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Streszczenie

Wiasciwosci  fizykochemiczne otrzymanych z udzialem Pluronik&-127
termowraliwych uktadéw zawierajcych metotreksat,aszréznicowane i zalene od rodzaju
zastosowanych substancji pomocniczych oraz igkesta. W celu uzyskania postaci leku,
ktora spetnialaby wymogi farmakopealne i dla zapewia optymalnych wartei
parametrow fizykochemicznych otrzymanych formuladp ich wykonania tyto substanciji
pomocniczych doprowadzgych do izoosmotyczroi, substancji zwakszapcych lepkae,
chlorku benzalkoniowego jako substancji zapewij utrzymanie jatowsri oraz

substancji wptywajcych na uwalnianie metotreksatu z postaci.

Stowa kluczowe: termowraliwe nosniki substancji leczniczej, prZeje fazowe zolel,

doguzowa iniekcja leku, metotreksat




EXCIPIENTS INFLUENCE ON PROPERITES OF THERMOSENSITI VE
CARRIERS CONTAINING METHOTREXATE

Summary

The physicochemical properties of thermosensitioentilations obtained on the
basis of Pluronic F127 containing methotrexate differentiated and depends on kind of
additives and their concentration. To the effecobfaining drug form which would satisfy
requrements of pharmacopeia and for assurance tohapphysicochemical parameters
values of formulation to their obtaining was usécexcipients which bring to phisiological
osmotic pressure, substances increasing of visds#yzalkonium chloride as preservative

substance and substances influencing on releasetbbtrexate form drug form.

Key words: therosensitive drug delivery, sol-gel transitiormperature, intratumoral

injection, methotrexate

WSTEP

Nowe metody leczenia nowotworéw polega na miejscowym podaniu
cytostatykow, powstaly jako proba zkszenia skuteczioi chemioterapii. Wprowadzenie
substanciji leczniczej bezfrednio do miejsca dziatania zkisza jej selektywni, poprawia
dystrybucg w chorej tkance i ogranicza dziatania niggtane. Modyfikacje postaci leku bez
ingerencji w struktuy chemiczi substancji leczniczej, damozliwosci poprawy aktywnéci
przeciwnowotworowej chemioterapeutykdw i pozwalapa doskonalenie miejscowo
podawanych form leku.

Formutowanie nowych postaclieku do podania pozajelitowego ma na celu
opracowanie nmika, zapewniaijcego nie tylko odpowiedni poziom terapeutyczny satgi

I przedtzenie jej dziatania, ale i wygedstosowania. Osgmc¢ to mazna w duej mierze



poprzez wykorzystanie nowych substancji pomocnibzytakich jak np. poliestry
poprzecznie usieciowane, poliuretany czy polimengziwe na czynniki tj. fizjologiczna
temperatura, pH, obecfiojonéw w ptynach organizmu.

Z doniesi@ literaturowych wynika, 4 stosujc zwiazki wielkoczasteczkowe
zwigkszapce lepkd¢, mazna otrzyma poéistate postacie leku, ktére umhiaviaja uzyskanie
spowolnionej kinetyki uwalniania substancji oraargiwi swoistydepot dla leku. W toku
licznych bada udowodniono, i podtaza zelowe opracowane w oparciu 0 polimery raog
stanowt obok rezerwuaru substancji leczniczej rovireéement kontroluaicy jej uwalnianie,

a poprzez odpowiedni dobdér skiadu jediowego i ilgciowego zeli mazna regulowé
szybka¢ dyfuzji srodka leczniczego dgrodowiska ustroju.

Podanie leku w uktadach o wtwosciach termowraiwych, umazliwia dodatkowo
uzyskanie ngnika substancji leczniczej aplikowanego w formieztveoru, ktéry w
temperaturze fizjologicznej ciatm situ bedzie formowalkzel. Taka wtaciwos¢ opracowane;j
postaci nie utrudniataby jej aplikacji cienkgta, stosowam do iniekcji gkbokich i nie
powodowataby bolesioi przy i po podaniu.

W celu uzyskania postaci leku podawanej pozajebtoltora spetniataby wymogi
farmakopealne i byla dobrze tolerowana przez tkawkkorzystano polimer - Pluronic F-
127 i szereg substancji pomocniczych, tj. substadogprowadzare do izoosmotyczroi
(glukoza, mannitol, laktoza, chlorek sodu, glicgrolsubstancie o dziataniu
przeciwbakteryjnym (chlorek benzalkoniowy), subsjan zwikszapce lepkd¢ i
op&niajace proces dyfuzji substancji leczniczej z postakul (dekstran) oraz substancje,
ktore mog wplywaé na uwalnianie substancji leczniczych z postaci ulek
(polioksyetylenoglikole o rinych masach a@steczkowych: PEG 200, PEG 600 i PEG
1500).

MATERIAL | METODY

Materiat

Pluronic F-127 (Sigma-Aldrich, Niemcy);

D(+)-Glukoza jednowodna PhEur (Fluka, Szwajcaria);



D(+)-Laktoza jednowodna PhEur (Fluka, Szwajcaria);

D(-) Mannitol (Riedel-de-H&n, Niemcy);

Glicerol 85% PhEur (Fluka, Szwajcaria);

Chlorek benzalkoniowy cz.d.a. (Fluka, Szwajcaria);

Metotreksat (Sigma-Aldrich, Niemcy);

Chlorek sodu PhEur (Fluka, Szwajcaria);

Polioksyetylenoglikol 200 PhEur (Fluka, Szwajcgria

Polioksyetylenoglikol 600 PhEur (Fluka, Szwajcgria

Polioksyetylenoglikol 1500 PhEur (Fluka, Szwajagri

Dekstran 7000 PhEur (Fresenius Kabi Polska Spo.z.@ytwornia Ptynow Infuzyjnych,
Polska);

Roztwér wodorotlenku sodu 0,1 mol/dn{Zaktad Badawczo-Produkeyjny ,Chemed”,
Polska);

Roztwory do kalibracji osmometru: roztwér kontrolry cinieniu osmotycznym 100
mosmol/kg, roztwoér kontrolny o @iieniu osmotycznym 400 mosmol/kg (TridentMed,
Polska);

Woda do wstrzykiwawg FP VI;

Saczki membranowe apirogenne, ArcodisByringe Filter (Pall Gelman Laboratory, USA);
Btona do uwalniania Membra-CelDialysis Tubing o wielkéci poréw 3500 Da (Serva,
Niemcy).

Aparatura

Wielofunkcyjny przyrad komputerowy Elmetron CX-742 do pomiaru pH z eletd
zespolon typu OSH 10-10 (EuroSensor, Gliwice, Polska);

Komora z nawiewem laminarnym Lamil (Karstulan MiefaY, Finlandia);

Piknometr wzorcowany wg Gay-Lussaca z termometreapjlan boczry i korkiem, o
objetosci rzeczywistej 10 cry podanej z doktadoia do 0,001 cr (Polska Grupa
laboratoryjna Sp. z 0. 0., Warszawa, Polska);

Memory-Osmometr 020-AT ( P. Z. Intech, Polska);

Reometr cyfrowy typu stek-ptytka DV-III-Brookfield wraz z programem kompmguowym
Rheocalc for Windows, (Brookfield Engineering Ladsaries Inc., Middleboro, USA);



Ultratermostat Brookfield TC-101P (Brookfield Engaring Laboratories Inc., Middleboro,
USA);

Komory do uwalniania substancji czynnej typu Franp obgtosci 7 ml z mieszadtem
,Helix” (Hanson Research Corporation, ChatswortB8A);

Szeéciopozycyjne mieszadto magnetyczne z grzaniem (8kdf GbR, Steinfurt, Niemcy);
UV/VIS spektrofometr Cecil Instruments (Chemist-ldahM. B. H., Austria);

Waga analityczna Sartorius (Sartorius AG, Goettndéemcy).

Technologia przygotowywania uktadow termowraliwych

Ptynne formulacje zawiergge Pluronic F-127, spadzano na zimno techrik
opisary przez Schmolka w komorze z nawiewem laminarnym iL§b). Wszystkie serie
zawierajce 14,8% stzenia Pluronicu F-127 z dodatkiem substancji ponmxymh w
roznym stzeniu, przygotowano Kkorzyst@ z jatowych roztworéw zapasowych tych
substancji. Roztwory zapasowe oraz otrzymany begedaio przed dodaniem roztwor
metotreksatu, wprowadzano kolejno do rozpuszczonegavodzie do wstrzykima o
temperaturze ok. 15°C polimeru. Dodawany roztwoértotneksatu spoeglzono poprzez
rozpuszczenie 0,0200 g odiwamej substancji, w 1 cm0,1 mol/dni jalowego roztworu
wodorotlenku sodu.

Otrzymany roztwér metotreksatu dodawano mikropiplet poszczegolnych uktadow.
Po zmieszaniu uzyskane roztwory uzupetniano avdd wstrzykiwaé o temperaturze ok.
15°C dozadanego sizenia. Gotowe formulacjeaszono przez strzykawkowe apirogenne
saczki membranowe ArcodiScSyringe Filter do jatowych fiolek ze szkta oramego [2].
Po przygotowaniu wszystkie formulacje byty przechaane w lodéwce w temperaturze ok.
4°C i badane po uptywie 72 godzin. Skiady poszdmggh badanych formulacii

przedstawiono w tabeli 1.



METODY

Wyznaczanie pH

Pomiary wartéci odczynu pH wykonano zgodnie z zaleceniami FPPégpdrednio
po otwarciu fiolek przy gzyciu wielofunkcyjnego przyrdu komputerowego Elmetron CX-
742 (Polska) z elektradzespoloa typu OSH 10-10 (EuroSensor, Polska). Wszystkie

pomiary przeprowadzono w temperaturze 26°C, z doktadnicia do 0,01 jednostki pH

3],

Pomiar gestosci otrzymanych uktadow

Pomiar gstasci sporadzonych formulacji wykonano wg metody podanej w\ARv
piknometrze wzorcowanym o pojemied 10 cni z termometrem i kapilar boczry z

korkiem, w temperaturze 22°C [3]¢&as¢ formulacji obliczono ze wzoru:

m
d,,= — -[0.9970 +0,0012] [g/cm?]
w

gdzie:
dao- gestasé w temperaturze 20°C w g/ém
m - masa badanej formulacji oznaczona w tempem202C w g;
w - masa tej samej afipsci wody oznaczona w powietrzu w temperaturze 209; w
0,9970 - gstas¢ wody w temperaturze 20°C;
0,0012 - poprawka na e@nie w powietrzu.
Gestas¢ formulacji badano w temperaturze 22°C, uwdglono wkc poprawk na
gestas¢ wody dhooc HO — 0,9978. Dla kalej formulacji pomiar gstasci wykonano

szeciokrotnie. Piknometr napetniony badanym uktadenmzoma kadorazowo na wadze



analitycznej Sartorius z dokladsola do 0,001 g. Z uzyskanych wadto pomiarowych
obliczonosredni arytmetyczn oraz warté¢ odchylenia standardowego.

Pomiar osmolarnaci

Poszczegodlne formulacje umieszczano w aparacie prod@dzano do stanu
przechtodzenia. Obiagnie temperatury powodowato krzegoie wody, a uwalniane ciepto
topnienia podnosito temperaguroztworu do temperatury zamarzania. Przed rozmiem
pomiaréw aparat wyzerowano na woidkalibrowano zgodnie z zaleceniami PhEur 2007,
przy wyciu wzorcowych roztworéw o osmolarsm 100 i 400 mosmol/kg [4]. Do bafla
pobierano 100l ukfadu. Zmierzoa wartas¢ cisnienia odczytywano ze skali aparatu w
mosmol/kg. Pomiar énienia osmotycznego powtarzano &zekrotnie dla kadej formulaciji

i obliczonosredni wartas¢ cisnienia dla wszystkich uktadow.

Wyznaczanie temperatury przegcia fazowego zolkel na podstawie

pomiaru zmian lepkosci

Badania temperatury prZeja fazowego zokel, wykonano przy wykorzystaniu
reometru cyfrowego Brookfield typu DV-IlIl. Pomiargowtarzano 3-krotnie dla kdej
formulacji przy wzrastacej o 0,2°C/5 sekund temperaturze w granicach ADICE -
40°C+0,1°C, przy statej gikasci scinania wynoszcej 10 §-. Do badania lepkei pobierano
0,5 cni prébki i nanoszono strzykawkna plytke aparatu. Pomiar lepkci zgodnie z
wymaganiami FP VI wykonano 3-krotnie i obliczodeednk arytmetycza i odchylenie
standardowe [3]. Wedlug PhEur 20Géle do iniekcji powinny posiadaodpowiedm
lepkas¢, gwarantujca zmodyfikowane uwalnianie substancji aktywnej w jsga iniekcji

[4].
Badanie uwalniania metotreksatu z formulacji w koma@ach Franz’a
Badanie dosgpndsci farmaceutycznej metotreksatu z otrzymanych fdacju

przeprowadzono w komorach Franz’a [5]. Bigedtprzepuszczaindo uwalniania Membra-
Cel® Dialysis Tubing (Serva, Heidelberg) o wieskbporéw 3500 Da, przed przygieniem



do bada poddano sgznieniu w wodzie oczyszczonej przez 30 minut. Daszcza
wodnego w komorach Franz’a, wprowadzano gad ultratermostatu o temperaturze
37+0,5°C. Po umieszczeniu blony potprzepuszczalpigrscienia z otworem do naktadania
badanego rimika w odpowiednim miejscu komory, wprowadzono ddej nwodk
oczyszczon, swiezo przegotowam i ochtodzon do temperatury pokojowej. Po aghigciu
przez ptyn akceptorowy w komorze stabilnej tempesat 37+0,5°C, na btan
potprzepuszczaln nanoszono strzykawk odwaone z dokladnicia do okoto 0,001 g
formulacje zawierajce metotreksat.

Komora do uwalniania substancji umieszczona bytami@szadle magnetycznym,
zapewniagcym mieszanie ptynu akceptorowego zedkoscia 100 obrotéw/min. Plyn
akceptorowy pobierano w #oi 3,5 ml po 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 i 24@utach.
Badanie prowadzono réwnolegle dla 6 probek, a skeayych wynikow obliczonéredni,
odchylenie standardowe, przedziat uftiooraz wykrélono zalenos¢ ilosci uwolnionej
substanciji od czasu.

Uwalnianie metotreksatu z otrzymanych formulacjterpretowano matematycznie w
oparciu 0 model zgodny z kinetykerowego i pierwszegogau oraz pét-empiryczny model
Korsmeyera-Peppasa, ktory uthwit ocene wptywu procesu dyfuzji na proces uwalniania
substancji z nika [6]. W programie STATISTICA dokonano estymadggliniowej metod
najmniejszych kwadratéw, w oparciu o algorytm QtMswtona proponowanego modelu
wyktadniczego oraz obliczono wspoétczynniki koreldejdla tego modelu.

Obliczenia statystyczne

Dla wynikow przeprowadzonych batlalokonano oblicze statystyk opisowych:
sredniej arytmetycznej, odchylenia standardowega qmaedziatu ufn€ci przy poziomie
istotnasci 0,05. W przypadku zateosci o charakterze funkcji liniowej oceny korelacji
uzyskanych wynikow, dokonywano na podstawie wyzea@ metod najmniejszych

kwadratéw linii trendu oraz obliczenia wspotczyrmikPearson’a.



WYNIKI
Pomiar pH

Pomiar wartéci odczynu pH, wykonano przyzyciu wielofunkcyjnego przyrgu
komputerowego Elmetron CX-742 z elektjodespolon w temperaturze 20%D.5°C, z
doktadngcia do 0,01 jednostki pH. Zgodnie z wymaganiami pgyni przez FP VI,
postacie leku podawane pozajelitowo powinny¢ by miar mozliwosci izohydryczne i
odpowiada fizjologicznym wartéciom odczynu pH ptynéw ustrojowych w granicach 7,2-
7,6. Odczyn pH wszystkich uzyskanych formulacji §oiesic w zakresie 6,7-7,5. Uklady te
podane we wstrzykaciach gébokich do guza nowotworowego nie powinnyzha tkanek i
powodowd bolu po aplikacji. Uzyskane waém odczynu pH dla badanych formulacji wraz

z wartgciami odchyl@é standardowych przedstawiono w tabeli 2.
Wptyw sktadu na gestosé otrzymanych formulacji

Gestas¢ wykonanych formulacji mieita sic w zakresie 1,0079 - 1,0099 gi&ndak
wynika z danych przedstawionych na wykresie ¥roa formulacji nie zawieragych
metotreksatu (stanowgych grug odniesienia) najmniejgz gestascia w  warunkach
prowadzenia badania, charakteryzowaty ®rmulacje otrzymane z Pluronicu F-127 i
chlorku benzalkoniowego z 0,5% dodatkiem poliokghggtoglikolu 200 i 600 (serie PEgl
I PEGso0l). Najwicksz gestas¢ w grupie formulacji nie zawierggych substancji leczniczej
posiadaty uktady zawiergge w swoim sktadzie Pluronic F-127, chlorek benaai&wy oraz
dodatek glukozy, laktozy, mannitolu czy dekstrafl@d. Wzrost stzenia wymienionych
substancji pomocniczych w kdym przypadku powodowat wzrostgasci otrzymanych z
ich udziatem formulaciji.

Na podstawie przeprowadzonych badatwierdzono, 4 dodatek metotreksatu
powodowat wzrost gstasci wigkszasci formulacji. Wielkaé i charakter tych zmian zalat
od rodzaju uytej substancji pomocniczej.

Wprowadzenie laktozy w @teniu 0,5 i1 1,0% do serii Lak2 i Lak4 w porownani d

formulacji odniesienia nie zawienggj tej substancji pomocniczej (seria 0), powodawat



najwigkszy przyrost ich gptasci. Gestas¢ formulacji otrzymanych z dodatkiem laktozy,
wynosita dla 0,5% stenia substancji 1,0094 g/ém odpowiednio 1,0099 g/cirdla 1,0%
zawartgci substancji. Podobnie do oméwionych serii zachsaly sk formulacje
zawierajce w swoim skiladzie dodatek 0,5 i 1,0% glukozy GliuGlu4d), 0,5 i 1,0%
mannitolu (M2 i M4) oraz 0,2% i 0,4% chlorku sodNG2 i NC4).

W serii formulacji zawieracych dodatek glikoli polioksyetylenowych (Pkfg
PEGsoo i PEGis0g) niezalenie od stzenia tych substancji wzroskgicsci byt podobny i
stosunkowo niski w poréwnaniu do serii 0, bez dkdatvymienionych substancji
pomocniczych. Przeciwnie do poagj omowionych serii, dodatek metotreksatu wptywat n
gestas¢ formulacji zawierajcych glicerol (Gly2 i Gly4) i dekstran (DX2). Odmatano
znaczny spadekegtasci tych formulacji, w stosunku do odpowiagigych im serii bez

dodatku metotreksatu.

Wplyw sktadu na osmolarnagé formulaciji

Jak wynika z uzyskanych wynikéw, przedstawionyca wykresie 2, dodatek
substancji pomocniczych miat istotny wplyw na wé&ftooznaczonego gmnienia
osmotycznego formulacji. Najaksz osmolarné¢ w grupie formulacji nie zawieragych
metotreksatu posiadaty serie otrzymane z dodatkremnitolu (M1, M3), glicerolu (Gly1,
Gly3), polioksyetylenoglikolu o niskiej masie asteczkowej (PE@ol, PEGg3) i chlorku
sodu (NC1, NC3). Za silnie hiperosmotyczne form@amazna uzné serie otrzymane z
dodatkiem 1% glicerolu (Gly3), 1% mannitolu (M3)0i4% chlorku sodu (NC, NC3).
Cisnienie osmotyczne tych formulacji wynosito odpowigrldla Gly3 353,33 mosmol/kg,
dla M3 335,00 mosmol/kg i dla NC4 407,57 mosmol/kg.

Dodatek metotreksatu powodowat wzrosin@nia osmotycznego formulacji, ki
czemu wiele z nich osjnglo wymagam przez FPVI osmolardé w zakresie 280-300
mosmol/l. Serie formulacji zawietge obok substancji dziataej dodatek laktozy, glukozy,
polioksyetylenoglikolu 200 i polioksyetylenoglikol600 w stzeniu 1% (Lak4, Glu4,
PEGo#A, PEGoA), posiadaly osmolardé w zakresie fizjologicznej warfoi cisnienia
osmotycznego surowicy krwi. Formulacje z metotrédsa zawierajce 0,5% dodatek

glukozy, mannitolu i glicerolu (Glu2, M2 i Gly2) ka substanciji izotonizagych, posiadaty

10



cisnienie osmotyczne w zakresie 250-280 mosmol/kg. tRRmy, ktorych wartéc
osmolarnéci zawiera s w tym przedziale ok&ane @ jako hipoosmotyczne. Za silnie
hipoosmotyczne w grupie formulacji zawieiq@jch substangjlecznica z 0,5% dodatkiem
substancji doprowadzgjych do izotonii mena uzné serie Lak2 i DX2, zawierage laktoz

i dekstran 7000. Oznaczondrienie osmotyczne tych formulacji miato wad@onizej 253
mosmol/kg.

Stwierdzono  rOwnie iz wzrost masy  cwsteczkowe]  dodawanych
polioksyetylenoglikoli, pomimo ich niskiego ¢genia w formulacjach, miat wplyw na
wartes¢ oznaczanego @iienia osmotycznego. Najsizz osmolarnéé w grupie formulacji
zawierajcych dodatek polioksyetylenoglikoli, posiadaty sezawierajce PEG 1500 o

najwigkszej masie asteczkowej (seria PEGyg).

Wyznaczanie temperatury przefcia fazowego zokel na podstawie

pomiaru zmian lepkosci

Zgodnie z wymaganiami FP VI pomiary legko powtarzano 3-krotnie, dla kdej
formulacji przy wzrastacej o 0,2°C/5 sekund temperaturze w granicach teahpe
20°C+0,1°C - 40°C+0,1°C, przy statepgkosci scinania wynosacej 10 &',

Zmiany lepkdci formulacji przedstawiono na wykresach 3. a-c. tBanperatug
przefcia fazowego przyfo temperatuy, w ktérej w warunkach badania odnotowano
najwigkszy przyrost lepkai formulacji. Stwierdzono, zi temperatury przeg fazowych
ukladoéw otrzymanych z metotreksatem byly okolo 2%sze, w stosunku do
odpowiadajcych im serii pozbawionych substancji leczniczeprtkk¢ temperatur przemian
zol-zel uzyskanych bez metotreksatu formulacji ol sk w zakresie 36-38°C.

Dodatek laktozy i mannitolu do formulacji (seriei M) powodowat w poréwnaniu
do serii 0 uznanej za odérok, wzrost temperatury pragja fazowego o ok. 1°C w kierunku
wartcsci temperatury fizjologicznej. Termodynamiczna prnizena fazowa tych formulacji
miata miejsce w temperaturze ok. 35°C. Wprowadzeghi&ozy, glicerolu i dekstranu do
serii G, GL i DX, powodowato obenie o ok. 1°C temperatury prégp fazowego tych
uktadow w stosunku do serii 0. Wyrsy spadek temperatury przejp fazowego w

odniesieniu do serii 0, moa rownie zaobserwowa dla formulacji zawierajcej 0,2% i

11



0,4% dodatek chlorku sodu (seria NC). Spadek teymvprzypadku jest proporcjonalny do
stezenia chlorku sodowego (seria NC4).

Wprowadzenie polioksyetylenoglikolu 200 i 1500 deriis PEGg i PEGsno,
powodowato wzrost temperatury przemiany fazowejzeblw przypadku 0,5% ich dodatku
(seria PEGy2 i seria PEG). Spadek temperatury przemiany fazowej odnotowano
natomiast dla formulacji, do ktérych wprowadzondigsyetylenoglikol 600 (seria PE@?2
I PEGsod).

Lepkas¢ serii zawierajcych metotreksat byta okoto 3-4-krotnie ¢kgsza w
temperaturze 38°C w porownaniu dosm&dw, otrzymanych bez dodatku substancji
leczniczej. Dodatek polioksyetylenoglikolu 600 (8ePEGqg) do formulacji przyczyniat si
do znacacej progresji lepkéri. Lepka¢ tych formulacji byta okoto 2-krotnie wksza w
temperaturze 38°C w stosunku do pozostatych depikéc przy prdkosci 10s* wynosita
dla serii PEGo2 14045 mPa& i 131193 mPa dla serii PE@®). Najmniejsz lepkas¢
posiadaty formulacje zawiergje dodatek polioksyetylenoglikolu 200, mannitoliaktozy
(serie PEGog, M i L).

Badanie uwalniania metotreksatu z formulacji w komaach Franz’a

Badanie dospndsci farmaceutycznej metotreksatu z otrzymanych fdacju do
wody, przeprowadzono w temperaturze 37+0,5°C w kanfoFranz’a.

Na podstawie uzyskanych wynikow stwierdzorododatek substanciji pomocniczych
do formulacji, umaliwit uzyskanie naénikow substancji leczniczej o xdym czasie
potuwalniania. W zalinosci od stzenia i rodzaju wprowadzonych substancji pomocnibzyc
otrzymano formulacje uwalnigge metotreksat z #0a szybkdacia. Uzyskane srednie
wartosci oznaczé wykazaty, ¥ proces uwalniania metotreksatu z formulacji preght z
kinetyka I-rzedu, co potwierdzaj wielkosci wspoétczynnikow korelacji R dla danych
empirycznych w skali pétlogarytmicznej.

Na podstawie wyznaczonych wspotczynnikow kierunkohwvy linii  trendu,
odpowiadajcym statym szybk&i reakcji uwalniania, obliczono dla poszczegolnysghii
formulacji okresy poétuwalniania. Wak® wspotczynnikow korelacji przy poziomie
istotnasci  p<0,05, swiadczy o wysokim dopasowaniu danych sw@dczalnych do
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potogarytmicznej zalnosci zmian procentu pozostal metotreksatu w formulacji w
funkcji czasu.

W celu oceny wptywu procesu dyfuzji na dgsias¢ farmaceutyczin metotreksatu z
nosnika, przeprowadzono ta& analiz przebiegu uwalniania w oparciu o pétempiryczny
model Korsmeyera-Peppasa. Waétowykladnika dyfuzji n w tym modelu jest
wyznacznikiem wptywu dyfuzji na proces uwalniani2la n=0,5 uwalnianie leku jest
kontrolowane przez proces dyfuzji zgodny z prawaokd; dla n=1,0 uwalnianie zachodzi
zgodnie z zerowym ezlem reakcji. Wart& wyktadnika n w zakresie 0,5<n<1§@iadczy o
tym, iz na uwalnianie substancji leczniczej zsmi&a map wptyw oba wymienione
mechanizmy. Réwnania linii trendu kinetyki uwaln@mmetotreksatu z serii formulaciji
zebrano w tabeli 3.

Wykorzystupc algorytm Quasi-Newtona de@phy w programie komputerowym
STATISTICA v.5,97, dokonano estymacji nieliniowej meiodajmniejszych kwadratow
uzyskanych danych pomiarowych i wyznaczono wykladmiwskazujcy na mechanizm
uwalniania substancji z uzyskanych formulacji. W&ittego wspotczynnika dla wkszaci
badanych ukladow mieita sk w przedziale 0,5<n<1,0, caiadczy o tym, # w procesie
uwalniania metotreksatu z opracowanych formulaigrgudziat dwa mechanizmy, dyfuzja
oparta na prawie Ficka i uwalnianie zgodne z zerowzdem reakciji.

Ogodlnie mana stwierdzt, ze dosgpnaos¢ farmaceutyczna metotreksatu z formulacji
byta wyzsza w serii NC zawieragej 14,8% Pluronicu F-127 z dodatkiem chlorku sodu.

Analizujac dane dotycxre kinetyki uwalniania metotreksatu zaobserwowaito,
najszybciej metotreksat uwalniakss formulacji zawierajcych dodatek chlorku sodu, 1,0%
glukozy i 1,0% mannitolu jako substancji pomocnidzy Z uktadow, do ktérych
wprowadzono 0,2% i 0,4% chlorku sodu (serie NCZ4N w czasie 4 godzin uwolniogsi
odpowiednio 23,5% i 18,7% metotreksatu w poréwnadas 11,07% substancji, ktéra
uwolnita sk z serii 0 uznawanej za odimok. Podobnie w przypadku dodatku 1,0% glukozy i
1,0% mannitolu uwolnito giok. 19,3% metotreksatu dla serii Glu4 i okoto 2@/ serii M4.

Stwierdzone #mice w uwalnianiu substancji czynnej z tych fornajila mozna
ttumaczy réznicami w cknieniu osmotycznym po obu stronach blony$hki zawierajce

chlorek sodu i 1% mannitol mialy najagze, w granicach 376-398 mosmol/kg, wécio
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cisnienia osmotycznego. Dodatek dekstranu i glicemk powodowat diych zmian w
kinetyce uwalniania metotreksatu w stosunku da 8eri

Najwolniej metotreksat uwalniatsk formulacji zawierajcych 0,5% dodatek laktozy
I polioksyetylenoglikoli o niskiej masie ggteczkowej PEG 200 i PEG 600. W przypadku
serii Lak2 z 0,5% dodatkiem laktozy, wagu 4 godzin badania uwolnitoesbk. 9,67%
metotreksatu, z serii zawiegagj 0,5% PEG 200 (PE&2) i 0,5% PEG 600 (PE&R)
uwolnito sk odpowiednio 9,52% i 9,91% substancji. Po dodaroliogsyetylenoglikoli,
spadek uwalniania metotreksatu ina ttumaczy dwza lepkascia formulacji. W przypadku
dodatku polioksyetylenoglikoli szybké uwalniania metotreksatu byta zmienna w czasie,
przy czym raénice te byly najbardziej widoczne dla formulacjiwzerajacych dodatek
polioksyetylenoglikolu 200 i 600.

Zachowanie opracowanych formulacji w badaniach agicknych nie znajduje

jednoznacznego przetenia na zdolng uwalniania metotreksatu.

PODSUMOWANIE

Wykorzystany do otrzymania badanych formulacji PBhic F-127 jest
biokompatybilnym, ulegapym bioerozji w organizmie polimerem. W&wosci
fizykochemiczne otrzymanych z jego udzialem termailiwvych uktadéw zawieraicych
metotreksat, g zréznicowane i zalene od rodzaju zastosowanych substancji pomocniczych
oraz ich stzenia.

W celu uzyskania postaci leku, ktora spetniatabymeygi farmakopealne i dla
zapewnienia optymalnych wastm parametrow fizykochemicznych otrzymanych fornagila
do ich wykonania iyto substancji pomocniczych doprowadgch do izoosmotyczriai,
substancji zwikszapcych lepkd¢, chlorku benzalkoniowego, zapewnigggo utrzymanie
jatowaosci oraz substancji wptywagych na uwalnianie substancji z postaci.

W przypadku lekow do wstrzykiwiaw celu unikné¢cia dziata drazniacych dizy sie
do izohydrii. Odczyn pH uzyskanych sktadow kaie si¢ w zakresie fizjologicznych
wartcsci odczynu pH plyndw ustrojowych. Analiza awosci fizykochemicznych
badanych formulacji, tj. pH, @nienia osmotycznego kgtasci pozwala przypuszczaiz ich
podanie cienkigta nie powinno stwarzaproblemoéw, a po aplikacjighla dobrze tolerowane

przez tkanki.
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Gestas¢ formulacji obok lepkéci jest czynnikiem wptywacym na szybk&
uwalniania i na czas dziatania substancjick®¥ze wartéci gestasci i lepkasci w przypadku
zeli, zapewnig dtuzsze ich pozostanie w miejscu aplikacji.¢SB$¢ badanych w
temperaturze 22°C formulacji zawiey@ych metotreksat, byta zbtna do gstdsci
podawanych podskornie zawiesin parenteralnych mbonami peptydowymi otrzymanych
przez Dolfiska i wsp. [7].

Wszystkie sklady zawiergje metotreksat, posiadaly korzystniejsze $ei&osCi
fizykochemiczne wzgldem czystych podiky. Dodatek metotreksatu powodowat wzrost
cisnienia osmotycznego formulacji, g¢ki czemu wiele z nich ogjnelo wymagaa przez
FPVI osmolarné¢ w zakresie 280-300 mosmol/l. Serie formulacji zapce obok
substancji dziatapej] i srodka konserwucego dodatek laktozy, glukozy,
polioksyetylenoglikolu 200, polioksyetylenoglikol600 i glikolu propylenowego-1,2 w
stezeniu 1%, posiadaly osmolato w zakresie fizjologicznej wargoi cisnienia
osmotycznego surowicy Krwi.

Jednak o rzeczywiste] skutecZopformulacji decydyj dwa elementy, jej lepko
oraz profil uwalniania substancji leczniczej. Lefkopoistatych postaci leku wptywa
znacaco na maliwos¢ ich podania w iniekcji gbokiej, na szybk& wnikania wody do
nosnika po jego podaniu i na dephas¢ farmaceutyczp substancji leczniczej z postaci leku.
Przy oznaczonej dej lepkaci podiaza mana fdzi¢, iz szybkd¢ rozmywania nénika
ulegnie wydlieniu. Wzajemne korelacje pogdzy wyznaczonymi reometrycznie
wiasciwosciami reologicznymi formulacji i pozostatymi cechiafizycznymi, takimi jak:
osmolarné¢ i gestas¢, pozwalag na przewidywanie ich aytkowej charakterystyki oraz
przydatnéci w badaniachn vivo.

W dalszej cgsci pracy przy pomocy badareologicznych, analizowano termiczne
przegcia fazowe zokel roztworéw koloidalnych zwazkéw wielkoczasteczkowych. Wartg
temperatur przemian zakl uzyskanych bez metotreksatu formulacji §oika sk w zakresie
36-38°C. Stwierdzono, zi temperatury przé¢ fazowych uktadéw otrzymanych z
metotreksatem byly ok. 2°Czsze, w stosunku do odpowiagiaych im serii pozbawionych
substancji leczniczej. Dodatek laktozy i mannitdtuformulacji (serie L i M) powodowat w

porownaniu do serii zawiekgjej polimer, chlorek benzalkoniowy i metotreksatrig 0),
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uznanej za odrdoik, wzrost temperatury przZgja fazowego o ok. 1°C w kierunku waito
temperatury fizjologicznej.

Termodynamiczna przemiana fazowa tych formulacptenmiejsce w temperaturze
okoto 35°C. Wprowadzenie glukozy, glicerolu i de&st do serii G, GL i DX powodowato
obnizenie o ok. 1°C temperatury pré@p fazowego tych ukladoéw w stosunku do serii O.
Wyrazny spadek temperatury przep fazowego w odniesieniu do serii 0, ina rownie
zaobserwowa dla formulacji zawieracej 0,2% i 0,4% dodatek chlorku sodu (seria NC).
Spadek ten w tym przypadku jest proporcjonalnytdeesia chlorku sodowego (seria NC4).

Wprowadzenie polioksyetylenoglikolu 200 i 1500 deriis PEGy i PEGsg,
powodowato wzrost temperatury przemiany fazowejzeblw przypadku 0,5% ich dodatku
(seria PEGy2 i seria PEGo2). Spadek temperatury przemiany fazowej odnotowano
natomiast dla formulacji, do ktérych wprowadzondigsyetylenoglikol 600 (seria PE@2
I PEGsod).

W przeprowadzonym badaniu zmian lefdiozaobserwowano tendencje do jej
wzrostu w obecriei substancji leczniczej. Lepkd serii zawierajicych metotreksat byta
okoto 3-4-krotnie wiksza w temperaturze 38°C, w poréwnaniu dénil@w otrzymanych
bez dodatku substancji leczniczej. Dodatek poliekgdgnoglikolu 600 (seria PEGgy) do
formulacji przyczyniat si do znacacej progresji lepkéxi. Lepka¢ formulacji otrzymanych
Z jego udziatem byta ok. 2-krotnie ¢kisza w temperaturze 38°C w stosunku do pozostatych
serii. Najmniejsz lepkas¢ posiadaty formulacje zawiergie dodatek polioksyetylenoglikolu
200, mannitolu i laktozy (serie Pkég M i L).

Stwierdzono, i zachowanie formulacji w badaniach reologicznyclke mnhajduje
jednoznacznego przefenia na zdoln& uwalniania substancji czynnej. W zatesci od
stezenia i rodzaju wprowadzonych substancji pomocnibzyotrzymano formulacje
uwalniapce metotreksat z #ha szybkdcia. Ogolnie mana stwierdzi, ze dosgpnas¢
farmaceutyczna metotreksatu z formulacji bytazsmsa w obecnii chlorku sodu. Z
uktadow, do ktorych wprowadzono 0,2% i 0,4% chloskulu (serie NC2 i NC4), w czasie 4
godzin uwolnito st odpowiednio 23,5% i 18,7% metotreksatu w porowanatn 11,07%
substancji, ktéra uwolnitasi serii 0 uznawanej za odimik.

Analizujac dane dotycce kinetyki uwalniania metotreksatu zaobserwowanaz

dwza szybkdcia metotreksat uwalniat giz formulacji zawierajcych take dodatek 1,0%
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glukozy (19,3%) i 1,0% (26%) mannitolu. Stwierdzorenice w uwalnianiu substanciji
czynnej z tych formulacji, mma ttumaczy réznicami w cknieniu osmotycznym po obu
stronach blony pétprzepuszczalnej. $Niki zawierajce chlorek sodu i mannitol miaty
najwyzsze, w granicy 376-398 mosmol/kg, wddiocisnienia osmotycznego.

W toku bada uwalniania okazatlo sj iz dodatek dekstranu, glicerolu i glikolu
propylenowego-1,2 nie powodowat ¢h zmian w kinetyce uwalniania metotreksatu w
stosunku do serii 0.

Najwolniej metotreksat uwalniatesk formulacji zawierajcych 0,5% dodatek laktozy
I polioksyetylenoglikoli o niskiej masie ggteczkowej PEG 200 i PEG 600. W przypadku
serii 0,5% laktozy, w agu 4 godzin badania uwolnitogsokoto 9,67% metotreksatu. Z serii
zawierajcej 0,5% PEG 200 (PEm2) i 0,5% PEG 600 (PEfg2) uwolnito st odpowiednio
9,52% i 9,91% substancji. Po dodaniu polioksyetytgikoli spadek uwalniania
metotreksatu mma ttumaczy duza lepkascia formulacji. Zauwaono take, z w przypadku
dodatku polioksyetylenoglikoli szybké uwalniania metotreksatu byta zmienna w czasie,
przy czym raénice te byly najbardziej widoczne dla formulacjiwzerajacych dodatek
polioksyetylenoglikolu 200 i 600.

Wyznaczone state szybd@ uwalniania metotreksatu gau 10* pozwolity uzyska

formulacje, w ktérych czas potowicznego uwalniamimosit od 11,55 godz. do 57,75 godz.
WNIOSKI

1. Analiza wiaciwosci fizykochemicznych badanych formulacji tj. pH, $rdenie
osmotyczne, ¢ptas¢ pozwala przypuszczaiz ich podanie cienk igta nie powinno
stwarz& problemow, a po aplikacjighla dobrze tolerowane przez tkanki.

2. Zastosowane sktadowe formulacyjne wplywaly na wiglk i charakter zmian
temperatury przemiany fazowej zm badanych serii (dodatek laktozy i mannitolu
powodowat przesuncie temperatury przemiany fazowej w stgomartasci temperatury
fizjologicznej, wprowadzenie glicerolu, glukozy czyglekstranu 7000 ohiato
temperatug przefcia fazowego, temperatury przemiany fazowej zadl- serii
zawieragcych polioksyetylenoglikole byly zatee od ich masy a@steczkowej i
stezenia).
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3. Dostpnaé¢ farmaceutyczna metotreksatu z temawaych formulacji byta
zroznicowana (zalenie od skladu uzyskano fmki metotreksatu o hym czasie
pétuwalniania). Jest ona wynikiem sumowania giwnoczénie zachodzcej dyfuzji

opartej na prawie Ficka i uwalniania zgodnego pwgm rzdem reakcji.
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Tabela 1. Sktad badanych formulacji
Table 1. Composition of the investigated formulasio

Oznaczenie Oznacze_r)ie Oznaczenie Oznaczepie
serii/Series Sktad/Composition formulacji/ | oo i/ Series SktadComposition formulacii/
version Formu_latlon version Formu.latlon
version version
14.8% 0,5% Lak Lakl 14,80/0 i 0,5% PEGy, PEG,p0l
Seria L PIuron’ic F.127 0,5% Lak, 0,01% MTX Lak2 Seria PEGy Pluronic F-12 0,5% PEGy 0,01% MTX PEGy2
0,01% ChB 1,0% Lak Lak3 0,01% ChB 1,0% PEGy, PEG,o03
1,0% Lak, 0,01% MTX Lak4 1,0% PEGq, 0,01% MTX PEG, A
14,8% 0,5% (gi5O/E)GO|1L‘I’/ MTX (glél Pl 14,'80|/§ 1271 0,5% g:;f POE(?;S/ MTX Eggoi
. : 1 0,5% Glu, 0, () u . uronic F-127 5% o O, () 0
sera G P'O“E’{L'/‘j ghle 1,0% Glu Glu3 Seria PEGo[ 5 0194 chB 1,0% PEGqo PEGeos3
1,0% Glu, 0,01% MTX Glu4 1,0% PEGqg 0,01% MTX PEGgoA
14.8% 0,5% M M1 - 14,-80/0 | 0,5% PEGsgo PEGs500l
Seria M PIuronic F.127 0,5% M, 0,01% MTX M2 Seria Pluronic F-12 0,5% PEfgy 0,01% MTX PEG;502
0.01% ChB 1,0% M M3 PEGis00 0,01% ChB 1,0% PEGsoo PEGsos3
1,0% M, 0,01% MTX M4 1,0% PEGsq 0,01% MTX PEG 504
14.8% 0,5% Gly Glyl _ 1418% 0,2% NC NC1
Seria GL Pluronic F.127 0,5% Gly, 0,01% MTX Gly2 Seria NC | Pluronic F-127 0,2% NC, 0,01% MTX NC2
0.01% ChB 1,0% Gly Gly3 0,01% ChB 0,4% NC NC3
1,0% Gly, 0,01% MTX Gly4 0,4% NC, 0,01% MTX NC4
14,8% 0,5% Dex DX1 14,8%
Seria DX PlOu,:'Jolr:’I/:): ghg 0.5% Dex, 0.01% MTX DX2 Seria 0 | Pluronic F-127 0,01% ChB, 0,01% MTX -

ChB - chlorek benzalkoniowy, MTX - metotreksat, Laklaktoza, Glu - Glukoza, M - mannitol, Gly - giol, PEGy -

polioksyetylenoglikol 200, PE£g, - polioksyetylenoglikol 600, PEfgy - polioksyetylenoglikol 1500, NC - chlorek soduXD
dekstran 7000

ChB - benzalkonium chloride, MTX - methotrexate,kLa lactose, Glu - glucose, M - mannitol, Gly - cgyol, PEGy -
polyethyleneglycol 200, PE&y - polyethyleneglycol 600, PEGyo - polyethyleneglycol 1500, NC - sodium chlorideX B dextran

7000
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Tabela 2Srednia warté¢ pH wyznaczona dla poszczeg6lnych formulacii

Table 2. Mean pH for formulations

Seria Oznaczenie Srednie Odchylenie

Formulacji pH standardowe
Lakl 6,771 +0,002
Lak3 6,804 +0,006
Lak4 7,225 +0,001
Glul 6,661 +0,004
, Glu2 7,241 +0,005
Seria G Glu3 6,779 +0,006
Glu4 7,259 +0,005
M1 6,719 +0,003
. M2 7,407 +0,003
Seria M M3 6,708 0,005
M4 7,359 +0,002
Glyl 6,790 +0,008
Seria GL Gly2 7,291 +0,002
Gly3 6,833 +0,010
Gly4 7,357 +0,003
PEGool 6,757 +0,004
. PEGo2 7,370 +0,001
Seria PEGoo PEGog3 6,962 0,009
PEGoA 7,381 +0,001
Seria PEGyo PEGsool 6,798 +0,001
PEGso2 7,502 +0,008
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PEGsoo3 6,887 +0,003

PEGoA 7,375 +0,003

PEGs00l 6,936 +0,004

; PEG 502 7,341 +0,003
seria PEGsoo PEGisos3 6,998 10,004
PEGs5od 7,243 +0,003

NC1 6,733 +0,001

Seria NC NC2 7,505 +0,002
NC3 6,693 +0,001

NC4 7,469 +0,001

Seria DX DX1 7,122 10,009
DX2 7,343 +0,002

Seria 0 ) 7.371 +0.006

Tabela 3. Rownania linii trendu kinetyki uwalniammeetotreksatu z serii formulacji

Table 3. Interpretation of the release proces$erasis of zero order, first order mathematicdé s andKorsmeyer-Peppas model

Zaleznos¢ % pozostatéci od czasu/

Zaleznos¢ In % pozostaléci od czasu/

Model Korsmeyera-

Seria/ Wspét. Relationship of percentage in the residual pRelationship of In percentage in the residual Peppasa/ Korsmeyer-
Series | r-Pearsona substance in time of substance in time Peppas model
Pearson’s| R6éwnanie linii trendu/ R? Tos Rownanie linii trendu/ R’ Tos Roéwnanie linii R?
coefficient | Equation of trends line [min] | Equation of trends line [min] trendu f, = at"/
Equation of
trends line
f[ = at”
Lak2 -0,9470 y=-0,0253x + 95,8048 0,8968 1976,38 - 0,0002x + 4,5625 0,9014 3465,00y=1,1509%°%° | 0,9867
Lak4 -0,9722 y=-0,0389x + 96,8918  0,9451 128%,34 - 0,0004x + 4,57460 0,9516 1732/50y=0,5510%"°* | 0,9928
Glu2 -0,9872 y=-0,0333x + 96,3638  0,9747 1501,50- - 0,0003x + 4,5691] 0,9791 2310,00y=0,7586X*°"® | 0,9906
Glud -0,9599 y=-0,0665x + 97,4539  0,9214 751|88=- 9,0008x + 4,5528 0,9369 866,25 y=0,8926% | 0,9853
M2 -0,9469 y=-0,0460x + 96,1958  0,8968 108,96 - 0,0005x + 4,5673 0,9045 1386,00y=0,7020%>>°° | 0,9774
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M4 -0,9542 y=-0,0827x + 94,9439  0,9106 60459 - $:0010x + 4,5247] 0,9255 693,00 y=1,5987% | 0,9846
Gly2 -0,9948 y=-0,0467x + 97,9969 0,9896 1070,86 - 0,0005x + 4,5868 0,9920 1386,00y=0,2671%"°"* | 0,9988
Glya -0,9965 y=-0,0449x + 98,0866  0,9981 1113,58=- 0,0004x +4,5872 0,995] 1732,50y=0,2503%"""° | 0,9990

PEGo2 | -0,9520 y=- 0,0250x+ 95,9049  0,9063 2000,06 - 0,0002x + 4,5636| 0,9115 3465,00y=1,1173%°"" | 0,9886
PEGoA | -0,9862 y=-0,0538x + 97,0770 00,9770 92936 9:0006x + 4,5778 0,9800 1155,24y=0,4236%°>° | 0,9912
PEGso2 | -0,9917 y=-0,0382x + 97,4962 0,9836 1308,9¢- - 0,0004x + 4,5807, 0,9864 1732,50y=0,3891%°™! | 0,9982
PEGsoft | -0,9900 y=-0,0523x + 96,4763  0,9802 956/02 y;0005x + 4,5714| 0,9854 1386,p0y=0,5596X°°"° | 0,9983

NC2 -0,9875 y=-0,0839x + 95,300 0,9761 595(94 - 9:0009x + 4,5647| 0,9822 770,00 y=0,6979% | 0,9968
NC4 -0,9676 y=-0,0617x + 94,7388 0,9363 810|37 - §:0007x + 4,5537 0,9484 990,00 y=0,9704% | 0,9907
DX2 -0,9665 y=-0,0376x + 96,1030  0,9341 1329,7A8- - 0,0004x + 4,5661] 0,9406 1732,560y=0,7984%>"® | 0,9922

0 -0,9955 | y=-0,0368x + 97,4539| 0,9911 | 1358,69| y=- 0,0004x + 4,5804 0,9935 | 173250 y=0,4006X°">° | 0,9990

Tos - czas potuwalniania, £ ilos¢ uwolnionej substancji w czasie, a - stata dla rade- czas, n - wyktadnik dyfuzji, R-

wspoétczynnik determinacji

Tos- semi-release times, £ amount of drug released in time, a — constantfodel, t — time, n — diffusion index? Rcoefficient of

determination
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