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Wykaz stosowanych skrotow

o
A

ABS

AIC

ALL
AML
AUC

B
BD

bis-N7G-BD
(+)-bis-N7G-BD
R,R-bis-N7G-BD
S,S-bis-N7G-BD
BU

C

CLL

CIren

Clig

Cmax

CML
COX-2
cv

Y%

DEB
(+)-DEB
R,R-DEB
S,S-DEB
DFS
2,2-DNBP
EB

EBD

El

EMA

ES

F

FLU

FT

FTBI

G

G,/IM

GC
GC-EI-MS

GC-FID
GSH

stata szybkéci fazy eliminaciji

nukleotyd adeninowy

roztwor chlorkéw (NaCl i KCI) buforowany ukladem ks

octowy/octan soduaetate buffered saline

test Akaike

ostra biataczka limfoblasty czifacute lymphoblastic leukemia

ostra biataczka szpikowacute myelogenous leukemia

pole powierzchni pod krzyastezenie leku (zwdzku) w osoczu —

czas

stata szybkéci fazy eliminaciji

buta-1,3-dien

diaddukt 1,4-bis(guan-7’-ylo)butano-2,3-diolowy

— (x)-racemat

— enancjomer (2R,3R)

— enancjomer (2S,3S)

busulfan

nukleotyd cytozy nowy

przewlekfa biataczka limfaty cznahronic lymphocytic leukenjia

klirens nerkowy

klirens ogoinoustrojowy

maksymalne gfzenie leku (zwizku) w osoczu lub innym piynie

ustrojowym

przewlekta biataczka szpikowehronic myelogenous leukenia

cyklooksygenaza 2

wsp 6tczy nnik zmienngi (coefficient of variatioh

cy klofosfamid

1,2:3,4-diepoksybutan

- (£)-racemat

- enancjomer (2R,3R)

- enancjomer (2S,3S)

czas przgycia wolnego od chorobydi{sease-free survivgal

2,2’-dinitrobifeny|

1,2-epoksybut-3-en

3,4-epoksybutano-1,2-diol

hydrolaza epoksydowa

Europejska Agencja LekévE(ropean Medicines Agency

migsak EwingalEwing’s sarcomg

bezwzgtdna biodosipnas¢ leku

fludarabina

test zamraania — rozmrzania freeze-thaw stability test

frakcjonowane napromienianie calego cidtadtionated total body

irradiation)

nukleotyd guaninowy

faza G interfazy/mitoza

chromatografia gazowa

— Z detekcgj spektrometrii mas wypogana w zrédto jonizacii
strumieniem elektronéw

— Z detekgj ptomieniowo-jonizacyja

glutation (forma zredukowana)
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GST
GVHD

HPLC
HPLC-ESI-M S

HPLC-ESI-MS/IMS

HPLC-RID
HPLC-UV
HSCT

IFN-B
IFN-y
IL-2
IL-12
IS

MDS

MM

N

N1A-N7G-BD
(+)-N1A-N7G-BD
S,S-N1A-N7G-BD
N1HX-N7G-BD

S,S- NIHX-N7G-BD
N1,N%-a-HMHPA

R,S-N1,N-a-HMHPA
N1,N%y-HMHPA

S,R-N1,N-y-HMHPA
N3A-N7G-BD
(+)-N3A-N7G-BD
1,N%(a,y)-HMHPA

S-transferaza glutationowa

choroba przeszczep przeciw gospodarzgnaff-versus-host

diseasg

wysokosprawna chromatografia cieczowa

— 2z detekcgj spektrometrii mas zerddiem jonizaciji typu
elektrospray

— z detekgj tandemowej sp ektrometrii mas z®dtem jonizacji
typu elektrospray

— z detekgj refraktometrycza

— z detekg w swietle nadfioletowym

przeszczepienie komoérek hematop oety cznpelm@topoietic stem

cell transplantatioh

interferon-beta

interferon-gamma

interleukina-2

interleukina-12

wzorzec wewgtrzny

— stosowany w metodzie HPLC-RID (paracetamol)

— stosowany w metodzie HPLC-UV (2,2’-dinitrobifeny )

stata szybkéci reakcji TREO- S,S-EBDM

stata szybkéci reakcji S,S-EBDM- S,S-DEB

stata szybkéci eliminacji leku z kompartmentu centralnego

stata szybkéci dy strybucji leku z kompartmentu centralnego do

tkankowego

stata szybkéci dystrybucji leku z kompartmentu tkankowego do

centralnego

stata szybkéci hydrolizy S,S-DEB lub (+)-DEB

stata szybkéci hydrolizy S,S-EBDM

stata Michaelisa

logarytm wsp 6tczy nnika p odziatu n-oktanol/woda

test stabilnéci dlugoterminowejlpng-term stability tegt

sita jonowa

kondycjonowanie mieloablacyjnenfeloablative conditioning

zespoty mielodysplasty cznmyelodysplastic syndromes

szpiczak mnogirqultiple myelomp

dowolny nukleotyd

addukt 1-(aden-1-ylo)-4-(guan-7’-ylo)butano-2,idwy

— racemat

— enancjomer (2S,3S)

1-(hypoksant-1'-ylo)-4-(guan-7’-ylo)butano-2,3-chaly

— enancjomer (2S,3S)

monoaddukt N1,Rk(1’-hy droksy metylo-2'-hy droksyprop-1’,3'-

diylo)adeninowy

— enancjomer (1'R,2’S)

monoaddukt N1,Rk(2"-hy droksy-3'-hy droksy metyloprop-1’,3'-

diylo)adeninowy

— enancjomer (2’'S,3'R)

addukt 1-(aden-3’-ylo)-4-(guan-7'-ylo)butano-2,3idwy

— racemat

mieszanina izomeréw N1MN-HMHPA i N1,N%y-HMHPA
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N°A-N7G-BD
(+)-N°A-N7G-BD
N7A-N7G-BD
(+)-N7A-N7G-BD
N7-HEBG
(+)-N7-HEBG
S,S-N7-HEBG
N7-THBG
(+)-N7-THBG
S,S-N7-THBG
nano-HPLC-nano-
ESI-MS/MS
3-NBS

NCI-CTC

nd
NK
NRM

Nu
OoDSs
(O
OUN
PBS

I:)OW
pyr-Val

R2

RIC

RRT

RTC

SBC

SM

Syl

Sy2

S S-EBDM

S ,S-N1-HEBA
S S-N-HEBA
S S-N7-HEBG
S S-N7-HMS G

S,S-N7-THBG

(ulegapcych Wza},%emnej interkonwersji)

addukt 1-(aden-Nylo)-4-(guan-7’-ylo)butano-2,3-diolowy
— racemat

addukt 1-(aden-7'-ylo)-4-(guan-7’-ylo)butano-2,3ldwy

— racemat

monoaddukt N7-(2’-hydroksy-3’,4’-ep oksy but-1"-y lal@ninowy
— racemat

— enancjomer (2'S,3'S)

monoaddukt N7-(2’,3’,4’-trihy droksy but-1"-ylo)guarowy

— racemat

— enancjomer (2'S,3'S)

nano-HPLC z tandemowym detektorem spektrometrii mas
wyposaonym wzrdodio jonizacji typu nanoelektrospray
kwas 3-nitrobenzenosulfonowy

skala toksyczngei wg National Cancer Institute — Common
Toxicity Criteria

nie dotyczy

naturalni zabojcyratural Killers)

smierteln@¢ niezwhzana z wznow choroby fon-relapse
mortality)

nukleofil

faza C18 chemicznie zwaana z krzemiork

czas catkowitego przgcia (overall surviva)

osrodkowy uktad nerwowy

roztwor chlorkéw (NaCl i KCI) buforowany fosforanaKH PO,
i NaoHPQ,) (phosphate buffered saline

wsp 6tczy nnik podziatu n-oktanol/woda

addukt N,N-(2’,3’-dihydroksybut-1’,4’-diylo)walinow
hemoglobiny

wsp 6fczy nnik determinacji

kondycjonowanie o zredukowanej intensyvriqreduced intensity
conditioning

toksycznéc¢ zwiazana z rmem kondy cjonujcy m (regimen-
related toxicity

kondycjonowanie o zredukowanej toksy czeidreduced toxicity
conditioning

test Schwartza

stwardnienie rozsiana¢lerosis multiplex

substytucja nukleofilowa jednoggteczkowa

substytucja nukleofilowa dwuggteczkowa
1-metanosulfonian (2S,3S)-3,4-epoksybutano-1,2idiol
monoaddukt (2'S,3'S)-N1-(2’-hydroksy-3’,4’-ep oksythili-
ylo)adeninowy

monoaddukt (2’S,3’S)-N(2’-hydroksy-3’,4’-epoksybut-l’-
ylo)adeninowy

monoaddukt (2'S,3'S)-N7-(2'-hydroksy-3’,4’-ep oksythli-
ylo)guaninowy

monoaddukt (2'S,3'S)-N7-(2’,3-dihydroksy-4'-
metylosulfonyloksybut-1"-ylo)guaninowy

monoaddukt (2'S,3'S)-N7-(2’,3",4’-trihy droksy but-1’
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ST

tos
to 50

to,p
_I_

TBI
THB-Val

t max

TNF-a
TREO
TRM

VOD
Vmax

ylo)guaninowy

test stabilnéci krétkoterminowej w temperaturze p okojows6rt-
term temperature stability tgst

czas potowicznejprzemiany lub biologiczny okre#m@nia
okres pottrwania fazy dystrybuciji

okres poitrwania fazy eliminaciji

nukleotyd tyminowy

napromienianie catego ciatoial body irradiatior)

addukt N-(2’,3",4'-trihydroksy but-1'-ylo)walinowy émoglobiny
czas wysipienia G, .y leku (zwhzku) w osoczu lub innym plynie
ustrojowym

czynnik martwicy nowotworéw-alfamor necrosis factor-alja
treosulfan

Smiertelnd¢ zwigzana z leczeniem (@enem kondy cjonujcy m)
(treatment-related mortalijy

choroba okluzyjnayt watrobowy ch Yeno-occlusive disease
maksymalna szybké reakcji enzymatycznej przebiegeg|
zgodnie z kinetykMichaelisa-M enten

objetos¢ kompartmentu centralnego

objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym.

objetos¢ kompartmentu tkankowego

wazony wspotczynnik korelacji w programie WinNonlir26.

17



WSTEP

|. WSTEP

Treosulfan (TREO) jest syntetycznym prolekiem regreguacym, obok busulfanu
(BU), leki alkilujace z grupy estréw kwasu sulfonowego. Dziatanie &&wiogiczne TREO
wynika z jego przemiany do aktywnych biologiczniansformeréw: mono- (S,S-EBDM)
i diepoksydowej pochodnej (S,S-DEB). W ozin@niu od typowej aktywacji prolekow,
przemiana ta zachodzi bez udzialu enzyméw. TRE®@akasyntetyzowany po raz pierwszy
w 1961 r. przez niemieckiego chemika-farmakologa &etera W. Feita. Od lat
osiemdziesitych XX wieku lek byt stosowany w prébach kliniczstyw terapii rénego typu
nowotwordw i aktualnie jest zarejestrowany w kikmajach europejskich, m.in. Niemczech
i Wielkiej Brytanii, do leczenia zaawansowanego a gkjnika. Zwrotem w klinicznym
znaczeniu TREO byto badanie kliniczne, przeprowadzey 2000 roku przez Scheulena
i wsp. na grupie pacjentéw podlegajch kondycjonowaniu przed przeszczepieniem
komorek hematopoetycznych (HSCT). W badaniu tym amgko,ze podanie bardzo
wysokich mieloablacyjnych dawek TREO nie powodug¢otinych niehematologicznych
dziatax niepazadanych. W cigu ostatniej dekady przeprowadzono wiele préb ddinych
z udzialem pacjentéw pediatrycznych i dorostyclgré&tpotwierdzity korzystne wdaiwosci
TREO jako paadanego skiladnika #enu kondycjonujcego przed HSCT,a¢zacego
skuteczi mieloablacg i niska toksyczné¢ narzadowa w poréwnaniu z BU. Ta ostatnia jest
niewatpliwa zalet TREO zwlaszcza u dzieci, u ktérych BU jest jedngmnajczscie)
dotychczas stosowanych czynnikéw mieloablacyjnycheg HSCT. Warto w tym miejscu
wspomnié, iz pierwsze udane allogeniczne przeszczepienie szRdsinego u dziecka
wykonano w 2000 roku w pozfiskiej Klinice Onkologii, Hematologii i Transplantaii
pediatrycznej pod kierownictwem profesora Jackahatcaka. Pomimo trzydziestoletniego
stosowania TREO w warunkach klinicznych, wiedzaeraat jego farmakologii jest jednak
niepetna, zwtaszcza w odniesieniu do nieenzymatgjckmetyki aktywacji proleku oraz
farmakokinetyki jego epoksypochodnych. Dotychczaditeraturze istnieje zaledwie jedno
doniesienie (Gtéwka i wsp., J Pharm Biomed Anal20d2, 105-113) dotygze poziomow
S,S-EBDM w osoczu pacjentéw poddanych opartemu R&Q kondycjonowaniu przed
HSCT, w ktorym nie stwierdzono jednak wykrywalnymbzioméw S,S-DEB.

W niniejszej pracy podjo sk zbadania kinetyki nieenzymatycznej aktywacji TREO
do S,S-EBDM i S,S-DEB w warunkaclin vitro odpowiadajcych fizjologicznemu
srodowisku ludzkiego osocza oraz wyznaczenia ichamatrow farmakokinetycznych.

Ponadto, dla wszystkich trzech badanych azWwdw wyznaczono warkai wspoOtczy nnika
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podziatu n-oktanol/woda @), ktory jest wanym deskryptorem zachowanig siubstancji
chemicznych w warunkadh vivo. Zaproponowane badania miaty na celegbgie poznanie
czynnikow determinacych poziomy TREO i jego biologicznie aktywnych
epoksytransformeréw u pacjentéw otrzynayjch prolek w ramach pagtowania
kondycjonugcego przed HSCT. Jest to szczegblnie uzasadniorngvietle spodziewanej
w niedalekiej przyszkxi rejestracji TREO do powszego wskazania.
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Il. CEL PRACY

Celem pracy bylo zbadanie kinetyki i farmakokingtyTREO oraz jego
epoksytransformeréw, stace wyjg&nieniu niskich szen S,S-EBDM i S,S-DEB w osoczu
pacjentéw otrzymuagych mieloablacyjne dawki TREO w ramach kondycjoaonia przed

HSCT.

Zamierzony cel pracy byt realizowany przez wykdearast¢p ujacy ch bada:

1. Opracowanie odpowiednio czutych, selektywnych, pzemych i doktadnych metod
wysokosprawne] chromatografii cieczowej (HPLC) azemia TREO i jego
epoksytransformeréw w wodnych roztworach buforowya$oczu oraz cieczy wodnistej
oka krolikow.

2. Wyznaczenie statych szybko i odpowiadajcy ch im wartgci t 5 dla nasgpczych reakcji
aktywacji TREO (TREO- S,S-EBDM i S,S-EBDM-. S,S-DEB) oraz réwnoleglych
reakcji hydrolitycznego rozkladu utworzonych epgksghodnych w roztworach
buforowych o pH 7,4 i temperaturze 3T, z uwzgtdnieniem wplywu sity jonowej
i sktadu jonowegdrodowiska reakcji.

3. Wyznaczenie wartaci Poyw dla TREO i jego epoksytransformeréow w warunkach
temperatury i sity jonowej, odpowiaday ch fizjologicznemurodowisku krwi.

4. Wyznaczenie parametrow farmakokinetycznych TREO rodpktow jego aktywacji
u krolikbw po podaniu digyInym zaréwno samego proleku, jak i roztwordw zamijigy ch
jego epoksytransformery.

5. Okreslenie dystrybucji TREO i jego epoksypochodnych azy wodnistej oka krolikbw
po podaniu daylnym.

6. Kompleksows analizz uzyskanych wynikdéw kinetycznych, wath Poy i parametréw

farmakokinetycznych.
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ll. CZESC TEORETYCZNA
1. Charakterystyka TREO i jego epoksytransformerow

1.1.Wiadomosci wstepne

TREO jest lekiem przeciwnowotworowym zarejestrowanyw kilku krajach
europejskich (Niemczech, Wielkiej Brytanii, krajaskandynawskich) pod nazwandlowa
Ovastat" (medac GmbH). Wskazaniem rejestracyjnym prepargast leczenie
platynoopornego raka jajnika w ramach terapii deggi rzutu lub terapii paliatywne;.
W obrocie dosipne s trzy formulacje Ovastaflf - proszek w dawce 1000 i 5000 mg do
sporadzenia roztworu do wstrzy kg@i przez rozpuszczenie odpowiednio w 20 i 100 ml wody
do iniekcji o temperaturze 25 — 30 oraz doustne kapsutkelatynowe zawierage 250 mg
leku. Zgodnie z zaleceniami producenta spdrone roztwory TREO podajegsidozylnie
drogp powolnego bolusa (dawka do 3 é)nwb wlewu hdz dootrzewnowo (dawka do

1,5 g/nf) [1-5].

1.2.Budowa chemicznai nazewnictwo TREO

TREO jest czystym enancjomerycznie diestrem alkotwolkrowego (2S,3S)-treitolu
(L-treitolu) oraz kwasu metanosulfonowego. Wasteczce leku wyspuja zatem dwa
weglowe centra stereogeniczne o konfiguracji absejut& (Ryc. 1). Analogicznie do
L-treozy, dwie grupy hydroksylowe w pozycjach 2 b@tanowego szkieletu TREO patmne
sa po przeciwnych stronachataucha wglowego przedstawionego w projekcji Fischera (tzw.
konfiguracja treg). W konsekwencji czsteczka leku nie posiada ptaszczyzny symetrii

i dlatego wykazuje czyné optyczrm [1-3].

L CH,0S0,CH;
H—2—OH
o™ HO—F—H
4CH,0S0,CH,

Ryc. 1. Wz6r przestrzenny TREO (lewa strona) i jpgojekcja Fischera (prawa strona). Dwa
weglowe centra stereogeniczne oznaczono symbblem

Wzér sumaryczny TREO: ¢El1,05S,
Nomenklatura TREO stosowana w literaturze: 1,4-bitsmosulfonian (2S,3S)-treitolu, 1,4-

bismetanosulfonian L-treitolu, dihydroksybusulfdng,6].
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W chemii farmaceutycznej TREO klasyfikowany jegizhie z BU do rodziny estrow
metanosulfonowych  alifatycznych dioli, stanawych jedma 2z grup lekdw
przeciwnowotworowych [4]. Pod wzglem budowy chemicznej TREO jest
dihydroksypochodqn BU, ktéry jest zwizkiem o calkowicie symetrycznej gteczce
pozbawionej czy nriwi optycznej (Ryc. 2).

1
CH,0S0O,CH3

—H

2l
3
H——H

4CH,0S0,CH;,
Ryc. 2. Wz6r przestrzenny BU (lewa strona) i jegojgkcja Fischera (prawa strona).

1.3.Whasciwosci fizyczne TREO

TREO jest biatym, bezwonnym, krystalicznych cialstalym o masie csteczkowej
278,3 g/mol i temperaturze topnienia 102 (zakres referencyjny 101 — 166) [1,7].
Obecngé¢ dwoch wolnych grup hydroksylowych sprawia; TREO jest zwjzkiem
rozpuszczalnym w wodzie (jego rozpuszcz&ine temperaturze 28C wynosi 70 g/l). Sid,
w przeciwigéstwie do BU, lek ten me by¢ podawany daylnie w postaci roztworéw
wodnych bez #ycia korozpuszczalnikdw, takich jak N,N-dimetylotoeid i glikol
polietylenowy [7,8,9]. RozpuszczalkioTREO w polarnych rozpuszczalnikach organicznych
jest zrégnicowana i dla etanolu, acetonu i chloroformu wynaslejno 10, 130 i 0,5 ¢/l
(25°C) [7].

1.4.Mechanizmi kinetyka reakcji aktywacji TREO

Bedac prolekiem, TREO sam nie wykazuje dzialania biadagego. Za jego
aktywna¢ w ustroju zywym odpowiedzialne & zwiazki epoksydowe o wigiwosciach
alkilujacych, ktére tworzoneasw wyniku ztazonej dwuetapowej reakcji naptczej, zalenej
od pH. W pierwszej kolejrimi, jako produkt p@edni, powstaje 1-metanosulfonian (2S,3S)-
3,4-epoksybutano-1,2-diolu (S,S-EBDM), ktOry rastie ulega przemianie do (2S,3S)-
1,2:3,4-diepoksybutanu (L-diepoksybutanu, S,S-DEBydacego finalnym produktem
aktywacji TREO. Na kadym etapie powyszej przemiany uwalniana jest jednasieczka
mocnego kwasu metanosulfonowego (Ryc. 3) [1,4,6,8].
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Q 0
! HO\lcl) _CH,@
e | o ¢ + S
0 % I
HO H 0
S,S-EBDM
o LR
LN
1o [ om
0 0 H

S,S-DEB
Ryc. 3. Schemat dwuetapowej konwersji TREO do akgysh biologicznie zwazkdow
epoksydowych.

W odr@&nieniu od typowych prolekéw, aktywacja TREO nie tjegrzemian
metaboliczn i zachodzi bez udzialu enzyméw svodowisku o pH > 5. Obydwa etapy
powyzszej aktywacji (zarbwno TREO- S,S-EBDM, jak i S,S-EBDM - S,S-DEB)
przebiegaj na drodze wewgtrzczasteczkowej substytucji nukleofilowe] typu n&
(substytucja nukleofilowa dwuggteczkowa). W takim przypadku, zamiast dwéch osobny
czasteczek, w reakcji uczestnicrlwa ugrupowania chemiczne paoéme w obgbie tej samej
czasteczki zwazku chemicznego. Mechanizm aktywacji TREO jest tgenny do

mechanizmu wewgtrzczasteczkowej syntezy Wiliamsona, gecej do otrzy mywania eterow
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0" LX) e
G 3+ OH; =
a BQ’I 7,

e “ P\

CH; SO, O H CH3802—'Q: H R
+
ou.@
CHgsOZ_O.O

Ryc. 4. M echanizm wewatrzczasteczkowej substytucji nukleofilowej zachadej w ramach
aktywacji TREO. Podstawnik R =CH(OH)CH O SO,CH5; (dla reakcji TREO- S,S-EBDM,
| etap aktywacji) lub—CHCH,O (dla reakcji S,S-EBDM- S,S-DEB, Il etap aktywaciji)
[10,11].

cyklicznych z halogenohydryn (chlorowcoalhoholi)y@ 4) [6,10,11]. Podobnie do grup
halogenkowych (np.-Cl, -Br), grupy metanosulfonylowe -QSO,CH;) sa silnymi
nukleofilami. W konsekwencji atomy agla w casteczce TREOdulz S,S-EBDM, do ktorych
przyfaczone § grupy metanosulfonylowe (tzw. ¢gle o) obdarzone $ czastkowym
ladunkiem dodatnim i wykazajcharakter elektrofilowy. Przyczyntego jest tzw. efekt
indukcyjny polegajcy na przesugciu elektrondw w wizaniu wegiel a — tlen w kierunku
grupy metanosulfonylowej. Z kolei grupy alkoholovpmtozone w pozycji w stosunku do
grup metanosulfonylowych, wykazugtaby charakter kwasowy (np. petanolu wynosi
15,5), wic w srodowisku o odpowiednio wysokim pH & z nich wystpuje w postaci
ujemnie natadowanych jonéw alkoholanowych. W wyn#éeaktrostatycznego przygania
nastpuje atak jonu alkoholanowego na elektrofilowy atomgla o, prowadacy do
podstawienia grupy metanosulfonylowej przez jonoladlylowy i utworzenia pigcienia
epoksydowego. Zgodnie z regiochameakcji {2, atak jonu alkoksylowego naptuje od
strony przeciwnej w stosunku do grupy opuszgafj co generalnie skutkuje inweysj
konfiguracji absolutnej na atomie egla (efekt odwréconego parasola). Jedmak
w konkretnym przypadku TREO czy S,S-EBDM nie obsgenst zmiany konfiguracji, gdy
atakowany pierwszoglowy atom wgla nie jest chiralny. tatwi przebiegu
nieenzymatycznej aktywacji TREO na drodze mechanizeakcji {2 wynika z faktuze
grupa metanosulfonylowa jest doskanarupa opuszczaica. Powstacy z niej anion
metanosulfonianowy zapewnia bowiem efektyvatabilizacg wiasnego tadunku ujemnego,

dzigki czemu reakcja substytucji nie ma tendencji dehpdzenia w przeciwnstrore.
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Stabilizacja fadunku wynika z jego rozproszeniawseystkie trzy atomy tlenu obecne

w jonie CHSO,0O na zasadzie tzw. ujemnego efektu rezonansowego 83y6,10-12].

e
Hex oY Hex
HyC | o HaC ! 5'9 > H,C |l=q
) 3 °v" D - »
A ke T
108 08 i

Ryc. 5. Struktury rezonansowe anionu metanosulfmvi@go odpowiedzialne za
stabilizacg tadunku ujemnego.

Z opisanym powye] nieenzymatycznym mechanizmem aktywacjj TREO do
epoksypochodnych wie st w sposéb logiczny fakt,ziproces ten przebiega zaréwno
w warunkachin vitro, jak i in vivo z szybkdcia zalezng od pH i temperatury. Wzrost
zasadowséci srodowiska reakcji pogba za solp zwickszenie szybkai aktywacji TREO,
poniewa wzrasta stopie jonizacji grup alkoholowych TREO lub S,S-EBDM, zokolei
sprzyja zdciu ataku nukleofilowego. Potwierdzeniem tej zalci sa wyniki uzyskane
przez Matagne [13], ktory badat kinekylsumarycznej przemiany TREO do S,S-DEB
w zakresie pH 7,0 - 8,5, stogw) alkalimetryczne miareczkowanie kwasu
metanosulfonowego, uwalnigiego s¢ w czasie tworzenia epoksytransformeréw. W swoich
badaniach autor przyj wzorupc sk ha pracy Davisa i Rossa [14k S,S-EBDM jest jedynie
chwilowym stanem prz&giowym i nie wystpuje w srodowisku reakcji w mierzalnych
stezeniach. Wyznaczone przez Matagne stale sz§keakcji pierwszego rkdu TREO -
S,S-DEB w temperaturze 268 w 0,2 mol/l KCl wzrastaly wytmie od wartéci 0,014 R
przy pH 7,0 do 0,552'hprzy pH 8,5 [13]. B{dne zalaenia Rossa i Davisa oraz Matagne
0 braku kumulacji S,S-EBDM w roztworze podczas adygji TREO, podwayli Feit i wsp.
[6]. Dokonali oni izolacji monoepoksydu z roztwomodnego i potwierdzili jego strukteiza
pomoa spektroskopii protonowego magnetycznego rezonaggirowego. Ponadto
zaobserwowali, 7z maksymalne stenie S,S-EBDM odpowiadato zyciu 0,8 — 1,1 mola

NaOH w przeliczeniu na 1 mol pagkowej ilosci TREO i na tej podstawie obliczyly; stata
szybkaci reakcji TREO- S,S-EBDM (K) byta w przyblzeniu dwukrotnie wiksza od statej
szybkaci reakcji S,S-EBDM- S,S-DEB (k). W konsekwencji stata szybko sumarycznej

przemiany TREO- S,S-DEB, wyznaczona éwiadczalnie przez miareczkowanie kwasu
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metanosulfonowego, w rzeczywistbodpowiadata liczbowo statepkopisuacej wolniejszy
etap S,S-EBDM - S,S-DEB, natomiast stata, lszybszej reakcji TREO- S,S-EBDM
zostala przez nich obliczona jako dwukraifid,. Konkretne wartéci stalych k i ks
wyznaczone w roztworze wodnym TREO w warunkach pii 5°C wynosity odpowiednio
0,612 i 0,306 H. W ten sposéb praca Feita i wsp. wykazataya aktywagj TREO sktadaj
sig dwie pierwszorzdowe reakcje nagbcze wewntrzczasteczkowej substytucii
nukleofilowej. Potwierdzita ona réwriencze&niejsze przypuszczenig, podczas tworzenia
pierscieni epoksydowych dwa ugrupowarfiahydroksy metanosulfonylowe TREO ulegaj
reakcji substytucji praktycznie niezatee od siebie [6,14]. Jednaé dopiero w pracy
opublikowanej w 2013 r. [15], zastosowano bezpdni pomiar sgzen TREO, S,S-EBDM
i S,S-DEB metoad HPLC zamiast miareczkowania kwasu metanosulfonowegiki temu
mozliwe bylo niezalene sledzenie kinetyki aktywacji TREO i jego epoksytrimmerow.
Wyznaczona w temperaturze 32 w srodowisku 0,0730 mol/l buforu fosforanowego o pH
7,4 stala k wynosita 0,453 H. Ponadto, mimozi S,S-DEB jest kcowym produktem
aktywacji TREO, obserwowano spadek jegezehia w terminalnej fazie monitorowanej
przemiany. W ten sposob dowiedzion@ w warunkachin vitro odpowiadajcych
fizjologicznemu pH, temperaturze i sile jonowej krmazem z tworzeniem giS,S-EBDM
i S,S-DEB, zachodzi konkurencyjna reakcja ich hyjigrcznego rozkiadu, wynikaga
z reaktywn@ci pierscienia epoksydowego [15].

Poniewa aktywacja TREO zwgkana jest z uwalnianiem mocnego kwasu
metanosulfonowego (pi -1,9), a jej szybka jest dodatnio skorelowana z wdita pH,
w srodowisku o niewystarczgjej pojemnéci buforowej dochodzi do zjawiska autoinhibicji
tej reakciji. Potwierdzeniem tego faktu w warunkachitro jest opisana w literaturze metoda
otrzymywania roztworow wodnych zawie@ych mieszanip TREO i jego
epoksytransformeréw o oldlenych stzeniach, opieraca st ha miareczkowaniu proleku
stechiometrycza iloscia NaOH [8,15]. Sugeruje sirOwniez wystgpowanie Cczsciowe)
autoinhibicji przemiany TREO w warunkaah vivo. Wskazuje na to uzyskany w badaniach
farmakokinetycznych nieliniowy wzrost pola pod kmy stezenie leku w osoczu czas
(AUC) dla TREO oraz zwkszony stosunek gtenia TREO do S,S-EBDM w o0soczu
u pacjentéw, ktérzy otrzymali wysokie dawki lekyJ6].
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1.5.Mechanizm i kinetyka otwierania pierscienia epoksydowego

General cechy zwiazkdw epoksydowych jest ich wysoka reakty wéi@hemiczna,
wynikajaca z obecn&i naprzonego piefcienia tréjczionowego i wchodezym w jego skiad
elektrofilowym atomom wgla [9-11,17,18]. Mechanizm i regiochemia otwiesapiekcienia
epoksydowego zate od budowy epoksydu oraz warunkéw prowadzenia fjeakc
W warunkach zasadowych reakcja przebiega zgodne echanizmem typowej
dwuczsteczkowej reakcji 2, w ktérej atak nukleofila zachodzi na atoragla o mniejszej
zawadzie przestrzennej (kolejno: pierwszo-, druigbrzeciorzdowy) (Ryc. 6a). Bardziej
skomplikowana jest reakcja otwierania g@enia w warunkach kwasowych, w ktérych
zazwyczaj tworzy i mieszanina izomerycznych produktow. Mechanizmregkcji jest
posredni miedzy typowymi przemianamiB i S2. Swiadczy o tym fakt, 7 najbardziej
uprzywilejowany jest atak na najbardziej zasionitrzeciorzdowy atom wgla, a nasfpnie
pierwszo- lub drugorgdowy, w zalenosci od danego substratu i warunkow prowadzenia
procesu. W pierwszym etapie reakcji, poprzegzan wiaciwa substytug, nastpuje
protonowanie tlenu pigcienia epoksydowego, co czyni go lep$rupa opuszczagca (grupa
alkoholows) (Ryc. 6b). Jdi w obrebie piekcienia epoksydowego wygtuje trzeciorgdowy
atom wegla, tadunek dodatni protonowanego pdeenia ulega ogciowo rozmyciu na
wspomniany atom wgla, gdyz w ukfadzie trzeciorddowym ma on dolr zdolna¢
stabilizacji tadunku dodatniego. W konsekwencji @&lstym etapie reakcja podstawienia
przebiega przez stan prgapwy, ktory w daym stopniu ma charakter karbokationowy.

Chat nie zachodzi tu tworzenie petnowatiowego karbokationu obdarzonego tadunkiem
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Ryc. 6. Mechanizm otwierania pderenia epoksydowego wrodowisku zasadowym (a)
i kwasowym (b). R — podstawnik alkilowy lub arylo4/0-12].
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o catkowitej wartéci, to opisany mechanizm przypomina reak&§,1. Gdy z& w skiad
pierscienia oksiranowego wchodpierwszo- i drugorgdowy atom wgla, reakcja substytucji
moze przebiegazaréwno z utworzeniem, jak i bez utworzenia staraegciowego o cechach
karbokationu. W pierwszym przypadku reakcja pon@wnkachodzi w sposob
uprzywilejowany na wglu bardziej podstawionym (jak wy$), natomiast w drugim-
w miejscu mniej podstawionym (jak wyd. Niezalenie jednak od kierunku otwierania
pierscienia epoksydowego, atak nukleofila na atomgha zawsze nagtuje od strony
przeciwnej do atomu tlenu, powodajnwersg konfiguracji absolutnej, co jest typawech
reakcji {2 [10-12,17].

Na podstawie danych literaturowych hma stwierdzi, iz epoksytransformery TREO
ulegap selektywnemu (w warunkach zasadowychytzbpreferencyjnemu (w warunkach
kwasowych) rozszczepieniu pderenia oksiranowego w wyniku ataku nukleofila na
pierwszorzdowy, bardziej odstomiy achiralny atom wgla. Prawidlowé¢ ta znajduje
potwierdzenie w strukturach powsi@jch w wyniku selektywnej alkilacji DNA przez S,S-
DEB (opisanych w rozdziale 1.6). Z kolei w typowywalarunkach kwasowych, w ktérych
prowadzono reakegj derywatyzacji S,S-EBDM i S,S-DEB za pomockwasu
3-nitrobenzenosulfonowego  (3-NBS), otrzymano miagga izomerow. Oprécz
dominupcego produktu, stwierdzono réwniprodukt poboczny, ktory tworzytesw wyniku
ataku odczynnika derywatyzigego na drugoktlowy chiralny atom wgla zarbwno S,S-
EBDM, jak i S,S-DEB [16].

W pismiennictwie pojawiaj Sk nieliczne dane dotygee hydrolizy samych
stereoizomerow 1,2:3,4-diepoksybutanu (DEB) w whkaghin vitro. W badaniach Bogaarda
i Bonda [19] hydroliza DEB w 0,1 mol/l buforze fashnowym o pH 7,4 w temperaturze
37°C przebiegata zgodnie z kinetykseudopierwszego ¢du ze staf szybkdci 0,032 A
Znacznie szybszy nieenzymatyczny rozkiad DEB obsemno in vitro we krwi
i homogenatach mysich tkanek w 3°%C, co wynikalo z d4czenia si epoksydu
z biostrukturami. Wartii stalych szybkai wyznaczone dla krwi, tkanki tluszczowej,
watroby 1 nerek wynosity odpowiednio 0,19, 2,80, 3,154,10 h'. Co ciekawe,
nieenzymatycznej hydrolizy epoksydu nie stwierdzons homogenacie tkanki
migsniowej [20]. Naley w tym miejscu zaznaczy iz reakcje rozkiadu piécienia
epoksydowego magoy¢ katalizowane przez enzymy pochodzenia ludzkiebazivierzcego
(np. mysiego, szczurzego). Wiadomae potencjalnymi mechanizmami detoksykacji DEB

u ludzi i gryzoni g reakcje sprggania z glutationem (GSH) w obeéoo S-transferazy
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glutationowej (GST) oraz hydrolizy katalizowanejzpz hydrolaz epoksydow (EH)

(omowione szerzejw rozdziale 1.12).

1.6.Mechanizm dziatania e poksytransformeréw TREO

Dzicki obecndci piercieni epoksydowych produkty aktywacji TREO wykaguj
dziatanie alkilugce i reagyj z DNA oraz innymi biomolekutami zgodnie z mechamném
reakcji 2 [6,21]. Piekcienie epoksydowe #ladup struktun i elektrofilowymi
wiasciwosciami tréjcztonowe cykliczne jony azyrydyniowe,¢dace aktywn formg
pochodnych iperytu azotowego (bis-chloroetyloamifg,21]. Podobnie jak w przypadku
tych ostatnich oraz BU, dgidwnym miejscem alkilacibNA pod wplywem
epoksytransformeréw TREO jest pozycja N-7 guanikyora ze wzgdu na zasobny
w elektrony n piescien imidazolowy posiada najsilniejszy charakter nukilewy
w czasteczce DNA. Uprzywilejowanym obszarem alkilacjliéye sa fragmenty, w ktérych
sasiadup ze soh nukleotydy guaninowe [4,8,22]. Nale jednak zaznaczy iz produkty
aktywacji TREO rania sk zdolngcia alkilowania DNA. S,S-EBDM, posiaday jedm
grupe epoksydow, jest alkilantem monofunkcjonalny madtw przeciwiéstwie do S,S-DEB
— alkilanta bifunkcjonalnego, nie me tworzy¢ wiazan poprzecznych w obbie helisy DNA.
W konsekwencji wigciwosci cytotoksyczne S,S-EBDMasistotnie mniejsze i S,S-DEB.
W badaniachin vitro na komorkach s#ia wzrostu korzenia cebuli aktywstoS,S-EBDM
w indukowaniu aberracji chromosomowych byta okofd-kfotnie mniejsza od S,S-DEB.
Generalnie uw#ga sk, iz monofunkcjonalne leki alkiage wywotup gtdwnie efekty
mutagenne, natomiast bifunkcjonalne dz@ajzede wszy stkim cytotoksycznie [4,6].

Poniewa za dzialanie biologiczne TREO odpowiada glownieS-BEB,

a dodatkowo jest on jednym z metabolitow buta-i¢Bud (BD), stosowanego powszechnie
w produkcji gum i plastyfikatorow, wksza¢ doniesié literaturowych dotyczy wimie tego
epoksydu lub jego stereoizomeréw [8,23]. Do tejypur literaturze nie opisano struktury
produktu alkilacji DNA przez S,S-EBDM, ale tatwozewidzi€, ze jest nim monoaddukt
(2'S,3'S)-N7-(2',3'-dihy droksy-4'-metylosulfony lokgut-1'-ylo)guaninowy (S,S-N7-
HMSG) (Ryc. 7). Na podstawie bada vitro dobrze opisano natomiast budoproduktow
alkilowania DNA pod wplywem S,S-DEB, z uwzdhieniem stereochemii procesu.
Pocatkowo nastpuje monoalkilacja pozycji N-7 guaniny z udziatleednego z pidcieni
oksiranowych S,S-DEB, prowagtza do monoadduktu (2'S,3'S)-N7-(2’-hydroksy-3’,4'-
epoksybut-1'-ylo)guaninowego (S,S-N7-HEBG) (Ryc. 7R1]. Odkryte niedawno

w badaniachin vitro oraz in vivo u myszy egzocykliczne monoaddukty adenininowe
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Ryc. 7. Monoalkilacja DNA w pozycji N7 guaniny peghlywem epoksytransformerow

TREO. W reakcji z guanip uczestniczy wycznie pierwszorgdowy atom wgla

pierscienia epoksydowego, wykazaay mniejsz zawad przestrzenm Monoaddukt S,S-
N7-HEBG, utworzony przez S,S-DEB, wu® ulegé spontanicznej hydrolizie do

monoadduktu S,S-N7-THBG (opis w teie) [21,30,31].

(I'R,2’'S)-N1,N-(1’-hydroksy metylo-2’-hy droksyprop-1’,3’-diylo)adéowy (R,S-N1,N-o-
HMHPA) oraz (2'S,3’R)-N1,Iﬁ-(Z’-hydroksy-3’-hydroksymetyloprop—l’,3’-diylo)ad|ésmwy
(S,R-Nl,l\?—y-HMHPA) (Ryc. 8) wskazu, ze maliwy jest rownie inny schemat
pierwszego etapu alkilacji DNA pod wplywem S,S-DEB@ z pewndcia ma on mniejsze
znaczenie w stosunku do #8j opisanego. W tym schemacie, zamiast guaniny-DEB
alkiluje pozycg N1 lub NP adeniny, czego przsiowym produktem jest odpowiednio
monoaddukt (2'S,3'S)-N1-(2’-hydroksy-3’,4’-epoksythli-ylo)adeninowy (S,S-N1-HEBA)
i (2'S,3'S)-N°-(2"-hydroksy-3',4'-epoksybut-1'ylo)adeninowy (SM-HEBA), obydwa
o strukturze analogicznej do S,S-N7-HEBG. W warwhk&zjologicznych S,S-N1-HEBA
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i S,S-N-HEBA ulegap bardzo szybkiej samorzutnej reakcji westvaczasteczkowej
substytucji nukleofilowej typu poprzez atak azotu odpowiedni8 iINN1 na drugorzdowy
chiralny atom wgla piegcienia epoksydowego, na ktorym rgstje inwersja konfiguracji
absolutnej. Utworzone w tej reakcji odpowiednio RISN®-o-HMHPA i S,R-N1,N-y-
HMHPA podlegai wzajemnej interkonwersji, ktorej stan réwnowagiz@sungty jest
w strore R,S-N1,N-0-HMHPA, stad jego poziomyin vivo s3 Wyzsze hi S,R-Nl,l\f-y-
HMHPA (Ryc. 8) [24].
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e
DNA

Guanina-DNA

DNA " 5 5.N1-HEBA s.5-N®-HEBA
\ /OH
§°‘ OH
HN/jB/
Y —_— N
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DNA DNA

R,SN1,N -q -HMHPA SRNLN -y -HMHPA
Ryc. 8. Tworzenie egzocyklicznych monoadduktow ademych w DNA pod wplywem

S,S-DEB [24].
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Monoaddukt S,S-N7-HEBG nie ulegé kilku drogom reakcji z wykorzystaniem
drugiej, dotd nienaruszonej, grupy epoksydowej S,S-DEB (Ryc.Ngjbardziej istota
z punktu widzenia farmakologicznej TREO jest algjisadrugiej casteczki guaniny w pozycji
N-7 prowadaca do utworzenia diadduktu S,S-1,4-bis(guan-7’iylbano-2,3-diolowego
(S,S-bis-N7G-BD), ktory stanowi wdanie poprzeczne w afmie helisy DNA. W badaniach
z wyciem racematu DEB £)-DEB) zidentyfikowano rownie mostki poprzecznechace
pofaczeniami monoadduktu+}-N7-HEBG (racemat) z adeninw pozycji N1 (addukt
1-(aden-1'-ylo)-4-(guan-7’-ylo)butano-2,3-diolowN1A-N7G-BD), N3 (addukt 1-(aden-3’-
ylo)-4-(guan-7’-ylo)butano-2,3-diolowy, N3A-N7G-BD)N7 (addukt 1-(aden-7'-ylo)-4-
(guan-7’-ylo)butano-2,3-diolowy, N7A-N7G-BD) oramyzmcyklicznej pozyciji R (addukt
1-(aden-|\7-yIo)-4-(guan-7’-yIo)butano-2,3-diolowy, Ef)%-N?G-BD). tacznie  cztery
wymienione mostki adenina — guanina tworzyky wiilosci okoto 10-krotnie mniejszej ai
gidowne addukty %)-bis-N7G-BD [25]. W tym miejscu warto podKiig, iz obecn&c¢
adduktow £)-bis-N7G-BD oraz, w mniejszej #ai, (+)-N1A-N7G-BD stwierdzono réwnie
w badaniachin vivo u myszy i szczuréw naranych na inhalagjBD [26-28]. Dodatkowo
przypuszcza sj ze N1A-N7G-BD mae czs$ciowo ulegd spontanicznej deaminacji do
nowego produktu, jakim jest addukt 1-(hipoksanitb)-4-(guan-7’-ylo)butano-2,3-diolowy
(N1IHX-N7G-BD) (Ryc. 9) [29]. Alternatywsndo opisanych dragprzemiany monoadduktu
S,S-N7-HEBG jest hydroliza wolnej grupy epoksydgwprowadaca do utworzenia
monoadduktu S,S5-N7-(2',3',4’-trihydroksy but-1'-y [p)aninowe go (S,S-N7-THBG)
(Ryc. 7) [21,30]. W warunkactin vitro iloé¢ monoadduktow %)-N7-THBG tworzonych
w helisie DNA grasicy cieej przez £)-DEB w zakresie sgen 50 — 100umol/l byta
zblizona do iléci diadduktow £)-bis-N7G-BD. Natomiast przy wkszych sgzeniach
epoksydu rgdu 0,5 — 50 mmol/l tworzeniet}-N7-THBG byto zdecydowanie procesem
dominupcym, prawdopodobnie jako napstwo szybkiego wysycenia miejsc DNA
korzystnych dla podwdjnej alkilacji, wymaganej prpypwstawaniu wizan poprzecznych
[21]. W badaniachn vitro z wykorzy staniem)-DEB wykazanoze tworzenie diadduktéw
(x)-bis-N7G-BD zachodzi preferencyjnie nie w e jednej nici, ale mdzy dwoma
komplementarnymi 8mi DNA, zaréwno wolnego, jak i nukleosomowego, wgiomach
o0 sekwencji 5-GNC/3'-CNG (N = G lub C, znacznieadziej A lub T), dac wiazanie
poprzeczne typu 1,3-gudzyniciowego. Wiazania typu 1,2-redzyniciowego w sekwencji
5-GC/CG-3’, postulowane wcZriej jako gldwne pakczenia, oraz weania 1,4-
miedzyniciowe w regionach 5-GNNC/3’-CNNG tworzylyestylko w krétkich oligomerach
DNA [30-32]. Rownie podczas tworzenia diadduktow adeninowo-guaninowfgghN1A-
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Ryc. 9. Tworzenie diadduktow guaninowo-guaninowy@przywilejowany kierunek
reakcji) i adeninowo-guaninowych pod wplywem S ,SH)Estanowicych whzania
poprzeczne w helisie DNA. Addukt adeninowo-guanigo,S-N1A-N7G-BD mpe
cze¢sciowo uleg@ spontanicznej deaminacji do adduktu hipoksantyuemimowego S,S-

N1HX-N7G-BD [25-29].
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BD w syntetycznym dupleksie DNA, glownym typemynan krzyzowych byl whazania 1,3-
migdzyniciowe [25]. Praca Parka i wsp. [30] dowiodia, pojedyncze czyste enancjomery
DEB charakteryzuajsic podobma reaktywndcia w tworzeniu mostkéw poprzecznych w DNA
grasicy ciejcej. Stosujc syntetycza heliss DNA ziozong z dwoch komplementarnych
28-nukleotydowych oligomeréw i posiadeq region 5-GGC/3'-CCG, badacze wykazali
jednak, ze regiochemia tworzenia wzan poprzecznych jest odmienna dla z&ago
enancjomeru DEB. Dla S,S-DEB obserwowano wys@gioselektywng&c procesu, gdy az
96% odpowiednich diadduktow S,S-bis-N7G-BD tworzylwiazanie typu 1,3-
migdzyniciowego w sekwencji 5-GGC/3-CCG, a jedynie%4 wiazanie typu 1,2-
wewnmnatrzniciowego w obgbie sekwencji 5’-GC/3-CG (Ryc. 10). Natomiast wzypadku
R,R-DEB czs$¢ wiazan poprzecznych byta typu 1,3~dzyniciowego (68%), c&¢ typu 1,2-
migdzyniciowego, a pozostale 19% adduktow R,R-bis-NBG+tworzyto whzanie 1,2-
wewmntrzniciowe. Opisam selektywné¢ podwajnej alkilacji regionu 5’-GGC/3'-CCG DNA
przez S,S-DEB tlumaczy i tworzeniem wjzania wodorowego rulzy grupm
2’-hydroksylows przegciowego monoadduktu S,S-N7-HEBG i azotem N3 a8iadujce]
guaniny. Wazanie to ustawia wolny pigien epoksydowy wspomnianego monoadduktu
w pozycji najbardziej korzystnej dla nukleofilowegtaku widnie azotu N7 bardziej odlegle]
guaniny komplementarnej nici kwasu nukleinowego. Ciekawe, w ludzkim DNA
o naturalnej konformacji B odle@6® miedzy skrajnymi guaninami komplementarnych nici
w sekwencji 5-GGC/3-CCG wynosi 8,9 A i jest #w wicksza nt dhugasc
czterocztonowego fucha wglowego (okoto 4 A). S utworzenie S,S-bis-N7G-BD musi

Ryc. 10. Wazania poprzeczne tworzone przez S,S-DEB w helisiNADw obrebie
sekwencji 5-GGC. Preferencyjnie powstayiazania 1,3-m¢dzyniciowe (96%) oraz mata
liczba wazan 1,2-wewmtrzniciowych [30].
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by¢ poprzedzone znieksztatlceniem helisy DNA, w ktomgtdwna role odgrywa kationowy
monoaddukt S,S-N7-HEBG [30]. Millard i wsp. [33] zzzowali, ¥ utworzenie jednego
mostka 1,3-nedzyniciowego w sekwencji 5’-GGC/CCG-3’ paga za sop wygiccie helisy

kanonicznego B-DNA o okofo 34v kierunku bruzdy wiksze;j.

Kinetyke tworzenia mgdzyniciowych wazan krzyzowych w DNA pod wpilywem
TREOIn vitro opisali Hartley i wsp. [8]. W nagim DNA plazmidowynaraonym w sposob
ciagly na dziatanie TREO o gteniu 10 mmol/l obserwowano powolny przyrostsdo
mostkéw poprzecznych, ktéra w 4 i 24 h wyniosta @dmdnio 8,9 i 62,2% w stosunku do
maksymalnej maliwej ich liczby. Kiedy natomiast DNA poddany bytzidianiu
rownomolowej mieszaniny TREO i obu jego epoksytfamserow o sumaryczny megteniu
10 mmol/l sieciowanie helisy kwasu nukleinowego gbizgalo znacznie intensywniej,
wynoszc 29,7 i 90,7% odpowiednio po 4 i 24 h ramaia. Podobsn prawidiowaé
zanotowano podczas tworzeniaana poprzecznych w linii komorkowej K562 przewlekiej
biataczki szpikowej (CML). W obu przypadkach za opidny efekt alkilacji obserwowany
przy zastosowaniu samego TREO odpowiadata jegmnyewaty czna dwuetapowa konwersja
do S,S-DEB. Ponadto, w fleiadczeniach tych potwierdzono zahe$¢ intensywndci
tworzenia wazah poprzecznych od gtenia TREO oraz produktow jego aktywacji [8].

Po pojedynczej lub podwodjnej alkilacji DNA ¢to dochodzi do dalszych
nieodwracalnych zmian jego struktury. Wiadoms, dlkilacja guaniny w pozycji N-7
powoduje tzw. kwaternizagj czyli utworzenie czwartorzlowego jonu amoniowego
z tadunkiem dodatnim zlokalizowany m na endocykhoznatomie azotu (Ryc. ¥ 9). Nadaje
to czssteczce guaniny wkszy charakter kwasowy i powoduje jej przekszta&en postaci
ketonowej w enolow. Poniewa zasady guaninowe w tautomerycznej formie enolonega
taczy¢ sk trzema wazaniami wodorowymi z esteczlga tyminy, zamiast dwoma azaniami
z czasteczlg cytozyny, w konsekwencji ni@ dochodzi do mutacji punktowych G:C> A:T.

Z tym faktem waze st prawidlowaé¢, iz alkilanty monofunkcyjne, takie jak S,S-EBDM,
wywoluja przede wszystkim dziatanie mutagenne. Ponadtdakskn kwaternizacji guaniny
jest destabilizacja wzania (-glikozydowego midzy deoksyryboz i guanira, przez co
znaczna ox¢ alkilowanych czsteczek guaniny ulega spontanicznej hydrolizie {dapacii)
[4,30,34]. Przyktadowo monoaddukt)(N7-THBG i diaddukt £)-bis-N7G-BD ulegaty
samorzutnej depurynacji w warunkachvitro. W srodowisku o pH 7,3 i temperaturze 37
okres poftrwania {ts) diadduktu byt prawie dwukrotnie diszy ni monoadduktu (8%/s
48 h), co waze st logicznie z podwojnym patzeniem tego pierwszego z helBNA [21].
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Spontanicznej obustronnej depurynacji w warunkazjold gicznych tatwo ulegaty rownie
dwa z czterech nidiwych adduktow adeninowo-guaninowych, mianowicig-N3A-N7G-
BD (tos 35 h) oraz £)-N7A-N7G (5 17 h) (Ryc. 9). Pozostate dwa addukty, £)-N1A-
N7G-BD oraz (c)-N6A-NYG-BD charakteryzowaly sinatomiast wysakoporngcia na tego
typu reakegj, ulegagc jedynie jednostronnemu odszczepieniu od nici DMAmMiejscu
wystgpowania guaniny [25]. W badaniagh vitro autorstwa Goggin i wsp. [35] walo tg s
samorzutnej hydrolizy czystych enancjomerycznie-l8sSN7G-BD (3,5 dnia) i S,S-N1A-
N7G-BD (ponad 50 dni) byly zgodne z #@j cytowanymi doniesieniami. Dodatkowo
stwierdzono réwnie wysoka trwatos¢ hydrolityczry  mieszaniny  konwertagy ch
egzocyklicznych adduktéw R,S-13N-HMHPA i S,R-1,N-y-HMHPA (to5 ponad 50 dni)
(Ryc. 11). Ciekawe wyniki ci sami badacze uzyskaliwarunkachin vivo u myszy
nar&zonych na 10-dniow inhalacg BD, ktory ulega metabolicznej przemianie do trzech
stereoizomerycznych form DEB. Watkobie, ptucach i nerkach zwiestz ilos¢ adduktow
(£)-bis-N7G-BD powstatychatznie z S,S-DEB i R,R-DEB szybko malatg{2,3 — 4,9 h)
w przeciwigéstwie do poziomu N1A-N7G-BD {§ 36,7 — 42,4 h) i 1,N(a,y)-HM HPA
(to537,5 — 41,9 h). W konsekwencji po uptywie 10 dmzgwaajacym typem paciczer
w tkankach byly addukty N1A-N7G-BD, ktére patzowo stanowity jedynie okoto 7% Hai
adduktéw £)-bis-N7G-BD [35]. Na podstawie testow zywiem myszy z odpowiednio
wyselekcjonowanych genomem, wykazar® zadne z badanych adduktow nie ulegaty
w warunkachin vivo enzymatycznym procesom naprawczym DNA, co bylodngo
z wczdniejszymi wynikami uzyskanymi w warunkacim vitro na linii komérkowej
nabtonkowego raka ptuc [35,36].

Dalsza konsekwengj depurynacji DNA jest osfabienie wzania deoksyryboza —
fosforan, co sprzyja gknicciu nici polimeru. Interesage wyniki, dajce obraz skutkéw
alkilacji biomolekut ludzkich hepatocytow pod wphem ¢)-DEB, uzyskali Wen i wsp. [37].
Przy niskich stzeniach epoksydu, pamj 0,2 mmol/ll, gibwa zmiam bylo pekniecie
pojedynczej nici DNA gingle strand breaklub wytworzenie jego prekursorow (tzw. miejsc
zasado-wraiwych), natomiast przy wszych stzeniach dominowatlo tworzenie
miedzy niciowy ch wizax poprzecznych. Nie zanotowano natomiast przyp agkdswojnego
pekniecia helisy, tzw. double strand break Powstawanie tych ostatnich na drodze
genotoksycznej, tzn. przy niecytotoksycznyclzehiach £)-DEB, stwierdzono jednale
w innych d@wiadczeniach, przeprowadzonych na komoérkach naloloekjo raka ptuc [36].

Oproécz tworzenia vazar poprzecznych w obbie helisy DNA, bifunkcjonalne
zwiazki alkilujace, takie jak S,S-DEB, matakze zdoIlng¢ indukowania diadduktow DNA —
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biatko [37-39]. W ekstraktach biatelkdrowych uzyskanych z komorek raka szyjki macicy
i nar&onych na dziatanie (x)-DEB zidentyfikowano 39 tékjgohczer. Koniugacji z DNA
ulegaly bialka uczestnigge w r&nych procesach komorkowych, m.in. replikacji,

---------------- a
G OH Ab G OH
>~ X
HO G Ab HO G
S,S5-bis-N7G-BD dwa miejsca apurynowe wolny addukt
G CH Ab G OH
2 — et
HO A Ab HO A
S,5-N3A-N7G-BD dwa miejsca apurynowe wolny addukt
S,5-N6A-N7G-BD
HO A A OH
S,5-N1A-NTG-BD jedno miejsce apurynowe
S.8-N*A-N7G-BD i alkilowana nié DNA
C

-------- ol === Ras
Y e
I

———————— p /N N“I —  Stabilne hydrolitycznie

T A H ¥

S —— e e e e e s e e

R,S-1,N®.ccHMHPA $,R-1,N8.yv-HMHPA

Ryc. 11. Trwaié¢ hydrolityczna adduktow S,S-DNA z DNA. Addukty gumowo-
guaninowe S,S-bis-N7G-BD oraz # adduktow adeninowo-guaninowych (S,S-N3A-
N7G-BD i S,S-N7A-N7G-BD) ulegaj hydrolizie z wytworzeniem dwoch miejsc
apurynowych (Ab) (a). Addukty S,S-N1A-N7G-BD i I\BA-N7G-BD ulegajy
jednostronnej depurynacji (b). Addukty egzocyklieziecharakteryzyj sii stabilngcia

hydrolityczm (c) [35].
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transkrypcji i translacji [38]. Podobnie zachowywakg rekombinowana forma O6-
alkiloguaninowej alkilotransferazy DNA, enzymu usz@czcego w procesach naprawczych
DNA [39]. We wszystkich wymienionych przypadkackilalcja biatka nasfpowata poprzez
reszt cysteiny, a same waania poprzeczne stanowily addukty 1-(S-cysteinglgéguan-7’-
ylo)butano-2,3-diolowe [38,39]. Badania przeprowauz na ludzkich hepatocytach wykazaty
jednak, ze indukowane przezz)-DEB addukty DNA - biatko powstagy w znacznie
mniejszych ildciach nk mostki poprzeczne w odlsie DNA [37]. Maliwa jest réwnie
alkilacja samego biatkka bez uczestnictwa DNA, czelgwodem g pokczenia DEB

z N-terminala walina hemoglobiny stwierdzone w warunkadh vivo u zwierzt
laboratoryjnych i ludzi natanych zawodowo na ekspozyapa BD [23]. Nie mana te
wykluczy¢ tworzenia peaiczen S,S-DEB czy S,S-EBDM z innymi biomolekutami
o charakterze nukleofilowym, takimi jak RNA, enzyrmhormony o strukturze biatkowej

oraz glikozaminoglikany [40].

1.7.Biologiczne skutki alkilacji DNA przez epoksytransbrmery TREO
1.7.1.Dziatanie cytotoksyczne

Gtownym czynnikiem determinggym cytotoksyczne wiaiwosci TREO @
migdzyniciowe wazania poprzeczne indukowane w DNA przez S,S-DEBtad2enie
komplementarnych nici helisy czterocztonowymdachem butano-1,3-diolowym (Ryc. 10)
uniemealiwia rozwiniecie podwadjnej helisy kwasu nukleinowego, a tym samiglokuje
dziatanie polimerazy DNA w czasie replikacji orazolimerazy RNA w czasie
transkrypcji [30]. Wazania poprzeczne generowane przez S,S-DEB nieja lkegeorkowym
procesom naprawczym na zasadzie naprawy przezeoiy dasady (BER -Jbase excision
repair) oraz naprawy przez wycinanie nukleotydéw (NERue€leotide excision repgir co
potwierdzity badania na myszach [35]. Generalniedypym potencjalnie nidiwym
sposobem uswgtia wigzaar poprzecznych, ktérych powstaniu towarzyszy namigze
prawidtowej struktury obu komplementarnych nici DNfest naprawa rekombinacyjna.
Podczas tego procesu aparat enzymatyczny komorkomystuje drug niezalena kopie
DNA zlokalizowary na siostrzanej chromatydzie chromosomu jako wzodte odbudowy
fragmentu uszkodzonej dwuniciowejasteczki. Powstawanie podwojny chikmie¢ nici DNA
oraz wymiag chromatyd siostrzanych, towarzyee takiej naprawie, obserwowano po
naraeniu r&nych linii komérkowych na X)-DEB. Jednake w zadnym 2z daid
przeprowadzonych bafianie stwierdzono usuwania aziaa migdzy niciowych indukowanych
przez ¢)-DEB, w przeciwiéstwie do tych pochodych od alkilantow bifunkcjonalnych
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o diwzszym tacuchu, takich jak melfalan lub diepoksyoktan [3%,360ze to wynik& ze
znacznego znieksztaicenia helisy DNA przy tworzeémiatkiego mostka poprzecznego bis-
N7G-BD, ktére prawdopodobnie blokuje odpowiednitdosenzy méw odpowiedzialnych za
naprave DNA [33]. W odr&nieniu od wazah krzyzowych 1,3-m¢dzyniciowych, mostki 1,2-
wewngtrzniciowe generowane przez S,S-DEB magk manifestowé zaréwno efektem
cytotoksycznym, jak i mutagennym [30]. Za cytotok=gaé S,S-DEB mog rowniez
odpowiada indukowane przez ten zywiek addukty DNA z biatkami zaangawanymi
w przebieg i regula¢gjcy klu komérkowego [38,39].

Chocia zwiazki alkilujace, takie jak S,S-DEB, maglziata® na wszystkie fazy cyklu
komorkowego, ich najsilniejsza aktywdtocytotoksyczna ujawniagigdy komorka wkracza
w faze S, kiedy nasjpuje wzmaona synteza DNA, RNA oraz biatlek. Wowczas alkilacja
DNA powoduje zablokowanie cyklu komorkowego w fazig i smier¢ komorki jeszcze
w interfazie przed rozpoegziem mitozy, co jest szczegllnie istotne, mdyapobiega
przekazywaniu linej informacji genetycznej komérkom potomnym [4,4bnierc komarki
indukowana przez TREO za gednictwem S,S-DEB m@ zachodzi na drodze apoptozy
badz nekrozy. W badaniachin vitro prowadzonych na #fych komercyjnych liniach
komorkowych pochodzenia ludzkiego oz vivona komérkach pozyskanych od pacjentéw,
apoptoza byta zjawiskiem domirmgym przy niskich sgzeniach TREO oraz +)-DEB,
natomiast po naf@&niu na wy:sze sgzenia tych zwizkéw dochodzito glownie do nekrozy.
Zaleznie od typu badanych komorek (ostra biataczka Ibfafstyczna (ALL) i szpikowa
(AML), CML, migsak Ewinga (ES), szpiczak mnogi (MM)) i warunkovkubacii, stzenia
TREO indukugce apoptoz zmieniaty s¢ w szerokim zakresie, od 1 do 10@thol/l. Warty
zaznaczenia jest fakt; hawet te najwysze wartéci stezen TREO byle nisze od wartéi
maksymalnego stenia leku w osoczu (£z) U pacjentéw poddanych kondycjonowaniu
przed HSCT. Na liniach komorkowych ES zaobserwowaveniez, iz przy bardzo matych
stezeniach TREO, niewystarcaaych do zainicjowania intensywnej apoptozy, gastvaio
zahamowanie wzrostu komoérek przez zatrzymanie cykamorkowego w punkcie
kontrolnym GM. Z kolei w dawiadczeniach, w ktorych stosowano gotowy DERzehia
wymagane do uruchomienia apoptoty czémjerci komorki byty rzdu 5 — 75umol/l. Do tej
pory specyficzne mechanizmy komdrkowe zaaogane w apoptaz indukowan przez
TREO nie zostaly dokladnie poznane, jedreakglowne znaczenie przypisujee stu
mitochondrialnejsciezce apoptozy, zalmej od biatka p53 [41-48]. Wzrost poziomu tego
waznego biatka regulatorowego w komérce jest odpowidgeda zmiany struktury DNA lub

stres oksydacyjny spowodowane dziataniem S,S-DEBcd Yadawilli i wsp. [41] na
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ludzkich limfoblastach wykazatyze wynika to przede wszystkim ze zkgzonej trwaldci
biatka p53, a nie jego zekszonej syntezy. W mechanizm opisanego zjawiskagaawane
byly acetylacja lizyny 383 biatka p53, fosforylagaryny 15, 20, 37, 46 i 392 oraz wima
zmniejszenie tworzenia kompleksu p53 z jego biatkkishibitorowym mdm2. Pod wpilywem
S,S-DEB dochodzito rowniedo nadekspres;ji i aktywaciji biatek proapoptoty azny rodziny
Bcl-2/Bax. Interakcja p53 z tymi biatkami regulatarymi powoduje obrienie
transblonowego potencjalu mitochondrium i uwolnéencytochromu ¢ z wrza
mitochondriom do cytoplazmy. Cytochrom c z koleiem z pro-kaspaz i biatkiem Apaf-1
tworzy kompleks zwany apoptosomem, ktorego rolaows@dza si do przeksztalcenia pro-
kaspazy 9 w jej aktywnforme. Powstata kaspaza 9 petni funk&aspazy inicjujcej ztazom
kaskad kaspaz, prowadza do aktywacji kaspazy 3,cbacej tzw. kaspaz egzekutorow.
Réwniez inne mechanizmy magby¢ zaangaowane w indukeg apoptozy pod wplywem
TREO. Dla przykladu Schmidmaier i wsp. [44] w kokexh AML obserwowali
przemieszczenie kinazy biatkowej C typu delta zozgtu do blony komorkowe).
W rezultacie wszystkich opisanych przemian dochadzkomorce do proteolizy biatek,
fragmentacjigdra komérkowego i powstania ciatek apoptoty cznkebire ostatecznie uleggj

fagocytozie [41-48].

1.7.2.Dziatanie mutagenne

W przeciwigistwie do cytotoksycznych wdeiwosci migdzyniciowych wazan
poprzecznych, efekty mutagenne przypisugmsonoalkilacji DNA. Wynika to faktu,zi
strukturalna zmiana DNA ¢olaca skutkiem pojedynczej alkilacji rzadko doprowadia
$mierci komorki i jéli nie zostanie skutecznie naprawiona przed rozgiem replikacji,
moze generowa@ btad w kopii materialu genetycznego przekazywanego dom
potomnej [34,35]. W badaniacin vitro na nasionachegzmienia i komdérkach jajnika
chomika chiskiego zaobserwowanoz ilos¢ mutacji, m.in. aberracji chromosomowych,
wywotanych przez TREO pozytywnie korelowata z crasearaenia komoérek oraz
wartascia pH srodowiska w zakresie 5,5 — 8,0. Charakterystycese f efekt mutagenny
TREO byt opéniony (nawet do 120 h), co wynikalo z jego pH-zaky aktywacji do
epoksytransformeréw [13,49]. Chatiaw badaniach in vitro S,S-EBDM, ldacy
monofunkcjonalnym alkilantem, indukowat aberracfgoonosomowe w szybko dziel/ch
sig komorkach rélinnych, najnowsze doniesienia literaturowe skups§ wytacznie na
dziataniu mutagennym S,S-DEBadi jego stereoizomeréw [6]. Zainteresowanie to

podyktowane jest przede wszystkim faktem tworzesia tych zwhzkéw na drodze
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metabolicznej aktywacji BD, ktory w malych ¢geniach wysgpuje m.in. w dymie
tytoniowym i spalinach samochodowych [23].

W daswiadczeniachin vitro na liniach komérkowych (ludzkie limfoblasty, korkér
jajnika chomika chiskiego, fibroblasty mysie i szczurze, Escherichwi)cS,S-DEB
indukowat powstawanie licznych mutacji [50-54]. &ram substytucji punktowych w genie
supF bakterii E. coli obejmowato gtéwnie tranzy@eC - A:T i transwersje A:T— T:A,

a w mniejszym stopniu transwersje G:€ C:G i tranzycje G:C- T:A [50]. Dodatkowo
S,S-DEB uznawany jest za giéwny mediator mutagemsayodowanej przez BD. U myszy
i szczuréw laboratoryjnych eksponowanych inhalaeym ten zwizek obserwowano caly
zakres typow mutacji, pogwszy od mutacji punktowych przez delecje punktovweniany
ramki odczytu do delecji eksondéw oraz catych geréd]. Efekty mutagenne S,S-DEB,
a zwilaszcza mutacje punktowe, tlumaczye samianami struktury kwaternizowanej
monoalkilowanej guaniny lub adeninyadi ich depurynagj Skutkup one bowiem
wytworzeniem miejsc apurynowych, w ktérych zakiéeorgest widciwe parowanie
nukleotydéw w czasie replikacji (Ryc. 1la,b). Pdoaddo powstawania mutacji meg
przyczynig sk nieliczne 1,2-wewsgtrzniciowe wazania krzyowe indukowane przez
S,S-DEB, gdy mog by¢ one omijane przez polimer@DNA [30,34]. Pewne znaczenie
przypisuje si rowniez niedawno odkrytym trwalym hydrolitycznie egzocykinym
monoadduktom adeninowym, R,S-2;:8HMHPA i S,R-1,N-y-HMHPA, oraz diadduktom
adeninowo-guaninowym, S,S-N1A-N7G-BD  oraz SN 7G-BD [24,25,35].
Obszerniejsze strukturalnie mutacje, w tym abegrabromosomowe (wymiana chromatyd
siostrzanych i ztamanie chromosomu), mbdgc z kolei wynikiem gknig¢ pojedynczej nici
DNA lub nieudane] naprawy helisy zmostkowanej edmyniciowym whazaniem
poprzecznym [36,37,53,54]. W generowaniu mutadgzeych od S,S-DEB nie wykluczagsi

réwniez udziatu koniugatow DNA GSH, indukowanych przez ten zwek [56].

1.8. Aktywno §¢ farmakologiczna TREO
1.8.1.Aktywno $¢ przeciwnowotworowa

Badania przedkliniczne na ludzkich liniach komoérkalv in vitro lub in vivo na
modelach zwiergcych wykazaly, 2 TREO charakteryzuje giaktywndcia wobec wielu
guzow litych oraz nowotworéw ukfadu krwiotworczeggpowych zaréwno dla wieku
dojrzatego, jak i dzieecego. W8rdd tych pierwszych naty wymienic czerniaka ztéliwego
skory i gatki ocznej, raka sutka, drobno- i niedrokomorkowego raka ptuc, raka nerki, raka
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prostaty i MM. Wrod chorob charakterystycznych dla dzieci byly BE®8uroblastoma,
osteosarkoma, ALL, AML oraz CML [42-45,57-64]. Wdamiachin vitro przeprowadzonych
przez Lanvers-Kaminsky i wsp. [63] TREO prezentowatlobny do BU profil dziatania
w stosunku do wiej wy mienionych nowotworow wieku dziecego. Jednale w badaniach
in vivo Wernera i wsp. [45] lek, podany myszom w maksyejaliolerowanej dawce,
cechowat si znacznie wysza aktywndcia wobec ES i BU zastosowany w analogicznej
dawce. Warto podksé¢, iz tworzenie wizan poprzecznych odpowiedzialnych za
cytotoksyczné¢ TREO byto zachowane w liniach komorkowych czeraiakasliwvego skory
i gatki ocznej o wysokiej opordo wielolekowej. Ponadto, nie obserwowano opéono
krzyzowej TREO z innymi lekami alkilagymi, takimi jak cisplatyna, karmustyna
i temozolamid [58,65]. Jednai& mimo obiecujcych wynikéw bada przedklinicznych,
w prébach Klinicznych monoterapia ads terapia skojarzona oparta na TREO
charakteryzowata siograniczon skutecznécia u pacjentow z zaawansowanym rakiem
jajnika, czerniakiem zidiwym skory i gatki ocznej w fazie przerzutow, dradkomérkowy m

rakiem piuc, rakiem nerki oraz glejakiem diavym [65-72].

1.8.2.Aktywno$¢ mieloablacyjna

Badaniain vitro orazin vivo przeprowadzone na myszach wykazalyTREO jest
wysoce cytotoksyczny w stosunku do wszystkich lkimorek krwiotworczych, zarowno
multipotencjalnych, jak i ukierunkowanych komérehigp szpiku kostnego [73,74]. Podobnie
jak w przypadku BU, aktywrié mieloablacyjna TREO jest zalea od dawki i ujawnia gi
najsilniej po zastosowaniu dawek podzielonych praelka kolejnych dni zamiast
jednorazowej dawki niepodzielonej. W badaniach ndeiu zwierzcym TREO gwarantowat
przyjecie przeszczepu szpiku przynajmniej tak samo skuaiecjak BU i frakcjonowane
napromienianie catego ciata (FTBI), ktérea sutynowo stosowanymi czynnikami
mieloablacyjnymi w kondycjonowaniu przed HSCT [78}7 W ddwiadczeniach Sjoo
i wsp. [76] TREO podany myszom w maksymalnym toleanym schemacie dawkowania
(3 x 1,5 gkg) zapewniat silfp szyblk i trwala mieloablag}, w stopniu nieco wekszym ni
BU zastosowany réwnie w maksymalnych tolerowanych dawkach 4 37 mg/kg).
Generalnie dawki mieloablacyjne TRE®@ wyzsze od dawek, przy ktérych manifestuje si

dziatanie przeciwnowotworowe leku. W kondycjonowanipacjentow dorostych
i pediatrycznych podawano catkowitdawlke 30-42 g/rﬁ w trzech réwnych dawkach

podzielonych przez trzy kolejne dni 10— 14 g/rﬁ). Aktualnie zgromadzone wyniki prob
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klinicznych wskazuj jednak, # w przypadku allogenicznego HSCT optymalny jest
najbardziej intensywny schemat mieloablacyjny 34 g/n%. Wy jatek stanowd dzieci pontej
pierwszego rokuzycia poddane procedurze przeszczepienia z powodu éhz chorob

nienowotworowych, u ktérych rekomenduje schemat % 12 g/n7r [77].

1.8.3.Aktywno§¢ immunosupresyjna

Poza dziataniem mieloablacyjnym TREO podany w dalkavyzszych od
konwencjonalnych dawek przeciwnowotworowych, wykazuréwniez wiasciwosci
immunosupresyjne. aSone bardzo korzystne w odniesieniu do stosowaska lpodczas
kondycjonowania przed allogenicznym HSCT, ggyzyczyniag sk do trwalego przyecia
przeszczepu. Dodatkowo, przypuszcza i obnizaja one prawdopodohistwo wy stpienia
tzw. burzy cytokin, ktora uczestniczy w patogenezikoroby przeszczep przeciw
gospodarzowi (GVHD) oraz choroby okluzyjrasjt watrobowych (VOD) [77]. W warunkach
in vitro TREO hamowat proliferagj limfocytow T indukowan mitogenem oraz byt
cytotoksyczny w stosunku do monocytow i komorek digtycznych w sgeniach
nieprzekraczagych 100 pug/ml, ktére @ dwe nizsze od wartiwi Cna notowanych
u pacjentéw po podaniu dawek mieloablacyjnych lekzed HSCT [78]. W innych badaniach
aktywnas¢ cytotoksyczna TREO w stosunku do limfocytow T nkiwrek NK byta wysza ni
BU [42]. Z kolei w warunkachin vivo TREO, w poréwnaniu do BU i typowego
immunosupresanta cyklofosfamidu (CY), zapewniatkaa i trwalsz redukcg poziomu
limfocytéw T (pomocniczych i cytotoksycznych) i liotytow B w sledzionie myszy, cho
mniej skutecznie hamowat wytwarzanie cytokin praapch IL-2 i TFNea przez
limfocyty T [76]. Obnienie poziomu innych cytokin (IL-12 i IFM)} obserwowano po
podaniu TREO w wzlach chionnych szczuréw laboratoryjnych z  wywoflany
eksperymentalnie autoimmunologicznym zapaleniem O[@8]. W sposoéb jednoznaczny
wiasciwosci immunosupresyjne TREO potwierdzito jego zastomae w kondy cjonowaniu
u myszy, w ktérym, mimo calkowitego niedopasowgniaeszczepu do gitébwnego uktadu
zgodndci tkankowej dawcy, uzyskano stan stabilnego miesga chimeryzmu komorek
hematopoetycznych i trwatolerancg przeszczepu [75].

Co ciekawe, immunosupresyjnaktywngé¢ TREO prébuje si wykorzysta
w leczeniu typowego schorzenia o padicautoimmunologicznym, jakim jest stwardnienie
rozsiane (SM). W badaniach przedklinicznych u sapaulek ten znacznie tagodzit przebieg
sztucznie wywotanego autoimmunologicznego zapale@&N, w ktorym zmiany

patologiczne przypomingjSM [78]. Z kolei roczna terapia oparta na TREOd@manym co
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trzy miesice w dawce do 8 g/mu pacjentéw z wtérnym progresywnym SM opornym na
leczenie IFNB lub azatiopryn, skutkowata stabilizagjlub poprave parametrow Klinicznych
i neuroanatomicznych moézgu [79]. Przypuszczaisiaktywnd¢ TREO w SM zwazana jest
z hamowaniem migracji komérek prozapalnych (limfiay T i monocytéw) przez barier

krew-m0zg oraz macierz zewatnzkomérkows OUN [80].

1.8.4.Aktywno$¢ antyangiogenna

W badaniachn vitro TREO w stzeniach niecytotoksycznych hamowat prolifegacj
komorek endoteliuniyly pgpowinowej w sposéb zaley do dawki. Dziatanie leku ulegato
znacznemu nasileniu w obedieD inhibitora cyklooksygenazy 2 (COX-2). Skionit@ o
przeprowadzenia préby klinicznej, w ktorej u patjem z zaawansowanym czerniakiem
ztosliwym zastosowano tzw. terapimetronomiczn, ktéra polegata na regularnym
codziennym podawaniu niskich dawek TREO (500 m@)okczeniu z typowym inhibitorem
COX-2, rofekoksybem. Mimo obieagych wynikéw bad& in vitro, u wszystkich
12 leczonych o0s6b doszio jednak do progresji choratbo jedynie jej przégiowej
stabilizacji, a mediana czasu calkowitego pyog® wyniosta 13 miegcy. Ostatecznie
autorzy stwierdzili, 2 chocia terapia metronomiczna nie zapewniazejuskuteczngci
przeciwnowotworowej, mee by¢ obiecujca alternatyve w leczeniu paliatywnym, gdy
cechuje si niewielkimi dziataniami niepmadanymi i nie pogarsza istotnie jakb zycia

pacjentéw [81].

1.9.Interakcje TREO

Na podstawie rezultatdw skojarzonej chemioteragirgiaka ztéliwego i raka
jainika zauwaono synergizm dzialania przeciwnowotworowego TREO innych
cytostatykow z grupy lekéw alkilagych (cisplatyna), antymetabolitow (gemcytabina,
fludarabina (FLU), cytarabina) i pochodnych taksarfpaklitaksel). W przypadku
antymetabolitéw, synergizm ten tlumaczy siamowaniem naprawy alkilowanych miejsc
DNA, indukowanych przez produkty aktywacji TREO [58,68,82,83]. Jednak oprocz
korzysci zwiazanych z synergizmem dziatania przeciwnowotworowegaley sk
spodziewé rowniez nasilenia dziafa niepazadanych w stosunku do zdrowych tkanek,
zwlaszcza dziatania mielosupresyjnego [2,3,83]. Adamiu przedrejestracyjnym TREO
u jednego pacjenta zanotowano niekorzystinterakcg polegajgca na zmniejszeniu
skutecznéci ibuprofenu i chlorochiny [2,3]. Interesug wyniki skojarzonego dziatania
cytotoksycznego TREO i FLU na komorki ALL uzysKslunkelt i wsp. [42] w badaniacim
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vitro. Antagonizm dziatania obu lekow obserwowali onizyprskzeniach TREO ponkj

1 umol/l, natomiast synergizm byt widoczny dopierograekroczeniu wspomnianej wasto
stezenia. Z kolei Neale i wsp. [57] wykazali na przydkdde komodrek czerniaka oka pobranych
od pacjentéow, zi na synergizm dziatania cytotoksycznego TREO i rajdiay kdz
gemcytabiny in vitro istotny wplyw ma kolejn& naraenia komoérek na obydwa leki.
Maksymalne dziatanie synergistyczne zanotowano, TREO i antymetabolit stosowane
byly jednoczénie lub gdy komorki miaty kontakt najpierw z TREMastpnie w cagu 24 h

z antymetabolitem. Jk kolejnos¢ naraenia byla odwrotna, obserwowano ostabienie
synergizmu dziatania lekow [57]. W badaniantvitro obserwowano tesynergizm dziatania
TREO z substancjami niestosowanymiadotv lecznictwie, ale posiadaymi potencjala
aktywnas¢ przeciwnowotworow. Sulfoksimina butioniny, dmlaca inhibitorem syntazy
glutationowej, nasilata przeciwnowotworowe dziagamREO przeciwko komérkom glejaka
zfosliwego, natomiast briostatyna-1, aktywator kinazgtkowej C, przeciwko komorkom
AML [44,84]. Z kolei sam TREO zwkszat cytotoksyczrsé aktywnego metabolitu
leflunomidu, kedacego inhibitorem dehydrogenazy dihydroorotanowejstasunku do linii
komorkowych MM [85]. Ponadto, antyproliferacyjnyekf TREO w stosunku do komorek
endoteliumzytly pegpowinowej ulegat nasileniu pod wplywem zwku NS-398, inhibitora
COX-2 [81].

1.10.Toksyczna¢ narzagdowa TREO

Podczas stosowania TREO w konwencjonalnej chenajptienowotworéw u osob
dorostych, najcgsciej pacjentek z rakiem jajnika, domiaaym dziataniem niepadanym
byta odwracalna supresja uktadu krwiotwérczegordjtdbjawami klinicznymi byl anemia,
leukopenia i trombocytopenia [1-3,86-89]. Uznaje, & w ramach daylnego schematu
podawania leku co cztery tygodnie maksymalna telarca dawka wynosi 10 gfm
a dziatanie toksyczne ogranicaeg¢ dalsza eskalagg dawki stanowi aizka
trombocytopenia [88]. Toksyczkd niehematologiczna TREO jest niewielka i zazwyczaj
ogranicza s do odwracalnych zaburae zotadkowo-jelitowych i dermatologicznych
(Tabela 1) [2,3,89].

W klasyfikacji ustalanej przez Mdzynarodow Agencg Bada nad Nowotworami
(International Agency for Research on CanecéARC) TREO zaliczany jest do grupy lekéw
kancerogennych dla ludzi, co aze st z przypadkami notowania wtornych nowotworow
zfosliwych, najczsiciej AML u pacjentek z rakiem jajnika. Wydaje¢siednak, ze

w poréwnaniu z innymi lekami przeciwnowotworowy migciwosci kancerogenne TREQ s
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niewielkie [90]. Schematy dplnej lub doustnej konwencjonalnej chemioterapiadp] na
TREO generalnie as dobrze tolerowane, nawet przez starszych pacjembeiazonych
wysokim ryzykiem wysipienia dziatd niepaadanych. Potwierdzita to ostatnia analiza
wykonana w ramach wielémdkowego prospektywnego badania klinicznego llkyfa
u 25 starszych pacjentek> (70 roku zycia) z platynoopornym rakiem jajnika oraz
wsp Otistniegcymi  chorobami uktadu sercowo-naczyniowego i kogbnektore przeszly
wczenie] nieskuteczne leczenie chirurgiczne i przyn@énnjedna nieskutecza
chemioterapi. Bardzo cgzka neutropenia IV stopnia wg skali National Cankeestitute —
Common Toxicity Criteria (NCI-CTC) wysgpita tylko u jednej pacjentki, a najgzie]
zglaszanym niehematologicznym dziataniem nigglanym byly fagodne (I stopnia)
i umiarkowane (Il stopnia) nudia oraz zaparcia. Jedynie w 8% z 117 przeprowadzony
cykli leczenia zaszta koniecz§toredukcji ustalonej dawki TREO (7 g%rhv. co 28 dni lub
600 mg/rﬁ przez 28 dni w cyklu 56-dniowym), a tylko 3 pat¢jdremuszone byly przerwa
leczenie z powodu dziatdoksycznych [89].

Tabela 1. Dziatania niegadane TREO w konwencjonalnej chemioter
przeciwnowotworowej [2,3,89]

Czesta¢ wy step owania Typ dziatania niegadanego

HEMATOLOGICZNE:

anemia, leukopenia, trombocytopenia
Bardzo czste ZOLADKOWO-JELITOWE:

(= 1/10) nudnaci, wymioty, zaparcia
DERMATOLOGICZNE:

lysienie (zazwyczaj tagodne), dmowe przebarwienia skory

) NOWOTWORY:
Rzadkie

wtorne nowotwory ztéliwe: AML, chioniak, zespoly
(= 1/1000 dce 1/100)

mielodysplastyczne (MDS), zespoly mieloproliferawy j

IMMUNOLOGICZNE:
reakcje alergiczne
HEMATOLOGICZNE:

pancytopenia

Nieznane

Inne notowane dziatania niepglane: choroba Addisona, hipoglikemia, parestezje,
kardiomiopatia, zapalenie ptuc, zwidknienie plugkmywka, rumié, twardzina skory,
nasilenie tuszczycy, krwotoczne zapalenigherza moczowego, objawy grypopodobne,
lokalne bolesne stany zapalne skéry (w przypadkoaegy nienia leku).
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Kiedy TREO stosowany jest w wysokich dawkach w ¢rakondy cjonowania przed
HSCT, zamierzone silne mielosupresyjne dziatarke l@welowane jest wprowadzeniem do
ustroju dawcy nowych prawidiowych komorek hematdpasnych. Z tej przyczyny
znaczenie toksykologiczne majjedynie niehematologiczne dziatania niepdane.
W badaniu klinicznym | fazy, w ktérym doroslym pecjom przed autologicznym HSCT
podawano eskalowane jednorazowe dawki TREO 20 —g/ﬁé maksymalna tolerowana
dawka leku wyniosta 47 gﬁnGodny podkréenia jest fakt, 4 w zakresie dawek 20 —
47 g/n% praktycznie nie obserwowano nadbwych dziatda niepaadanych Il i IV stopnia
NCI-CTC. Toksyczn& limitujaca dawk wystpita dopiero na poziomie 56 drw postaci
intensywnego zapalenia blordjuzowej jamy ustnej (tzwmucositiy oraz biegunki. Réwnie
tylko przy najwyzszej badanej dawce u jednego pacjenta kilka gopleimak@czeniu wlewu
TREO zanotowano ¢ika kwasie@ metaboliczn, zwiazara najprawdopodobniej
z uwolnieniem we krwi znacznych dlo kwasu metanosulfonowego. Ponadto po
przekroczeniu maksymalnej tolerowanej dawki zaokeerano jeden przypadek bardzo
ciezkiej nekrozy naskorka oraz kilka przypadkéw tagegsiych zmian dermatologicznych
w postaci odwracalnegéwiadu, rumienia i hiperpigmentacji skory. &to zglaszanym,
chocia niegraznym, dziataniem niepadanym, wystpujacym podczas wlewu TREO lub
krétko po jego zakiczeniu, byt bol glowy o fagodnym nasileniu [5].

TREO byt rownie dobrze tolerowany w typowych #ienach kondycjonujcych,
zarowno przed autologicznym, jak i allogenicznym@I$S w ktorych, w odrénieniu od
wyzej opisanego badania, podawany byt przez trzy keleini w dawkach podzielonych,
w kombinacji z innymi lekami. Ponownie zakres ng@wych dziald niepazadanych
obejmowat najczsciej ustry lub jelitowa post& mucositis biegunki, nudnéci oraz zmiany
skérne. Mucositis jest typowym dziataniem toksycznym lekéw przeciwmabworowych,
zwiazanym z uszkodzeniem wiavych komérek nabtonka przewodu pokarmowego.
W najnowszych ramach kondycjonujcych opartych na TREO i FLU uwagwraca mata
uciazliwos¢ tego powszechnego schorzenia (weksezdsci | i Il stopnia w skali NCI-CTC),
zaréwno u pacjentéw dorostych i pediatry cznych §8l-Uotinen i wsp. [91] przeprowadzili
analizz czestasci i nasilenia ustne] postaanucositis po reimie opartym na TREO
(3x14 g/rﬁ) i FLU (5 x 30 mg/rﬁ) u 39 dorostych pacjentéw w poréwnaniu ze stanuaa
stosowanymi rgmami mieloablacyjnymi opartymi na BU Ilub FTBI (12dacjentow).
W pierwszej z wymienionych grup pacjentow (€hstatystycznie starszej) wrzodaeg
post& schorzenia (Il — IV stopfew skali WHO) wystpowata znacznie rzadziej (33% vs
70%), miata mniejszintensywndé¢ (111 — IV stopien w skali WHO: 0 vs 38%) i trwata krocej
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(srednio 3vs 6 dni). W konsekwencji znacznie mniejszasézpacjentéow w grupie TREO
wymagata calkowitego zywienia pozajelitowego i stosowania opioidowych ek
przeciwbolowych [91]. W badaniach Shimoniego i wiB] przeprowadzonych z udziatlem
dorostych pacjentéw z AML lub MDS,gika posté mucositisrOwniez wy stepowata rzadziej
po kondycjonowaniu opartym na TREO %312 g/n7r plus FLU 5x 30 mg/rﬁ) niz BU
(4 x 3,2 mgkg plus FLU 4x 40 mg/rﬁ) (8% vs 31%). Czste, ale jednocZaie tagodne
przypadki mucositis notowano wréd dzieci poddanych kondycjonowaniu opartemu na
TREO [95,97,99]. U pacjentéw pediatrycznyclkstazy m problemem hiu dorostych wydaj
sie by¢ dermatologiczne dziatania niefgalane. Doty czy to szczegolnie niematylu ktorych
notowano pieluszkowe zapalenie skéry, a w pojedycitzprzypadkach nawet gikie
owrzodzenia okotoodbytnicze. Autorzy spekaluiz mog one powstama pod wplywem
drazniacego dziatania epoksytransformerow TREO wydalangchmoczem. Opisywane
zmiany byly jednak odwracalne — ich gojenie szyskiwano, stosag kremy ochronne oraz
czeste zmiany pieluszek [95,97].

Wazna zaleh TREO w poréwnaniu z BU, jest @do mniejsze ryzyko wyspienia
zagraajacej zyciu VOD. Jej rozw0j po kondycjonowaniu opartym HREO obserwowano
sporadycznie zarownosnod pacjentow doroslych, jak i pediatrycznych. Hepaksy cznéd
schematow mieloablacyjnych zawiejch TREO ograniczala i z reguly do
podwyzszonych osoczowych pozioméw enzymoéw asnebowych (aminotransferaz,
v-glutamylotransferazy), hiperbilirubinemii oraz tapmegalii (u dzieci) [93-95,97-100].
Uwaza sk, ze czynnikiem decydagym o ré&nicach toksyczniei TREO i BU jest ich
odmienna dystrybucja w ustroju. Prawdopodobnie wquu wkkszej lipofilowdsci, BU,
w przeciwigistwie do TREO, w znacznym stop niu kumulujewsiwatrobie, ptucach i méz gu.
Tlumaczy to rownig fakt rzadszego w poréwnaniu do BU wgmsbwania po TREO
srodmiazszowego zapalenia ptuc oraz drgawek. Te ostatnania si¢ jedy nie wtornie jako
skutek krwotoku lub infekcji m6z gowej, st stosowanie TREO, w przecivigtwie do BU,
nie wymaga profilakty cznego podawania lekow przpeidaczkowych,
np. fenytoiny [77,92,95-97,99,101]. Ostatnio jednaknnych, ché kontrowersyjnych
wynikéw w tym temacie dostarczyto kondycjonowaniegprowadzone przed allogenicznym
HSCT przez Slattera i wsp. [97] u 70 miodych dziewérdd ktérych 66% stanowity
niemowkta. W badaniu tym zarejestrowano 4 przypadki drgawe ktérych wszystkie
wystapity u dzieci pontej 4 miesica zycia. W $wietle takich wynikow, autorzy wskazi)j
aby u tak mtodych pacjentéw otrzymeych wysokie dawki TREO rozwmé w przyszigci

potrzelg stosowania profilakty ki przeciwdrgawkowej, np. thkdzepamu.
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Podsumowujc mazna stwierdzi, iz w zgodnej opinii wielu autorbw TREO
odznacza si mniejsz toksycznécia narzadowa niz dwa aktualnie powszechnie stosowane
czynniki mieloablacyjne — BU i FTBI. Z pierwszym ®ane jest przede wszystkim ryzyko
VOD, a z drugim toksyczr$d piucna i neurologiczna, ktéra wyklucza stosowdriEeBI
u dzieci poriej drugiego rokwycia. Dodatkowo, na korZ¢ TREO przemawia faktz idane
0 jego toksycznéxi pochoda z bada klinicznych obejmujcych pacjentow
niekwalifikujacych s¢ do standardowych zendéw kondycjonujcych z powodu zbyt
wysokiego ryzyka wyspienia dziatd niepazadanych. Z drugiej strony nale jednak by
swiadomym, ¥ obecnie nie sznane odlegte dziatania toksyczne TREO, w tym jegdyw

na rozrodcz&é [77].

1.11.Farmakokinetyka TREO.

Po podaniu deylnym, jak i doustnym zmiany @gen TREO w o0soczu oraz
kumulowane poziomy leku w moczu najlepiej opisujerarty model dwukompartmentowy.
Procesy wechianiania, dystrybucji i eliminacji priglap zgodnie z kinetyk pierwszego
rzedu [5,86,87,94,102-105]. &enia TREO w obu wymienionych matrycach biologiczmyc
oznacza siobecnie za pomaanetody HPLC z detekgjrefraktometrycza (RID) [86,104].
Wecze&niej stosowano met@g osredni, polegajca na catkowitym przeksztatceniu TREO do
S,S-DEB w warunkach alkalicznych i oznaczeniu atmapego epoksydu metpd
chromatografii gazowej (GC) [106]. Parametry farolaketyczne TREO, wyznaczane przy
uzyciu modelu dwukompartmentowego po jednorazowymwidedazylnym si zblizone
u os6b dorostych i dzieci, co obrazujane zebrane w Tabeli 2 i 3 [104,105]. Linig&o
farmakokinetyki TREO demonstruje proporcjonalnaezabé¢ C.x i AUC od dawki
w zakresie 20 — 47 gfm uzyskana po 2 h wlewie leku u oséb dorostych wlahdu
klinicznym | fazy. Niewielkie dodatnie odchylenid déiniowego przebiegu zalaosci AUC —
dawka obserwowano dopiero przy napsyej podanej dawce, réwnej 56 é/m
Prawdopodobnie byto to wynikiem uwalniania podca#sywacji TREO znacznych #ai
kwasu metanosulfonowego, ktore doprowadzity do keyasnetabolicznej i zahamowania
dalszej przemiany proleku do epoksytransformeréyv I[iowosé¢ farmakokinetyki TREO
potwierdzag rowniez podobne wartai parametrow farmakokinetycznych, takich jak okres
poitrwania fazy dystrybucji i) i eliminacji (fs), Obgtos¢ dystrybucji w stanie
stacjonarnym () oraz klirens ogolnoustrojowy (&), uzyskane po podaniuzmy ch dawek
leku oraz po podaniu tej samej dawki zzmg szybkdacia wlewu [5,86,87,94,102-105].
Wymienione parametry charakteryzgie nie tylko nisk zmienndcia migdzyosobnicz, ale
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tez wewrgtrzosobnicz, tzn. pomgdzy r&znymi podaniami u tego samego pacjenta [102,103].
Do takich wnioskéw doszli Beelen i wsp. [102], kitpr przeprowadzili badania
farmakokinetyczne, stosigj standardowe trzykrotne podanie 12 lub 14ZgTrREO w 2 h
wlewie dazylnym u 0s6b doroslych wagu trzech kolejnych dni. Niska zmieridaloty czyta
wartasci Chax | AUC (przy tej samej dawce),gds, Sredniego czasu przebywania leku
w ustroju, \, Klirensu nerkowego i G} Na tej podstawie autorzy stwierdzili; przy
wielokrotnym podaniu TREO nie dochodzi do akumuldeku ani jego przyspieszonej
eliminacji. Interesujcy jest fakt, # w ptynie mdézgowo-rdzeniowym jednego z pacjentow
oznaczono stenia TREO, a wartwi C,., AUC i Vi dla tego rzadko badanego
kompartmentu wynosity odpowiednio ldg/ml, 69,1 ugxh/ml i 30 | [102,103]. Grup
pacjentéw, u ktérych zanotowano w dotychczasowy@udahiach pewne odchylenia
parametrow farmakokinetycznych oitednich wartéci populacyjnych stanowily osoby
z obrzkami i wyskkiem ptynu do przestrzeni optucnej. Pojawienigtskich dodatkowych
przestrzeni wodnych wzalo s¢ ze zwegkszeniem obliczonych wardol Vg oraz Ci; leku
TREO w postaci niezmienionej ulega wydaleniu gi@vrdrog nerkows. Z moczem
eliminowane jest okoto 30% catkowitej dawki lekutego okoto 90% w aigu pierwszych 6 h
od podania, co znajduje odbicie w relatywnie kndthkys (1,7 — 2,2 h). Przy prawidiowej
funkcji nerek, Ci przyjmuje wartéci rzedu 150 — 300 ml/min, natomiast u chorych z niskim
klirensem kreatyniny ulega on obeniu nawet do 60 ml/min [5,86,87,94,102,105]. Male
ilosci TREO w formie niezmienionej magvydala si réwniez drogami pozanerkowymi,
m.in. ze $ling i tzami. Stzenia leku zmierzone w tych dwoch plynach ustrojouvyc
w przyblzeniu korelowaly z jego poziomami w osoczu [1]. Badanad doustnym podaniem
TREO w formie kapsutek wykazaty prakty cznie 100%dastpnas¢ leku, co dowodziz nie
podlega on tzw. efektowi pierwszego pkzg [87,106]. Po podaniu jednorazowej dawki
doustnej TREO 1 g/?nwartoéé Cmax ZOsStata uzyskana pwednim czasie 1,5 h i wynosita
29 ug/ml [87].

Interesujce wyniki uzyskali Muller H i Hilger R [107] w bad&ch poréwnawczych
typowego wlewu dayinego 10 g/rﬁ TREO z podaniem zredukowanej dawki leku (2,62g/m
drog izolowanej brzusznej perfuzji. W tym drugim przyba lek ulega dystrybucji gtownie
W ograniczonym obszarze jamy brzusznej, cazenoy¢ korzystne na przykifad u pacjentek
z rakiem jajnika. Obie drogi podania zapewniafysana wartas¢ AUC w brzusznym gy sku
tetniczym, mimo & dawka TREO zastosowana w izolowanej perfuzji lprawie 4-krotnie
nizsza w poréwananiu do wlewu zddnego. Istotn korzys¢ nowego sposobu podania leku
stanowita rownie dwzo mniejsza wart® C.,a.x W krazeniu systemowym (30Qug/ml),
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w porownaniu do 6.y Uzyskanego w lokalnym &keniu brzusznym (130Qg/ml), co mae
sprzyja& ograniczeniu ogolnoustrojowych dziakiep azadanych [107].

W badaniu farmakokinetyki TREO u zwietzlaboratoryjnych (myszy) uzyskano
wy niki podobne jak u ludzi. Po podaniu dootrzewnawgtawki 3 g/kg, lek ulegat szybkiemu
wchfanianiu do kgzenia systemowego, aslapc Cyax rzedu 7 — 8 mg/ml po czasie 0,21 h.
Stezenia leku w osoczu najlepiej opisywat model dwukammentowy a eliminacja
przebiegata z godnie z kinety kierwszego radu (5 1,8 h) [45].

Do tej pory w literaturze pojawito izaledwie jedno doniesienie dotyce
farmakokinetyki epoksytransformerow TREO u ludz6][1Z zastosowaniem derywatyzacji
pierscienia epoksydowego za pomo8-NBS i metody HPLC z detekcjUV u dwodch
pacjentébw pediatrycznych otrzymaych mieloablacyjne dawki TREO przed HSCT
oznaczono stenia S,S-EBDM w osoczu. Wadnej z badanych probek osocza pobranych
w czasie 0,5 - 8 h od rozpaca 2 h wlewu TREO nie stwierdzono jednak oznagzaein
pozioméw S,S-DEB (granica oznacza&ob(LOQ) metody wynosita 2,;amol/l). Stezenia
S,S-EBDM zmienialy i w sposéb podobny do zmian pozioméw leku macieegpst
zwlaszcza w fazie eliminacji, jednak same wart@i stezen epoksytransformeru (~ 2 —
40 umol/l) byty znacznie mniejsze w stosunku do lekicieraystego (~ 80 — 110Qamoll).
Prawdopodobnie wynikato to z faktu, W ustrojuzywym tworzeniu produktéw aktywacii
TREO caly czas towarzyszy proces ich réwnie szyl#timinacji. Na podstawie wynikow
badania autorzy zasugerowali ponadtosiosunek stzen TREO/S,S-EBDM mge shiyé
jako przydatny wskanik stopnia aktywacji TREGn vivo. Wzrost tego stosunku rhe
przykiadowo towarzyszy wystapieniu kwasicy metabolicznej spowodowanej przez «kwa
metanosulfonowy, uwalniany podczas transformadigku [16].
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Tabela 2. Parametry farmakokinetyczne TRE@dniat SD) po jednorazowym 2 h wlewie
dozylnym u dzieci (Gtéwka i wsp. [105])

Liczba pacjentow 1 5 1
Wiek, mediana i zakres [lata] 14 (2- 15)

Dawka [¢/nd] 10 12 14
Ciax [ng/ml] 271 420+ 250 632
AUC [ugx h/ml] 735 1309+ 921 1960
toss [N] 2,15 1,71+ 0,40 1,93
Vsl 37 26+ 14 7
Cliot [ml/min] 385 232+ 119 60
llos¢ niezmienionego

leku wydalona drog 27 33+ 10 16

nerkowg [% dawki lekul]

AUC o ), pole pod krzyw stezenie leku w osoczu — czas;&lklirens ogdlnoustrojowy;
Cnax maksymalne gtenie leku w osoczupt,, okres pottrwania fazy dystrybucis 4;, okres
p 6ttrwania fazy eliminacji; ¥ obgtosé¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym.
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Tabela 3. Parametry farmakokinetyczne TRE®dhiat SD) po jednorazowym lub wielokrotnym podaniu utodérostych

Pierwszy autor Hilger [86] Hilger [87] Scheulen [5] Beelen [102] Nemecek [94]
(rok) (1998) (2000) (2000) (2005) (2011)

Liczba pacjentéw 14 7 4 3 10 10 14 8 10 4 12
Wiek, mediana 72,3 60,0 55,0 63,0 63,0 63,0 51,4 38,1 47,4 34 34

i zakres [lata] 44-77) 44-77) (51-57) (57-173) (58 -71) (58 -71) (39-60) (19-59) (23-64) | (18-47) (5 -55)%
Dawka [g/nf] 8 10 8 10 1,1+0,2 1,0£ 02 20-56 36 (3x12) 42 (3x14) 12 14
Droga podania, i.V. i.V. i.V. i.V. p.o. i.V. i.V. i.V. i.V. i.V. V.
czas podania 0,5h 0,5h 2h 2h (F: 97+ 3%) ~ 15 min >2h 2h 2h 2h 2h
Crmax [Mg/mI] 465+ 98  597+94  181+36 306+ 94 29+ 19 67+24 | 562-1660 | 260t35  322+47 | 461+102 409+ 84
AUC [ug xh/ml] | 708+ 168 977+182 541+ 107 940+293 | 82,1+405 85,4+31,1| 2120-8040( 898t 104 1104t 173| 1365293 1309t 262
tom [N] 0,2 0,2 b - 0,2 0,2 - _ _ _ _

tog [N] 1,94+099 1,84+079 1,75%006 1,99+061 1,93:059 1,6%042| 2,02+0,46 2,1+ 0,5 2,006 | 1,73+0,10 1,83t0,30
Vs ] 26+ 17 22+ 4 30+ 8 26+ 12 - - 19,5+ 3,8 34+ 5 317 16,9+ 4,3 22,1+ 38
Cligt [mVmin] 199+ 53 176+ 34 255+ 59 190+ 63 259+ 127 233+ 118 | 145,4+ 30,3| 225+23 216+ 32 154+ 35 185+ 37
Clien [ml/min] - - - - 59+ 30 59+ 30 - - - - -
llos¢

niezmienionego

lekuwydalona | 6L 15 24118 14+ 5 17+ 8 15+ 7 16+ 6 27+ 9 39+ 5 39+ 7 31+ 2 27+ 4

droga nerkowgy
[% dawki leku]

®w grupie znajdowato gi4 dzieci (5— 17 lat); ®_ oznacza brak danych; AWYC ., pole pod krzyw stczenie leku w osoczu — czas; &l klirens nerkowy; Gi;, klirens
ogolnoustrojowy; G, maksymalne stenie leku w osoczu; F, bezwzdha biodosfpnas¢; i.v., wlew dazylny; p.o., podanie doustne (kapsutkp;sf, okres pottrwania fazy
dystrybucji; § 5, okres pottrwania fazy eliminacji; ¥ objetos¢ dystrybucji w stanie stacjonarnym.
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1.12.Farmakokinetyka S,S-DEB i jego stereoizomeréw

Jedyne do tej pory opisane w literaturze badammdkokinetyczne oparte na podaniu
samego (x)-DEB przeprowadzili Valentine i wsp. [LO®0 podaniu szczurom dawki
523umol/lkg drog dozylnego bolusa, stenie zwazku we krwi szybko malato, od okoto
1000 do 10 pymol/l w ciagu 1 h. Zmiany sten najlepiej opisywat model
dwukompartmentowy, chodia modelowa krzywa zammosci log(skzenie) — czas
charakteryzowala simato wyrana zmiary przebiegu i niewiele tita sk od profilu dla
modelu jednokompartmentowego. Wynikalo to z fakiu,(x)-DEB ulegat dystrybucji do
wzgldnie matego kompartmentu tkankowego octisici 0,31 I/kg, stanowacego 42% Vs
Bezwzgkdna warté¢ Vs (0,73 I/kg) midcita sie pomkdzy obgtoscia pilynu
zewmtrzkomorkowego i catkowitej wody ustrojowe] u szmaw. Zdaniem autorow
przyczyra ograniczonej dystrybucji (£)-DEB z kompartmentuntzalnego byta jego wysoka
rozpuszczalng we krwi mdz wiazanie z biatkami [108]. W innym badaniu S, S-DEByxat
si¢ jednak z biatkami osocza ludzkiego tylko w okold%2 chocia naley zaznaczy, iz
pomiary nie zostaly wykonane w warunkach fizjolagigch (temperatura pokojowa, pH
poniej 5,0) [16]. Niezalenie od przyczyny powyszego zjawiska, parametry
farmakokinetyczne obliczone przez Valentine i w¢p08] (Tabela 4) potwierdzily,zi
(x)-DEB odznaczat si bardzo szybk dystrybucy i eliminach. Ta ostatnia wynikata
z wysokiego G zwiazku (wickszego od wielkéci przeplywu krwiprzez wtrobe szczuréw),
na ktéry mogt s sklada metabolizm wgtrobowy i pozawtrobowy (tkankowy) oraz
nieenzymaty czne reakcje zwku ze sktadnikami krwi i tkanek. Podapfar makokinety k do
(x)-DEB prezentowat w tym samym badaniu 1,2-epoksy®en (EB), posiadagy jeden
pierscien epoksydowy (Tabela 4).

Kilka doniesi@é literaturowych dotyczy pozioméw DEB we krwi lub akkach
zwierzat laboratoryjnych poddanych kontaktowi z BD [109%611 W ddwiadczeniu
Himmelsteina i wsp. [109] stenia DEB we krwi myszy zmierzone beZpednio po
zakaiczeniu 6 h inhalacji 62,5, 625 i 1250 ppm BD byly granicach 0,6 — 2,5umol/l
a nasgpnie szybko malaly (przyktadowo dla dawki 625 ppi:B®d ~ 2 do ~ 0,08umol/
w ciagu 26 min.). U szczuréw poziomy DEB byly wykrywafedynie w momencie
zakaczenia inhalacji BD ito na bardzo niskich poziomé&eg,3— 100 nmol/l) [110-113,115].
DEB stwierdzono rownie w tkankach myszy i szczuréw, takich jak plucacsergrasica,
Sledziona oraz dodatkowo w atvobie i szpiku kostnym (tylko u myszy). Podobnak |

w przypadku kmwi, sgzenia DEB we wszystkich badanych tkankach u myszy byzo
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wyzsze nk u szczurow poddanych nasmiu na te same lub nawet asze dawki BD [110-
113].

Tabela 4. Parametry farmakokinetyczne (x)-DEB i E&dnia £ SD, n = 3) u szczuréw po
jednorazowym bolusie dginym [108]

Zwiazek/dawka
Parametr (+)-DEB EB
523umol/kg 71umol/kg 143umol/kg 286umol/kg
AUC [umol x min/[] 6900 + 580 720 + 160 1280 + 210 4400 *= 960
to s, [Min] 2,7+0,1 1,4+0,7 1,8+0,5 1,4+15
to 5 [Min] 13,8+ 2,5 5,7+1,6 7025 8,5+4,0
Ve [lkg] 0,42 + 0,01 0,40 + 0,27 0,40 + 0,15 0,4047
Vss[l/kg] 0,73 + 0,06 0,59+0,31 0,58 +£0,17 0,5847
Cle [ml/(min x kg)] 76+ 8 104 + 26 114 + 20 67 + 17

AUC,_. pole pod krzyw stezenie leku w osoczu — czas;d|klirens ogdlnoustrojowy;
Cinax maksymalne stenie leku w osoczugyt,, okres poftrwania fazy dystrybucji 4, okres

p 6ttrwania fazy eliminacji; ¥, objetos¢ kompartmentu centralnego zMobgtos¢ dy strybuciji

w stanie stacjonarnym.

55



CZESC TEORETYCZNA

Osobnego oméwienia wy maga potencjalny metabolizrB.CIBoty chczasowe badania
wskazug, iz u ludzi zwazek ten jest metabolizowany gtéwnie na drodze eratyoaznej
dwuetapowej hydrolizy poleggiej na przydczeniu dwoéch casteczek wody pod wplywem
EH zlokalizowanej w mikrosomach komorkowych, gloemiatroby i ptuc. Produktem tej
reakcji jest butano-1,2,3,4-tetraol, chaciv badaniachin vitro po inkubacji (+)-DEB
z frakcp mikrosomala ludzkiej watroby stwierdzono réwnie obecné¢ niewielkich ilcsci
3,4-dihydroksytetrahydrofuranu (Ryc. 12a). Z4mek ten tworzyt s prawdopodobnie
w wyniku spontanicznej wewdtrzczasteczkowej substytucji nukleofilowe] w aibie 3,4-
epoksybutano-1,2-diolu (EBD), e¢ttacego przdjciowym produkiem hydrolizy (+)-DEB.

H?% /OH a
. OH
HO 3
%, K>

“, Y, Ve EH HoU  H

%,
‘ EH ) H,0
* T BUTANO-1,2,3,4-TETRACOL

EBD O

3,4-DIHYDROKSYTETRAHYDROFURAN

GST
H &\\\\SG
X OH
o o, N rmmmmmmmmeee >
H %,
N 4 GST 4
< < S-(1-HYDROKSYMETYLO- S-(1-HYDROKSYMETYLO-
"//H GSH ™., 2,3-EPOKSYPROPYLO)-GSH 2,3-DIHYDROKSYPROPYLO)-GSH
(e} \\
h H H
/% OH % OH
Yo R 2
2 %
(@) H HO H
S{2-HYDROKSY- S-(2,34-TRIHYDROKSY-
3,4-EPOKSYBUTYLO)-GSH BUTYLO)-GSH

Ryc. 12. Enzymatyczne (linie agite) i nieenzymatyczne (linie przerywane) drogi
detoksykacji DEB u ludzi i gryzoni: hydroliza (apprzganie z GSH (b). Na schemacie
przedstawiono stereoizomer S,S-DEB [19,116].
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Enzymatyczna hydroliza przebiegata w pasgym badaniu zgodnie z kinety Michaelisa-
Menten i odznaczala sduza efektywndcia, 0 czymséwiadczyta wysoka warkg stosunku
maksymalnej szybkoi procesu (Max 155,8 = 9,8 nmol/((mg biatkax min)) do stalej
Michaelisa (K4; 4,80 = 0,41 mmol/l). Okoto czterokrotnie mniejsaystosunkiemy,,/Kwy
(21,7/2,83) charakteryzowatagsieakcja zachodza pod wptywem frakcji mikrosomalnej
ludzkich ptuc. Chociabutano-1,2,3,4-tetraol jest kcowym produktem hydrolizy DEB, jego
znaczenie w badaniach toksykokinetycznycidZzb farmakokinetycznych jest znikome.
Wynika to z faktu, 4 w warunkachin vivo zwiazek ten jest rownie endogennym
przegciowym metabolitem cukrowym, ktéry podlega dalszpmemianom w tzw. szlaku
pentozofosforanowym do zwzikdw trojweglowych. Jednym z nich wydajegsbyé¢ 1,3-
dihydroksypropanon, wykryty w moczu myszy poddanychraeniu na znakowany
izotopowo BD [19].

Drugim szlakiem detoksykacji DEB u ludzi i gryzomest spontaniczne Ilub
enzymatyczne spgganie ze zredukowanym glutationem (GSH). W waruhkac
nieenzymatycznych produktem reakcji jest S-(2-hkdye3,4-epoksybutylo)-GSH, ktéry
powstaje w wyniku substytucji nukleofilowej na atemvegla C-1 0 mniejszej zawadzie
przestrzennej (Ryc. 12b). Wodowisku 0,1 mol/l buforu fosforanowego (KPIO/K,HPOy)

0 pH 7,4 i temperaturze 3T stala szybkwi drugiego rzdu dla tego procesu wynosita 99 *
6 l/(mol x h) [116]. Przy daym skzeniu obu substratéw (DEE 20 mmol/l, GSH>
50 mmol/l) obserwowano rowrie tworzenie 1,4-bis-(S-glutationylo)butano-2,3-djolu
bedacego wynikiem otwarcia obu pigieni epoksydowych DEB w reakcji z dwoma
czasteczkami GSH, jednak powstawanie tego podwojnego koniugatu w warunkachvo
jest bardzo malo prawdopodobne. Enzymatyczna @aluizgania DEB z GSH zachodzi
pod wplywem GST zlokalizowanej we frakcji cytozoleywatroby (gtéwnie), ptuc i innych
tkanek. Obecri@ enzymu zmienia mechanizm substytucji, prowsaddo ataku nukleofila
(GSH) na drugormowy atom wgla C-2 i utworzenia S-(1-hydroksymetylo-2,3-
epoksypropylo)-GSH. W warunkacim vitro w $rodowisku frakcji cytozolowej watroby
ludzkiej reakcja ta przebiegata zgodnie z kinatikichaelisa-Menten, dla ktorej parametry
Vmax | Kn wynosity odpowiednio 6,4 + 1,9 nmol/(mg bialkamin) i 2,1 £ 1,4 mmol/I.
Dwoma ostatecznymi produktami procesu byly jednak(1-Bydroksymetylo-2,3-
dihydroksypropylo)-GSH i S-(2,3,4-trihydroksybutyd@SH, ktére tworzyly si w wyniku
nastpczej hydrolizy  izomerycznych  produktow  odpowiednioenzymatycznej

i nieenzymatycznej koniugacji DEB z GSH (Ryc. 121)6]. In vivopowyzsze dwa zwizki
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moga uleg& dalszym przemianom enzymatycznym (kolejno aoziéniu kwasu
glutaminowego, dlicyny i acetylacji reszty cystdmyej) do odpowiednich kwasow
merkapturowych wydalanych z moczem: S-(1-hydroksytoe?,3-dihydroksypropylo)-GSH
do 3-(N-acetylo-L-cystein-S-ylo)-1,2,4-trinydrokaythnu, a S-(2,3,4-trihydroksybutylo)-
GSH do 4-(N-acetylo-L-cystein-S-ylo)-1,2,3-trihy#sybutanu. Odpowiednio pierwszy,
drugi i czwarty z wymienionych metabolitow wykryte moczu gryzoni eksponowanych na
znakowany izotopowo BD. Jednak poniewa EBD mae tworzy¢ sii z BD rownie
szlakiem niezalemym od DEB, autorzy nie mogli stwierdzz catkowity pewndcia, iz
wspomniane zwiki pochodzily z rozktadu DEB [116,117]. Ciekawywaimioskow dostarcza
przeniesienie wynikow badametabolizmu DEBnN vitro na warunkiin vivo, uwzgtdniapce
zawartd¢ bialek cytozolowych i mikrosomalnych w poszczegain naradach ludzi

i gryzoni. Podsumowag je mana stwierdz, iz u ludzi, w przeciwigstwie do szczurow
a zwlaszcza myszy, enzymatyczna hydroliza ma kilitae wickszy udziat w klirensie DEB
niz jego spreganie z GSH [19,116].

Oprocz typowego metabolizmu, w procesie elimin&g;j5-DEB nalgy uwzgkdni¢
udziat nieenzymatycznych reakcji tego reaktywnegaviazku z nukleofilowymi
biomolekutami. Wiadomo,zi DEB wiaze st nieenzymatycznie z ggteczly hemoglobiny
przez N-terminala reszt aminokwasow waliny, tworac addukt N,N-(2’,3’-dihydroksybut-
1',4’-diylo)walinowy (pyr-Val) posiadagcy piecien pirolidynowy. W warunkachn vitro
stata szybkeci drugiego rzdu tego procesu dla ludzkiej hemoglobiny wynosita
5,5x 10° I/(g x h). Podobnej reakcji ulegazt@rodukt czsciowej hydrolizy DEB — EBD,
dapc addukt N-(2’,3",4’-trihydroksy but-1"-ylo)walinowy(THB-Val) (Ryc. 13) [23,118-120].
Specyficzny tylko dla DEB addukt pyr-Val oznaczag sv postaci N-alkilowanego
heksapeptydu, uzyskanego po wyizolowaniu globiny egtrocytow i jej trawieniu
trypsyra [118-120]. Obecnie najczulsza dgsha technika, opracowana przez Boysena
i wsp. [118], pozwala na eginiccie LOQ na poziomie 4 pmol heksapeptydu na kolumnie
Tak wysok czulds¢ oshga sé dzieki zaawansowanej metodyce oczyszczania prébki oraz
zastosowaniu do oznaczenia analitu metody nano-HRBp€xzone] z tandemowym
detektorem mas wyposanym w zrodio jonizacji typu nanoelektrospray (nano-ESl-axan
MSMS). W pierwszym etapie, z mieszaniny uzyskanejtrawieniu trypsy# izoluje sk
N-alkilowany heksapeptyd metedchromatografii powinowactwa immunologicznego.
Nasgpnie kwasowy eluat zawiesgy analit poddaje siwlasciwej analizie nano-HPLC-nano-

ESI-MS/MS z dodatkowym ayciem tzw. kolumny putapkowej (angtrap columi).
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Ryc. 13. Reakcja DEB i EBD z Merminalma waling hemoglobiny. W warunkac
fizjologicznych addukt pyr-Val mee ulegé samorzutnej hydrolizie do THBal. Na
schemacie przedstawiono stereoizomery o konfiguahsjolutnej (2S,3S) [23,118].

W pierwszej kolejnéci badana probka nastrzykiwana jest na krétédlumne HPLC pelnica
role wspomnianej kolumny putapkowej, na ktorej analitlega silnej retencji
a zanieczyszczeniaa sszybko eluowane poza system analityczny. Po umstalo czasie
nastpuje automatyczne przekierowanie wyptywu fazy runbpz kolumny putapkowej na
wiasciwa nanokolumg HPLC @rednica rzdu 100 um), czemu towarzyszy uruchomienie
gradientu fazy ruchomej, ktéry pozwala na efektgwelucg analitu. Dodatkowo
zastosowanie szybka przeptywu fazy ruchomej egdu 1 ul/min pozwala na zwkszenie
czulasci samego detektora masowego. Wykorzystopisarn metody k, obecné¢ adduktow
pyr-Val (0,02 — 0,86 pmol/g globiny) stwierdzono Wevi pracownikéw przemystowych
naraonych zawodowo na BD [118]. Oznaczenia pyr-Val proezadzono rownieu zwierzt
laboratoryjnych po 10-dniowym nameniu na inhalagg BD (2 tygodnie, 5 dni/tydzie

8 h/dzi&). W zalegnosci od stzenia weglowodoru we wdychanym powietrzu (0,1 —
625 ppm) poziomy adduktow u myszy i szczuréw wyiyosdp owiednio 2,1 — 1980 i 0,6 —
125 pmol/g globiny. llé&¢ badanych patze rosta ze wzrostem stenia weglowodoru, ale

przy wyzszych sgzeniach nasppowalo czsciowe (myszy) hdz calkowite (szczury)
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wysycenie procesu ich tworzenia [119]. Z kolei pootizewnowym podaniu samego
(x)-DEB myszom w dawce 150 i 3Q0nol/kg, poziomy pyr-Val we krwi byly dio wyzsze
i wyniosly odpowiednio 5,8 i 21,1 nmol/gieuchaa globiny [120].

Zaawansowane prace dotyczakze oznacze ilosci adduktow DEB z DNA
w warunkachin vivo. W badaniach tych rowniekorzysta si z najnowszych rozwzaniach
analitycznych, bazagych na stosowaniu metody nano-HPLC-nano-ESI-M SIMISlumr
putapkows i wstgpnym oczyszczaniu prébki zhydrolizowanego DNA metpdep aratywnego
HPLC lub ekstrakcji do fazy stalej [26-28]. Techinik pozwalaj na oznaczenie adduktow
bis-N7G-BD i N1A-N7G-BD napoziomie 1 fmol/1Qdg DNA, co odpowiada 3 adduktom na
10° prawidtowych nukleotydow helisy DNA [26,27], oragzocyklicznych monoadduktow
1,N6-(a,y)-HMHPA na poziomie 0,5 fmol/10Qug DNA (15 adduktow/19 prawidtowy ch
nukleotyddéw; w tym przypadku stosowano metddapilarnej HPLC, w ktorejsrednica
kolumny wynosita 0,5 mm a przeplyw fazy ruchomejdbnin [28]). U myszy i szczurow
naraonych na réne stzenia BD najwgksze poziomy wymienionych adduktéw wykryto
w watrobie. Dominujcym typem paiczer byl bis-N7G-BD (do 4,01 0,4 adduktow/10
prawidiowych nukleotydéw odpowiednio u myszy i sadéw), natomiast iléci adduktow
N1A-N7G-BD a zwiaszcza 1,Na,y)-HM HPA byl znacaco mniejsze. Poza atroba
addukty bis-N7G-BD zidentyfikowano rowiiew piucach, grasicy, nerkach i mézgach
badanych zwiergt [26-28]. Do tej pory, mimo zaawansowanej metodgalizy ilgciowej,
wiazan krzyzowych indukowanych przez DEB nie wykryto u ludziram@nych na BD,
a jedynie u myszy (tylko bis-N7G-BD) poddanych @awemu systematy cznemu kontaktowi
ze stzeniami BD spotykanymi w warunkach naeaia zawodowego pracownikow produkciji
przemystowej gum, plastyfikatorowzywic [26].

1.13.Charakterystyka reziméw kondycjonujacych opartych na TREO

Od kaca lat 90 XX wieku zaréwno u osOb dorostych, jalizieci przeprowadzono
wiele autologicznych i allogenicznych HSCT pop rza&azch kondy cjonowaniem opartym na
wysokich dawkach TREO pgdzonych z ranymi cytostatykami, takimi jak FLU, CY,
melfalan, tiotepa, karboplatyna, dakarbazyna, etpp.oSpekirum schoraestanowacych
wskazanie do wykonania przeszczépalogenicznych byto bardzo szerokie i obejmowato
choroby ukfadu hematologicznego, zarobwno nowotwer@m.in. AML, MDS, ALL, CML,
CLL, chioniaki ziarnicze i nieziarnicze, MM, zespot mieloproliferacyjne), jak
I nienowotworowe, obejmage charakterystyczne dla wieku dzéigego wrodzone i nabyte
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defekty ukiadu krwiotwdérczego lub immunologicznefo.in. adrenoleukodystrafi beta-
talasemy, ciezka nabyt anem¢ aplastyczn, zespdt Wiskotta-Aldricha, zesp6t
Schwachmanna-Diamonda, mielofibgppsteopetrag [77,91-101]. Rzadsze przeszczepienia
autologiczne wykonano w przypadku nowotworow litych dzieci z ES oraz kobiet z rakiem
jajnika i rakiem piersi [77]. PoniewaTREO nie ma jeszcze wskazania rejestracyjnego do
kondycjonowania przed HSCT, wszystkie wymienione zgseczepienia zostaly
przeprowadzone w ramach baddinicznych z udzialem pacjentéw niekwalifikigych s¢
do standardowych zéndw kondycjonujcych z powodu znacznego ryzyka pojawienia si
powanych efektow toksycznych lub prognozowanej nieweglkskutecznéci terapii.
Pomimo tego faktu, uzyskane wynikiniertelngci spowodowanej leczeniem (TRM, ang.
treatment-related mortalily okre&lanej t& w przypadku choréb nowotworowych terminem
smiertelndgci niespowodowanej wznaew (NRM, ang. non-relapse mortalily czestosci

i nasilenia GVHD, czstasci wznowy choroby, czasu paecia wolnego od choroby (DFS,
ang. disease-free survivpai czasu catkowitego przgcia (OS, angoverall surviva) byto
lepsze lub przynajmniej porownywalne do standardestosowanych procedur [77,91-
101,121]. Z tej racji w 2004 roku Europejska Agentjekow (EMA) w ramach oceny
przedrejestracyjnej przyznata TREO status lekuosego w kondycjonowaniu przed
HSCT [122]. Oczywistym jest faktziautologiczne HSCT charakteryzowatg sinacznie
mniejszz TRM niz procedury allogeniczne. Wynikato to z szybkiegazezepienia komdrek
hematopoetycznych, zapewn@@go krotszy czas trwania neutropenii i przez tdejsne
ryzyko rozwoju powanych infekcji, a take z braku GVHD [77]. Jednak ostatnie badania
skupiap sk na stosowaniu TREO przed allogenicznym HSCT ucdzaorostych, gdy tylko

ta procedura jest jedynym potencjainym ratunkiemwvelu chorobach, wrod ktorych
statystycznie pierwsze miejsce zajmuje AM L.a¥¥ sk to z faktem,4 wytacznie przeszczep
allogeniczny, tj. niepochodzy od biorcy, zapewnia alloreaktywny efekt ,przesgzT przeciw
nowotworowi”, ktory razem z gégmem kondycjonujcym uczestniczy w skutecznej
eradykacji patologicznych komorek, zapobigegapawrotowi choroby nowotworowej [91-
96,98,99,101,121]. Z kolei w chorobach nienowotwagroh allogeniczny przeszczep stanowi
zrodio prawidliowych komérek hematopoetycznych zdotngo usurecia wrodzonego lub
nabytego defektu i odtworzenia systemu hematoppeggo i immunologicznego
w organizmie Dbiorcy [95,97,100]. W dotychczas proggadzonych remach
kondycjonugcych przed allogenicznym HSCT TREO podawano z yegutez trzy kolejne

dni w dawce dziennej 12 lub 14 ﬁ/rw skojarzeniu z CY lub FLU oraz, w przypadku
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zgodnych tkankowo dawcéw niespokrewnionych, dodakoi immunosupresantami
(dlobuling antyleukocytara badz alemtuzumabem) w celu lepszej prewencji odrzucenia
przeszczepu i GVHD [77,91-101,121]. Aktualnie uwagansplantologbw skupiaesina
rezimie opartym na TREO (8 12 — 14 g/f) i FLU (5 x 30 mg/n), w ktérych leki podaje
si¢ odpowiednio od 6 do 4 dnia i od 6 do 2 dnia prpéghowanym przeszczepieniem.
W latach 2011-2012 zakozyly sk wielocsrodkowe prospektywne badania kliniczne Il fazy,
w ktorych przed allogenicznym HSCT u dorostych patw z zaawansowany mi chorobami
nowotworowymi, gtbwnie AML i MDS, zastosowano pamgy schemat
kondycjonugcy [93,96,101]. Wyniki tych badapozwalag przyzn& rezimowi TREO/FLU
status tzw. kondycjonowania o zredukowanej toksgaznRTC). taczy on bowiem cechy
typowego kondycjonowania mieloablacyjnego (MAC)kirym stosuje giwysokie dawki
srodkéw mieloablacyjnych (np. BU & 4 mgkg lub FTBI> 500 cGy), z cechami
kondycjonowania o zredukowanej intensyweio(RIC), opartych z reguly na FLU

i mniejszych dawkach BU (np. & 3,2 mgkg). Zalet RIC w poréwnaniu z MAC jest
mniejsze ryzyko TRM, co unitiwia objecie proceduy allogenicznego HSCT pacjentow
starszych i ostabionych chorobami wspofistgggmi lub wczeéniejszymi chemioterapiami.
Z drugiej jednak strony RIC wia sk z wyzszym ryzykiem odrzucenia przeszczepu
i wznowy choroby [77,98]. Przy stosowaniu wspomagmkondycjonowania RTC opartego
na TREO i FLU u biorcow notuje siszybkie (10 — 20 dni) i trwale wszczepienia, szgbk
uzyskanie chimeryzmu hematopoetycznego catkowit@macjenci z nowotworami) lub
przynajmniej stabilnego mieszanego (dzieci z chansbnienowotworowymi szpiku) oraz
relatywnie niski poziom wznowy, co jest charaktéygzne dla MAC. Jednocgeie jednak,
dzieki matej toksycznéci naradowej TREO, obserwujeeniski stopi@é toksycznéci catego
rezimu kondycjonuyjcego (RRT, angiegimen-related toxicily a w konsekwencji obnong
TRM (zazwyczaj 5 — 25% po 2 3 latach), podokndo tej uzyskiwanej w RIC. W zakresie
RRT gtowny problem stanowpowane infekcje (Il i IV stopié NCI-CTC), kiore dotykaj
okoto 50 — 80% pacjentow agtowm przyczyra TRM [91-101,121]. Shimoni i wsp. [98]
twierdza, iz tak wysoka cgstas¢ powanych infekcji mae wynik& z bardzo wczesnego
wystapienia neutropenii u pacjentéw a przez to diugiegasu jej trwania. Podczas analizy
poréwnawczej autorzy ci zauwdi, iz po kondycjonowaniu z ayciem TREO i FLU
neutropenia rozpoczynatagssrednio w dniu wykonania HSCT, a w przypadku BU/FLU
dopiero kilka dni péniej. Przyczym tej r&znicy maze hy¢ fakt, z TREO dziala

cytotoksycznie na multipotencjalne i ukierunkow&oenorki hematopoetyczne, podczas gdy
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BU gtéwnie na pierwsze z nich [98]. Ostatecznie@drelatywnie mata ezstas¢ NRM oraz
wznowy choroby sprawiaj iz RTC oparte na TREO i FLU zapewnia waie wysoki
stopi;é DFS i OS u pacjentow z konkretnym typem choroby. btkorobach
nienowotworowych u dzieci w okresie-23 lat po HSCT wznownotuje s¢ bardzo rzadko,
stad DFS i OS s zblizone i wynosz ~ 80 — 95% [95,97,100]. Gorsze wyniki uzyskuje si
w badaniach z udzialem pacjentéw ciggyich z powodu choréb nowotworowych, ady
czestsze wznowy (5 — 36%) przeklaglajg na nizsza czestas¢ 2 — 3-letniego DFS (47 — 67%)
i OS (52 — 71%) [91-96,98,99,101,121]. Dodatkowrygawuje s¢ zréznicowanie wy nikOw
terapii w zalenosci od zaszeregowania chorych do grup niskiego i okiego ryzyka
(np. osoby starszele rokupcy status nowotworu). Chociav drugiej wymienionej grupie
rezim TREO/FLU czsto daje lepsze wyniki hi BU/FLU lub FTBI, nie § one tak
satysfakcjonujce jak te uzyskiwane u pacjentow o lepszym rokowd®3-95,98,121].
Przyktadowo wrdod chorych na AML w agu dwoch lat po allogenicznym HSCT
poprzedzonym temem TREO/FLU wznowa choroby nagstta u 25% oséb poirej 50 roku
zycia oraz u 50% starszych pacjentéw [93]. W badarémecka i wsp. [94] w okresie dwOch
lat od przeszczepienia wznowa wymstwala znacznie rzadziej w grupie pacjentow z MDS
(15%) ni w grupie chorych na opagnlub nawrotow posté AML (63%). Z kolei

u pacjentéw pediatrycznych leczonych z powodu ABML wy zszy stopié 2-letniego DF S
zanotowano, gdy HSCT wykonano w stanie pierwszikpeate] remisji choroby (52%) ui
w przypadku kolejnej catkowitej remisjatdz jej braku (13%) [95].

Podsumowujc, naley zwréck uwag, iz we wszystkich do tej pory
przeprowadzonych prébach Kklinicznych ae#enie pacjentow do HSCT poprzedzonego
kondy cjonowaniem opartym na TREO nie podlegato oanidacji, lecz byto podyktowane
niekwalifikowaniem s§ chorych do standardowych procedur. W konsekweangliza
poréwnawcza TREO i standardowych czynnikow mielaajghych (BU i FTBI) bazuje w tej
chwili na wynikach pochodgych z heterogennych grup pacjentéow i chorob. Akiea
jednak tocz sk pierwsze wielofrodkowe medzynarodowe randomizowane badania
kliniczne 11l fazy poréwnujce reim kondycjonujcy TREO/FLU z referencyjnym zénem
BU/FLU przed allogenicznym HSCT u dorostych paajemz AML oraz MDS. Pozwalone
zatem bardziej jednoznacznie odenvartas¢ TREO jako czynnika mieloablacyjnego

stanowicego potencjalmalternatywe dla BU [93,94,96].
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IV. CZESC DOSWIADCZALNA
2. Aparatura i sprz ¢t laboratoryjny
chromatograf HP 1100 z detektorem UV (Hewlett-Pettké&/aldbronn, Niemcy)
kolumna HPLC Nucleosil 100 C18 (250 x 4,6 mm, 5 pmprekolumia Nucleosil C18
(Grace, Deerfield, USA)
chromatograf Agilent 1200 z detektorem RID (Agil@rdchnologies, Waldbronn, Niemcy)
kolumna HPLC Hypersil ODS (150 x 4,6 mm, 5 um) zkolumry Hypersil ODS
(4 x 4 mm, 5um) (Agilent Technologies, Darmstademcy)
chromatograf Agilent 1200 z detektorem ESI-MS/MS1@& Triple Quad (Agilent
Technologies, Waldbronn, Niemcy)
automatyczny titrator DL50 z elektrgdpH-metrycza DG101-SC (Mettler-Toledo,
Zurich, Szwajcaria)
pH-metr automatyczny CyberScan pH 510 (Eutech umsénts, Singapur)
waga analityczna SARTORIUS BP 100 S (Sartorius,twen, Niemcy)
wytrzasarka laboratoryjna 380 S (Elpan, Lubawa, Polska)
miniwytrzasarka Minishaker M S-2 (IKA-Works Inc., USA)
wiréwka Centrifuge 5804 (Eppendorf, Hamburg, Nieincy
wiréwka EBA 12R (Hettich, Tuttlingen, Niemcy)
proboéwki do ultrafiltracji osocza Amicon Ultra-0,5nm{Merck Millipore, Billerica, MA,
USA)
strzykawki do HPLC, pojemr$é 100 pl (Hamilton, Reno, NV, USA)
urzadzenie do odgazowywania metagtradzwickdw UM -4 (Unitra, Olsztyn, Polska)
urzadzenie do odparowywania rozpuszczalnikbw organichnyechne Dri-Block DB-3
(Techne, Stone, Wielka Brytania)
taznia wodna TW12 (Julabo, Seelbach, Niemcy)
laznia wodna z wytrasarlq Elpan typ 357 (Elpan, Lubawa, Polska)
laznia wodna z termostatem A100 (Lauda, Konigshofeanidy)
mieszadio magnetyczne IKA3671000 (IKA, Warszawaska)
aparat do dejonizacji wody Simplicity UV (Merck Mplore, Billerica, MA, USA)
zestaw dogzenia (Sartorius, Goettingen, Niemcy)
saczki osrednicy poréw 0,45 um (Sartorius, Goettingen, Nigmc
probéwkitypu easy-cap 1,5 ml (Sarstedt, NUmbredigmcy)
probéwkitypu SafeSeal 2,0 ml (Sarstedt, NUmbrediemcy)
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probéwki wirébwkowe 9 ml (Sarstedt, NUmbrecht, Nigmc
zestaw pipet automatycznych 10 — 5000 ul (Epp endtamburg, Niemcy)
zestaw szkta laboratoryjnego.

3.Odczynniki

« treosulfan (Ovastat' 5000) (medac GmbH, Hamburg, Niemcy)

* (¥)-1,2:3,4-diepoksybutan (min. 97%) (Sigma-Aldri&teinheim, Niemcy)

o 2,2'-dinitrobifenyl (2,2’-DNBP) (Sigma-Aldrich, Sieheim, Niemcy)

» paracetamol (Acetaminophen 98%) (Sigma-AldrichjnBiggm, Niemcy)

» kwas 3-nitrobenzenosulfonowy uwodniony (min. 95%L( Europe NV, Boerenveldsweg,
Belgia)

» kwas cytrynowy 1-hydrat cz.d.a. (P.O.Ch., Gliwiee|ska)

» kwas octowy cz.d.a. (99,5 — 99,9%) (P.O.Ch., Glwkolska)

» sodu wodorotlenek cz.d.a. (P.O.Ch., Gliwice, Pglska

» sodu wodorotlenek, roztwér mianowany 0,1 mol/l (29) (P.O.Ch., Gliwice, Polska)

* sodu chlorek cz.d.a. (P.O.Ch., Gliwice, Polska)

» disodu wodorofosforan cz.d.a. (P.O.Ch., GliwicdsRa)

* sodu octan (min. 99,0%) (Sigma-Aldrich, Steinhdiremcy)

» potasu chlorek cz.d.a. (P.O.Ch., Gliwice, Polska)

» potasu diwodorofosforan cz.d.a. (P.O.Ch., GliwiRelska)

« 1-oktanol Emplur®! (Merck, Darmstadt, Niemcy)

» acetonitryl do HPLC o czysid gradientowej (Merck, Darmstadt, Niemcy)

 dichlorometan do HPLC (P.O.Ch., Gliwice, Polska)

» osocze krélicze do diagnostyki in vitro (Biomed,aKéw, Polska), liofilizat przeznaczony
do rekonstytucji w 1,8 ml wody

» azot spezony (Messer Polska, Chorzow, Polska)

» woda dejonizowana uzyskana z zastosowaniem apyi@itaplicity UV

* Woda do wstrzykiwa Fresenius 100 ml (Fresenius Kabi, Warszawa, Pplska

* Natrium chloratum 0,9% Kabi (Fresenius Kabi, WarsaaPolska)

» strzykawki jalowe poj. 2, 5, 10, 20, 50 ml (Bectditkinson, Warszawa, Polska)

* igly jalowe (Terumo Deutschland GmbH, Eschborn,ni\ig)

 lignina (Hartmann, Pabianice, Polska)

» Ondansetron Kabi (ondansetron 2 mg/ml) (Fresenals,KNVarszawa, Polska)
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» Bioketan (ketamina 100 mg/ml) (Vetoquinol BiowetQi@ow WIkp ., Polska)
» Xylavet (ksylazyna 20 mg/ml) (ScanVet, Gniezno,SRa)
e do sporadzenia roztworéw zywano wody dejonizowanej o przewodob wiasciwej

0,055uS/cm, przesczonej przez &zek o wielkdci poréw 0,45 pm.

4. Roztwory podstawowe i wzorcowe stosowane w metodattiPLC
4.1.Roztwory podstawowe TREO

Do kolby miarowej o pojemrci 10 ml odwaono TREO w ildci 0,0557 ¢
(oznaczanie TREO w roztworach buforowych) lub 0289(oznaczanie TREO w osoczu
i cieczy wodnistej oka), rozpuszczono w wodzieupieiniono do kreski. Uzyskano roztwory

podstawowe o skeniu odpowiednio 20 i 50 mmol/l.

4.2.Roztwor podstawowy (+)-DEB

Do kolby miarowe] o pojemrsei 10 ml odmierzono 15,5 pl (x)-DEB (temp.
pokojowa) i uzupelniono wad do kreski. Uzyskano roztwor podstawowy azshiu
20 mmol/I.

4.3.Roztwor podstawowy TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB

Do kolby miarowej o pojemrigi 25 ml odwaono 0,1392 g TREO i rozpuszczono
w 15 ml wody. Naspnie, przy ciglym mieszaniu kolly dodawano kroplami 5 ml
mianowanego roztworu NaOH ogseniu 0,1 mol/l, po czym uzupetiono wpdo kreski.
Otrzymano roztwor podstawowy TREO, S,S-EBDM i SBEED w ktérym sézenia analitow
wynosity w przyblzeniu odpowiednio 5, 10 i 5 mmol/l, zgodnie z moadelgktywacji TREO
ustalonym przez Feita i wsp. [6]. Dokladne wéciazeczywistych szen zostaty ustalone

w toku dalszej metodyKki.

4.4.Roztwory wzorcowe TREO

Do kolb miarowych o pojemsoi 10 ml odmierzono 20, 40, 100, 200, 500, 1000,
2000 i 5000 pl roztworu podstawowego TREO g@ahiu 50 mmol/l i uzupetniono wadlo
kreski. W ten sposoOb uzyskano roztwory wzorcowéepemniu odpowiednio 100, 200, 500,
1000, 2500, 5000, 10000 i 25000 pmol/l, stosowasspnie podczas oznaczania TREO

W 0soczu i cieczy wodnistej oka.
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4.5.Roztwory wzorcowe TREO i (x)-DEB

Do kolb miarowych o pojemsoi 10 ml odmierzono po 25, 50, 125, 250, 500, 1250,
2500 i 3000 pl roztworéw podstawowych TREO i (x)®B skzeniu 20 mmol/l kady
i uzupetiono wod do kreski. W ten sposOb otrzymano roztwory wzoremawierajce
TREO i (x)-DEB o stzeniach 50, 100, 250, 500, 1000, 2500, 5000 i 60861{L Dodatkowo
do kolby miarowej o pojemrci 10 ml odmierzono 200 i 400 ul roztworu wzorcoweg
TREO i (x)-DEB o0 sgzeniu 500 pmol/l i uzupetiono waddo kreski. Uzyskano w ten
spos6b roztwory wzorcowe TREO i ()-DEB ezgniach 10 i 20 pmol/I.

4.6.Roztwory wzorcowe TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB
Do kolb miarowych o pojemsoi 10 ml odmierzono 20, 40, 100, 200, 500, 1000,

2000 i 5000 pl roztworu podstawowego TREO, S,S-EBD®)S-DEB i uzupetniono wad
do kreski. W ten sposOb uzyskano roztwory wzorcasevieragce TREO i S,S-DEB

0 przyblizonych stzeniach odpowiednio 10, 20, 50, 100, 250, 500, 1(@&00 pmol/l oraz
S,S-EBDM odpowiednio 20, 40, 100, 200, 500, 10@m®i 5000 umol/ll. Dodatkowo do
kolby miarowej o pojemnizi 10 ml odmierzono 40 i 100 pl roztworu wzorcowdgeEO,
S,S-EBDM i S,S-DEB 500;1000;500 pumol/l i uzupettonodch do kreski. Uzyskano w ten
sposoéb roztwory wzorcowe TREO, S,S-EBDM i S,S-DEBrayblizonych stzeniach 2;4;2

i 5;10;5 umol/l. Doktadne wartoi stezen zostaly ustalone w toku dalszej metodyKi.

5. Inne roztwory stosowane w metodach HPLC
5.1.Roztwory kwasu cytrynowego

Do kolb miarowych o pojemsoi 10 ml odwaono 2,1014 gi 3,6774 g jednowodnego
kwasu cytrynowego, rozpuszczono w wodzie i uzupelni do kreski. W ten sposéb
otrzymano roztwory kwasu cytrynowego @zs&niu odpowiednio 1 i 1,75 mol/l. Z roztworu
0 skzeniu 1 mol/l przygotowywano nagtnie w kolbach 10 ml rozaiezenia o sgzeniach
0,05, 0,30 0,35 mol/l.

5.2.Roztwdr 1 mol/l NaOH

Do 50 ml kolby miarowej odwano 2,00 g wodorotlenku sodu, rozpuszczono

w okoto 40 ml wody i uzupetniono do kreski. Otrzymoaoztwér NaOH o stzeniu 1 mol/l.
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5.3.Roztwor odczynnika derywatyzupcego 3-NBS (metoda HPLC-UV)

Do kolby miarowej o pojemrci 10 ml odwaono 0,2000 g uwodnionego 3-NBS,
rozpuszczono we wcgeiej przygotowanej mieszaninie acetonitrylu i wo@®5:5, viv)
i uzupetniono 4 mieszanin do kreski. W ten sposdb uzyskano roztwor 3-NBSepesiu

20 mg/ml, w przeliczeniu na hydrat.

5.4.Roztwor wzorca wewrgtrznego IS1 (metoda HPLC-RID)
Do kolby miarowej o pojemrdai 50 ml odwaono 0,0378 g paracetamolu,
rozpuszczono w wodzie i uzupetniono do kreski. Uay® roztwor IS1 o gkeniu 5 mmol/l.

5.5.Roztwor wzorca wewrgtrznego IS2 (metoda HPLC-UV)

Do kolby miarowej o pojemrci 10 ml odwaono 0,0200 g 2,2-DNBP,
rozpuszczono w acetonitrylu i uzupetniono do kreSkiten sposob otrzymano roztwor 1S2
0 stzeniu 2 mg/ml (8,20 mmol/l).

5.6.Ekstrahent zawierajacy IS2 (metoda HPLC-UV)

Do kolby o pojemngci 100 ml odmierzono 10 ml acetonitrylu, 50 pl reatu 2,2'-
DNBP o stzeniu 2 mg/ml i uzupetniono dichlorometanem do kregk tak przygotowanej
mieszaninie szenie |S2 wynosito 1 pg/ml (4,10 pmol/l).

6. Roztwory buforowe o pH 7,4 stosowane w badaniachrketycznych
6.1.Bufory fosforanowe

Celem przygotowania buforéw fosforanowych o ékmeym stzeniu i sile jonowej,
w zlewce w okoto 95 ml wody rozpuszczono kolejnpodiednie ilgci KH,PO, i NaoHP O,
oraz, jéli zachodzita potrzeba, rowrieNaCl (Tabela 5). Po uplywie przynajmniej 16 h
otrzymane roztwory termostatowano wrawodnej o temperaturze 37 °C i doprowadzono za
pomoea 1 mol/l NaOH do pH 7,40. Po ostudzeniu roztworu témperatury pokojowej
zawart@¢ zlewki przeniesiono ikciowo do 100 ml kolby miarowej i uzupetniono wodo
kreski.
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Tabela 5. Skiad buforéw fosforanowych o pH 7,40 {g8) stosowanych w badaniach
kinetycznych TREO ijego epoksytransformerow

llos¢ soli uzyta do sporzdzenia Objetos¢ 1 mol/l
Sumaryczne o
o Sita jonowa 100 ml roztworu [g] NaOH zuyta do
stezenie buforu
[mol/l] uzyskania pH 7,40
[mI/100 ml buforu]
0,0615 0,16 0,1610 0,7052 - 0,1
0,0730 0,19 0,1910 0,8370 — 0,1
0,369 1,0 0,9662 4,2304 - 2,4
0,0615 1,0 0,1610 0,7052 4,9098 0,75

6.2.Bufor PBS
W celu przygotowania roztworu PBBhpsphate buffered salines zlewce w okoto

95 ml wody rozpuszczono kolejno 0,7738 g NaCl, 908 KCI, 0,0250 g KKPO, i 0,1096 g
NaHPO, Po uplywie przynajmniej 16 h roztwér termostatowaw ta&ni wodnej

o temperaturze 37 °C i doprowadzono za pamoztworu titranta zawierggego 0,025 mol/l
NaOH (pkt. 8.3) do pH 7,40, zywajac 1,5 ml tego roztworu. Po ostudzeniu roztworu do
temperatury pokojowej zawadozlewki przeniesiono ikciowo do 100 ml kolby miarowe]j

i uzupetniono wod do kreski. Otrzymany bufor PBS charakteryzowat sila jonowa
(0,26 moll) i sktadem jonowym zblbnymi do Iludzkiegp osocza i piynu

zewrgtrzkomorkowego.

7. Roztwory buforowe o pH 4,4 stosowane w badaniachol
7.1.Koncentrat buforu ABS

Koncentrat roztworu ABSaetate buffered salipeotrzymano przez rozpuszczenie
w okoto 95 mlw 100 ml zlewce kolejno 0,3035 g eetasodu, 1,6 g NaCl i 0,04 g KCI oraz
dodanie 360 pl kwasu octowego. Po 24 h roztwor depdzono w temperaturze 37 °C do
pH 4,4 za pomac 1 mol/l NaOH (ok. 0,35 ml), po czym ostudzono dmnperatury
pokojowej, przeniesiono i#eiowo do kolby miarowej o pojemda 100 ml i uzupetniono
woda do kreski. W ten sposob uzyskano roztwoér o sileoyee] 0,32 mol/l, w ktorym

sumaryczne stenie kwasu octowego i octanu sodu wynosito 0,1Imol/
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7.2.Bufor ABS

W celu otrzymania buforu ABS, przygotowany wazej koncentrat (pkt. 7.1)
zmieszano z wadw stosunku oljosciowym 1:1, uzyskuc roztwdr o sumarycznym
stezeniu kwasu octowego i octanu sodu réwnym 0,05 m@&iizenia NaCl (137 mmol/l)
i KCI (2,7 mmol/l) w buforze ABS oraz jego sita mwa (0,16 mol/l) wzorowane byty na
skladzie buforu PBS (pkt. 6.2), aby odpowiadaly teémiom charakterystycznym dla krwi
lub plynu zewntrzkomoérkowego u ludzi. War6 pH 4,4 wymagana byta dla zapewnienia
stabilngci TREO i S,S-EBDM w trakcie analizyoR.

8. Inne roztwory stosowane w badaniach kinetycznych
8.1.Roztwor 0,15 mol/l TREO

Do kolby miarowej o pojemrigi 10 ml odwaono 0,4174 g TREO, rozpuszczono
w wodzie i uzupetniono do kreski.

8.2.Roztwor 0,15 mol/l (+)-DEB
Do kolby miarowe] o pojemrsgi 10 ml odmierzono 116,Ql (x)-DEB (temp.

pokojowa) i uzupetniono waddo kreski.

8.3.Roztwor titranta

Titrantem stosowanym w celu utrzymania stalego péticzas badania kinetyki
aktywacji TREO w roztworze PBS byt 0,025 mol/l NaOd sile jonowej 0,16 mol/l.
W poréwnaniu do roztworu PBS, titrant charakteryabvek identyczm zawartdcia
chlorkéw, lecz zamiast fosforanow zawierat NaOH, welu neutralizacji kwasu
metanosulfonowego, uwalnagego s¢ w trakcie przemiany TREO do epoksytransformerow.
Roztwor titranta przy gotowano przez rozpuszczeni@78 g NaCl i 0,1934 g KCI w 100 ml
wody, dodanie 250 ml mianowanego 0,1 mol/l NaOHzupetnienie do kreski w kolbie

miarowej o pojemn<ei 1 |.
9. Metody HPLC oznaczania TREO i jego epoksytransformew

Do oznaczania TREO i jego epoksytransformerow ztvworach buforowych (badania

kinetyczne i analiza &y) oraz samego TREO w osoczu i cieczy wodnistej kikdikow
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(badania farmakokinetyczne) stosowano metodPLC-RID. Ze wzgtkdu na

niewystarczajca czutgs¢ powyzszej metody, do oznaczania niskich pozioméw S,SHEBD
i S,S-DEB (lub (+)-DEB) we wspomnianych matrycachldgicznych uzyskanych od
zwierzat wykorzystano zmodyfikowan metodd HPLC-UV, bazujca na derywatyzacji

epoksydow zapoma@-NBS [16].

9.1.Warunki pracy aparatow do HPLC
a) w metodzie HPLC-RID

Chromatograf Agilent 1200 sktadatsa pompy izokratycznej, uktadu do manualnego
nastrzyku probki, detektora RID oraz programu ChEn@ do sterowania prac

chromatografu i komputerowej analizy danych.

Warunki pracy chromatografu:

» Kolumna Hypersil ODS (150 x 4,6 mm, 5 pum)

» Faza ruchoma: 0,01 mol/l bufor octanowy o pH 46etonitryl (95:5, viv)
» Szybka¢ przeplywu fazy ruchomej: 1 ml/min

* Objetos¢ nastrzyku: 100 pl

» Detekcja RID (temperatura celi pomiarowej 35 °Clap@acja pozytywna).

Przygotowanie fazy ruchome;:

Do zlewki odwaono 0,5906 g bezwodnego octanu sodu, rozpuszczommaie
i przeniesiono iléciowo do kolby miarowe] o pojemidc 2 I. Nastpnie dodano 732 ul
kwasu octowego, uzupetniono wpdo kreski i wymieszano. Po uplywie 24 h przygotowa
roztwor przesczono przezgzek celulozowy drednicy poréw 0,45 um i doprowadzono do
pH 4,5 za pomac 1l mol/l NaOH. Nasfpnie do cylindra miarowego o pojensao 2 |
odmierzono 100 ml acetonitrylu i uzupetniono praygeanym buforem octanowym do 2 I.

Otrzy man, faze ruchom, odgazowywano za pomgaltradzwiekdéw przez 10 min.

b) w metodzie HPLC-UV
Chromatograf HP 1100 skiadaksi pompy gradientowej, systemu odgaz aeego
fazg ruchom, uktadu automatycznego nastrzyku prébki, termastahego kompartmentu

" Metoda zostata w mdlzyczasie opublikowana z patiiem 2013 r. w J Pharm Biomed Anal [15].
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kolumny HPLC, detektora UV oraz programu ChemStatido sterowania prac

chromatografu i komputerowej analizy danych.

Warunki pracy chromatografu:

» Kolumna Nucleosil 100 C18 (250 % 4,6 mm, 5 um)

« Temperatura kolumny: 2%

* Faza ruchoma: woda : acetonitryl (O min — 40%, 12 m80%, 13 min — 80%, 15 min —
40%, 20 min — 40% acetonitrylu)

o Szybka¢ przeplywu fazy ruchomej: 1 ml/min

* Objetos¢ nastrzyku: 20 pul

» Detekcja UV przyinax= 264 nm.

9.2.Przygotowanie prébek do krzywych wzorcowych
9.2.1.0znaczanie TREO i epoksytransformeréw w roztworachbuforowych o pH 7,4
metody HPLC-RID

Do probowek typu easy-cap odmierzono 250 ul bufosforanowego lub PBS o pH
7,4 i doprowadzono do pH paej 50 za pomac25 pl roztworu kwasu cytrynowego
o odpowiednim seniu (0,30, 0,35 i 1,75 mol/l odpowiednio dla bwfdiosforanowego
o stzeniu 0,0615, 0,0730 i 0,369 mol/l oraz 0,05 molA Huforu PBS), celem unikgtia
dalszej aktywacji TREO. Nagtnie dodano 250 pl roztworu wzorcowego TREO i (8D
(pkt. 4.5) lub TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB (pkt. 4d@naz 25 pl roztworu paracetamolu (1S1)
0 skzeniu 5 mmol/l. Po wymieszaniu, 10d otrzymanego roztworu nastrzykiwano na
kolumre chromatograficzaa Stezenia analitow przedstawione na krzywych wzorcowych
odpowiadaly dokitadnie warfoi ich skzen w roztworach wzorcowych. Préba zerowa
zawieratla 250 pl buforu fosforanowego lub PBS, 25rqetworu kwasu cytrynowego
o0 odpowiednim sgeniu, 250 pl wody zamiast roztworu wzorcowego o2&zl roztworu
IS1.

9.2.2.0znaczanie TREO i epoksytransformeréw w roztworze BS metody HPLC-RID
Do probéwek typu easy-cap odmierzono 250 ul bufaBS o pH 4,4, 250 ul
roztworu wzorcowego TREO i (x)-DEB (pkt. 4.5) IlUbREO, S,S-EBDM i S,S-DEB
(pkt. 4.6) oraz 25 pl roztworu I1S1 cegéniu 5 mmol/l. Po wymieszaniu, 1@Dotrzy manego
roztworu nastrzykiwano na kolumarchromatograficza Stezenia analitdw przedstawione na
krzywych wzorcowych odpowiadaly doktadnie watio ich stzen w roztworach
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wzorcowych. Proba zerowa zawierata 250 ul buforlSAB50 pul wody oraz 25 pl roztworu
IS1.

9.2.3.0znaczanie TREO w osoczu kréliczym metegHPLC-RID

Do probéwek Amicon Ultra-0,5 mL odmierzono 300 jpkocza kréliczego
nieobcazonego analitem i doprowadzono do pH @epb,0 za pomagcl5 pl roztworu kwasu
cytrynowego o szeniu 1 mol/l, w celu unikricia dalszej aktywacji TREO. Naginie
dodano 30 pl roztworu podstawoweggdb wzorcowego TREO o odpowiednimegéeniu
(pkt. 4.4) oraz 30 pl roztworu IS1 ogséniu 5 mmol/l i wymieszano. Gtenia analitu
przedstawione na krzywej wzorcowej byly 10-krotmaiejsze w stosunku do jegoesen
w roztworach wzorcowych. Préba zerowa zawierata|BD@socza kroliczego nieol¢bnego
analitem, 15 pl 1 mol/l kwasu cytrynowego, 30 pldywo 30 pl roztworu IS1. Przygotowane
prébki poddano ultrafiltracji przez wirowanie z pspieszeniem 14000 x g przez 10 min
w temperaturze 20 °C. Qfpps¢ 100 pl odbiatczonego filtratu nastrzykiwano nauikohe

chromatograficza

9.2.4.0znaczanie epoksytransformeréw w osoczu kréliczym etoda HPLC-UV

Do fiolek o pojemnéci 24 ml odmierzono 500 ul osocza kréliczego nieatonego
analitami, doprowadzono do pH pagi 5,0 za pomac25 pl 1 mol/l kwasu cytrynowego
i dodano 50 pl roztworu podstawowegadb wzorcowego TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB
o odpowiednich sfzeniach epoksypochodnych (pkt. 4.6)k78nia analitow przedstawione na
krzywych wzorcowych byly 10-krotnie mniejsze w stoku do ich stzen w roztworach
wzorcowych. Proba zerowa zawierata 500 pl osocshiickego nieobeizonego analitami,
25 ul 1 mol/ll kwasu cytrynowego i 50 pl wody. Amgliekstrahowano za pomop®d ml
ekstrahentu zawiergjego dichlorometan, acetonitryl (90:10, viv) | 2DNBP (1S2)
(pkt. 5.6), wytrasapc probki przez 10 min przy amplitudzie 4 cm iestotliwosc
300 cykli/min. Po wytrzsaniu probki chlodzono przez 10 min w temperatuze€C
i wirowano przez 10 min z przyspieszeniem 1620w celu rozdzielenia warstw. Uzyskan
dolng warstwe organiczia przenoszono bez jakichkolwiekladéw osocza do fiolek
0 pojemndci 24 ml i dodawano 100 ul roztworu 3-NBS gzs&niu 20 mg/ml. Derywatyzacja
epoksytransformeréw przebiegata wrtawodnej w temperaturze 50 °C przez 4 h. Po tym
czasie probki wyjmowano i zostawiano w temp eratyorakojowej przez okoto 12 h. W celu
oczyszczenia mieszaniny poreakcyjnej z nadmiarwzyoaicika derywatyzuarego, do fiolek
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odmierzano 1 ml wody i wytgsano prébki przez 10 min przy amplitudzie 4 cm
i czestotliwosci 300 cykli/min. Rozdziat warstw uzyskiwano chiadzprébki przez 10 min

w temperaturze 4 °C, a ngshie wirupc przez 10 min z przyspieszeniem 1620 x g. Pabran
dolna warstwe organiczm odparowywano do sucha w fagodnym przeptywie azotu
w temperaturze 40 °C. Sucpozostaté¢ rozpuszczano w 500 pl acetonitrylu i nastrzy kiwano

na kolumr chromatograficzaaw obgtosci 20 pl.

9.3.Walidacja metod HPLC

W celu walidacji metod analitycznych oznaczaniaETRi jego epoksytransformeréw
w roztworach buforowych oraz osoczu kréliczym wyzzmno naspujace parametry:
selektywné¢, liniowosé, granie wykrywalnasci (LOD) i LOQ oraz precyzji doktadng¢
oznaczania w ggu dnia i mgdzy dniami. Dodatkowo dla metod wymagajch izolacji
analitéw z matrycy (oznaczanie TREO i epoksytramséwow w osoczu kréliczym)
wyznaczono odzysk analitow. Z powodu brakuzlmmsci uzyskania wy starczagjej ilosci
specyficzne] matrycy biologicznej — cieczy wodnjsb&a, nie przeprowadzono walidacji
oznaczania TREO i epoksytransformerow w tej matryZy tej przyczyny do analizy
ilosciowej zwhzkOow w cieczy wodniste] pobranej od krolikow wykpstrano krzywe
wzorcowe uzyskane dla osocza. W przypadku metodyGHRID oznaczania TREO
i epoksytransformerow w roztworach buforowych o pM, peta walidacg przeprowadzono
z wyciem buforu fosforanowego o¢geniu 0,0730 mol/l. Dla pozostalych matryc (tj. bwfo
fosforanowego o gteniu 0,0615 mol/l i sile jonowej 0,16 i 1,0 mobiuforu fosforanowego
o0 stzeniu 0,369 mol/l i sile jonowej 1,0 mol/l oraz bufoPBS) wykonano walidagj
czesciowa, polegajica na potwierdzeniu dokladia i precyzji préb kontroli jakéci (QCs)
w odniesieniu do krzywych wzorcowych ustalonych kigoru fosforanowego o &teniu
0,0730 mol/l. Wykonano réwniebadania stabilnei analitbw w roztworze podstawowym
TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB oraz prébkach 0,0730 mdiliforu fosforanowego
doprowadzonego do pH pasj 5,0.

9.3.1.Selektywnaé
Selektywné¢ metod zostata okéwna na podstawie porOwnania chromatograméw
zarejestrowanych dla matryc nieatamnych analitami i zawierggych anality o rénym

stezeniu, w tym LOQ. Analizowano mbwos¢ interferencji pikow pochodych od
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skladnikow matrycy z pikami analitow. Oceny rozdizigasiadupcych pikéw dokonano
w oparciu o wsp 6tczy nnik Kresolution, ktéry obliczono zgodnie ze wzorem:

Rs=2 (b — t)/(1,7% (wy + Wy)),

gdzie: t, t, — czasy retencji 1 i 2 zwdku; wy, W, — szerokéc piku 1 i 2 mierzona w potowie
jego wysokdci.

Dodatkowo, w celu potwierdzeniazeamdci S,S-EBDM, ktérego wzorzec nie jest
komercyjnie dosgpny nawet w formie racematu, wykonano araldPLC-MS. Prébk
roztworu podstawowego TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB,zptnanego przez alkalizaci
TREO za pomagc NaOH (pkt. 4.3), przygotowano do analizy zgodnipracedus opisana
w pkt. 9.2.1, z tym wytkiem, ze roztwor IS1 zagpiono wody. Analize chromatograficza
probki przeprowadzono na aparacie Agilent 1200 telderem ESI-MS/MS w warunkach
opisanych w pkt. 9.1a, zmniejsz@jjednak przeplyw fazy ruchomej z 1 do 0,5 ml/min,
zgodnie z wymaganiami spektrometrii masowej. Zast@o naspujace parametryrodia
jonizacji: nap¢cie kapilary 4000 V, jonizacja w trybie pozytywnymapkcie fragmentora
70V, cknienie gazu nebulizagego (azotu) 50 psi, temperatura i przepyw gazu
desolwatacyjnego (azotw) odpowiednio 350°C i 12 I/min. Masy jonéw monitorowano
w trybie MS w zakresie 50 — 350. Identyfikacinalitbw przeprowadzono poréwacj
chromatogramy uzyskane metoHPLC-MS i HPLC-RID przy przeplywie fazy ruchomej

0,5 mli/min.

9.3.2.Liniowo §¢

W metodach HPLC-RID krzywe wzorcowe TREO, S,S-EBDMNS,S-DEB zostaly
przedstawione jako zamos¢ stosunku pola powierzchni piku analitu do pola peoachni
piku IS1 (paracetamolu) od e¢genia danego analitu w matrycy (0,0730 mol/l bufor
fosforanowy o pH 7,4, bufor ABS, osocze kroliczZ€jzywa wzorcowa dla TREO w osoczu
obejmowata sgzenia od 20,0 do 5000,0mol/l. Krzywe wzorcowe dla TREO i S,S-DEB
w obu roztworach buforowych zostaty przy gotowaneakresie sgzen odpowiednio 20,0 —
6000,0 pumol/ll i 50,0 — 6000,0 umol/ll przez ozna@eserii roztworéw wzorcowych
gotowych zwiazkéw, tj. TREO i (x)-DEB (dosippnego komercyjnie racematu DEB)
(pkt. 4.5). Z kolei krzywa wzorcowa dla S, S-EBDMrzy mana w wyniku analizy roztworow
wzorcowych TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB (pkt. 4.6), phewata zakres sken
40,0fk s ggpm — 10000,ds s.egpm wmol/l, gdzie § s eppm 0znacza wspotczynnik korekeyjny
S,S-EBDM, wyraajacy stosunek jego stenia rzeczywistego do teoretycznego (zgodnego
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z modelem aktywacji TREO wg Feita i wsp. [6]) wiseztworow wzorcowych TREO, S,S-
EBDM i S,S-DEB.

W metodzie HPLC-UV krzywe wzorcowe S,S-EBDM i 8B przedstawialy
zaleznos¢ stosunku pola powierzchni piku gidwnego produkeryadvatyzacji S,S-EBDM
i S,S-DEB pod wptywem 3-NBS do pola powierzchnipis2 od stzenia analitu w osoczu
kroliczym. Krzywe te, przygotowane z wykorzystanigoztworow wzorcowych TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB, obejmowaly zakregzs 1,01k s ggpy— 1000,0k s ggpy LMol/l dla
S,S-EBDM oraz 18 speg— 500,0s speg pmolll dla S,S-DEB (s peg — Wwspotczynnik
korekcyjny S,S-DEB).

Dla wszystkich krzywych wzorcowych przeprowadzomualiz; regresji liniowej,
korzystajc z programu Microsoft Excel 2007. Dla poziomu uftio95% obliczono
nastpujace parametry prostych: wspotczynnik kierunkowy (ayesurgcie (b), ich beédy
standardowe (odpowiednio, $ §)) oraz wspoéiczynnik korelacji (r). Istotéio statystycza
wspoiczynnika b oceniono za pomotestu t-Studenta, poréwmngj wartgé statystykit
obliczory jako iloraz [bU/S, z wartdcia t,; odczytam w tablicy t-Studenta dla poziomu
istotngci o = 0,05 i liczby stopni swobody f =2 (n — liczba punktow krzywej wzorcowej).
Liniowos¢ krzywych wzorcowych zostata dodatkowo potwierdzomay uwyciu testu
Mandela Mandel's fitting tegt ktéry shey do weryfikacji liniowego lub kwadratowego

modelu regresji. O liniowdzi modeluswiadczy wartéc testowa TV < k.

9.3.3.LOD i LOQ

Warta¢ LOD oszacowano jako @tenie analitu, przy kitorym stosunek powierzchni
piku do powierzchni szumow linii podstawowej (S/Kyt rowny co najmniej 3:1. LOQ
wyznaczono jako najmniejsze estnie analitu, zapewnigie odpowiedni precyz¢

(wspéitczynnik zmienngi CV < 20 %) i doktadnét (bfad < 20 %) oznacze

9.3.4.Precyzja i doktadncsé
Precyz¢ oznaczé wyrazano jako wspotczynnik zmienka (CV), obliczony zgodnie

Zewzorem.

: Sposbéb wyznaczania wspoétczynnikdw korekcyjnych @REO, S,S-EBDM i S,S-DEB przedstawiono w
Zalaczniku 1.
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CVﬂEﬂOO%

i
gdzie: CV — wspoéiczynnik zmiengad [%]; SD — odchylenie standardowe oznaczonych
stezen analitu pmol/l]; C,, —Srednie oznaczonegtenie analitu gmol/l].

Dokladn@¢ wyrazono jako bdd wzgkdny oznaczg tj. wzgkdna réznicg pomidzy
srednim stzeniem oznaczonym i &eniem nominalny m analitu:

btad% :M [100%

nom
gdzie: b4d% — wzgbdny bhd oznaczeé [%]; C.om — NOMinalne stzenie analitu gmol/l];
Cy —s$rednie oznaczonegtenie analitu gmol/l].

Precyz¢ i doktadnd¢ w ciagu dnia {ntraday) wyznaczono poprzez oznaczeniegu
niezalenych probek matrycy nastrzyktych odpowiednim roztworem wzorcowym
0 znanym sgeniu analitow (LOQ,srednie, wysokie), zgodnie z proceduspisan dla
krzywych wzorcowych (pkt. 9.2). Precyzji dokiadnd¢ miedzy dniami {nterday)
wyznaczono natomiast dla wszystkich nominalnycfzet analitow z zakresu krzywych

wzorcowych.

9.3.5.0dzysk TREO i epoksytransformeréw z osocza
Odzysk TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB z osocza kréliceegyznaczono dla
przynajmniej dwéch pozioméw analitow (niskie, wyskprzez poréwnanie wynikow

oznaczé dwaoch serii skladagych s¢ z pkciu probek.

a) Odzysk TREO (metoda HPLC-RID)

Probki | serii, przygotowywane zgodnie z procedopisan w pkt. 9.2.3, zawieraty
osocze nastrzyketie roztworem IS1 oraz roztworem TREO, ktéregozenie w matrycy
wynosito 20,0, 250,0 i 2500,0 umol/l. Probki Il serawieraly osocze nastrzy ke jedynie
roztworem kwasu cytrynowego i roztworem IS1. Prébkipoddano ultrafiltracji zgodnie
z procedus opisam w pkt. 9.2.3. Nagpnie do probowki typu easy-cap pobrano 115 pl
odbiatlczonego filtratu (odpowiednik 345 pl miesmgniosocza, kwasu cytrynowego i I1S1
z | serii), dodano 10 pl roztworu wzorcowego TRE@plowiednik 30 pl roztworu TREO
z | seri) i wymieszano. Tak przygotowanpréblke nastrzyknito na kolume
chromatograficzaw objtosci 100 pl. Odzysk obliczono z réwnania:

odzy sk [%)] = Prreons/P" treors1 [1100%,
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gdzie: Prreonst | P'treonsi — stosunek pola powierzchni piku TREO do pola morghni
piku IS1 uzyskany odpowiednio w serii i Il.
Odzysk TREO z osocza wyznaczony wedlug pismgj procedury odpowiadat

jednoczénie procentowi wolnego leku (niezazianego z biatkami osocza).

b) Odzysk S,S-EBDM i S,S-DEB (metoda HPLC-UV)

Probki | serii, przygotowywane zgodnie z procedopisan w pkt. 9.2.4, zawieraty
osocze nastrzykegtie odpowiednim roztworem wzorcowym TREO, S,S-EBDNS,&-DEB.
Stgzenia S,S-EBDM i S,S-DEB w o0soczu wynosily odpowiedn2,0fs s.egpm
i 1,00k s.oegptmol/l (niskie st¢zenie) oraz 100/0sspeg i 50,08 s.pes HMol/l (wysokie
stezenie). Probki Il serii zawieraly 500 pl osocza mieiazonego analitami, 25 ul roztworu
kwasu cytrynowego o gteniu 1 mol/l i 50 pl wody (zamiast 50 pl wodnegatmeoru
analitéw). Prébki poddano ekstrakcji zgodnie z o opisanm w pkt. 9.2.4. Nagpnie do
uzyskanej warstwy organicznej odmierzono 100 ptwazu 3-NBS o0 sizeniu 20 mg/ml
przygotowanegoex temporew mieszaninie acetonitrylu i (zamiast wody) roztwo
wzorcowego TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB, w ktorynezsnia S,S-EBDM i S,S-DEB
wynosity odpowiednio 20[0ssegpm | 10,0flsspeg pmol/l oraz 1000k s egpm
i 500,01k s.peg LHMol/l (95:5, viv). W konsekwencji do warstwy angznej wprowadzono
5 ul roztworu analitow o steniu 10-krotnie wyszym nk w odpowiadajcych prébkach
serii |, co pozwolito uzyskate sam ilos¢ analizowanych zwazkow w probkach obu serii.
Kolejne etapy przygotowania probek serii Il przebly zgodnie z procedmropisan
w pkt. 9.2.4. Odzysk obliczono z réwnania:

odzy sk [%] = Ps s esomss-oesmdP s s-eeom(s s pesyisi1100%,
gdzie: Ps s esoms,soesa P s.seeoms.s pegysz— Stosunek pola powierzchni piku giéwnego
produktu derywatyzacji S,S-EBDM Ilub S,S-DEB do pplawierzchni piku IS2 uzyskany
odpowiednio w serii | i Il.

9.3.6.Testy stabilndgci
a) Trwala¢ roztworu podstawowego

Trwatos¢ roztworu podstawowego TREO, S,S-EBDM i S,S-DEBnaaeo w trakcie
jego przechowywania w temperaturz€@ W tym celu probki roztworu (n = 3) poddano
analizie metog HPLC-RID natychmiast po jego przygotowaniu oraz pplywie
1, 2,37 dni, zgodnie z procedwpisana w pkt. 9.2.1.
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b) Test stabilnéci krotkoterminowej w temperaturze pokojoweh6rt-term temperature
stability), test zamrzania — rozmrzania (reeze-thaw stabilidy i test stabilnéci
diugoterminowejlpng-term stability

Trwales¢ TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB zbadano w 0,0730 mol/lfobzie
fosforanowym. W tym celu 1 ml roztworu podstawowdd@EO, S,S-EBDM i S,S-DEB
(nominalne  sfzenia  analitow  odpowiednio  500(9s tree  10000,Uk, s.gppm
i 5000,0fks s pegpmol/l) lub roztworu wzorcowego (nominalneztnia analitow odp owiednio
200,0fs s.treo 400,0fs s eppm i 200,08k s peg tmMol/l) zmieszano z 1 ml 0,146 mol/l buforu
fosforanowego o pH 7,4 (przygotowanego jak bufost@eniu 0,0730 mol/l, z wyfkiem
uzycia dwukrotnie mniejszej ikei wody) doprowadzonego do pH pgej 5,0 za pomec
200 pl 0,35 mol/l kwasu cytrynowego. W ten sposoétbwiorze fosforanowym o gteniu
0,0730 mol/l uzyskano gtenia TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB o nominalnych wéctach
odpowiednio 2500/ s.trec  5000,0fs s.egpv 2500,0s s.pes Oraz  100,0ls s treo
200,0fs s.gppyy  100,0fs speg Probki obu roztworow poddano analizie HPLC-RID
natychmiast po ich przygotowaniu oraz po: |) jednggklu zamrgenia — rozmrgenia
i pozostawieniu przez 4 h w temperaturze pokojogs&ort-term temperaturstability);
II) trzech cyklach zamegenia — rozmreenia (reeze-thaw stabilify 111) 3 i 135 dniach
przechowywania w temperaturze —25 (long-term stability. W kazdym tecie | - Ill dla
niskiego i wysokiego stenia analitbw w matrycy badano 3 niezale prébki.
Przygotowanie prébek do analizy HPLC przebiegatoodnge z procedar opisanm
w pkt. 9.2.1, z tym wytkiem, & do 275ul probki dodano 25 wody i 25ul roztworu IS1.
Stezenia analitéw obliczono, korzyshej z rowna odpowiednich krzywych wzorcowych
TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB.
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10.Metodyka badan kinetycznych
10.1.Warunki prowadzenia aktywacji TREO
a) w buforach fosforanowych

Do fiolek o pojemnéci 24 ml odmierzono odpowiednbbgtos¢ buforu (Tabela 6)
i umieszczono je w #i wodnej o temperaturze 37C. Nastpnie do fiolek dodano
odpowiedm obgtos¢ 0,15 mol/l roztworu TREO, uzyskig pocatkowe stzenie proleku
0,5 lub 2,5 mmol/l, dostosowane do pojestduforowej roztworu celem zapewnienia state]
wartasci pH 7,40 £ 0,05. Probki roztworow o etpsci 300ul pobierano w 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8,
10, 12, 16, 24, 28, 32, 36, 40, 48, 52 i 56 h donil probdéwek typu easy-cap zawiacgjch
30 ul kwasu cytrynowego o odpowiedninmggéniu i poddawano natychmiast analizie HPLC-
RID (pkt. 10.3).

Tabela 6. Sposoéb przygotowania roztworéow TREO wokadh fosforanowych o pH 7,4 do
bada kinetycznych i analizy HPLC-RID

Stezenie kwasu
Uzyskane

Stezenie buforu Obijetos¢ buforu  Objetos¢ 0,15 mol/l ocatkowe cytrynowego uytego
(sita jonowa) n odmierzona do TREO wprowadzona p ,a do regulacji pH
stezenie TREO w
[mol/l] fiolek [ml] do buforu [u] pobranej probki
buforze [mmol/l]
buforu [mol/I]
0,0615(0,16) 5 9,967 33,3 0,5 0,30
0,0730(0,19) 5 9,967 33,3 0,5 0,35
0,369 (1,0) 3 9,967 33,3 0,5 1,75
0,369 (1,0) 3 9,833 166,7 2,5 1,75
0,0615 (1,0) 3 9,967 33,3 0,5 0,30

" zwiekszony sile jonowa 0,0615 mol/l buforu fosforanowego uzyskano przedasie NaCl.

b) w buforze PBS

Reakcg przemiany TREO do epoksytransformerow w buforzeSsRB = 5) badano
z wykorzy staniem automatycznego titratora DL50 pg@mego w trybie pH-stat. W tym celu
150 ml zlewk zawieragca 99,33 ml buforu PBS umieszczono wrlawodnej o temperaturze
37 °C. Zawarté¢ zlewki byla w sposob gty mieszana za pomgcmieszadia
magnetycznego z szybiam 150 obr./min. Elementy robocze titratora, tj. élekla zespolona
DG101, biureta i czujnik temperatury, wprowadzoyy lwo zlewki przezcisle przylegajca
warstwe parafilmu, aby zapobiec parowaniu roztworu na zgmmaczynia. W czasie t = 0,

do roztworu PBS dodano 66 0,15 mol/l roztworu TREO, uzyskig pocatkowe stzenie
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proleku réwne 1 mmol/l. Utrzymanie statej wartbpH 7,40 £ 0,02 i sily jonowej, mimo
uwalniania s§ kwasu metanosulfonowego podczas aktywacji TRE@skano przez titragj
badanego roztworu za pomo®,025 mol/l roztworu NaOH o sile jonowej 0,16 nhol/
(pkt. 8.3). Przebieg procesu kontrolowano przyciu programu LabX (Mettler-Toledo,
Zurich, Szwajcaria). Prébki roztworu PBS o @bjci 300 ul pobierano w 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8,
10, 12, 16, 24, 28, 32, 36, 40, 48, 52 i 56 h donil probowek typu easy-cap zawigcgjch
30 ul 0,05 molll kwasu cytrynowego, celem obemia pH prébki pownej wartagci 5,0

i unikniccia dalszej aktywacji TREO. Zbierane probki poddaawanatychmiast analizie
HPLC-RID, zgodnie z proceduppisana w pkt. 10.3.

10.2.Warunki prowadzenia hydrolizy (z)-DEB

Hydrolize samego (+)-DEB zbadano w buforach fosforanowych stezeniu
0,0615 mol/l (sita jonowa 0,16 mol/l) i 0,369 mofdita jonowa 1,0 mol/l) (n = 3) oraz
w buforze PBS (n =5). W tym celu fiolki o pojerdico24 ml, zawieraice 9,933 ml danego
buforu, termostatowano w#ai wodnej o temperaturze 3€. Do fiolek dodano naginie
66,7 w roztworu (x)-DEB o s&eniu 0,15 mol/l i wymieszano zawaéto Pocatkowe
stezenie epoksydu w roztworze buforowym wynosito 1 nmiinétrobki roztworu do analizy
HPLC-RID pobieranow 0, 4, 8, 12, 16, 24, 32 i 4@&kcji w sposob opisany w pkt. 10.1.

10.3.Analiza ilosciowa TREO i jego epoksytransformeréw w buforach feforanowych
i buforze PBS

Do probéwek easy-cap o pojensobl,5 ml odmierzono 275 pl badanego roztworu
(zawieragcego 250 pl roztworu buforowego z analizowany miazkami i 25 pl roztworu
kwasu cytrynowego), dodano 250 pl wody i 25 pl wartu IS1. Po wymieszaniu, 100 pl
otrzymanego roztworu nastrzykiwano na kolgnohromatograficzm Stezenia zwazkdw
w buforach obliczono, korzyst@ z rowna odpowiednich krzywych wzorcowych.
W przypadku buforu PBS, w celu skompensowania znobgtosci badanego roztworu
w czasie miareczkowania potencjometrycznego, uzyskavartéci stezen analitow
odpowiednio korygowano w oparciu o etgs¢ zuzytego NaOH oraz atzm objtosé

pobranych prébek roztworu PBS.
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10.4.Metodyka obliczen kinetycznych
10.4.1.Model transformacji TREO

Parametry kinetyczne transformacji TREO (stateb&myci k oraz odpowiadage im
czasy potowicznej przemiany 4 obliczono zakladaf model przemian przedstawiony na
Ryc. 14.

k
TREO—K— 5 S-EBDM—2— S,5-DEB
k|\/| kD
produkty produkty
hydrolizy hydrolizy

Ryc. 14. Model reakcji aktywacji TREO i hydrolitymeggo rozkfadu jego
ep oksytransformeréw; kk,, ky, kp — state szybkai odp owiednich reakg;ji.

Model ten uwzgldnia dwie nasipcze reakcje nagbcze aktywacji TREO pierwszegoedu,
ktorym towarzy sz dwie rownolegte reakcje hydrolitycznego rozklaghoksytransformerow
pseudopierwszego ¢du. Opiergic sk na opisanym modelu reakcji oraz zasadach kinetyKki
formalnej, wyprowadzono nagtujace réwnania réaniczkowe opisujce zmiany sizen

poszczegolnych zwikéw w czasie:

_M = klt

dt
dss _d'tEBDM] =k,[TREQ]- (k, +k,, )}S,S- EBDM]
w =k,[S,S- EBDM] -k, [S,S- DEB]
gdzie:

[TREQ], [S,S-EBDM] i [S,S-EBDM] - sgenia molowe odpowiednio TREO, S,S-EBDM
i S,S-DEB w czasie t;

k, — stala szybkixi reakcji TREO— S,S-EBDM;

k, — stala szybk&i reakcji S,S-EBDM— S,S-DEB;

ky — stata szy bkaxi reakcji hydrolitycznego rozkiadu S,S-EBDM;

kp — stata szyblkmi reakcji hydrolitycznego rozktadu S,S-DEB.

Po rozwizaniu powyszych rowna rozniczkowych, przy zateeniu, ze w chwili t = 0

w uktadzie reakcyjnym obecny jest tylko TREO azshiu pocatkowym [TREO],
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otrzymano naspujace rownania wykladnicze, opigug stzenia analitow jako funkej
czasu:
[TREQ =[TRE],e™
_ — kl[TREO]o “kit _ a—(katkwm )t
[S,S EBDM]—W(G e )
k.k,[TREQ],

(kl _kDI(kZ +kM)_kl][(k2 + kM)_kD] "
x{(kl —kp )e_(k2+|(M)t + [(kz + kM)_ kl]e_th - [(kz + Ky )_ kD]e_klt}

[s,5- DEB| =

Wartcici statych [TREO], ki, ko, ky | kp zostaly obliczone przy pomocy programu
Prism 6.01 (GraphPad Software Inc., San Diego, @®A) na podstawie gten TREO i jego
epoksytransformeréw oznaczonych w czasie aktywpepleku (pkt. 10.1). Przebieg
modelowych krzywych opisagych stzenia TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB jako funkcj
czasu ustalono stoggjregres¢ globalr, w ktérej szukane state byly wspdine dla wszy stkic

trzech badanych zagkéw.

10.4.2.0cena poprawndéci modelu kinetycznego
Ocerg dopasowania modelu kinetycznego doswiadczalnych szen TREO,

S,S-EBDM i S,S-DEB wykonano w programie Prism Go04ez:

a) wizualm ocerg przebiegu krzywych najlepszego dopasowania oragwgrch ufnégci 95%
w stosunku do punktow dwiadczalnych;

b) wyznaczenie przedziatdbw ufem 95% dla statych [TREQ] Ky, ko, kv, kp, W celu oceny
niepewndci ich esty macji;

C) statystyczne poréwnanie przewagi peggo modelu kinetycznego nad prostszym
modelem nieuwzgtiniapcym hydrolitycznego rozkladu S,S-EBDM (k = 0),
z wykorzystaniem testu F;

d) wyznaczenie wsp 6tczy nnikow determinacﬁ, Rtore wskazwj, jaka czes¢ obserwowanej
zmienndci zmiennej zatenej (stzenia) wyjd&nia w przygtym modelu zmienna niezaea
(czas);

e) test rozkladu normalnego wastd resztowych, tj. rénic miedzy wartécia doswiadczalm

(obserwowan) i przewidywan przez model, z wykorzystaniem testu D'AgostinorBaa;
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f) test rozkladu dodatnich i ujemnych watoresztowych runs tesy, ktory wskazuje, czy
krzywa najlepszego dopasowania przebiega paugmi punktami déwiadczalny mi
w sposoOb randomizowandy. systematyczny.

10.4.3.Regresja liniowa InC = f(t)

Dla dodatkowego potwierdzenia prawidioigp obliczen opartych na przgfym
modelu kinetycznym i nieliniowej regresji globaln@kt. 10.4.1), wykonano niezailee
obliczenia wybranych stalych zyciem liniowej regresji semilogarytmicznej w progria
Microsoft Excel 2007. W tym celu logarytmy natueloz naczonych gten TREO (pkt. 10.1)
oraz (+)-DEB (pkt. 10.2) przedstawiono jako linipviunkcje czasu, dla ktorej wyznaczono
bezwgtdna wartas¢ wsp éiczynnika kierunkowego. Uzyskane w ten spostélie szybkeci
reakcji TREO - S,S-EBDM i hydrolizy (+)-DEB, odpowiednio.k, i kp jin, pOrownano ze
statymi k i kp obliczonymi w pkt. 10.4.1.
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11.Metodyka wyznaczania Ry TREO i jego epoksytransformeréw
11.1.Wstepne oszacowanie logky, pK, i powierzchni czasteczki na podstawie struktury
zwigzkow

Teoretyczne warkei logPoy dla TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB zostaly obliczone
z wykorzystaniem rénych algorytméw komputerowych, bazeych zaréwno na
addytywnych udziatach atoméw i fragmentowasteczki, jak i analizie topologicznej calej
czasteczki. Do powyszych obliczé wykorzystano aplikagf ALOGPs 2.1, dogbm na
stronie internetowej www.vcclab.org/lab/alogps. Bewo oszacowano wasa pK,
i powierzchn¢ czasteczek badanych zawik6w, stosujc oprogramowanie Marvin
Sketch 5.10.2 (ChemAxon Ltd.), dephe na stronie internetowej

www.chemaxon.com/marvin/sketch/index.php.

11.2.Metoda wytrzgsania

Wartaici Pow TREO i jego epoksypochodnych zostaly wyznaczoasydzia metody
wytrzasania $hake flask methddoparty gtdbwnie na aktualnych wytycznych Organizacji
Wpoipracy Gospodarczej i Rozwoju (OECD) [123]. Eamdm ukladu, w ktérym badano
podziat zwazkéw, stanowit bufor ABS o pH 4,4 (pkt. 7.2), agrdhzy niepolarnej peknit
n-oktanol wysycony faxwodmn. Badania By przeprowadzono w temperaturze 37 °C, aby

odzwierciedIt zachowanie zwizkdéw w warunkach fizjologicznych.

11.2.1.Przygotowanie uktadu n-oktanol/ABS

Wysycony faz wodm n-oktanol otrzymano przez jego wydsanie z buforem ABS
w tazni wodnej o temperaturze 37 °C przez 24 h.cRapdmn zawieragca badane zvaizki,
przygotowano przez zmieszanie roztworu wzorcowed®ED, S,S-EBDM i S,S-DEB,
roztworu wzorcowego samego TREO Iub roztworu wzeemp samego H)-DEB
o odpowiednim sgeniu analitbw z koncentratem buforu ABS (pkt. 7v) stosunku
objetosciowym 1:1. W ten sposOb uzyskano 2-krotnie ramzeny roztwor badanych
zwiazkow w buforze ABS o pH 4,4. Nagtnie do szklanych fiolek o pojemém 24 ml
odmierzono 20 ml n-oktanolu wysyconego buforem A®B& odpowiedni objtos¢ buforu
ABS zawiergjcego anality. Szczelnie zakone fiolki zanurzono catkowicie w pozydji
poziomej w tani wodnej o temperaturze 37C z wytrzsaniem (amplituda 9 cm,

: Opis metodyki oraz wyniki wyznaczaniapf TREO i jego epoksytransformeréw zostaty opublikogva
w lutym br. w J Chromatogr B 2013, 923-924, 92-97.
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100 cykli/min). Zastosowane genia analitow w fazie wodnej, abps¢ fazy wodnej oraz
czas wytrasania sprecyzowano w dalszym opisie metodyki. R@mraeniu wytrasania,
fiolki wirowano przez 5 min z przyspieszeniem 162@ w celu uzyskania lepszego rozdziatu
faz. Gorm warstwe n-oktanolow usuwano za poma@ipety, za faze wodm przenoszono
do 1,5 ml probowek typu easy-cap. P#kewe stzenia analitow w fazie wodnej, tj. przed
zmieszaniem jej z n-oktanolem, orazez&nia w stanie rOwnowagi podzialu oznaczano
metody HPLC-RID.

11.2.2.Ustalanie czasu ogigania rownowagi w uktadzie n-oktanol/ABS

W badaniach wsgpnych okrélono czas niezdginy do ustalenia sirownowagi
podzialu TREO i jego epoksytransformeréw w ukladmiektanol/ABS. Probki do tego
badania przygotowano wedtug procedury opisanej wikpie 11.2.1, stosaf 20 ml
n-oktanolu i 1 ml ABS oraz pogikowe stzenia analitow w buforze ABS wynogz
kolejno: TREO - 2500/0reo, S,S-EBDM - 50008sseppw | S,S-DEB -
2500,0fs s.pegpmol/l. Przygotowane probki wytgano w tani wodnej przez 0,25; 0,5; 1,0;
1,5i2,0h.

11.2.3.0cena trwatasd zwigzkow w uktadzie n-oktanol/ABS
W ramach bada wstepnych, oceniono réwnie trwatos¢ TREO, S,S-EBDM
i S,S-DEB w stosowanym ukfadzie faz w czasie 6 fbbR do bada przygotowano jak

w pkt. 11.2.2. i wytrzsanoprzez 2, 3,4,5i6 h (n = 2).

11.2.4 Warunki wyznaczania Poy

Pow Wyznaczano w 6 seriach oznagzev ktOrych zastosowano zpne stosunki
objetosciowe n-oktanolu i buforu ABS oraz mde pocztkowe stzenia TREO
i epoksytransformerow w fazie wodnej (Tabela 7).le@e takiego pospowania byta
doswiadczalna weryfikacja midiwych odchylé od prawa podziatu Nernsta, spowodowanych
potencjala dysocjagg badanych zwizkéw w fazie wodnej lub ich asocjaciv fazie
n-oktanolowej. W serii | oznac#estosunek olkjosciowy faz n-oktanol : ABS wynosit 20:1.
W serii Il wyjsciowy stosunek obkjosciowy zostat 2-krotnie zwkszony, a w serii lll
2-krotnie zmniejszony. W serii IV pogikowe stzenia TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB w fazie
wodnej byly 2-krotnie mniejsze niw serii |. Dodatkowo, celem potwierdzenia; i
wsp 6tobecnét innych analitow w ukfadzie (serie | — 1V) nie wpdgt na wyniki bada Poyy
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konkretnego zwizku, wykonano dwie serie oznaézev ktérych zamiast roztworu TREO,

S,S-EBDM i S,S-DEB, iyto roztworu samego TREO (seria V) oraz roztwormego
(x)-DEB (seria VI), kady o stzeniu 5000 pumol/l. Wszystkie badane serie sktadady s
Z pieciu prob przygotowanych zgodnie z ogolmprocedus opisam w pkt. 11.2.1
i wytrzasanych przez optymalny czas 2 h, wystamgzajdo uzyskania réGwnowagowych

stezen analitow.

Tabela 7. Skiad badanych uktadéw n-oktanol/bufoiSAB

Pocatkowe nominalne stenie w buforze ABS

Seria n-Oktar(wé)]IV:m bngfor ABS [umol/l]

(n=75) TREO S,S-EBDM S,S-DEB
I 20,0:1,0 2500re0 50001k s egpm 2500 s.pes
I 20,0:0,5 2500 reo 5000fk s ggpm 2500k spes
11 20,0:2,0 2500freo 5000fks s egpm 2500t s pes
\Y; 20,0:1,0 1250 reo 2500k s.Egpm 1250-§ s pes
\% 20,0:1,0 2500 - -
\ 20,0:1,0 - - 2500

11.3.Analiza iloscdowa TREO i jego epoksytransformeréw w buforze ABS

W celu oznaczenia gten TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB lub (x)-DEB w badanych
probach fazy wodnej, wykorzystano metoHPLC-RID. Do probdéwek typu easy-cap
0 pojemndci 1,5 ml odmierzano 250 pl buforu ABS zawiecagigo anality, 250 pl wody
i 25 pl I1S1. Préby mieszano i @bps¢ 100 pl nastrzykiwano dwukrotnie na kolumn

chromatograficza

11.4.Metodyka obliczen Pow

Pocatkowe stzenia analitow w buforze ABS przed jego zmieszarzemoktanolem
oraz stzenia w stanie rownowagi podzialu obliczono jal@dnia z dwoch nastrzykow
pojedynczej proby, wykorzystag odpowiednie rownania krzywych wzorcowych dla TREO
S,S-EBDM i S,S-DEB. Wartwi Py, dla TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB obliczono wediug

nastp ujacego wzoru:

P —_ C:0 _Cw GVW
. Cw Vokt
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gdzie: Rw — wspoiczynnik podzialu n-oktanol/woda,, G pocatkowe stzenie analitu
w fazie wodnej [umol/l], ¢ — skzenie analitu w fazie wodnej w stanie rownowagi pallz
[umol/l], V,, — obgtos¢ fazy wodnej [ml], i« — Stata olggtos¢ n-oktanolu (20 ml).

Srednie i odchylenia standardowe wadndio Poy zwiazkéw, uzyskane zar6wno
w poszczegblnych seriach oznatde- VI (n = 5), jak i dla wszystkich seriidznie (n = 25
dla TREO i S,S-DEB oraz n = 20 dla S,S-EBDM), dbico w programie Microsoft
Excel 2007. Dodatkowo, dla kdego zwazku wyznaczondredni wartas¢ logPoy Oraz jego
odchylenie standardowe, zgodnie ze wzorami:

Srednia logRy = log(Srednia Ry)
SD logRyw = SD Rw/(In10 x Srednia Ry).
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12.Metodyka badan farmakokinetycznych
12.1. Procedura wykonania déwiadczen na zwierztach
12.1.1.Podawanie roztworow badanych zwgzkéw i pobieranie krwi

Doswiadczenia na krolikach wykonano po uzyskaniu zgddykalnej Komisji
Etycznej ds. Déwiadczéd na Zwiergtach w Poznaniu (Zagznik 2). Do bada
zakwalifikowano 15 dorostych osobnikbw rasMowozelandzkiej Biatejobojga pici,
podzielonych losowo na trzy rownoliczne grupy. Mksdlikbw w grupie I, 11'i Ill wynosita
odpowiednio 4,3+ 0,1, 4,2+ 0,2i4,3 £ 0,7 kgoWfesie 12 godzin poprzedaeych badanie
zwierzeta nie otrzy mywaly pokarmu. Kilka minut przed rozpgiem déwiadczé krélikom
podawano dzylnie lek przeciwwymiotny Ondansetron Kabi w $td 1 ml (2 mg

ondansetronu).

Tabela 8. Dawki TREO i jego epoksytransformeréw gorad krolikom w formie daylnego
wlewu lub bolusa

Grupa Nr krolika Masa krélika [kg] Dawka [mg]
1 4,4 1496
I 2 4,3 1462
podanie TREO 340 mg/kg 3 4,2 1428
15 min wlew daylny 4 4,2 1428
5 4,2 1428
6 4,3 215
Il 7 4,2 210
podanie (+)-DEB 50 mgkg 8 4,3 215
bolus dayIny 9 3,8 190
10 4,2 210
11 4,1 66
11 12 4,0 64
podanie S,S-EBDM 16 mgkg 13 3,4 54
bolus dayIny 14 4,9 78
15 52 83

" S,S-EBDM podano w formie mieszaniny z TREO i SERD uzyskanej przez alkalizac
roztworu TREO zapomadNaOH.
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W celu oceny farmakokinetyki TREO i jego epoksgafmrmerow, zwiergtom

podawano dayInie roztwory zawierace TREO i/lub jego epoksypochodne (Tabela 8):

| grupa — wlew daylny TREO

Przygotowano 40 mg/ml roztwér TREO w jatowym 0,488stworze NaCl (woda do
wstrzykng¢ @ 0,9% NaCl 1:1, viv), co pozwolito agia¢ osmotyczné¢ roztworu
poréwnywal do osocza (~ 300 mOsmol/kg). Wagu jednej godziny od przygotowania,
roztwor TREO podawano krélikom w abpsci 8,5 ml/kg m.c. w postaci 15 minutowego
wlewu do zyly brzeznej prawego ucha. Dawka leku wynosita 340 mgkg .m.c
(1,22 mmol/kg m.c.). Probki krwi o aftipsci 3 ml pobierano strzykawk z kaniuli
wprowadzonej dogtnicy usznej lewego ucha, do probowek zawigagh 150 pl roztworu
kwasu cytrynowego o ateniu 1 mol/l, w celu doprowadzenia krwi do pH pa)i5,0
i unikniecia dalszej aktywacji TREO oraz zahamowania pro¢ggapnecia. Pobraa ilos¢
krwi uzupetniano 3 ml jalowego 0,9% roztworu Na®lkobki pobierano po zakozeniu
wlewu w punktach czasowych 0, 0,25, 0,5, 0,75,, 8,2, 5 i 6 h. Zebrane probki wirowano
przez 10 min z przyspieszeniem 4500 x g w celu kayia osocza, ktore zameno

w temperaturze 25 °C i po uptywie maksymalnie 7 godzin poddawano areiPLC.

[l grupa — bolus diyIny (+)-DEB
Przygotowano 50 mg/ml roztwér (+)-DEB w jalowynmO® NaCl. W cigu jednej

godziny od przygotowania roztwér ten podawano kodti w obgtosci 1 mi/kg m.c.
w postaci daylnego bolusa dozyly brzernej prawego ucha. Dawka (+)-DEB wynosita
50 mg/kg m.c. (0,58 mmol/kg m.c.). Probki krwi pef@ino w naspujacych punktach
czasowych: 0, 2, 4, 8, 12, 16 i 20 min.

Il grupa — bolus daylny mieszaniny TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB

S,S-EBDM nie jest zwrkiem komercyjnie dogpnym, std zostat on podany
krélikom w postaci mieszaniny otrzymanej przez latlkaje TREO. W tym celu do 10 ml
kolby miarowej odwaono 0,4174 g TREO (1,5 mmol), rozpuszczono w 8 by do
wstrzykni¢, a nasgpnie stopniowo dodawano 1,5 ml roztworu NaOH ¢estiu 1 mol/l
(2,5 mmol) i uzupetniono waddo wstrzykn¢¢ do kreski. W 20ul probce przygotowanego
roztworu (po jej 20-krotnym rozaiezeniu wod) oznaczano Kalorazowo stzenia TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB metad HPLC-RID, zgodnie z proceduropisam w pkt. 9.2.1

i koncowy wynik obliczano jakasredni z trzech nastrzykéw. Na tej podstawie obliczano
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doktadry dawk: S,S-EBDM podas krélikom (Tabela 8). Sfenia analitdw w piciu
przygotowanych roztworach wynosity: TREO 50,3 £+ Zmolll, S,S-EBDM 43,8 +
2,0 mmol/l, S,S-DEB 47,8 £ 2,0 mmol/l. Otrzymanetwory posiadaty pH ~ 5 i &nienie
osmotyczne ~ 400 mOsmol/kg. Wagii 1 godziny od przygotowania roztwory podawano
krélikom w obgtosci 2 ml/kg m.c. w postaci dylnego bolusa dayly brzeznej prawego
ucha. Dawka S,S-EBDM wynosita 16,0 £ 0,7 mg/kg nf0;088 + 0,004 mmol/kg m.c.).
Prébki krwi pobierano w nagbujacych punktach czasowych: 0, 2, 4, 8, 12, 16 , 80,60

i 90 min.

Po podaniu krélikom grupy Ill mieszaniny TREO, -EBDM i S,S-DEB, na il&¢
S,S-EBDM w ustroju skladatagdawka tego epoksydu wprowadzona w bolusie oraa pul
powstatain vivow wyniku aktywacji TREO. Aby obliczy stezenia S,S-EBDM w osoczu
krolikbw grupy 11l odpowiadajce wyhcznie dawkom zwizku przedstawionym w Tabeli 8,
nalezalo wigc okrgli¢, jakie stzenia S,S-EBDM w osoczu generuje wsp6tob&énbREO
w podanej mieszaninie. W tym celu dodatkowemu kadii (krélik nr 16) podano 50 mmol/I|
roztwor TREO w jalowym 0,9% NaCl drggdozylnego bolusa w iléci 2 milkag.

W konsekwencji wprowadzona dawka TREO byta identyczak w przypadku podania
mieszaniny TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB krélikom z gpupll. Probki krwi pobierano
w nastpujacych punktach czasowych: 0, 2, 4, 8, 12, 16, ROE8 i 90 min.

12.1.2.Pobieranie cieczy wodnistej oka

Ciecz wodnist oka pobierano od kdego krolika z grupy | i lll w dwéch wybranych
punktach czasowych, odpowiagtajch zbiorce prébek krwi. Okolo 10 min przed
planowanym pobraniem, krélika wprowadzano w staneczulenia og6lnego, poprzez
domksniowe podanie ketaminy w dawce 50 mglkg m.c. orayldeyny w dawce
10 mg/kg m.c. Ciecz wodnigspobierano w olgtosci ok. 0,3 ml z komory przedniej oka przy
uzyciu strzykawek insulinowych, przenoszono do 1,5pmidbéwek easy-cap i natychmiast
doprowadzano do pH paej 50 za pomac 1 mol/l roztworu kwasu cytrynowego
(50 pl/A ml cieczy wodnistej). Probki ngshie zamraano w temperaturze25 °C i po
uplywie maksymalnie 7 godzin poddawano analizie BPL
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12.2.Analiza ilosciowa TREO i jego epoksytransformerow w osoczu i eiczy wodniste]
oka kroélikow

Stezenia TREO w osoczu i cieczy wodnistej oznaczan@amoa metody HPLC-
RID. Do probowek Amicon Ultra-0,5 mL odmierzono 338 analizowanego osocza
(zawieragcego 300 pl czystego osocza kréliczego i 15 plwozti kwasu cytrynowego
o stzeniu 1 mol/l), dodano 30 ul wody i 30 ul roztwo&Ll Nasg¢pnie probki przy gotowano
wedtug procedury opisanej w pkt. 9.2.3¢Z8nia TREO w osoczu obliczono korzystaj
z rownania krzywej wzorcowej TREO. W celu oznacadeku w cieczy wodnistej, do 1,5 ml
probowek easy-cap odmierzono 1Qbcieczy zawierajcej kwas cytrynowy, 2Ql wody
i 20 ul roztworu IS1. Po wymieszaniu otrzymany roztwoéstrey kiwano na kolumnHPLC
w objtosci 100 ul. Stezenia TREO obliczono korzystaj z rébwnania krzywej wzorcowej
uzyskanej dla osocza, stogupastpujaca korekk: stezenie TREO w cieczy wodnistej =2
stezenie obliczone z krzywej wzorcowej TREO w osoczu.

Do oznaczania S,S-EBDM i S,S-DEB lub (+)-DEB w ppkéch biologicznych
uzyskanych od krolikéw stosowano metoHPLC-UV. Do fiolek o pojemnai 24 ml
odmierzono 525 pl analizowanego osocza (zavaezgp 500 pl czystego osocza kroliczego
i 25 ul roztworu kwasu cytrynowego oegséniu 1 mol/l) i dodano 50 pl wody. Naghie
probki przygotowywano wedtug procedury opisanej Wt.p9.2.4. Stzenia epoksydow
w osoczu obliczono z réwnhaodpowiednich krzywych wzorcowych dla S,S-EBDM
i S,S-DEB. W przypadku analizy S,S-EBDM w osoczolikbw z grupy Il korygowane
stezenie analitu obliczono ze wzoru:

Cr=Clr-Cr

ozn ozn

gdzie: C;**° — korygowane sgzenie S,S-EBDM w osoczu krélika nr 11-185° i C° -
oznaczone sgkenie S,S-EBDM w osoczu odpowiednio krélika nr 114lkrolika nr 16.

W celu oznaczenia epoksytransformerow TREO w ciegpgnistej, do fiolek odmierzono
157,5 ul cieczy zawieracej kwas cytrynowy oraz 5@I wody i postpowano dalej jak
w przypadku osocza. &tenia S,S-EBDM i S,S-DEB lub (x)-DEB w cieczy wodmeis
obliczono korzystag z rowna odpowiednich krzywych wzorcowych uzyskanych dla
osocza, stosaf nhastpujaca korekk: stezenie epoksytransformeréw w cieczy
wodnistej = 3,333x stezenie obliczone z krzywych wzorcowych epoksytransiendw

W 0SOCZuU.

92



CZESC DOSWIADCZALNA

12.3.0bliczenia parametréw farmakokinetycznych
12.3.1.Farmakokinetyka TREO i jego epoksytransformeréw

Parametry farmakokinetyczne TREO i jego epokswfi@merow obliczono na
podstawie uzyskanych profili zmian¢sen analitow w osoczu kroliczym, korzy sie;
z programu komputerowego WinNonlin 6.2 (Phoenixafight Ltd). Stosaf metod
wazenia 1/)?, przeprowadzono dopasowaniesw@dczalnych sizen analitow do sgzen
teoretycznych, przewidywanych zgodnie z modelemngedi dwukompartmentowym.
Wyboru optymalnego modelu dokonano w oparciu o @artwazonego wspo6iczynnika
korelacji i wyniki testow statystycznych (test Akaii test Schwartza).

12.3.2.0cena dystrybucji TREO i jego epoksytransformerow @ cieczy wodnistej oka

Dla oceny dystrybucji TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB dpeczy wodnistej oka
u krolikéw z grup | i lll wyznaczono waroi Cpay i thax Wart@ci Chay i thax 0dczytano
bezpérednio z wykresow przedstawdgeych stzenia analitbw w cieczy wodnistej jako
funkcje czasu. Dla oceny stopnia przenikaniaakoéw przez barierkrew — oko obliczono

stosunek wartai C,,,x danego zvazku obserwowane w cieczy wodnistej oka i osoczu.

13. Analiza statystyczna wynikow

Wyniki uzyskane w badaniach kinetycznych, farmakelycznych i analizie &y
poddano ocenie statystycznej za pom@rogramu Statistica 10 (StatSoft Inc., USA).
Zgodna¢ rozktadu wartéci badanych zmiennych (state szyb&aeakcji sktadajcych s¢ na
transformag TREO w r@nych roztworach buforowych, wadd Pg,, otrzymane w seriach
oznaczé | — VI, wybrane parametry farmakokinetyczne TRE®S-EBDM i S,S-DEB
u krélikbw z grup | — lll) z rozkladem normalnym exiono testem Shapiro — Wilka.
Jednorodng wariancji analizowanej zmiennej w poréwnywanychpgich zbadano testem
Levene’a, aw przypadku grup azrij liczebndci testem Browna — Forsythe’a. Test Shapiro
— Wilka wykazat rozktad normalny zmiennych we wgkysh badanych grupach z wagkiem
jednej. Dodatkowo w wkszdci porownywanych ze sabgrup zmiennych o rozkladzie
normalnym stwierdzono istnienie jednorodco wariancji cechy. Z tej przyczyny do
statystycznej oceny zdic migdzy grupami zmiennych o rozkladzie normalnym zast@so
jednoczynnikow analiz wariancji ANOVA. Jest ona testem parametrycznyiw,asym do
poréwnaniasrednich uzyskanych w dwaoch lub skszej ilasci grup, stosunkowo odpornym
na brak homogenicz&a wariancji badanej cechy. W wypadku stwierdz éstiatny ch r@nic
zmiennej analizowanej w trzech lubekszej liczbie grup, przeprowadzono analost-hoc
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za pomog testu wielokrotnych poréwng arami— testu Tukey’a, celem stwierdzenia, ktére
konkretne grupy rinia sk istotnie od siebie. W pojedynczym wspomniany m pegku, gdy

w jednej z dwoch porownywanych grup nie uzyskanokiemlu normalnego, poréwnanie
wartcsci zmiennych przeprowadzono nieparametrycznym testé Manna-Whitney’a.
Wszystkie testy statystyczne przeprowadzono naopweiistotnéci a = 0,05. Istnienie
znamiennych staty sty czniezmiic pomedzy wartgciami badanych zmiennych stwierdzono,
gdy p < 0,05.
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V. WYNIKI
14.Metody HPLC-RID i HPLC-UV oznaczania TREO i jego emksytransformerow
w roztworach buforowych, osoczu i cieczy wodnistegka krolikow
14.1.Potwierdzenie tagsamdci analitbw w roztworze podstawowym TREO, S,S-EBDM
iS,S-DEB

Chromatogramy HPLC-RID i HPLC-MS uzyskane podczasalizy roztworu
podstawowego TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB, otrzymanegeez alkalizag wodnego
roztworu TREO stechiometrycziioscia NaOH, przedstawiono odpowiednio na Ryc. 15ai b.
Widma masowe na Ryc. 15c i d, zarejestrowane wachasetencji S,S-EBDM i TREO,
potwierdzay obecné¢ intensywnych sygnatow adduktow sodowych pssgych dwdch

ZWiazkow.

14.2.Walidacja metod HPLC
14.2.1.Selektywnaié
a) metody HPLC-RID

Opracowane metody HPLC-RID oznaczania TREO i jegmksytransformeréw
w roztworach buforowych (bufory fosforanowe, bufBS i ABS) oraz oznaczania TREO
w osoczu i cieczy wodnistej oka krélikow zapewragtkowity rozdziat wszy stkich analitéw
I wzorca wewgtrznego I1S1 (paracetamolu) na kolumnie chromatagragéj (Ryc. 16 i 17).
Obliczony wsp6fczy nnik Rkazdorazowo przyjmowat warkai > 2,5. Oprocz pikow analitow
i IS1 na uzyskanych chromatogramach obecny byhsyteny negatywny pik pochodey od
samego nastrzyku (2,2 — 3,0 min), typowy dla dgidRiD, oraz piki generowane przez
skiadniki matrycy (1,4 — 2,2 min oraz dodatkowo 3;056,0 min w przypadku osocza).
Dodatkowe piki nie interferowaly jednak z pikami EQ, S,S-EBDM, S,S-DEB i I1S1, co

pozwalato na selektywne oznaczanie badany chzkéiv.

b) metoda HPLC-UV

Na chromatogramach uzyskanych podczas oznaczpoiksgransformerow TREO
w osoczu i cieczy wodnistej (Ryc. 18) obecne byiki produktéw derywaty zacji S,S-EBDM
i S,S-DEB lub (+)-DEB za pomac3-NBS oraz piki wzorca wewtrznego 1S2 (2,2'-DNBP)
i odczynnika derywatyzagego (3-NBS). Nie obserwowano natomiasadnych pikéw
pochodacych od skladnikbw matrycy. Stosowana metoda HPDNCzapewniata prawie

catkowity rozdziat gibwnego produktu derywatyza§jS-DEB/(x)-DEB od pobocznych
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produktow reakcji (R1,8 — 1,9). Rozdziat glbwnego i pobocznego produkerywatyzacji
S,S-EBDM byt czsciowy (R 1,4 —1,5).

14.2.2.Liniowo §¢

Zakresy sgzen i rownania krzywych wzorcowych dla oznaczania TREB-EBDM
i S,S-DEB w ra@nych matrycach za pompemetod HPLC-RID i HPLC-UV przedstawiono
w Tabeli 9. Przy pomocy testu t-Studenta stwierdg énwartasci wsp étczy nnikow regresiji b
uzyskanych prostych nie a0ily sie istotnie od zera, st wszystkie krzywe wzorcowe
przyjely postd y = ax i przechodzity przez pagek uktadu wspohednych. Liniowaé
krzywych wzorcowych potwierdzono przyzyciu testu Mandela, w kiorym o liniowa
swiadczyta wartéc¢ testowa TV < k. Obliczono take wspotczynniki korelacji r, ktore
kazdorazowo wynosity 0,9999. Wyznaczone réwnania krggtwwzorcowych wykorzy stano
do obliczenia szen TREO i jego epoksypochodnych w analizowanych paghkroztworéw

buforowych, osoczu i cieczy wodnistej oka krolikéw.

14.2.3.L0D i LOQ

W opracowanych metodach HPLC-RID wa&dd OD, wyznaczona przy stosunku
sygnatu do szumu linii podstawowej S/N rownego mgnniej 3:1, wynosita 10,0mol/l dla
TREO, 17,2 lub 18,4mol/l dla S,S-EBDM i 20,@mol/l dla S,S-DEB (Tabela 10). Wak
LOQ byl rowne odpowiednio 20,0, 34,4 lub 36,8 i pfol/l. W metodzie HPLC-UV
oznaczania epoksytransformerow TREO w osoczu kwlic uzyskane LOD i LOQ byty
nizsze i wynosity odpowiednio 0,3 i 04mol/l dla S,S-EBDM oraz 0,2 i 1,jumol/l dla
S,S-DEB (Tabela 10).
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Ryc. 15. Chromatogramy i widma masowe uzyskane paxicanalizy roztworu
podstawowego TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB metoHPLC-RID i HPLC-MS przy
przeplywie fazy ruchomej 0,5 ml/mira — chromatogram HPLC-RIDb — chromatogram

HPLC-MS; ¢ — widmo masowe S,S-EBDM (M + Na} addukty sodowe S,S-EBDM,
m/z = 205,1)d — widmo masowe TREO ([M + Na} addukty sodowe TREO, m/z = 301,1).
W warunkach jonizacji typu elektrospray S,S-DEB g wykrywalny. 1 — S,S-DEB,
2-S,S-EBDM, 3 -TREO.
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Ryc. 16. Reprezentatywne chromatogri

uzyskane podczas analizy TREO i jego
epoksypochodnych w roztworach buforowych
metod, HPLC-RID: proba 0,0730 mol/l buforu
fosforanowego o pH 7,4 nieoh¢bna analitami
(préba zerowa)a); obchzona TREO i (1)-DEB

o stezeniu 500 umol/l (b); obcazona TREO,
S,SEBDM i S,S-DEB o steniach odpowiednio
588, 859 i 553 umol/l (c); badana préba
0,0730 mol/l buforu fosforanowego o pH 7.4
uzyskana podczas bad&inetycznych (obliczone
stezenia TREO, S,SEBDM i S,S-DEB: 80,1,
219,2 i 177,2 pmol/l(d); badana proba buforu
ABS o pH 4,4 uzyskana podczas haddgy
(obliczone stzenia  TREO, S,S-EBDM

i S,S-DEB: 906,4, 10104 i 146,4 umolfe).
1-SSDEB, 2- S SEBDM, 3 -TREO, 4 —IS1.
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Ryc. 17. Chromatogramy yskane podczas analizy TREO w osoczu i cieczy vstej oks
krolikbw metody HPLC-RID: a - osocze nieobgtone analitem (proba zerowa);
b — osocze obazone TREO o stzeniu 250 pumol/lc — osocze badane uzyskane od krolika
w 2 h po zakaczeniu wlewu TREO w dawce 340 mg/kg ¢fstnie oznaczone
435,7 umol/l);d — ciecz wodnista uzyskana od krélika w 2 h po aakeniu wlewu TREO

w dawce 340 mg/kg (stenie oznaczone 102,0 umol/l). 1 — TREO, 2 — IS1.
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Ryc. 18. Chromatogramy uzyskane podcanalizy epoksytransformerow TREO w 0so
i cieczy wodnistej oka krolkbw metedHPLC-UV: a — osocze nieobgione analitami
(préba zerowa)b — osocze obgkone S,S-EBDM o steniu 171,8 umol/l i S,S-DEB
o stzeniu 110,5 umol/lc — osocze badane uzyskane od krolika w 0,25 h gonzaeniu
wlewu TREO w dawce 340 mg/kg (oznaczongzehie S,S-EBDM 37,0 pumol/l, stenie
S,S-DEB < 1,1umol/l); d — ciecz wodnista uzyskana od krélika w 1 h po Aakeniu
wlewu TREO w dawce 340 mgkg (oznaczongzehie S,S-EBDM 47,0 umol/l, gtenie
S,S-DEB < 1,1umol/l). 1 — 3-NBS, 2 — poboczne produkty derywatyz&,S-DEB
i (£)-DEB, 3 — poboczny produkt derywatyzacji S,BIEM, 4 — gldwny produkt
derywatyzacji S,S-EBDM, 5 — gldwny produkt derywatgji S,S-DEB i (+)-DEB, 6 — 1S2.
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Tabela 9. Parametry krzywych wzorcowych dla TRE€Y0 epoksytransformerow

Analit Zakres s¢zen Réwnanie krzywej wzorcowej y = (a )8 Wsp biczy nnik Test Mandela
[Lmol/l] (n=15) korelacji (r) TV Fieyt
Oznaczanie TREO i jego epoksytransformerow w rozasio buforowych o pH 7,4 (metoda HPLC-RID)
TREO 20,0 -6000,0  Prreo/Pisi = (2,00411 + 0,00447)0° Crreo 0,9999 1,41 13,74
S,S-EBDM 34,4 -8588,7 <ReppMPis1 = (1,20321 + 0,0009@0'3'03,5-EBDM 0,9999 0,49 16,26
S,S-DEB 50,0 — 6000,0 sRpedPis1= (4,90181 + 0,01529»0'4-CS,S_DEB 0,9999 0,62 16,26
Oznaczanie TREO ijego epoksytransformerow w roe@BS o pH 4,4 (metoda HPLC-RID)
TREO 20,0 -6000,0  Prred/Pis1 = (2,08997 + 0,00152)0° Crreo 0,9999 1,83 13,74
S,S-EBDM 36,8 -92035 R esoMPisi = (1,11020 + 0,00388)0°Cs s.e50m 0,9999 12,74 16,26
S,S-DEB  50,0-6000,0  sRpedPisi= (5,20938 + 0,00898)0*Cs s pes 0,9999 4,32 16,26
Oznaczanie TREO w osoczu kréliczym (metoda HPLCIRID
TREO 20,0 —5000,0  Prreo/Pis; = (2,40448 + 0,0077Q)0°- Crreo 0,9999 0,98 16,26
Oznaczanie epoksytransformeréw TREO w osoczu kgdlic(metoda HPLC-UV)

S,S-EBDM  0,8-858,9 PgsgeaouPise = (6,53105 + 0,01422)0°-Cs s £rpm 0,9999 1,90 12,25
S,S-DEB 1,1 — 552,7 R oedPis>= (7,78980 + 0,01140)0° Cs s pes 0,9999 3,61 13,74
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Tabela 10. Wartiwi LOD i LOQ dla oznaczania TREO i jego epoksytfammerow
w roztworach buforowych i osoczu kréliczym

Analit LOD LOQ

Oznaczanie TREO i jego epoksytransformeréw w roeasto buforowych o pH 7,4
(metoda HPLC-RID)

TREO 10,0 20,0
S,S-EBDM 17,2 34,4
S,S-DEB 20,0 50,0

Oznaczanie TREO ijego epoksytransformerow w roze@BS o pH 4,4
(metoda HPLC-RID)

TREO 10,0 20,0
S,S-EBDM 18,4 36,8
S,S-DEB 20,0 50,0

Oznaczanie TREO w osoczu kroliczym (metoda HPLCIRID

TREO 10,0 20,0

Oznaczanie epoksytransformeréw TREO w osoczu kgdlic(metoda HPLC-UV)

S,S-EBDM 0,3 0,8

S,S-DEB 0,2 11

14.2.4 Precyzja i doktadnasé

Wartasci CV, opisujce precyzj oznaczé TREO i produktéw jego aktywacii
w 0,0730 mol/l buforze fosforanowym o pH 7,4, buiABS o pH 4,4 i osoczu kréliczym
miescity si¢ w zakresie 0,8 — 18,8%. Z kolei uzyskane wanitavzgkdnego bidu oznaczg,
charakteryzujce doktadné metod HPLC-RID i HPLC-UV, znajdowaly ¢iw zakresie
0,0 — 18,1%. Szczegbtowe dane przedstawiono w detnell- 13. Wyniki dokfadnéci
I precyzji oznacze TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB w buforach fosforanowyalskzeniu
0,0615 i 0,369 mol/l oraz buforze PBS z wykorzysan krzywych wzorcowych
zwalidowanych dla buforu fosforanowego oc¢z&niu 0,0730 mol/l zamieszczono
w Tabelach 14 i 15.
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Tabela 11. Precyzja i doktadsto oznaczania TREO i jego epoksytransformerow
w 0,0730 mol/l buforze fosforanowym o pH 7,4 meiétPLC-RID

Precyzja Stqz_enie Srednie s¢zenie Precyzja Dokfadna¢
i dokladna¢ ”[c:lr‘;‘r']r(‘)‘;:]”e O[Zunnigf/ﬁne CV[%])  (bad [%])
TREO
2500,0 2554,0 2,5 2,2
W ciagu dnia 250,0 246,2 9,7 1,5
20,0 17,1 11,8 14,7
6000,0 5992,3 2,6 0,1
5000,0 5028,9 3,1 0,6
2500,0 2468,3 3,4 1,3
1000,0 973,9 2,8 2,6
migdzy dniami 500,0 511,4 1,7 2,3
250,0 253,2 8,1 1,3
100,0 102,3 4,2 2,3
50,0 51,2 53 2,4
20,0 20,5 8,9 2,7
S,S-EBDM

4294,3 4308,4 3,8 0,3
W Ciagu dnia 429,4 407,0 3,2 5,2
34,4 34,1 7,9 0,6
8588,7 8586,5 3,8 0,0
4294,3 4297,9 4.4 0,1
1717,7 1714,0 2,0 0,2
858,9 874,4 5,3 1,8

migdzy dniami
429,4 419,1 5,7 2,4
171,8 175,0 8,2 1,9
85,9 86,5 5,6 0,7
34,4 36,2 12,6 5,3
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Tabela 11 (cig dalszy)

S,S-DEB

2500,0 2542.,4 4,2 1,7

W ciagu dnia 250,0 231,0 5,2 7,6
50,0 47,8 8,9 4,3

6000,0 6020,3 3,7 0,3

5000,0 4954,2 3,7 0,9

2500,0 2526,0 0,9 1,0

micdzy dniami 1000,0 1034,0 5,7 3,4
500,0 509,3 2,1 19

250,0 262,7 3,0 51

100,0 108,6 1,7 8,6

50,0 47,5 10,6 5,0
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Tabela 12. Precyzja i dokltadsto oznaczania TREO i jego epoksytransformerow
w buforze ABS o pH 4,4 metqdHPLC-RID

Precyzja Stqz_enie Srednie stzenie Precyzja Dokifadna¢
i doktadnG¢ ”ﬁlrmﬂ]”e O[Zu”rﬁgf/ﬁ”e (CV [%]) (btad [%)])
TREO
2500,0 2382,3 1,7 4,7
500,0 504,5 1,0 0,9
w ciagu dnia 50.0 5.4 20 4.8
20.0 17,0 16,3 14,8
6000,0 6000,2 2,4 0,0
5000,0 49975 1,8 0,0
2500,0 2507,9 3,5 0,3
1000,0 994,0 1,7 0,6
migdzy dniami 500,0 501,2 2,0 0,2
250,0 239,1 4,5 4,4
100,0 92,6 3,9 7,4
50,0 47,5 8,3 51
20,0 17,6 6,2 12,2
S,S-EBDM
4601,7 4573,2 0,8 0,6
920,3 970,7 2,0 5,5
W clagu dnia 92,0 86,0 10,9 6.6
36,8 39,5 8,2 7,3
9203,5 9161,2 5,7 0,5
4601,8 4674,4 3,7 1,6
1840,7 1844.,9 3,8 0,2
920,4 963,3 2,8 4,7
migdzy dniami 565 472,3 1,4 2,6
184,1 193,6 6,9 52
92,0 95,3 7,7 3,5
36,8 37,9 11,0 3,1
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Tabela 12 (cig dalszy)

S,S-DEB

2500,0 2370,1 11 5,2

500,0 498,3 2,5 0,3

w ciagu dnia 100.0 105.7 03 57
50,0 45,8 14,8 8,4

6000,0 5975,0 3,9 0,4

5000,0 5022,8 1,7 0,5

2500,0 2510,3 4.8 0,4

1000,0 1004,0 1,2 0,4

migdzy dniami 500.0 5118 27 24
250,0 251,1 4,3 0,5

100,0 98,7 3,9 1,3

50,0 50,5 6,7 1,1
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Tabela 13. Precyzja i doktadsto oznaczania TREO i jego epoksytransformerow
w 0soczu kroliczym

Precyzja Stqz_enie Srednie s¢zenie Precyzja Dokfadna¢
i dokladna¢ ”[c:lr‘;‘r']r(‘)‘;:]”e O[Zunnigf/ﬁne CV[%])  (bad [%])
TREO (metoda HPLC-RID)

2500,0 2499,4 3,2 0,0

W ciagu dnia 250,0 239,0 2,5 4.4
20,0 16,8 15,3 16,0

5000,0 4990,6 1,4 0,2

2500,0 2531,8 4,2 1,3

1000,0 982,6 3,1 1,7

micdzy dniami 500,0 469,9 3,9 6,0
250,0 252,4 3,9 1,0

100,0 96,8 1,8 3,1

50,0 46,8 8,2 6,3

20,0 18,3 18,8 8,5

S,S-EBDM (metoda HPLC-UV)

4294 420,8 1,4 2,0

W ciagu dnia 42,9 44,8 1,3 4,3
0,8 0,9 14,9 7,6

858,9 857,9 4,9 0,1

429,4 428,9 4,3 0,1

1718 177,2 2,4 3,1

85,9 88,7 3,1 3,3

_ o 42,9 44,5 2,9 3,5
migdzy dniami 17.2 173 6.5 0.7
8,6 8,8 5,0 2,5

3,4 3,5 9,6 2,2

1,7 1,9 8,4 9,3

0,8 0,9 9,5 3,0
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Tabela 13 (cig dalszy)

S,S-DEB (metoda HPLC-UV)

276,3 278,2 1,9 0,7

W ciagu dnia 27,6 28,5 1,7 3,2
1,1 0,9 4.6 18,1

552,7 551,9 2,4 0,1

276,3 276,4 3,6 0,1

110,5 112,9 4,3 2,2

55,3 56,0 5,5 1,3

miedzy dniami 27,6 28,0 6,6 1,4
11,0 10,8 4,4 2,0

5,9 5,4 5,3 1,4

2,2 2,1 11,5 3,5

1,1 1,1 11,1 0,6
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Tabela 14. Dokladigé oznaczania TREO

i jego epoksytransformeraw buforacl

fosforanowych o pH 7,4 igteniu 0,0615 mol/l i 0,369 mol/l metedHPLC-RID

0,061f mol/l bufor
fosforanowy o sile

0,36< mol/l bufor
fosforanowy o sile

0,0615 mol bufor
fosforanowy o sile

n(S)tr%Ziﬁg;ﬁE jonowej 0,16 mol/l jonowej 1,0 moll/l jonowej 1,0 moll/l

analitu | Oz ngcz_one Blad Oz ngcz_one Blad Oz ngcz_one Blad
[Lmol/I] stezenie .1 stezenie .l stezenie .

: oznaczanig : oznaczanig . oznaczania
analitu (%] analitu (%] analitu (%]
[umol/1] [umol/1] [umol/1]
TREO
2500 2500,5 0,0 2449,3 2,0 2304,3 7,8
500,0 509,9 2,0 487,8 2,4 452,4 9,5
100,0 99,4 0,6 93,9 6,1 99,5 0,5
20,0 22,9 14,7 17,9 10,6 21,3 6,6
S,S-EBDM
4294,5 4308,9 0,3 4104,5 4.4 4202,9 2,1
858,9 868,1 1,1 802,2 6,6 829,2 3,5
171.,8 173,6 1,0 151,9 11,6 173,7 1,1
34,4 29,6 13,8 37,8 10,1 30,1 12,3
S,S-DEB

2500,0 2529,4 1,2 2415,8 3,4 2503,5 0,1
500,0 516,0 3,2 504,7 0,9 498,2 0,4
100,0 104,3 4,3 98,4 1,6 89,7 10,3
50,0 54,1 8,1 48,2 3,5 56,6 13,2
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Tabela 15. Precyzja i dokladitooznaczania TREO i jego epoksytransformerow w lagor
PBS metod HPLC-RID

nom;tglzneg ignalitu Sﬁzgéiigzar]na;ﬁs " Precyzja Dokdadna¢
[Lmol/] [umol/l] (CV ) (blad [%])
TREO
2500,0 2577,5 1,7 3.1
500,0 501,9 5,1 04
100,0 99,5 7.8 0.5
20,0 19,9 15,3 0.7
S,S-EBDM
4294.5 4196,1 2,2 2,3
858,9 823,6 15 41
171,8 168,7 5,6 1.8
34,4 354 9,9 2.9
S,S-DEB
2500,0 25459 2,2 1,8
500,0 502,1 35 0,4
100,0 104,6 8,2 4.6
50,0 52,2 11,9 43
n=>5
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14.2.5.0dzysk TREO i jego epoksytransformerow z osocza kihizzego

Odzysk TREO z osocza kréliczego wynosit 92,2 —, 3% natomiast odzysk jego
epoksytransformerow niieit sig w zakresach 72,2 — 74,8% i 79,0 — 89,9% odp owiedta
S,S-EBDM i S,S-DEB (Tabela 16).

Tabela 16. Odzysk TREO oraz S,S-EBDM i S,S-DEB acpa kroéliczego

Stezenie analitu Odzysk §rednia + SD) CV [%]
[Lumol/l] [umol/l]
TREO (metoda HPLC-RID)
2500,0 99,2+4,3 4,3
250,0 92,2+4,2 4,5
20,0 102,5 + 16,6 16,2

S,S-EBDM (metoda HPLC-UV)

85,9 72,2+1,6 2,2

17 74,8+ 13,6 18,2

S,S-DEB (metoda HPLC-UV)

55,3 89,9+1,7 1,9

1,1 79,0+6,1 7,7

14.2.6.Testy stabilndgci

Zmiany stzen TREO ijego epoksytransformeréw w roztworze podstaym TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB przechowywanym przez 7 dni wgenaturze 4£C przedstawiono na
Ryc. 19. Wyniki trwaléci analitbw w probach 0,0730 mol/l buforu fosforamego
doprowadzonego do pH paej 50 za pomac kwasu cytrynowego, podczas ich

przechowywania w temperaturz&5 °C oraz rozmrzania, zamieszczono na Ryc. 20.
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Ryc. 19. Wyniki trwaldci analitbw w roztworze podstawowym TREO, S,S-EBDM
i S,S-DEB §rednia + SD, n = 3) w temperaturze’@. Pocztkowe stzenie kadego
zwiazku (dzié 0) przygto za 100% i w stosunku do niego przedstawiono piat®
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Ryc. 20. Wyniki trwatéci TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB o wysokim i niskimggéniu
(Srednia £ SD, n = 3) w 0,0730 mol/l buforze fosfaarym: test stabilnéci
krotkoterminowej w temperaturze pokojowej (ST),tteamraania — rozmrzania (FT)
I test stabilnéci diugoterminowej (LT). Poctkowe stzenie kadego zwizku (Start)

przyjeto za 100% i w stosunku do niego przedstawiono piagewartsci.
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15. Kinetyka aktywacji TREO w roztworach buforowych o pH 7,4 i temperaturze 37°C

15.1.Profile zmian sgzen TREO i jego epoksytransformeréw w roztworach bufoowych
o pH 7,4 i temperaturze 37C

Zmiany stzen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB podczas aktywacji TREQbdnym
stezeniu pocatkowym (0,5, 1,0 i 2,5 mmol/l) w buforach fosforampch o r&nym stzeniu
(0,0615, 0,0730, 0,369 mol/l) i sile jonowej (0,1619, 1,0 mol/l) oraz w buforze PBS o sile
jonowej 0,16 mol/l przedstawiono na Ryc. 21 — 3&pRzentatywne wykresy wygenerowane
w programie Prism 6.01 przedstawigjyniki uzyskane dla préb nr 1 w idej badanej serii
roztworéw buforowych. Wyniki dla pozostatych préamaieszczono w Zatzniku 3 na Ryc.
Z-1 — Z-18. Zmiany szen (x)-DEB obserwowane podczas hydrolizy epoksydu,0605 i
0,369 mol/l buforze fosforanowym o sile jonowej aaygednio 0,16 i 1,0 mol/l oraz buforze

PBS o sile jonowej 0,16 mol/l przedstawiono na R&:.
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Ryc. 21. Przykladowy wykres przedstawey zmiany stzen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB
podczas aktywacji proleku o patkowym skzeniu 0,5 mmol/l w 0,0615 mol/l buforze
fosforanowym o pH 7,4, temperaturze®7i sile jonowej0,16 mol/l oraz przebieg krzywych

najlepszego dopasowania i 95% krzywych @@mouzyskany w programie Prism 6.01.
Wykres wewntrzny przedstawia rozktad wagt resztowych sgen analitow.
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Ryc. 22. Zmiany sfen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEBéfednia = SD, n = 5) obserwowane

podczas aktywacji proleku o patkowym skzeniu 0,5 mmol/l w 0,0615 mol/l buforze
fosforanowym o pH 7,4, temperaturze“®7i sile jonowejd,16 molil.
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Ryc. 23. Przykiadowy wykres przedstawsy zmiany stzen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB
podczas aktywacji proleku o patkowym skzeniu 0,5 mmol/l w 0,0730 mol/l buforze
fosforanowym o pH 7,4, temperaturze®7i sile jonowejd,19 mol/l oraz przebieg krzywych
najlepszego dopasowania i 95% krzywych @@mouzyskany w programie Prism 6.01.
Wykres wewntrzny przedstawia rozklad wastd resztowych sgen analitéw.
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Ryc. 24. Zmiany steh TREO, S,S-EBDM i S,S-DEBsfednia + SD, n = 5) obserwowane
podczas aktywacji proleku o patkowym stzeniu 0,5 mmol/l w 0,0730 mol/l buforze
fosforanowym o pH 7,4, temperaturze87i sile jonowej0,19mol/l.
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Ryc. 25. Przykladowy wykres przedstawey zmiany stzen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB
podczas aktywacji proleku o patkowym stzeniu 0,5 mmol/l w 0,369 mol/l buforze
fosforanowym o pH 7,4, temperaturze %®7i sile jonowej1,0 mol/l oraz przebieg krzywych

najlepszego dopasowania i 95% krzywych @@mouzyskany w programie Prism 6.01.
Wykres wewntrzny przedstawia rozktad wagt resztowych sgen analitow.
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Ryc. 26. Zmiany sfen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEBsfednia + SD, n = 3) obserwowane
podczas aktywacji proleku o patkowym stzeniu 0,5 mmol/l w 0,369 mol/l buforze
fosforanowym o pH 7,4, temperaturze7i sile jonowejl,0 mol/l.
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Ryc. 27. Przykladowy wykres przedstawiy zmiany stzen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB

podczas aktywacji proleku o patkowym stzeniu 2,5 mmol/l w 0,369 mol/l buforze
fosforanowym o pH 7,4, temperaturze ®7i sile jonowej1,0 mol/l oraz przebieg krzywych
najlepszego dopasowania i 95% krzywych @émouzyskany w programie Prism 6.01.
Wykres wewntrzny przedstawia rozktad wagt resztowych sgen analitow.
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Zmiany szen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEBs(ednia £+ SD, n = 3) obserwowane

podczas aktywacji proleku o patkowym stzeniu 2,5 mmol/l w 0,369 mol/l buforze
fosforanowym o pH 7,4, temperaturze°87i sile jonowejl,0 mol.
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Ryc. 29. Przykladowy wykres przedstawey zmiany stzen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB
podczas aktywacji proleku o patkowym skzeniu 0,5 mmol/l w 0,0615 mol/l buforze
fosforanowym o pH 7,4, temperaturze ®7i sile jonowejl,0 mol/l oraz przebieg krzywych
najlepszego dopasowania i 95% krzywych @@mouzyskany w programie Prism 6.01.
Wykres wewntrzny przedstawia rozktad wagt resztowych sgen analitow.
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Ryc. 30. Zmiany szen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEBs$(ednia + SD, n = 3) obserwowane
podczas aktywacji proleku o patkowym skzeniu 0,5 mmol/l w 0,0615 mol/l buforze
fosforanowym o pH 7,4, temperaturze®7i sile jonowejl,0 mol/l.
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Ryc. 31. Przykladowy wykres przedstawey zmiany stzen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB
podczas aktywacji proleku o patkowym stzeniu 1,0 mmol/l w buforze PBS o pH 7,4,
temperaturze 37°C i sile jonowej 0,16 molll oraz przebieg krzywyamajlepszego
dopasowania i 95% krzywych uffm, uzyskany w programie Prism 6.01. Wykres
wewnrgtrzny przedstawia rozktad waso resztowy ch stzen analitow.
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Ryc. 32. Zmiany szen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEBsfednia £+ SD, n = 5) obserwowane
podczas aktywacji proleku o patkowym sezeniu 1,0 mmol/l w buforze PBS o pH 7,4,
temperaturze 37C i sile jonowej 0,16 mol/I.
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Ryc. 33. Zestawienie zmiadrednich s¢zen TREO obserwowanych podczas aktywacji
proleku w badanych roztworach buforowych o pH 7#rperaturze 37C. bocza;kowe

stezenie TREO w roztworze 0,5 mmol/l?pocza;kowe stzenie TREO w roztworze
2,5 mmol/I.
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Ryc. 34. Zestawienie zmiamednich s¢zen S,S-EBDM obserwowanych podczas aktywaciji

TREO w badanych roztworach buforowych o pH 7,4mperaturze 37C. poczaJkowe

stezenie TREO w roztworze 0,5 mmolll, poczitkowe stzenie TREO w roztworze
2,5 mmol/I.
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Ryc. 35. Zestawienie zmiagrednich stzeh S,S-DEB obserwowanych podczas aktywadji
TREO w badanych roztworach buforovvych o pH 7,4mperaturze 37C. pocztkowe

stezenie TREO w roztworze 0,5 mmol/l, pocztkowe stzenie TREO w roztworze
2,5 mmol/I.
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Ryc. 36. Zmiany szen (x)-DEB (srednia + SD) obserwowane podczas hydrolizy epoksydu
0 pocatkowym stzeniu 1,0 mmol/l w 0,0615 mol/l buforze fosforanowyarsile jonowej
0,16 mol/l (n = 3), 0,369 mol/l buforze fosforanomyo sile jonowej 1,0 mol/l (n = 3) oraz
buféJrze PBS o sile jonowej 0,16 mol/l (n = 5) whksth warunkach pH 7,4 i temperatury
37°C.
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15.2.Parametry kinetyczne aktywacji TREO w roztworach buforowych o pH 7,4
i temperaturze 37°C

Stale szybkai opisupce nasgpcze reakcje aktywacj TREO pierwszegoedu
(k1 i ko) oraz reakcje hydrolizy utworzonych epoksytransferdw pseudopierwszegoedu
(km 1 kp), wyznaczone dla poszczegolnych préb roztworéwolmvfych w programie

Prism 6.01, zestawiono w Tabelach 17 — 22.
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Tabela 17. Parametry kinetyczne obliczone w progrdtnism 6.01 dla aktywadj,5 mmol/I
TREO w0,0615mol/l buforze fosforanowym o pH 7,4, temperatuge’C i sile jonowej
0,16 mol/l

Parametr Nr proby War§o Btad standardowy 95% Przedziat ufco
1 482,6 3,8 A74,7- 490,5
2 483,2 4,2 474,6- 491,8
Co [umol/1] 3 487,7 4,7 478,0- 497,4
4 500,3 31 494,0- 506,6
5 489,8 5,3 479,0- 500,7
1 0,4532 0,0062 0,4404— 0,4660
2 0,4375 0,0065 0,4241- 0,4508
ke [0 3 0,4345 0,0072 0,4197- 0,4493
4 0,4491 0,0047 0,4394- 0,4588
5 0,4393 0,0081 0,4226- 0,4560
1 0,2160 0,0031 0,2096- 0,2225
2 0,2235 0,0036 0,2162- 0,2308
ko [h7] 3 0,2189 0,0039 0,2109- 0,2268
4 0,2051 0,0023 0,2004- 0,2098
5 0,2063 0,0041 0,1978- 0,2148
1 0,01530 0,00389 0,00729- 0,02332
2 0,02025 0,00435 0,01129- 0,02921
kn [N 3 0,01525 0,00476 0,00544- 0,02506
4 0,02269 0,00294 0,01664- 0,02874
5 0,02502 0,00527 0,01416- 0,03588
1 0,03262 0,00072 0,03115- 0,03410
2 0,03061 0,00074 0,02909- 0,03212
ko [h] 3 0,03187 0,00085 0,03011- 0,03363
4 0,03025 0,00053 0,02915- 0,03135
5 0,03121 0,00097 0,02922- 0,03320

Co — obliczone pocztkowe stzenie TREO w roztworze.
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Tabela 18. Parametry kinetyczne obliczone w progrdtnism 6.01 dla aktywadj,5 mmol/I
TREO w0,0730mol/l buforze fosforanowym o pH 7,4, temperatug®e’C i sile jonowej
0,19mol/l

Parametr Nr proby War§o Btad standardowy 95% Przedziat ufco
1 488,6 6,9 474,4- 502,8
2 491,4 4,2 482,9- 500,0
Co [umol/1] 3 486,5 6,1 473,9- 499,1
4 493,5 5,8 481,6- 505,3
5 492,6 6,2 479,8- 505,3
1 0,4561 0,0110 0,4334~- 0,4787
2 0,4574 0,0067 0,4437- 0,4712
ky [N 3 0,4330 0,0093 0,4137- 0,4522
4 0,4461 0,0090 0,4276- 0,4645
5 0,4524 0,0098 0,4322- 0,4725
1 0,2297 0,0059 0,2175—- 0,2419
2 0,2229 0,0034 0,2159- 0,2300
ko [h™] 3 0,2135 0,0050 0,2032- 0,2237
4 0,2101 0,0045 0,2007- 0,2194
5 0,2174 0,0049 0,2072- 0,2275
1 0,01784 0,00726 0,002880- 0,03280
2 0,01358 0,00425 0,004814- 0,02234
k [N 3 0,02036 0,00626 0,007456- 0,03326
4 0,02130 0,00578 0,009399- 0,03320
5 0,01555 0,00614 0,002898- 0,02821
1 0,03480 0,00131 0,03210- 0,03749
2 0,03519 0,00080 0,03354- 0,03685
ko [n™] 3 0,03276 0,00116 0,03037- 0,03515
4 0,03358 0,00110 0,03131- 0,03585
5 0,03179 0,00110 0,02952- 0,03406

Co — obliczone pocztkowe stzenie TREO w roztworze.
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Tabela 19. Parametry kinetyczne obliczone w progrdtnism 6.01 dla aktywadj,5 mmol/I
TREO w 0,369 mol/l buforze fosforanowym o pH 7,4, temperatu®&e’C i sile jonowej
1,0mol/l

Parametr Nr proby War§o Btad standardowy 95% Przedziat ufco
1 493,0 5,9 480,6- 505,5
Co [umol/] 2 498,3 4,4 489,1- 507,5
3 497,8 4,7 488,0- 507,7
1 0,4566 0,0095 0,4367- 0,4766
ki [h7] 2 0,4578 0,0069 0,4432- 0,4724
3 0,4427 0,0072 0,4275-0,4580
1 0,2321 0,0090 0,2131- 0,2510
ko [h7] 2 0,2386 0,0066 0,2247- 0,2524
3 0,2316 0,0073 0,2163- 0,2468
1 0,06303 0,01224 0,03731- 0,08874
kn [ 2 0,07116 0,00918 0,05179- 0,09054
3 0,06852 0,00986 0,04781- 0,08923
1 0,1127 0,0078 0,09620- 0,1291
ko [h] 2 0,1090 0,0055 0,09741- 0,1205
3 0,1138 0,0063 0,1004- 0,1271

Co — obliczone poctkowe stzenie TREO w roztworze.
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Tabela 20. Parametry kinetyczne obliczone w progrdtnism 6.01 dla aktywadi,5 mmol/I
TREO w 0,369 mol/l buforze fosforanowym o pH 7,4, temperatu®&e’C i sile jonowej
1,0mol/l

Parametr Nr proby War§o Btad standardowy 95% Przedziat ufco
1 2471 15 2440- 2502
Co [umol/I] 2 2481 16 2449- 2514
3 2433 17 2398- 2468
1 0,4522 0,0048 0,4424~ 0,4620
ky [N 2 0,4511 0,0049 0,4411- 0,4612
3 0,4443 0,0054 0,4333- 0,4554
1 0,2150 0,0038 0,2071- 0,2228
ko [h7] 2 0,2077 0,0038 0,1999- 0,2154
3 0,2208 0,0044 0,2117- 0,2300
1 0,06258 0,00523 0,05183- 0,07333
kv [N7] 2 0,08575 0,00530 0,07485- 0,09665
3 0,05370 0,00602 0,04131- 0,06608
1 0,1047 0,0030 0,09861- 0,1108
ko [h] 2 0,0940 0,0027 0,08839- 0,09958
3 0,1056 0,0034 0,09859- 0,1125

Co — obliczone poctkowe stzenie TREO w roztworze.
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Tabela 21. Parametry kinetyczne obliczone w progrdtnism 6.01 dla aktywadj,5 mmol/I
TREO w0,0615mol/l buforze fosforanowym o pH 7,4, temperatuge’C i sile jonowej
1,0mol/l

Parametr Nr proby War§o Btad standardowy 95% Przedziat ufco

1 474,7 5,6 462,7- 486,8
Co [umol/] 2 458,3 4,6 448,6- 468,0
3 479,4 6,0 466,6— 492,2

1 0,4607 0,0096 0,4404- 0,4811

ky [N 2 0,4626 0,0080 0,4455- 0,4797

3 0,4413 0,0097 0,4207- 0,4619

1 0,1978 0,0143 0,1674- 0,2281

ko [h7] 2 0,2135 0,0130 0,1858- 0,2412

3 0,2201 0,0165 0,1849- 0,2552

1 0,1420 0,0182 0,1032- 0,1808

kv [N7] 2 0,1061 0,0160 0,07209- 0,1401

3 0,1046 0,0204 0,06121- 0,1481

1 0,1856 0,0219 0,1389- 0,2322

ko [h] 2 0,2223 0,0204 0,1788- 0,2658

3 0,2129 0,0246 0,1605- 0,2652

Co — obliczone poctkowe stzenie TREO w roztworze.

127



WYNIKI

Tabela 22. Parametry kinetyczne obliczone w progrdtnism 6.01 dla aktywacji 1,0 mmol/I
TREO w buforze PBS o pH 7,4, temperaturz€Q@7 sile jonowej 0,16 moll

Parametr Nr proby Warté Bfad standardowy 95% Przedziat ufico
1 982,9 7,8 966,9- 998,8
2 1015 7,0 1001- 1030
Co [umol/] 3 1002 6,9 987,8- 1016
4 997.,0 6,9 982,9- 1011
5 978,0 8,0 961,5- 994,4
1 0,4537 0,0061 0,4411- 0,4662
2 0,5100 0,0061 0,4976- 0,5225
ky [h7] 3 0,4200 0,0049 0,4099- 0,4301
4 0,4261 0,0050 0,4157- 0,4364
5 0,4447 0,0063 0,4319- 0,4575
1 0,2107 0,0033 0,2040- 0,2174
2 0,2416 0,0031 0,2353- 0,2480
ko [n] 3 0,1966 0,0027 0,1911- 0,2021
4 0,1855 0,0026 0,1802- 0,1908
5 0,1940 0,0031 0,1876- 0,2004
1 0,03073 0,00429 0,02193- 0,03953
2 0,02581 0,00385 0,01789- 0,03374
km [07] 3 0,03081 0,00360 0,02341- 0,03820
4 0,02507 0,00350 0,01788- 0,03226
5 0,02212 0,00421 0,01348- 0,03077
1 0,04540 0,00102 0,04330- 0,04750
2 0,04322 0,00077 0,04163- 0,04481
ko [h7] 3 0,04316 0,00088 0,04136- 0,04497
4 0,04686 0,00098 0,04484- 0,04887
5 0,04778 0,00116 0,04541- 0,05015

Co — obliczone poctkowe stzenie TREO w roztworze.
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15.3.0cena poprawndci zastosowanego modelu aktywacji TREO

Wsp 6tczy nniki determinacii Roraz warteci p dla testéw ocenigych dopasowanie
zastosowanego modelu aktywacji TREO (Ryc. 14) doamnstzen TREO, S,S-EBDM
i S,S-DEB obserwowanych w czasie aktywacji prolekwoztworach buforowych o pH 7,4
i temperaturze 37C, przedstawiono w Tabelach 23 — 28. Poréwnanily cktaszy bkdci
reakcji TREO- S,S-EBDM (k) oraz hydrolizy S,S-DEB () uzyskanych w zastosowanym
modelu kinetycznym metadegresji nieliniowej z analogicznymi statymi wyzaanymi za
pomoa semilogarytmicznej regresji liniowej przedstawiomo Tabelach 29 i 30. We
wszystkich analizowanych grupach z atkjem jednej (statej ki, dla buforu PBS) rozkiad
wartasci byt zgodny z normalnym, a poréwnywane pary gogghowaly si jednorodnécia
wariancji (p > 0,05 w t&ie Levene’a dla grup réwnolicznych lub wsee Browna-
Forsythe’a dla grup o zéej liczebndéci danych). Do poréwnanirednich statych szybkoi
zastosowano test ANOVA, z wytkiem poréwnania statych,k k; j, dla buforu PBS, gdzie
uzyto nieparametryczny test U Manna-Whitneya. Wdsam przypadku testy te wykazaly
brak statystycznie istotnych mdic stalych szybk&i wyznaczonych metad regresji

nieliniowej w modelu kinetycznym i metedemilogarytmicznej regres;ji liniowej.
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Tabela 23. Ocena dopasowania zastosowanego moidely éznego do zmian gten TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB obserwowanych w czasie aktyw&gmmol/l TREO w0,0615mol/I

buforze fosforanowym o pH 7,4, temperaturz€@7 sile jonowej0,16 mol/l

Parametr N' tReo ssEBDM sspes S

proby model

1 0,9991 0,9959 0,9954 0,9973

2 0,9987 0,9993 0,9938 0,9970
R? 3 0,9977 0,9878 0,9961 0,9961
4 0,9991 0,9972 0,9975 0,9984
5 0,9974 0,9789 0,9963 0,9950
Wartas¢ p dla testu D'Agostino- L B 0,13 0,39 nd
Pearson rozktadu normalnego 2 B 0,91 0,67 nd
wartasci resztowy ch 3 - 0,55 0,51 nd
(hipoteza zerowa: istnienie 4 - 0,65 0,49 nd
rozktadu normalnego) 5 _ 0.85 0.70 nd
Wartci¢ p dla testu rozkiadu 1 0,40 0,89 1,00 0,97
dodatnich i ujemnych warkoi 2 0,70 0,71 0,85 0,92
resztowych Runs tegt 3 0,70 0,71 0,81 0,92
(hipoteza zerowa: istnienie 4 1,00 0,11 0,71 0,79
randomizacji rozkfadu) 5 1,00 0,63 0,81 0,98
Wartcs¢ p dla testu F weryfikacji 1 0,0005
przewagi przyjtego modelu 2 < 0,0001
kinetycznego nad prostszym 3 0,0036
. modelem, w ktérym k = 0 4 < 0,0001
(hipoteza zerowa: prostszy model
5 < 0,0001

jest preferowany)

nd — nie dotyczy.
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Tabela 24. Ocena dopasowania zastosowanego moidety é&znego do zmian gten TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB obserwowanych w czasie aktyw@gmmol/l TREO w0,0730mol/I
buforze fosforanowym o pH 7,4, temperaturz€@1 sile jonowejd,19mol/l

Nr Caly
Parametr TREO S,S-EBDM S,S-DEB

proby model

1 0,9969 0,9838 0,9871  0,9919

2 0,9993 0,9909 0,9961 0,9972
R? 3 0,9976 0,9712 0,9927 0,9934
4 0,9992 0,9617 0,9961 0,9943
5 0,9973 0,9888 0,9897 0,9935
1 —~ 0,90 0,99 nd
Wartas¢ p dla testu D'Agostino- 5 ~ 0.42 0.14 nd
Pearson rozktadu normalnego
wartgsci resztowych 3 - 0,46 0,71 nd
(hipoteza zerowa: istnienie 4 _ 0,83 0,20 nd
rozkladu normalnego)
5 - 0,26 0,18 nd
1 1,00 0,43 0,79 0,92
Wartci¢ p dla testu rozkiadu
o : 2 0,80 0,71 0,60 0,85
dodatnich i ujemnych wargoi
resztowych Runs tegt 3 0,10 0,37 0,90 0,71
(hipoteza zerowa: istnienie 4 0,13 1,00 0,99 1,00
randomizacji rozkfadu) 5 1.00 0.37 0.79 0,01
Wartasé¢ p dla testu F weryfikacji 1 0,0210
przewagi przyjtego modelu 2 0,0038
kinetycznego nrfld prostszym 3 0,0033
modelem, w ktérym k = 0
(hipoteza zerowa: prostszy model 4 0,0011
jest preferowany) 5 0,0176

nd — nie dotyczy.
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Tabela 25. Ocena dopasowania zastosowanego moidety é&znego do zmian gten TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB obserwowanych w czasie aktyw@&immol/l TREO w0,369 mol/l
buforze fosforanowym o pH 7,4, temperaturz€@7 sile jonowejl,0 mol/l

Nr Caly
Parametr TREO S,S-EBDM S,S-DEB
proby model

1 0,9985 0,9854 0,9840 0,9951

R? 0,9995 0,9959 0,9841 0,9974

2
3 0,9987 0,9938 0,9860  0,9969
1

Wartai¢ p dla testu D'Agostino-
Pearson rozktadu normalnego

- 0,60 0,44 nd

wartasci resztowy ch 2 - - 0,79 nd
(hipoteza zerowa: istnienie 3 _ 0.60 0.89 nd
rozkladu normalnego)
Wartas¢ p dla testu rozkiadu 1 0,90 0,37 0,88 0,92
dodatnich i ujemnych wargoi
resztowych Runs tegt 2 0,80 0,71 0,79 0,90
(hipoteza zerowa: istnienie
randomizacji rozktadu) 3 1,00 0.43 0.93 0.96
Wartci¢ p dla testu F weryfikacji 1 0,0001
przewagi przyjtego modelu
kinetycznego nad prostszym 5 < 0,0001

modelem, w ktorymk =0
(hipoteza zerowa: prostszy model 4 < 0,0001
jest preferowany)

nd — nie dotyczy.
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Tabela 26. Ocena dopasowania zastosowanego moidety éznego do zmian gten TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB obserwowanych w czasie aktywa&immol/l TREO w0,369 mol/l
buforze fosforanowym o pH 7,4, temperaturz€@7 sile jonowejl,0 mol/l

Nr Caly
Parametr TREO S,S-EBDM S,S-DEB
proby model

1 0,9993 0,9985 0,9965  0,9987

R? 0,9995 0,9958 0,9971 0,9986

2
3 0,9989 0,9959 0,9975 0,9983
1

Wartai¢ p dla testu D'Agostino-
Pearson rozktadu normalnego
wartasci resztowy ch 2 0,91 0,61 0,89 nd
(hipoteza zerowa: istnienie

0,10 0,98 0,85 nd

3 0,85 0,70 0,41 nd
rozkladu normalnego)
Wartas¢ p dla testu rozkiadu 1 0,37 0,11 0,82 0,56
dodatnich i ujemnych wargoi
resztowych Runs tegt 2 0,11 0,64 0,21 0,25
(hipoteza geroyya: istnienie 3 0,29 0.26 0,29 0.14
randomizacji rozkfadu)
Wartci¢ p dla testu F weryfikacji 1 < 0,0001
przewagi przyjtego modelu
kinetycznego nad prostszym 5 < 0,0001
modelem, w ktorymk =0
(hipoteza zerowa: prostszy model 4 < 0,0001

jest preferowany)

nd — nie dotyczy.
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Tabela 27. Ocena dopasowania zastosowanego moidety é&znego do zmian gten TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB obserwowanych w czasie aktyw@gmmol/l TREO w0,0615mol/I
buforze fosforanowym o pH 7,4, temperaturz€@7 sile jonowejl,0 mol/l

Nr Caly
Parametr TREO S,S-EBDM S,S-DEB
proby model

1 0,9975 0,9882 0,9337 0,9961

R? 0,9985 0,9905 0,9315 0,9972

2
3 0,9975 0,9754 0,9596 0,9955
1

Wartas¢ p dla testu D'Agostino- - - - nd

Pearson rozktadu normalnego
wartasci resztowy ch 2 - - - nd
(hipoteza zerowa: istnienie

rozktadu normalnego) 3 nd
Wartas¢ p dla testu rozkiadu 1 1,00 0,06 0,71 0,66
dodatnich i ujemnych wargoi
resztowych Runs tegt 2 0,80 1,00 0,54 0,87
(hipoteza geroyya: istnienie 3 0,30 0,06 0,80 0.41
randomizacji rozkfadu)
Wartci¢ p dla testu F weryfikacji 1 < 0,0001
przewagi przyjtego modelu
kinetycznego nad prostszym 5 < 0,0001
modelem, w ktorymk =0
(hipoteza zerowa: prostszy model 4 0,0005

jest preferowany)

nd — nie dotyczy.
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Tabela 28. Ocena dopasowania zastosowanego moidety é&znego do zmian gten TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB obserwowanych w czasie aktywh@immol/| TREO w buforze PBS
0 pH 7,4, temperaturze 3C i sile jonowej 0,16 mol/l

Nr Caly
Parametr TREO S,S-EBDM S,S-DEB
proby model

1 0,9992 0,9920 0,9971 0,9975

2 0,9999 0,9976 0,9963  0,9982
R? 3 0,9995 0,9960 0,9960  0,9980
4 0,9992 0,9950 0,9969  0,9980
5 0,9994 0,9936 0,9945  0,9972
1 - 0,53 0,92 nd
Wartas¢ p dla testu D'Agostino- 5 ~ 0,89 0,55 nd
Pearson rozktadu normalnego
wartcsci resztowych 3 - 0,36 0,37 nd
(hipoteza zerowa: istnienie 4 _ 0,59 0,28 nd
rozkladu normalnego)
5 - 0,66 0,67 nd
1 0,33 0,79 0,23 0,51
Wartci¢ p dla testu rozkiadu
L : 2 0,90 1,00 0,10 0,36
dodatnich i ujemnych wargoi
resztowych Runs test 3 1,00 0,26 0,29 0,44
(hipoteza zerowa: istnienie 4 0,97 0,07 0,15 0,24
randomizacji rozktadu) 5 0.80 0.26 0.64 0,57
Wartasé¢ p dla testu F weryfikacji 1 < 0,0001
przewagi przyjtego modelu 2 < 0,0001
kinetycznego nrfld prostszym 3 < 0,0001
modelem, w ktérym k = 0
(hipoteza zerowa: prostszy model 4 < 0,0001
jest preferowany) 5 < 0,0001

nd — nie dotyczy.
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Tabela 29. Poréwnanie waftm stalych szybkai reakcji TREO - S,S-EBDM
przebiegajcej w roztworach buforowych o pH 7,4 i temperatudZeC, wyznaczonych za
pomoe zastosowanego modelu kinetycznege) (k semilogarytmicznej regresji liniowej

(kl Iin)

Bufor Nr préby k [h™] Ky in [N Réznica [%]

1 0,4532 0,4503 0,6

0,0615 mol/l bufor 2 0,4375 0,4607 5,0

fosforanowy o sile jonowej 3 0,4345 0,4448 23
0,16 molll;

Co = 0,5 mmol/l 4 0,4491 0,4672 3,9

5 0,4393 0,4410 0,4

1 0,4561 0,4347 4,9

0,0730 mol/l bufor 2 0,4574 0,4918 7,0

fosforanowy o sile jonowej 3 0.4330 04710 8.1

0,19 mol/l; ’ ’ ’

Co = 0,5 mmol/l 4 0,4461 0,4530 1,5

5 0,4524 0,4409 2,6

0,369 mol/l bufor 1 0,4566 0,4573 0,2

fosforanowy o sile jonowe;j 2 0,4578 0,4538 0,9
1,0 molfl;

Co = 0,5 mmol/l 3 0,4427 0,4430 0,1

0,369 mol/l bufor _ 1 0,4522 0,4352 3,9

fosforanowy o S|!e jonowej 5 0.4511 0.4452 1.3
1,0 molfl;

Co = 2,5 mmol/l 3 0,4443 0,4591 3,2

0,0615 mol/l bufor 1 0,4607 0,4633 0,6

fosforanowy o sile jonowej > 0,4626 0,4770 3.0
1,0 molfi ;

Co = 0,5 mmoll/l 3 0,4413 0,4413 0,0

1 0,4537 0,4475 14

bufor PBS o sile jonowej 2 0,5100 05179 L5

0,16 molll; 3 0,4200 0,4361 3,7

o= 1,0 mmol 4 0,4261 0,4496 5,2

5 0,4447 0,4298 3,5

*zwiqkszom Sike jonowa roztworu buforowego uzyskano przez dodanie Nagt: Gominalne
pocztkowe stzenie TREO w roztworze.
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Tabela 30. Poréwnanie wastd stalych szybkéci reakcji hydrolizy S,S-DEB i (x)-DEB
w wybranych roztworach buforowych o pH 7,4 i tengierze 37°C, wyznaczonych za
pomoe@ zastosowanego modelu kinetycznegg) (k semilogarytmicznej regresji liniowej
(kD Iin)

Bufor ko [N Ko in [N Réznica [%]
0,0615 mol/l bufor fosforanowy 0,03131 + 0,00096 0,03214 + 0,00030 26
o sile jonowej 0,16 mol/I (n=05) (n=23) '
0,1118 + 0,0025
= 3) 10,5
0,369 mol/l bufor fosforanowy (n 0,1012 + 0,0067
o sile jonowej 1,0 mol/I 0.1014 + 0.0064 (n=3)
’ —_ ) 0’2
(n=3)
bufor PBS 0,04528 + 0,00209 0,04637 + 0,00144 54
o sile jonowej 0,16 mol/l (n=05) (n=5) '

"poczitkowe stzenie TREO w roztworze wynosito 0,5 mmol/lpocztkowe stzenie TREO
w roztworze wynosito 2,5 mmol/l.

15.4.0cena statystyczna wptywu sktadu roztworéw buforowgh na state szybkéci
reakcji aktywacji TREO

Wyznaczone w programie Prism 6.01 wécicstatych szybkéci reakcji sktadajcych
sii na aktywag TREO (k i k) oraz hydrolityczny rozkiad utworzonych
epoksytransformeréw (ki kp) w réznych roztworach buforowych o pH 7,4 i temperaturze
37°C podlegaly rozktadowi normalnemu (p > 0,05 Wcte Shapiro-Wilka) oraz cechowaly
si¢ jednorodnécia wariancji (p > 0,05 w txie Browna-Forsythe’a). Warfoi tych stalych
zestawiono w Tabeli 31. Jednoczynnikowa analizaianaji ANOVA wykazata brak
statystycznie istotnych #dic wartagci statych k i k, uzyskanych dla wszystkich badanych
roztworow buforowych oraz istnienie statystycznydnic stalych k; i kp (Tabela 31).
Celem okrélenia istotndci réznic srednich k; i kp migdzy poszczegdlnymi parami badanych
buforéw, przeprowadzono test post-hoc Tukey’'a, dgér wyniki zamieszczono
w Tabeli 32 33.

137



WYNIKI

Tabela 31. Porownanie stalych szyftiqsrednia £ SD) reakcji transformacji TREO w roztwdrdauforowych o rénej sile jonowej, skladzie
jonowym i przy rénym pocatkowym stzeniu TREO w stalych warunkach pH 7,4 itempera@#yC (ednoczynnikowa ANOVA)

Bufor

Stata szybkéci [h™]

Ky

ko

Ky

ko

0,0615 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 0,16 mol/l;
Co = 0,5 mmol/l

0,0730 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 0,19 mol/I;
Co = 0,5 mmol/l

0,369 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 1,0 mol/l;
Co = 0,5 mmol/l

0,369 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 1,0 mol/l;
Co = 2,5 mmol/l

0,0615 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 1,0 mol/l;

0,4427 + 0,0080
(n=79)

0,4490 + 0,0100
(n=5)

0,4524 + 0,0084
(n=3)

0,4492 + 0,0043
(n=3)

0,4549 + 0,0118

0,2140 + 0,0080
(n=79)

0,2187 + 0,0078
(n=5)

0,2341 + 0,0039
(n=3)

0,2145 + 0,0066
(n=3)

0,2105 + 0,0115

0,01970 + 0,00438
(n=19)

0,01773 + 0,00323
(n=5)

0,06757 + 0,00415
(n=3)

0,06734 + 0,01655
(n=3)

0,1176 + 0,0212

0,03131 + 0,00096
(n=19)

0,03362 + 0,00141
(n=5)

0,1118 + 0,0025
(n=3)

0,1014 + 0,0065
(n=3)

0,2069 + 0,0191

Co = 0,5 mmol/ (n=3) (n=3) (n=3) (n=3)
. bufor PBS _ 0,4509 + 0,0357 0,2057 + 0,0220 0,02691 + 0.00379  0,04528 + 0,00209
o sile jonowej 0,16 mol/l; (n = 5) (n = 5) (n=5) (n=5)
Co = 1,0 mmol/l
test ANOVA (x =0,05) NS NS p < 0,0001 p < 0,0001

" zwickszon sile jonowa buforu uzyskano za pompdNaCl; G —

statysty cznie ranic (p > 0,05).

nominalne poatkowe stzenie TREO w roztworze; NS — brak istotnych
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Tabela 32. Wyniki testu Tukey’a porownavielokrotnych srednich wartéci statej k; uzyskanych dla aktywacji TREO w roztworach
buforowych o rénej sile jonowej, sktadzie jonowym i przyamdym pocztkowym stzeniu TREO w stalych warunkach pH 7,4 i temperatury

37°C

Bufor

A

B

C

D

E

F

0,0615 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 0,16 mol/l;
Co = 0,5 mmol/l

(A)

nd

NS

p = 0,0002

p = 0,0002

p = 0,0002

NS

0,0730 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 0,19 mol/l;
Co = 0,5 mmol/l

(B)

NS

nd

p = 0,0002

p = 0,0002

p = 0,0002

NS

0,369 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 1,0 mol/l;
Co = 0,5 mmol/l
(©)

p = 0,0002

p = 0,0002

nd

NS

p = 0,0002

p = 0,0008

0,369 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 1,0 mol/l;
Co = 2,5 mmol/l

(D)

p = 0,0002

p = 0,0002

NS

nd

p = 0,0002

p = 0,0009

0,0615 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 1,0 mol/j
Co = 0,5 mmol/l
(B

p = 0,0002

p = 0,0002

p = 0,0002)

p = 0,000

nd

p = 0,0002

bufor PBS
o sile jonowej 0,16 mol/l;
Co = 1,0 mmol/l
(F)

NS

NS

p = 0,0008

p = 0,0009

p = 0,0002

nd

" zwiekszory site jonowa buforu uzyskano za pomp&aCl; G — nominalne poctkowe stzenie TREO w roztworze; nd — nie dotyczy; NS —
brak istotnej staty sty cznieznicy (p > 0,05).
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Tabela 33. Wyniki testu Tukey’a porownawielokrotnych srednich wartéci statej k uzyskanych dla aktywacji TREO w roztworach
buforowych o rénej sile jonowej, sktadzie jonowym i przyamdym pocztkowym stzeniu TREO w stalych warunkach pH 7,4 i temperatury

37°C

Bufor

A

B

C

D

E

F

0,0615 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 0,16 mol/l;
Co = 0,5 mmol/l

(A)

nd

NS

p = 0,0002

p = 0,0002

p = 0,0002

p = 0,0469

0,0730 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 0,19 mol/l;
Co = 0,5 mmol/l

(B)

NS

nd

p = 0,0002

p = 0,0002

p = 0,0002

NS

0,369 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 1,0 mol/l;
Co = 0,5 mmol/l
(C)

p = 0,0002

p = 0,0002

nd

NS

p = 0,0002

p = 0,0002

0,369 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 1,0 mol/l;
Co = 2,5 mmol/l

(D)

p = 0,0002

p = 0,0002

NS

nd

p = 0,0002

p = 0,0002

0,0615 mol/l bufor fosforanowy
o sile jonowej 1,0 mollj
Co = 0,5 mmol/l
(B

p = 0,0002

p = 0,0002

p = 0,0002)

p = 0,000

nd

p = 0,0002

bufor PBS
o sile jonowej 0,16 mol/l;
Co = 1,0 mmol/l

(F)

p = 0,0469

NS

p = 0,0002

p = 0,0002

p = 0,0002

nd

" zwickszon, silke jonowa buforu uzyskano za pomp&aCl; G — nominalne poctkowe stzenie TREO w roztworze; nd — nie dotyczy; NS —

brak istotnej staty sty cznieznicy (p > 0,05).
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16.Pow TREO i jego epoksytransformerow
16.1.Wyznaczenie logRw, pKa i powierzchni czgsteczek TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB

metodami obliczeniowymi

Wartdici logPow TREO i jego epoksytransformeréw oszacowane za jgmazny ch
metod obliczeniowych zamieszczono w Tabeli 34. I8tmy zdysocjowanych form TREO
i S,S-EBDM oraz odpowiednie wadn pK, przedstawiono na Ryc. 37. Przeprowadzona
analiza wykazataziS,S-DEB w ogo6le nie ulega jonizacji &odowisku wodnym w zakresie

pH od 0 do 14. Obliczona powierzchniasteczek TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB wynosita
odpowiednio 523, 383 i 24&°.

Tabela 34. Teoretyczne waétblogPow TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB oszacowane na
podstawie rénych metod obliczeniowych

Metoda TREO S,S-EBDM S,S-DEB

Metody oparte na udziatach atomow

ALOGP -1,95 -1,17 -0,39
XLOGP2 -2,33 -1,42 -
XLOGP3 -2.16 -1,28 -0,52
Metody oparte na udziatach fragmentéwsieczki
KOWWIN -3,35 -1.32 -0.58
AB/LogP -2,00 -1.93 -0.38
miLogP -2,26 -1.14 -0.02
Metody oparte na topologii catej gzteczki
ALOGPs -1,53 -0,91 -0,36
AC logP -2,35 -1,34 -0,32
MLOGP -2,01 -1,53 -0,47
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Ryc. 37. Dysocjacja kwasowa TREO i S,S-EBDM oragaadednie wartéci pK, obliczone
w programie Marvin Sketch.

16.2.Czas ustalania si rownowagi podziadtu TREO i jego epoksytransformeréw
w uktadzie n-oktanol/ABS

Zmiany stzen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB obserwowane w buforze ARZed
oraz po 0,25 — 2,0 h wy#gania uktadu ztoonego z 20 ml n-oktanolu i 1 ml buforu ABS

zawieragcego anality o nominalnychegteniach pocatkowych rownych odpowiednio 2828,
4602 i 2570 pmol/l, przedstawia Ryc. 38.
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Ryc. 38. Zmiany sfen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB w buforze ABS w czasieh2
wytrzasania ukfadu n oktanol/ABS 20 : 1 (v/v).

16.3.Trwato$¢ TREO i jego epoksytransformerow w uktadzie n oktawl/ABS
Zmiany stzen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB obserwowane w buforze AR3ed
oraz po 2 — 6 h wytgsania ukladu zioonego z 20 ml n-oktanolu i 1 ml buforu ABS

zawierajgcego anality o nominalnychesteniach pocatkowych réwnych odpowiednio 2828,
4602 i 2570 pmol/l, przedstawia Ryc. 39.
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Ryc. 39. Zmianysrednich s¢zen (n = 2) TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB w buforze ABS
w czasie 6 h wytigsania ukfadu n oktanol/ABS 20 : 1 (v/v).
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16.4.Doswiadczalne Ry TREO i jego epoksytransformerow oraz ich ocena stgstyczna

Stezenia TREO i jego epoksytransformerow w buforze A&®aczone przed oraz po
2 h wytrzsaniu ukltadow skitadgych s¢ z faz n-oktanolu i buforu ABS przedstawiono
w Tabeli 35, natomiast wyznaczonesddadczalnie wartéci Poy i logPow zamieszczono
w Tabeli 36. Wartéci Poyw uzyskane dla TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB we wszyhitkic
badanych seriach uktadow n-oktanol/ABS (I — VI) [eodty rozkladowi normalnemu
(p > 0,05 w tecie Shapiro-Wilka). Wariancjedy TREO i S,S-EBDM w badanych seriach
byly statystycznie rowne (p > 0,05 wétee Levene’a), natomiast w przypadku S,S-DEB byty
rozne (p = 0,0442 w teie Levene’a). Test ANOVA wykazat brak statysty&mstotnych
réznic midzy srednimi wartdciami R,y poszczegblnych zwzkow, uzyskanymi dla
badanych uktadéw n-oktanol/ABS (p > 0,05).

Tabela 35. Stenia TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB lub (+)-DEB oznaczenduforze ABS
po 2 h wytrasania ukladow n-oktanol/ABS o #dej obgtosci faz i ré&nym pocatkowym
stezeniu analitow w buforze ABS w stalej temperaturZéG

n-Oktanol - ABS Stezenie analitu w buforze ABS [pumol/[]

Seria (miiml) Nominalne Oznaczone Oznaczone.réwnowagowe
(n=05) pocztkowe pocztkowe (Srednia £ SD)
TREO
I 20,0:1,0 2828,4 2896,0 1908,8 + 78,5
Il 20,0:0,5 2828,4 2881,8 1368,5 + 79,2
1] 20,0:2,0 2828,4 2928,8 2343,6 £ 60,4
v 20,0:1,0 1414,2 1446,2 942,7 £ 11,9
\Y 20,0:1,0 2500,0 2447,7 1603,2 + 27,1
S,S-EBDM
I 20,0:1,0 4601,8 4762,2 2052,6 + 78,4
I 20,0:0,5 4601,8 4589,1 1268,3 + 56,8
1] 20,0:2,0 4601,8 4631,6 2792,9 £ 67,0
v 20,0:1,0 2300,9 2385,6 1042,1 + 13,4
S,S-DEB
I 20,0:1,0 2569,9 2727,1 316,7+9,4
I 20,0:0,5 2569,9 2679,7 157,8 + 10,1
1] 20,0:2,0 2569,9 2588,6 523,0+ 14,9
v 20,0:1,0 1284,9 1309,1 1446 + 12,8
Vi 20,0:1,0 2500,0 2344,2 247,8+ 12,8
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Tabela 36. Warta@i Py, oraz odpowiadage im wartéci logPow (Srednia + SD, n = 5) TREO i jego epoksytransformendyznaczone
w uktadzie n-oktanol/ABS w temperaturze &7

TREO S,S-EBDM S,S-DEB
Seria

Pow logPow Pow logPow Pow logPow
| 0,0260 + 0,0032 -1,58 + 0,05 0,0661 + 0,0046 -3 1803 0,381 £ 0,012 -0,42 + 0,01
I 0,0278 + 0,0033 -1,56 + 0,05 0,0656 + 0,0042 -} 1803 0,401 £ 0,026 -0,40 + 0,03
1l 0,0250 + 0,0032 -1,60 + 0,06 0,0659 + 0,0040 -} 1803 0,395+ 0,014 -0,40 + 0,02
\Vi 0,0267 = 0,0010 -1,57 + 0,02 0,0645 + 0,0015 - 1001 0,405 + 0,040 -0,39+0,04

vV 0,0264 + 0,0013 -1,58 + 0,02 nd nd nd nd

Vi nd nd nd nd 0,424 + 0,024 -0,37 + 0,02

Razem 0,0264 + 0,0026 -1,58 + 0,04 0,0655 + 0,0035 -1,18 £ 0,02 0,401 £ 0,027 -0,40 + 0,03

nd — nie dotyczy.
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17.Farmakokinetyka TREO i jego epoksytransformerow u kélikow
17.1.Poziomy TREO i jego epoksytransformerow w prébkactosocza

W Tabeli 37 podano warfoi stgzen TREO i S,S-EBDM oznaczone w 0soczu
krolikéw, ktérym podano TREO w dawce odpowiadaj 14 g/mi u ludzi w przeliczeniu na
standardow mag ciata dorostego miczyzny (70 kg). Wzadnej z badanych prébek osocza
pochodacych od krolikbw z grupy | nie stwierdzonoesth S,S-DEB powyej LOQ
(1,1umol/l). Wartaci stezen (+)-DEB obserwowane w osoczu krolikéw grupy II,0ke
otrzymaty sam czysty diepoksyd, przedstawiono weli&@8. Wartdci stezen TREO i jego
epoksytransformeréw oznaczone u krolikéw grupy kiorym podano mieszarinT REO,
S,S-EBDM i S,S-DEB w formie diylnego bolusa, oraz u dodatkowego krélika nr 16,
ktoremu podano sam TREO w dawce identycznej jak wwypszej mieszaninie,
zamieszczono w Tabeli 39. Tabela 40 zawiera skavgge stzenia S,S-EBDM, obliczone
jako r&nica migdzy stzeniem oznaczonym u krolikbw z grupy 1l i u krolika 16. Tak
pomniejszone sgkenia S,S-EBDM niewilgj wptyw konwersji TREO - S,S-EBDM na
poziomy epoksytransformeru obserwowane u krélikéw podaniu mieszaniny TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEBSrednie wartéci stezen TREO i jego epoksytransformeréw w osoczu

krolikbw z grup | — lll przedstawiono rowriena Ryc. 40 — 42.
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Tabela 37. S$zenia TREO i S,S-EBDM w osoczu krolikdw grupy | pakenczeniu 15 min

wlewu dazylnego TREO w dawce 340 mg/kg m.c.

Stezenie umol/l]

czas [l Nr krolika srednia + SD
1 2 3 4
TREO
0 6228,7 4670,7 4680,7 5686,8 4737,7 5200,9 + 717,4
0,25 24447 2071,9 2163,7 1985,2 1899,0 2112,904021
0,5 1533,6 1510,4 1217,9 1328,2 1271,2 1372,3 #4142
0,75 1190,9 1038,2 985,5 1034,3 976,2 1045,0 + 86,2
1 1111,6 912,2 838,5 933,0 884,7 936,0 £ 104,3
2 669,4 4941 515,0 435,7 480,3 518,9 + 89,0
3 441,8 378,0 263,1 271,5 258,9 322,7+ 82,9
4 306,7 261,3 279,4 149,4 132,8 2259+ 79,3
5 216,9 164,9 181,7 102,5 70,3 147,3 + 59,7
6 138,9 95,4 128,8 76,4 39,6 95,8 £ 40,3
S,S-EBDM
0 34,0 44,1 57,0 39,3 31,1 41,1+ 10,2
0,25 26,9 32,1 38,4 37,0 29,9 329+4.8
0,5 21,3 17,0 27,3 23,9 21,0 22,1+3,8
0,75 17,4 14,7 20,3 20,7 17,2 18,1 +2,5
1 16,3 13,4 13,9 12,6 13,8 140+1,4
2 9,3 7,3 8,1 6,8 6,9 7,7+10
3 4.4 4,3 5,7 3,2 3,7 4,3+0,9
4 2,9 45 4,8 2,1 2,5 34+1,2
5 1,6 2,3 2,3 15 0,9 1,7+0,6
6 1,0 2,0 1,7 1,1 <0,8 1,5+0,5
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Ryc. 40. Péllogarytmiczny wykres zmiargstn TREO (A) i S,S-EBDM f) (srednia £ SD,
n = 5) w osoczu krolikbw z grupy |, uzyskanych pkaczeniu 15 min wlewu dgyInego
TREO w dawce 340 mg/kg m.c., jako funkcja czasuedelu dwukompartmentowym.
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Tabela 38. Szenia (£)-DEB w osoczu krélikbw grupy Il oznaczone gazylnym bolusie
zwiazku w dawce 50 mg/kg m.c.

Stezenie umoll/l]

Czas [min] —
Nr krolika srednia = SD
6 7 8 9 10
2 408,9 388,9 454,9 422,1 440,0 423,0 £ 25,8
167,0 146,2 141,8 128,5 173,9 151,5+ 18,7
25,6 13,5 16,9 12,0 25,0 18,6 £6,4
12 5,7 4.4 4.4 2,6 51 44+1,2
16 1,4 1,4 1,3 <11 1,3 14+0,1
1000 -
100 -
3
£
=
QL
% 10 -
1 r r .
0 8 12 16
czas [min]

Ryc. 41. Péllogarytmiczny wykres zmiancatn (£)-DEB (srednia £ SD, n = 5) w osoczu
krolikbw z grupy Il, uzyskanych po podaniu){PEB w dawce 50 mg/kg m.c. w formie
dozylnego bolusa, jako funkcja czasu w modelu dwukaortmpantowym.
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Tabela 39. Stzenia TREO i jego epoksytransformerow w osoczu kédi grupy Il po
dozylnym bolusie mieszaniny TREO, S,S-EBDM i S,S-DEBayka TREO: 28,0 *
1,4 mg/kg m.c; dawka S,S-EBDM: 16,0 £+ 0,7 mgkg .m.dawka S,S-DEB: 8,2 *

0,4 mgkgm.c.) oraz w osoczu krdlika nr 16 pozyaym bolusie TREO w dawce
27,8 mg/kg m.c.

Stezenie pumol/l]

Czas
[min] Nr krolika srednia £ SD
11 12 13 14 15 16
TREO
2 502,2 495,8 505,1 507,9 557,3 513,7+ 24,8 5354
4047 376,5 359,5 418,5 506,1 413,1+5¢,9 4131
309,6 266,4 253,8 315,1 376,3 304,2+443 3227
12 220,6 211,4 188,5 243,3 261,5 225,1+283 2335
16 215,9 165,6 160,8 213,5 236,2 198,4 +334 196,8
20 183,1 156,7 145,3 183,3 194,7 172,6 +20,7 1739
30 157,0 120,6 112,4 140,1 160,7 1382+ 214 1527
60 91,4 55,6 68,9 102,9 101,0 84,0+20B8  113,6
90 69,3 43,7 43,4 79,1 59,7 59,0+ 15} 85,0
S,S-EBDM
2 73,3 68,2 82,4 81,0 82,1 77,4+ 64 4,1
4 50,0 42,5 48,9 36,4 50,2 45,6 + 6,0 4,4
26,5 17,8 21,9 13,6 19,2 19,8 + 4,8 3,9
12 14,4 10,8 11,6 7,6 12,9 11,5+ 2,6 31
16 7.9 5,7 7.3 4,8 8,0 6,7+ 1,4 2,9
20 6,4 4,0 5,0 3,7 5,7 50+1,1 2,9
30 3,1 2,3 3,2 2,3 3,4 29+0,5 2,7
60 1,7 1,3 2,0 1,3 2,1 1,7+0,4 2,0
90 1,2 0,9 1,2 1,0 1,9 1,2+0,4 1,5
S,S-DEB
2 15,5 6,0 11,0 14,8 8,4 112241 | <11
4 3,3 2,5 3,0 3,0 0,4 25+1,2 <111

"Stezenia S,S-DEB w probkach osocza krélikéw grupy ft @1 — 15) oraz krélika nr 16,
uzyskanych w czasie 8 — 90 min byty papwartagci LOQ (1,1umol/l).
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Tabela 40. Skorygowaneegenia S,S-EBDM w osoczu krolikéw grupy Il po zgdnym
bolusie mieszaniny TREO, S,S-EBDM
0,7 mg/kg m.c.)

i S,S-DEB (dawlk&S-EBDM: 16,0 =+

Stezenie umol/l]

Czas [min] Nr krolika .
srednia £ SD
11 12 13 14 15
69,2 64,1 78,3 76,9 78,0 73,3%+6,3
46,1 38,6 45,0 32,5 46,3 41,7+ 6,0
22,9 141 18,3 9,9 15,6 16,2+ 4,8
12 11,5 8,0 8,7 4,7 10,1 8,6 2,6
16 5,3 3,0 4,7 2,2 5,3 41+14
20 3,7 1,3 2,3 1,0 3,0 23+x11
30 1,0 <0,8 0,9 <0,8 1,0 1,0+0,1
100 -
— 10
5
£
=
2
c
(]
‘N
& 1
2]
0 . . .

10

15

20

czas [min]
Ryc. 42. Péllogarytmiczny wykres zmian skorygowampezen S,S-EBDM §rednia = SD,

n = 5) w osoczu krolikow z grupy lll, uzyskanych daylnym bolusie mieszaniny TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB (dawka TREO: 28,0 £ 1,4 mg/kgmdawka S,S-EBDM: 16,0 +
0,7 mg/kg m.c.; dawka S,S-DEB: 8,2 + 0,4 mgkg m.@ako funkcja czasu w modelu
dwukompartmentowy m.

30
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17.2.Poziomy TREO i jego epoksytransformerow w cieczy winistej oka krolikow

Wartasci stezen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB oznaczone w cieczy wadiska
krélikbw z grupy | oraz Ill przedstawiono odpowiédrnw Tabeli 41 i na Ryc. 43 oraz
w Tabeli 42 i na Ryc. 44.

Tabela 41. Stzenia TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB w cieczy wodnistefdkolikow grupy |
po zakaczeniu 15 min wlewu dgylnego TREO w dawce 340 mg/kg m.c.

Stezenie umoll/l]

Czas [h]
TREO S,S-EBDM S,S-DEB
0 68,4 4,8 <11
0,25 187,9 13,7 <11
0,5 166,1 34,8 <11
0,75 1711 43,8 <11
1 143,1 47,0 <11
2 102,0 23,8 <11
3 53,3 17,4 <11
4 38,3 10,0 <11
5 11,5 7,8 <1,1
6 9,6 4.9 <11
240
200 -

160 -

120 -

80 1

stezenie [umol/l]

40 -

czas [h]
Ryc. 43. Zmiany szenh TREO (A) i S,S-EBDM @) w cieczy wodnistej oka krolikow grupy |
(2 punkty czasowe/l krolik) po zakezeniu 15-min doylnego wlewu TREO w dawce
340 mg/kg. Stzenia S, S-DEB byty ponej wartgci LOQ (1,1umol/l).
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Tabela 42. Stenia TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB w cieczy wodnistepdkolikow grupy i
po daylnym bolusie mieszaniny TREO, S,S-EBDM i S,S-DHBaWka TREO: 28,0 *
1,4 mg/kg m.c.; dawka S,S-EBDM: 16,0 = 0,7 mgkgc.m.dawka S,S-DEB: 8,2 +*
0,4 mg/kg m.c.)

Stezenie umol/l]

Czas [min]
TREO S,S-EBDM S,S-DEB
2 11,6 51,1 445
4 11,5 17,0 6,3
8 12,5 28,6 17,4
12 14,9 13,0 3,3
16 25,8 15,0 9,7
20 21,4 11,9 2,8
30 18,4 10,7 <11
60 13,7 7,2 <11
90 10,0 4,9 <11
60 -
50
40 -
3
i 30 -
Q@
c
()
4 20 -
(%]
10 - —
—-0
0 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100
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Ryc. 44. Zmiany szen TREO (A) i S,S-EBDM @) i S,S-DEB ¢)w cieczy wodnistej oka
krolikbw grupy Il (2 punkty czasowe/l krolik) poogylnym bolusie mieszaniny TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB (dawka TREO: 28,0 £ 1,4 mg/kgmdawka S,S-EBDM: 16,0 +
0,7 mg/kg m.c.; dawka S,S-DEB: 8,2 + 0,4 mg/kg n.c.
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17.3.Parametry farmakokinetyczne TREO i jego epoksytranformerow

Ocerg dopasowania oznaczonychezsn TREO, S,S-EBDM i (x)-DEB w osoczu
krolikbw z grup | — Il do modelu jedno- i dwukomp@entowego przedstawiono
w Tabelach 43 — 45. U wszystkich krolikéw z grupy Il uzyskano lepsze dopasowanie
doswiadczalnych sgzen odpowiednio TREO i (x)-DEB do modelu dwukomp arthwenego.
Analogiczny wynik uzyskano w przypadku analizyzeh S,S-EBDM u 8 z 10 krolikéw.
U dwoch pozostatych krolikbw (nr 5 i 12) otrzyman@jednoznaczne rozwdanie, gdy.
wspo6iczynnik korelacji wskazywat na przewamodelu dwukompartmentowego, natomiast
testy statystyczne Akaike i Schwartzamodelu jednokompartmentowego. Finalnie zatem
parametry farmakokinetyczne badanych aakdéw u wszystkich krolikbw obliczono
w programie WinNonlin 6.2 z wykorzystaniem modeluutkompartmentowego i zestawiono

w Tabelach 46 — 48.
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Tabela 43. Wspoilczynnik korelacji i testy statygtye oceny dopasowania oznaczonych
stezenn TREO i S,S-EBDM w osoczu krélikbw grupy | do madeljedno-
i dwukompartmentowego

Parametritest Liczba w6k 1 Krélik2 Krélik3  Krélik 4  Krolik 5
kompartmentow
TREO
1 090322 009394 08910 009340 09657
WT_CORR
2 00991 009957 09849 09911  0.9995
A 1 1156 1090 1165 1041 88,8
2 77.0 86,7 100.8 88,5 50,1
s 1 1162 1097 1171 1047 89.4
2 78,2 87.9 102.1 89,7 51,3
S.S EBDM
1 09946 00262 09409 095090 09909
WT_CORR
2 09976 009844 09928 09937 09925
Al 1 426 2854 2691  17.62  -0,09
2 914 16,79 9.78 -0,68 229
s 1 366 2915 2751 1822 0.30
2 793 1800 10,99 0,53 3.08

WT_CORR — waony wspotczynnik korelacji; AIC — test Akaike (mjsiza wartéé testu
wskazuje na lepsze dopasowanie modelu); SBC —Sesivartza (mniejsza wadd testu
wskazuje na lepsze dopasowanie modelu).
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Tabela 44. Wspolczynnik korelacji i testy statygye oceny dopasowania oznaczonych
stezen (+)-DEB w osoczu krélikéw grupy |l do modelu jedrialwukompartmentowego

Parametr/test Liczba } Krolik 6 Krolik 7  Krolik8 Krolik9 Krélik 10
kompartmentow
1 0,9904 0,9167 0,9528 0,9465 0,9886
WT_CORR
0,9993 0,9895 0,9988 0,9990 0,9995
AlC 1 3,03 13,13 9,65 7,11 3,61
2 -7,57 5,29 -6,23 -11,43 -10,61
1 2,25 12,35 8,87 6,33 2,83
SBS
2 -9,13 3,73 -7,80 -12,99 -12,17

Tabela 45. Wspoéiczynnik korelacji i testy statygige oceny dopasowania oznaczonych
stezen S,S-EBDM w osoczu krélikow grupy Il do modelu fesd | dwukompartmentowego

Liczba Krolik Krolik Krolik Krolik Krolik
Parametritest | mpartmentéw 11 12 13 14 15
0,9966  0,0935  0,9868  0,9729  0,9785
WT_CORR
2 0,986 0,948 0,9983  0,9990  0,9968
Al 1 1227 334  -443 159  -0,32
2 1547  -049  -17.20  -1428  -9.86
1 1238 3,76  -454 117  -043
SBS
2 1569  -132  -17.42  -1512  -10,08
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Tabela 46. Parametry farmakokinetyczne TREO i 8B wyznaczone w modelu dwukompartmentowym na pawl&t stzen analitow
w osoczu krolikéw grupy | po podaniu TREO w dawd® 3ng/kg m.c.

Czas [h] Krolik 1 Krolik 2 Krolik 3 Krolik 4 Krolik5 srednia £ SD
TREO
AUC,_.., [umol x h/l] 5557 4425 4333 4128 3741 4437 £ 679
Cinax [umol/l] 6200 4552 4487 5517 4746 5100 + 739
Vss[l/kg] 0,409 0,493 0,595 0,405 0,407 0,462 + 0,083
V. [I/kg] 0,116 0,179 0,190 0,131 0,143 0,152 + 0,032
Vi [I/kg] 0,293 0,312 0,405 0,274 0,262 0,309 £ 0,057
Clot [V(h xkg)] 0,220 0,277 0,281 0,295 0,326 0,280 + 0,038
tos. [h] 0,12 0,15 0,19 0,12 0,10 0,14 + 0,04
tos [N] 1,73 1,64 2,13 1,36 1,12 1,60 + 0,38
S,S-EBDM

AUC,_.., [umol x h/l] 54,0 58,2 78,1 54,8 475 585+ 11,6
Cinax [umol/l] 33,4 44,6 60,6 41,9 32,8 42,6 +11,3
to.5 [N] 0,38 0,26 0,27 0,55 0,31 0,35+0,12
tos [N] 1,31 2,13 1,77 2,54 1,06 1,76 + 0,60

AUC,_ ., pole pod krzyw stezenie leku w osoczu — czas; 4 Iklirens ogolnoustrojowy; £z, maksymalne gtenie leku w osoczugt,, okres
pottrwania fazy dystrybucjioty, okres pottrwania fazy eliminacji; Vobgtos¢ kompartmentu centralnego so/objetos¢ dystrybucji w stanie
stacjonarnym; Y objetos¢ kompartmentu tkankowego.
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Tabela 47. Parametry farmakokinetyczne (x)-DEB vagzone w modelu dwukompartmentowym na podstawigestanalitu w osoczu
krolikéw grupy 1l po podaniu (+)-DEB w dawce 50 rkg/m.c.

Czas [h] Krélik 6 Krélik 7 Krélik 8 Krélik 9 Krélik10 srednia £ SD
AUCy ..., [umol x h/l] 38,8 40,5 45,5 41,7 41,3 415+25
Cinax [umol/l] 1132 1537 1748 1616 1231 1453 + 261
Vs[l/kg] 0,542 0,421 0,370 0,383 0,493 0,442 + 0,074
V. [I/kg] 0,513 0,378 0,332 0,359 0,472 0,411 + 0,077
V, [I/kg] 0,0293 0,0431 0,0375 0,0238 0,0215 0,031man91
Cliot [V(h x k)] 15,0 14,4 12,8 13,9 14,0 14,0+£0,8
to,5 [N] 0,0217 0,0171 0,0165 0,0173 0,0222 0,01900028
tos [N] 0,0399 0,0523 0,0415 0,0511 0,0471 0,046400%6

Tabela 48. Parametry farmakokinetyczne S,S-EBDM nagzone w modelu dwukompartmentowym na podstawiexstanalitu w osoczu
krélikow grupy Il po podaniu zwizku w dawce 16,0 + 0,7 mg/kg m.c. w postaci miesgail REO, S,S-EBDM i S,S-DEB

Czas [h] Krolik 11 Krolik 12 Krolik 13 Krolik 14 Kalik 15 srednia £ SD
AUC . [umol x h/l] 9,06 7,65 8,99 8,54 9,72 8,79 +0,76
Crnax [umol/l] 102,4 144,6 129,6 257,9 187,3 164,4 + 60,6
Vss[l/kd] 0,913 0,741 0,807 0,509 0,762 0,746 £ 0,148
V. [Ilkg] 0,855 0,565 0,688 0,337 0,497 0,588 + 0,196
V, [I/kg] 0,058 0,176 0,118 0,172 0,266 0,158 + 0,077
Cliot [/(h x kg)] 9,66 10,67 9,92 10,18 9,56 10,00 + 0,44
tosy [] 0,0457 0,0120 0,0362 0,0149 0,0194 0,0256 + 0,0146
tosp [N] 0,1189 0,0568 0,1572 0,0620 0,0977 0,0694 + 0,0132
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17.4.Analiza statystyczna parametrow farmakokinetycznych TREO i jego
epoksytransformerow

Wartasci parametréw farmakokinetycznychoWe, Vi, Choy, tos | tosg TREO i jego
epoksytransformeréw wyznaczone w modelu dwukompantowym na podstawie gen
analitow w osoczu krélikow z grup | — lll charakgeowaly s¢ rozktadem normalnym
(p > 0,05 w técie Shapiro-Wilka). Dodatkowo warda Vs V; i Cli: cechowaly si
jednorodnécia wariancji w analizowanych grupach (p > 0,05 vcte Levene’a), natomiast
wariancje \, tos, | tos byl statystycznie rine (odpowiednio p = 0,0325, p = 0,0047
i p = 0,0029 w técie Levene’a). Test ANOVA wykazalz imigdzy srednimi wart@ciami
wszystkich ~ wymienionych  parametrow  farmakokinetyyazn TREO i jego
epoksytransformeréw wygiuja statystycznie istotne zdice (Tabela 49). Istotdé réznic
miegdzy  wszystkimi  maliwymi parami $rednich poszczeg6lnych  parametrow
farmakokinetycznych okéno w analize post-hoc za pomdestu Tukey’a, ktérego wyniki

zamieszczono w Tabelach 50 — 55.
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Tabela 49. Ocena staty sty cznanit miedzy wartdciami parametréw farmakokinetycznych
($rednia + SD, n = 5) TREO, S,S-EBDM i (+)-DEB u kkéiw z grup | — I

Parametr TREO S,S-EBDM  S,S-EBDM (x)-DEB ANOVA

grupal grupal grupa lll grupall (a = 0,05)
Vss[l/kg] 0,462 + 0,083 nd 0,746 + 0,148 0,442 + 0,074= 0,0011
V. [I/kg] 0,152 + 0,032 nd 0,588 + 0,196 0,411 + 0,07%7= 0,0004
V. [I/kg] 0,309 + 0,057 nd 0,158 £ 0,077 0,031 + 0,0@0< 0,0001
Clot [(h xkg)] 0,28 £0,04 nd 10,00+ 0,44 14,0 +0,8p < 0,0001
tos [N] 0,14+0,04 0,35+0,12 0,026 +0,015 0,019 = 0,pp3< 0,0001
tos [N] 1,60+0,38 1,76+0,60 0,069 +0,013 0,046 + 0,pp6< 0,0001

nd — nie dotyczy.

Tabela 50. Wyniki testu Tukey’a poréwhavielokrotnych srednich wartéci Vss TREO,

S,S-EBDM i (z)-DEB u krélikéw z grup | —1lI

Zwiazek TREO S,S-EBDM (+)-DEB
(nr grupy krolikow) (grupal) (grupa lll) (grupall)
TREO (grupal) nd p = 0,0034 NS
S,S-EBDM (grupa lll) p = 0,0034 nd p = 0,0021
(x)-DEB (grupalll) NS p =0,0021 nd

nd — nie dotyczy; NS — brak istotnie statysty cadepicy

Tabela 51. Wyniki testu Tukey’a pordéwnavielokrotnych srednich wartéci V. TREO,
S,S-EBDM i (£)-DEB u krélikow z grup | — 1l

Zwiazek TREO S,S-EBDM (+)-DEB
(nr grupy krolikow) (grupal) (grupa lll) (grupall)
TREO (grupal) nd p = 0,0005 p =0,0154
S,S-EBDM (grupa Ill) p = 0,0005 nd NS
(x)-DEB (grupa Il) p =0,0154 NS nd

nd — nie dotyczy; NS — brak istotnie statysty czoepicy .
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Tabela 52. Wyniki testu Tukey'a poréwhnavielokrotnych srednich wartéci V; TREO,
S,S-EBDM i (£)-DEB u krélikow z grup | — 1l

Zwiazek TREO S,S-EBDM (x)-DEB
(nr grupy krolikow) (grupal) (grupa lll) (grupall)
TREO (grupal) nd p = 0,0028 p = 0,0002
S,S-EBDM (grupa Ill) p = 0,0028 nd p = 0,0093
(x)-DEB (grupa Il) p = 0,0002 p = 0,0093 nd

nd — nie dotyczy.

Tabela 53. Wyniki testu Tukey’a porownavielokrotnychsrednich wartéci Cl,; TREO,
S,S-EBDM i (£)-DEB u krélikow z grup | — 1l

Zwiazek TREO S,S-EBDM (+)-DEB
(nr grupy krolikéw) (grupal) (grupa llI) (grupalll)
TREO (grupal) nd p = 0,0002 p = 0,0002
S,S-EBDM (grupa lll) p = 0,0002 nd p = 0,0002
(x)-DEB (grupalll) p = 0,0002 p = 0,0002 nd

nd — nie dotyczy.

Tabela 54. Wyniki testu Tukey’a porownavielokrotnych srednich wartéci tos, TREO,
S,S-EBDM i (+)-DEB u krélikéw z grup | — IlI

Zwiazek TREO S,S-EBDM S,S-EBDM (+)-DEB
(nr grupy krolikéw) (grupal) (grupal) (grupa llI) (grupalll)
TREO (grupal) nd p = 0,0004 NS p =0,0418
S,S-EBDM (grupal) p = 0,0004 nd p = 0,0002 p = 0,0002
S,S-EBDM (grupa IlI) NS p = 0,0002 nd NS
(x)-DEB (grupa ll) p =0,0418 p = 0,0002 NS nd

nd — nie dotyczy; NS — brak istotnie statysty caoepicy

Tabela 55. Wyniki testu Tukey’a porownavielokrotnych srednich wartéci tos3 TREO,
S,S-EBDM i (2)-DEB u krélikéw z grup | —1lI

Zwiazek TREO S,S-EBDM S,S-EBDM (x)-DEB
(nr grupy krélikow) (grupal) (grupal) (grupa i) (grupall)
TREO (grupal) nd p = 0,0002 NS p = 0,0002
S,S-EBDM (grupal) NS nd p = 0,0002 p = 0,0002
S,S-EBDM (grupalll)| p =0,0002 p = 0,0002 nd NS
(x)-DEB (grupall) p = 0,0002 p = 0,0002 NS nd

nd — nie dotyczy; NS — brak istotnie statysty caoepicy
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17.5.Stopien przenikania TREO i jego epoksytransformerow do ciezy wodnistej oka
krolikow
Wartasci Cax TREO i jego epoksytransformeréw obserwowane wzgiewodnistej

i osoczu krolikow z grupy | i lll oraz ich odpowieig stosunkiprzedstawiono w Tabeli 56.

Tabela 56. Warti C,,« dla TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB w cieczy wodnistgsoczu
krélikow grupy | (po wlewie dgylnym TREO) i grupy Il (po digylnym bolusie mieszaniny
TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB)

. Grupa Grupa lll
Zwiazek Matryca i}

tmax[MiN] Crax[umoll] | tmax[min]  Crax [pmol/l]

ciecz wodnista (a) 15 187,9 16 25,8

TREO osocze (b) 0 5200,9 2 513,7
stosunek (a/b) nd 0,036 nd 0,050

ciecz wodnista (a) 60 47,0 2 51,1

S,S-EBDM osocze (b) 0 41,1 2 73,3
stosunek (a/b) nd 1,141 nd 0,697

ciecz wodnista (a) nd <11 2 44,5

S,S-DEB osocze (b) nd <11 2 11,2
stosunek (a/b) nd nd nd 3,946

" czas liczony od zak@zenia 15 min wlewu TREO: nd — nie dotyczy.
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TREO jest specyficznym prolekiem, ktérego aktywacjdo epoksydéw
o wigciwosciach alkilupcych zachodzi w warunkach fizjologicznego pH i targiury krwi
ludzkiej bez udzialu enzymow. Zostat on wprowadzdoylecznictwa onkologicznego 30 lat
temu. Aktualnie istnieje realna mlavos¢ jego zarejestrowania rowaielo kondy cjonowania
przed HSCT u dzieci, jak i oséb dorostych. Pomimowmgszych fakiow, do tej pory
przeprowadzono badania farmakokinetyczne jedymeega leku macierzystego, natomiast
brak jest danych o farmakokinetyce jego ep oksyfaanseréw odp owiedzialnych za dziatanie
biologiczne. Nie zbadano rowui&inetyki reakcji aktywacji TREO do S,S-EBDM i S[¥E=B
w warunkach pH 7,4 i temperatury 32, ani nie wyznaczono éweiadczalnie wartéci Poy

trzech powyszych zwazkow. Realizacji tych zadgoodigto sk wigc w niniejszej pracy.

1. Metody analityczne

W pierwszej kolejnéci opracowano odpowiednie metody analityczne ozawiez
TREO i jego epoksypochodnych. Zaréwno badania kirmte, jak i farmakokinetyczne
wymagag analizy ilgciowej wielu probek pobranych w ustalonych punktaziasowych.
Z te] przyczyny optymalna technika analityczna pmvei umaliwiac szybkie, najlepiej
bezpérednie i rbwnoczesne, oznaczenie wszystkich awvelitdd przypadku TREO i jego
epoksytransformeréw, zagadnienie to wydaje j@dnak problematyczne. Zarowno lek
macierzysty, jak i jego epoksypochodnrezsviazkami o prostej budowie, nieposiagajmi
uktadu chromoforowego, g1 nie mog by¢ bezpdrednio oznaczone powszechnie stosawan
i wzglednie tama metody HPLC z detekg UV. Opisane w literaturze metody GC z detgkcj
spekirometrii mas wypogana w zrodto jonizacji strumieniem elektronéw (GC-EI-M Sibl
z detektorem ptomieniowo-jonizacyjnym (GC-FIDd powszechnie stosowane w analizie
stereoizomeréw DEB, jednak nie mpoby¢ wykorzystane do bezpmdniego oznaczania
TREO i S,S-EBDM z powodu matej loté@ tych dwoch zwizkéw [19,108-113,124].
Z kolei nowoczesna metoda HPLC-ESI-MSM S, uarsa obecnie za jedrz najczulszych
technik analitycznych, nie pozwala na beg@ednie oznaczanie S,S-DEB, ddyego
czasteczka nie ulega w ogole jonizacji #wodle niskoenergetycznym, takim jak ESI [125].
Dodatkowo metodyka oznaczania TREO i produktéw jedgtywacji musi uwzgdniac
odpowiednie przygotowanie zebranych prébek, zapaweei efektywne zahamowanie
aktywacji TREO i S,S-EBDM zalmej od pH, a przez to trwaé analitow [16]. Do

niedawna w literaturze opisana byta tylko metodad&#RID oznaczania samego TREO
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W 0SOCzu i moczu u ludzi [86,104]. Ostatnio zostétaniez op ublikowana psrednia metoda
HPLC-UV dla jednoczesnego oznaczania S,S-EBDM iEBDw osoczu ludzkim, po
uprzedniej derywatyzacji analitow za pom@&NBS. Nie umaliwia ona jednak oznaczenia
TREO, a dodatkowo wymaga ponad 30 min analizy chtograficznej pojedynczej probki
[16]. Wspomniane metody zostaly opracowane w KaeedrZakladzie Farmacji Fizycznej
i Farmakokinetyki Uniwersytetu Medycznego w Pozoamla ich bazie opracowano nowe
metody, ktore wykorzystano w badaniackddrych przedmiotem niniejszej rozprawy
doktorskiej. W celu jednoczesnego oznaczania TREQedo epoksytransformerow
w roztworach buforowych zmodyfikowano meto#iPLC-RID [104] oznaczania samego
TREO w osoczu i moczu ludzkim. Gtéwna modyfikacjalqgata na zmianie sktadu fazy
ruchomej z mieszaniny buforu fosforanowego o pH b,8cetonitrylu (85:15, v/v) na
mieszanig buforu octanowego o pH 4,5 i acetonitrylu (95:5y)vPozwolita ona unikac
wymywania S,S-EBDM i S,S-DEB z kolumny chromatoigahej z czotlem fazy ruchomej,
przez co umpliwita ich oznaczenie w jednym cyklu analitycznynazem z lekiem
macierzystym. W zwizku ze zmniejszeniem #oi rozpuszczalnika organicznego w fazie
ruchomej, dla skrécenia czasu analizy zmieniono niéw IS z barbitalu na bardziej
hydrofilowy paracetamol (1S1), ktéry w nowych wakach ulegat znacznie szybszej elucji
z kolumny chromatograficznej o odwréconym uktadfae. Tak zmodyfikowasp metod;
wykorzystano nie tylko do oznaczania TREO, S,S-EBOMS,S-DEB w roztworach
buforowych podczas baflakinetycznych i wyznaczania o, ale réwnie do analizy
ilosciowej samego TREO w osoczu i cieczy wodnistej dkalikow podczas bada
farmakokinetycznych. Metoda ta byta jednak niewscztapco czuta do oznaczenia niskich
pozioméw epoksypochodnych TREO w obu badanych matty biologicznych. W tym celu
opracowano metadHPLC z bardziej czgt detekcpy UV, zamiast RID, ktéra stanowita
modyfikacg wcze&niej opublikowanej procedury analitycznej [16]. Ekii wprowadzeniu
elucji gradientowej analitow, zamiast elucji izakreznej, uzyskano skrécenie czasu analizy
chromatograficznej z ponad 30 do 20 min.

Sparod TREO i jego epoksytransformeréw komercyjnie telosa substang jest
jedynie lek macierzysty, dlatego nzddo rozwhza problem pozyskania odpowiednich
wzorcow referencyjnych dla S,S-EBDM i S,S-DEB. Zasti czystego enancjomerycznie
S,S-DEB uyto fatwo dostpnego racematu (+)-DEB. Natomiast S,S-EBDM uzyskioven
statu nascendw roztworze wodnym przez alkalizacf REO rownomolow iloscia NaOH,
ktora skutkowata otrzymaniem roztworu podstawowd8dEO, S,S-EBDM i S,S-DEB.
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Podoba metodologt uzyskania S,S-EBDM stosowano we wagzrejszych badaniach,
a stosunek molowy pogkowej ilosci TREO do NaOH wynosit réwnie 1:1 albo
1:1,33 [8,16]. Aby potwierdzitazsama@¢ uzyskanego wzorca S,S-EBDM przeprowadzono
analiz otrzymanego roztworu met@dHPLC-ESI-MS. Na uzyskanym chromatogramie
HPLC-MS (Ryc. 15b) obecne byly piki dwoch z trzertviazkOw zarejestrowanych na
chromatogramie HPLC-RID (Ryc. 15a) w identycznychrunkach chromatograficznych.
Jeden z nich pochodzit od TREO, ktorego czas r@tbge wczesniej znany daiki uzyciu
czystego wzorca substancji, natomiast drugi pikbgdacy pikiem S,S-DEB, sugerowat
obecnd¢ S,S-EBDM. Na chromatografie HPLC-M S nie obserwoavapgnatu pochodzego

od S,S-DEB, co jest zgodne z doniesieniami litematty mi, iz zwiazek ten nie ulega jonizacji
w warunkach ESI [125]. Tasama@¢ S,S-EBDM jednoznacznie potwierdzita analiza
zarejestrowanych widm masowych (Ryc. 15c,d), wyktbrjony o masach 205,1 i 301,1,
odpowiadajce doktadnie masom adduktéw sodowych kolejno S,BMBi TREO, byly
najbardziej intensywne. Warto podlié, iz opisane wyniki & pierwszymi danymi
dotyczacymi analizy masowe] TREO i S,S-EBDM. Wénee] metod HPLC-ESI-MS
analizowano jedynie strukigir estrowych pochodnych S,S-EBDM i S,S-DEB po
derywatyzacji z 3-NBS [16]. Zgodnie z modelem akaeyw TREO wedtug Feita i wsp. [6],
zakladajcym, iz stata k jest dokladnie dwukrotnie wisza od stalej X stezenia zwazkdw

w roztworze podstawowym TREO, S,S-EBDM i S,S-DEBzpmanym w niniejszej pracy
przez alkalizag TREO réwnomolow iloscia NaOH powinny wynosi odpowiednio
5, 10 i 5mmol/l. Jednale w celu uzyskania wiarygodnych wynikow, nazdyam etapie
bada doswiadczalnie ustalano dokladny skiad pawgego roztworu oraz jego rozaozen
(Zakcznik 1), stosowanych jako roztwory wzorcowe S,3BBw badaniach kinetycznych

i analizie R lub jako roztwory wzorcowe zaréwno S,S-EBDM, jag,5-DEB w badaniach
farmakokinetycznych. Przeprowadzone analizy wykgzét rzeczywiste szenia TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB w omawianym roztworze podstawowg sumarycznym &teniu
zwiazkoéw 20 mmol/l byly réwne odpowiednio 5,88, 8,5%,63 mmol/l lub 5,66, 9,20 i
5,14 mmol/l, wéc nieznacznie odbiegaly od waito teoretycznych, w granicach 3 — 18%.
Mniejsze ranice wartdci doswiadczalnych i teoretycznych, wynase dla wszystkich
zwiazkdw okoto 2%, uzyskano w innej pracy podczas atggwania roztworu TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB 0 sumarycznymeseniu zwiazkéw 1 mmol/l [16]. Bylo to
prawdopodobnie spowodowane mniejszynzatiem roztworu, przy kiorym reakcje
zachodzity w sposOb bardziej ztiny do modelu teoretycznego(k 2 k). Za tak
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przyczyra przemawia rownie fakt, # w roztworze TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB
o catkowitym sgzeniu analitbw 150 mmol/l, przygotowanym w niniejspeacy do podania
krélikom z grupy lll, stzenia poszczegolnych zawikdéw wynosity odpowiednio 50,3 + 2,6,
43,8 £ 2,0 i 47,8 £ 2,0 mmol/l, zamiast teoretyezwiczekiwanych warkai 37,5, 75,0
i 37,5 mmol/l. Z tej przyczyny rzeczywistegsenia TREO i jego epoksytransformeréw byly
Ooznaczane w povgzy m roztworze kadorazowo po jego przygotowaniu.

Przed rozpocxiem bada kinetycznych, farmakokinetycznych i analizPoy
przeprowadzono walidacppracowanych metod HPLC-RID i HPLC-UV oznaczanRED
i jego epoksypochodnych w roztworach buforowychHop4, roztworze ABS o pH 4,4 oraz
osoczu kréliczym. W przypadku analizy badanychazkdw w roztworach buforowych o pH
7,4 metod HPLC-RID, pela walidacg przeprowadzono dla 0,0730 mol/ll buforu
fosforanowego o sile jonowej 0,19 mol/l, a dla psiatych buforéw potwierdzono
doktadnd¢ metody przez oznaczeniegstnia analitow w QCs. Z przyczyn praktycznych,
zwigzanych z brakiem mdiwosci uzyskania wystarczgjej ilosci specyficznej matrycy
biologicznej, nie walidowano metod HPLC-RID i HPUB/ oznaczania odpowiednio TREO
i jego epoksypochodnych w cieczy wodnistej okaikédl. Analize zwiazkdéw w powyzszej
matrycy oparto o krzywe wzorcowe uzyskane dla osocz

Metody HPLC-RID oznaczania TREO i jego epoksypattywh w roztworach
buforowych o pH 7,4 i buforze ABS oraz oznaczaraanago TREO w osoczu i cieczy
wodnistej oka krolikbw zapewnialy calkowity rozdizianalitow i IS1 (paracetamolu)
(Ryc. 16 i 17). Dla kadej pary pikéw wspoéiczynnik Rorzyjmowat wartéci powyzej 2,5.
Dodatkowo o selektywrigi metodyswiadczyt brak interferencji analizowanych zwkéw ze
skladnikami matrycy, w tym osocza i cieczy wodnpisbga krolikow, ktorym oprécz
badanych zwizkow podawano hepargnksylazyr i ketamirg. W porOéwnaniu z wczaie
opublikowara metody HPLC-RID przeznaczendo analizy TREO w o0soczu i moczu
ludzi [104], zastosowanie krotszej kolumny HPLC 1mm zamiast 250 mm) oraz
paracetamolu zamiast barbitalu jako IS1 pozwolkoésic czas analizy z 13 do 9 min,
pomimo ycia fazy ruchomej o mniejszej zawaitobacetonitrylu (5% zamiast 15%), aewi
mniejszej sile elucji. Liniowg: krzywych wzorcowych (n = 5) poszczegdlnych gzkiow
w analizowanych matrycach obejmowata podobne zgkstszen: 20,0 — 6000,0umol/I
i 20,0 — 5000,Qumol/l dla oznaczania TREO odpowiednio w roztworbaforowych i osoczu
kroliczym; 34,4 — 8588,7umol/ll i 36,8 — 9203,5umol/l dla oznaczania S,S-EBDM
odpowiednio w roztworach buforowych o pH 7,4 i bu® ABS oraz 50,0 — 60006nol/l
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dla oznaczania S,S-DEB w roztworach buforowych o pH i buforze ABS o pH 4,4
(Tabela 9). RoOwnania wszystkich prostych pgyjpostd y = ax, gdy wartéé
przesunicia b, oceniona testem t-Studenta, nienidd si¢ statystycznie istotnie od zera.
O wysokim stopniu dopasowania uzyskanych danycHirdioregresji swiadczyty bliskie
jednasici wspoitczynniki korelacji. Liniowy model regrespotwierdzit dodatkowo test
Mandela, w ktérym obliczona wadotestowa TV byita kadorazowo mniejsza od watw
krytycznej ky: (Tabela 9). Wartei LOQ, wyznaczone z precyzj= 81,2%

i doktadndcia = 81,9%, wynosiy od 20,0 do 50,0 pmol/l i pozwoligysk& petne profile
zmian stzen badanych zwizkow w badaniach kinetycznych i farmakokinety cznyztkolei
wartasci LOD, oszacowane dla stosunku sygnalu analitusdamu linii podstawowej
SIN = 3:1, byly rowne od 10 do 20 umol/l (Tabeld).1Dla poréwnania, w dotychczas
opublikowanych metodach HPLC-RID oznaczania TREOIludzkim osoczu i moczu
uzyskiwano LOQ w zakresie 3,6 — 179Qhol/l [86,104]. Stosowana w niniejszej pracy
metoda HPLC-RID cechowata ¢siwysoky precyzy i dokladndcia oznaczé, zaréwno
w ciagu dnia, jak i mgdzy dniami (Tabele 11 — 13). Krzywe wzorcowe ustaldla TREO

i jego epoksytransformerow w 0,0730 mol/l buforosféranowym o pH 7,4 zapewnialy
wysoky dokladnd¢ analizy ilgciowej zwazkdédw réwniez w pozostalych roztworach
buforowych o pH 7,4, o czyrdwiadczyt bkd oznacze < 13,2% na poziomie LOQ oraz
< 10,3% dla wyszych stzen analitow (Tabela 14 i 15). Odzysk TREO z osoczd by
praktycznie catkowity i powtarzalny (Tabela 16). kwva do izolacji leku z osocza
stosowano probowki ultrafiltracyjne o punkcie agtd 30 kDa, uzyskana wa®odzysku
92 — 102% dowodziziTREO praktycznie nie ulega waaniu z biatkami osocza kroéliczego.
W opublikowanych doniesieniach wasto odzysku leku z osocza ludzkiego byl bardzo
zréznicowane i wynosity 40 — 48% [104] oraz 94% [86].rénach walidacji metody HPLC-
RID oznaczania TREO i jego epoksytransformerow @780 mol/l buforze fosforanowym
o0 pH 7,4 przeprowadzono rownidadania stabilriiei analitéw. Podczas przechowywania
roztworu podstawowego TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB myteraturze £C lek macierzysty
byt stabilny przez caly okres @by testem (7 dni), natomiast trwé&o jego
epoksytransformeréw, zwilaszcza S,S-DEB, byla mn&jgRyc. 19). Podobne wyniki
uzyskano w testach trwaid analitow w prébach 0,0730 mol/l buforu fosforaremo
doprowadzonego do pH paej 5,0 za pomackwasu cytrynowego w celu zahamowania
aktywacji TREO. Lek macierzysty byt stabilny zar@w czasie diugotrwatego zanienia

w temperaturze —28C, jak i po rozmréeniu prob (Ryc. 20). Wyniki teaszgodne z danymi
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dotyczacymi trwaldsici TREO w osoczu i moczu ludzkim [86,104]. W testadejmujcy ch
1 — 3 dni, trwalécia cechowat sij rowniez S,S-EBDM. Wyrany rozklad zwizku
zaobserwowano dopiero po 135 dniach przechowywamidb w stanie zamienia.
W zestawieniu z TREO i S,S-EBDM, najmniejsstabilnécia odznaczat i S,S-DEB, gdy
w prébach poddanych diugotrwalemu zasemiu stopié jego rozkladu wyniostza 70%.
Uzyskane wyniki uzasadniaty potraeprzygotowywania kadorazowaswiezych roztworow
podstawowych i wzorcowych epoksypochodnych TREO,fagmcza S,S-DEB, oraz
oznaczania prébek pozyskanych we wszy stkich bactamiakrotkim czasie po ich zebraniu.
Przeprowadzono tak walidagg metody HPLC-UV oznaczania S,S-EBDM
i S,S-DEB w osoczu kréliczym. O jej selektywéeoswiadczyt fakt, £ na chromatogramach
nie obserwowano pikéw pochagzch od skladnikbw matrycy, a jedynie od
zderywatyzowanych epoksytransformerow TREO, 1S22'{RNBP) oraz odczynnika
derywatyzujcego 3-NBS (Ryc. 18). Uzyskanoggziowy (Rs 1,4 — 1,5) lub prawie catkowity
(Rs 1,8 — 1,9) rozdziat gtdéwnych produkiéw derywatyjzamdpowiednio S,S-EBDM
i S,S-DEB od pobocznych izomerycznych produktéwriglkcji z 3-NBS. Liniowy przebieg
krzywych wzorcowych (n = 5) obejmowat zakrese¢zgh analitbw w osoczu
0,8 — 858,9 umol/l dla S,S-EBDM i 1,1 — 552,7 pindliA S,S-DEB (Tabela 9). Obie proste
opisane byl réwnaniem typuy = ax (waitaestowa |b|i< t, o), a liniowy model regresji
potwierdzaly wysokie warkei wspotczynnikdw korelacji oraz wynik testu Maralel
(Tabela 9). Wartéci LOD wyznaczone dla sygnatu analitu do szumui lvazowej S/N
rownego przynajmniej 3:1 wynosity 0,3 pumol/l dissEBDM oraz 0,2 umol/l dla S,S-DEB,
awartaci LOQ byty rowne odpowiednio 0,8 i 1;imol/l (Tabela 9). Podobne wa LOD
(0,13; 0,3 pmoll) notowano w bezgrednich metodach GC-EI-MS oznaczania DEB
w osoczu, w ktorych rowniestosowano ekstrakcjanalitbw metod ciecz-ciecz [108,109],
natomiast wiksza wartas¢ 1,3 pmol/l uzyskano w metodzie GC-FID oznaczania DEB
w wodnej zawiesinie mikrosomoéw ludzkich [124]. dk&za czultcscia charakteryzowaly giza
to parednie metody HPLC-ESI-MS/MS, pozwalsg osagna¢ LOD dla DEB na poziomie
0,3 — 5 nmol/l. Jednale wykorzystuje giw nich derywatyzagjpierscienia epoksydowego za
pomoa N,N-dietyloditiokarbaminianu sodu lub 4-benzylopigdyny w srodowisku
zasadowym, co wyklucza mlwos¢ analizy S,S-DEB w obecta TREO lub S,S-EBDM
[115,126]. Stosowana w niniejszej pracy metoda HRIC oznaczania S,S-EBDM
i S,S-DEB lub (£)-DEB w osoczu kréliczym byta odpiednio precyzyjna (CV 1,3 — 14,9%)
i dokfadna (kdd oznacze 0,1 — 18,1%) (Tabela 13). Ponadto zapewniata greolar odzy sk
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analitéw z osocza, wynose 72,2 — 74,8% i 79,0 — 89,9% odpowiednio dla EB®M oraz
S,S-DEB (Tabela 16). Podsumowa)j mazna stwierdzi, iz opracowane metody HPLC-RID
i HPLC-UV oznaczania TREO i jego epoksytransformerdv roztworach buforowych
i osoczu kroliczym byl odpowiednio selektywne, ke i precyzyjne oraz zapewniaty

trwalosé analitéw w trakcie ich oznacae

2. Badania kinetyczne

Badania kinetyczne transformacji TREO przeprowadzev temperaturze 37C
w roztworach buforowych o statym pH 7,4, lecz ang sile jonowej i sktadzie jonowym,
celem weryfikacji wptywu elektrolitbw na przebiegakcji. Pocatkowe stzenie TREO
w roztworach, réwne 0,5, 1,0 i 2,5 mmol/l, odpovadstzeniom G,,, obserwowanym
u pacjentéw po 2 h wlewie dglnym leku w dawce odpowiednio 8, 10 — 14 i 20 —geﬁﬁ
[5,86,102]. W badaniach wykorzystano opracoavarzwalidowarn bezpdredna metod
HPLC-RID, ktéra pozwalata néledzenie zmian gken idywidualnych analitow, tj. TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB, w sposOb niezatg od siebie. Nie byto to nitiwe we
wczeniejszych pracach dotygzych kinetyki aktywacji TREO, w ktOrych zamiast
bezpéredniego oznaczania zagkdéw, stosowano pomiar abpsci NaOH potrzebnej do
zmiareczkowania kwasu metanosulfonowego, uwaloégo s¢ podczas aktywacji leku
macierzystego [6,13,14]. H6 tego kwasu odzwierciedla bowiem jedynie sumarycisé
S,S-EBDM I S,S-DEB, twomta Sk podczas przemiany  ugrupowania
[3-hydroksy metanosulfonowego do pgiEeenia epoksydowego na drodze
wewnmtrzczasteczkowej 2. Sledzenie przyrostu stenia kwasu metanosulfonowego
w czasie umpliwialo wyznaczenie stalej szybd@ sumarycznej przemiany
TREO - ,S-DEB, ktérade factoodpowiada liczbowo statepkopisujcej wolniejszy etap tej
ztozonej reakcji, mianowicie S,S-EBDM-. S,S-DEB. Wart& tej statej obliczano
z nachylenia prostoliniowego wykresu logarytmy/(C,, — C,), bedacego malera funkcja
czasu, gdzie @ C,, oznacza stenie kwasu metanosulfonowego odpowiednio po czasia
koncu reakcji [6,13,14]. Jak zauwd Feit i wsp. [6], uzyskanie dla zionej reakcji
aktywacji TREO wspomnianej zaleosci liniowej, specyficznej dla reakcji pierwszegeadm,
wynikato z faktu, ¢ stata k jest dwukrotnie wiksza od statej k Ustalenie takiej zakmosci
umazliwiato wiec ostatecznie obliczenie rownigierwszej z wymienionych stalych, tj;.k
Jednake juz Davis i Ross [14], ktorzy pierwsi opisali poirsza metodologe, zwracali

uwag, iz w praktyce pollogarytmiczna zaleos¢ C./(C, — C) od czasu byia liniowa tylko
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przez potow czasu trwania reakcji, a wyznaczonezehie C, nie osagato spodziewanej
teorety cznie wartgi. Takie niedoskonasei metodologii badi@amog budzE watpliwosci, co

do doktadnéci uzyskanych wynikow. Wydajeesto potwierdza duza rozbienos¢ wartasci
statej k wyznaczonych w tych samych warunkach pH 8,5 i teraury 25°C w dwdch
réznych pracach, mianowicie 0,306 H6] i 0,552 W' [14]. Dodatkowo istotp wad
metodologii péredniego monitorowania aktywacji TREO poprzez nuakewanie kwasu
metanosulfonowego jest fakg, mie dostarcza ongadnych informacji o ubytku epoksydow na
drodze innych reakcji, np. hydrolitycznego rozkigolierscienia oksiranowego. Stosowana
w niniejszej pracy doktorskiej metoda HPLC-RID padata wyeliminowa opisane wyej
uchybienia. Umeliwiata ona rownie sledzenie kinetyki aktywacji TREO w roztworach
buforowych o odpowiednio dobrane] pojemsco buforowej, bez konieczioi
miareczkowania kwasu metanosulfonowego.

Badania kinetyczne oparto o zaproponowany mochetikiczny, ktéry oprécz dwoéch
nastpczych reakcji wigciwej aktywacji TREO pierwszego ¢du, obejmowat rownie dwie
rownolegte reakcje hydrolizy S,S-EBDM i S,S-DEB pdepierwszego kdu (Ryc. 14).
Uwzglednienie tych ostatnich bylo podyktowane powszechamigary reaktywndcia
chemiczm pierscienia oksiranowego [10-12,17,18]. Mimé hie przeprowadzono batla
identyfikacji produktéw tego rozktadu, nale przypuszczg ze prowadzit on do powstania
odpowiednich wicynalnych dioli [10,14,19]. Oblicaan kinetyczne przeprowadzono
w specjalistycznym programie Prism (wersja 6.01)ykarzystugc nieliniowa regresg
globalra, tzn. wyznaczone statle [TREQbraz k, k,, ky i ko mialy jednakow wartasé¢
w odniesieniu do réwmaopisupcych zmiany sgzen wszystkich trzech badanych zwkow.
Poprawné¢ przyktego modelu kinetycznego potwierdzita jego ocen&odana zgodnie
z zaleceniami dla modeli regresji nieliniowe] [127We wszystkich pojedynczych
eksperymentach uzyskano dopasowanie teorety czmgglvicch do danych daeviadczalnych
(Ryc. 21 — 32, Z1 — 718). Wysokie waitbwsp Slczynnikéw determinacji R Tabele 23 —
28), swiadcz, iz zastosowany model przedstawiat dopasowanie dornwbsanych zmian
stezeh TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB odpowiednio w 99,7 — D0096,2 — 99,9 i 93,2 —
99,8%. Potaenie krzywych ufnéci 95% blisko siebie wskazuje z koleiz idane
eksperymentalne precyzyjnie determinowaly przeliierywych najlepszego dopasowania
(Ryc. 21, 23, 25, 27, 29, 31, Z1 — 718). Wiglkaizyskanych kfdow standardowych oraz
95% przedziatdw ufriei wyznaczanych stalych [TREgraz k, ko, ky i kp (Tabele 17 — 22)

Swiadczy o duej precyzji estymacji powaszych parametrow w modelu kinetycznym,
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z wyjatkiem stalej k. Wyjasnieniem mniejszej precyzji wyznaczanig Kest fakt, i
w réwnaniach opisagych stzenia S,S-EBDM i S,S-DEB (str. 83) stata ta wypslie jedynie
jako sktadnik sumy atznie ze stat k,, ktora przyjmuje 2 — 8 krotnie wkisze wartéci
niz ky (Tabele 17 — 22). W konsekwencji nawet wdgie duza zmiana statejk powoduje
mahk zmiarg przewidywanej wart&i stezenia analitu, a przez to rownisumy kwadratéw
wartaosci resztowych, na podstawie ktorej wyznaczaneogty malne wart€ci parametrow
[127]. Ostatecznie skutkuje to ggimniejsz precyza wyznaczania statejk Z tej przyczyny
sprawdzono, czy reakcja hydrolitycznego rozkfad8-EBDM, opisana wkmie stad ky
moze by¢ pomingta w modelu kinetycznym transformacji TREO. Wynikestu F
(Tabele 23 — 28) pokazujednak, & w kazdym przypadku pierwotny model byt staty sty cznie
preferowany w poréwnaniu do prostszego modelu nigkdniapcego hydrolizy
S,S-EBDM. Ponadto, zgodnie z wymogami stawianymidelmm regresji nieliniowej,
zastosowany model kinetyczny zapewniat uzyskamelamizowanego rozkladu dodatnich
I ujemnych wartéci resztowych sgen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB wzglem poziomu
zerowego (p > 0,05 WRun testTabele 23 — 28; Ryc. 21, 23, 25, 27, 29, 31, Z118) oraz
normalnego rozktadu bezwzdhych wartéci resztowych (p > 0,05 w ¢ele D’Agostino-
Pearson, Tabele 23 — 28). Dodatkowo o popradsinmodelu swiadczyt brak istotnych
statystycznie rgnic migdzy wartgciami staltych k i kp obliczonymi przy jego pomocy
w poréwnaniu do wartwi wyznaczonych metad zwyklej liniowej regresji
semilogarytmicznej (Tabele 29 i 30).

Zgodna¢ przyktego modelu kinetycznego z @wiadczalnymi s¢zeniami TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB dowodziz iwe wszystkich badanych roztworach buforowych o7p#
i temperaturze 37C reakcje aktywacji TREO oraz hydrolizy jego epgksghodnych
przebiegaly zgodnie z kinetykierwszego rgdu (Ryc. 33- 36). Potwierdza to réwniebrak
statystycznie istotnych #dic statych k, k;, ky i kp uzyskanych dla 0,369 mol/l buforu
fosforanowego o sile jonowej 1,0 mol/l przyegiokrotnej ré&nicy pocatkowego s¢zenia
TREO (Tabela 31 i 32). Wynik ten jestztegodny z danymi literaturowymi dotysgzy mi
aktywacji TREO w warunkach pH 8,5 i temperatury °Z5 [6,13] oraz hydrolizy samego
(x)-DEB przy pH 7,4 i temperaturze 37 °C [19]. Brakamiennych statystycznie zriic
statych k, jak i k, uzyskanych we wszystkich badanych roztworach lougch (Tabela 31)
dowodzi, ¥ reakcje nagpcze widciwej aktywacji TREO nie zataty od sity jonowej ani
skladu jonowego zastosowanych roztworéw (Ryc. 3®)aze st to z mechanizmem

tworzenia piefcieni epoksydowych w @steczce TREO i S,S-EBDM, ktory polega na
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wewnatrzczasteczkowym ataku anionu alkoksylowego na atorglav(Ryc. 4). Poniewa
tylko jedno z reaguacych ugrupowa obdarzone jest tadunkiem, nie mazin@osci istnienia
tzw. kinetycznego efektu solnego, ktory polega naywie sily jonowej na oddziatywanie
miedzy dwoma natadowanymi gzteczkami. Ponadto ulokowanie czynnika atgk@go
w bliskim sisiedztwie grupy atakowanej w @bie jednej casteczki sprawiazirozpatrywana
reakcja byta odporna na ingerengnow obecnych w roztworze, takich jak NK*, H,PO,",
HPO,” i CI". Obliczone wartixi stalych k i k, (odpowiednio okoto 0,45 i 0,227
Tabela 31) byly znaezo nizsze od tych wyznaczonych w badaniach aktywacji TREO
przeprowadzonych w warunkach pH 8,5 i temperatBy’@ przez Matagne [13] (1,10 i
0,55 hl) i Feita [6] (0,62 i 0,31 'ﬁ). R&nica ta spowodowana jest najprawdopodobniej
wyzszym pHsrodowiska zastosowanym w cytowany ch pracach. Zikolarunkach pH 7,5

i temperatury 25 °C stafa szy ko catkowitej przemiany TREG-» S,S-DEB, odpowiadaga
liczbowo statej k, byta znacznie mniejszazd,22 K i wynosita 0,094 H, co mae wynika

z nizszej temperatury reakcji [13]. Warto zauwé z w kazdym roztworze buforowym
stosowanym w niniejszej pracy, stalalyta w przyblzeniu 2-krotnie wiksza od statej kX
Wskazuje to na podohn reaktywné¢é ugrupowania B-hydroksymetanosulfonowego
znajdupcego s w czasteczce TREO i S,S-EBDM, mimo zdic jego asiedztwa
chemicznego. W przeciwfistwie do reakcji TREO-» S,S-EBDM i S,S-EBDM- S,S-DEB,
reakcje hydrolitycznego rozkifadu epoksytransformerd REO w warunkach pH 7,4
i temperatury 37 °C podlegaty wptywowi wsp 6tobechyatektrolitow (Ryc. 34 36). Przy
zmianie sity jonowej buforu fosforanowego od jejrteaci sredniej do gornej spotykanej
w warunkach fizjologicznych, tj. 0,16 mol/l do O,il/l, nie obserwowano jeszcze istotnych
statystycznie rinic w szybkdci hydrolizy S,S-EBDM i S,S-DEB (Tabela 32 i 33).awbsci
stalych k opisupce hydroliz S,S-DEB w powyszych buforach o steniu
0,0615 i 0,0730 mol/l wynosity odpowiednio 0,0313;0010 i 0,0336 + 0,0014 i byty
podobne do wartai 0,0317 + 0,0007 h wyznaczonej dla hydrolizy (x)-DEB w 0,1 mol/l
buforze fosforanowym w tych samych warunkach pH emgeratury [19]. Rinice

w wartcciach statych | i kp, w wigkszdci istotne statystycznie, uzyskane w badaniach
przeprowadzonych w dwéch seriach buforéw fosforandw o tej samej sile jonowej
0,16 mol/l oraz 1,0 mol/l, lecz #aym skiadzie (odpowiednio bufory A i F oraz C i E
w Tabelach 32 i 33) wskazuljiz wplyw elektrolitow na hydroliz epoksyddw nie bystricte
kinetycznym efektem solnym. Nie za## on bowiem od samej wa#d sity jonowej, lecz od

typu elektrolitéw i ich stzenia w roztworze. Aniony pochoglze z dysocjacji solizytych do
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sporadzenia buforow musialy wet ingerow& w mechanizm hydrolizy pigcienia
epoksydowego, dalacej de facto specyficznym przypadkiem substytucji nukleofilowej
W czystej wodzie hydroliza epoksydow jest bardzwploa, poniewa obogtna casteczka
H,0 jest stabym nukleofilem, a dodatkowo sam tlem§gienia epoksydowego nie jest debr
grupa opuszczagca. Przebieg tej reakcji katalizuj jony hydroksylowe oraz kwasy.
Katalityczny wplyw jonu OH wynika z faktu, 4 posiada on znacznie silniejszy charakter
nukleofilowy niz woda. W konsekwenciji, z wksza tatwoscia atakuje elektrofilowy atom
wegla epoksydu, zgodnie z mechanizmem reakgt, rowadzac do otwarcia pigcienia

epoksydowego, a naginie ulega odnowieniu pod wplywemasteczki wody (Ryc. 42a).
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Ryc. 42. Mechanizm zasadowej) (i kwasowej ) hydrolizy S,S-EBDM i S,S-DEB
w $rodowisku wodnym oraz proponowany mechanizm inggreanionu CI ().

Podstawnik R =CH(OH)CH,OSO,CH; (hydroliza S,S-EBDM)~-CHCHO (hydroliza
pierwszego pidcienia S,S-DEB) lub-CH,CH,OH (hydroliza drugiego piécienia
S,S-DEB) [10,17]. 173
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Z kolei obecné¢ jonéw HO' prowadzi do protonacji atomu tlenu w gigeniu
oksiranowym, czync go bardziej reaktywngrupa opuszczagca (alkoholows). Utatwia to
nukleofilowy atak czsteczki wody (staby nukleofil, ale de stzenie) lub jonu
hydroksylowego (mate atenie w srodowisku kwanym, ale silny nukleofil), ktory
w srodowisku kwanym ma mechanizm goedni megdzy Q1 i §2 (Ryc. 42b). Co istotne,
role czynnika atakujcego atom wgla mog spetia& rowniez aniony CI, gdyz posiadaj one
wiasciwosci nukleofilowe pdérednie medzy OH i H,O [10,11,17,128]. Z tej przyczyny
mogly one uczestniczyw reakcjach zasadowej i kwasowej hydrolizy S,S-BBDS,S-DEB,
pelnac zaréwno ral katalizatora, jak i substratu w reakcji pseudopszrego rzdu
z piescieniem epoksydowym o0 znacznie mniejszyrgeaiu (Ryc. 42c) [17]. Stanowi to
wy jasnienie dla stopniowego wzrostu staty ghikip w 0,0615 mol/l lub 0,0730 mol/l buforze
fosforanowym o sile jonowej odpowiednio 0,16 mold,19 mol, buforze PBSi 0,0615 mol/I
buforze fosforanowym o sile jonowej 1,0 mol/l (TEb81 — 33), zawieragych wzrastace
ilosci anionéw CI (kolejno: 0, 0,14, 0,84 mol/l). Opisany efekt joohlorkowego jest
specyficzny dla hydrolizy wielu zwzkow epoksydowych i przyczynia ¢sido
skomplikowanego przebiegu ich profili log(stata bkgsci hydrolizy) — pH wsrodowisku
zawierajcym sole chlorkowe [17].

W przeciwiéstwie do jonu Cl aniony HPO, i HPO,” praktycznie nie wykazaj
charakteru nukleofilowego, co wynika z rezonansostapilizacji ich ujemnego tadunku,
analogicznej do jonu metanosulfonianowego (Ryc.Modo prawdopodobne jest e, aby
pelnity one ro¢ czynnika atakucego atomy wgla piegcieni epoksydowych, w tym
S,S-EBDM i S,S-DEB. Nalgy zaznaczy, iz dotychczas nie opisano takie] reakcji
w literaturze. Obserwowany w przeprowadzonych badhan wplyw stzenia buforu
fosforanowego na szybké rozkiadu epoksytransformerow TREO tlumaczy jednak
tzw. ogblna kataliza kwasowo-zasadowa. Zjawiskgest czsto spotykane w badaniach
kinetycznych solwolizy lekow i polega na katalitygazn dziataniu czsteczek lub jonéw
tworzacych dany uklad buforagy, a nie jonéw HO" i OH", powstalych w reakcji tych
pierwszych z cgsteczls wody. W odniesieniu do hydrolizy epoksydow opisawotej pory
0g0Ing katalizz kwasowa pod wplywem anionéw stabych kwaséw. Mechanizmrégkcji
zaklada, 2 protonacja pidicienia epoksydowego niekoniecznie zachodzi pod wpiy jonu
H;O" (Ryc. 42b), lecz me by¢ réwniez efektem bezp@edniego przekazania protonu od
kwasu Bronsteda-Lowry’ego do tlenu gigenia epoksydowego (Ryc. 43). Proces ten

zachodzi jednoczeie z rozpadem wzania G-O piekcienia epoksydowego i tworzeniem
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nowego wizania C-nukleofii w obebie

KWAS ¥ jednego stanu przgjowego.
Q/ Konsekwengj takiego mechanizmu jest
E wzrost szybkéci reakcji w obecngri
;-I wyzszych stzen kwasowej formy ukladu
E buforowego  [17]. W  roztworach
:('): buforowych stosowanych w badaniach
“\ “‘\\\H kinetycznych w niniejszej rozprawie ¢ol
H\\\\“"" N H kwasu Bronsteda-Lowry’ego  spetnialy
R “Nu aniony PO, , co wskazujez wiasnie one
— — przekazywaly proton atomowi tlenu uktadu
Ryc. 43. Struktura stanu priepwego oksiranowego S,S-EBDM i S,S-DEB
podczas ataku nukleofila (Nu) na atom _ . . _
wegla piekcienia oksiranowego W Stanie przegiowym reakcji. Wprawdzie

w obecnéci kwasu, tlumacza ogoln
katalize kwasowy hydrolizy epoksydu pod . _ .
wplywem  skladnikéw  buforu [17]. odikczenia protonu, jednak jego i
Dla S,S-EBDM i S,S-DEB odpowiednio _ . . -
R = CH(OH)CHOSO,CH, | CHCHO. mniejsza kwasowsis od H,PO,
(tabelaryczna wartdé pK, 12,4 vs 7,2)

jon HPQ” jest rowni¢ zdolny do

praktycznie wyklucza udziat w powsgzym procesie. Ogolna kataliza kwasowa hydrolizy
S,S-EBDM i S,S-DEB pod wplywem JRO, bardzo dobrze tlumaczy fakt uzyskania
3,4-krotnie wyszych (p < 0,05) stalychyki kp w 0,369 mol/l buforze fosforanowym o sile
jonowej 1,0 mol/l w stosunku do 0,0615 mol/l bufofosforanowego o sile jonowej
0,16 mol/l (Tabele 31 — 33), zawietaggo 4,3-krotnie mniejgzilos¢ H,PO, (koncowe
stezenie HPO, w buforach odpowiednio 0,047 i 0,011 mol/l). Podplefekt towarzy szyt
hydrolizie dwoch izomerycznych epoksypochodnychziogapirenu wsrodowisku buforu
fosforanowego o pH 6,9. Funkdjatalityczra spetnialy tylko jony HPO, , a 5-krotny wzrost
ich stzenia skutkowat 4-krotnym lub 2-krotnym wzrostemiejtazy bkaci reakcji [17].
Niezaleznie od rodzaju roztworu buforowego, w ktérym badtramsformag TREO,
stala k byta w przyblieniu dwukrotnie wiksza od lg (Tabela 31). Relacja ta ytie sk

w sposob logiczny z obecfma jednego reaktywnego piégienia epoksydowego
w czasteczce S,S-EBDM oraz dwoch takich ugruppwiaczasteczce S,S-DEB [20].

W s$wietle ustalonego wplywu elektrolitow na hydreliS,S-EBDM i S,S-DEB,
optymalnym roztworem do badania transformacji TR&Qvarunkachin vitro okazat s¢
bufor PBS, ktory posiada skfad jonowy zbiny do osocza krwi ludzkiej. W roztworze tym
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nastpcze reakcje aktywacji TREO4(R,451 R, k, 0,206 i) zachodzity 5 — 15 razy szybciej
od towarzyszcy ch im reakciji hydrolitycznego rozktadu S,S-EBDK}, (0,027 hl) i S,S-DEB
(kp 0,045 Fil). Uzykane wyniki samych bafiskinetycznych nie tlumaczyly we niskich

stezen epoksytransformerow TREO obserwowanych w osoczjeptw poddanych HSCT.

3. Analiza Py

W celu dokonania nidiwie pelnej oceny czynnikow decydigych o zachowaniu si
TREO i jego epoksytransformerow w ustrojywym, oprécz omowionych wej bada
kinetycznych, przeprowadzono w warunkachvitro rowniez analiz Poyw wszystkich trzech
badanych zwizkéw. Wiadomo bowiem,ze parametr ten jest istotnym wyktadnikiem
lipofilowosci substancji leczniczych, warunkogj tatwa¢ ich dyfuzji przez blony
biologiczne, wazanie s¢ z biatkami petracy mi m.in. funkcje transportowe (biatka krwi), czy
podatné¢ na metabolizm [129-131]. Poniewaie istniej zadne doniesienia literaturowe
odnagnie R,y TREO i S,S-EBDM, zgodnie z zaleceniami OECD [128jtyczcymi
wyznaczania gy, dokonano wspnego oszacowania waftd tego parametru metodami
obliczeniowymi. Wyznaczone wakad logPoy TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB mieity si¢
w zakresie od -3,35 do -0,02 (Tabela 34), wskgzuajgodnie na hydrofilowy charakter
badanych substancji. Uzyskane wyniki sugerowaly golom, = wiasciva metod, do
doswiadczalnego wyznaczeniaoly jest metoda wytmsania ghake-flask methgd a nie
metoda HPLC. Wedlug rekomendacji OECD pierwszach tynetod nadaje sido analizy
logPow 0d -2 do 4, natomiast druga neo by¢ stosowana, gdy parametr ten fuiesi¢
w zakresie od 0 do 6 [123,132].

Zgodnie z prawem podzialu Nernsta, badajg PREO i jego epoksytransformerow
przeprowadzono w warunkach statej temperatury. W @éniesienia uzyskanych wynikéw
do warunkow fizjologicznych zastosowano tempekat@7 °C, zamiast 20 — 25 °C,
rekomendowanej przez OECD [123]. Z podobnych pipczok fazy wodnej, tworzcej
dwufazowy ukiad z n-oktanolem, peit bufor ABS. d@bnie jak bufor PBS stosowany
w badaniach kinetycznych, posiadat on w swoim sikadNaCl i KCI, jednak nie zawierat
fosforanéw. Zamiana uktadu bufogoggo z fosforanowego na octanowy podyktowana byta
konieczndcia uzyskania pH powngj 5,0, celem zahamowania aktywacj TREO do
epoksypochodnych w trakcie wydgania ukladu n-oktanolfaza wodna [16]. Poniewa
jednym z warunkéw spelnienia prawa podzialu Nerngst rownie¢ brak dysocjacii
substancji w fazie wodnej, przeprowadzono @cemozliwosci dysocjacji TREO i jego
epoksytransformeréw przy pomocy programu Marvint@keStruktury TREO i S,S-EBDM
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wygenerowane dla zakresu pH 0 — 14 (Ryc. 37) wgkazuobydwa zwizki sa zdolne do
jonizacji w wyniku deprotonacji grupy alkoholowajVartasci pK, odpowiadajce dwdém
kolejnym etapom dysocjacji TREO (13,0 i 14,4) ofednoetapowej dysocjacji S,S-EBDM
(13,3), dowodz, ze zwhzki te @1 jednak bardzo stabymi kwasami. Wyniki tg zbiezne

z mah kwasowdcia nasyconych alkoholi, takich jak np. metanol, kbjorepK, wynosi
15,5 [133]. Przeprowadzona analiza wykazata réawynie w przeciwiéistwie do TREO
i S,S-EBDM, S,S-DEB wcale nie posiada zddékiodo dysocjacji, co wize st z brakiem
kwasowego atomu wodoru w jego asteczce. Uzyskane wynikéwiadcz wiec, iz

w srodowisku buforu ABS o pH 4,4 wszystkie trzy badaméazki powinny wystpowa,
zgodnie z prawem podzialu Nernsta, tylko w postaasteczek niezdysocjowanych. Co
istotne, w podobny sposéb zwki te powinny zachowywa sk w warunkach
fizjologicznych, co praktycznie wyklucza mavos¢ ich oddziatywania z biatkami osocza
i sktadnikami tkanek na zasadzie tworzenia paryorah [130,131].

Przed przyspieniem do wyznaczaniagly TREO i jego transformerow meted
wytrzasania ustalono czas uzyskania rownowagidayfazowej w uktadzie n-oktanol/ABS
oraz potwierdzono dwiadczalnie trwaté¢ analitow w tym ukladzie. Zmiany eien
poszczegoinych zwzkow w buforze ABS, stanowdym faz wodm ukiadu, obserwowane
w czasie 0 — 2 h od rozpagza wytrzasania (Ryc. 38), dowodz iz w badanym ukfadzie faz
rownowaga podziatu najszybciej agana byta dla S,S-DEB (po 0,25 h), najwolniej déa
TREO (1,5 h). Podobny wynik jak dla S,S-DEB, miange 0,5 h, uzyskali inni autorzy
w badaniach podzialu DEB (stereochemia niedéirea) w ukfadzie krew/heksan [20].
W trakcie dhiszego wytrzsania uktadu n-oktanol/ABS (2 — 6 h), przekragzajo czas
potrzebny do ustaleniaesitownowagi midzyfazowej, stzenia zwizkow w fazie wodnej
byly praktycznie niezmienne (Ryc. 39), co potwialazh trwatcs¢ w badanym przedziale
czasowym. Uzyskany wynik jest zgodny z danymi ditarowymi dotyczcymi badania
podziatlu epoksydu EB, ktéry podobnie jak S,S-DEB! jenetabolitem wglowodoru BD.
W trakcie 3 h wytrasania w temperaturze 37 °C epoksyd ten byt trwatyostworze soli
fizjologicznej oraz w oleju, natomiast ulegat roadbwi w homogenatach niektorych tkanek
zwierzecych [134].

Na podstawie wyej opisanych wynikow badawstgpnych, Ry TREO i jego
epoksytransformeréw wyznaczono po 2 h wydaniu w szé&iu ukladach n-oktanol/ABS
(I = VI, Tabela 35), réniacych s¢ stosunkiem olkjosciowym obu faz oraz poakowy mi
stezeniami analitow. Wartai logPow poszczegoinych zwikdw, uzyskane we wszystkich
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prébach, ranity si¢ micdzy sola maksymalnie o 0,22 jednostki, speta@jtym samym
kryterium akceptacji dla precyzji metody wyisania, ustalone przez OECD (= 0,3) [123].
Analiza statystyczna przeprowadzona testem ANOVA@amata brak znamiennych mdic
migdzy srednimi R,y wyznaczonymi indywidualnie dla TREO, S,S-EBDM B®)EB we
wszystkich sz&iu seriach ukladow faz n-oktanol/ABS (Tabela 38)zyskanie
poréwnywalny ch wart&ci Poyw zwiazkOw przy ranych stosunkach ofipsciowych faz (serie
I — 1) oraz r&nej pocatkowej ilosci testowanych substancji (serie | i 1V) potwietglziiz
nie zachodzita ani asocjacjaasteczek w n-oktanolu, ani ich dysocjacja w bufoAd®S.
Ponadto brak istotnych xdic P,y miedzy ukfadami, w ktérych znajdowataesinieszanina
TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB (serie | — 1V), a ukiadanawieragcymi tylko sam TREO
(seria V) lub (x)-DEB (seria VI), wykazate obecné¢ innych zwiazkéw nie wplywata na
wynik Poyw danego analitu. Wargoi Py Obliczono ostatecznie jakiredni ze wszy stkich
badanych serii uktadéw n-oktanol/ABS (Tabela 36)ytkane warri logPow TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB wynosily odpowiednio -1,58 + 9,01,18 + 0,02 i -0,40 + 0,03.
W pracach Hanscha i wsp. [135] oraz Deneer i wEp6][wartdci logPow DEB wyznaczone
doswiadczalnie w uktadzie n-oktanollwoda wzsrej temperaturze 25C wynosily
odpowiednio -0,52 i -0,29 + 0,19, byly ¢ui zblzone do wartgci uzyskanej dla S,S-DEB
w niniejszej rozprawie. Do tej pory nie bylo doms#sna temat By TREO i S,S-EBDM,
jednakze istniep dane literaturowe dotygze wyznaczonego dwiadczalnie logBw BU
(-0,58), ktorego strukturalnym analogiem jest TREQ]. Pordwnanie logRy tych dwdch
pokrewnych zwizkéw dowodzi, # TREO jest zwizkiem o wekszej hydrofilowdci, co
wiaze st z obecnécia dwéch dodatkowych grup hydroksylowych w jegoasteczce
(Ryc. 11i2).

Wyznaczone daviadczalnie wartéci logPow badanych zwizkéw (Tabela 36)
poréwnano z ich wartgiami teoretycznymi, oszacowanymi na podstawie kstmy
czasteczki (Tabela 34). Wod dzieweciu stosowanych metod, przynajmniej jeden algorytm
przewidywat logR\, indywidualnego zwazku z dua doktadndcia w stosunku do wartai
wyznaczonej eksperymentalnie. W przypadku S,S-EBIBYS-DEB byt to algorytm ALOGP
(odpowiednio -1,18s-1,17 i -0,40vs -0,39), natomiast dla TREO najdoktadniejszy wynik
generowat ALOGPs (-1,58s-1,53). Ponadto, jedynie ten ostatni algorytm,ropaa analizie
topologii catej casteczki, zapewniat akceptowaldoktadnd¢ wyznaczania logiy (= 0, 3)
dla wszystkich badanych zazikOw. Pozostale algorytmy dawaty doktadny wy nikkty dla
obu epoksytransformeréw (ALOGP, XLOGP3 i KOWWINpliednego z nich, co wynika
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prawdopodobnie z regulyz doktadnd¢ teoretycznych obliczelogPo maleje ze wzrostem
liczby atoméw w casteczce [137]. Podobne wyniki otrzymali Mannholdvsp. [138],
analizujc doktadné¢ réznych algorytméw stosowanych do przewidywania lggRv grupie
ponad 96000 zwrkow chemicznych. W szczegoko ALOGPs, a w mniejszym stopniu
rowniez ALOGP i XLOGP3, nalegaly do metod zapewniglych najlepsz korelacg
obliczonych logRw z wartgciami eksperymentalnymi. Podobnie satysfakcjgraijwy niki
generowat rownie algorytm miLogP, jednale nie znalazio to potwierdzenia w wynikach
prezentowanych w niniejszej rozprawie.

Poréwnanie uzyskanych wasth Py TREO i jego epoksypochodnych pozwala
stwierdzé, iz najwiksza hydrofilowaoscia sparod tych trzech zwazkow charakteryzuje si
lek macierzysty, a najmniejs5,S-DEB. Warto w tym miejscu przypoméfjiee w metodzie
HPLC-RID réwnoczesnego oznaczania posaych zwazkdw, w ktorej stosowano koluran
wypetniory faza C18 chemicznie zwkary z krzemionlg (ODS) i hydrofilows faze ruchona
zawieragca jedynie 5% (v/v) modyfikatora organicznego (acétgtu), najdiuzszy czas
retencji prezentowat TREO, a najkrétszy S,S-DEBdRY6). Obserwowana kolejioelucji
analitow byta wgc catkowicie odwrotna w stosunku do oczekiwanej madstawie
wyznaczonych wartwi Po,. Korelowala ona za to zaréwno z powierzghmolekularry
TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB (odpowiednio 523, 383 &b A?), jak i liczky grup
hydroksylowych w casteczce tych zwgkow (odpowiednio 2, 1 i 0). M@ to sugerowq iz
czasteczki TREO byly najwolniej eluowane z kolumny HPLgdyz ze wzgkdu na
najwiecksza powierzchng¢ najsilniej oddzialywaly z fag ODS, kadz utworzyly whzania
wodorowe z resztkowymi grupami silanolowymi-6H. Regud jest, ¥ dobm korelacg
miedzy czasem retencji na kolumnie HPLC ODS dyP(hajczsciej w formie liniowej
zaleznosci logPo od logarytmu retencji wzgline]) uzyskuje si dla strukturalnie
pokrewnych zwizkéw (congeneric effegt Najpowszechniejszym tego przykltadem jest seria
homologiczna n-alkanéw, w ktérej dodanie grupy restgpwej skutkuje wzrostem
lipofilowosci i Pow, zwigkszeniem powierzchni asteczki i diiszym czasem retencji
zwiazku na kolumnie ODS [132,139]. Wydaje gatem, 1 TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB nie
tworza tak rozumianej serii zwzkow strukturalnie pokrewnych, choziatanowa grupe leku
macierzystego i jego pochodnych. Prawdopodobnigevst to z faktem,zze @ to zwhzki
0 matej casteczce i odiczenie kwasu metanosulfonowego generuje zmgaczmiarg ich
struktury, polegaga gtdwnie na pojawieniu sipierscienia oksiranowego zamiast bardziej

hydrofilowej grupy hydroksylowe;.
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Wysoka hydrofilowé¢ TREO (logRw -1.58 + 0.04) znajduje odbicie w jego
aktualnie znanych parametrach farmakokinetyczny tidmi, m.in. wzgkdnie matej \{s Jej
wartas¢ wynosi 20 — 34 | u oséb dorostych [5,86,102] i 37l u dzieci [105], mieszaz Si¢
generalnie mydzy obgtcscia plynu zewntrzkomorkowego i catkowitej wody organizmu.
Wiadomo, ze istotnymi czynnikami, ktére oprocz lipofilowa zwiazku, decyduj o jego
powinowactwie do krwi i tkanek, a przez to rownMs, sa tadunek i wizanie z biatkami
osocza [130,131]. Jak ustalono ey, TREO praktycznie nie ulega jonizacjidsodowisku
o pH spotykanym w warunkach fizjologicznych i nieoza tworzy par jonowych.
Literaturowa warté¢ odzysku TREO (pK 13,0) z osocza ludzkiego podczas stosowania
ultrafiltracji, rowna 96 = 4% [86], oraz podobnana¢ odzysku leku z osocza kroliczego
wyznaczona w niniejszej pracy (Tabela 16), wskaponadtoze nie waze st on z biatkami
osocza. Wigciwie takie zachowanie TREO w sposéb logiczny wanik jego malej
lipofilowosci i braku tadunku, ktére uniemliwiaja istnienie odpowiednio oddzialyvira
hydrofobowych i jonowych, dalacych dwoma gidwnymi silami w interakcji
lek — biatko [130,131]. Przedstawione pawy fakty przemawiaj za tym, ¥ TREO ulega
dystrybucji z tayska naczyniowego do wodnych kompartmentoéw ustiaginie kumuluje
sie w tkankach na zasadzieawania z ich biatkami, jak czynto leki o duej lipofilowosci.
Hydrofilowy charakter TREO znajduje réwmieodzwierciedlenie w preferencyjnym
wydalaniu niezmienionego leku drpgrerkows [5,86,87,102,105,130,131]. Podobnie jak
w przypadku TREO, mata lipofilow¢ S,S-EBDM i S,S-DEB znajduje potwierdzenie w ich
niewielkim wigzaniu z biatkami osocza ludzkiego (okoto 20%), ktfgdnak mee by¢ w tym
przypadku zwjzane z tworzeniem wzan kowalencyjnych, dzki obecndci reaktywnego
pierscienia oksiranowego [16]. Dodatkowo, watihie mak objtos¢ dystrybuciji (£)-DEB
u szczuréw (0,73 I/kg) rownkettumaczy si hydrofilowascia | wysoka rozpuszczalniia
zwiazku w wodzie [108].

W oparciu o wyznaczone floiadczalnie wartéci logPoy (Tabela 36) oraz budaw
chemiczm TREO i jego epoksytransformerow (Ryc. 3) iana stwierdzi, ze zwizki te
spetniaj wszystkie kryteria reguty Lipinskiego (tzw. reguyeciu, rule of fivg: logPow < 5,
masa czsteczkowa < 500, liczba donoréw dlagnay wodorowych (suma grup OH i NH)
< 5, i liczba akceptoréw dla wian wodorowych (suma atomow O i N) < 10.
W konsekwencji zvazki te powinny wykazywa dobi absorpg ze szlakuzotadkowo-
jelitowego oraz przenikanie przez biony biologic4a9]. Przypuszczenia te potwierdzaj
dostpne dane literaturowe, takie jak praktycznie 1008stghnas¢ biologiczna TREO po
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podaniu doustnym u ludzi, jego szybka dystrybucjastroju (bs, 12 min), jak rownie
bardzo szybka dystrybucja (¥)-DEB u szczurdyg,®,7 min) [86,87,108].

4. Badania farmakokinetyczne
Badania farmakokinetyczne TREO i jego epoksyt@msérow przeprowadzono

u 15 krélikow rasy Nowozelandzkiej Bialej, podzigjah w sposdb randomizowany na trzy

réownoliczne grupy (n = 5). Zwieezom z grupy | podano TREO drmpd5 min wlewu
dozylnego, a osobniki zaklasyfikowane do grupy Il girmty bolus daylny samego
(x)-DEB, bedacego racematem koowego produktu aktywacji TREO. Krolikom z grupy I
podano natomiast églny bolus w przyblieniu réwnomolowej mieszaniny TREO,
S,S-EBDM i S,S-DEB, otrzymanej przez alkalizagjodnego roztworu leku macierzystego
za pomog NaOH. Jednake dztki zastosowaniu odpowiedniej korektyestn S,S-EBDM
oznaczonych w osoczu krélikéw, uwezdhiapcej tworzenie si epoksydu z TREO, uzyskano
stezenia odpowiadafge podaniu czystego S,S-EBDM (Tabele 39 i 40). @sopodanie
roztworéw zawieracych epoksytransformery TREO o zweryfikowaniu istnienia
dyspozycji S,S-EBDM i S,S-DEB limitowane] tworzemie Wysgpuje ona, gdy stala
szybkdaci tworzenia metabolitu jest mniejsza sitata szybkéci jego eliminacji z ustrojuDe
facto jest to zjawisko ogsto spotykane swod metabolitow, ktére charaktery zigie krétszym
tos od lekdw macierzystych. Zostalo ono szczeg6lnibroe opisane w przypadku takich
znanych par lekéw i ich metabolitow, jak kodeinmerfina, karbamazepina — 10,11-epoksyd
karbamazepiny i N-acetyloprokainamid — prokainangdyz wszystkie powysze substancje
sq stosowane u ludzi jako samodzielne leki. Objaweystgp owania dyspozy cji metabolitu
limitowanej tworzeniem jest sytuacja, w ktdrej podaniu leku sgzenia jego metabolitu
w osoczu w kécowym odcinku, odpowiadgy m fazie eliminacji, przebiegaiéwnolegle do
stezen zwiazku macierzystego. W konsekwencjs tmetabolitu ustalony na podstawie takich
stezen jest pozornie réwny warioi tego parametru dla leku macierzystego, podcdpgego
rzeczywista wart@ jest mniejsza. Opisane zjawisko przypominacwtizw. efekt flip-flop,
spotykany w przypadku lekéw o przeghnym dziataniu podawanych pozanaczyniowo,
kiedy szybke&¢ eliminacji substancji leczniczej limitowana jestybkdscia jej uwalniania

z postaci leku i wchtaniania [140,141]. HipotezaSiS-EBDM i S,S-DEB magwykazywa
dyspozyc limitowana tworzeniem, byta uzasadniona znacznie mniejszy rarteéciami
statych k i k, (odpowiednio 0,44- 0,45 i 0,20- 0,23 hl) uzyskanymi w badaniach

kinetycznych dla roztworéw o pH 7,4 i temperatugZe’C w poréwnaniu do literaturowych

wartasci to g Zwiazkow epoksydowych — (+)-DEB i EB u szczuréw (Tab8lq108].
181



OMOWIENIE | DYSKUSJA WYNIKOW

Zalety krolikow w poroéwnaniu do gryzoni byta mlwos¢ podania TREO w postaci
wlewu dazylnego, ktoéry jest typowdrog podania stosowaru pacjentow, zwilaszcza tych
poddanych kondycjonowaniu przed HSCT. W celu daszgopasowania warunkéw bada
do warunkéw Klinicznych, kréliki z grupy | otrzynyadawk: TREO réwn 340 mg/kg m.c.,
ktéra odpowiada 14 g/?n podawanej osobie dorostej o standardowe] masie kg0
i powierzchni ciata 1,7 Mm(14 g/nf x 1,7 nf : 70 kg = 340 mg/kg). Povzgza dawka
podawana przez 3 kolejne dni stanowi aktualnie ojatpy schemat dawkowania TREO jako
czynnika mieloablacyjnego przed HSCT u dzieci ilosioroslych [77]. Testy statystyczne
Akaike oraz Schwartza potwierdzilge zmiany stzen TREO w osoczu wszystkich krélikow
grupy | najlepiej opisywat model dwukompartmentoigyc. 40, Tabela 43), zgodnie
z danymi literaturowymi dotyexrymi ludzi, jak i myszy [5,45,86,87,94,102,105]. N&ci
Cmax leku u krolikow, uzyskane w momencie zakpenia wlewu, byly znaezo wyzsze nk
u dorostych pacjentéw, ktérzy otrzymali ekwiwalepttewke w odniesieniu do masy ciata
(Tabela 57), co fatwo wytlumaczy8-krotnie krotszym czasem trwania wlewu [102].
Wyznaczone w obu badaniach wddio AUC, ., byly juz jednak poréwnywalne, co
potwierdza meliwos¢ bezpdredniego przeniesienia dawki leku, wyoaej na 1 kg masy
ciata, z ludzi na kréliki, chociadoniesienia literaturowe wskazuja potrzeb zastosowania
u tych zwierat dawki trzykrotnie wgkszej [142]. ROownig odniesiona do masy ciatagd
TREO u krolikbw byta bardzo podobna jak u dorostymhcjentéw (Tabela 57)Srednia
wartas¢ V¢ u krolikow, rowna 0,152 I/kg, byta ponad 2-krotnvigcksza od ohgtosci krwi
u tych zwierzt (0,056 Ikg [143]), wskazua¢, iz kompartment centrainy leku mogt
obejmow&, oprocz layska naczyniowego, tak narady dobrze ukrwione, takie jak
watroba, serce, nerkgledziona, piuca. Dystrybucja TREO z kompartmentotredgnego
zachodzita szybkodk, ok. 8 min) do ponad 2-krotnie gkiszego kompartmentu tkankowego,
stanowicego prawie 70% ¥ Koreluje to z wyranym dwuwykiadniczym przebiegiem
profilu stezen leku w osoczu badanych zwietz(Ryc. 40) iswiadczy O poprawrkzi
zastosowania modelu dwukompartmentowego. W poréwrdm ludzi, kréliki wykazywaty
wigksza zdolng¢ eliminacji TREO, wyraona wyzsza wartcgscia Cly, €O przy zblionej
wartasci Vs, skutkowato ostatecznie krotszygad (Tabela 57).

Oprécz TREO w osoczu krélikéw z grupy | oznaczoakie poziomy S,S-EBDM,
natomiast nie stwierdzono obeénnS,S-DEB w s&zeniach przekraczgych LOQ, rowia
1,2 umol/l (Ryc. 40). Warto zwrééiuwag; na fakt, ¥ zmiany s¢zen S,S-EBDM przebiegatly

w koncowym odcinku réwnolegle do gten leku macierzystego, chogidach wartaci byty
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Tabela 7. Poréwnanie parametréw farmakokinetycznych TRE@skarych u krolikéw i
0s0b dorostych (dawka leku 14 d/)rpo podaniu ekwiwalentnej dawki leku 340 mg/kg

Parametr Kroliki (n = 5) Pacjenci (n = 10) [102]
Cmax [mol/[] 52001 + 717 1157 £ 169
AUC,_ ., [umolxh/] 4437 + 679 3967 + 622

Vs [l/kg] 0,46 + 0,08 0,44 + 0,10

Clot [I/(h x kg)] 0,28 £ 0,04 0,18 + 0,03

to.s [N] 1,6+04 2,0+0,6

" dlasredniej standardowej m.c. pacjentéw 70 kg.

o dwa rzdy wielkdici nizsze. Wynik ten jest wc analogiczny do uzyskanego w jedynym
do tej pory przeprowadzonym badaniu poziom@mkeytransformerow TREO u dwoch
pacjentéw poddanych HSCT [16]. Waitoty s S,S-EBDM obliczona u krolikow grupy |
(Tabela 46) nie rinita sk istotnie od wartéci tego parametru uzyskanego dla TREO
(Tabela 55). Podohistwo to byto jednak pozorne, gdydalsze badania przeprowadzone
u krolikéw z grupy 11 i lll, potwierdzily hipoteg iz farmakokinetyka zaréwno S,S-EBDM,
jak i S,S-DEB jest limitowana ich tworzeniem z TRE@ednoznaczniéwiadcz o tym
wartasci tos3 S,S-EBDM i S,S-DEB (w formie (+)-DEB), wyznaczounekrolikow z grup 1l

i 1l (odpowiednio 0,069 + 0,013 i 0,046 + 0,006 g0 podaniu roztworéw zawiesgych
gotowe epoksydy. 8Sone wyranie nizsze od §s reakcji tworzenia epoksytransformeréw
w warunkach pH 7,4 i temperatury 32, np. w buforze PBS (odpowiednio 1,5+ 0,1 3,4 +
0,3 h), oraz istotnie statystycznigsie od s TREO (1,6 + 0,4 h) (Tabela 55). Rzeczywist
dyspozyc; epoksytransformerow w ustroju krolikbw obrazuyykresy przedstawigge
zmiany ich s¢zen w osoczu po podaniu zykow w postaci bolusa dglnego (Ryc. 411 42).
Poziomy S,S-EBDM i (x)-DEB szybko malaly od wartd odpowiednio okoto
701 420umol/l (2 min) do poniej 1 umol/l odpowiednio w 30 i 20 min od momentu podania.
Obserwowane zmiany ¢gten najlepiej opisywat model dwukompartmentowy
(Tabela 44 i 45), co odpowiada danym literaturomyazgiskanym u szczuréw dla (+)-DEB
oraz EB- zwiazku posiadagcego jeden piécien epoksydowy [108]. Obliczenia parametrow
farmakokinetycznych w programie WinNonlin potwieitgdz iz S,S-DEB ulegat szybszej
dystrybucji (bs, 0,019 = 0,003 h) i eliminacji {t; 0,046 + 0,006 h) ni S,S-EBDM
(tosx 0,026 + 0,015, ¢ts3 0,069 + 0,013), jednale r@znice te nie byl istotne statystycznie
(Tabele 54 i 55). Ponadto dystrybucja obu epoksyddwolikow z grup 1l i lll zachodzita
szybciej nt TREO i S,S-EBDM po podaniu leku macierzystego gerd), ch@ roznica

to s (Tabela 49) nie oggreta poziomu istotngi a = 0,05 w przypadku poréwnania TREO
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(grupa l) i S,S-EBDM (grupa lll) (p = 0,058, Tabé&d). Obliczona \, S,S-DEB (0,442 +
0,074 I/kg) byta statystycznie réwna tej uzyskatiaj TREO (0,462 + 0,083 I/kg), natomiast
S,S-EBDM cechowat siznamiennie wysza wartascia tego parametru (0,746 + 0,148 I/kg),
zarbwno w porownaniu do leku macierzystego, jak,$-BEB (Tabela 50). Uzyskane
wartasci wskazuy, iz Vss TREO i S,S-DEB osiga wart@¢ pasredni migdzy obgtoscia ptynu
zewrgtrzkomorkowego (0,17 I/kg) a odipscia catej wody w ustroju krélikow (0,74 I/kg),
natomiast S,S-EBDM ulega dystrybucji praktycznie wezystkich przestrzeniach wodnych
organizmu [144,145]. Nalg jednak zaznaczy iz sposOb rozmieszczenia obydwu
epoksytransformeréw jest odmienny od leku macieegys Dystrybucja S,S-EBDM
a zwilaszcza S,S-DEB zachodzi bowiem z relatywni&zelnego kompartmentu centralnego
(V. 0,588 £ 0,196 i 0,411 + 0,077 l/kg), stangeeigo odpowiednio 79 i 93% ¥ do
mniejszego kompartmentu tkankowego o Wi noszcej odpowiednio 0,158 + 0,077 l/kg
(21% V9 10,031 + 0,009 (7% ). Pomimo znacxych r&nic Vs wielkosci V. S,S-EBDM

i S,S-DEB g statystycznie porownywalne i zarazem znamienniekszde od ¥ TREO
(Tabela 51). Z kolei wielkii kompartmentu tkankowego wszystkich trzechazkéw r&znia
Ske istotnie od siebie, rogn w kolejnaci S,S-DEB, S,S-EBDM i TREO (Tabela 52). Mata
wartas¢ V; epoksypochodnych TREO koresponduje ze stabo zaanam dwuwy ktadniczy m
przebiegiem ich sken w osoczu krolikéw (Ryc. 46 42) oraz niewiellk przewag modelu
dwukompartmentowego w stosunku do jednokompartmesgo (Tabele 43 45). Podobne
wyniki uzyskali Valentine i wsp. [108], analizigj przebieg krzywych sten (x)-DEB i EB

W o0soczu u szczurdw oraz otwgci poszczegolnych kompartmentow tych zzkiow
epoksydowych. W niniejszej rozprawie u dwéch pojeych krolikbw z grupy | i Il
(nr 51 12) testy Akaike i Schwartza wykazaly navegisze dopasowanie prostszego z tych
modeli. Uzyskane wartai Cl, (Tabela 49 i 53) wskazug kolei, & zdoIlng¢ krolikéw do
ogollnoustrojowej eliminacji badanych zwkéw r&nita sk istotnie statystycznie i rosta
w kolejncsci TREO (0,28 + 0,04 l/(x kg)), S,S-EBDM (10,00 £+ 0,44 l/(k kg)) i S,S-DEB
(14,0 £ 0,8 l/(hx kg)). Otrzymane rinice wartdci Cly tlumacz wczeniej omawian
szybsa eliminacg S,S-DEB nt S,S-EBDM oraz znacznie wolniegzliminacg TREO

w porownaniu do obu epoksydéw. Poréwgeujgeneralnie farmakokinetykS,S-EBDM

i S,S-DEB, mana stwierdz, iz koncowy produkt aktywacji TREO, posiadey w swej
budowie dwa reaktywne pigrienie epoksydowe, ulegat szybszej dystrybucjiimialacji

z ustroju oraz wykazywat mniejgzVss Odwrotne relacje obserwowano dla zzkiéw

epoksydowych w cytowanymijubadaniu Valentine i wsp. przeprowadzonym na szactur
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[108]. W stosunku do (+)-DEB, monoepoksyd EB wykaay krotszy bs, i tog, Nizsza Vs

i wyzszy Cl, (Tabela 4). Naley jednak uwzgdni¢c fakt, z w przeciwigstwie do

S,S-EBDM, casteczka EB posiada oprécz pgienia epoksydowego rOwiiereaktywne
wigzanie podwdjne C=C, ktore prawdopodobnie sprzyjeakcjom ze skladnikami
tkanek [18,108].

Dodatkowym empirycznym aspektem niniejszej rozpyrawta ocena przenikania
TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB do cieczy wodnistej przegkomory oka krolikéw. Do tej
pory tematyka ta nie byfla poruszanazadnych wczéniejszych badaniach. Po podaniu
krélikom z grupy Il mieszaniny w przylklkeniu rownomolowych iléci trzech badanych
zwiazkdw (okoto 0,1 mmol/kg) Gax epoksytransformerow w cieczy wodnistej obserwowano
juz w pierwszym analizowanym punkcie czasowym, tj. # rfRyc. 44). Swiadczy to
0 niezmiernie szybkim przenikaniu S,S-EBDM i S,SEDfrzez btony biologiczne i fatwym
rozmieszczaniu giich w przestrzeniach wodnych organizmuzBazybkdgcia tych proceséw
mozna tlumaczy miedzyosobnicze rnice poziomoéw epoksydéw w cieczy wodnistej oka
krolikéw, przejawiajce st wahaniami wykresu ich gten w tym kompartmencie jako funkcji
czasu (Ryc. 44). W poréwnaniu do S,S-EBDM i S,S-D&#enie TREO w cieczy wodnistej
krolikbw z grupy 1l narastato wolniej, agjapc Ghax W 16 min od podania. Na podstawie
uzyskanych zmian gten badanych zwazkOéw w osoczu i cieczy wodnistej oka krolikow
(Ryc. 40 — 44) oraz omawianych weénej proporcji \\/V; mazna przypuszcaa iz ciecz
wodnista wspoitworzy kompartment centralny S,S-EBOM,S-DEB oraz kompartment
tkankowy TREO. Przemawia za tym rowhnigwysoki stosunek warkoi C.x epoksydow
w cieczy wodnistej i osoczu (0,7 i 3,9 kolejno @s5-EBDM i S,S-DEB) oraz znagzo
mniejsza wartfc tego parametru dla TREO, réwna 0,05 (Tabela 58y lprofil zmian s¢zen
TREO i S,S-EBDM (S,S-DEB < LOQ) obserwowano w cieowodnistej oka krolikéw
z grupy |, ktorym podano sam lek macierzysty wewidedazylnym. Liczony od momentu
zakaiczenia wlewu czasnix TREO (15 min) byt zbliony do obserwowanego po podaniu
bolusa mieszaniny TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB u krélkz grupy lll. Stosunek wartoi
Cmax Ciecz wodnista/osocze TREO byt ponownie niski4),@o potwierdza relatywnie skab
penetrag leku do cieczy wodnistej. Dla przyktadu, podobneniki uzyskano u kroélikow
Nowozelandzkich Biatych dla antybiotyku doripenenktiorego G,.x W cieczy wodnistej,
zanotowane w momencie zakzenia 1 h wlewu, bylo rowieokoto 20 razy mniejsze i
w o0soczu [146]. Z kolei lepazpenetrag do cieczy wodnistej oka od TREO wykazywaty
inne leki z grupy cytostatykow, takie jak karbopglzd i ifosfamid, dla ktorych stosunek
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wartasci Cyay Ciecz wodnista/osocze wynaosit odpowiednio 0,2 dpmaD,1 — 0,7 u ludzi
[147,148]. Uzyskanie G.x S,S-EBDM dopiero w 1 h po zakezeniu wlewu TREO sugeruje
natomiast, 4 obecné¢ tego epoksytransformeru w cieczy wodnistej wy rikgitbwnie z jego
tworzenia s§ w tym kompartmencie z leku macierzystego, a nieepikania z krwi. Warto
zwrécik uwag, iz Cyax tego epoksydu w plynnym kompartmencie oka bylozsme ni

w osoczu (stosunek 1,14) i jednotazie zaledwie 4-krotnie fngsze od Gy leku
macierzystego (Tabela 56). Chacipo podaniu samego TREO, w cieczy wodnistej oka
krolikbw nie stwierdzono oznaczalnych pozioméw BEB, uzyskane wyniki sugeryjiz
bardzo prawdopodobna jest obeghoTREO, jak réwni¢ mniejszych iléci jego
epoksypochodnych we wszystkich plynach ustrojowyub, slinie i {zach, u pacjentow

otrzymupcych prolek przed HSCT.

5. Podsumowanie

Przeprowadzone w ramach niniejszej rozprawy badawyikazaly po raz pierwszy; i
obydwa epoksytransformery TREO cechuje bardzo saylylspozycja w ustroju. Podobnie
do leku macierzystego,sytych zwiazkow przekracza otjos¢ ptynu zewntrzkomérkowego,

a w przypadku S,S-EBDM jest praktycznie réwnactidici calej wody ustrojowe;.
Powinowactwo dasrodowiska wodnego oraz fatwa dystrybucja obu epto&sgformeréw,
m.in. do cieczy wodnistej oka, koreluje z ich $eiavosciami hydrofilowymi, wyraonymi
ujemnymi wartéciami logR,y oraz niewielkimi rozmiarami ich @steczek. Wygtkowo
szyblq eliminacg S,S-EBDM i S,S-DEB, wytana wysokimi wartédciami Cly, nie mae
z pewndciag uzasadnia powolny nieenzymatyczny rozklad tych zwkéw pod wplywem
wody lub elektrolitéw osocza i ptynu zewtrekomorkowego. Opierag sk na fizjologicznym
modelu farmakokinetycznym zaproponowanym przez Seyeewsp. [20] dla epoksydowych
metabolitow BD, w tym DEB, mma zakfadg iz za wysoki G}; S,S-EBDM i S,S-DEB
odpowiada ich metabolizm atrobowy i plucny oraz scisle niesprecyzowane
nieenzymaty czne i enzy maty czne reakcje rozktadh aweiazkow w tkankach.

Odmienn farmakokinetyk S,S-EBDM i S,S-DEB obserwujeegdpo podaniu samego
TREO, gdy wowczas dyspozycja tych epoksydow jest limitowaekatywnie wolnym
przebiegiem nieenzymatycznej aktywacji leku magistego. Konsekwengj tego jest
spowolnienie eliminacji epoksytransformeréw z oimganu do poziomu charaktery sty cznego
dla TREO, co objawia si roéwnoleglym przebiegiem terminalnych odcinkow
potlogarytmicznych wykresow if@i wszystkich trzech zwikoéw w ustroju. Tworzenie
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S,S-EBDM (b51,5 h) i S,S-DEB (53,3 h) z TREO jest przynajmniej 20-krotnie wolsieg
od ich potencjalnie nidiwej eliminacji (53 odpowiednio 0,069 i 0,046 h), asit czasteczki
tych zwhzkdw usuwane gniemake natychmiast po wytworzeniu, przez co molowécilo
S,S-EBDM a zwilaszcza S,S-DEB w ustroju muss¢ w kazdym czasie dio nizsze od
TREO. Poniewa wartasci Vs wszystkich trzech analizowanych zwkéw nie rénia sic od
siebie wkcej niz dwukrotnie, wzajemne relacje ¢gen TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB
w osoczu gpodobne do stosunkow dla tych zwazkdw w ustroju. Wyniki badaz udzialem
krélikow przeprowadzone w ramach niniejszej praRy¢. 40), jak i wczéniejsze doniesienia
kliniczne [16] zgodnie demonstrljze wartgci stgzen S,S-EBDM w osoczuasokoto dwa
rzedy wielkosci mniejsze w poréwnaniu do leku macierzystego. i®oa drug etap
aktywacji TREO, tj. S,S-EBDM- S,S-DEB, przebiega okoto dwukrotnie wolniej od
pierwszego, a dodatkowo eliminacja S,S-DEB jestoszg od S,S-EBDM, @tenia S,S-DEB
w 0soczu powinny by przynajmniej dwa rady nizsze w stosunku do S,S-EBDM. Najesi
wiec spodziew& iz w osoczu krolikbw z grupy | oraz pacjentow podddmy
kondycjonowaniu przed HSCT za pomadd®REO, maksymalne gtenia diepoksydu wynosity
ponizej 0,4 umol/l. Uzasadnia to zatem brak afi?vosci oznaczenia S,S-DEB u krélikow
i ludzi stosowanymi metodami HPLC, w ki6érych LOQmasito 1,1 lub 2,umol/l [16]. Jak
dotychczas nie opracowano jednak bardziej czuldjodye analitycznej, ktéra pozwalataby
oznaczé S,S-DEB w obecriwi TREO. W oparciu o wyniki badaprzenikania zwizkdow
przez barief krew — oko, podobnych warka stezen S,S-EBDM i S,S-DEB jak w osoczu,
(odpowiednio < 40umol/l i < 0,4 umol/l) mazna spodziewask w cieczy wodnistej oka
pacjentéw oraz innych plynach ustrojowych, §lmie, jednak wymaga to eksp erymentalnego
potwierdzenia.

Do interesujcych wnioskéw prowadzi dokladniejsza interpretasjartosci statych
szybkaci opisupcych nieenzymatycznaktywacg TREO oraz jego eliminagjz ustroju.
Wyznaczona dla reakcji TREQ S,S-EBDM stata k(0,45+ 0,04 K, dla buforu PBS) jest
poréwnywalna do statej szy bk fazy eliminacji ) u krélikéw (0,43 i), lecz wiksza ni
statla 3 u ludzi (0,30 — 0,38 ﬁ) [5,86,94,102,105], co pozornie e st wydawd
zaskakujce. Naley jednak pamiat, iz stala [ jest wtérnym parametrem
farmakokinetycznym — hybnadpierwotnych stalych szybkoi kiq, ki 1 Ky;, Opisucych
odpowiednio eliminagg TREO =z kompartmentu centralnego, jego dystrybuc
z kompartmentu centralnego do tkankowego i dysirjbrn kompartmentu tkankowego do
centralnego. W efekcie stata ta wyaaszy bkéc¢ finalnego usuwania leku z ustroju, zalego
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rowniez od jego dystrybucji mdzy kompartmentamif( = kig X Kyi/0, gdzie a — stata
szybkdci fazy dystrybucji) [149]. Z tego powodu bardzi@pprawne jest poréwnywanie
stale)] k ze stad ki, ktorej warté¢ wyznaczona dla TREO u krolikbw wynosita
1,89+ 0,38 h' (n = 5). Ze stosunkugk;, Wynika i, nieenzymatyczna przemiana TREO do
S,S-EBDM ma jedynie okoto 25% udziat w eliminagpfeku z kompartmentu centralnego.
Tymczasem, wedlug danych literaturowych, u pacjntdrzymupcych dawki TREO
8 — 56 gm, zaledwie 15- 40% dawki leku wydalane jest z moczem w postaci
niezmienionej [5,86,94,102,105]. Zestawienie obydfaktow wskazuje,z znaczna ox¢
TREO ulega aktywacji dopiero po przeniciu do relatywnie obszernego kompartmentu
tkankowego. Zdaje sito potwierdzd omawiany wye] przyrost sizenia S,S-EBDM
w cieczy wodnistej krolikbw grupy |, ogdiony w czasie w stosunku do przyrostezehia
TREO (Ryc. 43). Warto zwrdéeiuwag;, ze klirens tworzenia S,S-EBDM, obliczony na
podstawie iloczynu ¥ TREO i statej k przyjmuje wartéc 0,208 I/h, ktéra stanowi 74% Gl
proleku u krélikéw. Uzyskany wynik procentowy odpiada wec tej czsci dawki TREO

u ludzi (60 — 85%), ktdra nie jest eliminowana dragrkowa w postaci niezmienionej, co
sugeruje, 4 za eliminacj pozostatej iléci leku odpowiada praktycznie wagznie jego
nieenzymatyczna aktywacja do S,S-EBDM. Przepromasidz@odobnego rozumowania
w odniesieniu do pary S,S-EBDM i S,S-DEB wskazgéomiast na bardzo znikomy udziat
klirensu tworzenia S,S-DEB (Y S,S-EBDM x k, = 0,15 l/(h x kg)) w ogoInoustrojowej
eliminacji monoepoksydu (! S,S-EBDM 10,0 l/(hx kg)).

W zwiazku z dyspozyq S,S-EBDM i S,S-DEB limitowan ich tworzeniem,
niepotrzebne wydaje gsioznaczanie epoksydoéw po podaniu TREO celem wyzamizch
toss, gdyz parametr ten dalzie miat warté¢ charakterystyczndla leku macierzystego we
krwi. Oznacza to réwnie iz po podaniu samego TREO czas przebywania S,S-EBDM
i S,S-DEB w ustroju &zie praktycznie rowny lekowi macierzystemu. Wskezo na brak
zagrazenia obecngria tych zwhzkédw w organizmie pacjentéw po zdazeniu eliminacji
leku macierzystego, ktora mogtaby niekorzystnieyw@t na proces wszczepienia nowych
komoérek hematopoetycznych. W przysrioanaliza pozioméw TREO i produktow jego
aktywaciji we krwi u ludzi oraz tkankach zwiardaboratoryjnych moe by¢ jednak cenna
z punktu widzenia oceny sity dziatania mieloablaggo, czy toksyczioi narzmdowe;.

W $wietle uzyskanych w niniejszej rozprawie wy nikéyprawniona jest hipotezae podanie
gotowych epoksytransformerow TREO pacjentom nieewapatoby oczekiwanego efektu

mieloablacyjnego obserwowanego po TREO, z powodyt Azybkiej eliminacji tych
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zwiazkdw z ustroju. Mpna zatemagzi¢, iz TREO stanowi swego rodzajiepotS, S-EBDM,
a finalnie take S,S-DEB posiadgego znacznie wksze widciwosci cytotoksyczne ii
S,S-EBDM [4,6,8]. W oparciu o ¥ TREO, pdredna migdzy obgtoscia plynu
zewmtrzkomorkowego i calkowitej wody ustroju, nafe sadzi¢, iz za gldwne dziatanie
biologiczne proleku odpowiada tylko frakcja S,S-DHEBbOra tworzy si z TREO dopiero po
jego dystrybucji do ptynu zewitrzkomorkowego tkanek i witiza komorek. Przemawigga
tym rowniez wyniki wczeniejszych bada in vitro, w ktérych obserwowano powolny
przyrost wazan krzyzowych indukowanych przez S,S-DEB w DNA komoérek nargch na
dziatanie TREO [8].
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1. Opracowane metody HPLC-RID oraz HPLC-UV speniay mogi walidacyjne stawiane
metodom analitycznym i mag by¢ stosowane do oznaczania TREO i jego
epoksytransformeréw w roztworach buforowych, osdaazeczy wodnistej oka.

2. Zaproponowany model kinetyczny obejany reakcje naspcze pierwszego edu
aktywacji TREO i dwie reakcje pseudopierwszegoe¢dz hydrolizy jego
epoksytransformeréw w przekoncy sposdb opisuje rzeczywisteg/ignia zwizkow
w roztworach buforowych o pH 7,4 i temperaturze®@7oraz spetnia wymogi stawiane
modelom regresiji nieliniowe;.

3. W odr&nieniu od dwuetapowej aktywacji TREO do S,S-EBDMsS,5-DEB, kinetyka
hydrolitycznego rozktadu utworzonych epoksytransfemdw podlega katalitycznemu
wplywowi elektrolitow. W buforze PBS o skitadzie mym zblzonym do osocza
hydroliza S,S-EBDM i S,S-DEB przebiega znacznie nigl od ich tworzenia z leku
macierzystego.

4. TREO oraz S,S-EBDM i S,S-DEB posiagaharakter hydrofilowy, o czyndwiadcz
ujemne wartéci logPow Wyznaczone metadshake-flask przy czym hydrofilowé¢
zwiazkow wzrasta od S,S-DEB do TREO.

5. Farmakokinetyk TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB najlepiej opisuje model
dwukompartmentowy. W poréwnaniu do leku macierzgstepoksypochodne cechuje
szybsza dystrybucja i wkisza zdolné¢ przenikania do cieczy wodnistej oka, g tYch
zwiazkoOw przekracza olfjos¢ plynu zewntrzkomorkowego.

6. Bardzo szybka eliminacja S,S-EBDM i S,S-DEB z ustrstanowi wyjdnienie niskich
stezen S,S-EBDM a zwilaszcza S,S-DEB w osoczu pacjentday otujpcy ch TREO przed
HSCT.

7. Po podaniu samego TREO dyspozycja epoksytransfommelimitowana jest ich
tworzeniem si z leku macierzystego, co wskazuje, ¢zas przebywania S,S-EBDM

i S,S-DEB w ustroju jest praktycznie rowny TREO.
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Treosulfan (TREO) jest prolekiem nakeym do zwazkdéw alkilujacych, stosowanym
od lat 80 XX wieku w leczeniu platynoopornego rgigmika. Jego biologicznie aktywne
epoksypochodne (S,S-EBDM i S,S-DEB) powstlaplejno w wyniku dwuetapowej reakciji
nieenzymatycznej, ktéra zachodaivivo lub in vitro w $rodowisku o pH > 5. W aigu
ostatniej dekady przeprowadzono szereg ibaddinicznych z udzialem pacjentéw
przygotowywanych do przeszczepienia komorek henwdtyygznych (HSCT), ktére
udowodnity silne dziatanie mieloablacyjne wysokidawek TREO przy ich relatywnie
niskiej toksycznéci narzdowej. Aktualnie tocz sk randomizowane badania Kkliniczne
Ill fazy, po ktdrych spodziewane jest oficjalne gastrowanie leku do kondycjonowania
0s0Ob dorostych i dzieci przed HSCT. Do tej poryngkl nieznana jest doktadna kinetyka
nieenzymatycznej aktywacji TREO w warunkach pH 7,4emperatury 37°C, ani
farmakokinetyka jego epoksytransformeréw. W literae naukowej istnieje zaledwie jedno
doniesienie dotyere bardzo niskich, w porownaniu do leku macierzystestzen
S,S-EBDM w osoczu dwoch pacjentéw poddanych HSCTktarych nie stwierdzono
jednoczénie oznaczalnych poziomoéw S,S-DEB.

Celem pracy bylo wyfmienie przyczyn niskich gten S,S-EBDM a zwiaszcza
S,S-DEB w osoczu pacjentéw otrzymmych TREO w ramach zénu kondycjonujcego
przed HSCT. Skyly temu badania kinetyki aktywacji proleku w rozxach wodnych
o pH 7,4 i temperaturze 3T, wyznaczenie wsp 6iczy nnikéw podziatu n-oktanotladR,)
wszystkich trzech zwzkdéw i badania ich farmakokinetyki u krélikow.

Do jednoczesnego oznaczania TREO i jego epokssfoameréw w roztworach
buforowych oraz samego TREO w osoczu krolikéw opwaano i zwalidowano bezgrednie
metody HPLC 2z detekgj refraktometryczsy w ktorych granica oznaczakw (LOQ)
zwiazkow wynosita 20 — 5Qumol/l. Analize¢ ilosciowa epoksyddéw w osoczu krolikéw
prowadzono po ich derywatyzacji za pomdavasu 3-nitrobenzenosulfonowego bardziej
czubh metody HPLC-UV, zapewniaca LOQ 0,8 i 1,1 pumol/l odpowiednio dla S,S-EBDM
i S,S-DEB. Stosowane metody analityczne byly dakdad precyzyjne. Odzysk analitow
z osocza migit siec w zakresie 92 — 102 oraz 72 — 90% odpowiednioTdREO i jego
epoksypochodnych.

Badania kinetyczne transformacji TREO przeprowadzov statych warunkach
pH 7,4 i temperatury 37C w roztworach buforowych o ztej sile jonowej (0,16, 0,19,

1,0 mol/l) i sktadzie jonowym (bufor fosforanowyufor fosforanowy + NaCl, bufor PBS).
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Przebieg transformacji TREO obserwowany we wszghktkioztworach bardzo dobrze
opisywat zaproponowany model kinetyczny, obepoyj dwie reakcje aktywacji TREO
pierwszego redu, tj. TREO - S,S-EBDM - S,S-DEB (opisane kolejno statymi szykkio
ky i ky), oraz dwie reakcje hydrolitycznego rozktadu SEDBI (ky) 1| S,S-DEB (k)
pseudopierwszego ¢du Analiza statystyczna stalych szybk&io wyznaczonych w programie
Prism 6.01, wykazataziw przeciwigstwie do aktywacji TREO, hydrolityczny rozkiad
utworzonych epoksypochodnych podlegat katality canevplywowi elektrolitéw. Wynika to
z nukleofilowego ataku jonéw Cha pietcien oksiranowy oraz zjawiska ogblnej katalizy
kwasowej pod wplywem jonu 2O, . W buforze PBS o skiadzie jonowym zighym do
osocza krwi ludzkiej hydroliza S,S-EBDM i S,S-DEBrzpbiegata znacznie wolniej
(ky 0,027 + 0,004 h, ky 0,045 + 0,002 ) od ich tworzenia giz leku macierzystego
(k; 0,45 + 0,04 H, k, 0,20 + 0,02 1).

Pow TREO i jego epoksytransformeréw wyznaczonoswdadczalnie metoal
wytrzasania orazn silico za pomog réznych algorytmow komputerowych. W warunkaoh
vitro podziat zwizkow badano w 37C w uktadzie zi@onym z n-oktanolu i 0,05 mol/l
buforu octanowego o pH 4,4, doprowadzonego dojsipwej 0,16 mol/l za pomadNaCl
i KCI (bufor ABS). W zastosowanym ukiadzie faz miachodzita dysocjacja ani asocjacja
analizowanych zwazkoéw, o czyméwiadczyt brak statystycznie istotnychznic miedzy Py
uzyskanymi przy ronym stosunku objosciowym n-oktanolu i ABS. Obliczone logi
TREO (-1,58 + 0,04), S,S-EBDM (-1,18 + 0,02) i §EB (-0,40 = 0,03) wskazajna
hydrofilowy charakter wszystkich badanych substandy poréwnaniu do powszych
wynikéw daéwiadczalnych, najdoktadniej wad logPo\w przewidywat algorytm ALOGPs.

Badania farmakokinetyczne przeprowadzono na 18kkoh rasy Nowozelandzkiej
Biatej, podzielonych na trzy réwnoliczne grupy, fg€dotrzymaly daylny wlew TREO
(grupal), bolus (£)-DEB (grupa Il) i bolus S,S-EBDw mieszaninie z TREO i S,S-DEB
(grupa lll). Obliczenia farmakokinetyczne wykonar@ pomog programu WinNonlin 6.2.
Zmiany stzeh TREO oraz jego epoksytransformeréw w osoczu nigjlegpisywat model
dwukompartmentowy. O#fjos¢ dystrybucji TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB w stanie
stacjonarnym (kolejno 0,46 + 0,08, 0,75 + 0,15440t 0,07 I/kg) zawierala simigdzy
objetoscia ptynu zewntrzkomérkowego i catkowitej wody w ustroju zwigtz co koreluje
z hydrofilowym charakterem tych zwzikéw. Po podaniu krélikom epoksydéw w gotowej
formie (grupa Il i lll) obserwowano ich bardzo skgldyspozyai w ustroju. W poréwnaniu
do TREO, epoksytransformery ulegaly szybszej dpsityi (tys, TREO, S,S-EBDM
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i S,S-DEB odpowiednio 0,14 + 0,04, 0,026 + 0,018,019 + 0,003 h) oraz w wkszym
stopniu przenikaly do cieczy wodniste] oka (stosuBk., ciecz/osocze wynosity kolejno
0,05, 0,70 i 3,9). W odidieniu od leku macierzystego, S,S-EBDM i S,S-DEByblyardzo
szybko eliminowane z ustroju, co wynikato z wysbkigartéci klirensu ogdlnoustrojowego
(Cloy odpowiednio 10,0 + 0,4 i 14,0 = 0,8 l/th kg)). Porownujc szybkd¢ tworzenia
S,S-EBDM (b5 1,5 h) i S,S-DEB (s 3,3 h), eliminacji TREO (ts 1,6) oraz eliminagji
S,S-EBDM (b5 0,069 h) i S,S-DEB {5 0,046 h), stwierdzono jednoznaczniepd podaniu
samego proleku obydwa produkty jego aktywacji wyd@z dyspozya limitowam
tworzeniem. Eliminacja epoksyddéw przebiega wéwcdantycznie jak TREO, jednak ich
ilosci w ustroju oraz szenia w osoczuasznacznie msze od leku macierzystego. Stanowi to
wyjasnienie niskich pozioméw S,S-EBDM i S,S-DEB w osoqzacjentéw otrzy magych
TREO przed HSCT. W oparciu o uzyskane wyniki, stdaeno, ¥ po podaniu TREO czas
przebywania epoksydéw w ustroju pacjentow powinige rowny czasowi przebywania
proleku. Ustalano rownig iz klirens tworzenia S,S-EBDM stanowi okoto 75%,,CIREO,
CO zgadza siz faktem,  ilos¢ niezmienionego TREO wydalona deogerkows stanowi

u pacjentéw zaledwie okoto 25% podanej dawki pralek
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IX. ABSTRACT

Assessment of kinetic and pharmacokinetic parametsrof treosulfan and its biologically
active epoxy-derivatives for prediction of their leels in patients undergoing
conditioning prior to hematopoietic stem cell tranglantation

Treosulfan (TREO) is a pro-drug belonging to aditiig agents, which has been
applied in treatment of platin-resistant ovariarciceoma since 1980's. Its biologically active
epoxy-derivatives (S,S-EBDM and S,S-DEB) are formedquentially in two-step
nonenzymatic reaction, which proceadsvivo or in vitro above pH 5. For the last decade
many clinical studies have been conducted in ptatibeing prepared for hematopoietic stem
cell transplantation (HSCT), which demonstratedrsgrmyeloablative action of high-dose
TREO alongside with its relatively low organ totgci Currently aphase Il randomized trial
is ongoing, after which marketing authorizationT®EO application to conditioning prior to
HSCT in adults and children is expected. Howevigmaw neither kinetics of nonenzy matic
activation of TREO at pH 7.4 and temperature®37 nor pharmacokinetics of its epoxy-
transformers is exactly known. In professionalréitare there is only one report describing
very low, in comparison to the parent drug, plasmacentrations of S,S-EBDM in patients
undergoing HSCT, in whom no quantifiable levelsSgB-DEB was stated.

The aim of the study was to explain the causdswfconcentrations of S,S-EBDM
and especially S,S-DEB in plasma of patients recgiM REO as a part of conditioning
regimen prior to HSCT. It was achieved by kinetiadges of the pro-drug activation in
aqueous solutions at pH 7.4 and temperature 3d€@rmination of n-octanol/water partition
coefficient (Pow) of all the three compounds andi&s of their pharmacokinetics in rabbits.

For the simultaneous determination of TREO andegiexy-transformers in buffers
and the sole TREO in rabbit plasma direct HPLC mashwith refractometric detection were
developed and validated, in which the limit of quiaration (LOQ) of the compounds was
20 - 50 umol/l. Quantitative analysis of the epoxides inbialplasma was performed, after
their derivatization with 3-nitrobenzenosulfonicidacby the more sensitive HPLC-UV
method, which provided LOQ 0,8 and Luhol/l for S,S-EBDM and S,S-DEB, respectively.
The developed analytical methods were accurategaecise. Recovery of the analytes from
plasma spanned 92102% and 72 90% for TREO and its epoxy-transformers, respebtiv

Kinetic studies of TREO transformation were cafrigut at constant pH 7.4 and
temperature 37 °C in buffers differing in ionicestgth (0.16, 0.19, 1.0 mol/l) and the ionic
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composition (phosphate buffer, phosphate buffera€INphosphate buffered saline (PBS)).
Transformation of TREO in all the solutions wasyverell described by the proposed kinetic
model, which included two first-order reactions OfTREO activation,
i.e. TREO - S,S-EBDM - S,S-DEB (described by the rate constantsakd k), and two
pseudo-first-order reactions of hydrolytic decompos of S,S-EBDM (k) and
S,S-DEB (k). Statistical analysis of the rate constants,rdateed in Prism 6.01, showed that
in contrast to activation of TREO, hydrolytic deqmosition of the formed epoxides was
catalyzed by the electrolytes. This was due toningeop hilic attack of Clonto the oxirane
ring and a phenomenon of a general acid catalysi$if°O, in the epoxy-transformers
hydrolysis. In PBS, which possesses ionic compmsisimilar to human plasma, hydrolysis
of S,S-EBDM and S,S-DEB proceeded much slowgy (k027 + 0.004 1, ko 0.045 +
0.002 ") than their formation from the parent drug (k45 + 0.04 H, k, 0.20 + 0.02 H).

Pow of TREO and its epoxy-transformers was determireegherimentally by
the shake-flask method anoh silico using different computer algorithmsn vitro,
the partition of the compounds was studied at 3ih@e system consisting of n-octanol and
0.05 mol/l acetate buffer pH 4.4, adjusted to imtiength of 0.16 mol/l with NaCl and KCI
(acetate buffered saline, ABS). In the applied phaseither dissociation nor association of
the analyzed compounds occurred, as proved bykeofastatistically significant differences
between the Ky obtained with different volume ratios of n-octaresid ABS. Calculated
logPow of TREO (-1.58 + 0.04), S,S-EBDM (-1.18 #3). and S,S-DEB (-0.40 + 0.03)
indicate the hydrophilic nature of all the testedtitees. In comparison to the above
experimental results, the most accurate valuesogPdw were predicted by algorithm
ALOGPs.

Pharmacokinetic studies were carried out in 15 Mea&land White rabbits, divided
into three equal groups, which received the intnaus infusion of TREO (group [), the bolus
of (x)-S,S-DEB (group Il), and the bolus of S,S-H@Das a mixture with TREO and
S,S-DEB (group Ill). Pharmacokinetic calculationerev performed in WinNonlin 6.2.
Changes in plasma concentrations of TREO and itsyepransformers were best described
by a two-compartment model. The volume of distitmutof TREO, S,S-EBDM and S,S-DEB
at steady state (0.46 + 0.08, 0.75 £ 0.15 and &.4407 I/kg) ranged between volume of
extracellular fluid and total body water of the raais, which corresponded to hydrop hilic
character of these compounds. When the pre-formpexkicdles were administered to the
rabbits (group Il and III), they underwent a veapid disposition in the body. In comparison
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to TREO, the epoxy-transformers demonstrated fassérbution (b 5, of TREO, S,S-EBDM
and S,S-DEB was 0.14 + 0.04, 0.026 + 0.015 and90#0.003 h, respectively), and better
penetration to the aqueous humor of the eye (aguleaonor/plasma G ratio was 0.05, 0.70
and 3.9, respectively). In contrast to the pareng,dS,S-EBDM and S,S-DEB were rapidly
eliminated from the body, due to the high systewrl®arance (G 10.0 + 0.4 and
14.0 £ 0.8 l/(hx kg), respectively). Comparing the rate of formatad S,S-EBDM (§5 1.5 h)
and S,S-DEB (ts 3.3 h), elimination of TREO {t 1.6) and elimination of S,S-EBDM
(to,5 0.069 h) as well as S,S-DER, § 0.046 h), clearly proved that after administratadn
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XI. WYKAZ ZAt. ACZNIKOW

1. Metodyka wyznaczania wsp 6tczy nnikdw korekcyjnych dREO, S,S-EBDM i S,S-DEB.

2. Zgoda Lokalnej Komisji Etycznej ds. Bwiadczéh na Zwierztach w Poznaniu na

przeprowadzenie bafidarmakokinety cznych na krélikach.

3. Uzyskane w programie Prism 6.01 wykresy przedsjapasstzenia TREO, S,S-EBDM
i S,S-DEB oznaczone podczas aktywacji proleku wiwazach buforowych o pH 7,4,
temperaturze 37C i réznej sile jonowej oraz przebieg krzywych najlepszegpasowania
i 95% krzywych ufnéci. Wykresy wewgtrzne przedstawigjrozktad wartéci resztowych

stezen analitow.

212



ZAL ACZNIKI

ZAt ACZNIK 1

Wspoiczynnik korekcyjny f danego analitu wyah stosunek jego atenia
rzeczywistego do teoretycznego w serii roztworéwommwych TREO, S,S-EBDM
i S,S-DEB. Stzenia teoretyczne wynikaty z modelu aktywacji TRE@zedstawionego przez
Feita i wsp. [6], zgodnie z kiGrymegenia molowe zwazkOw w roztworze podstawowym
TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB oraz roztworach wzorcowymbwinny spetnié dokladnie
stosunek 1:2:1.

W celu ustalenia wargoi wspotczynnikOw freo, fss-esom i fsspes Wyznaczono
rownania 5 krzywych wzorcowych. Dwie tzw. ,zeczywtd’ krzywe wzorcowe
przedstawialy zaios¢ stosunku pola powierzchni piku TREO i S,S-DEB dowgerzchni
piku 1IS1 od sizenia danego analitu w serii roztworéw wzorcowy clzygotowanych
z gotowych (dospnych komercyjnie) zwizkéw, tj. TREO i (x)-DEB. Z kolei trzy
tzw. teoretyczne” krzywe wzorcowe przedstawiallezaos¢ stosunku pola powierzchni
piku TREO, S,S-EBDM i S,S-DEB do powierzchni pik81l od teoretycznego ¢genia
danego analitu w serii roztworow wzorcowych TREQS-EBDM i S,S-DEB, tj. szenia
zgodnego z modelem aktywacji zaproponowanym przsraH6]. Korzystajc z programu
Microsoft Excel 2007, wykonano anajizegresji dla wszystkich 5 uzyskanych prostych
(2 prostych ,rzeczywistych” dla TREO i S,S-DEB or&zprostych ,teoretycznych” dla
TREO, S,SSEBDM i S,S-DEB). Na podstawie wspoiczkomi kierunkowych
Jzeczywistych” (& treo | & ssped | Jteoretycznych” krzywych wzorcowych (&reo
i & ssped dla TREO i S,S-DEB, wyznaczono wspoiczynniki kaygne dla tych dwoch
zwiazkow (wspotczy nnik b prostych staty stycznie rowmya):

a a

— @t1REO f _ “tssDEB
TREO SSDEB
a

' TREO aT SSDEB

f

Wartas¢ wspoifczynnika korekcyjnego dla S,S-EBDMs {fzgpy) Obliczono na podstawie
skiadu roztworu podstawowego TREO, S,S-EBDM i SEBDzgodnie ze wzorem:
C C C C C C 0 C K

f _ “ISS-EBDM _ “OTREO “r TREO “rSS-DEB _ “O0TREO “tTREO —'TREO  “ tSS-DEB —SSDEB _
SS-EBDM - - -

t SS-EBDM t SS-EBDM t SS-EBDM

_ 20000~ 50001, —5000(1
- 10000

SS-DEB
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gdzie:

Co trReo — Stzenie pocztkowe TREO w roztworze podstawowym TREO, S,S-EBDM,
S,S-DEB, tj. przed alkalizagga pomog NaOH (G treo= 20000 pmolll);

C: treor G sseeom G s.s.pep— Skzenia rzeczywiste odpowiednich analitow w roztworze
podstawowym TREO, S,S-EBDM, S,S-DEB;

Ci treor G ss-eeom G sspe — Skzenia teoretyczne odpowiednich analitow w roztworze
podstawowym TREO, S,S-EBDM, S,S-DEB ((Greo = G pes = 5000 pmoll,
Ciss-eepm= 10000 pmol/l).

Znajoma¢ fssespm pOzwolita obliczy rzeczywiste szenia S,S-EBDM w roztworach
wzorcowych TREO, S,S-EBDM 1 S,S-DEB (§s.espm= G s,s-eeom s s-EBDM, @ tym samym
wsp 6tczy nnik kierunkowy ,rzeczywistej” krzywej wzaowej dla S,S-EBDM.
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UCHWALA NR 77/2010
z dnia 19.11.2010r.
Lokalnej Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzetach w Poznaniu

§1

Na podstawie art. 30 ust. | pkt I ustawy z dnia 21 stycznia 2005r. o doswiadczeniach na zwierzgtach (Dz. U. Nr 33, poz. 289) i
§ 14 ust. 3 rozporzadzenia Ministra Nauki i Informatyzacji z dnia 29 lipca 2005r. w sprawie Krajowe] Komisji Etycznej do
Spraw Doswiadezen na Zwierzgtach oraz lokalnych komisji etycznych do spraw doswiadczen na zwierzetach (Dz. U. Nr 133,
poz. 1275), po rozpatrzeniu wniosku o wydanie dodatkowej liczby zwierzat, pt.:

"OCENA PARAMETROW FARMAKOKINETYCZNYCH TREOSULFANU | JEGO BIOLOGICZNIE AKTYWNYCH
EPOKSYPOCHODNYCH" z dnia 22.10.2010 r., ztozonego przez Pana dr hab. n. med. Franciszka Glowke z
Katedry i Zakladu Farmacji Fizycznej i Farmakokinetyki, Uniwersytetu Medycznego im. Karola
Marcinkowskiego w Poznaniu,

lokalna komisja etyczna:

WYRAZA ZGODE

na przeprowadzenie doswiadczen na zwierzetach w zakresie wniosku.
§2
W wyniku rozpatrzenia wniosku, o ktérym mowa w § 1, lokalna komisja etyczna ustalila, ze:

1. Wniosek nalezy zaliczy¢ do kategorii:
Badania naukowe na zwierzetach

2. Najwyzszy stopien inwazyjnosci proponowanych procedur nie przekracza wartosci 3

3. Do$wiadczenia beda przeprowadzone na zwierzetach (gatunek, liczba zwierzat): Krolik Nowozelandzki biaty -
24 osobniki.

4. Doswiadczenia beda przeprowadzone przez (nazwisko i imig, nazwa jednostki doswiadczalne;):

dr hab. n. med. Franciszek Gléwka, Kat. i Z-d Farm. Fizycznej i Farmakokinetyki, UM Poznari ;

prof. UM dr hab. Edmund Grzeskowiak, Kat. i Z-d Farm. Klin. i Biofarmacji, UM Poznan;

mgr farm. Michat Romaniski, Kat. i Z-d Farm. Fizycznej i Farmakokinetyki, UM Poznan;

mgr farm. Agnieszka Kaminska, Kat.iZ-d Farm. Klin. i Biofarmacji, UM Poznan;

dr n. farm. Edyta Szalek, Kat. i Z-d Farm. Klin. i Biofarmacji, UM Poznari

5. Doswiadczenia bgda przeprowadzane na tkankach i narzadach uzyskiwanych od zwierzat w ramach:
§3

Integralng czes¢ niniejszej uchwaly stanowi uzasadnienie i kopia wniosku, o ktérym mowaw § 1. C

[ Pieczet lokalne] komisji etycznej] Podpisy cztonkow lokalnej komisji etycznej bioracych udzial w glosowaniu:

2 Prof. dr hab. Leszek Rychlik, Wiceprzewodniczacy LKE . H(K!
3. Dr Czeslaw Sadowski
LOKALNA KOMISJA ETYCZNA 4. Prof. drhab. Teresa Bobkiewicz-Kozlowska
do Spraw Do$wiadczen na Zwierzetach 5 Dr Anna Kasprzyk
60-637 Poznan, ul. Wolyriska 35
tel. 061 8487198; fax 061 8487197

6. Dr Pawe! Antosik

7. Prof. dr hab. Piotr Krutki

8. Mgr inz. Przemystaw Wylegata

9. Dr Aleksandra Zigtek-Berdychowska

Ofrzymujg
1 Whioskodawca,
2 al

Pouczenie

Strona niezadowolona z ninigjszej uchwaly moze wnies¢ odwolanie do Krajowe| Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach w terminie 30 dni od dnia
otrzymania uchwaky

Odwotanie skiada sie za posrednictwem lokalne| komisjl etyczne|, kidra wydala uchwalg, zgodnie z § 20 rozporzadzenia Ministra Nauki | Informatyzacii z dnia 29 lipca

2005¢. w sprawie Krajowe| Komisji Etycznej do Spraw Doswiadczen na Zwierzgtach oraz lokalnych komisji etycznych do spraw doswiadczen na zwierzgtach (Dz. U Nr
189 nn7 19781
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Ryc. Z-1. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,0615 mdiliforze fosforanowym o sile jonowej

0,16 mol/l (proba 2).
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Ryc. Z-2. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,0615 mditiforze fosforanowym o sile jonowe]

0,16 mol/l (préba 3).
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Ryc. Z-3. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,0615 mdiliforze fosforanowym o sile jonowej
0,16 mol/l (préba 4).
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Ryc. Z-4. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,0615 mdiliforze fosforanowym o sile jonowej
0,16 mol/l (préba 5).
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Ryc. Z-5. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,0730 mditiforze fosforanowym o sile jonowe]
0,19 mol/l (préba 2).
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Ryc. Z-6. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,0730 mdiliforze fosforanowym o sile jonowej
0,19 mol/l (préba 3).
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Ryc. Z-7. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,0730 mdiliforze fosforanowym o sile jonowej
0,19 mol/l (préba 4).
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Ryc. Z-8. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,0730 mditiforze fosforanowym o sile jonowe]
0,19 mol/l (préba 5).
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Ryc. Z-9. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,369 molliforze fosforanowym o sile jonowej
1,0 mol/l (préba 2).
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Ryc. Z-10. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,369 mdiliforze fosforanowym o sile jonowej
1,0 mol/l (préba 3).
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Ryc. Z-11. Aktywacja 2,5 mmol/l TREO w 0,369 mditiforze fosforanowym o sile jonowe]
1,0 mol/l (préba 2).
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Ryc. Z-12. Aktywacja 2,5 mmol/l TREO w 0,369 mditiforze fosforanowym o sile jonowe]
1,0 mol/l (préba 3).
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Ryc. Z-13. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,0615 mobuforze fosforanowym o sile
jonowej 1,0 mol/l (préba 2).
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Ryc. Z-14. Aktywacja 0,5 mmol/l TREO w 0,0615 mobuforze fosforanowym o sile
jonowej 1,0 mol/l (préba 3).
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Ryc. Z-15. Aktywacja 1,0 mmol/l TREO w buforze PgB8dba 2).
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Ryc. Z-16. Aktywacja 1,0 mmol/l TREO w buforze Pg8dba 3).
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Ryc. Z-17. Aktywacja 1,0 mmol/l TREO w buforze Pg8dba 4).
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Ryc. Z-18. Aktywacja 1,0 mmol/l TREO w buforze Pg8dba 5).

224



