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Az Epilobium parviflorum kivonat hatdsmechanizmusanak
in vitro vizsgalata

*HEVESI TOTH BARBARA, KERY AGNES

Semmelweis Egyetem, Farmakogndzia Intézet, 1085 Budapest, UlIGi iit 26.

*Levelezd szerz0: e-mail: hevesi.t.barbara@gmail.com

Summary

Hevesi To6th, B, Kéry, A.: Epilobium parviflorum —
In vitro study of biological action

Epilobium parviflorum Schreb. (willow-herb) is used for the
treatment of benign prostatic hyperplasia (BPH), but its biologi-
cal action is not entirely identified. This paper aims to report data
on willow-herbs probable biological effect. In vitro studies have
been made to investigate different aspects of its antioxidant ca-
pacity, anti-inflammatory (COX-inhibitory) action, steroid-re-
ceptor -agonistic and —antagonostic effect as well as aromatase-
inhibitory effect. Based on our results, willow-herb possess re-
markable antioxidant and COX-inhibitory action.

Osszefoglalds

A kozlemény 1ijabb informdciokkal kivan hozzdjdrulni egy, a join-
dulatii prosztata megnagyobbodds kezelésében haszndlt gyogyno-
vény, az Epilobium parviflorum Schreb. (kisvirdgii fiizike) ha-
tdsdval kapcsolatos ismeretekhez. A betegség korfolyamatinak osz-
szetevdit in vitro modellezve vizsgiltuk az Epilobium parviflo-
rum oxidativ kirosoddssal szemben taniisitott sejtvédd hatdst,
lipidperoxidicio-gatlo, gyulladascsokkentd (COX-enzim gatld),
szteroidreceptor-agonista és -antagonista valamint aromatdz en-
zim gdtl6 hatdsit. Eredményeink alapjan megdllapitottuk, hogy a
kisvirdgui fiizike antioxidins és COX-gdtl6 hatdssal rendelkezik.

1. A jéindulatu prosztata
megnagyobbodds

Statisztikai adatok szerint a joindulatu prosztata
megnagyobbodas (BPH) prevalencidja a 60 év felet-
ti férfiak esetében tobb mint 50%, 70 év felett tobb
mint 60%, 80 év felett pedig mar a férfiak 90%-a
érintett. A BPH patomechanizmusa rendkiviil
komplex, a mai napig nem teljesen tisztdzott folya-
mat. A betegség megjelenése korfiiggd és egyér-
telmt Osszefliggést mutat az idéskori androgén-
Osztrogén egyenstily felboruldsaval, de szerepe van
néhany potencialis hajlamosit6 tényezének is, mint
példdul a zsirban gazdag étrend, az alkoholfo-
gyasztds vagy a genetikai hajlam [1, 2, 3, 4, 5]. A
szakirodalom a kérfolyamatok kozt emliti a progra-
mozott sejthaldl (apoptozis) elégtelen miikodését és
az oxidativ stressz-folyamatok tulzott jelenlétét is.
A BPH gyakori velejaréja a prosztata gyulladasa,
ami a tlineteket tovabb sulyosbitja [6, 7, 8].

A BPH kezelésében — a betegség stadiumatol fiig-
gben — els6dlegesen valasztandé szerek az 5 o-re-
duktaz inhibitorok (pl.: finasteride, dutasteride) és
az aq-adrenerg-receptor antagonistdk (pl.: prazo-
sin, doxazosin, bunazosin, alfuzosin, tamsulosin,
indoramin). Alkalmaznak tovdbba néhany PDE'-in-
hibitor vegytiletet (pl.: sildenafil, tadalafil, varde-
nafil) és aromatdz enzim gatl6 gyogyszert (pl.: at-
amestane). A klinikai vizsgélatok stddiumédban van

egy GnRH? antagonista gyogyszer (cetrorelix) igen
igéretes eredményekkel [9, 10, 11].

Ahatékonysag mellett azonban, a gyogyszeres te-
rapia szamlajara irhat6é nagy hatrany a kedvezd&tlen
mellékhatasok jelentkezése. Az alkalmazott készit-
mények legnehezebben tolerdlhaté mellékhatésai
kozé tartozik a drasztikus vérnyomadascsokkenés,
a szexudlis funkcidk zavara vagy akdr a teljes im-
potencia [9, 12, 13, 14, 15]. Nem véletlen tehat, hogy
a BPH kezelésében egyre nagyobb hangsulyt kap a
megel6zés és egyre népszertibbek a kedvez&bb mel-
lékhatas-profilti vagy mellékhatas-mentes gyogy-
novény alapu gyogyszerek, gydgyhatasu készitmé-
nyek, taplalék-kiegészitdk. A legnagyobb urologiai
szervezetek (EAU®, AUA*, Német Urolégiai Térsa-
sag) altal kiadott BPH kezelési irdnyelvek is elisme-
rik a gyogynovény alapu készitmények jotékony ha-
tasat és kedvez6 mellékhatas-profiljat, és javasoljak
a kiegészitd gyogynovény terapiat [12]. A BPH ke-
zelésében leggyakrabban alkalmazott gy6gynovény
készitmények a Serenoa repens (Bartram) (flirészpal-
ma termés), Pygeum africanum (Hook) (afrikai szil-
vafa kéreg), Hypoxis rooperi (L.) (ormanyliliom gyok-
torzs), Urtica dioica (L.) (nagy csaldn gyokér és levél),

! PDE: foszfodiészterdz

2 GnRH: Gonadotropin Releasing Hormon
3 EAU: European Association of Urology

* AUA: American Urological Association
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Cucurbita pepo (L.) (kozonséges tok mag), Secale ce-
reale (Bieb.) (kozonséges rozs pollen), Epilobium par-
viflorum (Schreb.) (kisviragu fiizike viragos hajtas)
egyikét vagy keverékét tartalmazzak [12, 16,17, 18].

2. Epilobium parviflorum Schreb.
- kisviragu fiizike

Magyarorszagon a kisviragu fiizike (Onagraceae) tra-
dicionalis alkalmazasa a prosztatabantalmak keze-
lésében nagy multra tekint vissza. A novény virag-
z6 hajtasat a teljes viragzas idején gydjtik, szaritjdk
és leggyakrabban teajat fogyasztjak. Sajat kisérlete-
ink alapjan a kisviragu fiizike hajtdsa polifenolok-
ban gazdag (34,8 g / 100 g drog), féleg ellag- és gal-
lotannin szarmazékokat, kvercetin-, miricetin- és
kaempferol-glikozidokat tartalmaz [19]. Jellemz&
komponense az oenothein B, makrociklikus tannin,
melyet a szakirodalom a feltételezett hatdanyagként
emleget [19, 20, 21]. A drog fitoszterol komponen-
seit vizsgalva, kizardlag B-szitoszterolt azonositot-
tunk (0,13 g / 100 g drog).

Akedvezd tapasztalatok és az egyértelmdi fitote-
rapias, szakirodalmi ajanlasok ellenére az Epilobi-
um parviflorum nem hivatalos az Eurépai Gyogy-
szerkonyvben (Ph. Eur. 5.) és ESCOP> monografia-
val sem rendelkezik. Ennek lehetséges oka, hogy a
csekély szamua megbizhat6 in vitro kisérlet alapjan a
klinikai vizsgélatok megalapozatlanok és az Epilo-
bium parviflorum tudomanyos megitélése gyenge.
Jelen értekezés tjabb informdcidkkal kivan hozza-
jarulni a kisvirdgu fiizike hatdsaval kapcsolatos is-
meretekhez.

In vitro vizsgalatokat végeztiink a névény biol6-
giai hatdsmechanizmusanak felderitésére. A be-
tegség korfolyamatanak Osszetevdit modellezve,
vizsgéltuk az Epilobium parviflorum oxidativ karo-
sodassal szemben tantisitott sejtvédd hatdsat, lipid-
peroxidacio-gatlo, gyulladascsokkentd (COX-en-
zim gatlo), szteroidreceptor-agonista és antagonis-
ta, valamint aromatdz enzim gatl6é hatasat. A koz-
lemény Osszefoglaléd ismertetése Hevesi Toth et al.
(2008) altal mar részben publikalt médszereknek és
eredményeknek [22].

3. Anyag és mddszer
Avizsgalatokhoz sajat termesztésti Epilobium parvif-

lorum Schreb. névényanyagot hasznéltunk. A dro-
got a viragzas kezdetén gytijtott, a csticsi viragok

> ESCOP: European Scientific Cooperative on Phytotherapy

alatt 30 cm-rel levagott és megszaritott, leveles, vi-
ragos, terméses hajtas képezte. A frissen begyfijtott
novényanyagot makro- és mikromorfolégiai vizs-
galé modszerekkel azonositottuk. Az Epilobium par-
viflorum polifenol komponensekben leggazdagabb,
acetonos (80% v/v) kivonatat vizsgaltuk.

3.1. Lipidperoxiddcid-gatlé hatds vizsgilata
Alipidperoxidacio a szervezetben torténd oxidativ
kérosodasok koziil az egyik legismertebb folyamat,
melynek els6sorban a membranalkoté lipidek van-
nak kitéve. Az oxidativ kdrosodas mértékének vizs-
gélatara az egyik leggyakrabban alkalmazott elja-
ras a lipidperoxidacié soran keletkezett termékek,
példaul a malondialdehid mennyiségének megha-
tarozéasa. A malondialdehid (MDA) tiobarbitursav-
val (TBA) vords szinti komplexet képez, igy meny-
nyisége spektrofotometrids modszerrel meghata-
rozhat6 (532 nm).

Az alkalmazott vizsgélati modellben a membran
lipideket szarvasmarha agybol készitett liposzo-
maék szolgaltattdk. Az oxidacios folyamatot FeCly
és aszkorbinsav egytittes hozzdadasaval inditottuk
el (Fenton reakcid). A reakcid soran felszabadult
hidroxil szabadgyo6kok a lipidek kdrosodasat okoz-
zak, ami a malondialdehid felszaporodasahoz ve-
zet. Antioxidans vegyiiletek meggatoljak a lipid-
peroxidaciot, ezéltal csokken a képz&dott malondi-
aldehid mennyisége és a MDA-TBA komplex szin-
intenzitdsa [23, 24, 25]. A mért szinintenzitas csok-
kenése ardnyos az antioxidans hatas er6sségével.
Az Epilobium parviflorum kivonatanak (0,014 - 10
mg/ml) lipidperoxidacié-gatlé hatdsat ebben a
tesztben (TBA) vizsgaltuk. Referenciaként egy ter-
mészetes antioxidans vegydiiletet, a propilgallatot
hasznaltuk [26]. Az értékelés soran, a teljes lipid-
peroxidaciot, a vak oldatot és a referenciat is figye-
lembe véve meghataroztuk a minta altal kivaltott
szazalékos szinintenzitds csokkenést (gatlasi %) és
azt a minta koncentrdciét, ami a lipidperoxidacioé
mértékét 50%-kal csokkentette (ICs().

3.2. Citotoxicitds vizsgdlata

A sejttenyészeteken végzett hatdsvizsgalatokat
megel6zben meggydzddtiink arrdl, hogy az alkal-
mazott koncentraciéban az Epilobium parviflorum ki-
vonat nem citotoxikus az adott sejtvonalra nézve.
A citotoxicitas vizsgalatat egyszerd, fluoreszcencias
sejtfestésen alapulé meghatdrozassal végeztiik. A
modszerhez Alamar Blue ragenst hasznaltunk [27,
28].

o
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3.3. Antioxiddns védelem vizsgalata sejteken
indukdlt, oxidativ kdrosoddssal szemben

Az oxigén alapu szabadgyokok tartds jelenléte és ko-

rosan magas szintje a szervezetben a sejtek oxidativ

karosoddsdhoz vezet. Kiilondsen érzékeny a bdr il-

letve (a prosztata epitél dlloményat is alkoto) fibro-

blaszt sejtcsoport. Oxidativ stressz hatdsara a sejtek

deformalédnak, rosszabb esetben elpusztulnak. A

vizsgalat elvégzéséhez a Murrell (1990) és Yamasaki

et al. (1994) éltal leirt, Mensah et al. dltal médositott

(2001) tesztet alkalmaztuk [29, 30, 31]. A fibroblaszt

sejteket hidrogén-peroxiddal (1 x 10* M) kezeltiik,

majd mértiik a sejtek talélési aranyat. A peroxidos

kezelést megel6z6en és/vagy azzal egy idében a

Epilobium kivonattal (0,185 — 15 ug/ml) is kezeltiik a

sejteket, igy kovetkeztetni tudtunk annak sejtvéds,

antioxiddns hatasara. A vizsgélathoz human fibro-
blaszt sejteket (143RB sejtvonal) alkalmaztunk. Ha-
rom eltérd mérési protokollt kovettiink:

1. Mér a peroxidos kezelést megel6z&en a sejteket
kezeltiik az Epilobium kivonattal és egy éjszakan
at inkubaltuk;

2. A peroxidos kezeléssel egy id6ben adtuk a kivo-
natot a sejtekhez;

3. A peroxidos kezelést megel6z&en és azzal egy
idében is kezeltiik a sejteket a kivonattal. Az in-
kubéacios id6 utan az életképes sejtek szamat Ne-
utral Red sejtfestési eljards segitségével mértiik
[32, 33]. Referenciaként egy a HyOy-ot semlege-
sitd, antioxidans enzimet,

oldgids funkciét betoltd, lokalis medidtorok, mint a
prosztaglandinok (pl. PGE5) és a tromboxanok.
Szamos patoldégias mechanizmusban megfigyelték
a prosztaglandinok emelkedett koncentracidjat, de
egyik legismertebb funkciéjuk a laz, a fajdalom és a
gyulladés folyamataban van [34, 35].

Az Epilobium parviflorum kivonat (0,1 — 25 ug/ml)
ciklooxigenaz gatl6 aktivitasat in vitro, PGE, fel-
szabadulds mérésével vizsgaltuk huméan makrofag
sejteken (RAW 264.7 sejtvonal). A sejtek PGE, ter-
melését lipopoliszachariddal (LPS) indukaltuk,
majd vizsgéltuk, mennyiben csdkkent a termelt
PGE, mennyisége az Epilobium kivonat hatéséra.
Referenciaként egy jol ismert, nem szelektiv COX-
gatlo vegyiiletet, az indometacint hasznaltuk. A
vizsgélat vazlatat a 1. dbra mutatja be. Az inkubéci-
6s id6 alatt termel6d6tt PGEy mennyiségét a médi-
um vizsgélataval hatadroztuk meg. A felszabadult
PGEy mennyiségi meghatarozasat egy vizsgalati
tesztcsomag (R&D Systems: PGE, assay kit) segit-
ségével végeztiik. A tesztcsomag altal kinalt PGE,
meghatarozas kompetitiv immunk&tédési mecha-
nizmuson alapul. A mérés mechanizmusanak egy-
szer(sitett sémédjat a 2. dbra mutatja be. A vizsgélat
soran mért szinintenzitds forditottan aranyos a kép-
z8dott PGEy koncentracidjaval. A kalibracihoz
hasznalt PGE, kalibracios sorozat segitségével
meghataroztuk az Epilobium kivonattal kezelt sej-
tek PGEy termelését és kovetkeztettiink a kivonat
altal kifejtett COX-gatl6 hatdsra.

katalazt (250 IU/ml) alkal-
maztunk. A teljes oxidativ
karosodast, a vak oldatot és
a referenciét is figyelembe
véve meghataroztuk a min-
ta altal kivaltott szazalékos
sejtvédo hatast és azt a min-
ta koncentriciét, ami a
H»O5 okozta oxidativ karo-
sodas mértékét 50%-kal
csokkentette (ICg().

3.4. COX-gitlo aktivitds
vizsgdlata

A ciklooxigendz enzimek

LPS indukalta sejtek Nem indukalt sejtek

Nines EP kivonat,
Nines pozitiv kontroll

RAW 264 .7 makrofag sejtek

/
+ LPS (endotoxin)
/

+ EP kivonat

Nincs PGE, felszabadulas
+ pozitiv kontroll
(indometacin)

(COX-1 és COX-2) kulcsszere-

PGE, felszabadulis

Csokkent PGE, felszabadulas PGE, felszabadulas

pet toltenek be az arachidon-
sav metabolizmusban. A cik-

Nem gyulladiscsdkkentd

Gyulladéasesskkentd a kivonat !
a kivonat

looxigendz &ltal katalizalt re-
akciét kovetd folyamatban
képzbdnek olyan, fontos fizi-

1. dbra: Az in vitro COX-gdtlé aktivitds vizsgdlat sematikus vdzlata
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val6 kot6dés nyomon kovethetd [36,
Arachidonsav 37]. Ez az in vitro rendszer nagyon ér-

3

><
Enzimhez kétott PGE, (ismert mennyiség)

ﬂ Jolb <

@ S

Szines szubsztrat
(450 nm)

zékeny (pl. mar 7,34x10*M 17B-6szt-
radiol hatasara is termel&dik p-galak-
tozidaz). Referenciaként 17p3-0sztra-
diolt (OR két6dés vizsgalathoz) és
tesztoszteront (AR kot6dés vizsgalat-
hoz) hasznaltunk.

3.6. Antidsztrogén-/antiandrogén-
receptor-kotd aktivitds vizsgdlata

Amennyiben a vizsgalt kivonathoz
referencia vegytiletet keveriink, a mé-
rés alkalmassé valik az anti-0sztro-
gén vagy anti-androgén receptorkotd
aktivitds vizsgalatara. A mérési pro-
tokoll teljes egészében megegyezik a

3.5. bekezdésben leirt méréssel, azzal

2. dbra: A PGE meghatdrozds mechanizmusa
(COX: ciklooxigendz enzim). Ismert mennyiségii, torma peroxiddzzal (TP) je-
lolt PGE -t tartalmazo rendszerben a médium eredetii PGE» versenyez a mo-
noklondlis egér-antitest (EA) kotohelyekért, ami pedig irreverzibilisen kotodik
a vizsgdlati talcdt borité kecske ,anti-egér” antitestekhez (KA). A kotott
szubsztrit mennyiségét szinreagens (hidrogén-peroxid : tetrametil-benzidin,
1:1) seqitségével spektrofotometridsan hatdroztuk meg.

a kiilénbséggel, hogy a kivonatokkal
egytitt adott koncentracidju 178-0szt-
radiol vagy tesztoszteron referencia-
oldatot is adtunk a sejtekhez [36, 37].
A mintdk mellé adott referencia kon-
centracidjat (15 nM) a 3.5. részben le-
irt mérés soran felvett kalibracids
gorbék alapjan hataroztuk meg.

3.5. Osztrogén-/androgénreceptor-kitd
aktivitds vizsgilata

Az Epilobium parviflorum kivonatat (0,01 — 1000 ug/ml)
olyan in vitro tesztrendszerben vizsgéltuk, amely al-
kalmas az 0sztrogén- vagy androgénreceptorhoz
val6 kotédés kimutatasara. A vizsgélatot Routledge
és munkatdrsai (1995) dolgoztdk ki [36]. A mérés-
hez specidlisan kifejlesztett éleszt6gomba-sejtvonal
(Saccharomyces cerevisiae) sziikséges. Az élesztd-
gomba sejtjei eredetileg nem tartalmaznak sem
Osztrogén- (OR) sem androgénreceptort (AR), ezért
a receptorok DNS szekvenciait (hOR/hAR) a sejt
kromoszéma-dlloméanyaba integraltak. A sejtek tar-
talmaznak tovabba, Lac-Z riporter gént (3-galakto-
ziddz enzimet kédolja) és Osztrogén-/androgén-
érzékeny szekvenciat hordozé plazmidot is. A
modszer alapjaul szolgalé mechanizmusokat a 3.
dbra mutatja be. Amennyiben az 6sztrogén- vagy
androgénreceptorhoz ligand kotédik, a plazmid
hormon-érzékeny szekvenciaja aktivédlja a Lac-Z
gént, ami a f-galaktozidaz termelédéséhez vezet. A
B-galaktoziddaz a médiumba kertil és katalizalja a
médiumhoz kevert sarga szinanyag (CPRG) étala-
kuldsat vorossé. A szinvaltozas spektrofotometrid-
san mérhet6 (540 nm), igy a hormonreceptorhoz

3.7. Aromatdz enzim gatlo hatds vizsgdlata

Az aromatdz enzim az 6sztrogén bioszintézis egyik
kulcsenzime. Az aromataz katalizdlja az androsz-
téndion — Osztron atalakulast, valamint a tesztosz-
teron egy része is aromatdz hatdsara alakul 17p-
Osztradiolla [38]. Ma mar nemcsak a mellrak, illet-
ve méhnyak-rak kezelésében, hanem a BPH terapi-
djaban és a prosztata rak hormonalis prevencidja-
ban is alkalmaznak aromatéazgatl6 vegyiiletet (pl.
atamestane) [2, 10, 38]

Az Epilobium parviflorum kivonat aromataz enzim-
gatlé hatasat human koriokarcinomas placenta sejt-
vonalon (JEG3) vizsgaltuk. A vizsgalati modszert,
Reed, Purohit és munkatdrsai dolgoztak ki [39, 40]. A
placenta sejtek aromataz aktivitasat vizsgaltuk egy
ismert aromatazgatlo vegyiilet (letrozol, 10 nM), il-
letve Epilobium kivonat (0,32 - 3,2 ug/ml) jelenlété-
ben. Az aromatdz enzim szubsztratjaként ismert
mennyiségli, triciummal jelolt androszténdiont
([1 3H] androszténdion, *H-A) adtunk a rendszer-
hez, ami az aromatiz hatdsara Osztronna alakul,
mikozben a tricium a médiumba keriil (*H,O for-
maban). A feleslegben maradt, jel6lt androszténdi-
on mennyiségét aktiv szénnel (dextrannal kotott

o
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5. dbra: Fibroblaszt sejtek vdltozdsa a kezelések hatdsdira.
Fénymikrészképhoz csatolt kamerdval készitett felvétel, 100x-o0s nagyitds

meg. Az aromatdz aktivitasara, illetve
az Epilobium kivonat aromataz gatlo
aktivitasara a médium radioaktivita-
sanak intenzitasabodl kovetkeztettink.

4. Eredmények

Az alkalmazott in vitro rendszerben az
Epilobium parviflorum kivonata kon-
centraciéfiiggben gatolta a lipidperoxi-
daciét 0,20 mg/ml koncentraci6 felett.
A lipidperoxidacié 50%-os gatldsdhoz
sziikséges  Epilobium koncentracioé
(IC50) 237 = 0,12 mg/ml. A 0,20
mg/ml alatti koncentracié-tartomany-
ban a kivonat prooxidans tulajdonsa-
got mutatott. Azonos koriilmények ko-
z0tt a pozitiv kontrollként hasznalt,
10* M koncentraciéja propil-gallat
50%-o0s gatldst mutatott. A vizsgalt
koncentracié-tartomanyban az Epilobi-
um kivonat hatarozott antioxidans vé-
delmet nyujtott a fibroblaszt sejteken
indukalt oxidativ kdrosodassal szem-
ben. A sejtvéd6 hatas koncentracio-fiig-
g0 és erGssége a katalaz enzim sejtvé-
d6 hatasaval 6sszemérhet6 volt. Azo-
nos koriilmények kozott a kataldz en-
zim (250 IU/ml) a sejtek 64%-anak
nyujtott védelmet. A peroxidos keze-
léssel szimultan torténd Epilobium ke-
zelés bizonyult a leghatdsosabbnak,
mig a leggyengébb sejtvéds hatést az
el6kezelt sejtek esetében figyeltiik meg
(4. dbra). A fibroblaszt sejtek szamanak
valtozasat és az esetleges deformitaso-
kat a kezelések hatasara fénymikrosz-
képpal vizsgaltuk. A kezelések hatasa-
ra torténd sejtszam valtozas sejtfestés
nélkiil is megfigyelhet6 volt (5. dbra).

A COX-gatl6 hatas vizsgélata soran
az Epilobium parviflorum kivonata kon-
centracié-fiiggé COX enzimgatl6 ha-
tast mutatott (IC50=1,4 = 0,1 pg/ml),
tehat gyulladascsokkent$ aktivitasa
feltételezhet6. Azonos koriilmények
kozott a referenciaként hasznalt indo-
metacin 21 + 3 uM koncentracidéban
50%-kal csokkentette (ICs)) a felszaba-
dult PGEy mennyiségét.
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Az 6sztrogén-/androgénreceptor-kots aktivitas
mérési eredmények alapjan megallapitottuk, hogy
az Epilobium parviflorum kivonat, a vizsgalt koncent-
racié-tartomanyban (0,01 — 1000 ug/ml) nem muta-
tott receptorkotd aktivitast sem az Osztrogén, sem az
androgénreceptoron. Az antidsztrogén/antiandro-
gén aktivitas vizsgélat eredményei alapjan az Epilo-
bium parviflorum kivonat, a vizsgalt koncentraci6-tar-
tomanyban (0,01 — 1000 ug/ml) nem gatolta szigni-
fikans mértékben a 17p-0sztradiol vagy a tesztosz-
teron receptorkot6dését, tehat nem fejtett ki sem an-
tidsztrogén, sem antiandrogén aktivitast. Az aro-
mataz enzim gatl6 hatas vizsgalata soran az Epilobi-
um kivonat aromataz gatlé hatast mutatott (20-30%)
a vizsgélt koncentracié-tartoményban (0,32 — 3,2
ug/ml), de a kiilonb6z6 koncentraciok esetében mért
eredmények Oridsi (>30%) szordsa miatt az aktivita-
sok kiilonbsége nem mondhaté szignifikdnsnak.

5. Kovetkeztetések

Az Epilobium parviflorum biolégiai hatasat in vitro
tesztrendszerekben vizsgaltuk. A kivonat hataro-
zottan gatolta a lipidperoxidaciot és sejtvéd hatést
mutatott az oxidativ kdrosodasnak kitett fibroblaszt
sejteken. A fiizike kivonata COX-gatl6 aktivitdssal
is rendelkezett. Eredményeink alapjan kovetkeztet-
tiink a kisviragu fiizike antioxidans és gyulladas-
csOkkentd aktivitdsira, ami feltételezhetGen hozza-
jarul a drog jotékony hatdsahoz. Az alkalmazott in
vitro tesztrendszerekben végzett szteroidreceptor-
kot aktivitds mérés alapjan az Epilobium parviflo-
rum receptorialis szinten nem befolyésolja a sztero-
idhormon-haztartast. Kovetkeztetéseink alapjan az
Epilobium parviflorum acetonos (80%) kivonata a
vizsgalt koncentracié-tartomanyban nem rendelke-
zik meggy6z6 aromatdz enzim gatl6 aktivitassal.
Sziikséges megjegyezni azonban, hogy az elvégzett
vizsgalat alapjan az Epilobium parviflorum aromataz
gatlo aktivitdsa nem zdrhato ki teljes mértékben. Az
eredményekben tapasztalt 6ridsi sz6rds metodikai
hibéara is utalhat, aminek felderitése tovabbi vizs-
gélatok targyat képezi. A kisviragu fiizike szélesebb
kort indikacioban torténd, evidenciakon alapulé
alkalmazéasahoz tovéabbi in vitro és in vivo hatas-
vizsgalatok elvégzése sziikséges.
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Az Euphrasia rostkoviana Hayne fenoloid tartalmu frakcidinak
antioxidans értékelése
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Semmelweis Eqyetem, Farmakognozia Intézet, Budapest, Ullgi u. 26. — 1085
*Levelezd szerzd, e-mail: blazics@gmail.com

Summary

Blazics, B, Alberti, A, Kér Y, A.: Antioxidant acti-
vity of different phenolic fractions separated from Euphra-
sia rostkoviana Hayne

Euphrasia rostkoviana Hayne (Eyebright) is a valuable part of
the traditional folk medicine as an anti-inflammatory herb since
centuries. Since oxidative stress may underlie as a key feature of
inflammatory process, the methanolic extract of Euphrasia rost-
koviana Hayne (eyebright) and its methanolic fractions were eva-
luated for antioxidant activity by the use of ABTS and DPPH de-
colorization assays. Fractionation of the Soxhlet extract was ac-
complished by polyamide column chromatography. For chemical
characterisation HPLC-DAD-MS/MS was used. Fraction 1., do-
minated by a glycosilated caffeic acid derivative, exhibited the
strongest antioxidant activity in DPPH and ABTS assays, ICs):
11.88 ug/ml and 4.24 ug/ml, respectively, which are notable re-
sults if compared to the investigated standards. Fractions of fla-
vonoid glycosides proved to have similarly strong, but lower ef-
fect. The scavenging reaction of the two radical cations were com-
parable, ICx) results were differing, while precision not.

Osszefoglalds

Az Euphrasia rostkoviana Hayne (szemviditofii) a népgyogya-
szatban évszdzadok ota ismert gyulladdscsokkentd hatisii gyogy-
novény. Mivel a gyulladdsos folyamatokban a szabadgyokok ki-
emelkedd szerepet jatszanak, vizsgdltuk a drog (Euphrasiae her-
ba) metanolos kivonatinak, valamint a poliamid oszlopkromatog-
rafidval elddllitott frakcidinak antioxidins hatdsit ABTS és DPPH
szabadgyokoket alkalmazé  spektrofotometrids modszerekkel.
A frakcick kvalitativ analizisére nagyhatékonysdgii folyadékkro-
matografidval kapcsolt, UV detektdldssal tamogatott, tandem to-
megspektrometriai (LC-DAD-MS/MS) médszert alkalmaztunk.
Legerdsebb szabadgyokfogo képességgel mindkét rendszerben
(DPPH.: IC5): 11,88 ug/ml, ABTS: 4,24 ug/ml) az 1. frakcio ren-
delkezett, melynek fékomponensét egy glikoziddlt kavésavszdarma-
zékként azonositottuk. A flavonoid tartalmii frakcidk szintén je-
lentds, bir gyengébb antioxiddins hatdst mutattak. A két kiilonbo-
20 szabadgyok scavenger viselkedése dsszemérhetd volt, a két mod-
szer ICx értékei szignifikinsan kiilonboztek, mig szordsuk nem.

1. Bevezetés

A Scrophulariaceae csaladba tartoz6 Euphrasia rost-
koviana Hayne, szemvidit6fdi, szamos, kiilonb6zd
eredetti, gyakran gyulladasos szembetegség (kon-
junktivitisz, katarakta, blefaritisz, fdradt szem, vo-
r0s szem stb.) népszeri fitoterapeutikuma [1, 2].
Bar a szemviditoftivel kapcsolatos elsé feljegyzések
1329-b6l szarmaznak és azéta is folyamatosan elis-
mert gyogynovényként tartjdk szdmon, hatdéanya-
gaival és hatdsmechanizmuséval kapcsolatban ke-
vés irodalmi adat lelhet6 fel.

Egy kilenc éve végzett nemzetkozi kohorsz vizs-
gdalat keretében szamos betegen vizsgaltdk egy
szemviditéfi-kivonatot tartalmazd, a szemen loka-
lisan alkalmazand6 homeopétids készitmény kon-
junktivitisz ellen kifejtett hatékonysagat [3]. A kivo-
nat a vizsgalt betegek 95%-dnak tiineteit enyhitette
vagy sziintette meg. Az Euphrasiae herba (virdgos
hajtas) jelentSsebb tartalomanyagai az iridoidok

(aukubin, eufrozid), egyszerti fenolsavak, valamint
fenilpropan- és flavonoid glikozidok. Tovébbi, ki-
sebb mennyiségben jelenlevé tartalmi anyagok a ke-
sertianyagok és a fitoszterolok (fB-szitoszterol) [4-10].

A fenoloid vegydiiletek jelentds szabadgyokfogo-
képességiiknél fogva fontos, preventiv szerepet
jatszhatnak szdmos degenerativ kérképben a szo-
vetek oxidativ stresszt6l valé védelmével. Antioxi-
dans hatdsuk redox tulajdonsidgaikkal magyarédz-
hat6, redukalészerként és hidrogéndonorként ké-
pesek viselkedni [11, 12].

Mivel szdmos természetes eredetd gyulladas-
csokkentd hatasd molekula egyben antioxidédns ha-
tassal is bir, logikus volt a feltevés, hogy a szemvi-
ditofd gyulladascsokkentd hatdsa részben antioxi-
dans vegyiileteivel magyarazhat6 [13-17].

A fentiek alapjan munkénk célja az Euphrasiae
herba metanolos Osszkivonat, és frakcidi antioxi-
déns hatdsanak vizsgalata, valamint a kémiai 6sz-
szetétel és hatds kozotti Osszefiiggés feltardsa volt.

o



Blazics:11-16

2009.03.26 10:53 Page 12

12 Acta Pharmaceutica Hungarica

-

2009/1.

2. Anyagok és médszerek
Novény minta

Az Euphrasia rostkoviana Hayne novénymintat Ro-
maénidban (Mures megye) virdgzaskor gyfjtottiik
2006 juliusaban. A mintdkat a Semmelweis Egye-
tem Farmakognoézia Intézetében azonositottuk, sza-
raz levegén tomegallandésagig szaritottuk, majd
Orléssel apritottuk.

Kivonds és frakciondlds

Az osszkivonatot Soxhlet késziilékben 15 g drog
felhasznaldsaval, metanollal készitettiik a vonatko-
z06 eurdpai gyogyszerkonyvi el6irasoknak megfele-
18en. A sztirt, majd csokkentett nyomdason bepérolt
kivonatot (3,1 g) 5 ml metanolban oldottuk, és ele-
gendd mennyiségi (3-5 g) poliamidra (MN poli-
amid Sc-9, ICN Biomedicals) széritottuk. Az igy
eldallitott mintat poliamid allofazissal toltott osz-
lop tetejére rétegeztiik (magassag: 385 mm, 4tmérs:
30 mm), majd vizzel (1000 ml) és vizes metanollal
(100 ml 50% metanol, 100 ml 75% metanol és
800 ml 100% metanol) elualtuk. A 10 ml-es frakci6-
kat vékonyréteg-kromatografias (Merck, Kieselgel
GF-254, 0,2 mm) modszerrel szkrineltiik [18] és a
hasonl6 Osszetétellel rendelkezéket egyesitettiik.

LC-DAD-MS/MS koriilmények

Az LC-MS/MS analizishez Agilent 6410 harmas
kvadrupol tandem tomegspektrométerrel kapcsolt
Agilent 1100 HPLC rendszert hasznéltunk elektro-
porlasztdsos ionizaciéval (ESI). A mintakat Supel-
co ODS Hypersil (5 pm 150 x 4,6 mm) HPLC oszlo-
pon vélasztottuk el, melyet ugyanazon toltettel ren-
delkezd el6tétoszloppal szereltiink. Eluensek:

— A:2,5% ecetsavas viz (bideszt viz, Millipore Q-5

viztisztito készilék),

— B: metanol (HPLC super gradient grade, Sigma-

Aldrich).

Gradiens eluciot alkalmaztunk 1 ml/perc-es
aramlas mellett: 0. perc 25 % B; 25. perc 52 % B; 30.
perc 90 % B; 33. perc 25% B. Az UV-spektrumokat
200-400 nm kozott vettiik fel, az UV kromatogra-
mok rogzitése 340 nm-es hullamhosszon tortént. Az
oszloptermosztat hdmérséklete: 25 °C volt.

A scan tomegspektrumokat negativ ionizacios
tizemmodban vettiik fel 50-700 m/z tartomanyban.
ESI beéllitdsok: hdmérséklet: 350 °C, nebulizer nyo-
mas: 45 psi, szarité gaz sebesség: 9 1/perc, kapilla-

ris fesziiltség: 4000 V, fragmentor fesziiltség: 120 V.
Az ionizaci6 elbsegitése érdekében az ionforrds
el6tt dramlasmegosztot iktattunk a rendszerbe
(60% —40%, kuka — MS). Az titkdzési cellafesziiltség
értékét a szerkezeti eltérések alapjan 8 és 45 eV ko-
zOtt valtoztattuk.

Antioxiddns vizsgdlati modszer

A mintak szabadgyokfogo képességét 2,2 -azinobis
3-etilbenzotiazolin-6-szulfonsav (ABTS **) (Fluka)
és 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil (DPPH °) (Sigma-
Aldrich) szabadgyokoket alkalmazé spektrofoto-
metrids modszerekkel hataroztuk meg Re és mtsai
modszere alapjan, kisebb modositasokat eszk6zo1-
ve [19]. 20 ul mintat 5 kiilonb6z6 koncentraciéban,
hdrom pérhuzamosban adtunk hozz4 a szabad-
gyokot tartalmazoé 2,5 ml oldathoz. Gyors keverést
kovetden az abszorbancia-értékeket 30, 40, 50, 60,
90, 120, 150, 180, 210, 240, 300 és 360 masodperc el-
teltével jegyeztiik fel. A gatlasi % meghatdrozasa-
hoz a t = 360 masodperchez tartoz6, mint végsd ab-
szorbanciaértéket vettiik alapul. Referenciaanya-
gokként aszkorbinsavat, galluszsavat, kdvésavat,
klorogénsavat, rutint, kvercetint, kempferolt és tro-
loxot (Sigma-Aldrich) hasznéltunk és mértiink
meg a mintdkkal egyez6 koriilmények kozt. A gat-
lasi %-ot a blank és a végsd (t = 360 sec) abszor-
banciértékek segitségével az alabbi képlettel sza-
moltuk:

Gatldsi % = (Ap-Ay) / Ay x 100

ahol
Ay, = blank abszorbancia (t = 0 sec);
Ay, = végsd abszorbancia.
A gatlasi %-ot a koncentracio fiiggvényében abra-
zolva hataroztuk meg az ICr) (az antioxidans azon
koncentrécidja, mely a kezdeti szabadgyok kon-
centracidjanak 50%-os csokkentéséhez sziikséges)
értékeket. A mérésekhez HITACHI U-2000 spektro-
fotométert hasznaltunk.

Az ABTS torzsoldat elkészitéséhez 10 mg ABTS-
t 2,6 ml HPLC tisztasdgu vizben oldottunk, sza-
badgyok képzéshez (ABTS °*) 1,72 mg kalium-per-
szulfatot adtunk hozza, majd a reakcidelegyet so-
tétben, szobahdmérsékleten 14-16 Oran at allni
hagytuk. Mérés el6tt az oldatot spektroszkopiai
tisztasdgu etanollal (Reanal) tigy higitottuk, hogy a
734 nm-en mért abszorbancidja 0,900 + 0,05 legyen.
A DPPH torzsoldathoz 10 mg DPPH-t 25,0 ml

o
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HPLC tisztasadgu metanolban (Carlo Erba) oldot-
tunk, majd metanollal agy higitottuk, hogy abszor-
bancidja 515 nm-en 0,900 + 0,05 legyen [20].

Statisztikai értékelés

Minden mérést harom parhuzamosban végeztiink,
majd az adatokbdl atlagot szamoltunk. Az adato-
kat P<0,05 szignifikanciaszinten vizsgaltuk. Az
adatokat atlagértékkel és standard devidcioval (SD)
adtuk meg. A mérési eredmények Osszehasonlita-
sara student t és F probat alkalmaztunk

3. Eredmények és megvitatas
Mintakomponensek azonositdsa

A vizsgélt komponenseket negativ ionizacids
tizemmodban alacsony alapvonal mellett j6 érzé-
kenységgel detektaltuk, ionforras-fragmentaciét az
alkalmazott fragmentécios fesziiltség mellett még
glikozidok esetében sem tapasztaltunk. A frakciok
Osszetétele kismértékd atfedésektdl eltekintve je-
lentésen kiilonbozott. Az LC-MS/MS vizsgélati
eredmények szerint az 1-2. frakciok egy glikozilalt
fenilpropan szarmazékra (m/z: 623) nézve gyakor-
latilag monokomponenstiek voltak, az 1. frakci6 ezt
a komponenst tobb mint 90%-os tisztasdgban tar-
talmazta. A 3. frakci6é véltozatosabb Osszetételdd
volt, ebben két flavonoid glikozidot (kvercetin-ru-
tinozid, m/z 609 és kempferol-rutinozid m/z 593),

valamint kis mennyiségben az 1-2. frakciékra do-
mindnsan jellemz§ fenilpropén-szarmazékot (m/z
623) azonositottunk. A tovabbi, 4-6 frakcidk tal-
nyomo¢ részt flavonoid glikozidokat tartalmaztak,
luteolin- (m/z 447), kempferol- (m/z 447) és apige-
nin (m/z 431) aglikonok monohexoz glikozidjait
azonositottuk, valamint kvercetin-rutinozid (m/z
609), kempferol-rutinozid (m/z 593) és rhamnetin-
hexozid (m/z 477) jelenlétét is igazoltuk. A flavono-
idok, mint f6komponensek mellett minor kompo-
nensként kdvésav (m/z 179) és kumarsav (m/z 163)
jelenlétét mutattuk ki. A 7. frakci6 jellemzd alkotéi
kvercetin-hexozid (m/z 463) és kavésav-szarmazék
(m/z 367) voltak. Az utolso, 8. frakci6 kizardlag ka-
vésav szarmazékokat (m/z 367, és m/z 337) valamint
klorogénsavat (mm/z 353) tartalmazott. Az azonossa-
got referencia anyagok retencids, UV spektralis és
tandem tomegspektrometrids fragmentaciés adata-
ival val6 egyez6ség alapjan, valamint irodalmi ada-
tokra tdmaszkodva jelentettiik ki [21].

Antioxidans hatds

Szamos korlatjuk ellenére, egyszertiségiiknek,
gyorsasaguknak és minimalis eszkozigényiiknek
koszonhetSen az ABTS és DPPH szabadgyokoket
alkalmazé spektrofotometrids modszerek széles
korben elterjedtek kiilonb6z6 eredetti és Osszetételti
mintak antioxidans hatdsanak gyorsvizsgalatara
[22, 23]. Az Euphrasiae herba mindegyik metanolos
frakcidja koncentraciéfiigg6 szabadgyokfogo hatést

I tablizat

Az Euphrasia rostkoviana Hayne metanolos frakcidinak és a referencia anyagok antioxidins hatdsa.
(IC50 dtlag + standard devidcic)

ICgg (ng/ml) + SD ICgg (ng/ml) + SD
Frakci6 Referencia
DPPH ABTS ABTS DPPH

1. 424 + 0,18 11,88 + 0,39 Aszkorbinsav 4,74 + 0,15 4,78 +0,19
2, 6,92 + 0,42 17,88 + 0,96 Kavésav 1,93 + 0,12 5,05 + 0,20
3. 13,15 + 0,87 37,70 + 2,54 Klorogénsav 4,72 = 0,17 743 +0,32
4. 5,56 + 0,24 17,93 = 1,37 Galluszsav 0,89 + 0,52 2,64 +0,16
5. 4,63 + 0,22 14,31 = 1,18 Kempferol 8,37 + 0,22 18,86 + 0,67
6. 6,71 + 0,40 17,72 + 1,40 Kvercetin 1,21 + 0,06 3,48 +0,19
7. 10,55 + 0,94 36,33 = 1,62 Rutin 327 = 0,11 7,36 + 0,26
8. 11,42 + 0,82 74,53 + 4,27 Trolox 2,07 + 0,09 5,32 +0,22
Osszkivonat 17,46 + 0,88 34,78 + 1,93
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fejtett ki mindkét vizsgalati rendszerben. Az ABTS
modszer esetében a szakirodalom az eredményeket
,TEAC” [trolox ekvivalens antioxidans kapacitds;
az a troloxmennyiség (mM), mely 1 mM mennyi-
ségl vizsgalati mintaval megegyez6 antioxidéns
aktivitast fejt ki] értékben adja meg. Mivel az Euph-
rasia frakciok multikomponenstiek voltak és az 6sz-
szetevOk ardnyat nem ismertiik, nem volt kizéréla-
gos moltomeg, mely megfeleltethet lett volna
adott frakcioval, ezért a TEAC rendszerti értékelés
nem volt lehetséges.

A referencia anyagok koziil a galluszsav muta-
tott leger&sebb antioxidans hatést az alkalmazott
rendszerekben. A galluszsav -OH szubsztituensei-
nek szdma, azok egymashoz val6 kozelsége, ill. in-
duktiv effektusuk magyarazatot adhatnak a mole-
kula er6s szabadgyokfogo képességére [24]. A fla-
vonoid standardokkal kapott eredményeink alata-
masztjak az ismert szerkezet-hatds Osszefiiggése-
ket, miszerint a szabadgyokfogé képesség az -OH
szubsztituensek szdménak, glikozilaltsaganak, és
pozicidjanak fliggvénye [25-28]. A szabad -OH cso-
portok magasabb szama er8sebb antioxidans hatést
eredményez (kvercetin vs. kempferol és kvercetin
vs. rutin, I. tdblizat).

Bar az Osszkivonat kdzepes antioxidadns hatast
mutatott, annak érdekében, hogy 0sszetevdinek ak-

tivitasardl kiilon-kiilon is képet alkothassunk, po-
liamid oszlopon frakcionéltuk. Leger&sebb hatassal
az 1. frakci6 emelkedett ki, az ICg(y atlagértékek a
kovetkezdk: 11,88 ug/ml (DPPH) és 4,24 ug/ml
(ABTS). A masodik legjelent6sebb hatést az 5. frak-
ci6 esetében tapasztaltuk, ICgp: 17,88 ug/ml
(DPPH) és 6,92 ug/ml (ABTS) (I. tdbldzat). A kver-
cetin standard IC5() értéke 4,1-szer (DPPH) és 3,8-
szor (ABTS) volt alacsonyabb, mint a legalacso-
nyabb ICg() értékkel jellemezhetd flavonoid tartal-
mu frakci6 (5. frakci6), ugyanakkor a kvercetin gli-
kozid standard (rutin) IC5) értéke joval kozelebb
allt az 5. frakci6 ICr) értékéhez. A frakciokban azo-
nositott flavonoidok O-glikozidok, amelyek a fent
leirtak szerint egyértelmiien alacsonyabb antioxi-
dans hatdssal birnak, mint a megfelel$ aglikonok. A
kavésav referencia anyag a legkiemelked&bb, ka-
vésavszarmazék-tartalmu 1. frakciénél 2,3-szor
(DPPH) ill. 2,2-szer (ABTS) er&sebb szabadgyokfo-
gonak bizonyult. A tomegspektrometriai analizis
soran, az 1. frakci6 f6komponensében detektalt he-
x6z cukorkomponens részben magyarazatot adhat
erre a kiilonbségre. Hasonléan voltak jellemezhe-
tok a flavonoidok is; tlagosan kétszeres kiilonbség
mutatkozott a legerésebb flavonoid tartalma 5.
frakci6 és a rutin standard kozott. Az 1. dbra osz-
lopdiagramjanak ICg)" értékei az LC-MS/MS

- 0,3
o
0
Q
0,25 + ‘E
0,2 1
ES
0,15 +
0,1 1
0,05 A
0 - T T | T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8
Frakciok
[ DPPH [ ] ABTS
1. dbra: Az Euphrasia rostkoviana Hayne metanolos frakcick antioxiddns hatdsa ABTS és DPPH rendszerekben.
(hdrom pdrhuzamos mérés alapjin szamolt dtlag, IC5y" értékek)
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2. dbra: A frakciok ABTS és DPPH ICx(y" értékeinek korreldcidja

eredményekkel egytitt durva attekintést adnak a
poliamid oszlop retencids tulajdonségairdl. A viz-
oldékony glikozilalt fenilpropan egységek elualod-
nak legel8szor, amit flavonoid glikozidok, tobbsé-
gében rutin és kis mennyiségben néhany kavésav-
szarmazék, végiil a cukor komponenseket nem tar-
talmazo egyszerti fenoloidok kovetnek. A DPPH és
ABTS rendszerek IC5) értékei jo korrelaciot mutat-
tak (12 =0,9124) (2. dbra). A DPPH IC5) értékek szig-
nifikdnsan kiilonboztek az ABTS megfelel6 adatai-
tol, mig a két médszer precizitasa (standard devia-
ci6) nem volt kiilonb6z8. A két modszerrel kapott
eredmények jol 6sszehasonlithatok, a két modszer
egylittes alkalmazasa célszerd. Frdekes, hogy az
ABTS szabadgyokkel szemben &tlagosan 2,8-szor
hatékonyabb szabadgyokfogénak bizonyult min-
den frakcié, mint a DPPH-val szemben. Erdemes
megemliteni, hogy a DPPH szabadgyok torzsolda-
ta amaga 7 napos stabilitdsaval 3,5-szer stabilabb
volt, mint az ABTS torzsoldat.

4. Osszegzés

Irodalomkutatasunk szerint jelen munka az elsd,
mely DPPH és ABTS szabadgyokoket alkalmaz6 in
vitro médszerekkel vizsgalja az Euphrasia rostkovia-
na Hayne fenoloid komponenseit. Korabban Petri-
chenko munkacsoportja volt az egyetlen, akik Euph-
rasia mintak antioxiddns hatasat tanulmanyoztak,
lanolin autooxidaciés médszerrel [29]. Eredménye-

ink szerint a metanolos Euphrasia frakcidk erds,
koncentraci6fiiggé antioxidans hatdst mutattak a
bemutatott vizsgalati rendszerekben. Legpoten-
sebbnek a fenilpropan szarmazékokban ill. rutin-
ban dus frakciok bizonyultak. A névényi kivona-
tokban egytittesen jelenlév$ szamos hatéanyag ad-
ditiv és szinergista hatdsa erdsit(het)i annak anti-
oxidédns aktivitdsat [30], ezért a szamos kompo-
nenst tartalmazoé szemviditofd kivonat tradiciona-
lisan ismert gyulladdscsokkentd hatdsara részben
magyarazatot adhat tartalomanyagainak antioxi-
déns tulajdonsdga. Az ABTS és DPPH gyorsmod-
szerek eredményeinek interpretaldsa nem egyszert
és nehezen alkalmazhat6 szélesebb kontextusban,
mivel ezen modszerek eredményei néha egymassal
is ellentétben allnak [23, 24]. Mindenesetre adott
mintat legalabb két kiilonb6z6 modszerrel vizsgal-
va kozelit6 képet mindenképp kapunk, mely akar
tovabbi, részletes vizsgalatokhoz szolgalhat irany-
adoként.
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DockingServer: molekularis dokkolasi szamitasok a bongészében
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Virtua Drug Kft., Csaloginy utca 4c, Budapest H-1015
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Summary

Hazai, E.,, Kovics, S., Demko, L. Bikddi, Zs.: Dock-
ingServer: Molecular docking calculations online

Ower the last years, the use of bioinformatics tools such as mole-
cular docking has become an essential part of research focused at
prediction of the binding of small molecules to their target prote-
ins. DockingServer offers a web-based, easy to use interface that
handles all aspects of molecular docking from ligand and pro-tein
set-up through results representation integrating a number of soft-
ware frequently used in computational chemistry. While its user
friendly interface enables docking calculation and results evalua-
tion carried out by researchers coming from all fields of bioche-
mistry, DockingServer also provides full control on the setting of
specific parameters of ligand and protein set up and docking cal-
culations for more advanced users. The application can be used for
docking and analysis of single ligands as well as for high thro-
ughput docking of ligand libraries to target proteins. The use of
,DockingServer” is illustrated by the formation of acetaminophe-
ne (paracetamol) — CYP2E1 complex.

Awailability: DockingServer is accessible as a public web service at
http:/ /www.dockingserver.com

Osszefoglalds

Az elmiilt évtizedben a molekuldris dokkolds alapvetd modszerré
vdlt olyan kutatdsi teriileteken (pl. virtudlis sziirés, szerkezet ala-
pii Qyogyszertervezés), ahol a célkitiizés kis molekuldk célfehérjén
valé kotédésének predikcidja. A ,,DockingServer” egy olyan komp-
lex webes megoldds, amely a molekuldris dokkolds dsszes lépését
kezeli, kezdve a ligandum és fehérje el6készitésével egészen az ered-
mények bemutatdsdig, integrdlva szdamos, a szdamitégépes kémid-
ban haszndlatos szoftvert. A felhasznilobardt feliilet a biokémin
minden teriiletén tevékenykedd, még a molekuldris dokkolds terii-
letén tapasztalattal nem rendelkezd kutatd szamdra is lehetGvé te-
szi a dokkoldsi szamitdsok végrehajtdsit és az eredmények értéke-
lését. Ugyanakkor a nagyobb tapasztalattal rendelkezd felhasznd-
16k szdmdra teljes szabadsigot biztosit a ligandum és fehérje spe-
cifikus paramétereinek bedllitdsdra és a teljes dokkoldsi folyamat
irdnyitdsdra. Alkalmazhaté akdr egy ligandum dokkoldsira és
elemzésére, de ligandum konyvtdrak célfehérjéhez valo nagy dt-
eresztiképességil dokkoldsdra is. A ,DockingServer” haszndlatit
paracetamol és CYP2E1 komplex képzddésének példdjin mutat-
juk be.

Hozziférhetdség: A DockingServer a http://www.dockingserver.
com oldalon érhetd el.

Bevezetés

A ligandumok és célfehérjék kozotti kolcsonhatas
elemzése alapvetd fontossagu a biokémiai folya-
matok egy sor szempontjanak felderitésére. A li-
gandumok és fehérjék kozotti kolesonhatas vizsga-
lata soran a laboratoriumi kisérleteken kiviil egyre
nagyobb jelent6ségtliek az un. in silico médszerek.
A ligandum-fehérje kolcsonhatas in-silico vizsgéla-
ta magéban foglalja a molekularis dokkoldst, amely
sordn a szamitogépes kémia modszereivel megjo-
soljak a ligandumok, szubsztratok vagy lehetséges
gyogyszerjeloltek kotési energidjat és geometridjat a
vizsgélt célfehérjékhez.

A molekuldris dokkolas soran a legalacsonyabb
energiaju fehérje-ligandum geometridt kivanjuk
meghatdrozni. A problémat altaldnossagban egy
optimizalasi feladatnak tekinthetjiik, melynek so-

ran a cél két (flexibilis) molekula kozotti intermole-
kularis energia minimalizaldsa. Tekintettel arra,
hogy a fehérje-ligandum komplex lehetséges geo-
metridjanak szama gyakorlatilag végtelen, kiilon-
boz6 algoritmusokat hasznédlnak fel, hogy a szami-
tashoz sziikséges er6forrdsokat csokkentve deritsék
fel a lehetséges konformacidk terét. A szakiroda-
lomban szamos dokkolasi moédszert kozoltek, me-
lyek meghaladjak jelen dolgozat kereteit. A téma
irant érdekl6d6 olvasé részére szamos kitling 6sz-

szefoglal6 all rendelkezésre [1, 2, 3, 4].

Egy molekuldris dokkolési szdmitds szdmos el6-
készit6 és feldolgozé 1épést foglal magaban:

1. A ligandum geometridjanak optimalizélasa, a
pH-fliggd parcidlis toltések kiszamitdsa, a rotal-
hat6 kotések meghatarozasa;

2. Az adott fehérje elektrosztatikus tulajdonsagai-
nak kiszdmitasa és a kotési régié definidlasa;

o
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. Ezt kovetSen a ligandum-fehérje kolcsonhatast
(egy, az intermolekularis energia feltételeit és
egyenleteit leird) szabadentalpia szdmitasi elja-
rasokkal (scoring function-ok) szamitjak ki;

. A dokkolasi szamitas eredménye a ligandum-fe-
hérje komplex geometridjanak és az ahhoz tarto-
z6 kotési energidnak meghatdrozasa, ezért az
eredmények pontos interpretdldsanak és j6 mi-
ndségli megjelenitésének szintén nagy a jelentds-
sége. Az 1. dbrdn mutatjuk be a dokkolasi szami-
tasok folyamatabrajat.

A molekuléris dokkolasi szdmitasok iranti nagy
igény kovetkezménye, hogy az elmdlt néhany év-
ben egy sor webes dokkol6 szervert hoztak létre fe-
hérje-fehérje dokkolasra: ClusPro, GRAMM-X,
ZDOCK, PatchDock és SymmDock, FireDock, Ro-
settaDock [5, 6, 7, 8, 9, 10, 11]. Fehérje-ligandum
dokkoldasara is hozzaférhetSek web szerverek, pél-
daul a TarFisDock [12].

Jelen dolgozatban kozoljlik az elsé olyan komplex
webes alkalmazist (DockingServert), amely a fehérje-
ligandum dokkolas teljes folyamatat képes kezelni.
A DockingServer szamos olyan, a kémiai informa-
tikaban alkalmazott szoftvert egyesit, melyeket arra
hasznalnak, hogy a dokkolési eljardshoz sziikséges
kiilonb6z6 1épéseket (azaz a pontos ligandum geo-
metridjanak optimalizéldsa, az energia minimaliza-
sa, a toltések kiszamitdsa, a dokkolasi szamitas el-
végzése, valamint ligandum-fehérje komplex meg-

jelenitése) hajtsak végre. A DockingServer alkalma-
zasa lehet6vé teszi, hogy a felhaszndal6 olyan haté-
kony és robusztus dokkol6 szamitasokat hajtson
végre, amelyeket eddig weben keresztiil nem lehe-
tett megoldani. A szamitasok kdzponti szervereken
futnak, igy a DockingServer hasznalata a felhasz-
nalo részérdél nem kivan sem nagyigényd hardvert,
sem eldre telepitett szoftvert.

A DockingServer webes alkalmazas magjat sajat
PHP szoftveriink képezi, amely egy MySQL adat-
bazishoz csatlakozik, ahol a kiilonbozd feladatokat
a szerveriinkon futd ,,démonok” automatikusan ki-
osztjdk, az adatbazisbdl a beviteli adatokat beol-
vassak, majd a kiviteli adatokat az adatbazisba ira-
nyitjak.

Az AutoGrid/AutoDock 4.0 [13] programcso-
magot alkalmazzuk a dokkolasi szdmitdsokhoz,
amely flexibilis ligandumokat dokkol a fehérjék-
hez. Az AutoDock programcsomaggal a ligandu-
mok és fehérjék parcidlis toltését Gasteiger mod-
szerével hatdrozhatjuk meg. Mivel a dokkolasi sz4-
mitdsok pontossdga nagy mértékben fiigg a ligan-
dumon szamitott toltések pontossagatol, ezért azon
kiviil, hogy a ligandum parcidlis toltésének kisza-
mitasara az AutoDock Tools programcsomag alkal-
mazhatd, szemiempirikus kvantumkémiai méd-
szerrel, az integralt MOPAC2007 [14] program se-
gitségével is szdmithatok a parcialis toltések. A pH-
fiigg6 protonalas és pontos kiszdmitasara a Marvin

FEHERJE ELOKESZITESE
« elektrosztatikus tulajdonsagok
kiszamitasa
+ a ligandum kétési hely meghatarozésa
(amennyiben lehetséges)

LIGANDUM ELOKESZITESE
* geometriai kiszamitasa
* pH és toltések kiszamitasa
« rotalo kdétések meghatarozasa
- alifas és aroméas szénatomok megkulénbdztetése

Y

felhasznélva a

DOKKOLASI SZAMITASOK

« ,scoring function”-t, melynek globalis minimuma egybe
kell hogy essen a rendszer globalis
szabad energiajanak minimumaval

* keresési modszert, amely mintavételezi a teret
a ,scoring function” optimalizalasara

Y

- grafikus abrazolas

EREDMENYKOZLES

+ a dokkolas eredményének elemzése

1. dbra: A dokkoldsi folyamat Iépései a DockingServeren
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szoftvert alkalmazzuk [15]. Ezen kiviil, a geomet-
ria optimalizéldsa, a ligandum geometridjanak fi-
nomitésa is lehetséges szemiempirikus médszerek-
kel (PM6). A fehérje-ligandum komplex eredmé-
nyek dbrazoldsara a Jmol (http://jmol.sourcefor-
ge.net) és VMD [16] programokat épitettiik be a
DockingServer-be, igy széleskori molekula-megje-
lenitési lehetdségek allnak rendelkezésre. A ligan-
dumok megjelenitésére és dbrazoldsara a Chema-
xon ,Marvin Sketch” programjat hasznaljuk.

Leiras

A DockingServer ablakai harom modulba szerve-

z6dnek, kovetve a dokkoldsi szdmitasok alapvetd 1é-

péseit: (1) fehérje el6készités; (2) ligandum el6készi-

tés; (3) dokkoldsi szdmitasok. A felhaszndl6 sajat li-

gandum, fehérje és dokkolé mappat hozhat létre, ily

moédon a ligandumokat, fehérjéket és dokkolasokat
el lehet menteni tovédbbi felhasznalasok céljara.

1. A fehérjét pdb fajlként lehet feltdlteni, vagy
(sziikség esetén egy kulcsszo szerinti keresést ko-
vetden) kozvetleniil le lehet tolteni a ,Protein
Data Bank” (www.rcsb.org) fehérje adatbazisbol.
Ennél a 1épésnél a felhaszndl6 eldontheti, hogy a
dokkolasi szamitdsokban figyelembe akarja-e
venni a vizmolekuldkat, vagy mas olyan hetero-
atomokat, melyeket a pdb f4jl tartalmaz. A pdb
tajlban 1évé kismolekuldkat a rendszer képes au-
tomatikusan feldolgozni. A kovetkezs 1épésben
a szimuldciés dobozt lehet meghatarozni. A szi-
muléciés dobozon vagy kivélaszthatjuk, hogy
csak az ismert ligandum-koté helyet vegye fi-
gyelembe, vagy az egész célfehérjét. Ezen kiviil
a DockingServer lehet6vé teszi, hogy a felhasz-
néalo a szimulacié kozpontjaként vagy hataraként
a rontgenszerkezetben 1év6 kismolekuldk koz-
pontjat adja meg.

2. A ligandumokat egy Java ablakban rajzolhatjuk
be, vagy a legnépszertibb szerkezeti formatu-
mokban (mol, mol2, pdb) tolthetjiik fel a rend-
szerbe. Nem csupan egy ligandumot lehet feltol-
teni, sdf fajlokban tobb kismolekula egyidejtileg
is feltolthetd, lehet6vé téve ezaltal ligandum
konyvtarak nagy ateresztképességti dokkolasat.
A felhasznal6 kivalaszthatja a kivant pH-t (a pH
értéke a ligandum protondlési dllapotéra hat), to-
vabba a geometria optimalizalas és parcialis tol-
tésszamitas modszerét valaszthatja ki.

3. A dokkolasi ablakban tobb ligandumot és/vagy
tobb fehérjét valaszthatunk a dokkolasi szamité-
sokra. A dokkoldsi szdmitdst a megadott kiindu-

lasi paraméterekkel lehet kezdeni, de azokat a ta-

pasztaltabb felhasznal6k manualisan is beallit-

hatjak.

Végezetiil a dokkolas eredményét a DockingSer-
ver tobb médon foglalja 6ssze abbdl a célbdl, hogy
jobban lehessen az eredményeket értelmezni.

— A dokkolasi energidkat, frekvencidkat és a letolt-
het6 pdb koordinatdkat egy tablazatban foglalja
Ossze.

— A szamitott ligandum-fehérje komplexeket a Doc-
kingServer a VMD alkalmazasdval automatiku-
san abrédzolja, de az abrédzolast Jmol applet-et
hasznalva manuaélisan is létre lehet hozni.

— A DockingServer automatikusan létrehoz ligan-
dum-fehérje kolcsonhatasi tablazatokat, ez segit
a komplexképzddés hajtderejének felismerésében.

— HB-plot [17] késziil az egész fehérje kotési hata-
sanak interpretdldsara.

— Osszefoglalja az alkalmazott médszereket és a vo-
natkozo referencidkat [13-17].

Példa a DockingServer alkalmazasara

A paracetamol (4-hidroxi-acetanilid, acetaminophen)
(1d. 2. dbra) évtizedek 6ta széles korben hasznélt, vény
nélkiil is kaphato laz- és fdjdalomesillapité. Megfele-
16en alkalmazva biztonsagos, terdpias dozisban ke-
vés mellékhatast mutat, azonban tiladagolasa az
egyik leggyakoribb oka a gy6gyszeres majkarosoda-
soknak és fulmindns méjelégtelenségeknek, amelyek
gyakran haldlos kimeneteltek [18]. A paracetamol to-
xikus metabolitja, az N-acetil-p-benzokinonimin
(NAPQI) a P450 enzimrendszeren keresztiil keletke-
zik. A NAPQI képzbdésében bizonyitottan szerepe
van a CYP1A2, a CYP2E1 és a CYP3A4 enzimeknek.
Ezen enzimek koziil terdpids d6zisban a CYP3A4,
mig tdladagolas esetén a CYP2E1 és CYP1A2 enzi-
meknek van kitiintetett szerepe [18].

Porubsky és munkatérsai 2008-ban publikaltak a
CYP1A2 enzim szerkezetét rontgendiffrakciés mé-
rések alapjan [19]. Az enzimszerkezet ismeretében
lehet&vé valt, hogy megvizsgéljuk: vajon tudjuk-e
molekuldris szinten értelmezni a paracetamolnak
NAPQI-va val6 atalakuldsat. A dokkolas soran a
DockingServer kiindulasi paramétereit alkalmaz-
tuk (szemiempirikus toltésszdmitds a ligandum
atomokon, 100 futas).

A 3. dbrdn mutatjuk be a paracetamol CYP2E1
enzimmel szamitott legalacsonyabb energiaju
komplexét. Jol lathatd, hogy a kisérletes eredmé-
nyekkel 6sszhangban a paracetamol tgy helyez-
kedik el az enzim aktiv centrumaban, hogy sze-

o
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kunder aminocsoportja tdimadhato, igy lehetévé
valik a NAPQI képzddése. A dokkolds molekuld-
ris szinten igazolta a kisérletben tapasztalt ered-
ményeket.

: H

2. dbra: A paracetamol szerkezete

Osszefoglalas

A DockingServer egy webes szolgéltatas, amely egy
egyszertien hasznalhato, felhasznédlobarat grafikus
feliilet a molekularis dokkoldsok végrehajtdsara
vagy egyetlen ligandum, vagy ligandum konyvtar
alkalmazasaval. A felhasznalok tovébbi felhaszna-
las céljara mappakba szervezhetik fehérjéiket, li-
gandumaikat és dokkolasaikat. A DockingServer
egyesit egy sor kémiai informatikaban hasznalatos
szoftvert, melyek a paraméterek pontos szamitdsa-
ra iranyulnak és a dokkolasi eljaras kiilonbozé 1é-
péseiben (pontos ligandum geometria optimaliza-
las, energia minimalizélds, toltések szamitasa, dok-
kolasi szamitasok) alkalmazhatéak. Osszefoglalva,
a DockingServer egy nagy hatékonysagu és ro-
bosztus rendszer, mely szdmos, az in-silico kémia-
ban elterjedt szoftvert egyesit és lat el tovabbi funk-
cidkkal egyetlen atfog6 webes alkalmazasban.

l

o
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Koszonetnyilvanitas

A szerz6k koszonetet mondanak Dr. Hazai Istvdn-
nak értékes tandcsaiért és a kézirat gondos ellendr-
z6séért.
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Enteralis és ,egyedi” parenteralis taplalasi terapia alkalmazasa
a gyermekgyogyaszatban
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Summary

Turmezei-Horvath, ], Dezs&6fi, A, Mattyus, L:
Application of enteral and “individual” parenteral nutri-
tion therapies in pediatric patients

In long-standing stress situation, in malabsorption syndromes we
cannot provide the adequate protein and energy intake with en-
teral nutrition, so we often have to add complementary parenter-
al feeding. Using combined enteral and “individualised” par-
enteral nutrition the quality of life improves, the time of hospital
stay decreases. The parenteral nutrition of neonates and infants
implies a great challenge for health care supplier; there is no avail-
able ,, All-in-One” mixture infusion below 2 years of age. We de-
veloped a new chart for parenteral nutrition, which can be modi-
fied easily according to the patient’s age, body weight, need. This
chart was introduced to the “Guidelines of the Infant and Pedi-
atric Board” in 2003 and accepted by the Health Ministry in 2006.
The Central Pharmacy of the Semmelweis University prepares the
“individualised” parenteral mixture in laminar air-flow box, in
aseptic condition. Further advantage of the Infusion Mixture, that
4-day portion can be prepared. We review the usefulness and the
development of combined enteral and “individualised” parenteral
nutrition. Altogether we hade 30 patients needing total parenter-
al nutrition (TPN) in the last 5 years: 46% short bowel syndrome,
18% oesophageal disorders, 15% oncology patients, 21 % septi-
caemia and other disorders. Beside the “individualised” parenter-
al nutrition the use of enteral formulas increased, too. Our goal is
the optimal combination of parenteral and enteral nutrition in or-
der to diminish the hospital stay and to improve the quality of life
of our patients.

Osszefoglalds

Tartos stresszhelyzetben, felszivéddsi zavarokban, valamint a tip-
lilékfelvétel kiilonbozd problémdiban a szervezet ,,csak” enterdlis
taplalkozdssal nem képes fedezni az energia- és fehérjeigényét, ezért
kiegészitd parenterdlis taplaldst is sziikséges alkalmazni. Tapasz-
talataink szerint a kombindlt, enterdlis és ,.eqyedi” parenterdlis
tapldldsi terdpia alkalmazdsa javitja betegeink életmindségét, mi-
kozben az dpolisi feladatokat és a fekvobeteg-napok szdamit is csok-
kenti.

Az tijsziilottek és a csecsemdk mesterséges tiplildsa sok nehéz-
séggel jdr, ezért minden 1ij probalkozis segitheti a betegellitdst.
Kétéves kor alatt nincs gyiri, életkornak megfeleld , All-in-One”
keverékinfiizio, ezért a Semmelweis Egyetem I. sz. Gyermekgyo-
gydszati Klinikdn kidolgozott, ,.eqyedi keverékinfiizio” tiblazat se-
gitséget jelent, mely alapjin az infiizié dsszetétele rugalmasan ala-
kithato a beteg életkordnak, betegségének, eQyéb igényeinek meg-
felelGen. A receptesithetd ,eqyedi keverékinfiizio” vagy Total Pa-
renteral Nutrition (TPN) tablizat 2003-ban bekeriilt a ,,Csecsemd
és Gyermekgyogydszati Kollégium Irinyelvek” ajanldsiba, 2006-
ban pedig az Egészségiigyi Minisztérium szakmai protokolljiba
is. A keverékinfiizié tovabbi el6nye, hogy egyszerre 4 napi adag
készithetd el etil-vinil-acetdt (EVA) milanyag zsikokban. A Sem-
melweis Egyetemen az Egyetemi Gydgyszertir Gyégyszeriigyi
Szervezési Intézet (a tovibbiakban Egyetemi Gyogyszertdr) igény
szerint, specidlis ,, laminar air-flow-box”-ban aszeptikus koriilmé-
nyek kozott, magisztrilis készitményként dllitja Ossze a kért, be-
tegre sz0l6 ,, All-in-One” keverékinfiiziokat.

Dolgozatunkban bemutatdsra keriil a kombindlt, enterdilis és
eqyedi” parenterdlis tapldldsi terdpia klinikai alkalmazdsinak fej-
16dése és a diagnozisonkénti megoszldsa. Osszesen 30 beteg szorult
egyedi TPN-re az elmiilt 5 évben, 14 ledny és 16 fitl. A diagnozi-
sonkénti szizalékos megoszlis a kovetkezd volt: rovidbél-syndro-
ma 46%, oesophagus problémdk 18%, onkolégiai beteg 15%, szep-
szis, illetve egqyéb stilyos betegség 21%. Az egyénre szabott pa-
renterdlis keverék-infiizio alkalmazasa mellett az utobbi idében or-
vendetesen novekedett az ivo- és szondatipszerek, a két év feletti
betegeknél a gydri ,, All-in-One” készitmények haszndlata. Lehe-
toség szerint egymadst kiegészitve alkalmazzuk az enterdlis és pa-
renterilis tdpoldatokat, a jovoben pedig még tudatosabban beépit-
betegeink életmindségeét, életkilitdsait, legsiilyosabb esetben kild-
tdsba helyezve a béltranszplantdciot.
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Bevezetés juk a teljes parenteralis taplalast biztosit6 oldatok

A mesterséges taplalas elméletével, klinikai fontos-
sagaval szamos nagyszerti el6adas, kozlemény fog-
lalkozik. Dolgozatunkban részletesebben a teljes
parenteralis taplalas (TPN) gyakorlati bemutatdsat
tliztiik ki célul, hogyan fejlédott alkalmazasa, majd
a kombinalt taplalasi terdpia mai gyakorlatanak
adatairél szdmolunk be.

2002-ben a Semmelweis Egyetem I. sz. Gyermek-
gyogyaszati Klinikdn (a tovabbiakban I. sz. Gyer-
mekgyogyaszati Klinika) a tdplalasi terdpia felépi-
tésénél az addigi gyakorlathoz képest, a teljes pa-
renteralis taplalds vonatkozasdban egy 1ij megoldast
kezdtiink alkalmazni, melynek megsziiletése nagy-
részt annak volt kdszonhetd, hogy dsszevontuk az
orvosi gondolkodast a klinikai gyogyszerészi gya-
korlattal, gondolkodassal. Ez az egyiittmiikodés egy
4j tdblazatot eredményezett, amit azota altalanos re-
ceptként hasznalunk a TPN terdpia felépitésénél (I.
tibldzat). A tablazat 2003-ban bekertilt a ,,Csecsemd
és Gyermekgyodgyaszati Kollégium Iranyelvek”
ajanlasdba, 2006-ban pedig az Egészségiligyi Mi-
nisztérium szakmai protokolljanak része lett [1, 2].

Vizsgalati médszer

Az egyedi keverékinfuziok Osszedllitdsdhoz 2003
6ta az ,egyedi keverékinflizi¢” tablazatot hasznal-

elkészitéséhez, mely az a tabl4zat receptesitve, amit
a tdpanyagsziikséglet kiszamitasdnal addig és ma
is haszndl az orvosi gyakorlat [3]. A kiilonbség az,
hogy az orvosok altal hasznalt tdblazatban
,g/ttkg/nap” és ,mmol/ttkg/nap” a szamolas
alapja, az 4j tdblazatban pedig ml/ttkg/nap az
alap, ami egy altalanosan hasznélhat6 egyedi igé-
nyekre adaptalhat6 recept megirdsét teszi lehetSvé.
Ennek alapjan készithet6 el a Magyarorszagon for-
galomba hozott gy6gyszerekbdl az egyedi, betegre
adaptélt keverékinfuzio (II. tablazat) [4, 5]. Két év
feletti életkorra ma mér van forgalomban gyéri, 3
zsékos , All-in-One” infdzi6, azonban az 4j tabla-
zatnak most is van létjogosultsdga, els6sorban a két
év alatti stlyos, TPN-re szorul6 betegek esetében.

A téblazat teljesen rugalmasan véltoztathato,
barmilyen életkorra, stlyra, betegség kovetkezté-
ben megvéltozott anyagcsereviszonyokra. Termé-
szetesen a keverékinfiiziéba beletessziik a nyom-
elemeket, vizben és zsirban 0ldddo vitaminokat is.

A Semmelweis Egyetemen az Egyetemi Gyogy-
szertar aszeptikus koriilmények kozott, gravitacios
pumpaja , laminar air-flow-box”-ban elkésziti a kli-
nikan Osszeallitott recept alapjan a keverékinfizi-
6t. Az egyedi receptet faxon vagy e-mailen kiildjiik
el az Egyetemi Gyogyszertarnak.

Kiemelendd még a glutamin-p6tlds szerepe a
csak TPN terdpidban részesiilé betegeknél, kiilo-

I. tablazat

Egyedi keverékinfiizid dsszetétele

ml/ttkg/nap 1. életév 2. életév 3.-5. életév | 6.-10. életév |10. - 14. életév

Glucose 20% inf. 40-75 60-75 60 50 40
Aminoven infant 10% inf. 15-25 15 15 10 10
Lipofundin MCT 20 % inf. 10-15 10-15 5-10 5-10 5
NaCl 10% inj. 1,17 1,17 1,17 1,17 1,17
Panangin inj. 3,62 3,62 3,62 3,62 3,62
Calcimusc 10 % inj. 3,62 3,62 3,62 3,62 3,62
Gluko6z-1-foszfat Fresenius 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
KCl1 10% inj. 0,78 0,78 0,78 0,78 0,78
Folyadék ml/ttkg/nap 75-140 95-130 90 -105 70-90 65-70
Energia kcallttkginap 56 -97 72-93 63-72 53-62 45
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II. tabldzat

. Egyedi keverékinfiizio” rendeldlap-minta eqy 10 kg testtomegii beteg részére

Infdziés labor fax.: 217-0927

B MEVER coooccssscccccooooossooosaas
Szil. datum: ......... ...l
Eletkor: ................ Saly: 10kg

KERUNK

Glukoéz 20 % inf.
Aminoven pad.10%
Lipofundin MCT 20%
NaCl 10% inj.

Panangin inj.

Calcimusc 10% inj.
Glukéz-1-foszfat Fresenius
KC1 10 % inj.

Peditrace N inj
Vitalipid-N inj.

+ Dipeptiven 1,5 - 2,0 ml/ttkg/ nap
+ naponta Soluvit N inj. 1,0 ml/ttkg/ nap

Laboratériumi ellendrzés sziikséges!

Hiit6szekrényben tarolandd! MélyhtitSbe tenni TILOS!

EGYETEMI GYOGYSZERTAR (EGYGYSZI) Budapest, (ddtum)

Osztaly: ...
OSzt.vezets fEOrVOS: . ..ottt

Klin. f6gyogyszerész: ...,

Il 4 x 1 napi adagot

600 ml
200 ml
120 ml
9,0 ml
20 ml
16 ml
8,0 ml
6,0 ml

8 ml

8 ml

............. ml / 1 nap

Legfontosabb laboratériumi paraméterek: ionok, TG, CN, vércukor, GPT

ndsképpen kritikus allapott betegek esetén. A glu-
tamin konnyen bomlik, ezért sziikséges alaninhoz
kotni és dipeptid formdaban kiilon termékként ke-
zelni, utdlag a keverékinftziéhoz adni. Az esszen-
cidlissa valé aminosavat, nemcsak a bél mucosa ép-
ségének fenntartdsa miatt, hanem az immunmodu-
lacio, szoveti védelem, glutation és az antioxidans
kapacitds meg&rzése, az anyagcsere fenntartasa mi-
att kell naponta a keverékinftiziéhoz adni, lasd tra-
uma, szepszis, sebészi beavatkozas el6tt [6, 7]. Az
egyedi keverékinfiizi6 tovabbi elénye, hogy a fi-
nom kolloid tapoldatot 4 napra el6re el lehet készi-
teni. Torténtek mar mikroszkopos vizsgélatok a
zsircseppek méretének ellendrzésére tobb napon at,
zéta-potencidl vizsgédlatok, hogy a felhasznalhato-
sagi id6t par nappal meg lehessen hosszabbitani. A
kedvez6 eredmények ellenére, kevés adat miatt,
ezek az eredmények még megerdsitésre varnak [8].

Az egyedi TPN alkalmazasban még egy dolog
nagyon fontos: eleinte naponta, majd 1-2 hetente el-
lendrizni kell a laboratériumi paramétereket (szé-
rum elektrolit, urea, triglicerid, vércukor), valamint
a sulygyarapodast folyamatosan figyelembe véve
at kell szamolni a komponensek mennyiségét [9,
10].

Az alabbiakban egy eset kapcsan is szeretnénk
bemutatni a keverékinfiizié hasznossagat. Az els6
beteg, akinél el6szor alkalmaztuk a receptesitett
tablazatot, hamar otthondba tdvozhatott. O stlyos
gastrooesophagealis reflux miatt keriilt a klinikara
fél évesen, nagymértékii stlycsokkenéssel. A sebé-
szeti beavatkozas a beteg kritikus allapota miatt
nem volt kivitelezhet6, a taplalas biztositasara kép-
zett gasztrosztomaja, majd ennek sikertelensége
miatt kialakitott jejunosztémaja nem mikodott. A
nem kielégit6 taplalds miatt tovabb fogyott, kozben

o
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szepszis miatt 2800 g ala esett a stlya. A sulygor- hamarosan haza lehetett adni per os etetés mellett

bébdl is latni, hogy klinikdra kertilés 22. napjatol (1. dbra).

kezdtiik el az egyedi TPN-terdpiat és alig egy ho- A sikertorténetet még az is tetézi, hogy a gyer-
nap utdn megindult a beteg stulyndvekedése, majd mek fejl6dése kovetkeztében okafogyotta valt a
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3. dbra: Az egyedi parenterdlis tdpldlds alakuldsa diagndzisonként
2003-2008 / negyedév kozott [5]

mtitét, a kislany novekedésével a kordbbi
problémai megsziintek [11].

Az utébbi években a TPN mellett egy-
re inkdbb el6térbe keriilt a gyermekgyo-
gydaszatban az enterdlis szonda- és ivo-
tapszerek alkalmazasa. 2008-ban negyed-
év alatt klinikdinkon majdnem annyit
hasznaltunk el bel6le, mint 2007 egész
évében. Kozben csokkent a gyari , All-in-
One” oldatok felhaszndldsa, az egyedi ke-
verékinfaziok javara, de még igy is felté-
telezhetjiik, hogy az enteralis tapoldatok
batrabb hasznalataval esetleg megel6zhe-
tiink parenteralis taplalast (2. dbra).

Id6kozben kicsit médosult klinikank
betegprofilja, amit a 3. dbrdrdl is leolvas-
hatunk. 2007-ben az onkolégiai betegek
atkertiltek a II. sz. Gyermekgyogydszati
Klinikdra, klinikdnk profilja pedig Pszi-
chiétriai Osztallyal béviilt. Az egyéb be-
tegcsoportban azéta van egy anorexids
beteg is, akinél a szondatéplalds nem volt
elegendd.

Osszességében az 1. sz. Gyermekgy6-
gyaszati Klinikdn nétt az egyedi keverék-
infazidval mesterségesen taplalt betegek
szdma az évek soran. Talan a jobb odafi-
gyelés is kozrejatszott az adatok alakuld-
saban.

A diagnozisok el6forduldsanak szaza-
lékos gyakorisdga az alabbi:

—rovidbél szindréma: 46%,

— onkologiai kérkép: 15%,

— oesophagus probléma: 18%,
—egyéb: 21%.

Alapelvként megéllapithatjuk, hogy a
per os, enteralis taplalast épitsiik fel eld-
sz0r, és csak akkor kezdjiik el a parente-
ralis taplalast, ha 3 napig nem tudjuk mas
moédon fedezni a szervezet energiasziik-
ségletét [12, 13].

Megbeszélés
Az egyedi parenterdlis tdpldlds elonyei
Jobban hasznosulnak az egyidejtileg al-

kalmazott tapanyagok folyamatos (20-22
6ra, de minimum 15 6ra) cseppinftizios
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taplalassal. A laborparaméterek mérése is igazolja,
hogy a jol beéllitott komponensek mennyiségein
keveset kell véltoztatni az id6 muldsaval. A betegek
kozérzete, nyugtalansaga latvanyosan javul. Csok-
ken az anyagcsere-szovédmények el6fordulasa,
ami a korabbi taplalasi gyakorlat soran az egyenet-
len tdpanyag-adagolasbdl is szarmazhatott [2]. Egy-
szerre 4 napi adag készithetd el betegenként, akik-
nél konnyebb ellendrizni a taplalds menetét. Csok-
ken az infekcidk el6fordulédsa, kevesebb az antibio-
tikum-igény, eszkozfelhasznélds. A betegek apolé-
sa és gyogyszerelése is konnyebbé valik, id6megta-
karitas érhetd el a névéri feladatokban. Osszegezve
csokken az dpolas koltsége.

Az egyedi TPN-inflizi6 nemcsak a <2 éves bete-
gek életminéségét javitja, hanem annak a feln&tt
vagy nagyobb gyermeknek az életmindségét is, aki
valamilyen okbdl egyedi, atlagtodl eltérd terapiara
szorul.

A joud lehetdségei

Allando6 orvosi, klinikai gyogyszerészi kontroll mel-
lett, gondos sziil6kkel a hazi apolas jogi utjat rugal-
masabbd, gyorsabba kellene tenni. A ,klinikai
gyogyszerész” bevonasa a taplalasi team-be biztosi-
tana betegenként a megfelel$ szakmai kontroll felté-
telét a taplalasi terapia alkalmazasanal. A tablazat
hasznélatanak feliigyelete fontos, akdrcsak a labora-
tériumi eredmények validélasa, mert tapasztalatunk
szerint az esetleges valtoztatasok megitélése csak la-
boratériumi eredményekre tdmaszkodva hibalehe-
toséget rejt magaban. Természetesen folyamatosan
nyomon kell kovetni a teststlyt, a laboratériumi
eredményeket (szérum elektrolitok, triglicerid, urea,
transzamindz, vércukor stb. szintjeit) is.

Hosszu tdvon nd a betegek életkilatasa, javul a
bél-transzplantacio tulélési statisztikaja.
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Feliileten lejatsz6do jelenségek szerepének vizsgalata
a bevono folyadékok elgallitasa soran

BOLCSKEI EVA, BAJDIK JANOS, *HODI KLARA

Szegedi Tudomdnyegyetem, Gydgyszertechnoldgiai Intézet, Szeged, Edtvds u. 6. — 6720
*Levelez( szerzd: e-mail: klara.hodi@pharm.u-szeged.hu

Summary

Bolcskei E, Bajdik, J, H6di, K: Evaluation
of phenomena detected on the surface of stirred coating
liquid

The main objective of this work was to study the effect of conditions
of coating fluids through the properties of the coating fluid, film
and coated product. With a more accurate understanding of the
process the effects of the factors can be defined and by means of
this the optimal composition can be determined and problem-
free coating can be carried out. In this work the evaporation was
studied. The effects of different operational factors on evaporation
were studied through fluids of different compositions. In case
of fluids containing ethanol a significant loss can be detected
after a short period of time and this fact cannot be changed by
the use of an antifoaming agent. The highest difference in effect
of a given factor was detected for the stirring rate. The effect of
the operational factors changed depending on the composition.
Stirring rate showed the highest sensitivity to the presence of
the volatile component. These results can help to determine the
critical control points and the optimal stirring circumstances.

Osszefoglalds

Munkink sordn a bevoné folyadék, film és bevont termékek
tulajdonsigain keresztiil tanulmdanyozzuk a bevond szuszpenzié
eldallitisi koriilményeinek hatdsdt. Célunk, hogy a folyamat
pontosabb megértésével definidljuk azokat a faktorokat, ame-
lyek segqitségével az optimilis Osszetétel definidlhaté és a prob-
lémamentes bevonds megualdsithaté. A munka ezen részében
a keverés sordin fellépd feliileti jelenségek koziil a pdrolgdst
vizsgiltuk. Az egyes keverési paraméterek pdrolgdsra kifejtett
hatdsit kiilonbozo osszetételtl folyadékok esetén tanulmanyoztuk.
A 96%-o0s etanol tartalmii folyadékok esetén mdr rovid ido alatt
is jelentds veszteség figyelhetd meg és ezt a feliileten feldiisulo
habzdsgdtlo is csak csekély mértékben képes meguiltoztatni.
A mifveleti paraméterek koziil a legjelentdsebb a keverési sebesség
volt. Az eQyes keverési faktorok hatdsa az dsszetétel fiigguényében
viltozott. Az illékony komponens jelenlétére a keverési sebesség
mutatta a legnagyobb érzékenységet. Az itt nyert megillapitisok
— osszekapcsolva a  homogenitds vizsgilatok eredményeivel
— hozzdsegitenek a kritikus pontok megismeréséhez és igy az
optimilis keverési koriilmények definidldsihoz.

Bevezetés

A szilard gyogyszerformak el6allitdsakor a filmbe-
vonas egyre gyakrabban alkalmazott miiveletté
valt. Elényos tulajdonsédga, hogy kis tomegnoveke-
dés mellett, a gyomor-béltraktusnak szinte barme-
lyik szakaszan oldodo, illetve diffaziét biztositd
védoréteg kialakitasat teszi lehetévé. A filmbevo-
nas soran a megfelel tulajdonsdgokkal rendelkezé
makromolekulds anyagok hasznalhatok, amelyek a
mag feliiletén egy egyontet( filmbevonatot alakita-
nak ki. A polimereket feldolgozhatjuk oldatos (vi-
zes és szerves), emulzids €s szuszpenzids (vizes
diszperzi6) formdban. Az egyes olddszereknek a
kialakult film szerkezetére és tulajdonsagaira gya-
korolt hatdsa ismert [1]. A vizes oldatok alkalmaz-
hatésagat korlatozza a polimer oldhatésaga. A poli-
merek feldolgozasanal korabban a szerves olddsze-
reket alkalmaztak. Ezek azonban napjainkban csak
abban az esetben kertiilnek felhasznalasra, ha alkal-
mazasuk elkertiilhetetlen (pl. nedvességre érzékeny

komponensek esetén). Ennek oka, hogy a szerves
oldészer a gyogyszerformédban visszamaradva to-
xikus hatdsokat valthat ki, ezen kiviil robbands- és
balesetveszélyesek, koltségesek és a kovetendd kor-
nyezetvédelmi el6irasok is szigorodnak [2]. Ezen
problémadk ellenére bizonyos komponensek (f6ként
etanol) kis mennyiségét a vizes diszperzidkban és
oldatos rendszerekben koszolvensként még hasz-
naljak [3, 4]. A vizes diszperzidk feldolgozhatésaga
a rendszer specidlis Osszetétele és ennek érzékeny-
sége miatt komplexebb, mint az oldatos rendszere-
ké [5-8]. Az ilyen tipust rendszerek oldhatatlan
részek formajaban tartalmazzdk a polimert. El6-
allitasuk kiilonb6z6 moédon torténhet (altalaban
emulziés polimerizéaciéval), de valamennyi esetben
kozos, hogy a polimer mellett feliiletaktiv kompo-
nenst is tartalmaznak. A kis viszkozitasa folyadé-
kokbdl a filmképz6dés sordn a kiilonallo részecs-
kéknek (0,1-1,0 ym) fuzionalni kell, amely a mini-
malis filmképzddési hémérséklet felett egy Ossze-
tett folyamat eredgjeként kovetkezik be.
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Szamos segédanyag (lagyitészer, szinezd és
fényvéds pigment stb.) alkalmazhat6 a filmbevonat
tulajdonsagainak megvaltoztatdsara és a bevon6 fo-
lyadék alkalmazhatdsaganak elGsegitésére. A per-
medbilis filmbevonatot kialakit6 polimerek esetében
kiilonosen fontos ismerniink ezen anyagok tipusat,
oldhat6séagat. Ezek abevonatok a gasztrointesztindlis
traktusban oldhatatlanok, de a kiold6kozeg hatasara
megduzzadnak és vizre, valamint a feloldédott ha-
téanyagra permedbilissé véalnak [9]. Tgy azok a fak-
torok, amelyek megvaltoztatjdk a film szerkezetét,
jelentésen modosithatjak a kiold6dasi profilt is. Ilyen
célra leggyakrabban az akrilat tipusu polimerek vi-
zes diszperzioit alkalmazzak. A kiilonb6z6 akrilat
tipust polimerek oldékonysagat a kémiai szerkeze-
tiik hatdrozza meg [4]. Egyes neutralis, homo- és
kopolimerek a fiziologids pH tartomédnyban oldha-
tatlanok, ugyanakkor permeabilisek. Az egyik leg-
gyakrabban alkalmazott, ilyen tipusi termék az etil-
akrilat és metil metakrilat kopolimert tartalmazé
Eudragit NE, amely 30 és 40%-os diszperziok forma-
jaban kertil forgalomba.

A vizben oldhatatlan részecskéket és polimer
diszperzidkat tartalmazé bevoné folyadékok el6-
allitdsa nagy koriiltekintést igényel. A polimer disz-
perziok gyartéi szerint ezt két lépésben célszerd
megvaldsitani. Az els6 1épés a pigment szuszpenzi6
el6éllitasa, amikor intenziv keveréssel a segédanya-
goknak (glidansok, pigmentek, lagyitok és mads
Osszetevok) vizben torténd intenziv homogenizalasa
torténik [10]. Ezek utan a frissen elkészitett homo-
gén pigment szuszpenziot és a polimer diszperziét
kiméletesen kell 6sszekeverni. Az intenziv keverés a
polimer precipitacidjat okozza, valamint habzas is
fellép, ezért ilyen eszkdzok nem hasznédlhaték ebben
a lépésben [4, 11]. Tehat az oldhatatlan részecskék-
nek a pigment szuszpenzidban torténé egyenletes
eloszlatasa (esetleg nedves &rlése) nagyon fontos,
mert kiméletes keveréssel ezt mar nem lehet elérni.

A keverés soran lejatszodo jelenségek megisme-
rése mindenképpen indokolt, hiszen csak ezek
részletes feltérképezése nydtjthat megfelel6 infor-
macidkat a kritikus kontrollpontok definialasdhoz.
A bevoné folyadék el6készitése és folyamatos ke-
verése kozben felléphet a habzas. Ezt elGsegiti a
diszperzidkban taldlhat6 feliiletaktiv komponens
is. A folyadékban létrejovd kis buborékok ellen al-
kalmazhatunk valamilyen habzasgatlé anyagot,
mivel a habképz&dés gyakran okoz feliileti egye-
netlenséget a keletkez6 filmben. Ezek kovetkezés-
képpen moédosithatjak annak véds funkcidjat. In-
tézetiinkben ezt a jelenséget a vizes diszperziobodl
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késziilt film esetében mar kordbban vizsgaltuk
[12]. Habzasgétloként elsésorban kiilonbozd szili-
kon-szarmazékokat alkalmazunk (pl.: dimeticon,
szilikonolaj) [13]. Ezek kis feliileti fesziiltséggel
rendelkeznek ésigy sokkaljobbanabszorbedlodnak
a levegd/folyadék hatarfeliileten, mint a habzoé
agens, de nem rendelkeznek azzal a tulajdonség-
gal, hogy stabil habot képezzenek [11].

A polimer diszperzi6 és a pigment szuszpenzio
keverése sordn Osszetett jelenségekkel allunk
szemben. Jol ismert, hogy a keverés alatt 6rvény-
kip jon létre, amely leirdsa elsésorban fizikai és
kémiai megkozelitésbdl ismert [14-16]. Ezen jelen-
ségnek a gyogyszertechnolégiaban betoltott szere-
pét ez idaig kell6 részletességgel nem tanulma-
nyoztdk, annak ellenére, hogy ezek az informaciok
segithetik egyes gydgyszerformdk (pl. a bevont
termék) el6éllitasi folyamataban a kritikus pontok
pontos meghatarozasat. Ezen adatok feltérképezé-
se és igy a gyartasi folyamat mélyebb megértése a
Folyamatelemz8 Technolégia (Process Analytical
Technology - PAT) kozéppontjaban all [17].

A polimer diszperzi6 és a pigment szuszpenzio
homogenizédldsat, valamint ennek hatékonysagat
kordbban tanulmanyozva az egyes beallitasi para-
méterek interakcidinak szerepe szembetiliné volt
[18]. Ezért kezdtiik el a fenti tényezSknek a keveré-
si kup kialakitdsara gyakorolt hatdsanak vizsgéla-
tat. Az interakciok magyarazatat kozvetve a kup
dimenzidjanak megvaltozasaban kerestiik. Viz ke-
verése kozben j6l megfigyelhetd volt, hogy nem-
csak a térfogatban, de az alakban is szembetting
valtozasok kovetkeznek be (1. dbra). A kip magas-
saga hasonl6 volt, de kisebb keverd idom esetén
keskenyebb volt. Ez az alakvéltozas a turbulens
mozgés jelentds véltozasat indukalja, igy a szem-
csék mozgdsa is igen eltérd lehet. A kip alakjanak
vizsgélata a nem transzparens folyadékok esetén
ilyen médon nem lehetséges. Ebben az esetben in-
direkt médszerekkel, példaul a feliilet megvaltoz-
tatdsan keresztiil lehet kovetkeztetéseket levonni.
Kimutattuk, hogy a szélesebb keverési kiip na-
gyobb felszin kialakuldsat okozta, kovetkezéskép-
pen intenzivebb habzast indukalt.

A munka jelen részében az volt a célunk, hogy
egy feliileti jelenség szerepét tovabb vizsgaljuk
azért, hogy kihangsulyozzuk a keverési kuip di-
menzidjanak megvaltozasaval osszefliggd problé-
mak fontossagat. Tanulméanyoztuk az illékony
komponenst (etanolt) tartalmazé bevoné folyadé-
kok keverés hatdsdra bekovetkezd parolgasanak
mértékét. Az etanolt kis mennyiségben (10-20%) a
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1. dbra: Viz keverésénél kialakuld kiip 0sszehasonlitdsa
(A: mennyiség 100 g, keverd tomege 1,73 g;
B: mennyiség 100 g, keverd tomege 3,43 g;
C: mennyiség 200 g, keverd tomege 1,73 g;
D: mennyiség 200 g, keverd tomege 3,43 g)

film szerkezetének moédositasara és a feldolgozha-
tésag javitasdra haszndljak [3, 4]. Vizsgaltuk a ke-
verési paraméterek hatasét a kiilonb6z6 osszetételi
folyadékok pérolgasi veszteségére. A masik feliileti
jelenség, a habzds kikiiszobolésére alkalmazott
polidimetilsziloxdn tipust habzasgétl6 segédanyag
kiilénb6z6 koncentracidinak befolyasét is tanulma-
nyoztuk. Ez a komponens kis feliileti fesziiltségé-
nek koszonheten a folyadék feliiletén egy réteget
képezve fejti ki habzasgatlo hatdsat. Azt feltételez-
tiik, hogy optimélis esetben ez befolyasolhatja az
illékony komponens parolgasat egy vele kozel azo-
nos stirtiségi folyadékbol.

Kisérleti rész
Anyagok

EudragitNE 30D (Evonik Industries AG, Darmstadt)
diszperziét hasznaltunk modell anyagként. A viz-
ben gyakorlatilag oldhatatlan és alkoholban is csak
kevéssé 0ld6do polidimetilsziloxan-szarmazék Di-
meticon E 1049-et alkalmaztuk habzasgatl6 segéd-
anyagként [13]. Illékony komponensként 96%-os
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etanol keriilt alkalmazdsra. A fenti komponensek
felhasznalaséval 4 kiilonbozd Osszetételt allitot-
tunk el6. A habzasgatlé komponens koncentraciéja
nagyobb volt, mint amit 4ltaldban hasznalnak, de
esetleges hatdsa ez esetben szembettinébb lehet.

Keverék 1.:
Eudragit NE 30D........cccccovevrininnnee. 50%
Desztillalt VIZ.....oooveeeeeeeieeeieennenee. 50%
Keveréek 2.:
Eudragit NE 30D........cccccovevrinnnnnee. 50%
Desztillalt VIZ.....oovveeveeeeeeeeieennnnee. 30%
96%-0s alkohol .........c.cceeveereennnee. 20%
Keverék 3.:
Eudragit NE 30D........cccccovuevnnnnne. 50%
Desztillalt Viz....c..covveeveeeveeieeneenennne. 27%
96%-0s alkohol ........ccceevvveveeennnnne. 20%
Dimeticon E 1049.........cceeeevvveennneen. 3%
Keverék 4.:
Eudragit NE 30D........cccocovevernnne. 50%
Desztillalt Viz......covveeveeereeieeneenennee. 24%
96%-0s alkohol ........ccceevveeveeennnnne. 20%
Dimeticon E 1049.........ccceeevveennenn. 6%

Pdrolgott mennyiség meghatdrozdsa

A tomegveszteséget a kiilonboz6 folyadékmintak
keverése kozben mértiik. A keverést IKA lapatos
keverdvel (IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen)
végeztiik. Azonos dimenzidju kever6t és edényt al-
kalmaztunk minden esetben. A mtveletet kontrol-
lalt koriilményeket (21+1°C, 45% RH) biztosité kli-
ma szobdban (Heinrich Heine Egyetem, Diissel-
dorf) hajtottuk végre. Az elparolgott mennyiséget
a folyadék analitikai mérlegen torténd mérésével
kovettiik nyomon. Kiinduldsképpen az adott ko-
riilmények kozott megmértitk kiilon-kiilon az
egyes Osszetevlk parolgdsat is. Egy 7 cm atmérdjt
Petri-csészébe az egyes folyadékokbol 5 g-ot ontot-
tlink és lefedetlentil vizszintes feliiletre helyeztiik.
A tomegiiket adott id6pontokban meghataroztuk
és ebbdl a veszteséget szamitottuk. Valamennyi
esetben hdrom parhuzamos mérést végeztiink.

Kisérlettervezés
A kiilonb6z6 miiveleti paraméterek matematikai-

lag meghatarozott hatasait faktoridlis kisérletterve-
zés segitségével hasonlitottuk Ossze. E faktorok
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A faktorok és értékei

I. tablazat

Als6 szint Alapszint Fels6 szint
Keverési sebesség (X)) 300 rpm 500 rpm 700 rpm
Keverési idd (X,) 10 perc 15 perc 20 perc
Mennyiség (X,) 100 g 150 g 200 g

fontossdga informativ lehet a folyadék Osszetéte-
lének és a filmbevonas soran alkalmazott dlland6
keverés optimadlis paramétereinek a meghataroza-
sahoz.

Minden Osszetételnél 2° teljes faktoridlis tervet
alkalmaztunk egy kozépponti helyzettel, igy 9 be-
allitassal dolgoztunk (1. tdbldzat).

A munkank sordn Statistica for Windows 7.1
AGA (StatSoft, Inc. Tulsa) szoftvert alkalmaztunk
és a kisérleteket véletlenszerd sorrendben végez-
tiik el. A valaszfelszin meghatdrozasahoz a kovet-
kez§ linearis megkozelitést alkalmaztuk:

y =b,+bX +b,X,+bX,+b XX, +b XX +

127717 2 137717 73

b, X X.+ b, XXX

23" 72773 1237117 27 73

Eredmények

El6szor a kiilonbozd kiinduldsi komponenseknek
keverés nélkiil bekovetkezd tomegveszteségét
mértiitk meg. Minden id6pontban az etanol tomeg-
vesztesége volt szignifikdnsan (p<0,05) a legna-
gyobb (II. tdbldzat). A masik hdrom anyag esetén a
veszteség kozel azonos volt. Az etanol parolgasa-
nak mértéke minden pontban kb. 6tszor-hatszor
nagyobb volt, mint a tobbi mintaé.

Miel6tt a keverékek pérolgdsi veszteségét meg-
hataroztuk volna, megvizsgaltuk 20 °C-on az alko-
hol tartalmu keverék és a habzasgatlo stirtiségének
viszonyat. Erre azért volt sziikség, mert csak kozel
azonos strtiségértékeknél varhato, hogy a habzas-

gétl6 segédanyag a feliileti fesziiltség miatt a felii-
leten ddsuljon fel. Ha ezek eltéréek, akkor inkabb a
stirtiségkiilonbség miatti elkiiloniilések figyelhe-
t6k meg. A stirtiségkiilonbség azonban viszonylag
csekély volt (Keverék 2. = 0,986 + 0,001 g/cm?
Dimeticon E 1049 = 0,990 + 0,001 g/cm?), ezért
valoszintsithetd, hogy kis feliileti fesziiltségének
megfelel6en a Dimeticon a feliileten fog egy réte-
get képezni és ott kifejteni habzasgatlé hatdsat.

A keverékek parolgasi veszteségeit a III. tibldzat-
ban foglaltuk Ossze. A kiilonb6z6 folyadékok a
kiilonboz6 keverési koriilmények hatdsara eltérd
mértékii pdrolgast mutattak. Minden esetben a
legnagyobb értéket a nagy keverési sebességnél,
hosszt keverési id6nél és alacsony kezdeti meny-
nyiségnél figyeltitk meg. Nagyon kismértéki pa-
rolgast mutatott a Keverék 1., mig a Keverék 2., 3. és
4. esetében sokkal nagyobb (kb. 3-4-szer nagyobb)
tomegveszteség kovetkezett be. A legnagyobb
veszteséget indukdl6 beallitds esetén az etanol je-
lenléte kb. 3%-0s novekedést okozott. Ennek oka
az illékony etanol intenzivebb pérolgasa volt, va-
gyis ez az elpdarolgott tobblet mennyiség (3%) eta-
nol veszteséget okozott, ami az elegyitett etanol-
nak kozel 15%-os elvesztését jelentette. Ezaltal még
a rovid idejd keverés (20 perc) sordn is dramaian
megvaltozik a bevono folyadék dsszetétele. Ez a je-
lenség modosithatja a filmbevonat viselkedését,
mivel jol ismert, hogy az etanol jelenléte megval-
toztathatja a film szerkezetét [19]. A Dimeticon E
1049 nagy koncentraciéban ugyan kis mértékben
csokkentette a parolgast (6%-os mennyiségben),

II. tabldzat

A kiinduldasi komponensek pirolgisa

I1d6 Viz 96%-0s etanol Dimeticon E 1049 Eudragit NE
(min) (gramm) (gramm) (gramm) (gramm)

10 143 =+ 014 709 = 046 141 = 0,05 1,37 = 021
20 237 + 036 11,65 =+ 1,04 257 = 0,06 215 + 017
30 330 + 041 18,56 = 1,77 355 + 0,10 285 + 0,24
60 594 = 09 3412 + 3,72 626 =+ 010 533 + 030
90 834 =+ 1,25 48,18 =+ 505 902 =+ 012 748 + 053
120 1095 =+ 1,68 6327 + 686 11,77+ 023 994 =+ 0,75
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III. tabldzat
A pdrolgisi veszteség értékelése
Sebesség 1dé Mennyiség Keverék 1. Keverék 2. Keverék 3. Keverék 4.
(rpm) (min) (g

300 10 100 0,20 0,63 0,75 0,61
700 10 100 0,30 2,20 2,35 1,83
300 20 100 0,31 1,39 1,19 1,20
700 20 100 0,80 3,52 3,55 3,04
300 10 200 0,07 0,29 0,27 0,29
700 10 200 0,13 0,62 0,57 0,55
300 20 200 0,11 0,47 0,46 0,51
700 20 200 0,22 1,05 1,15 1,16
500 15 150 0,22 1,07 0,76 0,92

de ez nem mondhaté relevans csokkenésnek. Meg-
allapithat6, hogy ezzel a habzasgéatloval nem érhetd
el megfelel6 pérolgascsokkenés egy olyan rend-
szerben, amely etanolt tartalmaz.

A valaszfelszin definidldsat kovetGen meghata-
roztuk a kiilonbozd faktorokhoz rendelhetd, azok
hatdsdra utalé egyititthatokat, ami lehet6vé tette
a megalapozott sszehasonlitast. A felszinillesztés
minden minta esetében nagyon jé volt. Mindig a
kezdeti mennyiség volt a legfontosabb faktor, mig
a legkisebb hatast a keverési id6 esetében tapasz-
taltuk (IV. tdblizat). Ez arra utal, hogy a korabbi
eredményeket is figyelembe véve azok a faktorok,
amelyek a keverési kip dimenziéjanak megvaltoz-
tatdsdn keresztiil a feliilet nagysagat is megvaltoz-
tatjak, sokkal jelent6sebb veszteséget indukalnak,
mint a keverési id6. A beallitasi paraméterek hata-
sainak sorrendjében nem volt véltozds. A kezdeti
mennyiségnél (X,) a negativ elGjel azt mutatta,
hogy minél kisebb a témeg, annél nagyobb az elpa-

IV. tablazat

rolgott folyadék relativ mennyisége. Ez azért érde-
mel emlitést, mivel a bevonasi folyamat soran fo-
lyamatosan csokken a folyadék mennyisége.

A b, érték (az eredmények atlaga) a Keverék 1.
esetén volt a legalacsonyabb és a Keverék 2.-nél volt
a legmagasabb. A habzdsgatl6 komponens kissé
csokkentette ezeket az értékeket, vagyis az atlagos
veszteséget.

Az egyes segédanyagok szerepének jobb megér-
téséhez vizsgaltuk a faktorok hatdsainak relativ val-
tozasat (V. tablizat). Az etanol hatdsa meghatarozha-
t6 a Keverék 1. illetve 2. 6sszehasonlitdsaval. Latha-
t6, hogy az Osszetétel megvaltoztatdsa a keverési
sebességben (X,) okozta a legjelentSsebb valtozast.
Ennek a faktornak koszonhet6 novekedés kozel hat-
szoros volt, mig az atlagos névekedés (b ) esetén ke-
vesebb, mint 6tszoros. Vagyis az etanol jelenlétére ez
a legérzékenyebb faktor. A masik két faktorban
bekovetkezd valtozas mértéke kisebb volt. A fakto-
rok interakcidi igen nagy valtozatossagot mutattak.

V. tablizat

A faktorok hatdsai A faktorok hatdsainak relativ dsszehasonlitdsa (%-ban)

Keverék Keverék Keverék Keverék Valtozas Valtozas Valtozas

1. 2. 3. 4. (Keverék (Keverék (Keverék
b, 0,26 1,25 1,23 1,12 1. és2.) 2.és3.) 2.és4.)
b, 0,19 1,15 1,24 1,00 b, 476,96 98,28 89,83
b, 0,19 0,67 0,60 0,66 b, 609,13 107,24 86,39
b, -0,28 -1,33 -1,35 -1,04 b, 359,30 90,32 98,59
b, 0,11 0,20 0,29 0,25 b, 481,46 101,76 78,62
b, -0,10 -0,70 -0,74 -0,54 b, 181,90 142,19 125,06
b,, -0,12 -0,37 -0,22 -0,24 b,, 673,51 105,88 76,75
b, -0,09 -0,08 -0,09 -0,06 b, 309,19 58,87 65,99
R? 0,9939 0,9958 0,9723 0,9927 b, 92,15 115,84 71,88
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A 3-faktoros interakciéhoz rendelhet6 érték a Keve-
rék 2. esetében alacsonyabb volt, de ennek fontossa-
ga elhanyagolhat6 az alacsony abszoldt érték miatt.
Meghatéaroztuk a habzasgétl6 segédanyag hata-
sat ugy, hogy 0sszehasonlitottuk a Keverék 2.-t a
Keverék 3.-mal és 4.-gyel (V. tablizat). Lathato, hogy
a habzasgétl6 komponens nagyobb koncentracio-
ban sem okozta a faktorok fontossaganak jelent6s
csokkenését. Kis foku valtozast tapasztaltunk a ke-
verési sebesség (X)) esetében és egy kicsit maga-
sabbat a kezdeti mennyiség (X,) esetében, de ezek
nem Osszevetheté mértéki véltozasok az etanol al-
kalmazasakor bekovetkezd médosuléssal.

Kovetkeztetés

Elmondhat6, hogy az illékony komponenst nem
tartalmazoé folyadéknak keverés hatdsara bekovet-
kez6 tomegvesztesége a vizsgalt koriilmények ko-
z06tt kismértékd volt. A 20% etanolt tartalmazo fo-
lyadékban jelent6sen megnovekedett a parolgas.
Ebben az esetben az illékony komponensnek kozel
15%-a parolgott el a 20 perces keverés soran. Ezal-
tal az Osszetétel jelentGsen megvaltozik és igy a
film tulajdonségai is kiilonbdzhetnek.

A miikodési paraméterek hatasait faktoridlis ki-
sérlettervezés alapjan hataroztuk meg. Jol lathat6
volt, hogy az etanol jelenléte a bevon6 folyadékban
nemcsak a faktorok hatdsanak mértékét véltoztatta
meg, hanem egymadshoz viszonyitott aranyukat is.
Azok a faktorok, melyek a keverési kiip dimenzio-
janak jelentds valtozasat okozzak, sokkal jelents-
sebb hatdst gyakorolnak a parolgdsra is, mint a
mdveleti id6. Az orvénykup feliiletének novelése
olyan mértékben fokozta a feliileti parolgast, hogy
azt a vizsgalt, feliileten feldisulé segédanyaggal
nem lehetett érdemlegesen csokkenteni.

Kovetkezésképpen azilyen osszetételek elallita-
sandl legel6szér meg kell hatdrozni az egyes mi-
kodési paraméterek optimaélis beéllitasait. Ez az
informdci6 segithet egy a bevonds sordn hasznél-
hato specialis kever6 berendezés megtervezésében
is, mert eredményeink azt mutatjdk, hogy a nyilt
rendszerek nem megfelelek és az is tudott, hogy a
hermetikusan lezart edénybdl nem lehetséges a fo-
lyadék porlasztasa. Mindezeknek a szerepe az illé-
kony komponenst tartalmazé bevoné folyadékok-
nal felértékelédik, mivel az ilyen anyagok gbze
komoly veszélyforrast is jelent. Az alkohol-tartal-
mu rendszernél a teljesen nyitott rendszer kikiiszo-
bolése kornyezetvédelmi és munkavédelmi szem-

pontbdl fontos, a zart rendszer viszont ezen gazok
felddsulasa miatt munkavédelmi szempontbdl
keriilend6 (robbanasveszély!).

Az ilyen jellegii informaciok fontosak lehetnek a
bevoné szuszpenzidk keverése soran fellépé prob-
lémédk megoldasa szempontjabol. Mivel ez a tech-
nolégiai 1épés nemcsak a folyadék el6allitasa soran
fontos, hanem a bevonds soran folyamatosan, ezért
a homogenitas biztositdsan kiviil a feliileti jelensé-
gek el6forduldsat is mindenképpen figyelembe kell
venni. Ezeket a faktorokat kritikus pontként
célszert definidlni és az értékeket a bevonds soran
az igényeknek megfelelGen (a csokkend folyadék-
mennyiség miatt) elére beallitott program szerint
modositani is sziikséges.
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Rossz vizoldékonysaga hatéanyagok parenterilis gyogyszerformaként
tortén6 formulalasanal felmeriil6 problémak
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Summary

Kovacs, K, Orosz T, Stampf, Gy, Antal, I,
Klebovich, I, Ludanyi, K:Difficulties encountered
during formulation of a parenteral dosage form containing
a poorly soluble drug

Poor water solubility and consequently the difficulties in
formulatingaliquiddosageformisagreat concernin pharmaceutical
development. The importance of this issue is underlined by the fact
that 10-30% of marketed drugs and 60-70% of drugs coming from
early development stage have solubility problems.

In this paper we summarize the existing solubility enhancing
techniques that are applicable in parenteral dosage forms for
overcoming the issue. We address the problem of choosing the
most adequate solubility enhancing technique and present the
considerations that should be kept in mind during formulating
the solvent systems. Such questions are for example the possible
haemolysing effect of the excipients, pH of the composition and
its compatibility with various sterilizing methods. We also focus
on the probable technological issues, which may arise in each
solubility enhancing method, we present examples for every one
of them and where possible the solution to the problem is also
proposed.

Osszefoglalds

A rossz vizoldékonysdg, valamint az ebbdl adodo folyékony gyogy-
szerformdkat érintd nehézségek megolddsa a gyégyszertechnologia
egyik legfontosabb feladata. A probléma fontossigadt mutatja, hogy
a rendelkezésre dllo vegyiiletek mintegy 10-30%-a, az iijonnan
kifejlesztett molekulik 60-70%-a rossz vizoldékonysdiggal rendel-
kezik.

Dolgozatunkban bemutatjuk azokat a létezd oldékonysig-
novelési technikikat, amelyeket parenterilis gyégyszerformd-
ban alkalmazni lehet a nehézség megolddsdra. Kitériink arra,
hogy milyen szempontok alapjin lehet ezen médszerekbdl a
legmegfelelobbet vilasztani és milyen tovdbbi szempontok meriil-
nek fel az olddszerrendszer kidolgozdsa sordn. Igy tobbek kozott
bemutatjuk, hogy kiilon figyelmet kell forditani az egyes segéd-
anyagok lehetséges hemolizald hatdsira, az dsszetétel pH értékére,
a sterilezhetdségre. Kitériink arra, hogy az egyes oldékonysig-
novelési médszerekre milyen gyogyszertechnologiai probléma
jellemz6, példikat hozunk ezekre, és ahol lehet, a problémdk meg-

olddsdt is bemutatjuk.

Bevezetés

Régoéta ismert az a megéllapitas, hogy féként az ol-
dott molekulak hatékonyak — , Corpora non agunt
nisi soluta”; a rossz oldhatdsag hosszu ideje okoz
fejtorést az alkimistaknak, a kémikusoknak és a kor
elére haladtaval a gyogyszerészeknek is [1]. Az ol-
dédés jelentéségére mutatott ra 1863-ban Joseph
Carson, a pennsylvaniai egyetem tandra a ,Mate-
ria Medica és Gyobgyszerészet” cimd targy eld-
adasainak Osszefoglaldjaban, miszerint , minden
anyagnak oldott allapotban kell lennie ahhoz, hogy
bekeriiljon a vérdramba”. Beszamolt arrdl is, hogy
bizonyitottan aktiv, de nem old6d6 anyagok esetén
lehet8ség van azok oldhatéva tételére [2].

Ez a mai napig helytéll6, hiszen napjainkban az
tjonnan kifejlesztett hatéanyagok tekintélyes ha-
nyada a vizben rosszul old6dé kategoridba tarto-

zik. Ezen gyodgyszermolekuldk nem megfeleld
vizoldékonysdga komoly nehézséget jelent terapi-
as felhasznaldsuk szempontjabdl és a gyogyszer-
fejleszt6k torekvései ellenére a rossz oldékonysag,
valamint ebbél adéddan a folyékony gyodgyszerfor-
maként torténd formulélds nehézségei tovébbra is
jelentds problémakat okoznak [3, 4]. A Shering AG
altal 2005-ben megrendezett Drug Delivery Tech-
nologies and Deal Making Summit rendezvényen
kozzétett statisztikdk szerint:

—-minden 10 forgalmazott vegytiletbdl egynél
oldékonységi problémék vannak,

—a ,pipeline” hatdéanyagainak tobb mint 1/3-a
rosszul oldodik,

—a korai preklinikai vizsgalatokbdl kikertiil$ hato-
anyagokmajdnem2/3-aalacsony oldékonysaggal
rendelkezik [5, 6].

Ezek a statisztikdk egyértelmtien aldtdmasztjdk
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azt a tényt, hogy a gydgyszeriparban egyre na-
gyobb mértékii a rosszul oldédé vegyiiletek ara-
nya és ebbdl adédodan az az igény, hogy ezeket te-
rapidsan alkalmazhaté olddszerrel/old6szerekkel
vagy megfelel oldékonysag-ndvel6 modszer se-
gitségével terapidsan alkalmazhaté gyoégyszerré
kell fejleszteni. Ezen tilmenden, egy meglévé mo-
lekula oldékonysdganak javitdsa noveli a hato-
anyag biohasznosuldsat és hatékonysagat, ami ter-
mészetesen nemcsak tudomdanyos és gyogydszati
szempontbdl relevans, hanem jelent&s piaci értéket
is teremt. A mar ismert hatéanyagokat tartalmazoé
készitmények atformulalasa (Gn. szupergenerikus
készitményekké) tovabbi terdpids lehetSségeket
nyithat meg, és a termék szabadalmi védettségét is
novelheti. Tovébbi fontos tény, hogy egy készit-
mény atformulalasa sokkal kevesebb anyagi rafor-
ditast igényel, mint egy 1j hatéanyag feltalalasa és
kifejlesztése [6].

Ebbél kifolyodlag rosszul oldoédé vegyiiletek fo-
lyékony gyoégyszerformdba torténd formuldlasat
szamos kutatd és fejleszté megkisérelte és jo né-
hany moddszer vélt ismertté a gyogyszertechno-
légiaban [3, 4]. Ezen technikdk egy része jol bevilt,
régota alkalmazott technika (pl. emulzi6, szusz-
penzi6 készitése; oldékonysagnovelés pH, koszol-
vensek, feliiletaktiv anyagok segitségével), masik
része pedig djabb, Osszetettebb technika (pl.
liposzémék vagy mikro- és nanoemulzidk készité-
se). Fontos megemliteni és tisztazni a kiilonbséget
azon technikdk kozott, amelyek az egyes gyogy-
szermolekulak latszélagos oldékonysagat novelik,
és ezzel a szilard gyogyszerformdk farmakokine-
tikai tulajdonsagait médositjék; illetve amelyek a
molekuldk valédi, egyenstlyi oldékonysagat val-
toztatjak meg. Ez utébbi mddszerek azok, amelye-
ket folyékony gyogyszerformdknal elényosen le-
het alkalmazni.

Parenteralis készitmények esetében, amikor a
gyogyszert az emésztStraktus megkertilésével —
injekcidk és inftizidk esetén tobbnyire kdzvetlentil
a véraramba torténd adagolassal — juttatjak a szer-
vezetbe, a megfelel$ oldékonysag-novelési techni-
ka kivalasztdsa kiilonos odafigyeléstigényel. Egyes
technikakat csak korldtozottan, masokat pedig
egyaltalannem lehet alkalmazni, mivel parenteralis
készitmények esetén csak olyan oldékonysdg-no-
vel6 modszereket lehet vélasztani vagy fejleszteni,
amelyek a hatéanyag tulajdonsagain tul a szerve-
zet sajatossagait is figyelembe veszik [7].

Munkank elején réviden bemutatjuk a paren-
terdlis gyogyszerformédkkal szemben tdmasztott
kovetelményeket és ismertetjiik a gyogyaszatban
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hasznélt anyagok oldékonysagi jellemzgit. Dolgo-
zatunk tovabbi célja bemutatni azokat a szem-
pontokat, amelyeket figyelembe kell venni a
parenteralis gyogyszerformdkndl haszndlt oldé-
konysagnovelési technikdk alkalmazasa soran.
Részletezziik, hogy az egyes modszerekre milyen
nehézség jellemzd, illetve mely szempontokra
kell kiilonosen figyelni. Példakat hozunk ezekre,
és ahol lehet, a problémak megoldasat is bemutat-
juk.

Parenteralis gyogyszerkészitmények

AVIIL Magyar Gyo6gyszerkonyv definicidja szerint
a parenterélis gyogyszerkészitmények injekcid, in-
fazi6 vagy implantacié ttjan az emberi vagy allati
testbe juttatasra szant, steril készitmények [8]. A
terapids szempontok és az alkalmazds modja miatt
ezen gyogyszereknek igen szigora kdvetelmények-
nek kell megfelelniiik. Minden esetben teljesiilnie
kell a

— sterilitas,

- pirogénmentesség,

— pontos hatéanyag-tartalom,

— fizikai és kémiai stabilités,

— szal- ill. részecskementesség

kovetelményének.

Optimalis esetben a parenteralis célra szant ol-
datok izotdnidsak, izohidridsak és izoionidsak;
e harom ajdnlds azonban ritkdn teljesiil egyszerre
[9, 10]. Ezen kovetelmények és ajanlasok jelentSs
szerepet jatszanak az oldashoz alkalmazott oldé-
szer vagy oldékonysdg-novel6 segédanyagok ki-
valasztasanal.

Oldatok

Az oldatok két vagy tobb komponensbdl allé ho-
mogén diszperz rendszerek, ahol az egyes kompo-
nensek molekularis vagy ionos eloszlasban vannak
jelen. A diszpergaldszer az oldészer, a diszperz fa-
zis pedig az oldott anyag: leggyakrabban szilard
anyag, de lehet folyadék vagy géz is. Ha az adott
anyagboél az oldatban adott hdmérsékleten maxi-
malisan oldhaté mennyiség van feloldva, telitett
oldatrdl beszéliink. Ennél kevesebb anyag oldédsa
esetén telitetlen oldatot kapunk. A tultelitett oldat
nem stabil rendszer, mert a f6loslegben 1évé oldott
anyag kivélik, az oldat pedig telitett lesz. A részecs-
keméret alapjan megkiilonboztetiink valodi és kol-
loid oldatokat: el6bbiek esetén az oldott részecskék
nagysaga kisebb, mint 1 nm, kolloid oldatok esetén
pedig 1-1000 nm kozott van.
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I. tablazat

A VIII. Magyar Gyogyszerkonyvben taldlhatd kifejezések az oldékonysdg jellemzésére

1 g anyagra vonatkoztatott megkozelit6

Kifejezések oldészertérfogat milliliterben
Nagyon b&ségesen oldodik <1
B6ségesen oldodik 1-10
Oldodik 10-30
Mérsékelten oldodik 30-100
Kevéssé oldodik 100 - 1000
Alig oldodik 1000 - 10 000
Gyakorlatilag nem oldoédik > 10000

Oldédéskor az oldott anyag molekuldi szolva-
tdlédnak (ha az olddszer viz, ezt a folyamatot hid-
ratdcionak nevezik), vagyis lazan kotott olddszer-
molekuldk veszik koriil az oldott anyag részecskéit
[11]. Eléfordul, hogy egy vegyiiletnek csak egy ré-
sze (csoportja) szolvatalédik, ilyenkor a molekulé-
ban liofil és lioféb csoportok is talalhatok. Az old6-
szerek lehetnek polarisak (pl. viz), szemipolarisak
(pl. etanol) és apoldrisak (pl. napraforgoolaj). A po-
laris oldészerek jol oldjdk a polaris vegyiileteket,
elektrolitokat. Az apolaris vegyiiletek vizben gya-
korlatilag oldhatatlanok. A szemipolaris oldésze-
rek kismértékben oldjak mind a poléris, mind az
apolaris vegyiileteket. [9]

Az oldékonysag osztalyozasa

Az oldékonysag-novelési technikdk részletes atte-
kintése el6tt fontos megismerni, hogy milyen ese-
tekben beszéliink rossz vizoldékonysagrol, milyen
oldékonysdg-mutaté rendszerek léteznek, és mi-
lyen oldékonysagi csoportokat ismeriink. A gyogy-
szervegyiiletek vagy barmely mas molekuldk cso-
portositasat oldékonysag alapjan a gyogyszerkony-
vek tartalmazzak (mind az eurépai, mind a hazai
gyogyszerkonyv). Az oldékonysag jellemzésére
hasznalt kifejezések a 15 — 25 °C kozotti hdmér-
séklettartomanyra vonatkoznak és leirasukat az I.
tablizat foglalja Gssze.

A gybgyszerkonyv tovébbd ,részben oldodik”
és ,elegyedik” kifejezéseket is hasznal a vegytiile-
tek jellemzésére. A ,részben oldodik” kifejezés
olyan keverékek esetén szerepel, amelyeknek csak
egyes alkotorészei oldédnak. Az elegyedik kifeje-
zés olyan folyadékokra vonatkozik, amelyek min-
den aranyban elegyednek a megadott oldészerrel
[8].

Egyes vegyiiletek oldékonysag és permeabilitas
alapjan torténd osztilyozasdnak egy masik széles
korben alkalmazott médszere a , biopharmaceutical
classification system” (biofarmaciai osztalyozasi
rendszer, BCS) szerinti osztdlyozds. A rendszer
2000-ben mar az FDA altal kiadott Guidance for
Industry irdnyelvben is szerepel, jelezvén széles
kort elfogadottsagat [12]. Ez a rendszer egyenstlyi
oldékonysdguk és intesztindlis permeabilitasuk
alapjan sorolja a vegyiileteket négy csoportba (II.
tdblazat) [13].

Az oldékonysdg besorolasanak alapja a doézis
oldékonységi térfogat (dose solubility volume). Ez az
a térfogat, ami sziikséges a vegyiilet feloldasdhoz
37 °C-on pH 1,0 - 7,5 k6z6tt. Amennyiben ez a tér-
fogat =250 ml, akkor a vegyiilet j6l old6dik, ameny-
nyiben > 250 ml, akkor a vegyiilet rosszul oldédik.

A permeabilitds besoroldsa az emberi bél hato-
anyag abszorpcidja alapjan keriil meghatérozasra.
J6 permeabilitdsii az az anyag, amelynek inteszti-
nalis abszorpcidja meghaladja a 90%-ot [14].

II. tablazat

BCS osztilyozds
J6 oldékonysag Rossz oldékonysag
J6 permeabilitas L. osztaly II. osztaly
Rossz permeabilitas III. osztaly IV. osztaly
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Oldékonysagnovelési technikak csoportositasa

Amennyiben egy gyodgyszermolekula oldékony-
sdga joval a terapids dozis alatt van, szdmos
lehet6ség van arra, hogy ezt a sziikséges mértékig
noveljiik. Mint az mér a bevezetésben is emlitésre
keriilt, dolgozatunkban kizardlag azokat a méd-
szereket részletezziik, amelyek a gyogyszertech-
nolégiaban a parenteralisan alkalmazott készitmé-
nyek esetén keriilnek felhasznalasra, tovabba azon
technikdk bemutatasara szoritkozunk, amelyeknél
vizes rendszerben keriil a hatdéanyag feloldasra.
Ezen technikak ko6zos tulajdonsaga, hogy a hato-
anyagok egyensulyi oldékonysdgat novelik. Ilyen
- a hatéanyag szerkezetének médositasa

*prodrug képzés [15],

»soképzés;
- gyogyszertechnologiai mdédszerek

»pH-véltoztatas [16, 17],

=koszolvensek alkalmazasa [18],

= feliiletaktiv anyagok hozzaadasa [19],

*hidrotrép képzés [20, 21],

*ciklodextrin zarvanykomplexek kialakitasa

[22, 23],
*liposzéma-elGallitas [24, 25].
A felsorolt moédszerek mindegyike alkalmas

oldékonysdag-novelésre, azonban a  célnak

III. tablazat

A megfeleld oldékonysig-novelési technika kivilasztdsihoz

sziikséges, a hatéanyagok tulajdonsigit leiré adatok, vala-
mint a Qyogyszerformdra jellemzd specifikus problémdik

Hatbanyag elemzése

- alkalmazott doézis,

- szerkezeti jellemzdk,

- olvadaspont,

- viz-oktanol megoszlasi hanyados,

- ionizéacios konstans,

- vizoldékonysag,

- stabilitasa kiilonboz6 kdzegekben (pH,
koszolvens stb.),

- permeabilitas;

Gyégyszerforma-specifikus problémak

- sterilitas biztositasa,

- hatbéanyag stabilitdsa adott segédanyagok
jelenlétében,

- hatéanyag lehetséges kivalasa higitas hatasara,

- olddszerrendszer viszkozitasa és
adagolhatosaga (injektalhatoséga),

- phlebitis,

- haemolysis és sejtkarosodas,

- fdjdalom a beadds helyén,

- toxicitas.
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legmegfelelébb technika kivélasztdsa soran sza-
mos tényezé&t kell figyelembe venni. A két legfon-
tosabb ezek koziil (1) a hatéanyag tulajdonsagai és
(2) a parenterdlis adagolasbol adédé specidlis
szempontok.

Hatéanyag tulajdonsagai

Mivel jelen dolgozatban a parenteralis adagoldsra
szant készitményekben alkalmazhaté médszereket
kivanjuk részletesen bemutatni, ezért a hatéanyag
elemzéséhez csak egy rovid listat készitettiink (II1.
tablizat), és a gyogyszerforma sajatossagaibol ado-
dé nehézségeket mutatjuk be részletesen. Ez ter-
mészetesen nem azt jelenti, hogy a farmakon tulaj-
donsagai masodlagosak az oldékonysag-novelési
technika kivalasztasanal, s6t forditva, ezek a mod-
szer kivalasztdsdnak els6dleges meghatarozoi, hi-
szen a vegyiilet pKa értéke, vizoldékonysdga és
lipofilitdsa hatdrozzdk meg leginkabb a technika
alkalmazhato6sagat.

Gyoégyszerforma-specifikus problémak

A hatéanyag-tulajdonsdgok bemutatdsa utan cél-
szeri a rendelkezésre 4ll6 oldékonysagnovelési
technikak attekintése és az adott farmakonra legin-
kébb alkalmazhat6 kivalasztdsa. Ehhez sziikséges
ezen technikdk elényeinek és hatranyainak, vala-
mint a gyégyszerforma sajitossdgaib6él ad6do
technolégiai és bioldgiai tulajdonsdgainak részle-
tes ismerete (II1. tdblizat).

Sterilitds biztositdsa

A parenterdlis gyogyszerformédkkal szemben té-
masztott egyik kovetelmény, hogy a készitmény
steril legyen. Ennek megvalésitasara a két leggyak-
rabban alkalmazott médszer a hdsterilezés és a
membransz{irés (a tobbi technika ritkabban kertil
alkalmazéasra).

Amennyiben a hével torténd végsterilezéshez az
autokldvozast vélasztjuk, abban az esetben ttilnyo-
mas alatt, telitett vizg&zben legaldbb 15 percig
121°C-on kell a készitményt tartani. Végsterilezés
soran a magas hémérsékletnek kitett mintakban
elpusztulnak a patogén és az apatogén mikroorga-
nizmusok, azonban ezzel parhuzamosan a héha-
tasnak koszonhet6en nem kivant véltozasokkal is
szamolni kell. Ezek koziil a legszembet{inébb a ha-
téanyag és/vagy a segédanyagok bomlésa.

A szamos héérzékeny vegyiileten tul a prodrug
képzés soran a jobb vizoldékonységi tulajdonsag-
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gal rendelkez6 hatéanyagok sok esetben metastabil
vegyiiletek. H6 hatasara a prodrug elbomlik és az
eredeti, kiinduldsi hatéanyag keletkezik, amelynek
oldékonységa rendszerint alacsonyabb; ebbdl kifo-
lydlag kicsapédik. Amennyiben a prodrug-képzést
valasztjuk az oldékonysdg-novelésre, az esetek
dontd hanyaddban csak a membransziirés alkal-
mazhatoé a készitmény sterilezésére [15].

A nanonizilds és a liposzomdba torténd formuldlds
térhoditasa egyre nagyobb méreteket 6lt a gyogy-
szeriparban. Alip6szémads készitmények histerilez-
het6sége azonban szintén nem valdsithaté meg,
mertmagashémérsékletenalipidek ésaliposzomaék
struktiraja is instabil. Ebbdl kifolydlag ezen techni-
ka esetén is csak a membransz(rés valaszthato
[14].

Membréansziirés esetén az oldatokat 0,22 pm-es
vagy ennél kisebb névleges porusatmérsjti, bakté-
rium-visszatarté membranon kell szlrni. Mivel
ezen sz{ir6k felépitése és anyaguk is nagyon sokféle
lehet, ezért itt arra kell iigyelni, hogy az anyagnak a
szlirén torténd esetleges adszorpcidjat elkeriiljiik
[8]. Ennek kikiiszobolésére, valamint azért, hogy a
szlir6 és az old6szer kompatibilitdsa megéallapitasra
keriiljon, a sztir6gyartok rendszeresen készitenek
kompatibilitds-vizsgalatokat és ezeket katalogusa-
ikban kozzé is teszik [26]. Vizsgdalataik soran sza-
mos savat, bazist és koszolvenst ellendriznek. A
megfelel$ sziird kivalasztdsdnal azonban az elké-
sziilt old6szerrendszerrel kell megfelel6 kompatibi-
litasi vizsgalatokat végezni a fejlesztés soran, hogy
a haszndlhato szlir6k azonositasra kertiljenek.

A hatéanyag stabilitdsa kiilonbozo
oldészerekben

A hatbanyag stabilitasa kiilonb6z6 oldészerekben
nem specifikusan parenterélis gyoégyszerformahoz
fiz6d6 probléma, hanem éaltaldnosan jelen van a
folyékony gyodgyszerformakban, azonban az oldé-
konysagnovelési technikak megvalasztasdnak egy
nagyon lényeges pontja. A vegyiiletek vizes kozeg-
ben torténd bomldsdnak szdmos formdja ismert,
melyek koziil a hidrolizis és a redoxi folyamatok a
leggyakoribbak. Az oldékonysag-novelésre kiva-
lasztott technika stabilizalé vagy destabilizal6 ha-
tdsa nagyrészt a farmakon bomlasi mechanizmusa-
nak fliggvénye.

Hidrolizis: Az oldékonysag-noveléshez hasznalt
segédanyagok jelent6sen befolyasolhatjdk a hato-
anyag kémiai stabilitasat, hiszen ezek a tiszta vizt6l
és a szilard allapottol eltérd kornyezetet biztosita-
nak [18]. Az oldokdzegben a pH, az ionerdsség, a

puffer mindsége és a kezdeti koncentracié nagy-
mértékben befolyasolja a hatéanyagok stabilitdsat
[14]. Szamos j6l ismert és alkalmazott vegyiilet
hidrolizal, mint pl. a diazepam, aszpirin, ketoko-
nazol stb. [18]. A ketokonazol esetén a vizsgalatok
ramutattak arra, hogy a hatéanyag stabilitdsa pH 5
alatt hosszu tdvon nem megfelel6 [27]. Azonban a
megfelel$ stabilitast nemcsak a hatéanyag kémiai
bomlésa ronthatja el, hanem a gyakran figyelmen
kiviil hagyott segédanyagok reakcidja is. Hirakura
munkdja mutatott rd arra, hogy bizonyos készitmé-
nyek pH-ja tarolds hatasara megvaltozik. Egy rosz-
szul old6d6 vegyiilet, pl. a conivaptan-hidroklorid
eseténahatéanyagot tejsav ésetanol / propilénglikol
olddszerben feloldva, rendszer kezdetben pH 4 - 5
kozé beallitott kémhatédsa a tarolds soran, hosszu
tdvon né, ami a tejsav dimerek hidrolizise és az al-
koholokkal torténd észterképzés miatt kovetkezik
be [28].

Hasonlé folyamatok figyelhet6k meg koszol-
vensek, micelldk és komplexalok esetén is. Zhao és
Yalkowsky munkassaga sordn az eptifibatid stabili-
tasat sikertilt koszolvensek hozzdadasaval javitani
[29]. A koszolvensekhez hasonlé stabilizdlé hatast
kifejt6 micelldk, komplexalok és a liposzomak is
ilyen elven mtkodve csokkentik a farmakon-viz
taldlkozasanak ardnyat és igy csokkentik a hidroli-
zis val6szin(iségét.

Oxidicio: Pufferek és pH beallitok esetén nehéz
altalanos kovetkeztetést levonni az oxidéciora tett
hatdsukrol; ebben az esetben a farmakon tulajdon-
sagai hatdrozzdk meg azt a pH tartomanyt, amiben
a legstabilabb. Altalanossdgban azonban elmond-
hat6, hogy az oxigén apolaris vegyiiletként jobban
oldédik az apoléris oldészerben, tehdt s6k hozza-
adasa révén csokkenthetd az oldott oxigén meny-
nyisége. Koszolvensekkel torténd formulélds ese-
tén az olddszerrendszer apoldrisabb lesz és igy
tobb oxigént képes oldani, ami az oxidacids folya-
matok felgyorsulasat segitheti. Micellaris szolubi-
lizalas esetén, csakiigy mint a hidrolizisre hajlamos
vegyiiletek olddsa soran, a stabilizalds/destabiliza-
las mértéke attdl fiigg, hogy az oldott hatéanyag
milyen médon helyezkedik el a micellaban. Abban
az esetben, ha védve van az oxigéntdl, akkor stabi-
lizalé hatas érvényesiil, pl. metilprednizolon poli-
szorbat 80-ba torténd oldasa esetén [18].

Természetesen az irodalomban dont6 tobbség-
ben olyan kozlemények talalhaték, amelyek arrél
sz6lnak, hogy az egyes segédanyagok stabilizal6
hatéast fejtenek ki, azonban taldlni példat ennek
ellenkezgjére is. Kamiya és munkatarsai paraoxon,
paration és metil-paration hidrolizisének sebessé-
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gét vizsgaltak meg harom kiilonb6z6 ciklodextrin-
nel komplexalva. Eredményeik ramutattak arra,
hogy a paration hidrolizisének sebessége jelentésen
megnd a komplexalas hataséara [30].

Prodrug képzése, ellentétben az eddig felsorol-
takkal, szdmos stabilitdsi problémaét vet fel. Ebben
az esetben nem a hatéanyag kémiai bomlasa jelenti
a f6 akadélyt, hanem hasonldan a sterilizalasi rész-
ben leirtakhoz, tarolds sordn a prodrugbdl kiala-
kulhatazeredetihatéanyag, melynek oldékonysaga
rosszabb és igy az kivalik az oldatbdl [15].

Liposzémas formulélas esetén a hatéanyag sta-
bilitdsdnak vizsgalatdn til nagyon fontos a lipo-
szoma fizikai és kémiai stabilitdsdnak ismerete.
Olyan fizikai paraméterek, mint példaul a lipo-
szoOmak méreteloszlasa és a bezdrasi hatdsfok val-
tozhatnak térolas hatasara, igy nagyon jelentds be-
folyasuk lehet a készitmény stabilitasara [14]. Noda
és munkatarsai a 6-karboxil-fluoreszceinnel vég-
zett vizsgalataik sordn bebizonyitottdk, hogy a ko-
leszterin tartalmu liposzémakbdl lassabban sziva-
rog ki a vizsgalt anyag [31]. A liposzomdk fizikai
stabilitdsan tul a legfontosabb kémiai bomldsuk a
foszfolipideket érinté hidrolizis és oxidacié. Hid-
rolizis sordn a keletkezett zsirsavak csokkentik a
pH-t, tehat a pH monitorozasa sziikséges. Ezen ki-
viil a keletkezett lizofoszfatidok megnovelik a
membran fluiditasat és permeabilitadsat, ami a ha-
téanyag kiszivargdsahoz vezet. Oxidaci6 soran ke-
letkezett szabad gyokok, aldehidek és egyéb ve-
gyiiletek hasonl6 médon a liposzéma kett&sréteg
fluiditasat, permeabilitdsat és a bezarasi hatasfokat
ronthatjak [14].

Osszegezve elmondhat6, hogy az alkalmazott
oldékonysag-novelési technikak koziil egyes ese-
tekben homogén keverék (koszolvens, pH bealli-
tok) keletkezik, mig mds esetekben nem. Azon ol-
datok esetén, ahol homogén keverék keletkezik,
az oldészerrendszer polaritdsa az azt alkotok po-
laritdsa kozé esik. Az igy keletkezett rendszer po-
laritdsa jelent6s hatdssal van az oldandé anyag
stabilitdsdra, hiszen az egyes kémiai reakciok
el6forduldsdnak valdszintisége eltér6 lehet a
kiilonboz6 6sszetételd (ebbdl kifolydlag kiilonb6zé
polaritasti) oldoszerekben. Erre példa a polaritds
csokkentése, amely gatat szab az ionizalt forma
keletkezésének, igy azoknak a bomlasi folyama-
toknak, amelyek sordn vagy végén toltott részecs-
ke jon létre. Azokban az oldatokban, ahol nem ho-
mogén keverék keletkezik, ilyen altalanos megal-
lapitast nem lehet tenni és ott a stabilitds vagy in-
stabilitas kialakuldshoz egyéb tényezdk is hozza-
jarulnak [18].
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Hatéanyag lehetséges kivdldsa higitds hatdsdra

A parenterdlis gyogyszeradagolds sajatossaga,
hogy bizonyos esetekben a készitményt beadas
el6tt mas oldatokkal (pl. infazid) elegyithetik.
Amennyiben pH beallitassal, koszolvensekkel, fe-
lilletaktiv anyagokkal, komplexképzdkkel, vagy
ezen technikdk valamilyen kombindcidjaval kisé-
reljiik meg a kivant oldékonyséagot biztositani, tugy
szamolni kell azzal a lehet6séggel, hogy a kidolgo-
zott Osszetételben a hatéanyag higitds hatdséra ki-
valhat. A higitas torténhet inftiziokkal vagy vérrel
(a készitmény beadasa). Mindkét esetben ugyanaz
a folyamat zajlik le: adott egy Osszetétel, melyben
adott koncentraciéban lehet a farmakont feloldani.
Higitas utan egy 1j 0sszetétel keletkezik, melyben
a hatéanyag és a segédanyagok koncentracidja, to-
vabba adott esetben a pH-ja is eltér az eredeti
Osszetételtél. Amennyiben ez a kialakult rendszer
nem képes a hatdanyagokat oldatban tartani, a
farmakon kivalhat. Az alabbiakban részletesen be-
mutatjuk az egyes oldékonysag-novelési technikak
sordn tapasztalhaté hatéanyag-kivalds lehetséges
okait.

Savakkal, ligokkal és egyéb pH beallitokkal
végzett oldékonysag-ndvelés esetén a higitas hata-
sdra végbemend folyamatok tobb tényez&tol fligg-
nek. Ilyen tényez6:

- a kiindulasi oldat pH-ja,

- a kiindulasi oldat puffer kapacitasa,
- a higit6 oldat pH-ja,

- a higit6 oldat puffer kapacitasa.

Mindezen tényezdk erésen befolyasoljak azt a fo-
lyamatot, amely sordn a higitott oldat pH-ja, az ol-
dott anyag koncentrdcidja és ebbdl kifolydlag az
oldékonyséaga valtozik. Osszefoglalva a higitéskor
végbemend folyamatok eredményét elmondhato,
hogy amennyiben a higitds utdni oldat pH-ja olyan
mértékben valtozik, hogy az a gydgyszermolekula
oldékonysaganak szempontjabdl elénytelen, ab-
ban az esetben megtorténhet a vegyiilet kivalasa
az oldatbdl. Az ilyen rendszerbdl természetesen
nem valik ki az dsszes hatéanyag, csak az a meny-
nyiség, amit a higitott oldat mar nem tud oldatban
tartani. fgy egy 1j egyenstily 4ll be a higitott oldat
és az oldatban maradt hatéanyag kozott [18]. A ha-
téanyag kivaldsara a forgalomba kertilt készitmé-
nyek kozott is talalhatunk példat: bizonyos fenitoin
tartalmu Osszetételekben a hatdanyag szabad ba-
zisként valik ki higitas hatasara [32]. Alvarez-Niifiez
ajelenség megoldasdra a pufferkapacitas névelését
javasolta, amivel megoldhat6va valt a készitmény
higitadsa kicsapodas nélkiil [33]. Tovéabbi vizsgala-
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tok trimetoprim és szulfametoxazol, levemopa-
mil-hidroklorid és dexverapamil-hidroklorid higi-
tdskor végbemend kicsapddasardl szdmolnak be
[34, 35].

Mint ahogyan a pH beallitassal torténd oldé-
konysag-novelés esetén is el6fordul, a koszolvensek
alkalmazésakor is fontos tényez6 a higitas hatdsara
esetlegesen végbemend hatdanyag-kivalasi folya-
matok megismerése. Mint azt korabban mar emli-
tettiik, ez a jelenség két esetben érdemel figyelmet:
vérrel torténd higitds (beadas) és infazidval torténd
beadds esetén. Az elsé esetben Aaltaldban kis
mennyiségli oldoszer és hatéanyag kertil adagolds-
ra (injekci6). Amennyiben a beadas pillanatdban a
vérarammal felhigul a beadott oldat és az igy kiala-
kult kdzeg mar nem képes a hatéanyagot oldatban
tartani, abban az esetben az kivélik, és sejtkaroso-
dast okozhat. Yalkowsky és munkatdrsai bebizonyi-
tottdk, hogy az injektalas sebessége jelentds befo-
lyassal van az esetleges kicsapddasra. Munkajuk-
ban részletesen bemutattdk, hogy a gyors injektalas
kisebb mértékii higulast eredményez, mint a lasst
injektalas, ezért az el6bbi esetet javasoljdk a hato-
anyag kicsap6dasanak elkertilésére [36, 37, 38, 39,
40]. A masodik esetben az infazidkkal torténd ele-
gyités soran (additiv képzés) altalanosan elfoga-
dott kdvetelmény, hogy az igy kialakitott rendsze-
rek 24 6ran keresztiil stabilak maradjanak. Ehhez
sok esetben nagyobb mennyiségli koszolvens al-
kalmazasa sziikséges, mint azt az oldékonysag-
javité hatas megkivannd, hiszen ezekben a rend-
szerekben akar 50-szeres higitds is el6fordulhat.

Annak ellenére, hogy a feliiletaktiv anyagok
hasznalatandl is fenndll a hatéanyag kivaldsanak
lehet8sége higitds hatdsara, ennek a valoszintsége
kisebb, mint a pH bedllitokkal vagy a koszol-
vensekkel torténd oldékonysag-novelés esetén. A
vérdramban vagy infazidkkal torténd higitas soran
az esetlegesen kival6 hatdéanyag helyi reakciot valt-
hat ki [41]. Ennek megakaddlyozasara dgy kell
megvalasztani a feliiletaktiv anyag mennyiségét,
hogy az még a higitas utan is oldatban tudja tartani
a kivant mennyiségii hatéanyagot. Alvarez Niifiez
és Yalkowsky kiilonb6z6 diazepam formulaciok
vizsgalata soran jutottak arra a megallapitasra,
hogy kevert micellak alkalmazasa csokkenti a ha-
téanyag kicsapddasanak valoszintiségét [33].

Ciklodextrinnel torténé formuldlds sordn a
farmakon kicsapddasanak valdszintisége a legki-
sebb az eddig felsoroltak koziil, hiszen ebben az
esetben ritkan fordul el az oldat tultelitédése.
Ciklodextrinnel torténé oldékonysag-novelés ese-
tén a szubsztrat és a ciklodextrin kiilénb6z6 arany-

ban képeznek komplexet. Abban az esetben, ami-
kor a ciklodextrin-hatéanyag komplex ardnya 1:1,
nem kovetkezik be kivalas, egyéb aranyoknal, vagy
ha egy masik jelen 1év6 molekula képes komplexbe
l1épni, el6fordulhat kivalas [42].

A liposzomés készitmények a legtobb esetben
liofilizalt termék formédjaban keriilnek forgalomba.
Ezeket a készitményeket beadas el6tt fel kell oldani
és csak utdna lehet higitani. Kivalas nem val6szind,
mert a liposzomék olyan modon késziilnek, hogy a
benniik 1év6 folyadék izotonids és izohidrias, és a
higitdshoz hasznélt infazidk (pl.: 5%-os gliikéz in-
fuzid) is izotonidsak. Abban az esetben, ha nem
izotonids oldattal torténik a higitas, akkor a lipo-
szoma roncsolédik: megduzzad vagy Osszezsugo-
rodik attol fliggden, hogy milyen a kornyezet s6-
tartalma; ez természetesen hatbéanyag-kivéldshoz
vezethet.

Annak ellenére, hogy az esetek dontd tobbségé-
ben a higitds 5%-os gliikéz vagy 0,9%-os natrium-
klorid infazidkkal torténik, nem lehet figyelmen
kiviil hagyni az egyéb készitményekkel torténd
elegyités hatasat sem. Trissel részletesen elemzi az
USA-ban forgalomban 1év6 készitmények kiilon-
bo6z6 infazidkkal torténd higitasdnak hatdsat, kom-
patibilitdsukat additiv képzés sordn, fecskenddk-
ben, valamint Y-eldgazasban torténd adagolasuk-
kor [43]. Hasonl6 elegyithet6ségi és kompatibilitasi
informacidkat tartalmaz Higyisin és Szabé munka-
ja, amely a hazai forgalomban 1év6 készitmények
higitas hatasara jelentkez6 kompatibilitdsi/inkom-
patibilitdsi jelenségeit részletezi [44]. Ezen irodal-
makat felhasznalva szdmos olyan fontos informa-
ci6 keriil a fejleszt6 kezébe, amelyek segitségével
az esetleges hatéanyag-kivalast elére tudja jelezni.
Az el6z6eken tilmenden a higitds sordn jelentkez6
folyamatokat kiilonb6z6 modszerek segitségével is
meg lehet vizsgélni. Mind statikus, mind dinami-
kus moédszerek léteznek, amelyek kozos tulajdon-
saga, hogy a kidolgozott Osszetételeket nagyobb
mennyiségli oldatokhoz adjak. Statikus vizsgdla-
tok esetén az Osszetétel egy meghatarozott térfoga-
tat elegyitik egy adott térfogatu infazioval. Ameny-
nyiben nincs hatéanyag-kivélas, abban az esetben
ennek az elegynek egy meghatarozott mennyiségét
tovébb higitjdk, mindaddig, amig a kicsap6das
meg nem jelenik. Dinamikus vizsgalat esetén az is-
mert térfogatd Osszetételt dramlasban 1évé folya-
dékhoz injektaljak és az esetleges hatéanyag-kiva-
last turbidimetriasan mérik [45].

A higitas hatasara bekovetkez6 hatéanyag-kiva-
lasrol osszegezve elmondhatd, hogy a parenteralis
gyogyszerfejlesztés egyik fontos szempontja.
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Amennyiben a rossz vizoldékonysdgu hatéanya-
gokat a fent emlitett modszerek segitségével
szolubilizdljuk, minden esetben célszert a higitas
hatasat megvizsgalni.

A jelenség megismerése mellett, annak megaka-
dalyozasara is tobb megoldas létezik. Ilyen példa-
ul az infuzié/injekcié adagoldsi sebességének
megvaltoztatdsa, nagyobb pufferkapacitds biztosi-
tasa, vagy a farmakon koncentracidjanak csokken-
tése.

Oldészerrendszer viszkozitdsa
és adagolhatésiga (injektdlhatésiga)

Egyes esetekben az oldékonysag-noveléshez hasz-
nalt segédanyagokbol olyan nagy mennyiség kertil
felhaszndldsra, hogy az az olddszer viszkozitdsat
és ebbdl kifolyolag az injektdlhatésagat is befolya-
solhatja. Ez nagyon ritkdn fordul el és vizsgélata
nagyon egyszer(: egy tibdl torténd kinyomas so-
ran megfigyelhet6. Nagy viszkozitassal rendelkez6
segédanyagok pl. propilénglikol vagy PEG viszko-
zitasa etanollal csokkenthetd. Az irodalomban sza-
mos egyéb taldlmény és szabadalom foglalkozik
egyes készitmények injektalhatésaganak a javita-
saval. Példaul Kim és Ryoo munkdjuk sordn szoma-

totropin tartalmu készitményt szabadalmaztattak,
amelyben szintén alkoholszarmazékokkal javitot-
tdk annak injektdlhatosagat [46, 47]. Nagy koncent-
raciéban alkalmazott segédanyagok (pl. ciklodext-
rin) esetén felmeriilhet az injektalhat6sagi problé-
ma. Ez utébbi segédanyag szarmazékanak, a hid-
roxi-propil-ciklodextrinnek a 20%-os oldata még
jol injektalhato [18].

Toxicitds

Az egyes oldékonysdg-novels segédanyagok toxi-
citdsa kiilonb6z6 formaban jelentkezhet. Jellemzd
a parenterdlis gyogyszerformdknal a beadds he-
lyén fellépS gyulladads, hemolizis és a phlebitis,
amely jelenségek néha a hatdéanyag tulajdonsagai-
val magyarazhatéak. Ebben az esetben az dsszeté-
tel valtoztatdsa nem javit a helyzeten, azonban ha a
fenti jelenséget nem a hatéanyag valtja ki, akkor a
megfelel6 gyogyszertechnolégiai 1épések megva-
l6sitasaval ezek enyhithetdk.
Oldékonysag-novelésként pH korrigenseket al-
kalmazva, a szervezet pufferkapacitdsdnak tiir6ké-
pességét kell figyelembe venni. Altaldban a pH 3 és
8 kozotti érték esetén a szervezet még jol tolerdlja a

IV. tablazat

Kiilonbozd dsszetételii koszolvens rendszerek és azok esetleges kirosité hatdsai

Oldészerrendszer pH Dézis Infuazié- Faj Perivaszkularis irritaci6 /
(ml/kg) beadas in vivo hemolizis
sebessége
(ml/perc)
Propilénglikol 15% nincs irritacié
NaCl 1,8% 5-74 2,5 patkany . .
Viz nincs hemolizis
Propilénglikol 15%
Etanol 12% [ enyhe irritacié
PEG 400 20% 574 25 patkany nincs hemolizis
Viz
Etanol 10% nagyon enyhe irritacié
PEG 400 40% 57,4 25 patkény gyor enyne it
Viz enyhe hemolizis
Propﬂengﬂhkol 50% [ sejtnekrozis a beadas helyén
Etanol 10% - 5,0 03 patkany .
Viz enyhe hemolizis
Propilénglikol 40% szamottevd irritacio
Etanol 10% 5-7,4 2,5 patkany P P .
. szamottevs hemolizis
Acetat puffer

Forrds: [48, 49]
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beadott oldatot. Ettdl eltéré kémhatasnal mar szo-
vetkarosodas és az ebbdl ad6do fajdalom jelentkez-
het.

A koszolvensek kivélasztasandl az egyik dontd
szempont a toxicitasuk. Szamos segédanyag alkal-
mazhatd, azonban még itt is felmeriil egy megol-
datlan probléma: a parenterdlis gyogyszerformak-
ban nincs eléirva az adott vegyiiletek maximalisan
megengedett koncentracidja. A IV. tdblizatban lat-
hat6, hogy a forgalomban 1év6 készitményekben
az alacsony koncentraci6tol a magas koncentrédcio-
kig terjed a kiilonb6z6 koszolvensek alkalmazasa.
Létezik azonban néhdny tdmpont, amely alapjan
meghatarozhat6 a felhasznalt mennyiségiik:

- a beadds moédja,
— 0sszdozis,

- betegpopulacio,
- a terdpia ideje.

Természetesen a legmegbizhatébb informaciot a
toxicitas-vizsgalatok jelentik. A IV. tdblizatban né-
hany in-vivo toxicitds-vizsgalat eredményét foglal-
tuk Ossze.

Tovabbi cikkek foglalkoznak koszolvensek mel-
lékhatésai és toxicitasuk részletezésével [50, 51, 52,
53]. Szamos esetben phlebitisrdl, hemolizisrél és a
beadds helyén felléps fajdalomrol szamolnak be
[54], tovabba intramuszkuldris adagolds esetén
miotoxicitasrol irnak [55].

A feliiletaktiv anyagok toxicitasa f6leg hemoli-
zal6 és T-limfocita sejt pusztité hatdsukon alapul.
Hemolizal6 hatasuk révén nagy mennyiségd he-
moglobin szabadul fel, aminek toxikus hatdsa van.
A T-limfocita sejt kdrositdsa révén hisztamin felsza-
badulas tapasztalhat6, ami akar anafilaxids sokk-
hoz is vezethet [56]. Bar az ionos feliiletaktiv anya-
gok toxikusabbak a nem-ionosokndl, mégis ez
utobbiak ismerete is rendkiviil fontos, hiszen a
nem-ionos anyagok keriilnek alkalmazasra paren-
terdlis gyogyszerformdkban. Szamos tanulmany
részletezi a feliiletaktiv anyagok kontakt ideje,
mindsége és koncentrdcidja, valamint a kivaltott
hemolizal6 hatds kozotti osszefliggést [57, 58, 59].
Ezen publikacidk, valamint a forgalomban 1évé
készitményekbdl szerzett tapasztalat révén lehet az
egyes segédanyagok toxicitdsat értékelni és ennek
megfelelen alkalmazni parenterdlis gyogyszerfor-
maban.

Kiilon emlitést érdemel a Cremophor EL nevii
nem-ionos feliiletaktiv anyag, amelyet tobb forga-
lomban 1év6 készitményben is alkalmaztak. Tob-
bek kozott mikonazol és paklitaxel oldékonyséaga-
nak javitasara hasznaltdk. A segédanyag azonban
szamos olyan mellékhatdst eredményezett, ami mi-
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att alkalmazasa egyre inkabb hattérbe szorult [60].
Lilley és Scott a segédanyag 4ltal kivaltott talérzé-
kenységi reakciorol irnak, amely sordn nefrotoxi-
citas, vazodilatdci6 és letargia volt megfigyelhetd
[61]. A Cremophor EL anafilaxids sokkot is okoz,
amelyrdl bebizonyosodott, hogy a hisztamin-fel-
szabadulas idézi el6 [62].

Ciklodextrinek parenteralis alkalmazdsa esetén
szintén szamolni lehet a hemolizissel. Mivel nagy
koncentraciébankertilnek felhasznélasra oldékony-
sagnovelés céljabdl, azok a sejtmembranbdl egyes
komponenseket kioldhatnak (koleszterin, fehérje,
foszfolipid) és ezaltal rongalhatjdk a sejtet. A cik-
lodextrinek f6 toxicitasi problémdjat a vesetoxi-
citasuk jelentette, amelyet azonban az djabb, mé-
dositott CD-k bevezetésével sikeriilt jelentSsen
csOokkenteni [18].

Osszefoglalas

Dolgozatunkban bemutattuk a parenteralis gyogy-
szerformakkal szemben tamasztott kovetelménye-
ket, az oldatok altaldnos tulajdonségait és az egyes
oldékonysdg-novelési technikdkat. Munkankban
azokat a moédszereket soroltuk fel, amelyek vizes
alapt rendszert biztositanak parenterdlisan alkal-
mazhato6 készitményekhez. Ezt kovetSen részletez-
tiikk az egyes technikak nehézségeit és azokat a fej-
lesztési szempontokat, amelyekre kiilon figyelmet
kell forditani. Az egyes problémakat kiilon fejezet-
ként targyalva kitértiink arra, hogy mely javasolt
oldékonysagnovelési technikak esetén kell az adott
kérdéssel foglalkozni. Végezetiil az egyes részek-
ben kisérletek és irodalmi adatok alapjan a
felmertiil6 problémakra megoldési lehet6ségeket is
vazoltunk.
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Szerzoi

Az Acta Pharmaceutica Hungarica a gyégyszerészeti tudo-
manyok teriiletér6l kozol eredeti, kisérletes kutatoémunka
eredményeit bemutaté kozleményeket, de férumot biztosit
Osszefoglald és nem kisérletes (torténeti, szervezési) tanul-
manyok, valamint Ph.D. és D.Sc. értekezések téziseinek koz-
lésére is.

Hazai kutatéhelyek vagy olyan szerz8i kollektivak magyar
nyelvi kéziratait kozoljiik, ahol az els6 szerzé magyar. Lehetd-
ség van kiilfoldi foly6iratban mar megjelent, kiemelked jelen-
t6ségii kozlemények magyar nyelvii valtozatanak kozlésére is,
az elsé megjelenés idSpontjatél szamitott egy éven beliil, az elsé
kozlés bibliografiai adatainak megjelolésével.

Kozlésre elfogadunk:

1. Osszefoglald kizleményeket, legfeljebb 25 gépelt oldal ter-
jedelemben. Ezek megirasara altaldban a szerkesztSbizottsag
felkérésére kertilhet sor, illetve az erre iranyul6 szandékot cél-
szer( el6zetesen egyeztetni a szerkeszt&bizottsaggal.

2. Kozleményeket, legfeljebb 12 gépelt oldal terjedelemben.
Az &brak és tablazatok egyiittes szama maximalisan 10 lehet.

3. Rovid kozleményeket, legfeljebb 4 gépelt oldal terjede-
lemben (0sszesen legfeljebb 4 abra és tdblazat). A kozlemé-
nyek megjelenési sorrendjében a rovid kozlemények elényt
élveznek.

4. Ph.D. értekezések Osszefoglald kozleményét, legfeljebb 25 ol-
dal terjedelemben.

Feleslegesen nagy terjedelmd dolgozatok esetében a szer-
keszt6bizottsag fenntartja magéanak a jogot arra, hogy a lekto-
ri javaslatok alapjan a szerz6t felkérje dolgozatanak rovid
kozleménnyé val6 atdolgozdsara.

A kézirat elkészitésének modja:

a) Altaldnos szempontok

A kéziratot elektronikusan, csatolt file-ként kell a felelGs
szerkeszt6 e-mail cimére elkiildeni: zelrom@gytk.sote.hu

A tablazatokat kiilon file-ként, cimmel és rémai sorszam-
mal ellatva készitsiik.

Az dbrik és egyéb illusztraciok olyan szinvonalon késziil-
jenek, hogy azok nyomdai szerkesztésre alkalmasak legyenek.
Az abréakat kiilon file-ként kell csatolni, az elnevezésben az
abraszamokat fel kell tiintetni. Javasolt formatum: jpg, tiff.

Az irodalmi hivatkozdsokat kiilon, a hivatkozéasok sorrend-
jében kozoljiik. A hivatkozési szamot a szovegben tegyiik szo-
gletes zéréjelbe.

A hivatkozisok moédja:

Folyéiratcikk:

Teljes URL cim a keres6ablakbodl kiméasolva és az elérés da-
tuma, az alabbiak szerint:

1. Revelle, L. K., Musser, S. M., Rowe, B. ]., Feldmann, I. C.: ].
Pharm. Sci. 86, 631-634 (1997)

Szakkdonyo:

2. Gyarmati L., Rdcz I., Plachy ]., Csontos A.: A gyégyszer-
technolégia és biofarméacia kémiai ellen6rz6 modszerei. Med-
icina, Budapest, 1982. 147-152. old.

Konyvfejezet:

3. Ariens, E. ].: Racemates — an impediment in the use of
drugs and agrochemicals. In: Krstulovic, A.M. (ed): Chiral
Separations by HPLC. Ellis Horwood, Chichester, 1989. pp.
31-68.

utmutato

Szabadalom:

4. U.S. Pat. 3 425 422 (1984)

Konferencia-eléadds:

5. Duncan, R.: Polymer therapeutics: Targeting drugs and genes to
tumours. 6" European Congress of Pharmaceutical Sciences.
Eur. J. Pharm. Sci. 11, (2000) S1-S2.

Internetes hivatkozas: teljes URL-cim a keresSablakbol ki-
masolva és az elérés datuma az aldbbiak szerint

6. http:/ /www.eum.hu/main.php?folderID=3746&objec-
tID= 6000268 [2008. 08. 05.] Az Egészségiigyi Minisztérium
szakmai protokollja - Gyégyszeres fajdalomcsillapitds és gyul-
ladasgétlas a reumatologiai betegségekben.

Az idegen orvosi kifejezések helyesirdsaban Fdbidn P. és
Maguasi P.: Orvosi helyesirasi szétar. Akadémiai Kiado, 1992.
legyen az iranyado, a kémiai kifejezések nevezéktanara és he-
lyesirasara vonatkozéan pedig Erdey-Griiz T és Csdnyi P.: A
kémiai elnevezés és helyesirds szabalyai. Akadémiai Kiado,
1972. F. Csdnyi P., Fibidn P. és Honyi E.: Kémiai helyesirasi sz6-
tar. Miszaki Kiad6, 1982., valamint F. Csdnyi P. és Simdndi L.:
Szervetlen kémiai nevezéktan. Magyar Kémikusok Egyesiile-
te, 1995.

A mértékegységek megjelolésében az SI-mértékrendszer
szabdlyai az irdnyaddak.

b) A kézirat felépitése

A kézirat szerkesztéséhez a kdvetkezd beosztast kérjiik:

A dolgozat cime (esetleg alcime).

A szerzd(k) teljes neve (tudomanyos fokozatok nélkiil),
a szerkeszt8séggel kapcsolatot tartd szerzé neve csillaggal
megjelolve.

A szerz6(k) munkahelye teljes postai cimekkel, valamint
a levelezd szerzd e-mail cime.

A dolgozat magyar nyelvii 6sszefoglaldsa.

A magyar nyelvii osszefoglalas terjedelme a dolgozat
hosszatol fiiggGen 10-20 sor legyen és az altalanos megfogal-
mazasok kertilésével tartalmazza a dolgozat legfontosabb,
konkrét megallapitésait.

Kulcs-szavak: A dolgozat tartalméra utald, maximum
5 kulcs-sz6 megadasa.

A dolgozat cime angol nyelven, a szerzd(k) neve. (keresztne-
vek roviditve).

Angol nyelvii 6sszefoglalds.

Bevezetés, amely tartalmazza a munka célkittizéseit, valamint
a vizsgélatok el6zményeibdl és irodalmi hatterébdl anynyit,
amennyi a dolgozat megértéséhez és értékeléséhez sziikséges.

Key-words: A dolgozat tartalmara utal6, maximum
5 kules-sz6 angol nyelvti forditasa.

Kisérleti rész, amely tartalmazza a felhasznalt eszk6zok és
anyagok, valamint a kidolgozott médszerek pontos leirasét.

Eredmények.

A dolgozatok csak a leirt mddszerek teljesit6képességét
megfeleléen dokumentalé adatokkal fogadhatok el. Ezek
megadésanal hasznaljuk a matematikai statisztika korszert
modszereit.

Az eredmények értékelése.

Abracimek.

Kovetkeztetések. Az utdbbi két fejezet 6sszevonhaté az
Eredmények c. fejezettel.

Az esetleges kdszonetnyilvdanitdsok.

Irodalomjegyzék.

o
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