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Streszczenie

Celem pracy bylo uzyskanie termowdivego ndnika metotreksatu, ktory po
wstrzykniciu do litego guza nowotworowego tworzytbiy situ swoisty implant,
uwalniapcy lek w miejscu aplikacji. W badaniactiytio Pluronicu F-127 z dodatkiem
wybranych substancji pomocniczych tj. laktozy, @mk glikolu propylenowego,
glicerolu i difosforanu sodowego. Badano temperatprzegcia fazowego zokel
uzyskanych uktadow przy wzrastegj temperaturze i vhiej szybkdci scinania, oraz ich
wiasciwosci  fizykochemiczne. Wszystkie otrzymane uklady elkéeryzowaly si
przegciem fazowym zolzel w zakresie fizjologicznej temperatury ciata.

Uwalnianie metotreksatu z wybranych formulacji gbiegato w oparciu o
kinetyke zblizona do zerowego rdu, a badania wykazaty; wykorzystanie Pluronicu F-
127 w sgzeniu 14,8% do konstruowania dmikOow leku pozwala - w zakmosci od
zastosowanych substancji pomocniczych i iglzestia - na uzyskanie takiej postaci, z
ktérej substancja lecznicza a@by¢ uwalniana w rénym czasie. Analiza wigiwosci

fizykochemicznych tj. pH, énienia osmotycznego, ¢gtasci badanych formulacji



pozwala sdzi¢, iz ich podanie cienk igta nie powinno stwarza probleméw, a po

aplikacji nie keda drazni¢ tkanek i powodowabolu.

Stowa kluczowe temperatura prz&gia zolzel, wstrzykngcie do guza, metotreksat

WSTEP

Pomimo przestrzegania oklenych zasad leczenia, chemioterapia ogélnoustmjow
nowotworéw nie przynosi zadowadaych efektow terapeutycznych. Badania wskazuj
iz jest to metoda mato skuteczna w terapii guzowchityj. guzy gtowy, wtroby, ptuc,
piersi, jelit i prostaty [1, 2]. Systemowa adminggja cytostatyku jest przyczyn
obnizenia odpornéci organizmu, wysipienia wtérnej onkogenioi i mutagennéci, a co
sie z tym whze zmian dziedzicznych w genotypie komorki [3, 4JoMiwa jest rownig
utrata skuteczrigi dziatania lekow ze wzgllu na powstat chemiooporné& komorek
nowotworowych. Zjawisko opordoi charakteryzujce wkksza¢ guzéw litych
powoduje, ¥ operacja chirurgiczna uznawana jest za radykatetod z wyboru w
leczenia tych nowotworow. Zabieg ustia guza stosuje @ijednak wyhcznie w
przypadkach choroby ograniczonej i tylko u pacjent® odpowiednio dobrym stanie
0golnym. Nie rozwizanym problemem pozosigatem zmiany nieoperacyjne, choroby z
gruntu uznawane za niesystemowe Ilub te, ktére nodaly s¢ leczeniu
pierwszorzutowemu [5-7]. Perspektywadykalnego leczenia guzéw litych - oprocz
interwencji chirurgicznej - daje tak radioterapia. Wykorzystanie tej metody leczenia
ogranicza jednak brak wiavosci wielu nowotworéw na promieniowanie i niska

tolerancja na radiagjkanek otaczagych guz [8].



Najwazniejszy przyczyrm niskiej efektywnéci chemioterapii systemowej
nowotworéw jest skomplikowana biologia guza. Bra&kczyh limfatycznych, niski i
zmienny przeptyw krwi w olgbie zmienionej patologicznie tkanki oraz paive
wewntrz podniesione énienie, ogranicza w znacznym stopniu ,,dow0z” lekugidiza [1,
3, 9]. Podanie cytostatyku bezpednio do miejsca jego dziatania, pozwala na uaygka
lepszej dystrybucji leku w obbie chorej tkanki i redukej dziataa niepazadanych.
Ograniczenie lub zanik efektow ubocznych po lokphaministracji chemioterapeutyku
ma due znaczenie, zwlaszcza dla substancji takich jatotmeksat, wymagagych po
podaniu ogdinym monitorowaniaggenia we krwi [10]. Dodatkow korzyscia kliniczna
terapii miejscowe] jest zmniejszenie interakcji rmymi, podawanymi pacjentowi w
chorobach towarzyseych lekami. Modyfikacje postaci leku bez ingerenejstruktue
chemiczm substancji leczniczej, daw opisanych przypadkach movosé otrzymania
zamierzonego efektu farmakologicznego i pozwgakgrostd wymaganiom skutecznej
terapii.

Celem pracy byta ocena whwosci fizykochemicznych formulacji
sporadzonych na bazie termowavego polimeru, z zamiarem ich zastosowania w
postaci iniekcji do litego guza nowotworowego. Tdkama leku mae by podawana
jako implant, z ktérego substancja lecznicza uvedditiy s¢ powoli w miejscu aplikacji.
Proponowany sposéb pepbwania terapeutycznego mazdiszanse na wykorzystanie w
leczeniu guzow niechirurgicznych ze wah na umiejscowienie tj. guzy atvoby,
trzustki, jajnikdw, skoéry, piersi, mézgu, ptuc, gugotazone w okolicy tchawicy oraz w
przypadku, gdy mdiwosci operacji ogranicza naciekanie nowotworowe ksisiednich
narzdow. Podanie leku w ukladach o édavosciach termowraiwych, umaliwia
uzyskanie ngénika substancji leczniczej aplikowanego w formieztvoru, ktéry w

temperaturze fizjologicznejn situ bedzie formowatzel. Taka witaciwos¢ uktadu nie



utrudniataby jego aplikacji cienk igta, stosowam do iniekcji gkbokich i nie
powodowataby bolesioi przy podaniu.

Wykorzystany do otrzymania badanych formulacji Bhlic F-127 jest
biokompatybilnym, ulegagym bioerozji w organizmie polimerem. W technolqgiistaci
leku byt stosowany jako parenteralny snik biatek, antybiotykow i lekow
znieczulagcych, jako polimer twory zele podawane donosowo i aplikowane na gatk
oczry oraz jako stabilizator zawiesin, substancjac¢sagzajca, emulgator isrodek
wiazacy wilgo¢ w zelach, emulsjach i podtach maciowych [11-15]. Kabanov i
wspotpracownicy opisali nowe zastosowania tego d@M#go kopolimeru w leczeniu
opornych na wielolekow terape guzow (multidrug-resistant cancer MDR). Polimer
oddziatuje z komorkami tych nowotworéw, powogujich uwraliwienie na réne
chemioterapeutyki poprzez wptyw na kilka g@anych mechanizméw oporé. Przede
wszystkim przez hamowanie dowozu i wychwytu cheerapeutyku w kwanym
podiazu, oraz poprzez hamowanie systemu detoksykacjattut S-transferazy, ktora
bierze udziat w degradacji i usuwaniu leku. Wszigstbpisane mechanizmy opo&tco
leku & energozalene, a za potencjadrprzyczyre uwrazliwienia komorek nowotworu na
chemioterami uwaza sk wyczerpanie ATP, indukowane przez blokowy kopolime

komédrkach MDR [16].

MATERIAL | METODY

Materiat do badan

Pluronic F-127 (Sigma-Aldrich Company Ltd, USA); H{Glukoza (Fluka); D(+)-

Laktoza (Fluka); 1,2-glikol propylenowy (POCh, Gies, Polska); Glicerol 85% (Fluka);



Chlorek benzalkoniowy (Fluka); difosforan sodowyigfel-de Haean); Metotreksat
10mg/ml (EBWE). Roztwor kalibracyjny o stiieniu osmotycznym 0 mOsm/l i 400
mOsm/I (MCF); Benzoesan estradiolu (Jelfa, Jelébéaa, Poland). Woda podwodjnie

destylowana spetniga wymagania Farmakopei Polskiej VI [17].

METODY

Technologia przygotowywania uktadéw termowvitiavych

Ptynne formulacje zawiergje Pluronic F-127, spagdzano na zimno technjkopisan
przez Schmolka w komorze z nawiewem laminarnym Lagikarstulan Metalli OY,
Finlandia) [18]. Wszystkie substancje pomocnicieglukoza, laktoza, glicerol, glikol
propylenowy, difosforan sodowy oraz chlorek benaalkwy - jakosrodek konserwuacy
i metotreksat dodawano stopniowo do dejonizowaneyjatlowionej uprzednio w
autoklawie wody o temp. ok. 15°C. Po rozpuszczesbstancji pomocniczych, do
roztworu wprowadzano stopniowo polimer i mieszaRo. wymieszaniu ukladaszono
przez gczki membranowe apirogenne Arcodis8yringe Filter (Pall Gelman Laboratory)
do jatowych fiolek. Gotowe formulacje byly przechpmane w lodéwce i badane po
uptywie 72h. Skiad otrzymanych uktadéw podano wetald. Do bada wskpnych
wplywu czasuscinania i rénej szybkdci scinania na zmiany lepkoi formulaciji,
wykorzystano uktady otrzymane na bazie 14,8% i % Pluronicu F-127 bez dodatku

substancji pomocniczych.

Wyznaczanie pH
Pomiar wartéci odczynu pH wykonano przy zyciu wielofunkcyjnego przyrdu

komputerowego Elmetron CX-742 do pomiaru pH, z tetalk zespolon typu OSH 10-



10 (EuroSensor, Gliwice), w temperaturze 2@°Q,5°C. Dla kadej formulacji wykonano

sze&¢ pomiaréw i obliczondredni wartas¢ pH.

Pomiar gestasci otrzymanych uktadow
Pomiar gstasci sporadzonych formulacji wykonano dla danej formulacji wgetody
podanej w FPVI, w piknometrze o pojendop 10ml z termometrem i ptaszczem

powietrznym, w temp. 20°C [17].¢Stas¢ obliczono ze wzoru:

dzo = m/w x 0,997 + 0,0012 [g/ml]
gdzie:
dxo - gestas¢ w temperaturze 20°C w g/ml; m - masa badanej fagjuoznaczona w
temperaturze 20°C w g; w - masa tej samegtofogi wody oznaczona w powietrzu w
temp. 20°C w g; 0,997 <gtas¢ wody w temp. 20°C; 0,0012 - poprawka nazerae w
powietrzu
Kazda formulacg wazono széciokrotnie na wadze analitycznej Sartorius z

doktadndcia do 0,001 g i obliczonéredni wartasé gestasci.

Pomiar osmolarnégci

Badania wsfpne osmolarnei formulacji, wykonano przy wykorzystaniu osmonoetr
INTECH, 020-AT dla uktadow nie zawiergjych metotreksatu. Poszczegdélne formulacje
umieszczano w aparacie i doprowadzano do stanglgozenia. Obrenie temperatury
powodowato krzepmcie wody, a uwalniane ciepto topnienia podnositonperatug
roztworu do temperatury zamarzania. Przed rozmdem pomiaréw aparat skalowano
przy wyciu wzorcowych roztworéw o okénym, znanym énieniu osmotycznym. Do

bada pobierano 100 uktadu. Zmierzom wartas¢ cisnienia odczytywano ze skali



aparatu w mOsm/I. Pomiarsaienia osmotycznego powtarzano &zekrotnie dla kadej

formulacji i obliczonosredni wartas¢ cisnienia dla wszystkich uktadow.

Pomiar transmitancji

Transmitancja (T) wyraana w procentach, oldla stosunek natenia promieniowania
monochromatycznego o oktenej dtugdaci fali (1), przechodacego przez prékkdo
natzenia promieniowania padgego (b). Badanie przeprowadzono w kuwetach
kwarcowych w spektrofotometrze UV/VIS Cecil Instremts-Chemist-Handel (M. B. H.,
Austria) przy diugéci fali 520 nm wobec wody [17], dla ktOrej transamtja wynosita

100%.

Badania reologiczne formulaciji

Badanie wpltywu czassicinania, szybkeci scinania i siezenia metotreksatu, na zmiany
lepkasci i temperatury przacia fazowego formulacji sporglzonych na bazie Pluronicu
F-127

Pomiar lepkéci strukturalnej spormizonych uktadow wykonano przyzyciu reometru
Brookfield typu DV-III pohczonego z ultratermostatem, z wykorzystanienzkstoo
symbolu CP-51, o zakresie legk020,48 do 512 000 mPs.s. Przy szydakdcinania 10 i
100 §', badano w statej temp. 20 i 30°C wplyw czdsinania na zmiany lepkoi
formulacji zawierajcej 15% Pluronic F-127. Badano rowhigptyw zmian stzenia
metotreksatu i rénej szybkdci scinania na temperaturprzefcia fazowego, uktadéw

zawierajcych 14,8% Pluronic F-127.



Oznaczanie temperatury praeja fazowego zogel uzyskanych uktadéw na podstawie
pomiaru zmian lepksci

Badania temperatury przeja fazowego zokel wykonano przy wykorzystaniu reometru
Brookfield typu DV-lll. Pomiary powtarzano trzykroe dla kadej formulacji przy
wzrastagcej o0 0,2°C/5 s temperaturze w granicach od 20°@08G, przy statej szybkoi
scinania wynosgcej 1, 10 i 100 S W takich samych warunkach, przy 100, s
wykonywano pomiary zmian lepko przy wzrastajcej temperaturze dla preparatu o
zwickszonej lepkéci do wstrzykng¢ domigsniowych, ktorym byt olejowy roztwor

benzoesanu estradiolu.

Uwalnianie metotreksatu z wybranych formulacji daoay w komorach przeptywowych
Do badania kinetyki uwalniania jako substanaenodelows wybrano metotreksat,
stosowany obecnie w terapii wielu chorob nowotwoychv Btore potprzepuszczaindo
uwalniania Membra-C&lDialysis Tubing o wielkéci por 3500 Da, przed przygieniem
do bada zanurzono na 30 minut w wodzie podwojnie destylmsya Odwaone z
doktadndcia do okoto 0,001 g formulacje zawieteg 0,01% metotreksatu,
wprowadzono za pomacstrzykawki do komory do uwalniania substancji azsi
konstrukcji Z. Olszewskiego i A. Kubisa, podzielpnbtona potprzepuszczain
zanurzonej w tani wodnej o temp. 37°C. Plyn dializacyjny pobieramdosci 1ml po 30,
60, 90, 120, 150, 180, 210 i 240 minutach. Pedpebran uzupetniono do 3ml wed
podwojnie  destylowan llos¢ uwolnionej substancji leczniczej oznaczono
spektrofotometrycznie z wykorzystaniem UV/VIS spekdmetru Cecil Instruments-
Chemist-Handel (M. B. H. Austria), w kuwetach kwamych o grubéci warstwy 1cm,

wobec odnénika, ktérym byta woda podwajnie destylowana.



Pomiary wykonano szeiokrotnie i obliczongredni wynik. Dane opracowano w
programie komputerowym STATISTICA Version 5,97’, tod najmniejszych
kwadratow przy poziomie ufdoi p = 0,05. Korzystag z rowna farmakokinetycznych
obliczono stat szybkdci uwalniania (K) oraz okres potowicznego uwalnéri s).
Istotnas¢ relacji midzy iloscia uwolnionego metotrekastu z poszczegolnych formiulac
poddawano ocenie statystycznej, przy wykorzystamioalizy jednoczynnikowej

ANOVA/MANOVA testem post hoc NIR.

WYNIKI

Ocenie poddano jedefwe formulacji, sporzdzonych na bazie Pluronicu F-127 z
dodatkiem wybranych substancji pomocniczych. Uzgskarzezroczyste, bezbarwne
uktady o konsystencji ptynnej w temperaturze pokap Doprowadzenie pozajelitowo
podawanego leku do izohydrii jest konieczne ze wiigina maliwos¢ wystpienia
podczas iniekcji objawdéw niepadanych, tj. bolesnd czy zapalenie tkanek. Postacie
lekdw przeznaczone do podania parenteralnego wyglFpowinny posiadé odczyn pH
zblizony do fizjologicznej wartei odczynu ptynow ustrojowych w zakresie 7,2—7,8][1
Przyjmuje si za dopuszczalne odpstwo od przyjtej wartgci odczynu w granicach
pH 6,5-7,8 przy krotkotrwatym podawaniu leku. Wyingomiarow pH dla uzyskanych
formulacji przedstawiono w tabeli 2. Przygotowarmeniulacje charakteryzowaty ¢si
odczynem pH zbtionym do wartéci fizjologicznej. Odczyn pH uktadéw zawiesaych
1% dodatek glukozy (A, Al), laktozy (B, B1), glicéu (C, C1) i glikolu propylenowego
(D, D1), migcit sic w granicach fizjologicznej warfoi odczynu ptyn6w ustrojowych.
Najwicksze odsipstwa od wymaganych wasm odczynu pH, w przedziale 8,255-8,891,

posiadaty uktady otrzymane na bazie 14,8% Pluronict27 z dodatkiem 0,2%



difosforanu sodowego (E, E1). Ukltady te podane mbirawo mog powodowa
podranienie tkanek po aplikacji.

Pomiary gstasci wykonywano dla kadej formulacji széciokrotnie w
piknometrze w temp. 20°Grednie wartéci gestcsci uktadéw w g/ml podano w tabeli 2.
Przygotowane formulacje w zaleosci od skladu cechowaty @irdzna gestcicia.
Najwicksza gestas¢ posiadaty uktady otrzymane z wykorzystaniem 0,28&tworu
difosforanu sodu oraz 1% laktozy. Uktady spolzone na bazie 14,8% Pluronicu F-127 z
dodatkiem 1% roztworu glikolu propylenowego, chaeayzowaly s¢ najmniejsz
gestdscia, w granicach 1,0179 g/ml dla uktadow bez metotnekgD) i 1,0174 g/ml dla
formulacji z metotreksatem (D1).¢&tas¢ badanych formulacji byta wksza w stosunku
do olejowego roztworu benzoesanu estradiolu do zwisticc domisniowych, dla
ktérego warté¢ oznaczona w temp. 20°C wynosita 0,9625 g/ml.

Wedtug FP VI postacie leku przeznaczone do wstrizgkraby nie powodowaty
podranienia tkanek po podaniu, powinny posiadasnienie osmotyczne w granicach
280-320 mOsm/I. Wyniki pomiarow giienia dla uktadéw oznaczonych jako 0, A, B, C,
D, E, nie zawieracych metotreksatu przedstawiono na rycinie kniénie osmotyczne
uzyskanych formulacji mieito sie w zakresie wymaganych dla pozajelitowej aplikacji
minimalnych wartéci. Wprowadzone do ukladu spadzonego na bazie 14,8%
Pluronicu z dodatkiem 0,01% chlorku benzalkoniowegobstancje pomocnicze,
umazliwity otrzymanie izotonicznych lub stabo hiperteanych formulacji, ktére po
aplikacji nie powinny drzni¢ tkanek.

Pomiar transmitancji okéa klarownd¢, a pdrednio rownie stopie
rozproszenia uzyskanych ukladow. Wyniki oznaczemg@msmitancji dla otrzymanych

formulacji podano w tabeli 2. Wyznaczone wéacidransmitancji w granicach 95-100%,
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swiadcz o dwej klarowndci formulacji i pgrednio o daym stopniu rozproszenia
substancji pomocniczych w otrzymanym uktadzie.

Badapc zalenos¢ zmian lepkéci od temperatury dla spaidzonych formulacji
wykazano, # wszystkie uktady cechaljsic przemiaa fazowy zolzel, zachodzca przy
wzroscie temperatury. Udowodnionoz iprzemiana ta przy wybranych szyk&@ch
scinania 10 i 100§ dla uktadu uzyskanego na bazie 14,8% Pluronid2F- miata
miejsce przy tych samych wastdach temperatury. Wyniki pomiaru zmian lep&oprzy
szybkdci $cinania 10 i 1008i przy wzrastajcej o 0,2°C/5 s temperaturze, dla formulagcji
zawierajcej 14,8% szenia Pluronicu F-127 zaprezentowano na rycinie 2.c&l
wykluczenia udziatu czasicinania w przemianach fazowych, w statej temp. 309C i
przy stalej szybkai scinania 10 i 100§ rejestrowano zmiany lepkai w czasie dla
uktadu otrzymanego na bazie 15% Pluronicu F-12daBe przedstawione na rycinie 3
pokazuj, iz w tej samej temperaturze czas wykonywanych pomianié miat wptywu na
zmiany lepkéci formulacji.

W dalszej cgsci pracy analizowano rowniewplyw na temperatgr przegcia
fazowego ranych stzen metotreksatu. Nie zaobserwowanazm@ w lepkdci przy
wzroscie temperatury poradzy formulacjami zawieragymi 14,8% Pluronic F-127 i
metotreksatu w sgteniu 0,01 i 0,1%. W porownaniu do wymienionych aide,
formulacja zawieraca 0,5% sizenie metotreksatu badana w tych samych warunkach,
charakteryzowata sitemperatug przegcia fazowego wisz o 1-2°C, przy jednoczeie
nizszej lepkdci uktadu. Wyniki pomiaréw przedstawiono na rycidie

Formulacje otrzymane bez substancji leczniczejaitiaryzowaly si przemian
fazowa w podobnym zakresie temperatur, ok. 33-35°C. Wpdzrenie do tych uktaddéw
metotreksatu powodowato spadek ich lejako przy jednoczesnym przesgaiu

temperatury przégia fazowego o ok. 2-3°C w strpriemperatury fizjologicznej ciafa.
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Wyniki pomiaru zmian lepk&i przy wzrastajcej temperaturze przedstawiono na
rycinach 5-7.

Najwicksz lepkas¢ posiadaty formulacje otrzymane na bazie 14,8%drlicu F-
127 i 0,01% chlorku benzalkoniowego z 1% dodatklaktozy i glukozy. Temperatura
przegcia fazowego tych uktadow po wprowadzeniu metotmaks migcita si w
granicach fizjologicznej temperatury ciata 36-37°Chac w peini oszacowa
przydatnd¢ farmaceutyczas otrzymanych formulacji dokonano pomiaru zmian &gk
dla obecnego na rynku preparatu - olejowego roziwbenzoesanu estradiolu o
zwickszonej lepkéci - wstrzykiwanego domséniowo. Preparat ten w temp. ZD przy
szybkdci scinania 100 $ posiadat lepk& dynamiczi wynoszca 65 mPa.s, Zaw temp.
25°C - 55 mPa.s. Badane formulacje w zal®ci od skiadu, w temp. 2C posiadaty
lepkas¢ dynamiczm w granicach 17,9-27,8 mPs.s i odpowiednio w te@C w
zakresie 39,8-67,6 mPs.s.

Na podstawie uzyskanych wynikow vma stwierdz, iz lepkas¢ otrzymanych
uktadow nie odbiega od wakm wyznaczonych dla wybranego preparatu oekazone;j
lepkasci. Nie powinna zatem sprawdatrudnagci przy podawaniu w temperaturze
pokojowej] ptynnych formulacji w iniekcji bezpeedniej do guza nowotworowego.
Wynik pomiaru zmian lepki przy wzrastajcej temperaturze i przy szybda scinania
100 s' dla preparatu poréwnawczego przedstawiono naig/8in

Uwalnianie metotreksatu z otrzymanych pagto charakteryzujcych sé
przemian fazowy zol-zel pod wptywem wzrostu temperatury, prowadzono prée
godziny w temp. 37°C. Kolejne frakcje pobierano @& @inutowych odspach. Dla
kazdej formulacji wykonano po sgé& pomiarow i obliczongredni procent uwolnionej
substancji. Przebieg procesu uwalniania metotrakgakzedstawiono na rycinie 8.

Analizujac dane pomiarowe poréwnywano wspotczynniki korelaRj dla danych
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empirycznych w skali liniowej i poHogarytmicznejOtrzymane warteci tych
wspotczynnikdéw przy poziomie istotbd p < 0,05 dla wybranych uktadowwiadcz o
wysokim dopasowaniu danych @dadczalnych do liniowej funkcji zmian procentu
pozostatéci (100 - % uwolniony metotreksat) metotreksatu addnych ukiadach od
czasu trwania procesu uwalniania. Dokasugloktadnej analizy zateosci funkcyjnej
procentu pozostaiei uwolnionego metotreksatu w czasie, w ukladzieiolvym i
péHogarytmicznym w oparciu o wspétczynniki korgla®? stwierdzono, 4 proces
uwalniania metotreksatu z formulacji D1 i E1 ina opisé w oparciu o model kinetyki
pierwszego rgdu. Uwalnianie metotreksatu z formulacji Al, B1l, Qawierajcych
dodatek odpowiednio 1% glukozy, 1% laktozy i 1%ceiblu, przebiega z kinetyk
zblizona do zerowego rdu. Korzystagc z odpowiednich rownmafarmakokinetycznych,
obliczono state szybkoi uwalniania i czasy poétuwalniania. Wyniki oblicze
umieszczono w tabeli 3.

Interpretupc  uzyskane dane stwierdzono,z inajwigksza dostpnascia
farmaceutyczg charakteryzowat si uktad sporzdzony na bazie 14,8% Pluronicu z
dodatkiem 0.2% difosforanu sodowego. Istétheelacji medzy catkowitym procentem
uwolnionego metotrekastu z poszczegoélnych formilamjeniana statystycznie przy
wykorzystaniu analizy jednoczynnikowej ANOVA/MANOVAestem post hoc NIR,
potwierdzita znamienne statystyczniezmice w procencie uwolnionego metotreksatu z
poszczegodlnych formulacji. W tabeli 4 podano pozaiastotngci otrzymanych wynikow
dla testu post hoc NiR. Najdiszy czas potuwalnianiag) 22,04 h odnotowano dla
formulacji przygotowanej z dodatkiem 1% laktozy.dAaia wykazaty,a wykorzystanie
14,8% stzenia Pluronicu F-127 do konstruowania smi&bw leku, umaliwia w
zaleznosci od zastosowanych substancji pomocniczych uzyskiakiej postaci, z ktorej

substancja ma by uwalniana w rénym czasie (tabela 3 i 4, rycina 8)
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WNIOSKI

1. Wyniki przeprowadzonycln vitro bada pozwalaj sadzi¢, iz sporadzone
ukltady charakteryzage st¢ przemiam fazows zolzel, pod wplywem wzrostu
temperatury mog by¢ wykorzystane jako rémiki substancji leczniczej podawanej w
iniekcji bezpdredniej do guza nowotworowego. Pi&eg fazowe otrzymanych
formulacji w zakresie fizjologicznej temperaturyale umaliwi ich wstrzyknigcie w
formie ptynnej i przejcie in situ w posta zelu, zapewniajc przediidone uwalnianie
substancji leczniczej w miejscu aplikacji. Lepk@trzymanych formulacji nie odbiegata
od wartéci wyznaczonej dla wybranego, obecnego na rynkygetu podawanego
domigsniowo o zwikszonej lepkéci i nie powinna stanowitrudnagci podczas aplikacii.

2. Przeprowadzone badania wykazatywikorzystanie 14,8% stenia Pluronicu
F-127 z dodatkiem wybranych substancji pomocniczgéio termowraliwvego nagnika
leku, pozwala na uzyskanie ukladéw amgm czasie pétuwalniania substancji.

3. Z analizy uzyskanych danych pomiarowych wynikanajlepsze wigciwosci
fizyko-chemiczne posiadata formulacja spmizona na bazie Pluronicu F-127 i chlorku
benzalkoniowego z dodatkiem 1% laktozy. Uwalniametotreksatu z tego ukiadu
przebiegato z kinetykzblizona do zerowego kxmlu, a wyznaczony czas pétuwalniania
substancji leczniczej (¢) z tej formulacji przemawia za jego wykorzystaniedo

konstruowania postaci leku o przezbaym dziataniu.
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