosci

antynaczyniowe. Parametry farmakokinetyczne paklitakselu (Tabela 2) zalezg nie tylko od

dawki leku, ale takze od cech osobniczych pacjenta [19].

Tabela 2. Parametry farmakokinetyczne paklitakselu [16, 20, 21]

OKRES POLTRWANIA

OBJETOSC

(t %) KLIRENS
DYSTRYBUCJI (CL) WIAZANIE
[h] (Va) Z BIALKAMI
wim) (L/h/m?] OSOCzA
a B
0,27-0,32 3-50 11,6-24 200-700 89%-98%
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Paklitaksel eliminowany jest z organizmu poprzez metabolizm watrobowy (cytochrom
P4s0, 0dmiany CYP 2C8, 3A4). Jego zastosowanie jest niemozliwe u 0oséb z dysfunkcjami
watroby [19].

W poréwnaniu z paklitakselem, docetaksel charakteryzuje sie dtuzszym okresem
pottrwania oraz dluzej utrzymuje sie w tkankach. Aktualnie dostepny jest tylko jeden
preparat zawierajacy docetaksel - Taxotere (Sanofi-Aventis). Po podaniu Taxotere
pacjentom z rakiem piersi obserwuije sie ich diuzsze przezycie ogolne, jednak pojawia sie
wiece] niebezpiecznych dziatan niepozadanych, co tgcznie z wysokim kosztem leczenia
za pomocag docetakselu powoduje, ze lekarze czesciej decyduja sie na terapie
paklitakselem [19]. Przyblizone ceny dawki preparatow taksanéw podawanej w jednym
cyklu przedstawiajg sie nastepujaco [22]:

e Taxol - 1000 $,

» preparaty generyczne paklitakselu - 150 $,
« Abraxane - 4200 $,

e Taxotere - 2500 $.

2. PAKLITAKSEL - DROGA | SPOSOB PODAWANIA, POSTACIE
LEKU STOSOWANE W LECZNICTWIE, TOKSYCZNO SC

Mozliwos¢ zastosowania jedynie wody jako nosnika uniemozliwia podanie w formie
wlewu substancji trudno rozpuszczalnych. Aby uzyskac¢ odpowiednie stezenie paklitakselu
w celu jego podania dozylnego zastosowano solubilizacje micelarng. W preparatach
handlowych jako solubilizator czesto uzywany jest Cremophor EL.

Taxol (Bristol-Myers Squibb), pierwszy wprowadzony na rynek preparat paklitakselu,
jest bezbarwnym lub lekko zo6ttym, lepkim, bezwodnym koncentratem przeznaczonym do
rozciehczenia odpowiednim ptynem infuzyjnym przed podaniem. W 1 ml jalowego,
apirogennego koncentratu znajduje sie:

v' 6 mg paklitakselu,

v' 527 mg (50,1%, obj./obj.) Cremophoru EL
(polioksyetylenowany olej racznikowy),

v' 396 mg (49,7%, obj./obj.) bezwodnego alkoholu etylowego.

Taxol jest dostepny w wielodawkowych fiolkach zawierajgcych 30 mg (5 ml), 100 mg
(16,7 ml), 150 mg (25 ml) lub 300 mg (50 ml) paklitakselu [15].

Oprécz preparatu oryginalnego dostepne sg takze preparaty generyczne paklitakselu
(Tabela 3). Wszystkie majg posta¢ koncentratow do sporzadzania roztworu do infuzji,

w ktérych stezenie substancji leczniczej wynosi 6 mg/ml [23-26].
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Tabela 3. Preparaty paklitakselu dostepne w Polsce [23]

NAZWA HANDLOWA 5
PREPARATU PRODUCENT DOSTEPNE OBJETOSCI
) . 5ml, 16,7 ml,
Taxol Bristol-Myers Squibb 25 ml, 50 ml
Paclitaxel Pliva Krakéw AWD Pharma 5ml, 16,7 ml
Paclitaxel Mayne Mayne Pharma 5 ml, 25 ml, 50 ml

Polfa Tarchomin/

Poltaxel Bristol-Myers Squibb 5ml, 16,7 ml, 50 ml
Norton Healthcare, 5 ml. 20 ml
Paxene IVAX Pharmaceuticals UK 30 m’I 50 m’I
i Aston Lane North !
Paclitaxin Pharmachemie 5ml, 16,7 ml, 50 ml
Sindaxel S. C. Sindan-Pharma 8 ml, 20 ml, 50 ml

Wszystkie preparaty generyczne zawierajgce paklitaksel majg taki sam skfad
jakosciowy i ilosciowy w odniesieniu do substancji pomocniczych. Dodatkowo w skiad
niektérych preparatéw generycznych wchodzi bezwodny kwas cytrynowy (2 mg/ml),
petniacy role stabilizatora uktadu.

W Polsce zarejestrowano takze Paclitaxel WZF (Warszawskie Zakilady
Farmaceutyczne Polfa), liofilizat do sporzadzania koncentratu do infuzji. W fiolce znajduje
sie 30 mg liofilizatu, a w amputce 10 ml rozpuszczalnika (mieszanina Cremophoru EL
i etanolu bezwodnego). Mimo uzyskanej rejestracji, z powodu braku odpowiedniej linii
produkcyjnej, nie uruchomiono jego produkcji.

Unikatowym preparatem, ktéry zostat wprowadzony na rynek w 2005 roku, jest
Abraxane, liofilizat, z ktérego bezposrednio przed podaniem przygotowuje sie
nanozawiesine. Dokladng charakterystyke preparatu przedstawiono w Rozdziale 4.

Aby uzyska¢ koncowe stezenie paklitakselu w zakresie od 0,3 mg/ml do 1,2 mg/ml,
Taxol, tak jak i inne koncentraty, nalezy rozciencza¢ (od 5 do 20 razy) jednym
Z nastepujacych ptynéw infuzyjnych:

- 0,9% roztworem chlorku sodu,

- 5% roztworem glukozy,

- 5% roztworem glukozy z 0,9% roztworem chlorku sodu,
- 0,9% roztworem glukozy w roztworze Ringera.

Paklitaksel jest najczesciej podawany w dawkach 135 mg/m? lub 175 mg/m? w 24-
lub 3-godzinnej infuzji, powtarzanej co 3 tygodnie, chociaz czasami stosuje sie wyzsze
dawki i dtuzszy okres wlewu. Maksymalna dawka tolerowana paklitakselu podawanego
w 3-godzinnym wlewie wynosi 225-240 mg/m? (37,5-40 ml koncentratu), jednak takiej

dawce towarzyszy znaczny spadek cisnienia [15, 17, 27].
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Objawy niepozadane po podaniu preparatu Taxol najczeSciej dotycza ukiadu
krazenia, uktadu pokarmowego, oddechowego, nerwowego, zmian skoérnych i zmian
w obrazie krwi [15, 17, 28, 29]. Dziatania niepozadane wynikajg nie tylko z obecnosci
paklitakselu, ale réwniez (dotyczy to gtownie nadwrazliwosci) z obecnosci Cremophoru
EL. Wiasciwosci tego solubilizatora opisano w Rozdziale 3. W celu zredukowania reakcji
nadwrazliwosci wszyscy pacjenci przed podaniem paklitakselu powinni otrzymac
premedykacje. Premedykacja polega na podaniu kortykosteroidéw, lekow
przeciwhistaminowych i antagonistow receptora H,. Pacjenci otrzymujg np. 20 mg
deksametazonu doustnie na 12 i 6 godzin przed rozpoczeciem leczenia, 50 mg
difenhydraminy dozylnie oraz 300 mg cymetydyny lub 50 mg ranitydyny dozylnie na 30 do
60 minut przed podaniem paklitakselu [15, 17].

Przy stosowaniu odpowiedniej premedykacji reakcje nadwrazliwosci sg zwykle
tagodne (zaczerwienienie twarzy, wysypka na skorze, skrécenie oddechu), jakkolwiek
powazne reakcje (niedocisnienie wymagajace leczenia, dusznos¢ wymagajaca lekow
rozszerzajgcych oskrzela, obrzek naczynioruchowy lub uogdlniona pokrzywka) mogq
wystepowa¢ nawet, gdy zostala zastosowana premedykacja. Nalezy wowczas
natychmiast zaprzesta¢ podawania paklitakselu [15, 17].

Ze wzgledu na mozliwos¢ wystapienia powaznych reakcji nadwrazliwosci po podaniu
preparatu, leczenie paklitakselem powinno by¢ prowadzone w warunkach zapewniajgcych
mozliwo$¢ podjecia intensywnej terapii wspomagajgcej. Paklitaksel powinien by¢
podawany pod nadzorem lekarza wyspecjalizowanego w prowadzeniu chemioterapii
przeciwnowotworowej.

Podczas rozcienczania, podawania oraz wykonywania innych czynnosci zwigzanych
ze stosowaniem paklitakselu nalezy przestrzega¢ aktualnie obowigzujgcych zalecenh
dotyczacych pracy z lekami cytostatycznymi. Podobnie jak w przypadku innych lekéw
przeciwnowotworowych, podczas przygotowywania i stosowania paklitakselu nalezy
zachowa¢ szczeg6lng ostroznosé. Rozcienczanie koncentratu i przygotowywanie
roztworéw do wlewu dozylnego powinno by¢ wykonane przez personel odpowiednio
wyszkolony, w warunkach aseptycznych i w przeznaczonych do tego pomieszczeniach.
Tak jak wszystkie preparaty przeznaczone do podawania pozajelitowego, roztwory
paklitakselu nalezy przed zastosowaniem obejrze¢ - roztwory z widocznym osadem lub
stragtami odrzuca sie. Roztwory powinny by¢ takze obserwowane w trakcie przetaczania.
W przypadku pojawienia sie widocznych zmian w preparacie nalezy przerwaé¢ wlew
[15, 17, 27].

Po pierwszym pobraniu koncentratu z fiolki wielodawkowej, pozostaly w fiolce preparat
mozna przechowywa¢ w warunkach oswietlenia i temperatury pokojowej nie dtuzej niz
28 dni. Wiasciwe przygotowanie roztworu do infuzji pozwala na zachowanie chemicznej,
mikrobiologicznej, a przede wszystkim fizycznej stabilnosci przez 27 h (wliczajac rowniez

19



Malgorzata Klunder WSTEP

czas przygotowania i podawania), w warunkach o$wietlenia i temperatury pokojowej.
Pojawiajg sie doniesienia o wystepowaniu precypitacji podczas ostatnich etapow
podawania preparatu Taxol we wlewie 24-godzinnym (réwniez w przewodach do
podawania leku). Aby unikng¢ tego zjawiska zaleca sie jak najszybsze podanie preparatu
po rozcienczeniu oraz unikanie nadmiernego wzburzania, wstrzgasania, czy potrzgsania
[15, 27]. Nie nalezy zamrazac¢ roztworéw otrzymanych z koncentratu [15].

Trwato$¢ gotowego preparatu jest ograniczona ze wzgledu na tendencje do
precypitacji w wodnym nosniku, zwlaszcza przy stezeniu paklitakselu powyzej 0,6 mg/ml
[7]. Z tego powodu roztwér preparatu Taxol powinien by¢ podawany dozylnie przez
zestaw zawierajacy filtr o srednicy porow nie wiekszej niz 0,22 pym [15, 17]. Nie
zaobserwowano istotnej utraty aktywnosci leku w trakcie przetaczania roztworu preparatu

Taxol przez zestaw do wlewu dozylnego z filtrem [27].

3. CREMOPHOR EL - CHARAKTERYSTYKA | TOKSYCZNO SC
SUBSTANCJI

Polioksyetylenowany olej racznikowy - Cremophor EL (Rycina 4) - jest niejonowym
zwigzkiem amfifilnym i jednym z nielicznych zwigzkéw powierzchniowo czynnych

dopuszczonych do stosowania w lekach pozajelitowych.

CH,-0-(CH,-CH-0),-C0-0-(CH,),-CH=CH-CH,-CHOH-(CH, )5 -(CH)

HC-0-(CH,-CH,-0), -CO-0-(CH, ),-CH=CH-CH, -CHOH-(CH,)5-CHj

CH,-0-(CH,-CHj, - 0),-CO-0-(CH,); -CH=CH-CH,-CHOH-(CH, )5 -CH
(x+y+2z~35)

Rycina 4. Wz6r strukturalny Cremophoru EL.

Cremophor jest wykorzystywany do solubilizacji nie tylko paklitakselu, ale rowniez
tenipozydu, cyklosporyny A, czy takrolimusu. W przypadku paklitakselu dawka
Cremophoru EL wynosi az 12 ml/m?, natomiast w innych lekach do 5,5 ml/m? [30]. Po
podaniu dawki 175 mg/m? dajace sie oznaczy¢ stezenie Cremophoru EL w osoczu
utrzymuje sie przez 24 h od podania preparatu [31].

FDA (Food and Drug Administration) dopuszcza maksymalne stezenie Cremophoru
EL w preparatach do wstrzykiwan do 65% [32]. LDsg Cremophoru po podaniu dozylnym
u psow wynosi 0,64 g/kg, a u myszy 2,5 g/kg [31].

Oprécz Cremophoru najczesciej stosowanymi  substancjami  zwiekszajacymi
rozpuszczalnos¢ sa: polisorbat 80, estry kwasow tluszczowych i sorbitanu - Span,
fosfolipidy, deoksycholan sodu oraz poloksamer. Wsrdd tych zwigzkéw Cremophor jest
najsilniejszym solubilizatorem, lecz odznacza sie najwieksza toksycznoscig i wywotuje

liczne dzialania niepozadane. Do najczestszych nalezg: reakcje nadwrazliwosci - od
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pokrzywek do petnoobjawowego wstrzasu anafilaktycznego. Sg one spowodowane
wytwarzaniem przeciwciat IgE oraz uwalnianiem histaminy na drodze bezposredniej.
Cremophor EL moze spowodowaé uwolnienie histaminy i spadek ciSnienia juz w ciggu
10 minut po jego podaniu dozylnym [7, 28, 33].

Mimo swojej toksycznosci Cremophor jest czesto jedyng alternatywg dla substanciji
wymagajacych podania dozylnego, ale stabo rozpuszczalnych w wodzie. Trudno znalezé
zwigzek o mniejszej toksycznosci i podobnych wilasciwosciach solubilizujgcych, ktoéry
jednoczes$nie zapewniatby uzyskanie preparatu o odpowiedniej trwatosci. W celu
zwiekszenia rozpuszczalnosci docetakselu udato sie wykorzysta¢ inny, bezpieczniejszy
solubilizator - polisorbat 80. Preparat handlowy stanowi koncentrat do przygotowania
roztworu do wlewu dozylnego - roztwoér docetakselu w polisorbacie 80 (40 mg/ml).

Olej racznikowy sklada sie gtéwnie z glicerydéw kwasu rycynooleinowego,
izorycynooleinowego, stearynowego i dihydroksystearynowego. Polioksyetylenowany olej
rgcznikowy stanowi grupe zwigzkéw otrzymywanych w wyniku reakcji tlenku etylenu
z olejem racznikowym lub uwodornionym olejem racznikowym. Najbardziej popularna
nazwa handlowa tych zwigzkéw to Cremophory. Cremophorami okresla sie nie tylko estry
poliooksyetylenoglicerolu z kwasami tluszczowymi, ale i etery polioksyetylenoglikolu
z alkoholami tluszczowymi. Poszczegdlne typy Cremophoréw réznig sie iloscig jednostek
tlenku etylenu w czasteczce [34].

Cremophor EL jest biatawa, lepka cieczg o masie czasteczkowej ok. 3 kD. Wybrane
wiasciwosci fizyczne Cremophoru EL przedstawia Tabela 4. Otrzymuje sie go w wyniku
reakcji oleju racznikowego z tlenkiem etylenu w stosunku 1:35 [34]. Giéwnym sktadnikiem
jest oksyetylenowany 35 czgsteczkami tlenku etylenu rycynooleinian glicerolu. Pozostate
sktadniki hydrofobowe to estry kwasu tluszczowego i glikolu polioksyetylenowego oraz
niezmieniony olej racznikowy. Czes¢ hydrofilowa sklada sie z glikoli polioksyetylenowych
i etoksylowanego glicerolu [35].

Tabela 4. Wiasciwosci fizyczne Cremophoru EL [35, 36]

KRYTYCZNE NAPIECIE
cesToss i Leprose JIZENE s powtiiions TSHETRALES
ROZTWORU 0,1%
(CMC)
105106 oo 650800 (oo 4o, 409 1620 °C

g/cm? mPaxs mN/m

Z powodu obecnosci solubilizatora, ktory ma zdolnos¢ do wyptukiwania z opakowan
plastyfikatora - hepatotoksycznych ftalanéw, paklitaksel musi by¢é podawany

w opakowaniach pozbawionych PCV.
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Cremophor znacznie zmienia farmakokinetyke paklitakselu. Farmakokinetyka leku
umieszczonego w micelach, a przez to mniej dostepnego do dystrybucji tkankowej,
metabolizmu i wydalania zo6tciowego, jest nieliniowa, podczas gdy farmakokinetyka
paklitakselu w preparacie pozbawionym Cremophoru jest liniowa [37, 38]. Rowniez
docetaksel, do ktérego solubilizacji wykorzystano polisorbat 80, cechuje sie liniowg
farmakokinetyka [19].

Badania dowiodly, ze sam Cremophor moze potegowac dziatanie cytotoksyczne
paklitakselu w wyniku zablokowania cyklu komdérkowego (w inny sposob niz paklitaksel)
oraz odwrodcenia genotypowej odpornosci na lek. Nie ma jednak pewnosci, czy osiggane
podczas wlewu roztworu z paklitakselem stezenie Cremophoru jest wystarczajace, aby
mogt on dziata¢ w ten sposob [38].

Cremophor EL zmienia gestos¢ lipoprotein o duzej gestosci (HDL) i moze wywotac
hiperlipidemie. Substancja powoduje zmiane ksztattu erytrocytéw oraz limfocytow 24 h po
podaniu leku. 48 h od podania leku krwinki odzyskujg swoj fizjologiczny ksztatt [39].
Neuropatia obwodowa spowodowana zniszczeniem i demielinizacjg aksondw jest réwniez
prawdopodobnie spowodowana przez Cremophor, poniewaz paklitaksel nie ma
wlasciwosci przenikania do obwodowego ukiadu nerwowego. Neuropatie stwierdzono
u 25% pacjentdéw otrzymujacych roztwér cyklosporyny A, takze zawierajgcy Cremophor
EL. Z kolei po podaniu roztworu docetakselu, zawierajgcego polisorbat zamiast
Cremophoru, czesto$¢ wystepowania neuropatii zmniejszyta sie 10-krotnie. Za neuropatie
odpowiedzialne sa prawdopodobnie obecne w Cremophorze resztkowe ilosci
nienasyconych kwasow tluszczowych oraz powstajgce podczas produkcji Cremophoru

inne etoksylowane pochodne oleju rgcznikowego [33].

4. ALTERNATYWNE POSTACIE LEKU DLA PAKLITAKSELU

Od chwili odkrycia paklitakselu trwajg poszukiwania najkorzystniejszej dla niego
postaci leku. Ze wzgledu na swojg skutecznos¢ substancja ta jest coraz czesciej i chetniej
stosowanym lekiem przeciwnowotworowym. Niestety, jak opisano powyzej, dziatania
niepozadane Cremophoru EL ograniczajg czesto zastosowanie paklitakselu. Gtownym
celem prac jest wyeliminowanie z uktadu Cremophoru EL. Aktualnie badania nad nowg
postacig dla paklitakselu majg na celu [7, 40]:

« zwiekszenie rozpuszczalno$ci substancji w wyniku zastosowania
wspotrozpuszczalnikdw lub utworzenia emulsiji,

« modyfikacje struktury czasteczki substancji - zastosowanie analogéw i prolekow,

«» tworzenie kompleksow, np. z cyklodekstrynami,

+ zastosowanie nanonosnikow - liposomow, miceli, nanoczastek,

% tworzenie koniugatow z biatkami i polisacharydami,

< tworzenie form “depot” - implanty, zele i pasty do implantacji, mikrosfery.
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W Tabeli 5 przedstawiono uktady, ktore aktualnie sg w trakcie badan klinicznych.

Tabela 5. Preparaty paklitakselu w fazie badan klinicznych [41-44]

MAKSYMALNA
PRNEgng:TU ZASTOSOWANIE B'ZADZ:N DAWKA CZAS PODANIA
TOLEROWANA
PROLEKI
= : czerniak z przerzutami Il 1100 mafm? co 3 ¢ iv.
axoprexin mg/m” co 3 tyg.
NSCLC I 2h
nabtonkowy rak jajnika m
rak w obrebie jamy otrzewnowej .
2 i.v.
Xyotax rak piersi u mezczyzn 233 mg/m” co 3 tyg. 10 min
nawracajacy rak piersi Il
stadium IV raka piersi
ANALOGI
BMS 2 i.v.
184476 ) 60 mg/m* co 3 tyg. 1h
nowotwory u 0séb dorostych
DJ 27 mg/m®co 3t doustnie
927 g yg-
BMS zaawansowany lub przerzutowy . 2 - -
275183 NSCLC il 200 mg/m* co 7 dni doustnie
. doustnie
Ortataxel nowotwory leczone lekiem Il 75 mg/m? co 3 tyg. 5 dni lub
oryginalnym i v.1h
rak piersi
zaawansowany rak piersi Il
RPR MBC 2 iv.
60 mg/m* co 3 tyg.
109881A stadium IV raka piersi 1h
MBC I
rak piersi u mezczyzn
UKEAD MICELARNY
Genexol rak trzustki (stadium Ill, IVA, IVB) 2 i V.
PM nawracajacy rak trzustki I 300 mg/m* co 3 tyg. 3h
ZEL
) o objetosc )
e rak trzustki, przetyku, piersi, I Ode\_Nia(?aj_qca 30% podame
NSCLC objetosci guza, w okolice guza
stezenie leku 6 mg/g
LIPOSOMY
. stadium Ill'i IV raka przetyku
Llposolmte ’ gruczolak przetyku Il ,
encapsulate nawracaiacy rak przelvku 2 i. v. przez
paclitaxel - - Jacy p y 175 mg/m* co 3 tyg. 45-60 min
(LEP) poréwnanie tolerancji preparatu |
z lekiem oryginalnym
EMULSJA
o . . i. V.
Tocosol rak piersi 11 brak informacji 15 min
MIKROSFERY
nawracajacy nabtonkowy rak W oEglcijgmeuza
Paclimer jajnika oraz nowotwory w obrebie brak informacji Iul;% 9
jamy otrzewnowej dootrzewnowe

NSCLC (Non-Small Cell Lung Cancer) - niedrobnokomérkowy rak ptuc

MBC (Metastatic Breast Cancer) - rak piersi z przerzutami
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Zaletami preparatow znajdujacych sie w trakcie badan klinicznych sa, w zaleznosci od
postaci leku, m. in. krétszy czas wlewu, mniejsze prawdopodobienstwo pojawienia sie
objawéw nadwrazliwosci, mielosupresji czy fysienia. Nowe preparaty mogq zapewnic
pacjentom wiekszy komfort leczenia oraz umozliwi¢ leczenie za pomocqg paklitakselu
nowych rodzajéw nowotworow. Aktualnie nie ma jednak dowodow na to, ze gwarantujg
wiekszg przezywalnos¢ chorych niz stosowany lek oryginalny Taxol [41]. Nie zawsze
udaje sie catkowicie wyeliminowa¢ toksyczny solubilizator, ale w nowoprojektowanych
preparatach dazy sie do zmniejszenia jego stezenia.

Proby uzyskania trwatego preparatu paklitakselu w postaci koniugatu z biatkami
zakonczyly sie sukcesem i zaowocowaty wprowadzeniem w 2005 roku przez FDA (Food
and Drug Administration) na rynek w Stanach Zjednoczonych pierwszego innowacyjnego
preparatu paklitakselu w postaci nanosuspensji - Abraxane (Abraxis BioScience).
Preparat ten nie zawiera Cremophoru EL w swoim skladzie. Uklad jest przygotowywany
przez cisnieniowg homogenizacje paklitakselu w obecnosci albuminy ludzkiej w stezeniu
3-4%, czyli podobnym do stezenia albuminy we krwi. W ten sposéb otrzymuje sie
koloidalng nanosuspensje. Wielkos¢ nanoczastek miesci sie w granicach 130-150 nm, co
wynosi ok. 1/100 S$rednicy erytrocytu. Uktad ten nie zawiera Zzadnych
wspotrozpuszczalnikéw ani  solubilizatoréw. Ponadto zaobserwowano, ze czastki
nanosuspensji wykazujg tendencje do gromadzenia sie w okolicy guza i lek przechodzi do
zmienionych nowotworowo tkanek. Abraxane jest pierwszym chemioterapeutykiem, ktory
wykorzystuje receptor gp60 (albondin) - posrednig droge w $cianie komorek
endotelialnych mikropecherzykdéw guza - by osigagna¢ zwiekszone stezenie leku w obrebie
nowotworu. Receptory gp60 sg specyficzne dla albuminy i raz aktywowane pozwalajg na
transport komplekséw z albuminami przez bariere $cian naczyn krwionosnych do tkanek
nowotworowych.

Abraxane produkowany jest w postaci liofilizatu zawierajagcego w fiolce 100 mg
paklitakselu, ktory zawiesza sie w 20 ml 0,9% roztworu chlorku sodu bezposrednio przed
podaniem pacjentowi. Rozpuszczalnik do fiolki dodaje sie powoli, po Sciankach, aby
unikng¢ pienienia. Po jego dodaniu pozostawia sie zawartos¢ fiolki na 5 min w celu
doktadnego zwilzenia liofilizatu, a nastepnie delikatnie miesza przez ok. 2 min. Preparat
jest trwaly 8 h od przygotowania. Pacjent otrzymuje paklitaksel w postaci preparatu
Abraxane w dawce 260 mg/m? Obliczong objeto$é zawiesiny (ok. 90 ml) pobiera sie
i dostrzykuje do pustego, jalowego worka wykonanego z PCV i podaje pacjentowi
w 30-minutowym wlewie dozylnym. Zawiesina powinna by¢ mleczna i homogenna. Brak
w skiladzie Cremophoru EL eliminuje koniecznos¢ zastosowania premedykacji oraz
niebezpieczenstwo wyptukiwania ftalanéw z opakowan lub zestawdéw do przetaczania.
Juz badania przedkliniczne dowiodty, ze paklitaksel podany w postaci preparatu Abraxane

charakteryzuje sie lepsza biodystrybucja i diuzszym czasem biologicznego péitrwania,
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a jego stezenie w tkankach guza jest wieksze o ok. 33% w poréwnaniu ze standardowym
preparatem paklitakselu. W chwili obecnej Abraxane w poréwnaniu z lekiem oryginalnym
jest wskazany tylko w leczeniu nowotworu piersi z przerzutami przy nieskutecznosci
terapii kombinowanej, badz, gdy nawr6t choroby nastepuje w ciggu 6 miesiecy po
chemioterapii [31, 45-47].

W Il'i Il fazie badan klinicznych znajdujg sie dwa preparaty zawierajgce paklitaksel
w formie proleku. Sg to Taxoprexin i Xyotax. Taxoprexin, to ukfad, w ktérym paklitaksel
jest kowalencyjnie zwigzany 2z naturalnym kwasem tluszczowym - kwasem
dekozaheksaenowym (DHA). Zaprojektowano go tak, aby spetnial funkcje proleku
i kumulowat sie przede wszystkim w tkance guza. Maksymalne stezenie paklitakselu
w preparacie gotowym do podania pacjentowi moze wynosi¢ 8 mg/ml (dla poréwnania
Taxol i leki generyczne - 1,2 mg/ml, a Abraxane - 5 mg/ml) i podaje sie go przez 2 h
(dozylnie, co 21 dni). W uktadzie wystepuje Cremophor EL i etanol bezwodny (w stosunku
takim samym jak w preparacie Taxol, 1:1, obj./obj.), jednak w ilosci 5 razy mniejszej niz
w leku standardowym. Stezenie paklitakselu w tkance guza po podaniu proleku jest 21
razy wyzsze niz we krwi. Preparat jest mniej toksyczny niz lek standardowy, a dzialania
niepozadane wystepuja w mniejszym stopniu. Uklad cechuje sie lepsza aktywnoscig
przeciwnowotworowa. Czas biologicznego poftrwania leku w tkance guza wynosi 240 h,
podczas gdy okres biologicznego pottrwania paklitakselu podawanego w formie preparatu
Taxol jest 15 razy krotszy - srednio 16 h [48, 49].

Duze nadzieje wigze sie rowniez z preparatem Xyotax (paclitaxel polyglumex),
w ktorym paklitaksel tworzy koniugat z biodegradowalnym, rozpuszczalnym w wodzie
polimerem kwasu glutaminowego (aminokwasu wystepujacego w organizmie). Utworzona
makroczasteczka ma mase ok. 80 000 Da i zawiera 37% paklitakselu (wag./wag.).
Koniugat ten umozliwia uzyskanie wiekszej rozpuszczalnosci paklitakselu. Lek w takiej
formie lepiej penetruje do tkanek guza, przez diuzszy okres przebywa w zmienionym
chorobowo miejscu, w mniejszym stopniu dziata na inne tkanki i w pierwszej kolejnosci
jest wychwytywany przez komérki guza, a nie przez pompe wielolekowa. Dzieki zdolnosci
kwasu poliglutaminowego do zwiekszenia rozpuszczalnosci silnie hydrofobowych
czasteczek, preparat Xyotax nie zawiera Cremophoru EL. Pozwala to na skrécenie czasu
infuzji (10 min) i eliminuje koniecznos¢ stosowania premedykacji [50, 51].

Utworzenie odpowiednich analogéw paklitakselu stwarza mozliwos¢ uzyskania
zwigzkéw lepiej rozpuszczalnych w wodzie, wykazujgcych mniej dziatan niepozadanych
i wiekszg skuteczno$¢ dziatania przeciwnowotworowego. Analog BMS-184476 otrzymano
przez zastgpienie grupy hydroksylowej w pozycji 7 ugrupowaniem eterowym
- metylotiometylowym. Spowodowato to zwiekszenie rozpuszczalnosci paklitakselu
i pozwolito na 5-krotne zredukowanie zawartosci Cremophoru EL w ukfadzie

w poréwnaniu z iloscig solubilizatora obecnego w Taxolu. Analog ten zaréwno
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w badaniach in vitro jak i in vivo wykazuje wiekszg site dziatania niz lek oryginalny i jest
skuteczny w przypadkach nowotworow opornych na paklitaksel [52, 53]. Z kolei analog
RPR 109881A jest potsyntetycznym taksanem o zblizonym do docetakselu mechanizmie
dziatania. Charakteryzuje sie szerokim spektrum dziatania zarébwno w nowotworach
wrazliwych jak i opornych na docetaksel. Analog ten posiada zdolnos¢ przenikania przez
bariere krew-mdzg. Stanowi to szanse na zastosowanie tej substancji m. in.
w nowotworach mézgu. W ukfadzie zawierajgcym RPR 109881A jako rozpuszczalnika
uzyto roztworu polisorbatu 80. Preparat ten wymaga stosowania premedykaciji [54].

Znajdujace sie w fazie badan klinicznych analogi DJ-927, BMS-275183 [55] oraz
Ortataxel [56] moga by¢ podawane droga doustna. Ortataxel jest skuteczny
w nowotworach opornych na dziatanie paklitakselu. Zwigzek ten charakteryzuje sie
mniejszg toksycznoscig w poréwnaniu z paklitakselem i wiekszym spektrum dziatania.
Preparat mozna podawa¢ zaréwno doustnie jak i dozylnie. Po podaniu dozylnym
Ortataxel wykazuje podobng site dzialania do paklitakselu. DJ-927 jest skuteczny
w przypadkach nowotworow opornych na paklitaksel. Zaobserwowano wiekszg
skutecznos¢ dziatania zaréwno w poréwnaniu z paklitakselem jak i docetakselem. Profil
farmakokinetyczny zwiazku jest zblizony do dostepnych aktualnie na rynku taksanow, ale
wchianianie nastepuje réwniez po podaniu doustnym. Lek wykazuje diugi czas pottrwania.
Mozliwos¢ podania doustnego eliminuje koniecznos¢ zastosowania toksycznych nosnikéw
i niebezpieczehstwo reakcji nadwrazliwosci [41].

Preparatem paklitakselu o przedtuzonym dziataniu jest OncoGel zawierajacy 6 mg/g
paklitakselu. Lek podawany jest lokalnie, w postaci wstrzykniecia bezposrednio do guza.
Objetos¢ wstrzyknietego preparatu stanowi 30% objetos$ci guza. Lek mozna aplikowac
zarbwno w szpitalu jak i w domu pacjenta. OncoGel pozwala unikng¢ dziatan
niepozadanych i toksycznych, jakie wigzg sie z dozylnym podaniem leku. Pojedyncza
aplikacja OncoGelu zapewnia wysokie stezenie leku w nowotworze przez diuzszy okres
czasu, z minimalng dystrybucja leku do innych narzadéw. Zel uwalnia substancje czynng
w sposéb ciagly przez 6 tygodni, w wyniku dyfuzji substancji w polimerze kwasu
mlekowego i glikolowego oraz glikolu polietylenowego. Zastosowane polimery ulegajg
biodegradacji, co eliminuje konieczno$¢ chirurgicznego usuwania nosnika. OncoGel
przeznaczony jest do leczenia nowotworéw nieoperowalnych oraz u zle rokujgcych
pacjentow, nietolerujagcych dalszej, dozylnej terapii przeciwnowotworowej. OncoGel
produkowany jest w strzykawkach o pojemnosci 2,5 ml, zawierajgcych 1,2 ml preparatu
[42, 43].

W celu uzyskania dziatania zlokalizowanego w obrebie nowotworu zaprojektowano
mikrosfery z paklitakselem (Paclimer). Mikrosfery zbudowane sg z biodegradowalnego
polimeru fosfoestrowego (p(DAGP-EOP)) i zawierajg 10% paklitakselu. Badania in vitro

wykazaly, ze paklitaksel jest powoli uwalniany z mikrosfer (ponad 80% dawki po
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80 dniach), natomiast badania in vivo dowodzg wiekszej skutecznosci
przeciwnowotworowej Paclimeru w poréwnaniu do roztworu z Cremophorem i etanolem
[57, 58]. Gtownym sktadnikiem mikrosfer jest polimer kwasu mlekowego juz stosowany
w lecznictwie jako element mikrosfer podawanych drogg pozajelitowg (np. Lupron Depot
(TAP Pharmaceutical Products)).

W preparacie Genexol-PM jako nosnik dla paklitakselu zastosowano micele
z biodegradowalnego polimeru metoksypolietylenoglikolu z polimerem kwasu
D,L-mlekowego (mPEG-PDLLA). Dzieki tej postaci trzykrotnie wzrosta maksymalna
tolerowana dawka paklitakselu (dawka $miertelna LDsy, wzrosta ponad 25-krotnie)
i zwiekszyla sie biodystrybucja leku do réznych tkanek, m. in. do watroby, sledziony,
nerek i pluc [38, 44]. W badaniach in vivo zaobserwowano wiekszg aktywnosc
przeciwnowotworowg w porownaniu z lekiem standardowym. Poniewaz jest to ukitad
pozbawiony Cremophoru EL, mozliwe jest podanie pacjentom wyzszych dawek leku bez
zwiekszania toksycznosci.

Aby zmniejszy¢ toksycznosc preparatu z paklitakselem sprébowano, wzorujac sie na
ukladzie z doksorubicyng, zaprojektowa¢ liposomy jako nosnik dla paklitakselu
(LEP - liposomal-encapsulated paclitaxel). W badaniach przedklinicznych ukfad
prezentowat zdolno$¢ do zmiany dziatania wielolekowej pompy u ludzi oraz podobng
aktywnosc¢ przeciwnowotworowg w badaniach na myszach. Przed podaniem leku stosuje
sie rutynowg premedykacje, jednak stwierdzenie jej celowosci oraz ocena mozliwosci
pojawienia sie dziatlan niepozadanych wymagajq dalszych badan [41].

W 2007 r. planuje sie wprowadzenie do lecznictwa preparatu TOCOSOL - emuls;ji
submikronowej, ktdrej gtownym sktadnikiem jest witamina E. Preparat zawiera m. in.
zwigzek bedacy inhibitorem P-glikoproteiny [41, 59]. Wysoka rozpuszczalno$¢ leku w tym
nosniku (1000 mg/100ml) pozwoli na skrocenie czasu wlewu do 15 min, a brak
toksycznego Cremophoru ograniczy dziatania niepozadane i pozwoli na podanie znacznie
wyzszych dawek leku pacjentom. W badaniach Kklinicznych stwierdzono mozliwosé
podawania co 1 lub 3 tyg. dawki trzykrotnie wyzszej w pordwnaniu z preparatem Taxol
[113]

5. SOLUBILIZACJA SUBSTANCJI LECZNICZEJ W CELU PODAN |A
DOZYLNEGO - WYMAGANIA | METODY

Wiele substancji leczniczych wymaga zastosowania substancji pomocniczych,
rozpuszczalnikbéw lub solubilizatorow, w celu zwiekszenia rozpuszczalnosci aktywnego
sktadnika i uzyskania odpowiedniej trwato$ci fizycznej roztworu. Forma roztworu wodnego
jest warunkiem podania leku we wlewie dozylnym. Podstawowe sposoby zwiekszania
rozpuszczalnosci obejmujg [60, 61]:

- utworzenie soli,
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- uzyskanie odpowiedniego pH, w ktérym dana substancja ulega rozpuszczeniu,

- uzycie wspotrozpuszczalnikow,

- uzycie substancji powierzchniowo czynnych,

- uzycie zwigzkéw kompleksujacych.

Bardzo czesto taczy sie ze sobg kilka z wymienionych metod. Istnieje tez mozliwosé
uzyskania emulsji submikronowej lub liposomdw, chociaz liposomy sg giéwnie stosowane
w celu uzyskania odpowiedniej farmakokinetyki leku, a nie zwiekszenia rozpuszczalnosci
[61, 62].

Nieodpowiedni dobdr substanciji pomocniczych (przede wszystkim surfaktantow) moze
powodowac grozne dla pacjenta reakcje uboczne - hemolize krwinek, wytracenie leku
w momencie kontaktu z krwig, zapalenie zyt, b6l w miejscu podania, a nawet zagrozenie
zycia w wyniku wstrzasu czy silnego toksycznego dziatania substancji pomocniczych
[63-65]. Im wyzsze stezenia wspotrozpuszczalnikbw i zwigzkéw powierzchniowo
czynnych, tym wieksze niebezpieczenstwo pojawienia sie dziatan ubocznych.

Idealny preparat do podania dozylnego powinien stanowi¢ roztwor wodny i izotoniczny
wzgledem plyndw ustrojowych, o pH ok. 7. Jezeli substancja nie ulega rozpuszczeniu
w neutralnym pH, w pierwszej kolejnosci podejmuje sie probe zwiekszenia
rozpuszczalnosci poprzez zmiane pH roztworu i/lub dodanie wspoétrozpuszczalnikéw
- mieszajacych sie z woda, organicznych cieczy. Istotng role petni tutaj znajomosc¢ statej
dysocjacji substancji (pKap). W niektérych przypadkach, gdy mamy do czynienia
z substancjg stabo dysocjujaca, rozwigzaniem jest utworzenie dobrze rozpuszczalnej soli.
Uzyskanie roztworu soli stabego kwasu lub zasady jest mozliwe tylko
w Srodowisku o odpowiednim pH. Zmiana pH, np. w czasie rozcienczania, moze
spowodowac cofniecie dysocjacji i wytrgcenie z roztworu stabego kwasu lub zasady [68].
Wartos¢ pH ukfadow podawanych w formie szybkiego wstrzyknigcia (tzw. bolusa)
powinna miesci¢ sie w granicach od 2 do 12, natomiast pH wlewow dozylnych moze
wynosi¢ od 2 do 10, lecz nie moga to by¢ uktady buforowane [67].

Potagczenie dwoch metod - modyfikacji pH uktadu i  zastosowanie
wspotrozpuszczalnikébw -  jest bardzo  skutecznym  sposobem  zwiekszenia
rozpuszczalnosci substancji stabo rozpuszczalnych w wodzie. Tabela 6 przedstawia
najczesciej stosowane wspotrozpuszczalniki w preparatach pozajelitowych stosowanych
w lecznictwie. Sa to etanol, glicerol, makrogol i glikol propylenowy.
W preparatach do wstrzykiwan etanol moze stanowi¢ maksymalnie ok. 20% ukiadu,
a inne rozpuszczalniki organiczne - maksymalnie ok. 50%. W przypadku wlewéw
dozylnych stezenie w/w rozpuszczalnikdw organicznych nie powinno przekracza¢ ok.
10%, chociaz istniejg wyjatki, np. stezenie glicerolu w roztworach infuzyjnych moze

wynosi¢ maksymalnie ok. 15%, a dimetyloacetamidu maksymalnie ok. 3% [67].
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Tabela 6 przedstawia rowniez najczesciej stosowane surfaktanty. Surfaktanty sg

uzywane do zwiekszania rozpuszczalnosci zwigzkéw najtrudniej rozpuszczalnych
w wodzie. Zwiekszenie rozpuszczalnosci uzyskuje sie przy stezeniu surfaktantu powyzej

krytycznego stezenia micelarnego (CMC), warunkujgcego tworzenie miceli.

Tabela 6. Surfaktanty i rozpuszczalniki organiczne wystepujgce najczesciej w preparatach
pozajelitowych [24, 27, 61]

A0S WPREPATMCE | onocs  sussTNGH
SUBSTANCJA HANDLOWYM FOIRENA N PODANIA LECZNICZA
0 PACJENTOM
(%] 9
(%]

Cremophor EL 51 <10 wlew dozylny paklitaksel
Cremophor RH 60 20 <0,08 wlew dozylny takrolimus
dimetyloacetamid 6 <3 wlew dozylny tenipozyd

<6 podskaornie dihydroergotamina
etanol 5-80 <10 domiesniowo fenytoina
<10 wlew dozylny paklitaksel
dozylnie,
. <15 domiegsniowo, dihydroergotamina
glicerol 15-32 podskérnie
<25 wlew dozylny idarubicyna
N-metylo-2-pirolidon o .
(Pharmasolv) 100 100 podskaornie leuprolid
PEG 300 <60 <50 domigsniowo, metokarbamil
bolus
<18 domiesniowo lorazepam
PEG 400 18-67 @ P
<9 bolus lorazepam
4 domiesniowo chlordiazepoksyd
12 domiesniowo witamina A
polisorbat 80 0,075-100 © .
<04 bolus amiodaron
<2 wlew dozylny docetaksel
<80 domiesniowo lorazepam
glikol propylenowy 10-80 <68 bolus fenobarbital
<6 wlew dozylny | medroksyprogesteron
50 50 dozylnie ropanidid
Solutol HS 15 < . p 8 )
7 7 dozylnie witamina K;

Bardzo czesto stosuje sie mieszaniny rozpuszczalnikbéw i surfaktantéw, w celu

uzyskania odpowiedniej trwaloSci preparatu oraz stezenia rozpuszczonej substancji

leczniczej.

Przyktady preparatébw zawierajgcych

trudno

substancje lecznicze przedstawiajg Tabele 7 i 8 [24, 27, 61, 68].

rozpuszczalne w wodzie
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Tabela 7. Wybrane solubilizowane produkty lecznicze zawierajgce wode [24, 27, 61, 68]

SUBSTANCJA LECZNICZA SKEAD SPOSOB METODA ZWIEKSZENIA
PRODUKT/PRODUCENT PODANIA ROZPUSZCZALNOSCI
chlorowodorek 50 mg/ml staba zasada
amiodaronu polisorbat 80 10% dovinie (pH<pKa),
Cordarone alkohol benzylowy 2% Y wspotrozpuszczalnik,
(Wyeth-Ayrest) pH 4,1 micele
liofilizat 50 mg
HSPC* 18 mg/ml
DSPG** 7 mg/ml
amfoterycyna B cholesterol 4 mg/ml _ .
AmBisome dozylnie liposomy
(Gilead) o-tokoferol 0,05 mg/ml
sacharoza 75 mg/ml
bursztynian sodu 2 mg/ml
pH 5-6
5 mg/ml domiesniowo,
i dozylnie -
. glikol propylenowy 40% yin
dlazgpam alkohol etylowy 10% CREIAAT . .
Valium Ikohol b | 1 5% przez wspotrozpuszczalnik
(Roche) el BE oy &ote rozgatezienie
kwas benzoesowy boczne
pH 6-7 w trakcie wlewu
0,25 mg/ml
. likol propylenowy 40%
digoksyna 9 8 - .
Lanoxin alkohol etylowy 10% dozylnie 3-5 min wspétrozpuszczalnik

(GlaxoSmithKline)

fosforan sodu 0,17%
kwas cytrynowy 0,08%

domiesniowo

pH 6,8-7,2
. 50 mg/ml
fenobarbital sodowy glikol propylenowy 40% T staby kwas
Nembutal A (pH>pKa)
alkohol etylowy 10% dozylnie . )
(Abbott) pH 9,5 wspotrozpuszczalnik
. . 50 mg/ml
sol sodovx_/a fe_nytomy glikol propylenowy 40% domiesniowo, staby kwas
Dilantin (pH>pKa)
(Elkins-Sinn) cllgehiel ey bolus wspotrozpuszczalnik
pH 10-12,3
. 10 mg/ml
itrakonazol
Sporanox hydroksypropylo-p-cyklodekstryna o kompleks
. 40% dozylnie .
(Ortho Biotech likol propvienowy 2.5% z cyklodekstrynami
and Janssen) 9 propy! Yy 2o
pH 4,5
1-2 pg/mi
polisorbat 20 4 mg/ml
kalcytriol askorbinian sodu 10 mg/mi
Calcijex chlorek sodu 1,5 mg/ml bolus micele
(Abbott) wersenian disodowy 1,1 mg/ml
fosforan sodu 9,2 mg/ml
pH 6,5-8
propofol 10 mg/ml
Plofed olej sojowy 100 mg/ml
(Polfa Warszawa) glicerol 22,5 mg/ml dozylnie, bolus emulsja
Diprivan lecytyna jajowa 12 mg/mi
(Astra Zeneca) (wersenian disodowy)
worykonazol liofilizat 200 mg kompleks
(\é;iezréc:) sulfobutyloetgg—(?-r%klodekstryna domiesniowo 2 cyklodekstrynami

* HSPC - uwodorniona fosfatydylocholina sojowa
** DSPG - distearoilofosfatydyloglicerol
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Tabela 8. Bezwodne koncentraty do rozciericzania w plynie infuzyjnym [24, 27, 61, 68]

SUBSTANCJA LECZNICZA SKEAD SPOSOB
PRODUKT/PRODUCENT PODANIA
cyklosporyna 50 mg/ml .
Sandimmun Cremophor EL 65% d(;%/lnhle
(Novartis) alkohol etylowy 35%
docetaksel 40 mg/ml dozylnie
Taxotere olisorbat 80 1h
(Sanofi Aventis) P
20 mg/ml
PEG 300 60%
etopozyd alkohol etylowy 30% o
VePesid polisorbat 80 8% Sozyinie.
(Bristol-Myers Squibb) alkohol benzylowy 3%
kwas cytrynowy 2 mg/ml
pH 3-4
paklitaksel 6 mg/ml o
Taxol Cremophor EL 51% 3 ﬂolﬁ)gnzli h
(Bristol-Myers Squibb) alkohol etylowy 49%
takrolimus 6 mg/ml
Prograf Cremophor RH 60 20% dozylnie
(Astellas Pharma) alkohol etylowy 80%
50 mg/ml
. Cremophor EL 50%
te\r}fgzﬁd alkohol etylowy 42% dozylnie
dimetyloacetamid 6% 30-60 min

(Bristol-Myers Squibb) alkohol benzylowy 30 mg/ml

pH 5 (kwas maleinowy)

Alternatywg dla zwigzkéw stabo rozpuszczalnych w wodzie jest podjecie proby
zastosowania zwigzkéw kompleksujgcych. W tym celu stosuje sie a-cyklodekstryny oraz
cyklodekstryny modyfikowane - hydroksypropylo-B-cyklodekstryne i sulfobutyloeter-p-
cyklodekstryne, ktore charakteryzujg sie wiekszymi zdolnosciami solubilizacyjnymi [66,
67]. Przykladowe produkty handlowe zawierajgce modyfikowane cyklodekstryny
przedstawiono w Tabeli 7.

6. LECYTYNA JAKO SUBSTANCJA POMOCNICZA W LEKACH
POZAJELITOWYCH ORAZ WODNE DYSPERSJE LECYTYNY
(WDL)

Ws$rdd  substancji pomocniczych stosowanych w technologii postaci leku tylko
nieliczne uwaza sie za bezpieczne po podaniu droga dozylng. Jedng z najwazniejszych
jest lecytyna - substancja pochodzenia naturalnego, otrzymywana z soi lub zottka jaj
kurzych na drodze ekstrakcji. Lecytyna stanowi ztozong mieszanine fosfolipidéw [35, 36].

Fosfolipidy to zwigzki, ktére powstaja w wyniku estryfikacji glicerolu pochodnymi
kwasu fosforowego przy trzecim atomie wegla, podczas gdy pierwszy i drugi atom wegla

potaczony jest wigzaniem estrowym z fancuchem acylowym kwaséw ttuszczowych. Kwas
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fosforowy moze by¢ zwigzany z choling, etanoloaming, seryna, inozytolem, fosforanem
inozytolu, glicerolem lub estrami glicerolu. W zaleznosci od rodzaju zwigzku potaczonego
z kwasem fosforowym oraz kwaséw tluszczowych powstajg rézne rodzaje fosfolipidéw
[35, 69].

USP 30/NF 25 opisuje lecytyne jajowg jako mieszanine nierozpuszczalnych
w acetonie fosfolipidow, skiladajacg sie gtownie z fosfatydylocholiny (Rycina 5),
fosfatydyloetanoloaminy, fosfatydyloseryny i fosfatydyloinozytolu oraz innych substanciji
(triglicerydéw, kwasow tluszczowych 1 weglowodandéw). Frakcja nierozpuszczalna

w acetonie stanowi nie mniej niz 50% substanc;ji [70].

IISHQ—OOCR'
R"COO—IISH 0 .
1l
CHz —O—IT'—O—CI—&CI—&N{CH;)g
o

Rycina 5. Wzor strukturalny fosfatydylocholiny (R', R" - reszty kwaséw tluszczowych).

Przy pierwszym weglu glicerolu wystepuja przede wszystkim nasycone
i jednonienasycone kwasy tluszczowe (palmitynowy, stearynowy, oleinowy), natomiast
przy drugim atomie wegla glicerolu - zazwyczaj reszty kwasOw wielonienasyconych
(linolowego, linolenowego). Fosfolipidy lecytyny z zo6ltek jaj zawierajg mniejsza (17%)
w poréwnaniu z lecytyng sojowa (62%) ilos¢ reszt acylowych wielonienasyconych kwaséw
tluszczowych, co powoduje, ze sg bardziej odporne na procesy utleniania. Sg réwniez
bogatsze w reszty nasyconych kwaséw tluszczowych: palmitynowego (33%)
i stearynowego (14%) oraz jednonienasyconego kwasu oleinowego (27%). W lecytynie
sojowej zawartos¢ tych kwasow tluszczowych wynosi odpowiednio: 15%, 3% oraz 12%
[69, 71, 72]. Udziat poszczeg6lnych typéw fosfolipidow w lecytynie jajowej i sojowej

przedstawia Tabela 9 oraz Zatgczniki 1 i 2.
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Tabela 9. Przykladowa zawartosc¢ [%] fosfolipidow w lecytynie [69, 71, 72]

LECYTYNA SOJOWA JAJOWA
fosfatydylocholina 33 66-76
fosfatydyloetanoloamina 14 15-24
fosfatydyloinozytol 16 -
fosfatydyloseryna 0,4 1
kwas fosfatydowy 6 -
sfingomielina - 3-6
lizofosfatydylocholina 0,9 3-6
lizofosfatydyloetanoloamina 0,2 3,6

Fosfolipidy sg gtéwnym elementem strukturalnym bton komdrkowych, a takze bion
cytoplazmatycznych wielu organelli komérkowych, np. mitochondriow. Wystepuja we
wszystkich komorkach ustroju i odgrywaja wazng role w podstawowych procesach
zyciowych komorki, determinujgc przepuszczalnos¢ i ptynnos¢ bton. Przez wigzanie
rybosoméw ze strukturami membranowymi wywierajg takze wptyw na replikacje DNA
i biorg udziat w syntezie biatek. Fosfolipidy skupiajac sie na powierzchni kompleksow
lipoproteinowych stabilizujg je w Srodowisku wodnym, jakim jest osocze. Ponad potowe
fosfolipidéw osocza stanowi fosfatydylocholina. Stezenie fosfolipidéw w osoczu zmienia
sie na ogot w zaleznosci od zmian stezenia cholesterolu catkowitego, lecz proporcja
fosfolipidéw do cholesterolu catkowitego zwykle wynosi ok. 1,1 (wag./wag.). Fosfolipidy sg
réwniez surfaktantem pecherzykéw plucnych oraz odgrywajag wazng role
w trawieniu i wchianianiu tluszczéw pokarmowych (gtéwnie fosfatydylocholina).
Fosfatydylocholina, jako skiladnik zéici, posredniczy w tworzeniu miceli ttuszczowych
w swietle jelita. Poniewaz fosfolipidy stanowig integralng czes¢ biton i uczestniczg
w trawieniu, procesy ich syntezy oraz metabolizmu sg naturalnymi zjawiskami
zachodzacymi w organizmie [73].

Pochodzenie i stopien oczyszczenia lecytyny ma decydujacy wplyw na wiasciwosci
fizyczne oraz skiad substancji [36, 74]. Lecytyna moze mie¢ postac od lepkiej, potptynnej
masy do proszku, co moze by¢ zwigzane z zawartoscig wolnych kwasow ttuszczowych.
Zabarwienie lecytyny zmienia sie od brgzowego do jasnozéitego, w zaleznosci od
pochodzenia substancji oraz stopnia jej utlenienia. W wyniku kontaktu z powietrzem
nastepuje szybki proces utleniania, ktéry powoduje, ze barwa substancji staje sie
ciemniejsza. Lecytyna praktycznie nie ma zapachu, jest substancjg higroskopijng, ulega
rozkladowi w skrajnych warunkach pH oraz pod wptywem mikroorganizméw. Podczas
ogrzewania utlenia sig, ciemnieje i rozktada sie. Lecytyna pochodzenia roslinnego ma

tagodny, lekko orzechowy smak, przypominajacy olej sojowy. Lecytyna jest rozpuszczalna
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w alifatycznych i aromatycznych weglowodorach, halogenowych weglowodorach, olejach
mineralnych i kwasach tluszczowych. Praktycznie nie rozpuszcza sie w zimnych olejach
roslinnych i zwierzecych, rozpuszczalnikach polarnych i w wodzie. Poszczegoélne rodzaje
lipidow i fosfolipidbw mozna rozdzieli¢ wykorzystujgc ich réznice w rozpuszczalnosci
w rozpuszczalnikach organicznych (m. in. acetonie, etanolu, eterze etylowym,
chloroformie, toluenie czy heksanie), np. fosfatydylocholina jest nierozpuszczalna
w acetonie, co pozwala odrézni¢ jg od innych rodzajéw fosfolipidéw [36, 74, 75].

W produktach leczniczych lecytyna jest stosowana jako:

v/ substancja pomocnicza w preparatach podawanych droga pozajelitowg
(emulsje, liposomy, mieszane micele, zawiesiny),

v/ wspomagajaca substancja lecznicza lub suplement diety (drazetki, kapsuiki,
tonik), np. Vita Buerlecithin (Altana) - tonik, drazetki, Lecithin 1200 (Ortis)
- kapsuiki, Essentiale Forte (Nattermann, Sanofi-Aventis) - kapsuiki,

v" emulgator oraz sktadnik w preparatach do kapieli pielegnacyjno-leczniczych
oraz w kremach, np. Balneum Intensiv (Hermal Kurt Herrmann),

v' substancja dyspergujagca i promotor wchianiania substancji leczniczej
z czopkow,

v skiadnik aerozoli oraz preparatéw podawanych w zaburzeniach oddychania
u noworodkéw, np. Aeromax (GlaxoSmithKline), Infasurf (Forest
Pharmaceuticals).

Lecytyna jest podstawowym skladnikiem emulsji, liposoméw oraz roztworow
micelarnych.

Emulsje typu o/w od kilkudziesieciu lat sg stosowane z dobrym skutkiem w zywieniu
pozajelitowym. Sa to, m. in. Abbolipid (Abbott), ClinOleic, Intralipid, Ivelip (Baxter),
Omegaven, Lipovenos (Fresenius-Kabi), Lipofundin MCT (Braun) [24, 76, 77]. Preparaty
te sg dobrze tolerowane, a pacjenci otrzymujg do 6 g lecytyny dziennie, nawet
w dlugotrwalym zywieniu pozajelitowym. Standardowa emulsja skiada sie z oleju
sojowego lub stonecznikowego (najczesciej w stezeniu 10% lub 20%), wody, lecytyny
jajowej (emulgator w stezeniu 1,2% lub rzadziej 2,4%) oraz glicerolu lub ksylitolu
(substancja doprowadzajaca do izotonii). Emulsje te moga by¢ takze wykorzystane jako
nosniki substancji trudno rozpuszczalnych lub nierozpuszczalnych w wodzie. Wsrod
emulsji thuszczowych sg preparaty zawierajgce witaminy rozpuszczalne w tluszczach, np.
Vitalipid (Fresenius Kabi) lub anestetyki, np. propofol - Plofed (Polfa Warszawa), Diprivan
(Astra Zeneca), etomidat - Etomidat-Lipuro (Braun), a takze diazepam - Diazepam-Lipuro
(Braun). Substancje lecznicze musza odznaczac¢ sie dobrg rozpuszczalnoscig w fazie
olejowej, co niestety nie zawsze jest cechg substancji lipofilnych. W przypadku etomidatu
posta¢ emulsji pozwolita na zmniejszenie dziatania draznigcego zyl, przy niezmienionej
farmakokinetyce i farmakodynamice [78].
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Poza emulsjami, drugg formg leku zbudowang z lecytyny sg liposomy. Liposomy
stanowig  uniwersalny nosnik zaréwno dla  substancji  hydrofilowych jak
i lipofilowych (Rycina 6).

& &Qﬁ}l&%ﬂm@f Charakter Sposéb i miejsce lokalizacii
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Rycina 6. Schemat liposomu i lokalizacja inkorporowanych substancji leczniczych [79].

Liposomy to kuliste pecherzyki wielkosci 0,01-1,0 pm, ktérych rdzeniem jest
mikrokropelka wody, a otoczkg podwdjna warstwa fosfolipidow lub wielokrotnosé¢ tej
warstwy. Zamkniecie czasteczki leku w liposomach zmienia czesto jego farmakokinetyke,
co stanowi podstawe tzw. terapii celowanej, dzieki czemu mozliwe jest ograniczenie
toksycznosci leku i zwiekszenie skutecznosci dziatania [78, 80]. Terapia celowana moze
da¢ szczegolnie korzystne efekty w leczeniu chordb nowotworowych [7]. Liposomy nie
tworzg sie wylacznie z lecytyny. Pecherzyki liposomalne powstaja w obecno$ci
cholesterolu lub innych dodatkowych surfaktantéw. Niestety, zawiesina liposoméw ulega
destabilizacji z powodu wymiany fosfolipidow pod wplywem lipoprotein osocza (przede
wszystkim HDL), a takze moze nastgpi¢ wychwyt liposoméw przez makrofagi. Aby
przediuzy¢ czas krgzenia liposoméw w krwiobiegu pokrywa sie ich powierzchnie
hydrofilowymi polimerami (np. polioksyetylenoglikolem o m. cz. ok. 2000). Sg to tzw.
Stealth® liposomy (doksorubicyna - Doxil oraz Caelyx (Alza)) [81, 82]. Do produkcji
liposoméw uzywa sie takze syntetycznych fosfolipidéw, jak np. w szczepionce
zawierajacej inaktywowane wirusy zapalenia watroby typu A (HAVpur (Chiron Behring))
[78, 83, 84].

Pomimo, ze fosfolipidy lecytyny majg charakter zwigzkéw powierzchniowo czynnych,
nie sg samodzielnie wykorzystywane do solubilizacji micelarnej substancji leczniczych,
gldwnie z tego powodu, ze same nie rozpuszczajg sie w wodzie. Mieszane micele sg
postacig leku otrzymang przy pomocy dwodch surfaktantéw - fosfolipidow

(fosfatydylocholiny) oraz kwasow zétciowych. Sole kwasdéw zétciowych w tych uktadach
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zapewniajg stabilno$¢ miceli i solubilizujg nierozpuszczalne w wodzie fosfolipidy [85]. Ich
zdolnos¢ solubilizacyjna w stosunku do fosfatydylocholiny sojowej wzrasta w kolejnosci:
cholan sodu < deoksycholan sodu < glikocholan sodu [86]. Mimo Zze sole kwaséw
z6lciowych charakteryzujg sie silnymi wiasciwosciami hemolitycznymi, dzieki interakcji
z fosfolipidami wolna frakcja soli kwasow zo6tciowych ulega obnizeniu i wkasciwosci te sg
ograniczone. Lecytyna sojowa, ktéra w przeciwienstwie do lecytyny jajowej zawiera
W swojej czasteczce dlugie, nienasycone tancuchy kwasow ttuszczowych, tworzy wieksze
micele i bardziej utatwia rozpuszczanie substancji leczniczej. Zdolno$¢ solubilizujgca tych
ukladow zalezy od rodzaju fosfolipidow i soli kwaséw zOfciowych tworzacych micele,
stosunku molowego skfadnikéw lipidowych, stezenia mieszanych miceli, pH, sity jonowej
i temperatury uktadu oraz struktury chemicznej rozpuszczanej substancji [85, 87].
Aktualnie w lecznictwie dostepne sg 4 preparaty zawierajgce mieszane micele utworzone
przez fosfolipidy lecytyny sojowej i kwasy zoétciowe: witamina K - Konakion MM (Roche),
preparat wielowitaminowy - Cernevit (Baxter), diazepam - Valium MM (Roche), fosfolipidy
stanowigce substancje leczniczg w uszkodzeniach watroby - Essentiale N (Nattermann,
Sanofi-Aventis) [24, 78]. W stosunku do liposoméw mieszane micele posiadajg te
przewage, ze ze wzgledu na rozmiary czgstek (20 - 100 nm) nie sg wychwytywane przez
uktad siateczkowo-srodbtonkowy (RES - Reticulo-Endothelial System) [7].

Trwajg tez proby uzyskania nowych struktur fosfolipidowych, np. w formie sferycznych
czastek o strukturze plastra miodu, z zamknietym wewnatrz roztworem substancji
leczniczej. Stosujac odpowiednie lipidy mozna kontrolowa¢ czas uwalniania leku
(DepoCyt, DepoPur (SkyePharma)) [88, 89].

Lecytyna nie rozpuszcza sie w wodzie, lecz tworzy dyspersje. Do tej pory
w lecznictwie nie zastosowano jako nosnika substancji leczniczej wodnej dyspersji
lecytyny - uktadu o nieskomplikowanej technologii wytwarzania, skfadajgcego sie tylko
z biozgodnych skiadnikow: wody, lecytyny oraz glicerolu (substancji doprowadzajgcej do
izotonii). Prowadzone od kilku lat w Katedrze i Zakladzie Farmacji Stosowanej AMG
badania nad wodnymi dyspersjami wskazujg na realne szanse ich zastosowania jako
nosnikéw dla lekéw podawanych drogg pozajelitowa, mimo iz struktura tych uktadéw nie
jest doktadnie poznana. Prowadzone aktualnie badania, ktére wchodza w zakres
niniejszej pracy, majg na celu blizsze poznanie whasciwosci fizykochemicznych oraz
biologicznych tych ukladow.

Wiasciwosci termodynamiczne uwodnionych fosfolipidéw zaleza od struktury
czgsteczek i skfadu dyspersji, m. in. dilugosci tancucha weglowodorowego, obecnosci
wigzan nienasyconych, miejsca przylaczenia kwasu tluszczowego do glicerolu.
Ro6znorodne struktury mozna uzyska¢ poprzez zmiane temperatury. Przejscia fazowe

mozna regulowac takze przez kontrole pH lub przez dodatek innych substanciji [66].
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W wyniku badan zjawiska polimorfizmu lipidéw powstata koncepcja ksztattu
molekularnego, wedtug ktérej réznym czasteczkom mozna przypisa¢ rézne ksztaity
- zalezne od stosunku powierzchni przekroju poprzecznego polarnej “gtéwki” do przekroju
poprzecznego obszaru hydrofobowych fancuchow alkilowych. Rycina 7 przedstawia
sposdb upakowania w strukturach lipidowych, w tym réwniez fosfolipidowych,

w zaleznosci od ksztattu czasteczki lipidu [66].

Rycina 7. Model geometryczny pokazujgcy sposob upakowania czgsteczek
w micelach, odwréconych micelach i strukturach blaszkowatych.

W celu ilosciowego opisania ksztaltu czasteczki lipidowej wprowadzono parametr
upakowania (PP) [90]:
\%

PP=—
ax|

V - objetos¢ czesci hydrofobowej czasteczki
a - powierzchnia przekroju poprzecznego czesci polarnej czasteczki
| - dtugos¢ czesci hydrofobowej czasteczki.

W zaleznosci od ksztattu i upakowania polarnej czesci lipidu oraz kwaséw zotciowych
wchodzacych w sklad makroczasteczki, mogg powstawacé rdézne struktury lipidowe:

dwuwarstwa lipidowa, micele lub odwrécona faza heksagonalna H, (Tabela 10) [66].
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Tabela 10. Parametr upakowania i wynikajgce z niego struktury agregatéw lipidowych

[91, 92]
PARAMETR PREFEROWANE
UPAKOWANIA LIPIDY KSZT?_%;ISSOV?ET]ECZKI FORMY
(PP) STRUKTURALNE

£
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ptaska warstwa
podwadjna
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fosfatydyloseryna (pH<4)

kwas fosfatydowy odwrécony Sciety stozek odwrécone micele
cholesterol

>1

J : -
=
)
o

Przyktadowe struktury, jakie moga tworzy¢ fosfolipidy przedstawia réwniez Rycina 8.

Fosfatydylocholina (PC) zawierajgca nasycone kwasy tluszczowe o 15-22 atomach
wegla cechuje sie relatywnie duzym polimorfizmem. W zakresie temperatur 10 °C - 80 °C
ulega trzem przemianom fazowym: L, — Lg — Pg — Lo Przypuszcza sig, ze dodatkowo
pomiedzy faza Pp i L, pojawia sie metastabilna dodatkowa faza Pp™'. Podczas
ochtadzania dyspersji fosfatydylocholiny zawierajacej dwa fancuchy weglowodorowe,
kazdy po 16 atomow wegla (PC 16:0/16:0), nastepuje przejscie Lg — L. i zmiana utozenia
tancuchow weglowodorowych z uktadu quasi-heksagonalnego do romboidalnego. Czas
potrzebny na przemiany zalezy od dlugosci fancuchéw weglowodorowych i wynosi ok.
30 min dla PC 16:0/16:0 oraz ponad 1,5 roku dla PC 20:0/20:0. Dla nasyconych
kwasow tluszczowych temperatura przemian fazowych rosnie wraz z dtugoscig tancucha
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Rycina 8. Schemat faz lamelarnych wystepujgcych w wodnych uktadach fosfolipidéw [93].

weglowodorowego w czasteczkach fosfolipidow. Obecno$¢ wigzania podwdjnego
w fancuchu weglowodorowym, szczegoOlnie w konformacji cis, powoduje obnizenie
temperatury przemian fazowych [93, 94].

Rodzaj tancuchow acylowych wchodzacych w sktad fosfolipiddw wyznacza ich
temperature przejscia fazowego [80, 95-97]. Ponizej temperatury przejScia fazowego
fosfolipidy pozostajg w fazie stalej, zwanej fazg zelu krystalicznego, a ich tancuchy
acylowe sg $cisle upakowane. Powyzej tej temperatury lipidy przechodza w faze ciektego
krysztalu, a ich tancuchy acylowe ulegajg dezorganizacji. Czasteczki lipidow moga wtedy
wykonywac szybkie ruchy w ptaszczyznie warstwy lipidowej [74, 92]. Wyznaczono srednie

temperatury przemian fazowych dla lecytyny pochodzenia naturalnego. Dla lecytyny
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z z6hka jaja kurzego temperatura przejscia z fazy zelu do ciektego krysztalu wynosi
-5,8+6,5 °C, natomiast po uwodornieniu lecytyny sojowej temperatura wzrasta do 52 °C
[93].

Pomimo réznorodnosci teoretycznych struktur jakie tworzg fosfolipidy (Rycina 8)
brakuje w piSmiennictwie doniesiefr o strukturach wykrywanych w dyspersjach lecytyny

w wodzie.
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Celem pracy bylo otrzymanie nowej postaci leku z substancjg przeciwnowotworowg
- paklitakselem - przeznaczonej do podania we wlewie dozylnym. Staba rozpuszczalnosé
wielu substancji leczniczych w wodzie ogranicza mozliwos¢ ich zastosowania dozylnie
i wcigz trwajg poszukiwania substancji pomocniczych, ktére zwiekszatlyby ich
rozpuszczalnos¢ w wodzie - jedynym rozpuszczalniku dopuszczonym do podawania we
wlewie dozylnym. Przeprowadzone badania mialy na celu uzyskanie roztworu
solubilizowanego paklitakselu. Substancja ta dostepna jest aktualnie w lecznictwie
w postaci preparatu Taxol i jego odpowiednikéw. Sg to koncentraty do sporzadzania
roztworu do wlewu dozylnego, tworzone z uzyciem solubilizatora Cremophoru EL. Ten
surfaktant odpowiedzialny jest za dziatania niepozadane leku. Aby zredukowaé
wystepujace reakcje nadwrazliwosci, wszyscy pacjenci przed podaniem roztworow
paklitakselu otrzymujg premedykacje, co stanowi niedogodnos¢ tej terapii. Z tego powodu
celowe jest poszukiwanie innego sposobu zwiekszania rozpuszczalno$ci paklitakselu
w wodzie.

Poniewaz wprowadzenie do lecznictwa nosnika z nowg substancjg pomocniczg moze
trwa¢ nawet 10 lat, zatozono, ze nowy ukifad bedzie zawierat tylko substancje juz
stosowane w produktach leczniczych podawanych pozajelitowo. Nowa posta¢ leku
z paklitakselem powinna odpowiada¢ wymaganiom stawianym ptynom dozylnym pod
wzgledem pH, cisnienia osmotycznego oraz jatlowosci. Forma fizyczna nowego ukiadu
powinna umozliwia¢ zastosowanie we wlewie dozylnym, dlatego brano pod uwage tylko
forme roztworu, dyspersji micelarnej lub emulsji submikronowej.

Jako podstawowg substancje pomocniczg petnigca role solubilizatora dla paklitakselu
wybrano lecytyne jajowa i sojowa. Ze wzgledu na swoj sklad i obecnos¢ gtéwnego
sktadnika - fosfatydylocholiny - we wszystkich btonach komérkowych, lecytyna uwazana
jest za biozgodng i bezpieczng substancjag w preparatach podawanych dozylnie.
Fosfolipidy sg juz skladnikami stosowanych w lecznictwie emulsji, liposoméw oraz
mieszanych miceli i w niektérych przypadkach mogg ogranicza¢ toksycznos¢ leku lub
innych substancji pomocniczych.

Przedmiotem badan w niniejszej pracy jest przede wszystkim bezpostaciowa forma
paklitakselu. Modyfikacja formy fizycznej substancji ma duzy wplyw na jej
rozpuszczalnos¢. Dzieki opracowanej metodzie otrzymywania bezpostaciowej formy
paklitakselu uzyskano juz jego zwiekszong rozpuszczalnos¢ w pewnych nosnikach
(0,45 mg/ml), a wyniki tych doswiadczen sg przedmiotem patentu [94]. Zatozono, ze
stezenie paklitakselu w nowym preparacie do wlewu dozylnego powinno by¢ zblizone do
stosowanego aktualnie w lecznictwie (ok. 100 mg/100 ml), a nowy ukfad powinien
charakteryzowac¢ sie przynajmniej 24-godzinng trwatoscig fizykochemiczng pozwalajacg

na podanie leku pacjentowi.
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Oprocz whasciwego doboru substancji pomocniczych i postaci leku, przeprowadzone
badania mialy réwniez na celu modyfikacje metod otrzymywania tych postaci, tak by bylo
mozliwe otrzymanie stabilnych preparatow. Jako podstawowg technike modyfikujacg
uktady zastosowano liofilizacje.

Celem przeprowadzonych badan bylo ponadto uzyskanie informacji na temat
wlasciwosci fizycznych nowych nosnikow, w ktorych, szczegdlnie podczas wyjatawiania
termicznego oraz przechowywania, mogg zachodzi¢ zmiany strukturalne wptywajace na
ich zdolnosci solubilizacyjne.

Nowe nosniki wymagajg oceny ich toksycznosci. Dodatkowo nalezy pozna¢ ich wplyw
na kinetyke substancji leczniczej. Z tego wzgledu wazny etap miaty stanowi¢ badania
in vivo na zwierzetach. Zdecydowano, ze uktad, ktéry zapewni rozpuszczalnosé
paklitakselu 100 mg/100 ml i bedzie charakteryzowat sie trwatoscig co najmniej 24 h
zostanie podany zwierzetom, a nastepnie poréwnany z lekiem dostepnym w lecznictwie.
Konieczne sg tez badania toksycznosci ostrej i tolerancji miejscowej nowych preparatow.
Obecnos¢ w ukiadach czastek koloidalnych moze spowodowaé wystgpienie urazéw
nabtonka, a z drugiej strony moze zmniejszy¢ toksycznos¢ paklitakselu na skutek zmiany

farmakokinetyki.
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1. ODCZYNNIKI, MATERIALY | APARATURA

1.1. Odczynniki i rozpuszczalniki

Acetonitryl (Merck, Darmstadt, Niemcy)

Alkohol etylowy bezwodny 99,8% (POCH, Gliwice)

Azot

Bufor fosforanowy (0,067 mol/l) pH 7,4 o skladzie:

- sodu diwodorofosforan bezwodny 1,6 g

- sodu wodorofosforan bezwodny 7,6 g

- woda do 1000,0 ml

Chlorek benzalkoniowy (FeF Chemicals, Kage, Dania)

0,9% roztwor chlorku sodu do wstrzykiwan (Polfa Lublin, Lublin)
Cremophor EL - polioksyetylenowany olej racznikowy (Fluka Chemie, Buchs,
Szwajcaria)

Deoksycholan sodu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)

Diazepam (otrzymano z Warszawskich Zaktadow Farmaceutycznych Polfa)
1,4-dioksan (Merck, Darmstadt, Niemcy)

Faza do chromatografii paklitakselu (% obj.):

- acetonitryl 57

- metanol 5

- woda 38

Faza do chromatografii paklitakselu ekstrahowanego z krwi krolikow
(% obj.):

- acetonitryl 35

- metanol 25

- woda 40

Glicerol 86% (POCH, Gliwice)

Lipoid E8O - lecytyna jajowa (Lipoid, Ludwigshafen, Niemcy) - Zatgcznik 1
Lipoid EPC - fosfatydylocholina (Lipoid, Ludwigshafen, Niemcy)

Lipoid S100 - lecytyna sojowa (Lipoid, Ludwigshafen, Niemcy) - Zatgcznik 2
Metanol cz.d.a. (POCH, Gliwice)

Metanol do chromatografii (HPLC) (POCH, Gliwice)

Octan etylu do chromatografii (HPLC) (Merck, Darmstadt, Niemcy)
Paklitaksel (otrzymano z Warszawskich Zaktadéw Farmaceutycznych Polfa)
PEG 6000 - makrogol/glikol polietylenowy (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)
Sodu diwodorofosforan bezwodny cz.d.a. (POCH, Gliwice)

Sodu wodorofosforan bezwodny cz.d.a. (POCH, Gliwice)
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Span 80 - monooleinian sorbitanu (Sigma-Aldrich, Steinheim, Niemcy)
Synperonic F68 - poloksamer/kopolimer polietylenoglikolu
i polipropylenoglikolu (4:1) (Serva Electrophoresis, Heidelberg, Niemcy)

Taxol - koncentrat do przygotowania roztworu do wlewu dozylnego (6 mg/ml)
(Bristol-Myers Squibb, Nowy Jork, USA)

TEMPOL -  4-hydroksy-2,2,6,6-tetrametylo-1-piperydyno-1-oksyl  (Alexis
Biochemicals, Lozanna, Szwajcaria)

Tween 80 - polisorbat 80/monooleinian polioksyetylenosorbitanu (Sigma-
-Aldrich, Steinheim, Niemcy)

Woda oczyszczona przez wymiane jonowg i odwrocong osmoze (Elix 3,
Millipore, Bedford, USA)

1.2. Materialy

Filtry membranowe z octanu celulozy o srednicy poréw 0,8 pm (Sartorius,
Goettingen, Niemcy)

Filtry membranowe ,strzykawkowe” jalowe z mieszanych estrow celulozy
Millex-GS Millipore o srednicy porow 0,22 ym (Millipore, Bedford, USA)

Igty jednorazowe jatowe typu Luer 0,7 x 30 mm (Becton Dickinson, Heidelberg,
Niemcy)

Infuzor LV 2 ml/h (Baxter, Warszawa)

Kaniula dozylna 0,8 x 25 mm (Becton Dickinson, Heidelberg, Niemcy)
Kolumna chromatograficzna z wypetnieniem oktadecylokrzemowym (C18),
0 wielkosci ziaren wypetnienia - 5 pm, wymiary - 250 mm x 4,6 mm (Vydac,
Hesperia, USA)

Koncowki szklane do mikropipety Drummond 20-100 pl (Drummond Scientific
Company, Broomall, USA)

Mieszadetko elektromagnetyczne PTFE (VIT-LAB, Niemcy)

Oprawka do filtra D-3400 (Sartorius, Goettingen, Niemcy)

Probowki typu Chromacol 100 mm x 13 mm z uszczelkg PTFE/silikon
i kapslem (Chromacol, Welwyn Garden City, Wielka Brytania)

Probowki do krwi Vaccutainer: CAT, K2E, K3E, LH (Becton Dickinson,
Heidelberg, Niemcy)

Przediuzacz do pompy strzykawkowej (Polfa Lublin, Lublin)

Strzykawka do insuliny z naktadang igta - 1 ml (Polfa Lublin, Lubin)

Strzykawki polipropylenowe typu Luer - 20 ml (Becton Dickinson, Heidelberg,
Niemcy)

46



Malgorzata Klunder METODYKA

1.3. Aparatura

* Dezintegrator ultradzwiekowy typ UD-20 (Zakiad Doswiadczalny Techpan,
Warszawa)

* Dyfraktometr laserowy Mastersizer/E (Malvern Instruments, Malvern, Wielka
Brytania)

* Homogenizator wysokocisnieniowy Rannie typ 8.30H (APV Gaulin, Hilversum,
Holandia)

 Komora laminarna Lamil Plus do pracy z cytostatykami (Karstulan Metalli,
Karstula, Finlandia)

» Liofilizator 2-4 Alpha (Christ, Osterode, Niemcy) z pompa prézniowg - typ RZ-5
(Vaccumbrand, Wertheim, Niemcy)

* Mieszadlo elektromagnetyczne z lazniag wodng IKA (Werke KG, Staufen,
Niemcy)

* Mieszadto szybkoobrotowe Ultra-Turrax T25 (Janke&Kunkel IKA-Labortechnik,
Staufen, Niemcy)

* Mikropipeta 20-100 pl (Drummond Scientific Company, Broomall, USA)

* Mikroskop Motic B1-220A (Motic Deutschland, Wetzlar, Niemcy) z kamerg
Panasonic - model GP-KR222E (Matsushita Communication Industrial,
Japonia)

* Osmometr automatyczny (Knauer, Bad Homburg, Niemcy)

* Pehametr typ 350 (Orion-Research, Boston, USA) z elektrodg kombinowang
ERH-11 (Zaktad Produkcji Elementow Aparatury Fizykochemicznej-Hydromet,
Warszawa)

* Pompa strzykawkowa Duet 20/50 (Kwapisz, Warszawa)

* Pipeta automatyczna 0,2-1 ml (HTL, Warszawa)

* Pipeta automatyczna 2-5 ml (HTL, Warszawa)

* Spektrofotometr UV/VIS - Jasco V-530 (Jasco, Tokio, Japonia)

* Spektrometr ESR - MiniScope MS 200 z oprogramowaniem MiniScope
Control, Multiplot oraz Analysis (Magnettech, Berlin, Niemcy)

« Sterylizator parowy typ ASHE (Spétdzielnia Pracy Mechanikéw, Warszawa)

* Waga analityczna typ PRLT Al14 (Zaktady Mechaniki Precyzyjnej, Gdansk)

* Waga analityczna elektroniczna WAX 62 (Radwag-Zaklad Mechaniki
Precyzyjnej, Radom)

« Waga laboratoryjna WPS 1200 (Radwag-Zaklad Mechaniki Precyzyjnej,
Radom)

* Wiréwka Heraeus (Christ, Osterode, Niemcy)

*  Wiréwka WF 6 (Mechanika Precyzyjna, Warszawa)
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*  Wysokosprawny chromatograf cieczowy (Merck Hitachi, Darmstadt, Niemcy):
- integrator D-12500AD
- detektor UV-Vis L-4250
- pompa L-6200A
* Wytrzgsarka do probéwek typu Vortex (Dom Handlowy Nauki, Warszawa)
* Wytrzgsarka mechaniczna z termostatowang taznia wodng typ 357 (Elpan,
Lubawa)
« Zamrazarka typ TZ 121 E (PPSD, Zagan)
* Zestaw do saczenia pod zwiekszonym cisnieniem (Sartorius, Goettingen,

Niemcy).
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Wszystkie czynno $ci zwi gzane z przygotowaniem,
badaniem i podawaniem zwierz etom preparatéw zawieraj gcych

paklitaksel wykonywano zgodnie z obowi  gzujacymi

procedurami post epowania z lekami cytostatycznymi.

2. OTRZYMYWANIE AMORFICZNEJ POSTACI PAKLITAKSELU

Paklitaksel amorficzny otrzymywano metodg wykorzystujgcg technike suszenia
sublimacyjnego, opatentowang przez Akademie Medyczng w Gdansku oraz Warszawskie
Zaktady Farmaceutyczne Polfa [98]. Podstawowy roztwor paklitakselu przeznaczony do
liofilizacji miat nastepujacy skiad:

v paklitaksel 30 mg
v dioksan 8,0 ml
v' woda 2,0 ml

Liofilizowano od 2 do 10 ml wodno-organicznego roztworu paklitakselu i w rezultacie

otrzymywano od 6 do 30 mg liofilizowanego paklitakselu w fiolce. Parametry procesu

suszenia sublimacyjnego paklitakselu przedstawia Tabela 11.

Tabela 11. Etapy i parametry procesu liofilizaciji

CZAS
ETAP TEMFI;%T_AK-:—URA UTRZYMYWANIA CISNIENIE
. TEMPERATURY [mbar]
1. | zamrazanie -40 2 1013
-40 1
_ -20 5
2. susz’e_me 5 12
wiasciwe
+5 12 0,08
+20 12
suszenie
. +35 2
3 dodatkowe
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3. SPORZADZANIE WODNYCH DYSPERSJI LECYTYNY (WDL)

Przygotowano dyspersje lecytyny jajowej oraz sojowej (5% i 10%) metoda, ktora
zostala wczesniej opracowana w Katedrze i Zaktadzie Farmacji Stosowanej [99]. Skiad
uktadoéw podstawowych przedstawia Tabela 12.

Zastosowana w badaniach lecytyna jajowa (Lipoid EB80) zawierata zgodnie
z deklaracjg producenta od 80% do 85% fosfatydylocholiny, natomiast lecytyna sojowa
(Lipoid S100) zawierata nie mniej niz 94% fosfatydylocholiny (Zalgcznik 1 i 2).

Sktadniki dyspersji umieszczano w kolbie stozkowej i mieszano ogrzewajgc na
termostatowanym mieszadle elektromagnetycznym (60 °C, 60 min). W kolejnych etapach
dyspersje mieszano za pomocg mieszadla szybkoobrotowego Ultra-Turrax
(8000 obr./min, 2 min) i poddano dziataniu ultradzwiekéw (20 kHz, 10 min). Dyspersje
sgczono przez saczek z octanu celulozy o srednicy poréw 0,8 uym i dozowano do fiolek
szklanych w atmosferze azotu (po 10 ml lub 20 ml). Fiolki zamykano gumowg zatyczkg
i kapslowano. Wyjatawiano w autoklawie w warunkach standardowych (121 °C, 20 min).

Niektore dyspersje lecytyny jajowej oraz sojowej (e4, s4) zostaly poddane, przed

procesem saczenia, homogenizacji wysokocisnieniowej (500 bar, 8 cykli).

Tabela 12. Sktad [g] sporzgdzanych wodnych dyspers;ji lecytyny jajowej i sojowej (WDL)

PODSTAWOWA
SKEADNIKI PODSVL?)VIYOWA IZOTONICZNA WDL
LECYTYNA JAJOWA
symbol uktadu el e2 e3 e4 e5 eb
lecytyna jajowa 5,0 10,0 50 10
glicerol 86% - 2,76 - 2,76
woda do 100,0 do 100,0 | do 100,0 - do 100,0
bufor fosforanowy * - - - do 100,0 -
homogenizacja - - + - -
LECYTYNA SOJOWA
symbol uktadu sl s2 s3 s4 s5
lecytyna sojowa 5,0 10,0 5,0
glicerol 86% - 2,76 -
woda do 100,0 do 100,0 do 100,0 -
bufor fosforanowy * - - - do 100,0
homogenizacja - - + -

* 0,067 mol/l, pH 7,4
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W celu uzyskania uktadéw o stezeniu lecytyny 3% (e3") oraz 1% (e3’, s3'), dyspersje
lecytyny jajowej i sojowej (€3, s3) rozcienczano wodg z dodatkiem glicerolu.

Prowadzono tez badania z WDL poddawanag liofilizacji. W tym celu dyspersje lecytyny
jajowej (e2) dozowano w ilodci 5 ml do fiolek szklanych poj. 20 ml i poddawano procesowi
liofilizacji zgodnie ze schematem przedstawionym w Tabeli 11. Przed dalszymi badaniami
liofilizat dyspergowano w 15 ml wody uzyskujac WDL o stezeniu 3,3% (Le).

W ten sam sposéb jak WDL sporzadzono dyspersje zawierajacg 0cCzyszczong
fosfatydylocholine jajowag 5% (f) (Lipoid EPC - minimum 98% fosfatydylocholiny) w celu
poréwnania jej wkasciwosci fizykochemicznych z dyspersjami lecytyny jajowej i sojowe;.
Uklad zawieral wode oraz glicerol (2,76%) i zostat wykonany z pominieciem procesu
homogenizacji.

W celu oceny powtarzalnosci metody sporzadzania WDL, dyspersje zawierajace
lecytyne jajowa (e4, s4) wykonano w réznych terminach oraz z lecytyny pochodzacej

z 3 trzech serii producenta.

4. SPORZADZANIE MIESZANYCH MICELI SKtADAJ ACYCH SIE
ZLECYTYNY JAJOWEJ ORAZ DEOKSYCHOLANU SODU

W fiolkach szklanych poj. 20 ml mieszano 10% WDL (e2, Tabela 12) oraz roztwory
deoksycholanu sodu o odpowiednim stezeniu i uzupetniano wodg do 10 ml. Otrzymano

w ten sposob 2 uktady o stezeniu lecytyny jajowej i deoksycholanu sodu odpowiednio:

v 1,1% - 1,1% (ed1)
v 2% -0,5% (ed2).

Pozostate uktady otrzymywano z posrednim etapem liofilizacji. W fiolkach szklanych
poj. 20 ml mieszano 10% WDL (e2, Tabela 12) oraz roztwory deoksycholanu sodu
o odpowiednim stezeniu i uzupetniano, jesli to konieczne, wodg do 5 ml. Stosunek
wagowy lecytyny jajowej do deoksycholanu sodu wynosit 1:1 lub 4:1. Poddawano je
liofilizacji zgodnie ze schematem przedstawionym w Tabeli 11. Przed dalszymi badaniami
liofilizat dyspergowano w wodzie, uzyskujgc uklady o stezeniu lecytyny jajowej

i deoksycholanu sodu odpowiednio:

1,1% - 1,1% (Led1)
2% - 0,5% (Led2)
2% - 2% (Led3)
3% - 3% (Led4)
3% - 0,75% (Led5).

AN N N
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5. SPORZADZANIE NOSNIKA Z LECYTYNA JAJOWA ORAZ
SPANEM

W fiolkach szklanych poj. 20 ml mieszano 4 ml 10% WDL (e2, Tabela 12) oraz 1 ml
10% roztworu Spanu 80 (S). Uktady poddawano liofilizacji zgodnie ze schematem
przedstawionym w Tabeli 11. Przed dalszymi badaniami liofilizat dyspergowano w wodzie,

uzyskujgc uktad o stezeniu lecytyny jajowej i Spanu 80 odpowiednio: 3% - 0,75% (LeS)

6. WSPOLLIOFILIZACJA PAKLITAKSELU Z SUBSTANCJAMI
POMOCNICZYMI

6.1. Przygotowanie uktadéw wspdtliofilizowanych

W fiolkach szklanych poj. 20 ml umieszczano 10% WDL (e2 lub s2, Tabela 12) lub
mieszano 10% WDL (e2 lub s2) i wodne roztwory pozostatych substancji pomocniczych
o odpowiednim stezeniu i uzupetniano, jesli to konieczne, wodg do 5 ml. Nastepnie
dodawano powoli, caly czas mieszajgc, 2,5 ml roztworu paklitakselu w dioksanie,
zawierajacego od 5 do 30 mg paklitakselu. Uktady poddawano liofilizacji zgodnie ze
schematem przedstawionym w Tabeli 11. Zawartos¢ paklitakselu i pozostatych substanciji

pomocniczych w otrzymanych liofilizatach przedstawia Tabela 13.

6.2. Wielokrotna liofilizacja

W fiolkach szklanych poj. 20 ml mieszano 10% WDL (e2, Tabela 12) oraz wodny
roztwor deoksycholanu sodu i uzupetniano wodg do 5 ml. Nastepnie dodawano powoli,
caly czas mieszajac 2,5 ml roztworu paklitakselu w dioksanie. Uktady zawieraty 90 mg
lecytyny jajowej, 72 mg deoksycholanu sodu oraz 9 mg paklitakselu i poddawano je
jednokrotnej, dwukrotnej, trzykrotnej i czterokrotnej liofilizacji zgodnie ze schematem
przedstawionym w Tabeli 11. Przed kazdym kolejnym suszeniem do liofilizatu dodawano
9 ml wody lub 20% roztworu dioksanu i otrzymang dyspersje poddawano homogenizacji

szybkoobrotowej (8000 obr./min, 3 min).
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Tabela 13. Sktad liofilizatow zawierajgcych paklitaksel (P)

. ILOSC STOSUNEK
SYMBOL SKEADNIKI [mg] WAGOWY
LeP1 166:5 33,2:1
LeP2 ep 330:5 66:1
LeP3 ; 500:15 33,3:1
LeP4 500:30 16,6:1
LedP1 50:50:20 2,5:2,5:1
LedP2 100:20:20 511
LedP3 100:50:20 5:2,5:1
LedP4 ed:p 100:80:20 5:4:1
LedP5 o 100:150:20 5:7,5:1
LedP6 166:166:30 5,3:5,3:1
LedP7 200:200:20 10:10:1
LedP8 250:250:30 8,3:8,3:1
LepP1 6P 330:66:10 33:6,6:1
LepP2 P 330:165:10 33:16,5:1
LemP e:m:P 330:100:10 33:10:1
LebP e:b:P 330:10:10 33:1:1
LsP s:P 330:10 33:1
LsdP1 S 250:125:20 12,5:6,25:1
LsdP2 o 250:250:20 12,5:12,5:1
LspP s:p:P 330:66:10 33:6,6:1

* e - lecytyna jajowa, s - lecytyna sojowa, d - deoksycholan sodu,

p - poloksamer F68, m - PEG 6000, b - chlorek benzalkoniowy

7. BADANIE ROZPUSZCZALNO SCI PAKLITAKSELU

W NOSNIKACH

7.1. Badanie rozpuszczalno sci paklitakselu amorficznego
i krystalicznego
Rozpuszczalno$¢ paklitakselu amorficznego i krystalicznego badano w nosnikach

nieliofilizowanych oraz w nosnikach liofilizowanych i zdyspergowanych uprzednio
w odpowiednim rozpuszczalniku. Po dodaniu nosnika do paklitakselu uktady delikatnie
mieszano przez zawirowanie i wielokrotne odwracanie fiolki przez 3-5 min (t=0).
Nastepnie w celu okreslenia zmian w rozpuszczalnosci zawiesine wytrzasano przez 24 h
przy uzyciu wytrzgsarki mechanicznej z termostatowang taznig wodng w temperaturze
pokojowej (20 € - 25 T).

Niektore uktady pozostawiono na 24 h bez wytrzgsania.

Po dodaniu rozpuszczalnika sprawdzano, czy nie nastgpito catkowite rozpuszczenie

paklitakselu.
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7.1.1. Nosniki nieliofilizowane

Do fiolki zawierajgcej amorficzng forme paklitakselu przygotowang zgodnie z opisem

przedstawionym w p. 2, dodawano:
- dyspersje lecytyny jajowej (1% - 3, 3% - €3", 5% - €3, e4) lub
- dyspersje lecytyny sojowej (1% - s3’, 5% - s3, s4).
Do fiolki zawierajgcej krystaliczng forme paklitakselu dodawano:
- dyspersje lecytyny jajowej (3% - €3”, 5% - €3, 10% - e6) lub

- nosniki nieliofilizowane zawierajgce mieszane micele (ed1, ed?2).

7.1.2. Nosniki liofilizowane

W przypadku liofilizowanych nosnikow dla paklitakselu (p. 3, 4 i 5) w pierwszej
kolejnosci do liofilizatu dodawano jeden z wymienionych ponizej rozpuszczalnikow:
- wode,
- wode z glicerolem (2,76%),
- 1% roztwor poloksameru F68,
- 1,7% roztwoér Tweenu 80.
Odtworzone dyspersje dodawano do amorficznego paklitakselu. Do krystalicznego
paklitakselu dodawano tylko nosniki zawierajagce mieszane micele (p. 4).

7.2. Badanie rozpuszczalno sci paklitakselu wspdétliofilizowanego
z substancjami pomocniczymi oraz wielokrotna wspot iofilizacja
Jako rozpuszczalniki dla uktadow zawierajgcych paklitaksel i poddanych liofilizacji,
ktérych przygotowanie opisano w p. 6.1, stosowano:
- wode,
- wode z glicerolem (2,76%),
- 1% roztwér poloksameru F68,
- 10% lub 20% emulsje dozylng lvelip.

Do fiolki z liofilizatem dodawano 10 lub 15 ml rozpuszczalnika.

W przypadku uktadow poddawanych wielokrotnej liofilizacji (p. 6.2), do liofilizatu, po
zakonczeniu wszystkich cykli suszenia, dodawano 9 ml rozpuszczanika, ktorym byta
woda.

Po dodaniu rozpuszczalnika uktady delikatnie mieszano przez zawirowanie
i wielokrotne odwracanie fiolki przez 3-5 min (t=0). Nastepnie w celu okreslenia zmian
w rozpuszczalnosci zawiesing wytrzgsano przez 24 h przy uzyciu wytrzasarki

mechanicznej z termostatowang taznig wodng w temperaturze pokojowej (20 T - 25 C).
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7.3. Pobieranie i przygotowanie prob do analizy

Uktady poddawano analizie bezposrednio po dodaniu odpowiedniego rozpuszczalnika
do ukladu z paklitakselem (t=0) oraz po 6 h i 24 h. Pobierano ok. 2 ml zawiesiny
i wirowano (10 min, 930xg). llos¢ rozpuszczonego paklitakselu obecnego
W supernatancie analizowano metodg wysokosprawnej chromatografii cieczowej
(RP-HPLC) (p. 8). Supernatant rozcienczano fazg ruchoma tak, aby uzyska¢ stezenie
paklitakselu okoto 10 pg/ml.

7.4. Ocena wizualna oraz obserwacje mikroskopowe

Uktady z rozpuszczonym paklitakselem obserwowano wizualnie, zwracajac uwage na
barwe, homogennos¢ i wytrgcanie osadu. Pod mikroskopem optycznym (powiekszenie
400-krotne) okreslano obecnosé, wielkosé i ksztalt aglomeratéw w nosniku oraz czastek

wytraconej substanciji lecznicze;.

8. ANALIZA ILO SCIOWA PAKLITAKSELU

Stezenie paklitakselu w otrzymanych probkach oznaczano za pomocg
wysokosprawnej chromatografii cieczowej w uktadzie faz odwréconych.
Warunki analizy [100]:
- fazaruchoma: acetonitryl/metanol/woda (58:5:37),
- kolumna: Vydac, 250x4,6 mm, z wypelnieniem oktadecylokrzemowym (C18)
i wielkoscig ziaren wypetnienia 5 pym,

- szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min,

- detekcja: 228 nm.

Na kolumne chromatograficzng nanoszono za pomoca petli dozujgcej 20 yl badanego
roztworu lub roztworu wzorcowego. Czas retencji paklitakselu wynosit ok. 3,5 min.

W celu okreslenia zalezno$ci powierzchni piku od stezenia paklitakselu przygotowano
roztwory wzorcowe paklitakselu w metanolu o stezeniu: 10, 1, 0,5, 0,2, 0,1 pg/ml.
Oceniano liniowos¢ i powtarzalnos¢é metody. Niedajace sie oznaczy¢ stezenie paklitakselu
w nastrzykiwanym roztworze wynosito 0,05 ug/ml, a granice oznaczalnosci stanowito
stezenie 0,1 pg/ml.

Zawartos¢ paklitakselu w roztworze badanym [pg/ml] obliczano ze wzoru:

_ Cw XAp
Aw

C
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C - stezenie paklitakselu w analizowanym roztworze [pg/ml]
Cw - stezenie paklitakselu w roztworze wzorcowym [ug/ml]
Ap - pole powierzchni piku na chromatogramie roztworu badanego [tys.]

Aw - pole powierzchni piku na chromatogramie roztworu wzorcowego [tys.]

Przy obliczaniu stezenia paklitakselu w badanych ukfadach uwzgledniano
rozcienczanie préb przed analizg HPLC.

W celu okreslenia dokladnosci i specyficznosci metody dla roztworow WDL
przygotowano dodatkowe prébki. W dwoch kolbkach miarowych poj. 10 ml umieszczono
po 100 ul supernatantu uzyskanego po wirowaniu 3% WDL (10 min, 930xg). Zawartos¢
pierwszej rozcienczono fazg ruchomg, a do drugiej dodano 100 ul metanolowego
roztworu paklitakselu o stezeniu 1 mg/ml i réwniez rozcienczono faza ruchoma.
Wykonano chromatogramy i poréwnano z chromatogramem wzorcowego roztworu

paklitakselu w metanolu (10 pg/ml).

9. CHARAKTERYSTYKA WODNYCH DYSPERSJI LECYTYNY
| FOSFOLIPIDOW

Podjeto probe blizszej charakterystyki fizykochemicznej uktadéw WDL o stezeniu
fosfolipidéw 5%. Metode sporzadzania ukladéw opisano w punkcie 3. Wiasciwosci
wodnych dyspersji lecytyny jajowej i sojowej, w ktorych badano rozpuszczalnosé
paklitakselu, poréwnywano z dyspersjami oczyszczonej fosfatydylocholiny. Obserwacje
prowadzono dla €3, e4, e5, s3, s4 i s5 (Tabela 12) oraz dyspersji oczyszczonej
fosfatydylocholiny (p. 3) po sporzadzeniu uktadéw, w trakcie przechowywania w temp.

37 °C (do 72 h) oraz w temperaturze pokojowej 6 lub 18 miesiecy bez dostepu swiatta.

9.1. Pomiar pH

Wartos¢ pH mierzono potencjometrycznie zanurzajgc elektrode kombinowang
pehametru w dyspersiji.
Pomiary powtarzano trzykrotnie dla kazdej préby, a uzyskany wynik stanowita srednia

arytmetyczna z trzech niezaleznych pomiaréw.

9.2. Pomiar wielko $ci cz gstek w WDL

Wielkos¢ zdyspergowanych czgstek mierzono metodg dyfrakcji laserowej, aparatem
pozwalajacym na detekcje czastek o wielkosci od 0,05 ym do 80 uym. Na pojedynczy
pomiar zuzywano od 10 ml do 100 ml dyspersji. Uklady oceniano na podstawie

nastepujacych parametrow:
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d5) - mediana srednicy - maksymalna srednica 50% czgstek obecnych w uktadzie
(ponizej tej wartosci zawiera sie 50% czastek)
d (0,9 - maksymalna srednica 90% czgstek obecnych w ukfadzie

dmax - Srednica najwiekszych wykrywanych czgstek.

9.3. Pomiar absorbancji

W celu poréwnania klarownosci dyspersji lecytyn i fosfatydylocholiny oraz oceny
tendencji do sedymentacji czastek w ukfadach, dokonano pomiaru absorbanciji
poszczegllnych dyspersji. Kazdy uklad rozcienczano 50-krotnie woda. Pomiaru
dokonywano w kuwetach kwarcowych (1 cm) w spektrofotometrze UV/VIS wobec buforu
fosforanowego (uktady zawierajace bufor fosforanowy) lub wody (pozostale uktady) jako
odnosnika. Warto$¢ absorbancji mierzono przy dtugosci fali 540 nm.

9.4. Ocena wizualna oraz obserwacje mikroskopowe

Ukfady obserwowano wizualnie, zwracano uwage na barwe, homogennosc,
sedymentacje czastek fosfolipidowych podczas przechowywania oraz wielkos¢ i ksztatt
czastek widocznych pod mikroskopem optycznym wyposazonym w kamere (powigekszenie
400-krotne).

9.5. Wirowanie

Wybrane preparaty poddano wirowaniu (930xg) przez 5 min, w celu okreslenia ilosci
powstalego osadu, potwierdzajgcego stopien niestabilnosci fizycznej danego ukiadu.

9.6. Analiza ESR

Badanie ESR (Electron Spin Resonance - Elektronowy Rezonans Spinowy) wykonano
na Uniwersytecie Marcina Lutra w Halle (Niemcy) w Katedrze Biofarmacji oraz w Katedrze
Technologii Farmaceutycznej.

Do 1 ml dyspersji dodawano 50 pl wodnego roztworu TEMPOLU (4-hydroksy-2,2,6,6-
tetrametylo-1-piperydyno-1-oksyl - donor niesparowanych elektronéw) o stezeniu 0,2 mM,

doktadnie mieszano i poddawano analizie. Spektrometr pracowat w pasmie X (9,5 GHz).
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10. BADANIA IN VIVO NA KROLIKACH - OCENA WPLYWU
NOSNIKA NA FARMAKOKINETYK E PAKLITAKSELU,
OBSERWACJA ZACHOWANIA ZWIERZ AT, BADANIE
TOLERANCJI MIEJSCOWEJ PREPARATU

Badania przeprowadzono we wspoOtpracy z Katedra i Zaktadem Farmakologii Akademii

Medycznej w Gdansku.

10.1.Przygotowanie preparatow do badania in vivo

Krélikom podawano 4 preparaty:

v PTX-WDL - nowy preparat paklitakselu (100 mg/100 ml),

v' Taxol - preparat referencyjny - lek oryginalny (100 mg/100 ml),

v" WDL - placebo - 5% podstawowa izotoniczna jajowa WDL - no$nik nowego
preparatu,

v" C-E - placebo - Cremophor EL z bezwodnym alkoholem etylowym - nos$nik

paklitakselu w preparacie referencyjnym.

Preparat z paklitakselem, ktéry podawano zwierzetom wybrano na podstawie badan
rozpuszczalnosci. Skfadal sie on z amorficznego paklitakselu, ktérego otrzymywanie
opisano w p. 2 (Metodyka), rozpuszczonego w izotonicznej jajowej 5% WDL (PTX-WDL).
Wyjatowiong termicznie dyspersje (e4, Tabela 12) przed dodaniem do substancji
leczniczej saczono dodatkowo przez jatowy saczek z octanu celulozy o Srednicy poréw
0,8 ym.

Preparat placebo WDL przed podaniem krélikom réwniez saczono przez jalowy
saczek z octanu celulozy o $rednicy poréw 0,8 ym.

Oryginalny koncentrat z paklitakselem (Taxol) rozciehczano 6-krotnie 0,9% jalowym
roztworem chlorku sodu do wstrzykiwan.

Sporzadzony koncentrat preparatu placebo C-E, zawierajgcy Cremophor EL oraz
bezwodny alkohol etylowy w takich samych ilosciach jak w preparacie oryginalnym,
wyjatawiano przez saczenie i rozcienczano 6-krotnie 0,9% roztworem chlorku sodu do
wstrzykiwan.

Przygotowanie preparatdéw, pobranie do strzykawek oraz napetnianie przediuzaczy do
pompy strzykawkowej odbywato sie w warunkach aseptycznych.

10.2.Przygotowanie zwierz at do $wiadczalnych

Eksperyment wykonano po uzyskaniu zezwolenia Niezaleznej Komisji Etyki Badan
Naukowych Akademii Medycznej w Gdansku.

Doswiadczenie wykonano na 35 bialych krélikach rasy nowozelandzkiej obu
ptci o masie 2,5 - 3,5 kg. Zwierzeta przebywaty w pojedynczych klatkach, w miejscu
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przeprowadzania doswiadczenia 4 dni przed jego wykonaniem. W pomieszczeniu,
w ktorym przebywaty kroliki kontrolowano temperature (20 €C-25 <€) i wilgotno s¢
powietrza (50-60%) oraz zmieniano oswietlenie w cyklu: 10 godzin - dzien,
14 godzin - noc. Kroliki karmiono petnowartosciowa karma suchg sktadajgca sie z nasion,

ziaren i suszonych warzyw. Zwierzeta mialy zapewniony nieograniczony dostep do wody.

10.3.Aplikacja preparatow, obserwacje, pobieranie materiatu do bada n

Preparaty w ilosci 10 ml podawano krélikom za pomoca dwustanowiskowej pompy
strzykawkowej badz infuzora w 5-godzinnym wlewie dozylnym =z szybkoscig
2 ml/h przez kaniule umieszczong w zyle brzeznej ucha.

Krélikom podawano 4 preparaty, ktorych sklad i przygotowanie opisano w p. 10.1
(Metodyka). Preparaty PTX-WDL, Taxol oraz WDL otrzymywato po 10 krolikow, natomiast
placebo C-E otrzymywato 5 krélikow. Kroliki obserwowano przez 96 h.

W trakcie wlewu obserwowano zachowanie krélikbw oraz miejsce podawania
preparatu. W czasie trwania doswiadczenia krélikom pobierano krew do badan
laboratoryjnych oraz do analizy stezenia paklitakselu w osoczu. Przed kazdym pobraniem
krwi, krélikom mierzono temperature ciata w odbycie.

Krew do oznaczenia stezenia leku w osoczu pobierano przed rozpoczeciem wlewu
oraz po 4 hi 24 h od jego rozpoczecia (19 h po zakonczeniu wlewu). Krew do analizy
biochemicznej pobierano przed rozpoczeciem wlewu, po 4 h, 24 h, 48 h, 72 h i 96 h od
jego rozpoczecia. Badania laboratoryjne wykonano w Centralnym Laboratorium
Biochemicznym Akademii Medycznej w Gdansku. Przeprowadzono badanie morfologii
krwi oraz aktywnosci aminotransferazy alaninowej, aminotransferazy asparaginowej
i fosfatazy alkalicznej.

Krew do analizy stezenia leku w osoczu pobierano do probowek zawierajgcych
heparyne litowg (68 I.U., BD Vaccutainer). Krew wirowano (20 min, 2300xg), osocze
przenoszono do probéwek typu Eppendorf i przechowywano w temp. -30 T do momentu
analizy (maksymalnie 250 dni).

W celu stwierdzenia wptywu preparatu na stan tkanek w obrebie miejsca aplikacji (np.
wywotanie martwicy), po usmierceniu zwierzat, tkanki z okolic miejsca podawania uktadu

pobierano do badania histopatologicznego.

10.4.Badanie histopatologiczne uszu krolikéw

Badanie przeprowadzono we wspotpracy z Katedrg i Zakladem Medycyny Sadowej
Akademii Medycznej w Gdansku.
Matzowiny uszne krélikbw umieszczono w 4% roztworze buforowanej formaliny.

Z kazdej matzowiny usznej wycieto dwa fragmenty do badania histopatologicznego
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obejmujgce calg grubo$¢ matzowiny. Fragmenty pobierano prostopadle do dtugiej osi
maizowiny z okolicy $ladu po wkiuciu. Zgodnie z obowigzujaca procedurg histologiczng
zabezpieczony materiat przeprowadzono przez szeregi ksylenu i alkoholu, nastepnie
zatopiono w parafinie. Z bloczkéw parafinowych na mikrotomie cieto skrawki, ktére
barwiono hematoksyling i eozyna. Tak uzyskane preparaty histologiczne badano
w mikroskopie swietinym.

10.5.0znaczanie st ezenia  paklitakselu w  osoczu metod a
wysokosprawnej chromatografii cieczowej (HPLC)

Stezenie paklitakselu oznaczano za pomocg wysokosprawnej chromatografii
cieczowej (HPLC) w uktadzie faz odwroconych.
Do 1000 ul osocza dodawano 50 pl metanolowego roztworu wzorca wewnetrznego
- diazepamu - o stezeniu 1 pyg/ml, 5 ml octanu etylu i wytrzgsano 3 min przy uzyciu
wytrzasarki do probowek typu Vortex. Nastepnie proby wymrazano, wirowano 20 min
(2300xg), ponownie wymrazano, wirowano 20 min (2300xg), oddzielano warstwe
organiczna, ktérg odparowywano w temp. 40 °C w strumieniu powietrza, a pozostatos¢
rozpuszczano w 200 pl metanolu.
Warunki analizy [100]:
- faza ruchoma: acetonitryl/metanol/woda (35:25:40),
- kolumna: Vydac, 250x4,6 mm, z wypehieniem oktadecylokrzemowym (C18,
5 pm),
- szybkos¢ przeptywu: 1,0 ml/min,
- detekcja: 228 nm.
Na kolumne chromatograficzng nanoszono za pomocg petli dozujacej 20 ul badanego
roztworu. Czas retencji paklitakselu wynosit ok. 10 min.
Na podstawie powierzchni piku paklitakselu (Ap) oraz diazepamu (Ap) wyznaczono

réwnanie regresji prostoliniowej. Stezenie paklitakselu - C [ng/ml] obliczano ze wzoru:

_ R+0,0068

, gdzie R= i
0,6663 A,

10.5.1. Walidacja metody

Sporzadzono wodno-metanolowe (3:1) roztwory paklitakselu o stezeniach 0,01, 0,02,
0,04, 0,1, 0,2, 0,4, 1 ug/ml. Do 1000 pl roztworu dodawano 50 yl metanolowego roztworu
diazepamu (wzorca wewnetrznego) o stezeniu 1 uyg/ml i dalej postepowano zgodnie

Z opisem przedstawionym powyzej.
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Sporzadzono takze roztwory wzorcowe paklitakselu o] stezeniach
0,2, 0,4, 0,8, 2, 4, 8, 20 pg/ml zawierajgce diazepam (jako wzorzec wewnetrzny) w ilosci
1 pg/ml. Do 1000 pl osocza krwi krélika dodawano 50 pl metanolowego roztworu
paklitakselu z diazepamem i dalej postepowano zgodnie z opisem przedstawionym
powyzej.

Stosunek powierzchni piku paklitakselu do diazepamu, powtarzalnos¢ metody oraz jej

czutos¢ okreslano na podstawie wynikéw analiz z 3 niezaleznych préb.

11. BADANIE TOKSYCZNO SCI OSTREJ NA MYSZACH

Badania przeprowadzono we wspotpracy z Katedrg i Zaktadem Farmakologii Akademii

Medycznej w Gdansku.

11.1.Przygotowanie preparatow do badania toksyczno  $ci ostrej

Myszom podawano 4 preparaty:

v PTX-WDL - nowy preparat paklitakselu (100 mg/100 ml),

v' Taxol - preparat referencyjny - lek oryginalny (100 mg/100 ml),

v' placebo 1 - 0,9% roztwoér chlorku sodu do wstrzykiwan,

v placebo 2 - 5% podstawowa izotoniczna jajowa WDL - no$nik nowego preparatu.
Preparaty przygotowano w taki sam sposéb jak dla krolikow (p. 10.1, Metodyka).

11.2.Przygotowanie zwierz at do $wiadczalnych

Eksperyment wykonano po uzyskaniu zezwolenia Niezaleznej Komisji Etyki Badan
Naukowych Akademii Medycznej w Gdansku.

Doswiadczenie wykonano na 36 myszach Balb/c, pici meskiej o wadze 20-25 g.
Zwierzeta przebywaly w miejscu przeprowadzania doswiadczenia 4 dni przed jego
wykonaniem po 5 sztuk w klatkach. W pomieszczeniu, w ktérym przebywaly myszy
kontrolowano temperature (20 T-25 °C) oraz wilgotno $¢ powietrza (50-60%). Oswietlenie
zmieniano w cyklu: 10 godzin - dzien, 14 godzin - noc. Myszy karmiono granulatem
przeznaczonym dla gryzoni. Zwierzeta mialy zapewniony nieograniczony dostep do wody.

11.3.Aplikacja preparatow i obserwacje

Myszom podawano 4 preparaty. Preparaty PTX-WDL, Taxol oraz WDL (placebo 1)
otrzymywato po 10 myszy, natomiast 0,9% roztwor chlorku sodu (placebo 2) otrzymywato
6 myszy. Badane preparaty podawano myszom dootrzewnowo w objetosci 300 ul, 3 razy
dziennie w odstepach 6-godzinnych (godz. 8.00, 14.00 oraz 20.00) przez kolejnych 6 dni.
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Obserwowano zachowanie myszy, ich aktywnos¢ ruchowg oraz notowano $miertelno$¢

zwierzat po podaniu kolejnej dawki preparatu.
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1. AMORFICZNA FORMA PAKLITAKSELU

Paklitaksel krystaliczny obserwowany pod mikroskopem optycznym ma postac diugich
igiet o wielkosci do 30 um (Rycina 9). W trakcie rozcienczania wodg wodno-organicznego
roztworu paklitakselu przeznaczonego do liofilizacji dochodzi do wytracenia substancji
w postaci dtugich igiet, ktére uktadajg sie w charakterystyczne ,gwiazdki” lub ,kokardki”
(Rycina 10) o wielkosci najczesciej od 30 do 60 um. W ukfadzie wystepujag tez nieliczne
pojedyncze igly paklitakselu. Obserwowana pod mikroskopem optycznym forma
amorficzna substancji zawieszona w wodzie ma posta¢ nieregularnych czastek (Rycina
11), znacznie mniejszych od formy Kkrystalicznej - wigkszos¢ czastek miesci sie

w zakresie od 3 do 5 uym.

Rycina 9. Zawiesina paklitakselu krystalicznego w wodzie.

Rycina 10. Krysztaly paklitakselu, ktére powstajg podczas rozcienczania wodg roztworu
paklitakselu przygotowanego do liofilizaciji.

Rycina 11. Zawiesina paklitakselu amorficznego w wodzie.
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2. ROZPUSZCZALNOSC PAKLITAKSELU W WODNYCH
DYSPERSJACH LECYTYNY | W UKLADACH Z DODATKIEM
INNYCH SUBSTANCJI

Badano rozpuszczalnos¢ paklitakselu w obecnosci wytgcznie lecytyny lub lecytyny
z dodatkiem deoksycholanu sodu, poloksameru, makrogolu, Spanu, chlorku
benzalkoniowego, polisorbatu 80 oraz 10% i 20% emulsji dozylnej. Stosowano paklitaksel
krystaliczny, amorficzny, a takze wspdtliofilizowany z surfaktantami.

Rozpuszczalnos¢ badano dodajac do rozpuszczalnikéw substancje w nadmiarze, tak
aby uzyska¢ roztwory nasycone. Stezenie rozpuszczonej substancji oznaczano po
oddzieleniu substancji nierozpuszczonej metodg wirowania. Analizy iloSciowej dokonano
stosujgc metode HPLC (Metodyka, p. 8). Rycina 12 przedstawia uzyskane przyktadowe
chromatogramy roztworéw wzorcowych paklitakselu (w metanolu i w fazie ruchomej

z dodatkiem WDL) oraz chromatogram 3% jajowej WDL rozcienczonej fazg ruchoma.

a)
L R L.25 RBTT 2 NFF= 5] 1B-15-83 14:24
— H=2l ¢ I=T1
o= I-18 Y Tl
5= ?——-q AT T
b)
AW DARTH STORABGE MO 21
Hw L E &5 t el BTT P k5 14 57513786 16:56
- A-Z21 I=FE1
= S P =8 5] Pal® e
b %
152
283
-;vﬁE =.F 1lcpga
c)
CH. | .= 1.25 ATT 2 OFFS 14 1815783 14:183
_ A-21 —F-11
= -Ia Togs
5= I-14 ? 4'.‘;:‘3‘43

Rycina 12. Chromatogramy roztworow:

a) paklitakselu w fazie ruchomej (10° g/ml) z dodatkiem lecytyny jajowej
b) paklitakselu w metanolu (10° g/ml)
c) WDL w fazie ruchomej .
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Czas retencji paklitakselu (tg) wynosit ok. 3,5 min. Jak wynika z przedstawionych
chromatogramow metoda analityczna byta specyficzna. Obecnos¢ lecytyny nie wptyneta
na wielkos¢ i potozenie piku paklitakselu. W wyniku analizy chromatograficznej roztworéw

wzorcowych otrzymano nastepujace réwnanie regresji prostoliniowej:

A=19,11 C + 0,801
R2=0,9999

A - powierzchnia piku paklitakselu [tys.]
C - stezenie paklitakselu [ug/ml]

Powtarzalnos¢ metody (,miedzy dniami”), wyrazona wzglednym odchyleniem
standardowym, wynosita 2,63%.

Rozpuszczalnosci paklitakselu badano w czasie 24 h w temperaturze pokojowej
(Metodyka, p. 7.1-7.3). Warunki te wynikaly z faktu, ze w praktyce klinicznej pacjenci
otrzymujg wlew z paklitakselem w czasie 3 h lub 24 h (Wstep, str. 18). Uklady dodatkowo
wytrzgsano, a w tych warunkach moze doj$¢ do szybszego wytrgcania substancji
leczniczej niz w trakcie powolnego, ciagtego wlewu dozylnego.

W Tabelach 14-21 przedstawiono uzyskane wyniki badania rozpuszczalnosci jako
wartosci Srednie najczesciej z 2 badan. Rdznice w rozpuszczalnosci nie przekraczaty
zazwyczaj 15%. Dla fatwiejszego rozrdzniania poszczegolnych ukladow kazdemu nadano
odpowiedni symbol. Lecytyne jajowg i sojowg oznaczono odpowiednio jako e i s. Jesli
zastosowano wspdlliofilizacje lub liofilizacje nosnika, na poczatku symbolu uktadu widnieje
litera L. Substancje pomocnicze oznaczono jako: d - deoksycholan sodu, p - poloksamer
F68, m - PEG 6000, b - chlorek benzalkoniowy, S - Span 80. Paklitaksel oznaczono literg
P i symbol ten widnieje tylko w uktadach wspdiliofilizowanych. Uktady o takim samym
sktadzie jakosciowym substancji pomocniczych oznaczano dodatkowo numeracja.

Tabela 14 przedstawia wyniki badania rozpuszczalnosci amorficznej i krystalicznej
formy paklitakselu (Metodyka, p. 7.1) w dyspersjach lecytyny jajowej oraz sojowej

otrzymywanych metodg opisang w p. 3 (Metodyka, Tabela 12).
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Tabela 14. Rozpuszczalnos$¢ amorficznego i krystalicznego paklitakselu
w wodnych dyspersjach lecytyny oraz rozpuszczalno$¢
w wodzie paklitakselu wspotliofilizowanego z lecytyng

o e R
LECYTYNY Y UKEADU

[%] oh | eh | 24n

PAKLITAKSEL KRYSTALICZNY
3 e3’ 6,2 20,2 28.9
5 e3 n.b. 19,3 38.1
10 c6 n.b. 19.4 455

PAKLITAKSEL AMORFICZNY
1 3 133,2 104,6 113
3 €37 90,1 92.2 90.2
JAJOWA 3.3 Le n.b. 135 12,4
5 3 296.6 2952 103,3
5 e4 5115 583,6 475,4

PAKLITAKSEL WSPOLIOFILIZOWANY

1 LeP1 16,9 16,5 18,8
3.3 LeP2 232 21,0 255
3.3 LeP3 517 511 546
3.3 LeP4 57.8 588 29.9

PAKLITAKSEL AMORFICZNY
1 s3 2110 182,3 155,5
SOIOWA 5 3 299.8 2927 233,2
5 s4 579.8 565,7 103,5

PAKLITAKSEL WSPOLIOFILIZOWANY

3 Ls 71 7.4 14,0

n.b. - nie badano
* - catkowite stezenie paklitakselu wynosito 100 mg/100 ml

** . catkowite stezenie paklitakselu wynosito 300 mg/100 ml

Rozpuszczalnos¢ paklitakselu krystalicznego w WDL jest bardzo mata (Tabela 14)
i substancja rozpuszcza sie powoli. Po 24 h, w zaleznosci od stezenia lecytyny jajowej,
uzyskano rozpuszczalnos¢ tylko 29-45 mg/100 ml.

W przeciwienstwie do paklitakselu krystalicznego, amorficzna forma substanciji
rozpuszcza sie szybko i po 2-5 min wytrzasania uktadu (t=0) uzyskano rozpuszczalnosc
leku w 1% jajowej WDL 133 mg/100 ml, a w 5% sojowej oraz jajowej WDL -
580 mg/100 ml. Najnizszy wynik, tzn. 90 mg/100 ml w 3% WDL oraz wyniki uzyskane
w s3 i e3 w czasie t=0 nie odpowiadajg zapewne rzeczywistej rozpuszczalnosci, poniewaz
wyjatkowo w tych ukiadach calkowita ilos¢ dodanej substancji wynosita tylko 100 mg/100
ml lub 300 mg/100 ml, a wiec najprawdopodobniej ulegt rozpuszczeniu caly dodany

paklitaksel. Badan tych nie powtérzono z wiekszym nadmiarem paklitakselu
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z powodu niedostatecznej dostepnosci substancji do badah i decyzji o dalszych
eksperymentach z udzialem 5% WDL.

W czasie 24 h nastgpit spadek stezenia substancji rozpuszczonej we wszystkich
uktadach sporzadzonych z udzialem amorficznego paklitakselu. 5% WDL zawierajgce
lecytyne jajowg i sojowa wykazywaly podobne zdolnosci solubilizacyjne wobec
amorficznego paklitakselu, jednak w trakcie 24 h wiekszg stabilnos¢ uzyskano w jajowej
WDL (e4). W tym przypadku po 24 h zaobserwowano tylko niewielki spadek
rozpuszczalnosci do ok. 500 mg/100 ml (Tabela 14 i 15), natomiast w sojowej WDL (s4)
do 103-233 mg/100 ml. Mimo to mozna stwierdzi¢, ze stosujgc wiec amorficzny
paklitaksel udato sie uzyska¢ w 5% jajowej lub sojowej WDL rozpuszczalnos$¢ powyzej
100 mg/100 ml przez co najmniej 24 h. Réwniez w 1% WDL uzyskano rozpuszczalnosc
paklitakselu powyzej 100 mg/100 ml, ale w przypadku jajowej WDL (e3’) stezenie
rozpuszczonej substancji ulegto obnizeniu po 24 h do 11 mg/100 ml. Byt to wiec ukfad
niestabilny fizycznie. W uktadach, w ktorych doszto do spadku stezenia substancji
rozpuszczonej zaobserwowano pod mikroskopem czgstki paklitakselu w formie diugich
igiet.

Nie  przeprowadzono dokladnych badain nad wplywem  homogenizacji
wysokocisnieniowej na wiasciwosci solubilizacyjne WDL. Trudno jest bezposrednio
poréwnaé rozpuszczalnosé w czasie t=0 w ukiadach e3 i e4, gdyz, jak wczes$niej
wskazano, w ukladzie e3 rozpuszczeniu ulegt caly dodany paklitaksel. Otrzymano
odmienne wyniki w odniesieniu do jajowej i sojowej WDL, gdy uktady obserwowano po
24 h. Po 24 h wyzsze stezenie rozpuszczonego paklitakselu obserwowano
w homogenizowanej dyspersji lecytyny jajowej (e4) niz w jajowej WDL
niehomogenizowanej (e3). Natomiast w przypadku sojowych WDL, wiekszg
rozpuszczalnosé po 24 h odnotowano w ukladzie niehomogenizowanym (s3 vs s4).

Podjeto probe uzyskania dyspersji WDL przechowywanej w postaci liofilizatu
i odtworzonej ex tempore (Metodyka, p. 7.1.2). Taki spos6b przechowywania dyspersji
mogtby ograniczy¢ zachodzace w ukladzie niekorzystne procesy i zwiekszy¢ jej trwatosc.
Niestety, w 3,3% WDL poddanej liofilizacji (Le) uzyskana rozpuszczalno$¢ amorficznego
paklitakselu wynosita tylko 13,5 mg/100 ml.

Tabela 15 przedstawia rozpuszczalno$¢ paklitakselu w dyspersjach lecytyny jajowej
5% (ed4) sporzadzonych z uzyciem lecytyny pochodzacej z trzech réznych serii
produkcyjnych. Poréwnano tez rozpuszczalno$¢ substancji w dyspersji sporzadzonej
z lecytyny tej samej serii (seria I), ale w innym terminie. Nie zaobserwowano roznic
w poczatkowej rozpuszczalnosci paklitakselu w otrzymanych dyspersjach. Dopiero po
24 h w dyspersji lecytyny z serii Il odnotowano znaczacy spadek stezenia

rozpuszczonego paklitakselu.
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Tabela 15. Rozpuszczalno$c¢ paklitakselu amorficznego [mg/100ml] w 5% dyspersjach
(e4) sporzgdzonych z lecytyny jajowej z trzech serii produkcyjnych

SERIA cers Ul 24 h
| 579,6 504,2
| 511,5 475,4
Il 572,8 387,4
[l 572,6 553,9

Oceniono réwniez wptyw czasu przechowywania dyspersji poddanych homogenizacji
wysokocisnieniowej (5% WDL, e4) na ich zdolnosci solubilizacyjne. Wyniki badania

rozpuszczalno$ci przedstawiono w Tabeli 16.

Tabela 16. Wplyw czasu przechowywania uktadu e4 (5% WDL) na wiasciwosci
solubilizacyjne dyspersiji

CZAS ROZPUSZCZALNOSC
[miesi gce] [mg/100 ml]

0h | 6h | 24 h

LECYTYNA JAJOWA
0-1 511,5 583,6 475,4
6 260,5 97,8 61,5
18 117,3 69,9 60,3

LECYTYNA SOJOWA
0-1 579,8 565,7 103,5
6 313,0 121,0 123,6
18 150,4 111,0 114,0

Zarowno w WDL przechowywanych 6 jak i 18 miesigcy rozpuszczeniu ulegta znacznie
mniejsza ilos¢ substancji niz w WDL uzytych w czasie do 1 miesigca po sporzadzeniu.
Sojowa WDL charakteryzowata sie wiekszg zdolnoscig solubilizacji paklitakselu, jednak
w kazdej dyspersji nastepowat spadek stezenia substanciji rozpuszczonej juz w trakcie
6 h. Mimo tego niekorzystnego zjawiska, w sojowej WDL nawet po 18 miesigcach
przechowywania mozna uzyskac rozpuszczalnos¢ paklitakselu powyzej 100 mg/100 ml.
W dyspersjach lecytyny jajowe]j przechowywanych w temperaturze pokojowej
przez dluzszy czas rozpuszczalnos¢ substancji po 24 h wynosita tylko
60 mg/100 ml.

Paklitaksel poddano rowniez wspdlliofilizacji z dyspersjami lecytyny jajowej i sojowej

(Metodyka, p. 6.1) przewidujgc, iz proces ten moze mie¢ wplyw zarébwno na
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rozpuszczalnosc jak i trwatos¢ uktadow. Uzyskane liofilizaty mogtyby stanowi¢ proszki do
przygotowania roztworéw ex tempore.

Uktady poddane wspdtliofilizacji i zawierajace lecytyne jajowag réznity sie stezeniem
lecytyny (LeP1-LeP4) oraz stezeniem dodanego paklitakselu (LeP2-LeP4) (Tabela 13).
W odtworzonych po liofilizacji uktadach nie doszio do catlkowitego rozpuszczenia
paklitakselu (Tabela 14). Rozpuszczalno$¢ paklitakselu byta uwarunkowana stosunkiem
lecytyny jajowej oraz paklitakselu w ukladach poddawanych suszeniu. Najlepszg
stabilnos¢ i najwyzszg rozpuszczalno$¢ (52 mg/100 ml) uzyskano przy stosunku
500 mg : 15 mg (LeP3), ale rozpuszczeniu uleglo tylko 50% paklitakselu zawartego
w ukiadzie. Dyspersja LeP4 (500 mg : 30 mg) charakteryzowata sie mniejszg trwatoscig
fizyczng w poréwnaniu z dyspersjg LeP3, co wskazuje, ze stopien przesycenia ukiadu
wplywa na jego trwalos¢ fizyczna. Wspdtliofilizacja paklitakselu z lecytyng sojowg nie
przyniosta spodziewanego wzrostu rozpuszczalnosci leku. Uzyskane stezenie
rozpuszczonego paklitakselu wynosito tylko 7 mg/100 ml i wzrosto 2-krotnie w ciggu 24 h
(Tabela 14).

W celu stwierdzenia wplywu wytrzasania na trwalos¢ roztworéw sporzadzonych
przez rozpuszczenie amorficznego paklitakselu w izotonicznej 5% jajowej WDL, niektore
ukltady w trakcie 24 h obserwacji poddano wytrzgsaniu, a czes¢ pozostawiono bez
mieszania. Wyniki porbwnawcze przedstawia Tabela 17. W przypadku dyspersji lecytyny
jajowej zaobserwowano niewielki spadek stezenia rozpuszczonego paklitakselu, gdy
uklad wytrzgsano. Spadek stezenia rozpuszczonego leku w dyspersji lecytyny sojowej
wytrzasanej lub niewytrzasanej byt znaczny i podobny w obu przypadkach.

Tabela 17. Wplyw wytrzgsania na rozpuszczalno$c¢ paklitakselu amorficznego
w 5% dyspersjach lecytyny

ROZPUSZCZALNOSC
[mg/100 ml]

| 0h | 24 h

LECYTYNA JAJOWA
UKEAD WYTRZASANY 511,5 475,4
UKEAD NIEWYTRZASANY 502,4 537,4

LECYTYNA SOJOWA
UKLAD WYTRZASANY 579.,8 103,5
UKLAD NIEWYTRZASANY 528,1 108,5

Kolejne badania przeprowadzono z zastosowaniem ukltadéw zawierajgcych obok
lecytyny dodatkowe surfaktanty.
Mieszane micele otrzymywano przez rozpuszczenie lecytyny jajowej w obecnosci jej

solubilizatora - deoksycholanu sodu. Uklad poddawano takze liofilizacji i nastepnie
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odtwarzano w wodzie. Przygotowanie tych nosnikow opisano w p. 4 oraz 6.1 (Metodyka).
Tabela 13 podaje skfady otrzymanych uktadéw po liofilizacji. Do liofilizatéw dodawano ex

tempore 10 ml lub 15 ml rozpuszczalnika i  uzyskiwano  uktady

0 stezeniach substancji pomocniczych podanych w Tabeli 18.

Wyniki przedstawione w Tabeli 18 wskazujg, ze rozpuszczanie Kkrystalicznego
paklitakselu w liofilizowanych lub niepoddanych liofilizacji uktadach zawierajgcych
mieszane micele oraz rozpuszczanie amorficznego paklitakselu w liofilizowanym no$niku
nie prowadzito do otrzymania oczekiwanej zwiekszonej rozpuszczalnosci. Mimo
zastosowania réznych stezen lecytyny i deoksycholanu sodu tylko w przypadku uzycia
amorficznego paklitakselu i liofiizowanego nosnika (Led3, 2%-2%) obserwowano
rozpuszczalnos¢ substancji powyzej 100 mg/100 ml. Niestety réwniez w tym przypadku

ukiad nie byt trwaly i po 24 h rozpuszczalnos¢ wynosita tylko 17 mg/100 ml.

Tabela 18. Rozpuszczalnos$¢ amorficznego i krystalicznego paklitakselu
w uktadach zawierajgcych mieszane micele ztoZzone z lecytyny jajowej oraz
deoksycholanu sodu (d) oraz rozpuszczalnos¢ paklitakselu
wspotliofilizowanego z micelami mieszanymi (lecytyna jajowa - e, lecytyna sojowa - s)

PAKLITAKSEL lSJT('EABSL'J' e[/oi)]'*d RozTgslzlggﬂ_I;\l o8¢
oh | eh | 24n
PAKLITAKSEL KRYSTALICZNY

NOSNIK edl 1-1 n.b. 14,5 9,8

NIELIOFILIZOWANY ed2 2-05 n.b. 10,7 8,0
NOSNIK Ledl 1-1 n.b. 0,05 0,09
LIOFILIZOWANY Led2 2-0,5 nb. | 11,5 | 13,2

PAKLITAKSEL AMORFICZNY
) Led3 2-2 128,8 | 114,4 | 17,2
oMo Ny Led4 3-3 nb. | 56,6 | 551
Led5 3-0,75 17,3 | 18,2 | 104
PAKLITAKSEL WSPOLLIOFILIZOWANY

LedP1 0,5-0,5 749 | 69,6 | 31,3

LedP2 1-0,2 101,8 | 84 7,1

LedP3 1-05 109,4 | 87,5 | 44,9

LECYTYNA LedP4 1-08 126,4 | 54,7 | 61,5
JAJOWA LedP5 1-15 1155 | 89,3 | 255
LedP6 1,6-1,6 160,5 | 139,8 | 28,5

LedP7 2-2 174,8 | 1515 | 24,1
LedP8 25-25 173,4 | 151,0 | 109,8

LECYTYNA LsdP1 25-125 | 1646 | 163,3 | 17,9
SOJOWA LsdP2 25-25 181,2 | 193,4 | 186,1

* - stezenie sktadnikéw po odtworzeniu uktadow liofilizowanych

n.b. - nie badano

71




Malgorzata Klunder WYNIKI

Rozpuszczalnos¢ paklitakselu wspdtliofilizowanego z mieszanymi micelami zalezata
od stosunku lecytyny do deoksycholanu sodu. W czasie t=0 tylko uklad zawierajacy
lecytyne i deoksycholan w stezeniu 0,5% (LedP1l) nie zapewnit rozpuszczalnosci
paklitakselu na poziomie 100 mg/100 ml. Najbardziej obiecujacy uktad zawierat stezenie
lecytyny jajowej 2,5% i deoksycholanu sodu réwniez 2,5% (LedP8). Uzyskana w nim
rozpuszczalnos¢ paklitakselu wynosita 173 mg/100 ml. Podobng rozpuszczalnosc
uzyskano w ukfadzie zawierajgcym mniejsze stezenia substancji pomocniczych, tzn.
2% (LedP7), jednak okazato sie, ze wyzsze stezenia lecytyny i deoksycholanu sodu
sa niezbedne, aby rozpuszczalnos¢ po 24 h byla odpowiednio wysoka. Uktad LedP8
pozwolit na utrzymanie stezenia rozpuszczonego paklitakselu na poziomie co najmniej
110 mg/100 ml przez 24 h, natomiast oznaczone po 24 h stezenie rozpuszczonego
paklitakselu w uktadzie LedP7 wynosito tylko 24 mg/100 ml.

Najlepsze wilasciwosci solubilizacyjne wsréd mieszanych miceli posiadat, analogiczny
do LedP8, ukfad otrzymany przez wspolliofilizacje paklitakselu z lecytyng sojowg
i deoksycholanem sodu (LsdP2). W tym przypadku uzyskano tez najwiekszg trwatosc
fizyczng. Oznaczone po 24 h stezenie rozpuszczonego paklitakselu wynosito
186 mg/100 ml. Rozpuszczalnosé paklitakselu w tym ukiadzie byta jednak nizsza niz
w nieliofilizowanych dyspersjach lecytyny jajowej i sojowej (e4, s4) (Tabela 14).

W Tabeli 19 przedstawiono wplyw na rozpuszczalnos¢ paklitakselu wielokrotnej
wspolliofilizacji z lecytyng jajowa i deoksycholanem sodu (Metodyka, p. 6.2). Uklady
poddane wielokrotnej liofilizacji zawieraly paklitaksel w stezeniu 100 mg/100 ml. Stezenie
substancji pomocniczych byto takie samo jak w ukiladzie LedP4 (Tabela 18), natomiast
ilos¢ paklitakselu - o potlowe mniejsza. Kilkukrotne suszenie sublimacyjne nie zwiekszyto
rozpuszczalnosci paklitakselu. Uktady, w ktorych pomiedzy kolejnymi etapami liofilizaciji
zastosowano wode jako rozpuszczalnik charakteryzowaly sie podobng rozpuszczalnoscig
jak ukftady poddane pojedynczej liofilizacji. W zaleznosci od ilosci przeprowadzonych
liofilizacji zaobserwowano szybciej lub wolniej postepujacy w czasie spadek stezenia
rozpuszczonego paklitakselu. Jednak po 24 h obserwowano znaczny spadek stezenia
rozpuszczonej substancji we  wszystkich ukladach. Uktady, dla ktorych
jako rozpuszczalnika pomiedzy liofilizacjami uzyto wody z dodatkiem dioksanu
charakteryzowaly sie bardzo malg rozpuszczalnoscia paklitakselu w zakresie
5,7-7,8 mg/100 ml.

Pod mikroskopem obserwowano igly wytrgconego paklitakselu, gdy jako
rozpuszczalnika pomiedzy suszeniami uzywano wody z 20% dodatkiem dioksanu,
natomiast gdy rozpuszczalnikiem byta sama woda pod mikroskopem obserwowano tylko
kuliste czastki, co wskazuje, ze nie dochodzito do krystalizacji paklitakselu a jedynie do

niecatkowitego rozpuszczenia liofilizatu.
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Tabela 19. Wplyw wielokrotnej wspdlliofilizacji z mieszanymi micelami na rozpuszczalnos¢
paklitakselu [mg/100 ml]

ILOSE ROZPUSZCZALNIK LIOFILIZATU
LIOFILIZACJI WODA WODA:DIOKSAN (4:1)
0h 6h 24 h 0h 6h | 24h
1 81,5 81,8 233 n.b.
2 93,6 61,0 23,0 7,85 5,31 4,11
3 88,3 87,4 34,4 5,70 4,79 5,46
4 81,6 49,8 30,5 6,11 3,86 2,51

n.b. - nie badano

Paklitaksel poddano takze wspdlliofilizacji z lecytyng jajowag i innymi substancjami
pomochiczymi - chlorkiem benzalkoniowym, poloksamerem F68 lub makrogolem 6000.
Wyniki badan rozpuszczalnosci paklitakselu w tych ukiadach przedstawia Tabela 20.
Przygotowanie nosnikow opisano w p. 6.1 (Metodyka). Tabela 13 podaje skiady
otrzymanych uktadéw po liofilizacji. Do liofilizatbw dodawano ex tempore 10 ml
rozpuszczalnika (Metodyka, p. 7.2) i uzyskiwano koncowe stezenia substancji

pomochiczych podane w Tabeli 20.

Tabela 20. Rozpuszczalnos$¢ wspdtliofilizowanego paklitakselu (P) w ukladach
zawierajgcych lecytyne jajowg (e) oraz dodatkowy surfaktant (X)

ROZPUSZCZALNOSC
DODATKOWY SYMBOL P-e-X [Mg/100 ml]
SURFAKTANT UKLADU [%]

Oh 6h 24 h

LepP1 0,1-3,3-0,66 49,6 54,3 51,9

POLOKSAMER
LepP2 0,1-3,3-0,16 42,0 43,9 50,7
PEG 6000 LemP 01-3,3-1,0 223 23,5 17,3
CHLOREK

BENZALKONIOWY LebP 0,1-3,-0,01 12,4 8,4 54

p - poloksamer F68, m - PEG 6000, b - chlorek benzalkoniowy

Rozpuszczalno$¢ paklitakselu w tych ukladach byta mala i nie przekraczata
54 mg/100 ml. Najmniejszg rozpuszczalnos¢ obserwowano w ukiladzie zawierajgcym
chlorek benzalkoniowy. Dodatek makrogolu nie zwiekszyt rozpuszczalnosci leku
w porownaniu z ukladem niezawierajgcym makrogolu (Tabela 14, LeP3). Roztwor
zawierajacy poloksamer, zwigzek stosowany jako stabilizator uktadéw dyspersyjnych,
cechowat sie wiekszg stabilno$cig fizyczng - nie obserwowano zmiany rozpuszczalnosci

W czasie 24 h.
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Standardowym rozpuszczalnikiem uzywanym dla wszystkich ukladéw byta woda.
W dalszym etapie badan podjeto probe modyfikacji skltadu rozpuszczalnika w celu
zwiekszenia rozpuszczalnosci paklitakselu i trwatosci uktadow.

Tabela 21 przedstawia rozpuszczalnosé paklitakselu w zaleznosci od rozpuszczalnika

stosowanego do odtwarzania uktadow liofilizowanych.

Tabela 21. Wptyw rodzaju rozpuszczalnika na rozpuszczalnos¢ paklitakselu amorficznego
lub wspdlliofilizowanego z substancjami pomocniczymi

- ROZPUSZCZALNOSC
3|z . [mg/mi]
S | £ | STEZENE ——
& f: [%] SYMBOL rozpuszczalnik liofilizatu
LL * 0 0, 0,
@ % CZAS WODA g?i’czesr(:f; poloklsg)mer T%/\’/Zag)n en%glga
F68 80 **
PAKLITAKSEL AMORFICZNY
0 n.b. n.b. n.b.
e - 3 Le 6 h 13,5 n.b. 27,6 38,9 n.b.
24h | 124 32,3 36,0
0 n.b. n.b. n.b.
e d 3-3 Led4 6h 56,6 n.b. 61,7 57,6 n.b.
24h | 55,1 53,2 29,5
0 16,5 n.b. n.b.
e d 3-0,75 Led5 6h 18,6 n.b. 26,2 41,7 n.b.
24h | 10,4 16,7 20,4
0 n.b. n.b. n.b.
e S 3-0,75 LeS 6h 17,1 n.b. 25,6 37,9 n.b.
24h | 14,0 27,9 33,8
PAKLITAKSEL WSPOLLIOFILIZOWANY
0 164,6 | 163,1 170,5
S d 25-1,25 LsdP1 6h | 163,3 | 161,5 n.b. n.b. 154,9
24h | 17,9 11,6 19,2
29,2
0 1,6 1,3 (34.6)
s |p|33-066| LspP | 6h | nb | 13 11 np | 304
(36,4)
36,3
24 h 1,2 1,2 (38.0)
0 49,6 36,5 28,1 42,5
e p | 3,3-0,66 LepP1 6h 54,3 47,3 40,7 n.b. 45,1
24h | 51,0 49,4 33,1 48,3

* - stezenie lecytyna-surfaktant w koncowym uktadzie

** . w nawiasach podano rozpuszczalnos¢ w emulsji 20%
e - lecytyna jajowa, s - lecytyna sojowa, d - deoksycholan sodu, p - poloksamer F68, S - Span 80
n.b. - nie badano
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Dodatek do wody glicerolu w celu uzyskania izotonii nie wpltynat na rozpuszczalnosé
paklitakselu wspdlliofilizowanego z lecytyng i deoksycholanem sodu lub poloksamerem.
Zastosowanie 1% roztworu poloksameru lub 1,7% roztworu polisorbatu jako
rozpuszczalnika dla liofilizatbw zwiekszylo rozpuszczalnosé substancji w ukladach
zawierajacych lecytyne jajowg (Le) oraz lecytyne jajowag i Span 80 (LeS). Uzyskane
stezenia wynosity jednak nie wiecej niz 39 mg/100 ml. Bardzo mata rozpuszczalnosé
amorficznego paklitakselu w ukladzie Le (3,3% WDL) wynikata z faktu, iz dyspersja
zostala poddana liofilizacji i odtworzona ex tempore przed badaniem rozpuszczalnosci
(Tabela 14 i 21).

Ani roztwory poloksameru ani polisorbatu uzyte jako rozpuszczalniki nie zwiekszyty
rozpuszczalnosci paklitakselu do 100 mg/100 ml w ukladach zawierajacych mieszane
micele lub wspdlliofilizowanych z lecytyng i poloksamerem (LedP4, LedP5, LspP,
LepP1). Zastosowanie emulsji do zywienia pozajelitowego réwniez nie prowadzito do
oczekiwanego zwiekszenia rozpuszczalnosci leku w ukfadzie wspdtliofilizowanym
zawierajacym mieszane micele (LsdP1l). Gdy zastosowano jako rozpuszczalnik wode,
uzyskano stezenie rozpuszczonego paklitakselu 164 mg/100 ml, natomiast przy
zastosowaniu 10% emulsji - 170 mg/100 ml. W obu przypadkach po 24 h dochodzito do
znacznego obnizenia stezenia rozpuszczonego leku (ponizej 20 mg/100 ml).
Zaobserwowano jednak znaczny wzrost rozpuszczalnosci paklitakselu w ukfadach
wspdlliofilizowanych z lecytyng sojowg i poloksamerem (LspP), a nastepnie
rozpuszczonych w 10% emulsji dozylnej. Nadal jednak rozpuszczalnos¢ byla mala
(29-38 mg/100 ml). Spodziewano sie, ze dwukrotne zwigekszenie stezenia fazy olejowej
w wyniku zastosowania emulsji 20% znaczaco wptynie na rozpuszczalnos¢ paklitakselu.
Okazalo sie, ze zastosowanie emulsji o wyzszym stezeniu spowodowato tylko nieznaczny
wzrost rozpuszczalnosci paklitakselu bezposrednio po rozpuszczeniu (LspP) (t=0).
Natomiast po upltywie 24 h rozpuszczalnos¢ paklitakselu w ukiladzie sporzadzonym
z emulsjg 10% byta zblizona do rozpuszczalnosci leku w emulsji 20% (odpowiednio
35 mg/100 ml i 38 mg/100 ml).

3. CHARAKTERYSTYKA WODNYCH DYSPERSJI LECYTYNY

W celu blizszej charakterystyki wodnych dyspersji lecytyny przeprowadzono pomiar
pH, absorbancji, wielkosci czastek, dokonano obserwacji wizualnych oraz
mikroskopowych. Przeprowadzono réwniez analize za pomocg ESR.

Badania wykonano zgodnie z opisem przedstawionym w p. 9 (Metodyka).
Sporzadzenie dyspersji opisano w p. 3 (Metodyka).

Do badan wytypowano dyspersje zawierajace 5% lecytyny. Poszczegodlne uklady

réznity sie metodg sporzadzenia lub obecnoscig substancji dodatkowych - glicerolu badz
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buforu fosforanowego. Badano wpltyw procesu wyjatlawiania oraz homogenizacji na
wlasciwosci fizykochemiczne WDL. Uklady przechowywano przez okres 72 h w temp.
37 C, a takze 6 lub 18 miesiecy w temperaturze pokojowej. Wiasciwosci wodnych
dyspersji lecytyny jajowej i sojowej poréwnywano z dyspersjami 0czyszczonej
fosfatydylocholiny. Oceniono takze powtarzalnos¢ technologii sporzadzania WDL,
poréwnujac uzyskane parametry dla dyspersji wykonanych z lecytyny 3 serii producenta.

Wszystkie WDL otrzymane po sporzadzeniu byly homogenne, jednorodne i bez
osadéw. Jednorodnoscia i homogennoscia odznaczaly sie takze wodne dyspersje
oczyszczonej fosfatydylocholiny.

Tabele 22-25 przedstawiajg wyniki pomiaru pH, absorbancji oraz wielkosci czastek
(do,s), dog | dmaxy) Uzyskane dla wszystkich dyspersji sporzadzonych z lecytyng jajowa
i sojowg oraz fosfatydylocholing. Symbole uktadow zawarte w Tabelach 22-25 zostaly
wyjasnione w p. 3 (Metodyka). Poszczegdlne preparaty réznig sie sposobem
sporzadzenia dyspers;ji lub obecnoscig w skiadzie dodatkowych substancji (Tabela 12).

Tabela 22. Wiasciwosci 5% WDL zawierajgcych lecytyne jajowg

uktad I e3 e5 ed
czas
24 h* 24 h 72 h 6 m-cy 6 m-cy 24 h 6 m-cy | 18 m-cy
wiasciwo $¢
kremowo- .. ciemno- | kremowo- | kremowo- . ..
barwa s6ita kremowoz6ita s6ita bezowa s6ita ciemnozotta

pH 6,67 5,84 5,40 5,54 7,15 5,10 4,53 3,95
klarowno $¢, A 0,158 0,179 | 0,143 | 0,266 0,522 0,053 0,064 0,106
wielko §é d(0,5) 0,52 0,66 0,59 3,24 1,57 0,46 9,56 12,77
czastek d(0,9) 1,21 7,23 2,07 19,45 2,88 40,37 54,88 59,47
[hm] dmax 3,49 22,84 | 18,54 | 64,92 4,30 52,68 64,92 64,92

* - uktad niewyjatowiony
A - absorbancja rozcienczonego uktadu przy A=540 nm (Metodyka, p. 9.4)
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Tabela 23. Wiasciwosci 5% WDL zawierajgcych lecytyne sojowg

uktad I s3 s5 s4
czas
24 h* 24 h 72 h 6 m-cy 6 m-cy 24 h 6 m-cy 18 m-cy
wiasciwo $¢é
kremowo- | . kremowo- .
barwa s6ita jasnokremowa | mleczna bezowa jasnokremowa mleczna
pH 6,47 5,90 5,83 5,90 7,31 5,48 5,86 5,95
klarowno $¢, A 0,128 0,119 | 0,047 | 0,221 0,598 0,041 0,030 0,077
wielko §é d(0,5) 1,70 2,78 3,01 4,02 2,20 1,17 18,38 4,01
czastek d(0,9) 3,82 5,98 6,98 64,67 3,93 43,14 38,01 8,78
[um] dmax 8,04 9,91 | 34,69 64,92 42,75 52,68 52,68 15,04

* - ukfad niewyjatowiony
A - absorbancja rozcienczonego uktadu przy A=540 nm (Metodyka, p. 9.4)

Tabela 24 przedstawia zestawienie wynikow badania dyspersji lecytyny jajowej
wykonanych z substancji pochodzacej z trzech serii producenta.
W Tabeli 25 przedstawiono wyniki uzyskane dla dyspersji zawierajgcej oczyszczong

fosfatydylocholine jajowa.

Tabela 24. Poréwnanie wkasciwosci 5% WDL (po 24 h od wyjatowienia) zawierajgcych
lecytyne jajowg pochodzgcg z trzech r6znych serii producenta

SERIA

| 0 |

barwa kremowozoétta

pH 5,58 5,84 5,14
klarowno $¢, A 0,133 0,179 0,234
wielko g& | d(0.5) 0,56 0,66 1,63
czastek | d(0,9) 11,26 7,23 6,05
[hm] dmax | 34,69 22.84 34,69

A - absorbancja rozcienczonego ukladu przy A=540 nm (Metodyka, p. 9.4)
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Tabela 25. Wiasciwosci 5% wodnych dyspersji zawierajgcych oczyszczong
fosfatydylocholine jajowg

uktad IEp f
czas
24 h* 24 h 72 h 6 m-cy
wilasciwo $¢
barwa mlecznobiata mlecznoszarobiata

pH 5,65 5,03 4,91 5,16
klarowno $¢, A 1,173 1,084 1,074 0,667

wielko ¢¢ | d(0.5) 3,68 2,60 | 2,86 1,05

czastek d(0,9) 5,11 4,50 4,74 2,72
[um] dmax 8,04 652 | 652 | 42,75

* - ukfad niewyjatowiony
A - absorbancja rozcienczonego uktadu przy A=540 nm (Metodyka, p. 9.4)

Uzyskane wyniki przedstawione w Tabelach 22-25 szerzej zaprezentowano ponizej.

Obserwacje wizualne

Barwe badanych dyspersji przedstawiono w Tabelach 22-25. Wyglad niektérych
przygotowanych uktadéw obrazuje Rycina 13.

s3 s4/6 s4/18 sb

Rycina 13. Dyspersje lecytyny oraz fosfatydylocholiny po 6 (e3, f, s4/6, s5, s3, e5)
i 18 (s4/18) miesigcach przechowywania.

Dyspersje lecytyny jajowej (e) charakteryzowaly sie zoktym zabarwieniem (odcien
réznit sie nieznacznie w zaleznosci od serii producenta). W trakcie wyjatawiania

i przechowywania dyspersje ciemnialy, nabierajgc barwy ciemnozottej (Tabela 22).
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W dyspersjach zawierajgcych bufor fosforanowy (e5) w trakcie przechowywania pojawit
sie flotujacy ,0sad”. Po wstrzgsnieciu czastki ulegaly rozproszeniu i WDL ponownie
stawata sie homogenna. Dyspersje poddane homogenizacji wysokocisnieniowej (e4) nie
zmienialy zabarwienia podczas wyjatawiania.

Podstawowe dyspersje zawierajace lecytyne sojowag (s3) charakteryzowal mniejszy
stopieh zmetnienia i mniej intensywne zOtte zabarwienie w  poréwnaniu
z dyspersjami zawierajacymi lecytyne jajowa (Tabela 23). Po wyjatowieniu dyspersja
tracita zéttawe zabarwienie i stawala sie bardziej przejrzysta w poréwnaniu z uktadami
niewyjatowionymi. W trakcie przechowywania sojowa WDL nabierata intensywnego
mlecznego zabarwienia. W ciggu kilku tygodni pojawito sie zmetnienie w cafej objetosci
dyspersji, a w ciggu kilku miesiecy wyrazny osad na dnie fiolki. Po wstrzasnieciu czastki
ulegaty rozproszeniu i dyspersja ponownie stawala sie homogenna. Dyspersja poddana
homogenizacji wysokocisnieniowej stanowita zéttawy, klarowny roztwér o zwiekszonej
lepkosci. Po ok. 4 miesigcach pojawialo sie w niej zmetnienie, ktére znikalo po
wstrzasnieciu. Trwale zmetnienie, a nastepnie osad powstaty po ok. 12 miesigcach
przechowywania w temperaturze pokojowe;j.

Dyspersja zawierajgca fosfatydylocholine jajowag (f) byla mleczna, a w trakcie
wyjatawiania lekko ciemniata. W wyniku wirowania powstawatl osad w ilosci 1/3
odwirowanej objetosci. Osad nie powstawat podczas wirowania przygotowanych
w taki sam sposéb dyspersji zawierajgcych lecytyne jajowg i sojowag. Po kilku dniach
przechowywania dyspersji (f) pojawiat sie osad na dnie fiolki, ktory ulegat rozproszeniu po

wstrzasnieciu.

Wielko $¢ czastek

Wartosci parametrow dgs), dpg Oraz dmay (Metodyka, p. 9.2) wszystkich badanych
ukladéw przedstawiono w Tabelach 22-25. Rozkiady wielkosci czastek przedstawiono na
Rycinach 14-20. Pomiary przeprowadzono zgodnie z opisem przedstawionym w p. 9.2
(Metodyka).

Ryciny 14-16 przedstawiajg rozklady wielkosci czastek w dyspersjach lecytyny jajowej.
Chociaz srednia wielkos¢ czastek po wyjalowieniu zmienita sie niewiele, to
zaobserwowano wzrost dp g (e3) (Tabela 22). Po 6 miesigcach nastgpit wzrost wartosci
dos z 0,66 ym do 3,24 pm. Wzrost wielkosci czastek nastgpit takze w dyspersjach
poddanych homogenizacji i przechowywanych przez 6 i 18 miesiecy (e4). Inny rozktad
wielko$ci czastek niz w e4 obserwowano w WDL zawierajgcej bufor (e5) - wszystkie
czastki byty mniejsze niz 4,5 ym (Rycina 17, Tabela 22). Zaobserwowano takze réznice
w rozkladzie wielkosci czastek dyspersji lecytyny jajowej zawierajgcej lecytyne
pochodzacag z réznych serii producenta (e3) - chociaz z trzech serii dwie pozwolity na
otrzymanie dyspersji o podobnym rozktadzie wielkosci czastek (Rycina 16, Tabela 24).
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Rycina 14. Rozklad wielkosci czgstek dyspersji e3
(24* - przed wyjatowieniem, 24 - po wyjatowieniu, 72 - po 72 h w temp. 37 °C,
6 - po 6 miesigcach w temperaturze pokojowej).
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Rycina 15. Rozktad wielkosci czgstek dyspersji lecytyny jajowej e4
po 24 h oraz 6 i 18 miesigcach przechowywania w temperaturze pokojowe;j.
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Rycina 16. Rozktad wielkosci czgstek dyspersji lecytyny jajowej e3 wykonanych z lecytyny
trzech serii producenta.
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Rycina 17. Rozktad wielkosci czgstek buforowanych dyspers;ji lecytyny jajowej i sojowej
(e5, s5) po 6 miesigcach przechowywania w temperaturze pokojowe;.

W sojowej WDL $rednica czastek miesci sie gtownie w zakresie 1-6 pym (d(5) 2-3 pm).
Wielkos¢  czastek w  dyspersjach  zawierajacych  lecytyne  sojowg  (s3)
tylko w matym stopniu zwiekszata sie trakcie wyjatawiania. W trakcie przechowywania
ukladéw s3, s4 oraz s5 zanikaly czastki o Srednicy mniejszej niz 1 pm. Jak juz wczesniej
wskazano dyspersje poddane homogenizacji wysokocisnieniowej (s4) po 6 miesigcach
nadal byly klarowne. Badanie za pomocg dyfraktometru laserowego wykazalo jednak

wigksze wartosci dpg) Oraz dmay W dyspersji po 6 miesigcach niz tego samego ukfadu
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przechowywanego przez 18 miesiecy (s4) (Rycina 18 i 19, Tabela 23). Jak wyraznie
wida¢ na Rycinie 19 wielkos¢ czastek w sojowej WDL (s4) podczas przechowywania
réznita sie znaczaco od innych badanych uktadow wykazujac profil wielomodalny. Tak
duze wielkosci czastek (kilkadziesigt pm) nie moga jednak obrazowac rzeczywistej
struktury wewnetrznej ukfadu, ktory charakteryzowat sie najwyzszg klarownoscig. Mozna
przypuszcza¢, ze podczas pomiaru (rozcienczania wodg) dochodzito do wytrgcania

czastek.
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Rycina 18. Rozktad wielkosci czgstek dyspersji s3 (24* - przed wyjatowieniem,
24 - po wyjatowieniu, 72 - po 72 h w temp. 37 °C,
6 - po 6 miesigcach przechowywania w temperaturze pokojowej).
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Rycina 19. Rozktad wielkosci czgstek dyspersji s4
po 24 h oraz po 6 i 18 miesigcach przechowywania w temperaturze pokojowe;.
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Najkorzystniej na stabilizacje uktadow dyspersyjnych wptynat dodatek buforu
fosforanowego (e5, s5). Po 6 miesigcach 90% czastek jajowej WDL (e5) miala wielkosé
ponizej 2,88 ym, natomiast w sojowej WDL - ponizej 3,93 um (Rycina 17, Tabela 22 i 23).

Dyspersje zawierajgce oczyszczong fosfatydylocholine jajowag wykazywaty bimodalny
rozklad wielkosci czastek, a wszystkie czastki w ukfadzie po sporzadzeniu miescity sie
w zakresie 1-10 ym. W poréwnaniu z dyspersjami zawierajacymi lecytyne jajowa lub
sojowg, dyspersje fosfatydylocholiny jajowej (f) praktycznie nie wykazywaly zmian
wielkosci czastek po wyjatowieniu (Rycina 20, Tabela 25). Rozkiad wielkosci czastek
dyspersji przechowywanej przez 6 miesiecy ulegt jednak znaczacym zmianom i wyraznie
odrézniat sie od pozostatych uktadéw. Bimodalny rozktad zmienit swoj charakter na

jednomodalny i 90% czastek miato wielkos¢ w zakresie 0,05-2,7 um.
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Rycina 20. Rozktad wielkosci czgstek fosfolipidowych w dyspersjach oczyszczonej
fosfatydylocholiny jajowej f (24* - przed wyjatlowieniem, 24 - po wyjatowieniu,
72 - po 72 h w temp. 37 °C, 6 - po 6 miesigcach w temperaturze pokojowej).

Obserwacje pod mikroskopem

Obraz dyspersji lecytyny jajowej obserwowany pod mikroskopem optycznym
przedstawia Rycina 21.

Obserwacje pod mikroskopem potwierdzity, ze wiekszo$¢ czastek w ukladzie ma
wielkos¢ do 2-3 um. Nie obserwowano czastek powyzej 10 um. Obecnos¢ duzych czastek
(kilkadziesiat um) stwierdzonych badaniem za pomocg dyfraktometru laserowego moze

by¢ wiec spowodowana tworzeniem agregatow czastek lecytyny podczas pomiaru.
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Rycina 21. Obraz z mikroskopu optycznego, dyspersja lecytyny jajowej (e3).

Pomiar absorbancji

Do oceny klarownosci oraz tendencji do sedymentacji czastek w ukfadach
wykorzystano pomiar absorbancji dyspersji przygotowanych zgodnie z opisem
przedstawionym w p. 9.3 (Metodyka) po 50-krotnym rozcienczeniu. Zmierzong
absorbancje (A=540 nm) przedstawiajg Tabele 22-25.

W uktadach poddanych wyjatawianiu i przechowywaniu, absorbancja rozcienczen
dyspersji zawierajacych lecytyne jajowag nie wykazywatla znaczacych zmian (e3). Blisko
2-krotny wzrost absorbancji nastgpit w trakcie 6 miesiecy (e3). Najmniejszg absorbancje
zaobserwowano dla dyspersji poddanych homogenizacji wysokocisnieniowej (e4).

Dyspersje zawierajgce lecytyne sojowg (s3) okazaly sie bardziej klarowne, co
potwierdzity obserwacje wizualne i pomiar absorbancji. Absorbancja tych uktadéw malata
zaréwno podczas wyjatawiania jak i przechowywania przez 72 h, ale wzrosta w dyspersji
niehomogenizowanej ponownie po 6 miesigcach podobnie jak w przypadku jajowej WDL.
Najmniejsza absorbancje podczas przechowywania wykazywaty uktady poddane
homogenizacji wysokocisnieniowej (s4).

Buforowane dyspersje lecytyny jajowej i sojowej (e5, s5) wykazywaly podobng
absorbancje, ale znacznie wyzszg od pozostatych dyspersiji.

Najmniejszg  klarownoscia  charakteryzowaly sie  dyspersje  zawierajgce
fosfatydylocholine jajowa (f), co réwniez potwierdzajg obserwacje wizualne i pomiar
absorbancji. Parametr ten ulegat tylko nieznacznym zmianom podczas wyjalawiania
i przechowywania przez 72 h, lecz warto$¢ absorbancji ulegta zmniejszeniu po
6 miesigcach.

Zmiany odczynu wodnych dyspersji lecytyny

Pomiar wartosci pH wykonano zgodnie z opisem przedstawionym w p. 9.1
(Metodyka). Zaobserwowano réznice w wartosciach pH zaréwno w zaleznosci od rodzaju

lecytyny, uzycia procesu homogenizacji wysokocisnieniowej, obecnosci buforu
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fosforanowego w ukladzie jak i w zaleznosci od czasu przechowywania uktadéw. Wartosci
pH wszystkich uktadow przedstawiajg Tabele 22-25 oraz Ryciny 22-24.

Otrzymane wartosci pH stanowity $rednig z trzech niezaleznych pomiaréw. Wyniki
poszczegllnych pomiaréw nie réznity sie o wiecej niz 0,1 jednostki pH. W trakcie
wyjatawiania dochodzito do obnizenia wartosci pH ukladéw, a dalszy jego spadek
nastepowat w dyspersjach lecytyny jajowej podczas przechowywania.

Wartosci pH niewyjatlowionych WDL (sojowych i jajowych) zawieraly sie w zakresie
6,5-6,7, a po wyjatowieniu w zakresie 5,1-5,9. W trakcie przechowywania jajowej WDL
przez 72 h (e3) nastepowalo obnizenie wartosci pH o 0,44, lecz w dyspersji
przechowywanej przez 6 miesiecy nie odnotowano wiekszego spadku pH. Réwniez pH
dyspersji zawierajacej bufor nie uleglo znaczacym zmianom. Wyraze zmiany pH
zaobserwowano w ukfadach poddanych homogenizacji wysokocisnieniowej (e4). Uktady
te cechowaly sie nizszym wyjsciowym pH od ukiadu niehomogenizowanego (5,10)

i wartos¢ ta w ciggu 18 miesiecy spadata do 3,95 (Rycina 22).

pH

e4

R S el A L B .

24* h 24 h 72h 6 m-cy 6m-cy 24 h 6 m-cy 18 m-cy

czas przechowywania

Rycina 22. Wartosci pH badanych dyspersji zawierajgcych lecytyne jajows.

Zmiany pH przechowywanych ukfadow zawierajacych lecytyne sojowa przedstawia
Rycina 23 oraz Tabela 23. Dyspersje te charakteryzowaly sie wieksza stabilnoscig
wartosci pH niz dyspersje lecytyny jajowej - po 72 h pH zmniejszyto sie o 0,07 jednostki,
a w trakcie 6 i 18 miesiecy nie odnotowano wiekszej zmiany pH, rowniez

w dyspersjach poddanych homogenizacji wysokoci$nieniowej (s4).
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Rycina 23. Wartosci pH badanych dyspersji zawierajgcych lecytyne sojows.

Zmiany pH ukfadow zawierajgcych oczyszczong fosfatydylocholine jajowg przedstawia
Rycina 24 oraz Tabela 25. W dyspersjach zawierajgcych oczyszczong fosfatydylocholine
jajowag (f) réwniez nie odnotowano duzych zmian wartosci pH podczas wyjatawiania
i przechowywania. W trakcie wyjatawiania odnotowano spadek pH o 0,62 jednostki,

a w trakcie przechowywania nie zaobserwowano dalszych zmian.

pH

o B N W b~ OO O N
I L h L L L L h

24% h 24 h 72h 6 m-cy
czas przechowywania

Rycina 24. Wartosci pH badanych dyspersji zawierajgcych oczyszczong
fosfatydylocholine jajowg (f).

4. ANALIZA ESR

Analizie ESR (Electron Spin Resonance, Metodyka, p. 9.6) poddano ukfady el, e3,
e4, e5, sl, s3, s4, s5 (Tabela 12), a takze dyspersje zawierajgcg oczyszczong
fosfatydylocholine jajowg (str. 51). Jako znacznika spinowego uzyto TEMPOLU.
Wszystkie zarejestrowane widma wykazywaly podobny przebieg. Przykladowe widma
dyspersji lecytyny jajowej i sojowe]j przedstawiajg Ryciny 25 i 26.
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Rycina 25. Przykladowe widmo dyspersji lecytyny jajowej e3.
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Rycina 26. Przyktadowe widmo dyspersji lecytyny sojowej s3.

Na podstawie uzyskanych widm obliczono czas korelacji rotacyjnej - Tc [ns] oraz

polarnos¢ srodowiska. Badane uktady mozna podzieli¢ na 2 grupy:

1) dyspersje lecytyny jajowej oraz dyspersja oczyszczonej fosfatydylocholiny,

2) dyspersje lecytyny sojowej.
Wyliczony czas korelacji dla dyspersji z grupy pierwszej wynosit od 468 ns do 581 ns,
natomiast polarnos¢ wynosita od 1,042 do 1,030. Czas korelacji rotacyjnej dyspersji
lecytyny sojowej wynosit od 392 do 465 ns, a polarnos¢ od 1,026 do 1,028. Rdznice
w czasie korelacji rotacyjnej miedzy dyspersjami lecytyny jajowej i sojowej wskazujg na
odmienne rozmieszczenie wolnych rodnikéw w uktadach dyspersyjnych. Im diuzszy czas
korelacji rotacyjnej, tym wieksza lepkos¢ mikrosrodowiska, w ktérym znajdujg sie wolne
rodniki. Uktady o dluzszm Tc charakteryzowaly sie wyzszg polarnoscia, co moze byc
zwigzane z unieruchomieniem dipola czasteczki TEMPOLU, ale i ze zmiang
uporzadkowania warstw fosfolipidowych. Mozna przypuszczaé, ze w dyspersjach lecytyny

jajowej oraz oczyszczonej fosfatydylocholiny, bez wzgledu na modyfikacje techniki
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sporzadzania i dodatek glicerolu, bgdz buforu, powstajg podobne struktury fosfolipidowe.

Podobnie sytuacja przedstawia sie w uktadach zawierajacych lecytyne sojowa.

5. BADANIA IN VIVO NA KROLIKACH

35 krélikom podawano w 5-godzinnym wlewie dozylnym cztery preparaty: dwa
preparaty placebo i dwa zawierajgce paklitaksel. Przygotowanie i podawanie preparatow,
przygotowanie zwierzat oraz pobieranie materialu do badan przebiegato zgodnie z opisem

przedstawionym w p. 10 (Metodyka).

Obserwacje zwierz at, badania histopatologiczne i biochemiczne

W trakcie podawania preparatéw nie zaobserwowano zadnych niepokojgcych zmian
w zachowaniu zwierzat. Temperatura ciala wszystkich zakwalifikowanych do
doswiadczenia zwierzat miescita sie w zakresie od 38 °C do 40 °C. U 5 samic i u 1 samca
w trakcie trwania eksperymentu zanotowano podwyzszong temperature ciata (41 °C). Trzy
osobniki, u ktérych zanotowano podwyzszong temperature ciata otrzymywaty PTX-WDL,
dwa - WDL, a jeden - Taxol. Maksymalna uznawana za prawidlowg temperatura ciata
krolikbw wynosi 40 °C [101]. Lekki wzrost temperatury ciata zwierzat mogt byc
spowodowany podaniem paklitakselu, ale réwniez zaniepokojeniem, jakie kroéliki mogty
odczuwaé podczas trwania doswiadczenia.

W trakcie badania makroskopowego uszu kroélikow stwierdzono jedynie punktowe
Slady po wktuciach. W badaniu histopatologicznym stwierdzono obrzek podScieliska
tacznotkankowego matzowiny usznej, ponadto ogniskowe, bezodczynowe wylewy krwi,
martwice $cian naczyn oraz odczyn zapalny z limfocytow, eozynofilow i fibroblastow.
Poniewaz zmiany te stwierdzono u wszystkich zwierzat biorgcych udziat w badaniu, nie
mozna ich taczyé z dziataniem specyficznym leku, ale z uszkodzeniem mechanicznym

w trakcie podawania.

Stezenie paklitakselu w osoczu krwi krélikéw

Analize krwi krolikbw przeprowadzono zgodnie z opisem przedstawionym w p. 10.5
(Metodyka). Na podstawie uzyskanych wynikow okreslano czuto$¢ i granice
oznaczalnosci metody analitycznej, w ktorej zastosowano etap ekstrakcji paklitakselu.
Poréwnano wyniki po ekstrakcji paklitakselu z wody oraz osocza krwi krélika (Tabela 26).

Uzyskane przyktadowe chromatogramy przedstawia Rycina 27.
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Tabela 26. Parametry metody analitycznej stosowanej do oznaczania stezenia
paklitakselu w osoczu

woda osocze
Odzysk paklitakselu 71,1+10,1 44,2+14.5
Oznaczalnos¢ paklitakselu [ng/ml] 25 25
Liniowos$¢ w zakresie 2 _ 2 _
25-1000 ng/ml R“ =0,9925 R“=0,9933
Roéwnanie regresji prostoliniowej _ _
w zakresie 25-1000 ng/ml Ap/Aq = 0,9404 C + 0,0640 Ap/Ag = 10,6725 C +0,0179

Odzysk diazepamu z wody wynosit 93,8+9,3%, a z osocza 91,3+10,8%.
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Rycina 27. Chromatogramy ekstraktdw osocza krwi krolika:

a) po 4 h od momentu rozpoczecia wlewu PTX-WDL
(t=7,08 - pik diazepamu, t,=10,04 - pik paklitakselu)

b) po 4 h od momentu rozpoczecia wlewu preparatu Taxol
(t=6,95 - pik diazepamu, t,=9,68 - pik paklitakselu)

c) w czasie t=0 przed podaniem preparatdw.
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Oznaczone stezenia paklitakselu w osoczu krwi zwierzat po 4 h i 24 h od momentu
rozpoczecia wlewu dozylnego preparatu PTX-WDL oraz Taxol przedstawia Tabela 27.
Srednie stezenia paklitakselu we krwi krélikéw oceniono statystycznie przyjmujac
prawdopodobienstwo popetnienia btedu na poziomie a=0,05 (Microsoft Exel 2000, test
t-Studenta). Oznaczone stezenie paklitakselu po 4 h od momentu rozpoczecia wlewu
PTX-WDL miescito sie w zakresie 158-703 ng/ml. U siedmiu krélikdw z dziesieciu miescito
sie w zakresie 158-239 ng/ml, a u trzech wynosito powyzej 400 ng/ml. Oznaczone w tym
czasie stezenie paklitakselu po podaniu preparatu Taxol u szesciu krolkow miescito sie
w zakresie 204-480 ng/ml, a u czterech krolikbw wynosito powyzej 650 ng/ml. Po 24 h,
a wiec 19 h po zakonczeniu wlewu wykrywano nadal paklitaksel u wiekszo$ci zwierzat.
Oznaczane stezenia byly nizsze - $r. 30 ng/ml po podaniu PTX-WDL oraz sr. 60 ng/ml po
podaniu preparatu Taxol. Srednie stezenia paklitakselu w osoczu po 4 h od podania
PTX-WDL oraz Taxolu roznity sie statystycznie. Natomiast nie potwierdzono znamiennie

statystycznej réznicy w stezeniach otrzymanych po 24 h.

Tabela 27. Stezenia paklitakselu [ng/ml] w osoczu krélikéw (n=10) po podaniu leku
oryginalnego Taxol i nowego preparatu PTX-WDL

Taxol PTX-WDL Taxol PTX-WDL
L.p. 4h 24h
1. 655,7 193,1 102,5 54,60
2. 1044,0 446,5 58,65 37,75
3. 360,4 455,8 32,59 36,3
4. 300,7 164,8 169,03 38,18
5. 204,4 171,6 96,28 0
6. 834,1 239,0 52,50 0
7. 408,3 182,0 0 0
8. 4798 703,0 0 94,76
9. 418,1 157,6 27,32 0
10. 702,4 211,2 67,99 46,04
SREDNIE STEZENIE
540,79 | 292,46 6068 | 3076
a= 0,05 p=0,02570 p=0,13877
ODCHYLENIE STANDARDOWE
26200 | 18244 51,79 | 31,29

U zwierzat w trakcie 96-godzinnych obserwacji nie zaobserwowano zmian stezenia
enzymow - aminotransferazy alaninowej, aminotransferazy asparaginowej oraz fosfatazy
alkalicznej. Zmiany hematokrytu, stezenia hemoglobiny, liczby erytrocytéw oraz

limfocytow w trakcie 72-godzinnej obserwacji zwierzat przedstawia Rycina 28.
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Zarowno u krolikow otrzymujacych Taxol jak i PTX-WDL zaobserwowano spadek
hematokrytu, stezenia hemoglobiny, liczby erytrocytow i limfocytéw. Odnotowany poziom
hematokrytu oraz liczby erytrocytow i stezenia hemoglobiny u krélikéw otrzymujgcych
Taxol byt nizszy od obowigzujgcych norm (wartosci prawidtowe odpowiednio: 33-55%,
3,8x10'%/1-7,9x10"%/1, 9,4-17,4 g/dl) [101, 102]. Wartosci tych parametréw ulegaly réwniez
obnizeniu, ale w mniejszym stopniu, u krolikéw otrzymujacych PTX-WDL. Zaréwno
w grupie krolikow otrzymujacych PTX-WDL jaki w grupie krolikow otrzymujgcych Taxol
zaobserwowano podobny spadek liczby leukocytéw (gtéwnie neutrocytéw) - do 4x10%I.

Nie odnotowano zmian w obrazie krwi krélikéw otrzymujgcych placebo (C-E, WDL).

a) b)
[g/dl] 12 [%] 40
i 35
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25
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4
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0 24 48 72 0 24 48 72

Rycina 28. Zmiany stezenia hemoglobiny (a), hematokrytu (b), liczby erytrocytéw (c)
oraz limfocytéw (d) we krwi krélikbw otrzymujgcych Taxol oraz PTX-WDL.

6. BADANIE TOKSYCZNO SCI OSTREJ NA MYSZACH

37 myszom podawano w odstepach, co najmniej 6-godzinnych, cztery preparaty: dwa
preparaty placebo i dwa zawierajace paklitaksel. Obserwowano zachowanie zwierzat.
Przygotowanie i podawanie preparatéw, przygotowanie zwierzgat oraz pobieranie

materiatu do badan przebiegato zgodnie z opisem przedstawionym w p. 11 (Metodyka).
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Obserwacje zwierz at

U myszy, ktére otrzymywaly preparaty placebo nie zaobserwowano zadnych
niepokojacych objawdw przez wszystkie dni trwania doswiadczenia.

Juz po podaniu myszom pierwszej dawki preparatdbw Taxol oraz PTX-WDL
zaobserwowano nieznaczne obnizenie aktywnosci zwierzat, ktéra malata stopniowo
w nastepnych dniach. Po podaniu dwunastej dawki (w czwartym dniu doswiadczenia)
zaobserwowano bardzo wyrazne obnizenie aktywnosci zwierzat - myszy poruszaly sie
bardzo powoli, byly skulone, oszotomione, wiekszos¢ czasu spedzaly siedzac ,gtowg
w dot” i gromadzity sie w grupie w rogu klatki.

Myszy otrzymujgce Taxol przezywaly 7-16 podan leku, natomiast myszy otrzymujace
nowy lek z paklitakselem (PTX-WDL) przezywaly 8-18 podan leku. Smiertelnosé¢ zwierzat
po podaniu preparatéw Taxol oraz PTX-WDL przedstawia Rycina 29.

—— Taxol
—s— PTX-WDL
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ilo$¢ podanych dawek

Rycina 29. Poréwnanie $miertelno$¢ myszy po podaniu howego preparatu
z paklitakselem (PTX-WDL, n=10) oraz preparatu Taxol (n=10).
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Celem niniejszej pracy bylo uzyskanie nowego nosnika dla leku
przeciwnowotworowego - paklitakselu. Nowy ukiad miat sklada¢ sie wytacznie
z biozgodnych skiladnikow, ewentualnie z niewielkim dodatkiem syntetycznych
surfaktantdw lub wspétrozpuszczalnikéw juz stosowanych w celu zwiekszenia
rozpuszczalnosci lekobw podawanych drogg pozajelitowa. Paklitaksel jest aktualnie
podawany w postaci roztworéw o stezeniu 30-120 mg/100 ml we wlewie dozylnym
trwajacym 3 lub 24 h. Z tego powodu nowy nosnik miat zapewni¢ rozpuszczalnosé
substancji leczniczej co najmniej 100 mg/100 ml i trwalo$¢ fizyczng przez co najmniej
24 h. Gidwnym skiadnikiem tworzonych ukladéw byta lecytyna, a do ich modyfikacji
zastosowano proces liofilizacji.

Podobnie jak w przypadku wielu lekéw przeciwnowotworowych, aby unikna¢ groznych
dziatan ubocznych wymagana jest powolna infuzja dozylna roztworu paklitakselu.
Podawany dozylnie przez kilka godzin i w duzych objetosciach preparat powinien by¢
biozgodny i nie moze zawiera¢ wysokich stezen syntetycznych surfaktantéw. Lecytyna nie
tylko ogranicza toksyczne wiasciwosci solubilizatorow wywotujacych hemolize krwi (np.
deoksycholanu sodu), ale nosniki zawierajace lecytyne moga takze redukowac toksyczne
dziatanie substancji leczniczych [103, 104]. Biorgc pod uwage fakt podawania lekéw
przeciwnowotworowych w wyjatkowych przypadkach (maksymalnie 6 wlewéw dozylnych
co 21 dni), mozna uzna¢ za nietoksyczne nosniki z lecytyng nawet zawierajace mate ilosci
surfaktantdw i wspoétrozpuszczalnikéw.

Do tej pory lecytyne wykorzystuje sie jedynie jako sktadnik emulsji oraz mieszanych
miceli i liposomow. Wczesniejsze badania przeprowadzone w Katedrze i Zakladzie
Farmacji Stosowanej wskazujg, ze lecytyna moze znalezé szersze zastosowanie
w technologii postaci leku. Bez dodatkowych substancji pomocniczych moze byc¢
solubilizatorem dla niektorych substancji leczniczych i stanowi¢ samodzielny nosnik dla
lekéw [105]. Z tego powodu podjeto prébe zastosowania wodnych dyspersji lecytyny
(WDL) - nie wykorzystywanych do tej pory w lecznictwie - w celu uzyskania stabilnych
uktadow z paklitakselem i umozliwiajgcych jego podanie we wlewie dozylnym.

W pierwszym etapie pracy zbadano rozpuszczalnos¢ paklitakselu w 3%, 5% i 10%
jajowej WDL. Krystaliczna forma paklitakselu charakteryzowata sie niedostateczng
rozpuszczalno$cig i substancja rozpuszczata sie bardzo wolno (Tabela 14). Stezenie
rozpuszczonego paklitakselu 45,5 mg/100 ml uzyskiwano dopiero po 24 h. Wraz ze
wzrostem stezenia lecytyny w WDL wzrastata zdolnos¢ solubilizacyjna nosnika.

Brak znaczacego zwiekszenia rozpuszczalnosci krystalicznego paklitakselu w jajowej
WDL spowodowat podjecie proby zastosowania amorficznej formy substancji leczniczej.
W tym celu wykorzystano opracowang w Katedrze i Zakladzie Farmacji Stosowanej
i opatentowang metode otrzymywania amorficznego paklitakselu z zastosowaniem
procesu liofilizacji roztworu paklitakselu w mieszaninie dioksanu i wody [98]. Jak
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zaobserwowano pod mikroskopem, czastki tak otrzymanej substancji majg nieregularny
ksztalt, wielkos¢ 3-5 um i nie wystepuja wsrdd nich krysztaty paklitakselu (Rycina 11).
Badania mikrokalorymetryczne takze potwierdzity amorficzny charakter substancji [98].

Zastosowanie amorficznej formy substancji znacznie zwiekszyto rozpuszczalno$c
paklitakselu zaréwno w jajowej jak i sojowej WDL. Amorficzna forma substancji
rozpuszczata sie bardzo szybko w wodnych dyspersjach lecytyny - juz w ciggu 2-5 min
otrzymywano maksymalne stezenie rozpuszczonego leku w uktadzie.

Zwiekszong rozpuszczalno$¢ amorficznego paklitakselu osiggnieto we wszystkich
badanych ukiladach zawierajgcych lecytyne jako substancje pomocniczg (Tabela 14).
Najwyzsza  rozpuszczalnos¢ uzyskano w 5%  dyspersji lecytyny jajowej
(511,5 - 580 mg/100 ml). Nalezy zwroci¢ uwage, ze obserwowano duzg powtarzalnosc
rozpuszczalnosci paklitakselu w WDL przygotowanych =z lecytyny pochodzacej
z réznych serii producenta (Tabela 15), chociaz lecytyna uwazana jest za substancje
o stosunkowo mato powtarzalnych wtasciwosciach. W 5% sojowej WDL osiggnieto réwnie
wysoka rozpuszczalnosc¢ paklitakselu - 580 mg/100 ml. Uktady zawierajgce amorficzny
paklitaksel i WDL charakteryzowaly sie odmienng trwatoscig fizyczng w trakcie 24 h.
W tym czasie stezenie rozpuszczonego paklitakselu zmalalo we wszystkich ukladach
WDL, ale w réznych stopniu. Uklady zawierajace 5% jajowg WDL odznaczaly sie
zadowalajgca trwatoscig. Tylko w jednym przypadku stezenie rozpuszczonego
paklitakselu spadto w trakcie 24 h ponizej 400 mg/100 ml, podczas gdy w pozostatych
uktadach wynosito 475 - 553 mg/ml (Tabela 15). Niestety w dyspersji lecytyny sojowej
w trakcie 24 h nastepowalo wytrgcenie substancji i zmniejszenie stezenia
rozpuszczonego paklitakselu znacznie wieksze niz w dyspersji lecytyny jajowej
(do 103,5 mg/100 ml) (Tabela 14). Odmienne wiasciwosci solubilizacyjne dyspersji
lecytyny sojowej, w porOwnaniu z lecytyng jajowa, moga wynika¢ z innego sktadu
chemicznego.

Nalezy spodziewa¢ sie zwiekszenia stabilnosci otrzymanych uktaddw, jesli obnizy sie
stezenie paklitakselu ponizej stanu nasycenia i brak bedzie w ukladzie fazy stalej,
sprzyjajacej krystalizacji. Zjawisko takie zaobserwowano podczas prowadzonych badan in
vivo. Nie zaistnialy wtedy jakiekolwiek problemy ze stabilnoscig fizyczng przez 24 h
w uktadzie zawierajacym lek w stezeniu 100 mg/100 ml rozpuszczony w 5% jajowej WDL.
Zjawisko zmniejszenia rozpuszczalnosci w czasie 24 h wskazuje, ze w tych badaniach
otrzymywano poczatkowo roztwory przesycone, co dodatkowo sprzyja rekrystalizacji
substancji. Ponadto, co zostato zamierzone w celu pracy, uktady wytrzgsano podczas
24 h obserwacji, a wiec byt to dodatkowy czynnik, ktory zmniejsza trwalos¢ fizyczng
ukfadu.

Spodziewano sie, ze zastosowanie homogenizacji wysokocisnieniowej moze
znaczaco wplyng¢ na zdolnos¢ solubilizacyjng nosnikow. Nie mozna jednoznacznie
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stwierdzi¢, czy rozpuszczalnos$¢ paklitakselu w uktadach poddanych homogenizacji jest
wyzsza (str. 68) - w przypadku jajowej WDL homogenizacja prowadzita do otrzymania
roztworéw paklitakselu mniej stabilnych w czasie 24 h, a w przypadku sojowej WDL efekt
byt odwrotny (Tabela 14).

Proces liofilizacji ogranicza niekorzystne zmiany zachodzace w ukiladach
fosfolipidowych. Jako, ze suszenie sublimacyjne zostalo wykorzystane do uzyskania
amorficznej formy paklitakselu, postanowiono zastosowaé je réwniez do modyfikacji
nosnikéw dla substancji leczniczej. Zmiany struktury nosnika w trakcie liofilizacji moga
spowodowac¢ zmiane ich wlasciwosci solubilizacyjnych. Liofilizowane ukfady odtwarzano
w wodzie i badano rozpuszczalnos¢ paklitakselu.

Liofilizacja nosnika z lecytyng jajowa nie tylko nie zwiekszyta rozpuszczalnosci
paklitakselu, ale spowodowala jej spadek (Tabela 14). W liofilizowanej dyspersiji lecytyny
jajowej 3,3% rozpuszczalnos¢ amorficznego paklitakselu byto co najmniej 7-krotnie nizsza
niz w analogicznym uktadzie nieliofilizowanym.

Poniewaz liofilizacja samego nosnika nie przyniosta spodziewanych efektow, podjeto
prébe przygotowania uktadéw wspotliofilizowanych - liofilizatbw do rozpuszczania ex
tempore. W ukladach wspdlliofilizowanych z lecytyng jajowg maksymalne stezenie
rozpuszczonego paklitakselu jakie udato sie uzyskac to 52 mg/100 ml i utrzymywato sie
ono na podobnym poziomie przez 24 h. Wspdlliofilizacja leku z lecytyng sojowg data
znacznie gorsze efekty, a maksymalne stezenie rozpuszczonego leku osiggnieto dopiero
po 24 h (Tabela 14), co wskazywaloby na istnienie formy krystalicznej paklitakselu
w liofilizacie.

W celu dalszej modyfikacji ukladéw i zwiekszenia rozpuszczalnosci paklitakselu
zastosowano dodatkowe surfaktanty dopuszczone do stosowania w lekach
pozajelitowych: poloksamer, makrogol, chlorek benzalkoniowy, a przede wszystkim
deoksycholan sodu. Aktualnie w lecznictwie dostepnych jest kilka preparatéw w formie
mieszanych miceli zawierajacych fosfolipidy oraz sole kwasow zofciowych (Wstep,
Rozdziat 6), dlatego podjeto probe zastosowania tych ukladéw takze w celu solubilizacji
paklitakselu.

Badano rozpuszczalnos¢ paklitakselu krystalicznego oraz amorficznego w mieszanych
micelach zawierajgcych lecytyne jajowa i deoksycholan sodu w réznych stezeniach,
a takze w nosniku liofilizowanym i odtworzonym ex tempore. Krystaliczna forma
paklitakselu charakteryzowata sie bardzo matg rozpuszczalno$cia, tak jak w przypadku
dyspersji lecytyny (Tabela 14 i 18) i dopiero zastosowanie amorficznej formy znacznie
zwiekszylo jej rozpuszczalnosé. Podobnie jak w przypadku WDL, juz w ciggu 2-5 min
otrzymywano maksymalne stezenie rozpuszczonego leku w ukladzie. Wadg wielu

z badanych ukladow okazata sie jednak zbyt krotka trwalos¢ fizyczna. Tylko w dwdch
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uktadach (LedP8, LsdP2) po 24 h stezenie rozpuszczonego paklitakselu nadal wynosito
€0 najmniej 100 mg/100 ml.

W uktadach wspdlliofilizowanych badano zalezno$¢ rozpuszczalnosci od stosunku
paklitaksel : lecytyna : deoksycholan sodu. We wszystkich uktadach zawierajgcych
lecytyne jajowg w stezeniu =1% zaobserwowano bezposrednio po rozpuszczeniu
liofilizatébw stezenie rozpuszczonego paklitakselu przynajmniej 100 mg/100 ml (Tabela
18). Uwaza sie, ze w najbardziej optymalnych uktadach mieszanych miceli molowy
stosunek lecytyny jajowej do deoksycholanu sodu wynosi 0,8 [106]. Przeprowadzone
doswiadczenia wskazujg, ze najkorzystniejszy dla rozpuszczalnosci paklitakselu uktad
zawiera lecytyne jajowg i deoksycholan sodu w stosunku molowym - 0,52 (2,5%-2,5%).
Réznica miedzy uzyskanymi wynikami a danymi literaturowymi moze wynika¢ z efektu
przesycenia roztworéw otrzymywanych w dyspersjach mieszanych miceli. Oznaczona
w tym ukiadzie rozpuszczalnos¢ paklitakselu wynosita 181 mg/100 ml i nie ulegta zmianie
przez 24 h (Tabela 18). Alkan-Onyuksel i in. [107] réwniez solubilizowali paklitaksel za
pomoca mieszanych miceli, lecz maksymalne stezenie paklitakselu jakie udato sie
uzyskaé¢ tym autorom byto znacznie nizsze, tzn. 79,5 mg/100ml.

Zastosowana zostala takze wielokrotna liofilizacja uktadéw zawierajacych lecytyne
jajowa i deoksycholan sodu. Powszechnie w celu zwiekszenia wydajnosci ,zamykania”
substancji w lipidowych pecherzykach (liposomach) wykorzystuje sie kilkukrotne
zamrazanie i rozmrazanie [108, 109]. Niestety, w przypadku mieszanych miceli
wielokrotne suszenie sublimacyjne nie pozwolito na uzyskanie wyzszych stezen
rozpuszczonego paklitakselu w porownaniu z ukladami liofilizowanymi jednokrotnie
(Tabela 19). Ponadto, zastosowanie mieszaniny dioksanu i wody (1:4), jako
rozpuszczalnika miedzy kolejnymi etapami liofilizacji, spowodowato znaczne obnizenie
rozpuszczalnosci substancji leczniczej.

Dodatek innych surfaktantow nie zwiekszyt rozpuszczalnosci paklitakselu w zadanym
stopniu. Span spowodowat obnizenie rozpuszczalnosci paklitakselu (Tabela 21). Réwniez
wspdlliofilizacja leku z lecytyng jajowg i makrogolem lub chlorkiem benzalkoniowym
spowodowata zmniejszenie rozpuszczalnosci paklitakselu. Wspdlliofilizacja paklitakselu
z lecytyng jajowa i poloksamerem pozwolita na uzyskanie rozpuszczalno$ci paklitakselu
na poziomie zblizonym do uktadéw bez poloksameru. Zaletg jednak tego uktadu byto, ze
w czasie 24 h nie dochodzito do wytracenia rozpuszczonego paklitakselu, co potwierdzito
fakt, ze poloksamer stabilizuje uktady dyspersyjne [110].

Poczatkowo jako rozpuszczalnika dla liofilizatbw uzywano wylacznie wody.
Zastosowanie innych rozpuszczalnikbw mialo na celu dalsze zwiekszenie
rozpuszczalnosci i poprawe trwatosci fizycznej roztworow paklitakselu. W pierwszej
kolejnosci uzyto wody z glicerolem, a nastepnie wodnych roztworéw surfaktantow
stosowanych aktualnie w preparatach podawanych droga pozajelitowa (poloksamer,
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Tween), a takze emulsji do zywienia pozajelitowego. Ta modyfikacja takze nie wplyneta
znaczaco na zwiekszenie rozpuszczalnosci substancji leczniczej lub na trwato$¢ uktaddw
(Tabela 21).

Podsumowujgc ten etap badah mozna stwierdzi¢, ze zgdana rozpuszczalnosc, tzn. ok.
100 mg/100 ml zostala osiggnieta pierwotnie w kilku ukladach, jednak stezenie takie
zostalo utrzymane przez okres 24 h tylko w 3% i 5% WDL zawierajgcej lecytyne jajowa,
w 1% i 5% WDL zawierajgcej lecytyne sojowg oraz w dyspersji otrzymanej
z zastosowaniem wspotliofilizowanego paklitakselu z mieszanymi micelami (2,5% lecytyny
jajowej i 2,5% deoksycholanu sodu). Wsréd tych ukfadow najbardziej obiecujace sg
uktady WDL, jako ze obecnos¢ deoksycholanu sodu nie powoduje dalszego zwiekszenia
rozpuszczalnosci substancji leczniczej. Rozpuszczalnos¢ paklitakselu 100 mg/100 ml
osiggnieto juz w ukladzie zawierajagcym 1% lecytyny jajowej i 0,2% deoksycholanu sodu,
jednak zadowalajgca trwatoscig fizycznag charakteryzowat sie dopiero uktad zawierajacy
lecytyne jajowg i deoksycholan sodu w réwnym stezeniu - 2,5%. Zastosowanie samej
lecytyny, a wiec ukladu WDL jest korzystniejsze niz mieszanych miceli ze wzgledu na
wiekszg toksycznos¢ deoksycholanu i jego ograniczong ilos¢, jaka moze by¢ podana
drogg dozylng (LDsg u szczuréw 150 mg/kg) [111].

Rozpuszczalnos$¢ paklitakselu osiggana w badaniach innych autoréw, w zaleznosci od
przygotowanej postaci leku zostata przedstawiona w Tabeli 28. W poréwnaniu
z dotychczas publikowanymi wynikami, uzyskana rozpuszczalno$¢ paklitakselu
w dyspersjach lecytyny jest bardzo dobrym wynikiem. Tylko w emulsjach zawierajgcych
witamine E (uktad nr 2 i 3) uzyskano wiekszg rozpuszczalnos¢ niz w WDL. Zblizong
rozpuszczalno$¢ uzyskano w roztworach solubilizowanych zawierajgcych polisorbat
(uktad nr 9 i 10), ale sg to koncentraty, ktére rozciencza sie przed podaniem pacjentowi
i w koncowym roztworze stezenie leku jest znacznie nizsze. Niezaprzeczalng zaletg
otrzymanych w niniejszej pracy ukladow jest ich biozgodnos¢ i brak w skiladzie

syntetycznych surfaktantow.
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Tabela 28. Rozpuszczalnos$¢ paklitakselu w eksperymentalnych uktadach
do podania dozylnego

NR

SKLAD

ROZPUSZCZALNOSC.

[mg/100 ml]

PISMIENNICTWO

EMULSJE

mieszanina olejow 10%
fosfatydylocholina jajowa 4%
Tween 80 3%

gicerol 2,25%

75

[112]

Tocosol: zawiera m. in. witamine E, TPGS
(a-tocopheryl polyethylene glycol succinate)
i poloksamer 407

1000

[113]

witamina E 20%

glicerol 2,25%
deoksycholan sodu 0,4%
kwas deoksycholowy 0,3%
Lipoid E80 2%

2500

[114]

PEG 400 3%
glukoza 5%

olej sojowy 5,5%
PEG-DSPE 0,218%
polisorbat 80 3,6%

60

[115]

MIESZANE MICELE

lecytyna jajowa +
deoksycholan sodu

79,5

[107]

5 mM (90:10)
PEG(2000)-DSPE + fosfatydylocholina jajowa

47,5

[116]

LIPOSOMY

78 mM (90:10)
fosfatydylocholina + fosfatydyloglicerol

200

[117]

ROZTWORY SOLUBILIZOWANE

N,N-dietylonikotynamid 2%

98

[118]

9.*

PEG 400 29,4%
polisorbat 80 48,5%
etanol 22,1%

600

[119]

10.*

etanol 30%
polisorbat 80 10%
Pluronic L64 60%

500

[120]

* - koncentraty do rozcienczania przed podaniem pacjentowi

Poniewaz WDL stanowity podstawowy nosnik dla paklitakselu, w kolejnym etapie

pracy blizej scharakteryzowano ich wlasciwosci fizykochemiczne.

badania

solubilizacyjnych,

W Katedrze i Zaktadzie Farmacji Stosowanej w ostatnich latach przeprowadzono

dotyczace dlugoterminowej

a takze kinetyki

stabilnosci

uwalniania substancji

WDL

oraz

z dyspers;ji

ich  wilasciwosci

[99, 105].

Udowodniono, ze WDL zapewniajg 2-7 -krotny wzrost rozpuszczalnosci dla substancji
charakteryzujacych sie log P 3,3 i mniejszym, natomiast nawet 60-krotny wzrost

rozpuszczalnosci notowano dla najbardziej lipofilowego estradiolu. Na podstawie
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trwajacych od lat badah nad WDL mozna stwierdzi¢, ze dyspergujac fosfolipidy w wodzie,
bez stosowania specjalnych procedur jak przy otrzymywaniu liposoméw, mozna uzyskac
ukiad o znaczacych wiasciwosciach solubilizujgcych. Jednak jak do to pory, ukiad o takim
skladzie i technologii sporzadzania nie zostat wykorzystany w lecznictwie.

Wielkos¢ czastek fosfolipidowych oraz zmiana ich wielkosci podczas wyjatawiania
i przechowywania moze by¢ znaczacym czynnikiem wpltywajagcym na zdolnosc lecytyny
do solubilizacji substancji leczniczej. W dyspersjach lecytyny jajowej oraz sojowej
nastepowat wzrost wielkosci czastek w trakcie wyjatawiania, a szczegélnie w trakcie
przechowywania przez 6-18 miesiecy. Niewyjatowione dyspersje lecytyny jajowej
charakteryzowaly sie mniejszymi czastkami niz analogiczne dyspersje lecytyny sojowe;.
Po wyjatowieniu wiekszos¢ czastek w jajowej WDL miala srednice powyzej 1 um,
a w sojowej WDL - powyzej 5 ym (Tabela 22 i 23). W trakcie 6 miesiecy nastgpito
zwiekszenie wielkosci czgstek i wiekszos¢ czastek w jajowej WDL miata Srednice ponizej
20 ym, a w sojowej WDL ponizej 70 um. Dodatek buforu hamowat powstawanie duzych
aglomeratéw w trakcie przechowywania uktadéw (Tabela 22 i 23), co zaobserwowano
takze we wczesniejszych badaniach. Obecnos¢ buforu w dyspersji lecytyny sojowej
zapewnita najmniejsze wartosci dp s oraz dmaxy. Wszystkie czastki buforowanej dyspersji
lecytyny jajowej miaty Srednice ponizej 5 ym.

Zmiana parametrow fizycznych badanych dyspersji w trakcie przechowywania
Swiadczy zapewne o zachodzacych w ukiladzie zmianach chemicznych. Jednak trzeba
zauwazy¢, ze w zadnej dyspersji obserwowanej pod mikroskopem optycznym nie wykryto
czastek powyzej 10 um. Wskazuje to, ze metoda oceny wielkosci czastek za pomocg
dyfraktometrii laserowej nie jest wlasciwa dla tego typu uktadéw. Roéwniez badania in vivo
dowodzg, ze nie byly obecne w podawanych preparatach czastki o wielkosci
kilkudziesieciu ym - u zwierzat nie pojawily sie zadne objawy zwigzane z podaniem
dozylnie czastek powyzej 5 um. Z tego powodu wydaje sie by¢ stuszne branie pod uwage
podczas analizy uzyskanych wynikbw za pomoca dyfraktometru laserowego tylko tego
zakresu pomiaru srednicy czastek, w ktorym znajduje sie najwiecej czastek uktadu (np.
mediany Srednicy dgs). Wyniki badan mikroskopowych dowodza, ze analiza wielkosci
czastek w dyspersji lecytyny z zastosowaniem dyfrakcji laserowej moze by¢ wiarygdna
tylko w zakresie wielkosci czgstek do ok. 10 pym.

W trakcie przygotowywania WDL zastosowano modyfikacje polegajaca na
wysokocisnieniowej homogenizacji dyspersji. Proces ten, poprzez wptyw na rozkiad
wielkosci czastek oraz strukture lipidéw, moze znaczgaco zmieni¢ trwatos¢ uktadow oraz
wlasciwosci  solubilizacyjne dyspersji. Homogenizowane dyspersje lecytyny jajowej
i sojowej charakteryzowaly sie najmniejszymi wartosciami d 5 (Tabela 22 i 23). Ponadto
sojowa WDL cechowata sie najmniejszg wartoscia absorbancji (co znalazio
odzwierciedlenie w najwiekszej klarownosci tej dyspers;ji) i tylko niewielkimi zmianami pH
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w trakcie przechowywania uktadu w temperaturze pokojowej. Malo prawdopodobny
wydaje sie by¢ uzyskany rozktad wielkosci czastek po 6 miesigcach przechowywania
ukiadu, gdyz dyspersja ta, jak juz wspomniano, odznaczafa sie najwyzszg klarownoscia.
Tymczasem rozktad wielko$ci czgstek wskazuje wyraznie, ze w uktadzie obecne jest duza
grupa czastek o Srednicy powyzej 10 ym (Tabela 23, Rycina 19). Rozbieznosci te
potwierdzajg zawarte powyzej wnioski na temat analizy z uzyciem dyfraktometru
laserowego. Homogenizowane dyspersje lecytyny jajowej, podobnie jak sojowej WDL,
cechowaly sie najnizszg absorbancja, jednak nie byly az tak klarowne. W trakcie
przechowywania zaobserwowano wzrost wielkosci czastek w poréwnaniu z ukladami
niepoddanymi homogenizacji, a takze w poréwnaniu z homogenizowanymi dyspersjami
lecytyny sojowej (Tabela 22).

W literaturze wskazuje sie, ze w uktadach zawierajgcych fosfolipidy obecne sg takie
struktury jak micele, liposomy, struktury sieciowe, ciekle krysztaly oraz nanoczastki
[121-124]. Wstepne badania z uzyciem mikroskopii elektronowej wykazaly obecnos¢
zlozonych agregatéw. Nie znaleziono liposoméw, chociaz ich obecno$¢ nie jest
wykluczona [99]. Na réznice w strukturze dyspersji wskazuje takze przeprowadzona
W niniejszej pracy analiza za pomocg ESR, gdyz oba rodzaje uktadéw charakteryzujg sie
inng lepkoscig mikrosrodowiska oraz jego polarnoscig (str.87). Charakterystyczny jest
jednak brak réznic w dystrybucji wolnych rodnikéw w dyspersjach lecytyny otrzymanych w
wyniku procesu homogenizaciji lub zawierajgcych dodatkowe skfadniki.

Wodne dyspersje zawierajgce lipidy sa podatne na procesy utleniania i hydrolizy.
Reszty nienasyconych kwasow tluszczowych fatwo ulegajg procesom utleniania, w wyniku
czego powstajg produkty, ktére mogg negatywnie wpltywa¢ na jakos¢ i trwatosc
preparatéw opartych na lecytynie. Z tego powodu czesciowe uwodornienie tancuchéw
tluszczowych lecytyny zmniejsza jej wrazliwosé na utlenianie. Ze wzgledu na swoj skiad
lecytyna sojowa, bogatsza w nasycone kwasy tluszczowe, charakteryzuje sie mniejszg
podatnoscia na procesy utlenienia w poréwnaniu z lecytyng jajowg [125-127].
W przypadku WDL obserwowano mniejsze zmiany barwy tych dyspersji w trakcie
przechowywania.

Na trwato$¢ ukiadu korzystnie wplywa usuniecie tlenu przez wysycenie go gazem
obojetnym, np. azotem, co wykonywano podczas sporzadzania WDL. Aby zapobiec
utlenianiu tancuchow lipidowych lecytyny mozna takze doda¢ do preparatu naturalnego
przeciwutleniacza, jakim jest a-tokoferol (witamina E) [99], jednak nie stosowano takich
substancji pomocniczych w obecnych badaniach.

Proces hydrolizy jest spowodowany zachodzacg w obecnosci wody hydrolizg wigzan
estrowych fosfolipidow i prowadzi do powstania lizofosfolipidéw oraz wolnych kwaséw
tluszczowych. Hydroliza zachodzi zaréwno podczas wyjatawiania termicznego jak
i diugotrwatego przechowywania. Ochrona ukiladu przed procesami hydrolizy polegac
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moze na wyeliminowaniu z jego srodowiska wody, a wiec korzystne jest przechowywanie
preparatu w postaci liofilizatu [125-127]. Jednak w przypadku paklitakselu badania
rozpuszczalnosci wskazuja, ze liofilizacja nosnikéw zawierajacych lecytyne nie wplyneta
korzystnie na rozpuszczalnos¢ substancji leczniczej (Tabela 14).

Wczesniejsze badania przeprowadzone w Katedrze i Zakladzie Farmacji Stosowanej
[99, 105] wskazuja, ze mimo wzrostu liczby kwasowej w trakcie 11 miesiecy
przechowywania (z 11,6 do 14,9), uktad nadal odpowiadat pod tym wzgledem wymogom
farmakopealnym (wg USP 30/NF 25 wartos¢ ta powinna by¢ nie wieksza niz 36).
Dyspersje lecytyny jajowej z dodatkiem buforu fosforanowego nie ulegaly istotnym
zmianom (wielkos¢ czastek, potencjat zeta, pH podczas przechowywania nawet przez
okres 11-17 miesiecy), co potwierdzono takze w niniejszej pracy [99]. Uktady buforowane
charakteryzowaly sie duzg stabilnoscig pod wzgledem wartosci pH, a absorbancja tych
ukladow byta najwyzsza (Tabela 22 i 23). Nalezy jednak zwrdci¢ uwage, ze obecnosc
buforu w preparacie przeznaczonym do podawania w postaci kikugodzinnego wlewu
dozylnego nie jest wskazana.

W Tabeli 29 podsumowano wyniki analizy fizykochemicznej dyspersji lecytyny jajowej
i sojowej. Tabela ta stanowi pewne podsumowanie wynikow przedstawionych w Tabelach
221 23.

Tabela 29. Posumowanie zmian zachodzgcych w czasie w dyspersjach lecytyny jajowej
i sojowej (niezawierajgcych buforu i niepoddanych homogenizacji wysokocisnieniowej)

JAJOWA SOJOWA
Barwa kremowo-zétta jasnokremowa
PO SPORZADZENIU Przejrzysto $¢* +++ ++
Czastki
d(% 5) <lum <5 Hm
pH 5,9 5,9
Barwa ciemnieje jasnieje
(ciemnozotta) (mleczne zabarwienie)
PRZECHOWYWANIE Przejrzysto $6 bez zmian tatwo dyg,gs);égowalny
6 MIESIECY C -
zastki
d(0,5) <5 Hm <5 Hm
pH 5,5 5,9
* +++ - mata
++ - Srednia

Dyspersje lecytyny jajowej i sojowej cechujg zblizone wartosci pH oraz absorbanciji
bezposrednio po przygotowaniu, po wyjatowieniu oraz w trakcie przechowywania.
Wiasciwosci uktadéw podczas przechowywania (6-18 miesiecy) ulegaly nieduzym
zmianom. Nawet, jesli w przypadku sojowe] WDL dochodzito do wytrgcenia czastek

fosfolipidowych, juz silne, krétkie wstrzasniecie powodowalo ponowne uzyskanie
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homogennego ukfadu. W przypadku niehomogenizowanych dyspersji lecytyny jajowej
i sojowej w trakcie 6 miesigcy pH nie spadio ponizej 5,5. Jedynie w przypadku jajowej
WDL poddanej homogenizacji wysokocisnieniowej nastgpito wyrazne obnizenie wartosci
pH w trakcie przechowywania (Tabela 22 i 23).

Im wieksza jest jednorodnos¢ wchodzacych w skiad lecytyn fosfolipidéw,
a wiec im wiekszy stopien oczyszczenia i zawartos¢ fosfatydylocholiny,
tym mniejsza podatnos¢ uktadu na procesy chemiczne i zmiany fizyczne [126].
Potwierdzajg to obserwacje wizualne dyspersji o wysokiej zawartosci fosfatydylocholiny.
Z tego wzgledu niekorzystnie wptywajace na trwalos¢ dyspersji procesy mozna réwniez
ograniczy¢ przez zmiane wiasciwosci samej lecytyny, np. zastosowanie 0Czyszczonej
fosfatydylocholiny (gtowny sktadnik lecytyny).

Sporzadzone dyspersje oczyszczonej fosfatydylocholiny charakteryzowaly sie
najmniej widocznymi zmianami barwy w trakcie przechowywania (Tabela 25).
Odnotowane wartosci absorbancji tych dyspersji byty wyzsze w poréwnaniu z dyspersjami
lecytyny jajowej i sojowej, a w trakcie 6 miesiecy pH uktadéw uleglo nieznacznym
zmianom. Niestety, ze wzgledu na wysoki koszt oczyszczonej fosfatydylocholiny,
producenci starajg sie w pierwszej kolejnosci wykorzysta¢ do produkcji lecytyne jajowg
mniej oczyszczong, ale o odpowiedniej zawartosci fosfatydylocholiny wymaganej
w postaci leku.

Pojawiajace sie problemy dotyczace trwatlosci WDL wynikajg zapewne
Z niewystarczajacej jeszcze wiedzy na temat wilasciwosci fizykochemicznych tych
uktadow. W lecznictwie juz od ponad 50 lat stosuje sie emulsje - preparaty, w ktorych
podobnie jak w WDL faza lipidowa ma kontakt z fazg wodng. Mimo to, udato sie uzyskac
odpowiednig trwato$¢ emulsji i nalezy sadzi¢, ze réwniez trwatos¢ WDL nie bedzie budzi¢
zastrzezen, chociaz niezbedne sg dalsze badania.

Obecne badania fizykochemiczne oraz badania in vivo na zwierzetach wskazuja, ze
mimo zmian zachodzacych w uktadach w trakcie wyjatawiania i przechowywania, mozliwe
jest uzyskanie WDL o odpowiednich wasciwosciach i stabilnosci chemicznej,
umozliwiajacych ich podanie dozylne.

Do tej pory podjete badania obejmowaly jedynie fizykochemiczng charakterystyke
WDL oraz badania ich zdolnosci solubilizacyjnych. Na podstawie badan trwatosci,
wielkosci czastek dyspersji oraz pomiarow pH stwierdzono mozliwos¢ przeprowadzenia
pierwszych doswiadczen in vivo i dozylnego podania nowych uktadow krélikom. Do badan
wybrano preparat sporzadzony przez rozpuszczenie amorficznego paklitakselu
w dyspersji lecytyny jajowej (WDL 5%). Dzieki zastosowaniu amorficznej postaci leku
mozliwe byto uzyskanie w takiej dyspersji rozpuszczalnosci ponad 500 mg/100 ml. Do
podania krélikom wybrano stezenie zgodne ze stezeniem stosowanym w praktyce
klinicznej tj. 100 mg/100 ml. W celu oceny toksycznosci nowego nosnika krélikom
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podawano takze samg dyspersje lecytyny jajowej 5%. Jako preparat odniesienia
zastosowano lek oryginalny Taxol oraz nosnik jaki wystepuje w preparacie Taxol
(Cremophor EL z etanolem).

Wlew dozylny trwat 5 h, a czas obserwacji zwierzat wynosit do 96 h, gdyz zmiany
biochemiczne mogg nastapi¢ dopiero po kilkudziesieciu godzinach od podania leku.
U pacjentow leczonych za pomocg paklitakselu obserwuje sie przede wszystkim
mielosupresje (im krétszy wlew tym rzadziej wystepuje), trombocytopenie (11%),
niedokrwistos¢ (64%), reakcje nadwrazliwosci (34%), niedocisnienie (22%), bradykardie
(5%), neuropatie obwodowa (66%), bole stawow i miesni (60%), tysienie, nudnosci
i wymioty (43%), biegunke (28%), podwyzszenie aktywnosci aminotransferazy alaninowej,
asparaginowej oraz zwiekszenie stezenia bilirubiny i odczyny w miejscu wstrzykniecia [28,
29].

Zarowno u zwierzat otrzymujacych wlew dozylny z paklitakselem jak i placebo (WDL)
nie zaobserwowano zmian w zachowaniu. Po podaniu paklitakselu w WDL doszio,
podobnie jak u ludzi, spadek stezenia hemoglobiny, ilosci leukocytéw (gtownie
neutrocytéw), a takze ilosci erytrocytow oraz hematokrytu (Rycina 28). Podobne zmiany
jak po podaniu paklitakselu w WDL wystgpity u krélikdw otrzymujacych Taxol, jednak byly
bardziej nasilone. Podobnie jak w grupie otrzymujacej placebo - WDL, tak i w grupie
otrzymujacej placebo dla Taxolu nie zaobserwowano zmian biochemicznych. Wskazuje to
przede wszystkim na dziatanie toksyczne leku, a nie nosnikéw solubilizujacych i pozwala
traktowa¢ WDL jako bezpieczny nosnik podczas podawania w kilkugodzinnym wlewie
dozylnym.

Nie zaobserwowano wizualnie zmian w okolicy miejsca podawania preparatow.
Zmiany odnotowane w wyniku badania histopatologicznego (str. 88) sg prawdopodobnie
wynikiem zastosowanej techniki podawania preparatéw, gdyz wystapity u krolikow we
wszystkich grupach.

Stezenie paklitakselu w osoczu kroélikow analizowano matodg HPLC z zastosowaniem
wzorca wewnetrznego - diazepamu. Oceniono liniowosé, powtarzalnos¢ i doktadnosé
metody (str. 89). Walidujac metode z uzyciem osocza otrzymano o wiele nizszy odzysk
paklitakselu (44%) niz diazepamu (91%). Pomimo to, obliczeh dokonywano uwzgledniajac
wzorzec wewnetrzny [128].

Po 4 h podawania preparatu Taxol uzyskano stezenia paklitakselu we krwi krolikéw od
204 do 1044 ng/ml, natomiast po podaniu PTX-WDL uzyskano stezenia nizsze od
157 do 455 ng/ml (Tabela 27). Poréwnanie srednich stezeh wskazuje na nizsze stezenie
po podaniu paklitakselu w WDL (292 ng/ml) niz po podaniu Taxolu (540 ng/ml). Pomimo
duzych rozrzutow uzyskane wyniki roznig sie statystycznie. Zaobserwowane duze réznice
w stezeniach paklitakselu uzyskiwanych w jednej grupie krélikbw mozna ttumaczyé
w rézny sposob. Na przyktad brak modyfikacji dawki w zaleznosci od wagi zwierzat mogt
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przyczyni¢ sie do réznic w uzyskiwanych stezeniach leku w osoczu krwi. Byé moze
zaistnialy roznice w szybkosci wlewu dozylnego. Poniewaz paklitaksel cechuje sie
nieliniowg farmakokinetyka, wzrost stezenia paklitakselu we krwi nie jest proporcjonalny
do zwiekszenia podanej dawki leku. Dodatkowo paklitaksel jest substancjg, ktéra w
bardzo duzym stopniu wigze sie z biatkami osocza [16, 21]. By¢ moze tak duze rozrzuty
stezen paklitakselu w osoczu wynikajg z faktu niepowtarzalnego wigzania sie leku z
biatkami osocza. Réznice w stezeniu we krwi paklitakselu po podaniu preparatéw Taxol
oraz paklitakselu w WDL moga by¢ réwniez spowodowane odmienng farmakokinetykg
substancji po podaniu jej w formie dyspersji zawierajacej lecytyne jajowa, szybszym
wychwycie czastek przez uktad siateczkowo-srédbtonkowy i eliminacjg z organizmu [118].
Problem ten wymaga dalszych badan na wiekszej grupie zwierzat.

Po dowiedzeniu bezpieczenstwa stosowania nowego preparatu w badaniach in vivo
na krélikach, podjeto prébe oceny jego toksycznosci ostrej na myszach. Spodziewano sie
mniejszej toksycznosci nowego preparatu ze wzgledu na obecnos¢ w nim fosfolipidow,
ktorym przypisuje sie redukcje toksycznosci lekow i substancji pomocniczych obecnych
w uktadzie [103, 129]. Dawka powodujgca $mier¢ co najmniej 50% myszy dla Taxolu
wyniosta 210 mg/kg podanych w 14 dawkach po 0,3 mg w odstepach co najmniej
6-godzinnych, a dla paklitakselu w WDL wyniosta 225 mg/kg (w 15 dawkach) (Rycina 29).
Poniewaz w badaniu brata udziat mata grupa zwierzat, na tym etapie mozna nie mozna
wnioskowac, iz toksycznos¢ nowego nosnika jest nizsza od juz stosowanego
w lecznictwie. W literaturze znalez¢é mozna jednak informacje o mniejszej toksycznosci
preparatow zawierajgcych fosfolipidy (liposomy) w poréwnaniu z lekiem oryginalnym
[129].

W wyniku przeprowadzonych badan udalo sie uzyska¢ ukiad zawierajacy tylko
biozgodne sktadniki, trwaty przez okres co najmniej 24 h i zapewniajacy rozpuszczalnosci
paklitakselu na poziomie 100 mg/100 ml. Otrzymanie takiego uktadu powiodio sie dzieki
zastosowaniu nowej technologii sporzadzania wodnych dyspersji lecytyny oraz
modyfikacji fizycznej paklitakselu metoda liofilizacji. Badania in vivo wskazujg na zblizong
toksycznos¢ PTX-WDL do leku oryginalnego i prawdopodobnie na odmienng
farmakokinetyke paklitakselu po podaniu go w formie dyspers;ji lecytyny jajowej. Uzyskany
nosnik by¢ moze uda sie zastosowac takze w celu zwiekszenia rozpuszczalnosci innych
substancji leczniczych nierozpuszczalnych lub trudno rozpuszczalnych w wodzie. Problem

trwatosci nowych nosnikéw zawierajacych lecytyne wymaga jednak kontynuacji badan.
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1. Dzieki zastosowaniu amorficznej formy paklitakselu mozna przygotowac ex
tempore infuzyjne roztwory paklitakselu w  biozgodnych nosnikach
submikronowych: wodnych dyspersjach lecytyny lub mieszanych micelach
(lecytyna z deoksycholanem sodu). Roztwory o stezeniu paklitakselu
100 mg/100 ml lub wyzszym sg fizycznie trwate przez co najmniej 24 h po

przygotowaniu.

2. Jako optymalny nosnik dla paklitakselu wytypowano 5% wodne dyspersje
lecytyny. Rozpuszczalno$¢ paklitakselu w 5% dyspersji lecytyny jajowej wynosita
ok. 500 mg/100 ml. Dyspersje lecytyny sojowej (1% i 5%) zapewnialy mniejszg
stabilnos¢ fizyczng roztworom paklitakselu w stezeniach wyzszych niz
100 mg/100 ml. Dodatek innych surfaktantow (poloksamer, Span, chlorek

benzalkoniowy) nie pozwalat na dalsze zwiekszenie rozpuszczalno$ci.

3. Nie udalo sie uzyska¢ odpowiedniej rozpuszczalnosci amorficznego paklitakselu
w dyspersjach lecytyny i mieszanych micelach poddawanych liofilizacji. Réwniez
wspotliofilizacja paklitakselu z lecytyng lub mieszanymi micelami nie prowadzita

do uzyskania zadanej rozpuszczalnosci (co najmniej 100 mg/100 ml).

4. W czasie diugoterminowego przechowywania (18 miesiecy) wodnych dyspers;ji
lecytyny zachodza w nich zmiany fizykochemiczne (spadek pH, wzrost wielkosci
czastek, zmiana wygladu) wplywajace na zdolnos¢ rozpuszczania paklitakselu.
Mimo to rozpuszczalnos¢ paklitakselu w 5% wodnej dyspersji lecytyny sojowej

przekracza 100 mg/100 ml, a roztwor jest trwaly przez co najmniej 24 h.

5. Wyniki badahn mikroskopowych dowodzg, ze analiza wielkosci czastek
w dyspersji lecytyny z zastosowaniem dyfrakcji laserowej moze by¢ wiarygdna

tylko w zakresie wielkosci czgstek do ok. 10 uym.

6. Przeprowadzone badania in vivo na krélikach wskazujg na dobrg tolerancje
nowego preparatu w postaci roztworu paklitakselu w wodnej dyspers;ji lecytyny
i dowodza mozliwych réznic w farmakokinetyce paklitakselu podawanego
dozylnie w tej formie i w formie roztworu solubilizowanego Cremophorem
(Taxol). Badania wykonane na myszach dowodzg bezpieczenstwa stosowania
droga pozajelitowg wodnych dyspersji lecytyny i zblizonej lub nawet mniejszej

toksycznosci paklitakselu w nowym nosniku, w poréwnaniu z preparatem Taxol.
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Lipoid

ANALYTICAL DATA

Product : LIPOID E 80 Merck Sp.z.oc.o.

Date of production: 06/2004
rec. storage temp.: =-18°C
Expiry date: 06/2007
Delivery: 17.08.2004

Lot No.: 1031233-12 Quantity: 1.0 kg
Spacification Result Method
Phosphatidyl choline (+ LPC) 80.0 = 85.0 % 84.0 % pc2
Phosphatidyl ethanolamine 7.0 - 9.5 % 8.0 % DE-PE
Lysophosphatidyl choline n.m.t. 3.0 % 2.2 % ADC3
Lysophosphatidyl ethanolamine n.m.t. 0.5 % 0.4 & ADC3
Sphingomyelin 2.0 - 3.0% 2.2 % ADC3
Phosphorus 3.7 - 4.0 % 3.8 = TP
Triglycerides n.m.t. 3.0 % 2.2 % ADCS
Cholesterol n.m.t. 1.5 % 0.7 % ADCS
Free fatty acids n.m.t, 0.05 % 1.t.0,05 % ADCS
DL-a-Tecopherol 0.05 = 0.1 % 0.06 % T
Water (KF) n.m.t. 2.0 % 0.5 % UsP
<921>Ia
Ethanol n.m.t. 0.2 % < 0.2 % ET
Acid value 7 - 10 8.3 SE
Peroxide value n.m.t. 3 o POZ
Iodine walue 65 - 69 67 JZ
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Malgorzata Klunder

ZALACZNIK 1

ANALYTICAL DATA

Lipoid

_2_
Product LIPOID E B0 Merck Sp.z.0.0.
Lot No.: 1031233-12
Specification Regult Met
Consistency agglomerates agglomerates
Colour yellow yellow
Heavy metals n.m.t. 10 ppm < 10 ppm usp
<231>11
Endotoxing (LAL-Test) n.m.t. 6 EU/g < 0.7 EU/g EU
Aflatoxin By n.m.t. 2 ppb < 2 ppb AFL
Aflatoxins By, By, Gy, Gp n.m.t. 4 ppb < 4 ppb AFL
cte ica count n.d.* = not detected, limit < 10 C.F.U. [ g
USP
C.F.U. / g n.m.t. 100 n.d.* <Bl>
E.Coli f 10 g neg. neg.
Salmonellae J 10 g neg. neg.
Moulds ! g n.m.t. 10 n.d.*
Staphyloc. au. J 10 g neg. neg.
Pseudom. aerug. / 10 g neg. neg.
2

D-67065 Ludwigsha August 17, %OO4

Dr. R.-0. Quinkert Dr. rEk Bfuns
Quality Control Quality Control
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Malgorzata Klunder ZALACZNIK 2

Lipoid

ANALYTICAL DATA

Product: LIPOID S 100 Medical University of Gdansk
Dept. Pharm. Technology
Dept. of Pharmacy
Ms. Malgarzata Klunder
Date of production: 06/2003
rec. storage temp.: <-18°C
Delivery: 28.10.2003

Lot No.: 790431-6 Sample-Quantity: 50 g
Specification Result Method
Phosphatidyl choline n.l.t. 94.0 % 95.6 % PC2
(based on dry weight)
Phosphatidyl ethanolamine n.m.t. 0.1 % 1.t.0.1 % ADC3
Lysophosphatidylcholine n.m.t. 3.0 % 0.8 % ADC3
Phosphatidyl-inositol nm.t. 0.1 % 1.t.0.71 % ADC3
N-Acyl-phosphatidyl- n.m.t. 0.5 % 1.t.0.1 % ADC3
ethanolamine
Phosphorus 3.7 - 4.0 % 3.93 % TP
Nonpolar lipids n.m.t. 3.0 % 2.8 % LG
Triglycerides n.m.t. 2.0 % 0.8 % ADCS
Dl-a=-Tocopherol 0.15 - 0.25% 0.19 % ADCS
Water (HF) n.m.t. 2.3 % 0.7 % usp
<921>Ia
Ethanol n.m.t. 0.2 % 1.t.0.2 % ET
Peroxide value n.m.t. 3 o POZ
Iodine value 97 - 107 107 JZ
Consistency agglomerates agglomerates
Color of a solution n.m.t. ¥ 2 1.t.¥ 2 Ph.Eur.
of 0,2 g/10 ml Ethanol 2.2.2
_2_
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Malgorzata Klunder ZALACZNIK 2

Lipoid

ANALYTICAL DATA

-3
Product: LIPOID S 100 Medical Universitvy of Gdansk
Lot No.: 790431-6
Specification Result Method
Heavy metals n.m.t. 10 ppm 1.t. 10 ppm Usp
<231>11

Endotoxines (LAL-test) n.m.t. 6§ EU / g 1.t.0.7 EU / g EU
Bactericlogical account n.d.* = not detected, limit < 10 C.F.U. / g
C.F.U. / g n.m.t. 100 n.d.* USP<61>
E.coli S 10 g neg. neg.

Salmonellae /10 g negq-. neq.

Moulds / g n.m.t. 10 n.d.*

Staphylococcus aur. / 10 g neg. neg.

Pseudomonas aerug. / 10 g neg. neg.

D-67065 Ludwigshafen, October 2%, 2003

W
W W

Dr. Dirk Bruns Dr. Andrea Reith
Quality Control Quality Control
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