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Meloxikam-tartalmu porinhalacids készitmeény stabilitasanak vizsgalata

POMAZI ANITA, AMBRUS RITA,SZABONE REVESZ PIROSKA*

Szegedi Tudomdnyegyetem, Gydgyszerésztudomdanyi Kar, Gydgyszertechnologiai Intézet
6720 Szeged, Edtvds utca 6
Levelezési cim: anita.pomazi@pharm.u-szeged.hu

Summary

Pomadzi, A., Ambrus, R., Szabéné Révész, P.: Stability
testing of meloxicam-containing microcomposites

The formulation of inhalation agents is a major challenge for the
pharmaceutical technologist. The innovative inhalation formula-
tions mean a new area of indication for active pharmaceutical in-
gredients. Among pulmonary preparations, dry powder inhalers
(DPIs) can ensure stability, a high payload and patient conve-
nience. Our aim was to develop a carrier-based, crystalline co-
spray-dried DPI product containing the low-solubility meloxicam
(MX). Instead of the classical approach based on micronization
to prepare drug particles followed by blending with a carrier, co-
spray-drying of the MX/mannitol (M)/additives was performed
in a one-step process. The product parameters were optimized
with PVA, PVP, TWEEN and LEU as additives in order to im-
prove the drug deposition in the lung. The mean particle size in
the M-based systems was in the required range (2-5 um). The par-
ticle dimensions, morphology and physical-chemical properties of
the microcomposites were suitable for the pulmonary administra-
tion of DPI formulations based on the applicability of efficacy and
safety. We investigated the influence of temperature and relative
humidity on the physical-chemical properties with a view to op-
timization of the analytical methods, with the expiration date as a
limiting parameter. The most important parameters of the DPI are
the particle size, the particle size distribution, the morphology, the
crystallinity of the drug and the dissolution rate. The DPI quality
is assessed by the determination of aerodynamic properties such
as the aerodynamic the particle size distribution, the mass median
aerodynamic diameter (MMAD) and the fine particle fraction
(FPF). Critical parameters were determined by thermoanalytical
studies (TG), X-ray diffraction, electron microscopy and laser dif-
fraction. The chemical stability of the components was tested by
FT-IR spectroscopy. The in vitro aerosol performance was tested
by using the multistage Andersen Cascade Impactor.

Osszefoglalds

A mikrokompozitok formuldldsdt 1in. ko-mikronizdldssal végez-
tiik el, a termék tulajdonsdgait polivinil-pirrolidon K25 (PVP),
polivinil-alkohol 3-88 (PVA) mellett L-leucin (LEU) alkalma-
zdsdval alakitottuk ki. Korszerii technolégidval 2-5 pm-es haté-
anyagkristdlyokat tartalmazd ko-mikronizdlt termékeket dllitottuk
el6, amelyek mind fizikai-kémiai, mind morfolégiai szempontbol
egyardnt megfelelnek a pulmondlis alkalmazhatésig kritériuma-
inak. A DPI (Dry Powder Inhaler) készitmények alkalmazhato-
sdgdnak alapja a hatékonysdg és a biztonsigossdg. A befolydsold
paraméterek meghatdrozdsdra valds idejii és gyorsitott stabilitdsi
teszteket végeztiink el, amellyel célunk az analitikai mddszerek
optimalizdcidja, valamint a lejdrati id6t limitdld paraméterek
meghatdrozisa volt. A DPI készitmények esetén a kritikus para-
méterek a kovetkezok: a szemcseméret-és eloszlds, a morfoldgia, a
végtermék maradék nedvességtartama, valamint a hatéanyag és
a vivéanyag kristdlyossdgi paramétereinek vdltozdsa. A kritikus
paramétereket termoanalitikai vizsgdlatokkal (TG), porrdntgen,
elektronmikroszkdp és lézer diffrakcid segitségével hatiroztuk
meg, a komponensek kémiai stabilitdsdt FT-IR spektroszkdpidval
vizsgdltuk. A 1égzdrendszerben vald depondlddist az Andersen
kaszkdd impaktor modell segitségével jellemeztiik.

Kulesszavak: mikrokompozit, ko-porlasztds, porinhalicid, stabi-
litds, meloxikdm.

1. Bevezetés

A korszeri inhaldcids gyogyszerkészitmények
formulaldsa a gyogyszeripari fejlesztések aktualis
feladata. Ezen a teriileten a legfontosabb kritérium
a szemcseméret, a morfoldgia, a hatdanyag gyors
kioldoédasa a kiilsé alveolaris pH tartomanyban,
valamint az aerodinamikai sajatsagok biztositasa.

A kristalyos sajatsdgok megtartdsa a készitmény
stabilitdsa szempontjabdl kedvezé [1, 2]. A
porinhalécids készitményeket az aerodinamikai
tulajdonsagok alapjan mindsitik [3]. A legfonto-
sabb paraméterek: az aerodinamikai szemcsemé-
ret, az atlagos aerodinamikai atmérd, valamint a
finom részecske frakcié (Ph. Eur. 7.2. 2012).
Napjainkban az 4j tipust hordozé rendszerek
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formulalasa a készitményfejlesztés fokuszaba kertilt
és a korszerl segédanyagok lehetdséget adnak az
innovativ porinhaldcios készitmények eldallitasa-
hoz [4]. A porinhaldcids készitmények jelentés ha-
nyada hordozoé-alapt, amelyben a mikronizalt mé-
reti hatéanyag egy specialis feliilet(i laktdzzal alkot
fizikai keveréket. A fejlesztésben tjszerti megkozeli-
tés a mannit, mint hordozo alkalmazasa az interak-
tiv fizikai keverékek eldallitasaban [5], valamint ko-
porlasztassal vald egytitt alkalmazasa, amely vég-
termékként szildrd, kristdlyos mikrokompozitot
eredményez. A hordozok és a segédanyagok jelen-
tésen befolyasolhatjak a porinhaldcios készitmé-
nyek fizikai-kémiai sajatsagait tarolas és alkalmazas
soran. A tarolds soran bekovetkezd relativ paratar-
talom (RH) valtozasa a DPI készitmények disz-
pergalhatésaganak csokkenését okozhatja [6, 7].
Nemzetkozi kutatasok foglalkoznak a hordozodk fi-
zikai sajatsdgainak hatdsaval a részecskeméretre és
a morfoldgiara egyarant [8, 9]. Napjainkban fokusz-
ba keriilt a hdmérséklet és a RH befolyasolo hatasa-
nak vizsgalata a DPI aerodinamikai sajatsagaira
nézve [10]. A legtobb publikalt vizsgalatban azon-
ban a készitmények csak rovid ideig voltak kitéve a
magasabb homérsékletnek.

Az Amerikai Elelmiszer és Gyogyszeriigyndk-
ség (FDA) és az Eurdpai Inhalacios Tarsasag meg-
hatarozta az Gj DPI készitményekkel szemben ta-
masztott kovetelményeket [11-14]. Az FDA meg-
koveteli a DPI készitmények stabilitas vizsgalatat,
amelynek soran meg kell hatarozni a tarolasi ko-
riilmények hatdsat a szemcseméretre, valamint a
porforma nedvesség felvételét.

A térolasi koriilményeket a Nemzetkozi Har-
monizaciés Konferencia (ICH) altal rogzitett
irdnyelvek irjdk le az ipar szdmadra kidolgozott
,Guideline of Stability Testing of New Drug
Substances and Products Q1A (R2)” elnevezésii
szakmai iranyelvben [15, 16]. Az ICH kovetelmé-
nyek a kovetkezOk: gyorsitott stabilitdsi teszt ese-
tén 40 + 2 °C és 75 + 5% RH, valamint a valos ideji
teszt esetén 25 + 2 °C és 60 + 5% RH.

Korabbi munkank sordn meghataroztuk az el6-
allitasi paramétereket, amellyel ko-porlasztassal
formulalt mikrokompozitokat allitottunk eld,
meloxikdm (MX) pulmonalis alkalmazasa céljabdl
[17]. A fejlesztés tjszeri megkdzelitése a D-mannit
(M) hordozoként torténd alkalmazasa, ugyanis
porlasztas soran kontrollalt szemcseméretti, krista-
lyos szerkezet(i, szférikus szemcséket alkot [18]. A
preformuldci6 vizsgalatok soran kiilénb6z6 hordo-
z06 alapu rendszereket fejlesztettiink az MX bejut-
tatdsanak és a kitapado frakcié novelésének érde-

kében. Meghataroztuk az eldallitasi paramétereket
és a kiilonboz6 segédanyagok, valamint azok kon-
centracidjanak az MX és a mikrokompozitok szem-
cseméretére és morfoldgidjara gyakorolt hatdsat
[19]. A Kklasszikus technoldgiaval ellentétben (a
porkeverék eldéllitasa), az MX tartalmt mikro-
kompozitokat a MX/M/segédanyagok (PVP, PVA,
TWEEN, LEU) ko-porlasztasaval egy 1épéses folya-
matban allitottuk el6. Ez az eljards 1j tendenciat
képvisel a porinhaldcids készitmények formulala-
saban. Az el6zetes citotoxicitds viszgalatok soran
igazoltuk, hogy az alkalmazott dézisban a termé-
kek nem gyakorolnak a Calu-3 sejtek életképessé-
gére kedvezdbtlen hatast, a 24 oras vizsgalat id6tar-
tama alatt [20].

Munkank célja az altalunk fejlesztett DPI készit-
mény stabilitds vizsgalatanak elvégzése. A vizs-
galt termékeket a preformuldcios vizsgalat ered-
ménye alapjan valasztottuk ki. Vizsgaltuk a hé-
mérséklet és a paratartalom befolyasat a fizikai-
kémiai, valamint az aerodinamikai sajatsagokra.
Tovabba meghataroztuk az alkalmazott polimerek
(PVP, PVA) szemcseméretre, morfologidra és ké-
miai stabilitdsra gyakorolt hatdsat. Az aerodina-
mikai sajatsagok valtozasat Andersen kaszkad
impaktor segitségével kovettiik. Tovabbi célunk
volt az MX lokalis hatdsi DPI-ként val6é formu-
lalasa, ugyanis vizsgalatok folynak a MX tiid6da-
ganat kezelésében betoltott szerepérdl. Nem-kis-
sejtes tlidérdkban a karciogenezis sordn a sejtek
felszinén expresszalédo COX-2 receptorok szamat
hatékonyan csokkenti. Jelenleg ilyen indikacioval
MX tartalmu készitmény nincs forgalomban, igy a
formulalas innovativ feladatnak tekinthetd.

2. Anyagok és modszerek
2.1 Anyagok

A munkdban alkalmazott vizben nem old6dé ha-
téanyag tehat a meloxikdm (MX). Kémiailag az
enolsav-szarmazékok csoportjdba tartozo vegyii-
let, a hivatalos IUPAC neve 4-hydroxy-2-methyl-
N-(5-methyl-2-thiazolyl)-2H-benzothiazine-3-
carboxamide-1,1-dioxide).A formulalas soran kor-
szerli, a terdpidban biztonsaggal alkalmazhatd
hordozoét és segédanyagokat alkalmaztunk. Indif-
ferens vivéanyagként a 3-D-mannitot (M), a szem-
csék egyediségét biztositd polimereket (polivinil-.
pirrolidon K25 (PVP), polivinil-alkohol 3-88 (PVA)
alkalmaztunk. L-leucin (LEU) aminosav hozza-
adasaval az aerodinamikai sajatsagok novelhetd-
ek.



2014/2. Acta Pharmaceutica Hungarica 57
I. tabldzat
A ko-porlasztdssal eldallitott termékek dsszetétele
Osszetételek Anyagok Tomeg
MX-M-PVP-LEU Meloxikam 500¢g
Mannit 500¢g
Polivinil-pirrolidon K-25 0,025¢g
L-leucin 02g
MX-M-PVA-LEU Meloxikam 500¢g
Mannit 500¢g
Polivinyl alkohol 3-88 01lg
L-leucin 02¢g

2.2 Médszerek
2.2.1. Meloxikdm tartalmu mikrokompozitok eldallitdsa

Az Osszetételeket 100 g vizes szuszpenziora vonat-
koztatva a I. tdbldzat mutatja. Az FT-IR analizis el-
végzése céljabol, a ko-porlasztds eredményezte
kolcsonhatdsok igazoldsara fizikai keverékeket
(FK) allitottunk el6, amelyek Osszetétele a mikro-
nizalt termékekével egyezik meg.

A szilard fazisu termék eldallitdsa sordn a hato-
anyag szemcseméret csokkentését dezintegralod
mivelettel, nedves Orléssel végeztiik el (Ultra-
turrax -UT-6500 és 24000 rpm 10 perc). Az UT-vel
eldéllitott preszuszpenziobol mikroszuszpenziot
készitettiink nagy nyomast homogenizator (Aves-
tin Emulsiflex C3, Kanada) 1500 bar 10 ciklus al-
kalmazasaval. A végs6 format porlasztva szaritas-
sal alakitottuk ki (Biichi Mini Dryer B-191). A ko-
porlasztas paramétereit mindkét termékre vonat-
kozoéan a II. tdbldzat mutatja.

2.2.2. Stabilitds vizsgdlat

A stabilitds vizsgalatokat nemzetkozi irdnyelvek
alapjan terveztitk meg (ICH - International
Conference on Harmonization Q1A (R2) — Stability
Testing of New Drug Substances and Products,
2003). A terméket pulmondlis célra alkalmas ke-
mény zselatin porkapszuldba toltottiik. A minta-
kat 25 °C-on 60%-os relativ paratartalmu (RH) és
40 °C-on 75%-o0s relativ paratartalma (RH) kozeg-
ben taroltuk 6 honapon keresztiil. A mintavételi

idépontok 0. nap, 10. nap, 1 hénap, 2 honap, 3 ho-
nap és 6 honap voltak.

2.2.3. Szemcseméret

A szemcseméretet lézer diffrakcios eljarassal hata-
roztuk meg (Malvern Mastersizer Scirocco 2000,
Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK).
Megkozelitéen 2 g terméket mértiink a rezgd tal-
cara. A diszperzids levegd aramlasat 2,0 bar nyo-
mas biztositotta.

22.4. Pdsztdzo elektronmikroszkdpia

A szemcsék morfologidjat, habitusat pasztazo
elektronmikroszkop segitségével hataroztuk meg
(Hitachi 54700, Hitachi Scientific Ltd., Japan). A
szemcsék bevonasat (Bio-Rad SC 502, VG
Microtech, Anglia) arany-pallddiumal végeztiik,
a termékek feliiletén az elektromos vezetés kival-
tdsara 1,3-13 mPa nyomadsu levegdt hasznaltuk
fel.

2.2.5. Nedvességtartalom meghatirozdsa
termogravimetrids méréssel

A szaraz porok maradék nedvességtartalmanak
vizsgalatara Mettler Toledo TG 821° késziiléket al-
kalmaztunk, a program lefuttatdsat és az eredmé-
nyek kiértékelését a STAR® V9.1 programmal vé-
geztlik el (Mettler Inc., Schwerzenbach, Svdjc) al-
lando nitrogén gaz ataramoltatasa mellett (100 mL
min™).

II. tablazat

A porlasztva szdritds paraméterei

Osszetétel Bemend Kimené Aramlasi Leveg6 Leveg6 aramlasi
hémérséklet | hdmérséklet sebesség aramlasi aranya
°C °«C (ml perc ) sebessége (m?® perc™)
(L h™?)
MX-M-PVP-LEU 130 77 4,0 600 0,065
MX-M-PVA-LEU 131 80 4,0 650 0,065
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III. tabldzat
Az impaktor egyes szintjein dthullé szemcseméret 60 L
perc™ dramldsi sebességet alkalmazva

Kaszkad impaktor szintjei At,hul%o”
szemcseatméro (um)
Szint -1 9,0
Szint 0 58
Szint 1 4,7
Szint 2 3,3
Szint 3 2,1
Szint 4 1,1
Szint 5 0,7
Szint 6 0,4
Sziré <04

2.2.6. In vitro aerodinamikai vizsgdlat

Az aerodinamikai sajatsagok meghatdrozasara a
Gydgyszerkonyvben is hivatalos Andersen kasz-
kad impaktor modelt (ACI) (Copley Scientific Ltd.,
Nottingham, Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztuk. A
terméket kemény zselatin kapszuldba toltottiik (3-
as méret) €s bevitelre az RS01 eszkozt (Plastiape,
Olaszorszag) valasztottuk. Az impaktor 7 felfogd
tanyért tartalmaz, amelyet a részecskék hatékony
kitapadasa érdekében 1% w/v Span 85-ciklohexan
elegyével bevontunk. A IIl. tdblizat mutatja az
egyes szinteken kitapadd részecske atméré értékeit.

Az impaktort vakuum pumpahoz csatlakoztat-
tuk (High-capacity Pump Model HCP5, Critical
Flow Controller Model TPK, Copley Scientific Ltd.,
Nottingham, Egyesiilt Kirdlysag). Az ataramlo leve-
g0 sebességét ellendriztiik (Flow Meter Model DEM
2000, Copley Scientific Ltd., Nottingham, Egyestilt
Kiralysag) és gy szabalyoztuk, hogy a mennyisége

60 I min™ legyen, a bemeneti nyilasnal. Az egyes ta-
nyérokat metanol/puffer (60/40 v/v %) elegyével
kvantitativan mérélombikba mostuk, majd a hato-
anyag mennyiségét UV/Vis spektroszkdpidval 362
nm hulldamhosszon hatarozzuk meg.

2.2.7. Porrontgen vizsgilat

A fizikai sajatsagok, és a kristalyos jelleg jellemzé-
sére a X-ray pordiffrakcios vizsgalatokat hasznal-
tunk fel. Ezen sajatsdgok mérésére az (Bruker AXS
GmbH, Karlsruhe, Németorszag) alkalmaztunk,
ahol az andd cs6é Cu (Ka=1,5405 A), a sajatsagokat
egységesen 40kV fesziiltségen és 40 mA aramerds-
ségen hataroztuk meg.

2.2.8. Fourier-transzformdcids infravirds spektroszko-
pia (FT-IR)

Az FT-IR spektrumot Bio-Rad Digilab Division
FTS- 65A/896 FI-IR késziilék segitségével vettiik
fel, 400-4000 cm™-es intervallumban 4 cm™-es op-
tikai felbontas alkalmazasaval. A méréseket szi-
lard fazisban standardizalt KBr matrixban végez-
tiik. A 150 mg-os KBr pasztillak préselése 10 tonna
nyomason tortént. A préselmények MX-re vonat-
koztatott tartalma 0,5 mg volt.

2.2.9. Statisztikai analizis

A statisztikai értékelést a Statistical for Windows
programmal végeztiik el és az eredmények kozott
tapasztalt valtozasokat egyszempontos variancia-
analizissel hatdroztuk meg. Akkor tekintettiik az
értéket szignfikdnsnak ha a p érték < 0,05.

IV. tablazat

A mikrokompozitok szemcsemérete 0. napon és 180. napon, 25 °C-on 60 % RH,
valamint 40 °C-on 75 % RH tdroldsi koriilmények mellett

Osszetételek D (0,1) D (0,5) D (0,9

um um pum

MX-M-PVP-LEU 0. nap 1,53 3,05 5,68
180. nap, 25 °C, 60% 1,73 3,50 6,15

180. nap, 40 °C, 75% 1,75 3,58 6,03

MX-M-PVA-LEU 0. nap 1,64 3,11 5,81
180. nap, 25 °C, 60% 1,81 3,10 5,62

180. nap, 40 °C, 75% 1,79 3,37 6,11

V. tablazat

Maradék nedvességtartalom meghatdrozisa termogravimetrids eljdrdssal.

Osszetételek Maradék nedvesség tartalom (%)
0. nap 25 °C, 60% RH 180. nap 40 °C, 75% RH 180. nap
MX-M-PVP-LEU 0,35 0,52 0,64
MX-M-PVA-LEU 0,37 0,44 0,45
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3. Eredmények

A preformuléciés vizsgalataink alapjan hataroz-
tuk meg azt a két Osszetételt melyek a gyogyszer-
formara jellemz6 értékeik alapjan megfelelnek a
pulmonalis alkalmazhatdsag kritériumainak. En-
nek a két Osszetételnek a stabilitas vizsgalatat vé-
geztiik el az 4j gyogyszerhordozdé rendszerekre
vonatkozd szabalyok szerint.

Szemcsemeéret megoszlis vizsgalat

A stabilitas vizsgalatokhoz kapcsoloddan elvégez-
tiik a termékek szemcseméret eloszlasi vizsgalatat
is (IV. tdbldzat), ami a kovetkezd eredménnyel za-
rult. Az atlagos szemcseméret mindkét termék
esetében a pulmonalis kritériumoknak megfeleld
tartomanyban van (1-5 pm), kismértéki néveke-
dés volt tapasztalhatd. A tarolasi koriilmények
emelésével nem valtoztak a szemcseméret-eloszla-
si adatok.

A termékek homodiszperz szemcseméret elosz-
lasa 25 °C-on és 40 °C-on vald tarolas soran szigni-
fikdnsan nem valtozott (p<0,05) (4. tablazat).

Morfolégia

Az elektronmikroszkopos felvételekkel igazoltuk
(1. dbra), hogy a porlasztva szaritott termékekre
szférikus morfologia jellemzd, amely a pulmonalis
alkalmazasnal elényos. A SEM felvételek azt mu-

MX-M-PVP-LEU 40°C 75% RH MX-M-PVA-LEU 40°C 75% RH

1. dbra: A mikrokompozitok pdsztizd elektron mikroszkopos
felvétele tarolds eldtt és utdn a tdrolds 180. napjdn 25 °C 60
% RH és 40 °C 75% RH kériilmények kozott

van. A 60% RH és a 75% RH nem okozott kiilonbé-
get a mikrokompozitok nedvességfelvételét tekint-
ve, azonban a polimer hidrofil jellege befolyasolja

tatjdk, hogy mindkét tarolasi

koriilmény esetében a szem- 18
csék morfoldgia nem valtozik,
s a feliileten sem lathatoak a

mikrokompozit sériilésére 3
vagy oldoddsara utaldé nyo-
mok. 25

Maradék nedvességtartalom

A porlasztva szaritassal el6al-
litott inhaldcids készitmények
viztartalmat termogravimet-
riai vizsgalat segitségével ha-
taroztuk meg (V. tdblizat). A
bemért termékek esetében a
ftés hatdsdra eltdvozd gazok
altal okozott tomegcsokkenést
vizsgaltuk, a felftitést 280 °C-
ig végeztiik. A vizsgalat soran

Megoszlas (%)

=

" "lhu_..

AcrolizerLégesd Szint0 Szint1 Szint2 Szint3 Szint4 Szint § Szinté Sziré

8 NN-M-PVP-LEU tirolas elatt

SMN-M-PVP-LEU25°C 60% RH 180 nap

ENDCALPVP-LEU40°C 75% RH 150 nap

megallapitottuk, hogy a ter-
mékek viztartalma 1% alatt

2. dbra: A termékek kitapaddsi profilja a PVP-tartalmii mikrokompozit esetében (n=3).
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Megoszlis (%o)
e

-
=4

Aerolizer Légesdé  Szint0  Szimtl  Szint2  Szint3 Szt d

= MX-M-PVA-LEU tarolis elott
& MX-M-PVA-LEU 25°C 60% RH 180 nap

EMX-M-PVA-LEU 40°C 75% RH 180 nap

20

Szint §

megoszlas ardnyaban tiintet-
tiik fel. A termékek aerodina-
mikai tulajdonsaganak értéke-
lésekor a 2-5 szinteken kitapa-
dé hatdéanyag mennyiségét
Osszegeztiik, amit a finom ré-
szecske frakciod (FRF) értékével
adtunk meg. A FRF a szem-
cseméretnek azon szdzalékos
Osszetétele, ami az 1-5 pm-es
tartomanyba esik. Szakirodal-
mak értékelése alapjan abban
az esetben optimdlis az Ossze-
tétel, ha ez az érték 35 % felett
van (2-3. dbra).

A PVP-t és PVA-t tartalma-
z6  rendszereket = LEU-al
formulalva kedvezd értékeket
kaptunk, ami a LEU diszperzi-

Szint6  Szaroe

3. dbra: A termékek kitapaddsi profilja a PVA-tartalmii mikrokompozit esetében (n=3).

tast fokozo sajatsagaira vezet-
hetd vissza. A FRF a MX-M-

azt. A PVP-tartalmt rendszerek mindkeét taroldsi
koriilmény esetében tobb vizet vesznek fel a kor-
nyezetbdl, ami a polimer hidrofil karakterére ve-
zethetd vissza. A ko-porlasztas paraméterei azon-
ban megfelelének bizonyultak mindkét polimer
alkalmazasa mellett, ugyanis a mikrokompozitok
nedvességtartalma az Eurdpai Gyodgyszertigynok-
ség altal meghatarozott fels6 érték (1%) alatt van
mind a kiindulasi, mind a tarolt minta esetében.

Aerodinamikai paraméterek

A kiilonbo6z6 szinteken valo eloszlast a szazalékos

PVP-LEU esetében 53,05 + 1,13, mig a MX-M-PVA-
LEU mikrokompozitnal 57,5 + 1,0 %-nak adodott.
Az aerodinamikai atmérére vonatkozo kritériu-
mok megegyeznek a szemcseméretre vonatkozok-
kal, vagyis az 1-5 um-es tartomany az in vitro de-
ponalodas esetében is meghatdrozd. Az eredmé-
nyek alapjan elmondhat6 (VI. tiblizat), hogy
mindkét termék a tdrolds utan is megfelel a
porinhalédcids rendszerekkel szemben tdmasztott
kovetelményeknek, tehat az altalunk alkalmazott
koriilmények sem befolyasoljdk a kitapadas jelle-
gét a valds idejti tarolasi koriilményekhez és a ki-
induldsi 0sszetételekhez képest.

VI. tabldazat

A mikrokompozitok aerodinamikai paramétereinek dsszefoglaldsa. A vizsgdlatot a Gydgyszerkonyvben is hivatalos Andersen
kaszkad impaktorral 60 L perc™ dramlds alkalmazisdval hatdroztuk meg RS01 beviteli eszkiz segitségével (n=3).

Osszetételek Bemért | Felszaba- | Felszaba- FRD FRF Atlagos
termék | dult termék | dult dozis (mg) (%) aerodinamikai
(mg) (mg) (mg) atméré
(um)
MX-M-PVP-| 0.nap 3,03+0,18| 3,03+0,18 | 1,48+0,09 |0,60+0,07| 53,05+ 1,13 3,52+0,13
LEU 25°C60% [3,25+0,07| 3,25+0,07 | 1,54+0,03 |0,67+0,01| 45,76 +2,58 3,67 +0,83
RH
40°C75 % 321+023| 3,21+023 | 1,51+ 0,1 |0,24+0,02| 41,16 +2,81 3,91 +0,45
RH
MX-M-PVA-| 0.nap 3,55+0,21| 3,55+0,42 | 1,21+0,07 {0,29+0,05| 57,50+1,0 3,04+0,17
LEU 25°C 60 % 3,31+0,06| 3,31+0,06 | 1,58+0,03 |0,64+0,06| 54,10 + 0,60 3,19+0,31
RH
40°C 75 % 3,12+045| 3,12+045 | 1,15+0,16 |0,54+0,03| 525+2,2 3,39+0,11
RH

FRD: Finom Részecske Dozis
FRF: Finom Részecske Frakcid
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4. dbra: A ko-porlasztott Osszetételek porrontgen diffraktogrammiai
tarolds eldtt és utin a MX-M-PVP-LEU (a) és MX-M-PVA-LEU (b)
termékeket dbrdzolva.

40°C 75 % RH 180 nap

25°C 60 % RH 180 nap
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5. dbra: A kémiai stabilitds vizsgdlata FT-IR spektroszkdpidval. A
spektrumok az MX-M-PVP-LEU termékek tdrolds sordn bekovetkezett
vdltozdsdt mutatja

40°C 75 % RH 180. nap

25 °C 60 % RH 180. nap

i,
i,

Relativ abszorbancia

0. nap FK-FVA

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

6. dbra: MX-M-PVA-LEU tartalmii mikrokompozitok FT-IR
jellegzetes kotési frekvencidi az FT-IR spektrumon

Szerkezeti jellemzdk

A MX kristalyos jellege bizonyithaté por-
rontgen segitségével, a jellemzd cstcsok
13,22, 15,06, 26,46 és 26,67 20O értékeknél ol-
vashatok le. A mannit két kristalymddo-
sulata porrontgen segitségével szintén azo-
nosithato. A felvett gorbéket a 4. dbra mutat-
ja. A mannit sajatsagaira jellemzd csticsok a
kovetkezd 20 értékeknél jelennek meg: 16,9,
14,74, 10,62, 21,15 és 29,54. Az eredmények
alapjan elmondhato, hogy a mikronizalt ter-
mékekben hatéanyag és a vivoanyag is kris-
talyos formdban van jelen, ami a rendszerek
stabilitdsa miatt elony0s. Ezt tAmasztjak ala
a tarolt mintak diffraktogramijai, a relativ in-
tenzitds a tarolds soran nem valtozik a kiin-
duldsi termékekhez viszonyitva.

A kémiai stabilitast FT-IR spektroszkdpi-
aval vizsgaltuk. Az 5. és a 6. dbra a 0. és a
180. napon felvett spektrumokat hasonlitja
Ossze. Az FT-IR spektrumon a MX karakte-
risztikus kotései a 3291 cm™?, 1620 cm (N-
H) és 1580 cm™ (C-O) lathatok. A termékek-
ben a MX kristdlyos formdban van jelen
sem a mikronizdlds sem a ko-porlasztas
nem eredményezett amorf terméket. A
3500-3100 cm™ —nél lathato relativ abszor-
bancia ndvekedést a ko-porlasztas soran ki-
alakuld asszocialt O-H kotések és a H-kotés
okozza a szilard fazisu termékekben. A kol-
csonhatds a MX és a polimerek kozott jon
létre [21]. Az spektrumok értékelésekor
megallapithatd, hogy a karakterisztikus ko-
tési frekvencidk helyzete nem valtozott az
OH, =0 és NH csoportfrekvencidk eseté-
ben, valamint bomlasra utalo abszorbancia
valtozast nem tapasztaltunk. Megallapitha-
to6 tovabba, hogy a MX-M-PVP-LEU tartal-
mu rendszer esetében a MX és a PVP ko-
zOtt kialakult hidrogén-hid kolcsonhatas
erdssége csokken (3500-3100 cm™) a tarolas
soran. A kolcsonhatas jellege a 25 °C 60%
RH esetében nem mutat valtozast a kiindu-
lasi termékekhez viszonyitva. A két tarolasi
koriilmény kémiai stabilitdsra gyakorolt
hatdsanak értékelésekor megallapithatjuk,
hogy a ,forszirozott” koriilmények a PVP-
tartalmu rendszerek esetében a szerkezeti
jellemz6k megvaltozasat indukaljak.

Az MX-M-PVA-LEU tartalmd mintak
FT-IR analizise sordn nem tapasztaltunk
valtozast a tarolas soran.
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4. Osszefoglalas

Munkank célja volt a preformulacié soran kiva-
lasztott, kedvezé paraméterekkel rendelkezé6 MX
tartalmd mikrokompozitok (MX-M-PVP-LEU, MX-
M-PVA-LEU) stabilitas vizsgalatanak elvégzése és
a kritikus paraméterek monitorozasa a tarolasi id6
fliggvényében. A stabilitasi vizsgalatok soran a re-
lativ paratartalom és a homérséklet hatasat hata-
roztuk meg a fizikai-kémiai tulajdonsagokra és az
aerodinamikai sajatsagokra egyarant. Megallapi-
tottuk, hogy tarolds utdn az MX-M-PVP-LEU és
MX-M-PVA-LEU rendszerek szemcsemérete, mor-
fologidja és szazalékos megoszlasa megfelel a
pulmonalis alkalmazasnak A FRF értéke mindkét
esetben 50% feletti érték, mintegy 20%-al megha-
ladja a forgalomban 1év6 készitmények aerodina-
mikai értékeit (35%). Az FT-IR eredmények azt
mutattdk, hogy az MX-M-PVA-LEU 0sszetételi
mikrokompozitok a stabilitasi vizsgalatok soran fi-
zikai és kémiai szempontbol stabilak és a vizsgalt
tulajdonsagok szignifikdns valtozast nem mutat-
nak a ,friss” termékekhez viszonyitva. A nedves-
ségfelvétel tendencidja alapjan is kisebb mértékt
eltérését tapasztaltunk a PVA tartalmu rendszerek
esetében. A stabilitdsi vizsgalatok értékelése alap-
jan elmondhatd, hogy a PVA tartalmu termék fizi-
kai-kémiai szempontbdl stabilnak tekinthetd, az
FRF értéke meghaladja a jelenleg forgalomban 1év6
készitmények aerodinamikai paramétereit. A PVP-
tartalmu rendszerek kémiai stabilitas eredményei
alapjan tovabbi vizsgalatokat kell végezni a kol-
csonhatas befolyasolé hatdsanak meghatarozasara
a farmakologiai hatds, valamint az aerodinamikai
paraméterekre nézve. Azonban a PVP-tartalmu
mikrokompozitok szemcseméret-megoszlasa, mor-
foldgidja megfelel a pulmonalis alkalmazas kritéri-
umainak, aerodinamiakai sajatsagai kedvezdek. A
stabilitas vizsgalat eredményei alapjan tehat mind-
két polimer-tartalma Osszetételt alkalmasnak ta-
laltuk in vivo allatkisérletek végzésére, a hatas iga-
zolasara, valamint az in vitro-in vivo korrelacid
meghatdrozasara.
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A Xanthii spinosi herba alkalmazasa a jéindulata prosztata
megnagyobbodas kezelésében
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Summary

Varga, E., Marcu, S.T., Adoryan, B.: Use of Xanthii
spinosi herba in treatment of benign prostate hypertrophia

The aim of our study was to asses the efficacy of Xanthii spinosi
herba in the treatment of rats with benign prostate hypertrophia
induced under experimental conditions.

Benign prostate hypertrophia (BPH) was induced by per oral
(p.o.) administration of testosterone undecanoate (40 mg Un-
destor capsules) in concentrations of 15 mg/ kg/day and 35 mg/
kg/day. Drug induced BPH was treated with Xanthii spinosi
herba as infusion and tincture.

Drug induced benign prostate hyperplasia in rats was ac-
companied by a series of physical changes, like weight increase
and shinier fur, and also by behavioral changes (increased ap-
petite, aggqression, increased libido). Prostate size was higher in
all groups of animals treated with testosterone undecanoate com-
pared to the control group. The morphopathological study of the
organs taken from slaughtered animals, showed some microscopic
changes in the prostate. In animals treated with Xanthii spinosi
herba (infusion and tincture) we observed a decrease in volume of
the prostate, while the microscopic changes were absent.

Key words: Xanthii spinosi herba, benign prostate hyperplasia,
animal experiences

Osszefoglalé

Kisérleteink célja a Xanthii spinosi herba hatékonysiganak kiérté-
kelése kisérletes koriilmények kozott indukdlt jéindulatii prosztata
megnagyobbodds kezelésében patkdnyokon.

A jéindulatii prosztata-hipertrdfidt tesztoszteron undekanodt
kapszuldk (Undestor 40 mg-os kapszula) 15 mg/kg/nap és 35 mg/
kg/map koncentricick perordlis beaddsdval valtottuk ki. Az indu-
kalt jéindulatii prosztata megnagyobboddst a Xanthii spinosi her-
ba infiziéval és tinktirdval kezeltiik. A gyégyszerek dltal indu-
kalt joindulatii prosztata megnagyobboddst a patkdnyokon fizikai
elvaltozasok kovették, mint példiul az dllatok silygyarapoddsa,
csillogobb szérme és viselkedésbeli viltozdsok (fokozott étvigy és
szexudlis vdgy, agresszivitds). A tesztoszteron undekanodttal ke-
zelt sszes dllatndl a prosztata mérete megnagyobbodott a kontroll
csoporthoz viszonyitva. A felboncolt dllatok szerveinek kérszovet-
tani vizsgalata mikroszkopikus elvdltozdsokat mutatott a proszta-
ta szintjén. A Xanthii spinosi herba-val (infiizio és tinktiira) ke-
zelt dllatokndl csékkent a prosztata térfogata és a mikroszkopikus
elvaltozasok mdr nem voltak jelen.

Kulesszavak: Xanthii spinosi herba, joindulatii prosztatat meg-
nagyobbodds, dllatkisérletek.

Bevezeto

A Xanthium spinosum L. (Asteraceae), szuros
szerbtovis, lagyszaru, egyéves novény, vilagszerte
elterjedt gyomnovény [1]. Hatdanyagi koziil
emlitésre méltok a szeszkviterpén laktonok (xan-
thanolidok), szitoszterolok, polifenolos vegyiile-
tek. A népgyogyaszatban hasznaljdk, mint diureti-
kum, diaforetikum, gyulladascsokkentd a joindu-
latt prosztata megnagyobbodas kezelésében [2, 3].
A prosztata megbetegedésekben ajanlott tobb
romaniai készitmény gyakori Osszetevgje. Tanul-
manyunkban laboratériumi koriilmények kozott,
allatkisérletekkel kovettiik a joindulatti prosztata
megnagyobbodas kezelését a Xanthii spinosi
herbabol késziilt készitményekkel.
Allatkisérleteink célja a Xanthii spinosi herba al-

kalmazasa patkanyokon, kisérletes koriilmények
kozott indukalt jéindulata prosztata megnagyob-
bodas kezelésében.

Kisérleteink soran tiszteletben tartottuk az Eu-
répai Unié és az érvényben levd hazai allatvédel-
mi szabalyokat, kertilve az allatkinzasokat.

Anyag és modszer

A joindulatt prosztata megnagyobbodast tesz-
toszteron undekanoattal valtottuk ki (Undestor 40
mg kapszuldbdl), 15 mg tesztoszteron undekanoat/
ttkg/map, valamint 35 mg tesztoszteron un-
dekanoat/ttkg/nap adagolva p.o. és a kezeléseket
Xanthii spinosi herba inftiziéval és Xanthii spinosi
herba tinkturaval végeztiik [4, 5].

Megalkottuk az allatcsoportokat, 1 és 6 év ko-



64

Acta Pharmaceutica Hungarica

2014/2.

L. tabldzat
Az dllatok elosztdsa csoportonként
Allatcsoportok Prosztata megnagyobbodas indukalasa Eutanazia Prosztata
(50 nap) megnagyobbodas
kezelése
L. csoport (7 allat) Nem Nem Nem
II. csoport (28 allat) 15 mg tesztoszteron undekanoat /ttkg /nap (7 Igen Nem
allat)
15 mg tesztoszteron undekanoat /ttkg /nap (7 Nem 2% infazioé
allat)
15 mg tesztoszteron undekanoat /ttkg /nap (7 Nem 20% tinkttra
allat)
15 mg tesztoszteron undekanoat /ttkg /nap (7 Nem Nem
allat)
III. csoport (28 35 mg tesztoszteron undekanoat /ttkg /nap (7 Igen Nem
allat) allat)
35 mg tesztoszteron undekanoat /ttkg /nap (7 Nem 2% infzid
allat)
3 |35 mg tesztoszteron undekanoat /ttkg /nap (7 Nem 20% tinktara
allat)
4 |35 mg tesztoszteron undekanoat /ttkg /nap (7 Nem Nem
allat)

zOtti feln6tt, szexudlis €letet nem folytatott patka-
nyokbdl. Az allatok teststlyai 280 g és 370 g kozott
ingadoztak, az atlag testsuly 320,00 + 2, 626 g volt.

Héarom allatcsoportot alkottunk, az elsd cso-
portban 7 allat volt, melyek kontrollként szolgal-
tak és nem részestiltek kezelésben, a masodik cso-
portban 28 allat 15 mg tesztoszteron undekanoatot
kapott p.o., ttkg-ként, 50 napig, és a harmadikban
28 éllat 35 mg tesztoszteron undekanoatot kapott
p-o.szintén 50 napig (I. tdbldzat).

Az allatokat 50 nap utan (7-7 allatot) felboncol-
tuk, kovettiik a joindulati prosztata megnagyob-
bodas jeleit. Az egyes allatok szerveit 10% forma-
lin keverékben rogzitettiik, parafinban beagyaztuk
és a 7 mikronos metszeteket eozin-hematoxilin-nel
festettiik. A szovettani metszeteket vesébdl, prosz-
tatabol és herékbdl készitettiik [6, 7].

A megmaradt 21-214llatndl a jéindulatt prosz-
tata megnagyobbodas kezelését kezdtiik el a
Xanthii spinosi herba-bdl késziilt infazidval és
tinktaraval [8]. A megmaradt allatok, amelyek a
tesztoszteron undekanoatot 15 mg ttkg/nap dozis-
ban kaptak, harom alcsoportba osztottuk: 7 allat
szerbtovisbdl késziilt 2%-os infuzidt, mas 7 allat
szerbtovis tinkturat és tovabbi 7 allat nem része-
siilt kezelésben. Ugyanilyen felosztasban részestil-
tek azok az allatok is, amelyek a tesztoszteron
undekanoatot 35 mg ttkg/nap dozisban kaptak. A
kezeléseket 60 napig folytattuk. A kezelések utan
az allatokat felboncoltuk (lasd I. tablizat), szovetta-
ni vizsgdalatokat végeztiink a fent leirt mdédon.

Eredmények és megbeszélés

A joindulatu prosztata megnagyobbodas induka-
lasa utan a tesztoszteron a patkdnyoknal testsuly-
novekedést, a prosztata megnagyobbodasat és az
allatok magatartasanak megvaltozasat idézte eld
(agresszivitas, szexudlis vagy novekedés, szérzet
csillogdva valasa, étvagy fokozodas).

Az étvagynovekedés 20 nap utan volt észlelhe-
t6, mely a késObbiekben a testsulynovekedésben
nyilvanult meg. A bunddjuk, szérzetitk 28 nap
utan valt fényesebbé és az agresszivitas és a sze-
xualis vagy 30 nap utan valt kihangsulyozotta.

A statisztikai adatok segitségével megallapitha-
td, hogy a prosztata stlya az allatok teststlyahoz
viszonyitva megndtt mindazon allatcsoportokban,
ahol a tesztoszteron undekanoat 2. koncentracidjat
alkalmaztuk (35 mg ttkg/nap) és az eredmények
egy normalis eloszlast kovettek (I1. és I1I. tabldzat).

Azok az eredmények, amelyek statisztikailag je-
lentések voltak, a megbizhatosagi hatar 95 %-os
eloszlasaban voltak, (hibahatar 5 %) (p<0,05). Szin-
tén a statisztikai adatokra hivatkozva, kisérleteink
soran hatékonyabbnak bizonyult a Xanthii spinosi
herba infuzid, mint a tinkttira.

Szovettani eredmények kiértékelése a joindula-
ta prosztata megnagyobbodas kivaltasa utan:

— L. csoportban (7 dllat, amelyek nem kaptak tesztoszte-
ront):

A gyakori hematoxilin-eozinnal festett vesébol

készitett metszeteken, a kéregallomanyban nor-
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II. tablazat

Az dllatok prosztata sulydnak vdltozdsa a testsiilyhoz képest- Bonferroni teszttel végzett statisztikai szdmitdsok
a Il. csoportban

Allatcsoportok Kiemelt t Sig. Osszegezve Konfidencia intervallum 95%
kiilonbségek P < 0,05

I-11.4 -0,01149 6,056 Igen oHEE -0,01724 —-0,005742
I-1I.1 -0,0159 8,381 Igen HAXE -0,02165 - -0,01016
I-11.2 0,01228 6,471 Igen wHEE 0,006531 - -0,01803
I-11.3 0,005103 2,689 Nem ns -0,0006459 - -0,01085
I1.4-11.1 -0,00441 2,325 Nem ns -0,01016 - -0,001337
1I.4-11. 2 0,02377 12,53 Igen AR 0,01802 - -0,02952
1.4 - 11.3 0,0166 8,745 Igen R 0,01085 —-0,02234
IL.1-11.2 0,02818 14,85 Igen R 0,02244 - -0,03393
1I.1-11.3 0,02101 11,07 Igen X 0,01526 —-0,02676
II. 2 - I1.3 -0,00718 3,782 Igen *x -0,01293 - -0,001427
One way analysis of variance
P value <0.0001
P value summary ok
P <0.05 yes
Number of groups 5
F 75,23
R squared 0,9093

I11. tablazat

Az dllatok prosztata sulydnak vdltozdsa a testsiilyhoz képest- Bonferroni teszttel végzett statisztikai szamitdsok
a I1I. csoportban

Allatcsoportok Kiemelt t Sig. Osszegezve Konfidencia intervallum 95%
kiillonbségek P < 0,05

I-1I1. 4 -0,032 11,65 Igen e -0,04033 — -0,02368
I-1II. 1 -0,04264 15,52 Igen ke -0,05097 — -0,03432
I-1II. 2 -0,01029 3,744 Igen ** -0,01861 —-0,001962
I-1IL. 3 -0,01432 5,212 Igen ek -0,02265 — -0,005997
IML.4-111. 1 -0,01064 3,871 Igen ** -0,01896 —-0,002312
II1. 4 - 111. 2 0,02172 7,903 Igen s 0,01339 - -0,03004
IML.4-1I1. 3 0,01768 6,435 Igen e 0,009357 —-0,02601
IML. 1-11I. 2 0,03235 11,77 Igen ok 0,02403 — -0,04068
III.1-1I1. 3 0,02832 10,31 Igen e 0,01999 —-0,03665
IML. 2 -111. 3 -0,00404 1,468 Igen ns -0,01236 — -0,004291
One way analysis of variance
P value <0,0001
P value summary ok
P <0.05 yes
Number of groups 5
F 20,75
Rsquared 0,7345

malis szerkezettel rendelkezd vese glomerulu-
sokat, proximalis és disztalis kanyarulatos csa-
tornakat figyelhetiink meg, és ugyanagy a veld-
allomanyban normalis szerkezettel rendelkezd

Henle-kacsokat és gytijtécsatornakat. A herékbol
készitett metszeteken, normalis szerkezettel ren-
delkez6, megdrzott spermatogenézissel rendel-
kezé herecsatorndcskakat lathattunk, mig a
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herecsatornacskak kozott elhelyezkedd kotészo-
vetben csak kevés Leydig-féle sejt csoportokat
(tesztoszteront termeld sejtek) észleltiink egyen-
letes eloszlasban. A prosztatdbdl készitett met-
szeteken, kétrétegli hammal bélelt mirigyeket és
kivezetd csatorndkat figyelhettiink meg. Egyes
mirigyekben néhany vakuoléris citoplazmaval
rendelkez6 szekrécids sejtek jelentek meg,
eozinofil szekrécios sejtek kozott elhelyezkedve
[9].

—11.1. (7 dllat, amelyek 15 mg/kg ttsily-nyi tesztosz-
teront kaptak 50 napig) és a
1I1.1. (7 dllat, amelyek 35 mg/kg ttsiily-nyi tesztosz-
teront kaptak 50 napig) csoportokban:

A gyakori hematoxilin-eozinnal festett vesébdl
készitett metszeteken, a kéregallomany halva-
nyabban jelent meg; a keskeny vizeleti térrel
koriilvett (alig lathatd) vesetestecskék nagyob-
bak voltak, valamint a proximalis kanyarulatos
csatorndkat halvanyabb citoplazméaval és jol
lathaté kefeszegéllyel rendelkezd sejtek bélel-
ték, mig a vel6allomany normadlis szovettani
szerkezet(i volt. A herékbdl készitett metszete-
ken mindkét herében fokozott spermato-
genézissel rendelkezd herecsatornacskakat fi-
gyelhettiink meg (el6alakok szdmadra), mig a
tesztoszteront termeld Leydig-féle sejt csopor-
tok nem voltak észlelheték. A prosztatdbol
készitett metszeteken, kétrétegli hammal bélelt
acinusokat és kivezetd csatorndkat figyelhet-
tiink meg. Egyes acinusokat egy tobbréteg, re-
dézott ham bélelte, valosziniileg bazalis sejtek
hiprepldzia szamara. Ugyanugy egyes acinu-
sokban néhany vakudlaris citoplazmaval ren-
delkez6 szekrécios sejtek jelentek meg,
eozinofil szekrécios sejtek kozott elhelyezked-
ve. A prosztata stromaja viszont kevésbé fejlett,
oedémas volt. Helyenként, az acinusok kozott
vérzéses nekrozis volt észlelhetd.

Szovettani eredmények a Xanthii spinosi
herba-bol késziilt készitményekkel torténd ke-
zelések utan.

—11.2. (7 dllat, 15 mg/kg ttsiily-ra kaptdk a tesztoszte-
ron undekanodtot 50 napig és utdna Xanthii spinosi
herba-bél késziilt infuziét 60 napig) és a 11.3. (7 dl-
lat, 15 mglkg ttsily-ra kaptik a tesztoszteron
undekanoétot 50 napig és utdna Xanthii spinosi
herba-bdl késziilt tinktiirat 60 napig) csoportokban:
A gyakori hematoxilin-eozinnal festett herékbol
készitett metszeteken mindkét herében norma-
lis spermatogenézissel rendelkezé herecsator-
nacskdkat figyelhettiink meg, valamint keve-
sebb tesztoszteront termeld Leydig-féle sejtcso-

portokat. A prosztatdbdl készitett metszeteken
reddzott kétrétegi hammal bélelt acinusok és
kivezet6 csatornak voltak jelen, és helyenként
sima felszindi, kétrétegi hammal bélelt, kitagult
acinusokat és kivezeté csatorndk. Egyes miri-
gyekben néhany vakuoléris citoplazmaval ren-
delkez6 szekrécids sejtek jelentek meg, eozinofil
szekrécios sejtek kozott elhelyezkedve. A prosz-
tata stromaja ugyantgy kevésbé fejlett, oedémas
volt.

111.2. (7 dllat, 35 mg/kg ttsily-ra kaptdk a tesztoszte-
ron undekanodtot 50 napig és utina Xanthii spinosi
herba-bdl késziilt infiiziét 60 napig) és a 111.3. (7 dl-
lat, 35 mglkg fttsuly-ra kaptik a tesztoszteron
undekanodtot 50 napig és utina Xanthii spinosi
herba-bol késziilt tinktiirdt 60 napig) csoportokban:
A vesékbol készitett metszeteken a kéregallo-
many halvanyabb volt, a keskeny vizeleti térrel
kortilvett (alig lathato) vesetestecskék nagyob-
bak voltak, a proximalis kanyarulatos csatorna-
kat halvanyabb citoplazmaval és jol lathato ke-
feszegéllyel rendelkezd nagyobb sejtek bélelték.
A veléallomany normalis szovettani szerkezett(i
volt. A herékbdl készitett metszeteken normalis
spermatogenézissel rendelkez6 herecsatorndacs-
kakat lathattunk, néhany Leydig-féle sejt cso-
portokkal a here intersticidlis szovetében. A
Leydig-féle sejtek szemcsés eozinofil citoplaz-
maval (normalis szerkezetliek) rendelkeztek. A
gyakori hematoxilin-eozinnal festett prosztatd-
bol készitett metszeteken kitagult acinusokat és
kivezetOcsatorndkat figyelhettiink meg, amely
koztl egyesek laphammal masok valamint két-
rétegli, és csak helyenként tobbrétegti, red6z6tt,
hammal béleltek. Mas mirigyes szerkezeti ele-
mekben gazdag és vakouldris, halvany citoplaz-
maval rendelkezd szekrécios sejtek voltak, sotét
eozinofil sejtek kozott elhelyezkedve, valamint
normalis strukturdji elemek is voltak megfi-
gyelhetdk. A stromaban csak kevés kollagén- és
simaizom rostot lathattunk. [9,10].

Kovetkeztetések

Allatkisérleteink soran a Xanthii spinosi herba-val
torténd kezelések utan a kovetkezdket észleltiik:

1.

2.

Az allatok a kezeléseket jol birtak, jol tiirték és
mellékhatasok nem jelentkeztek.

A statisztikai szamitasok azt mutatjak, hogy a
joindulatt prosztata megnagyobbodas kivalta-
sa utan a prosztata sulya a teststlyokhoz viszo-
nyitva megnétt. Az eredmények egy normalis
eloszlast kovettek.
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3. A tesztoszteron undekanoattal kezelt allatcsopor-

tokban (fliggetlentil a koncentraciétol), a kontroll
csoport allataihoz viszonyitva a megnétt proszta-
taban olyan szovettani elvaltozasok alakultak ki,
amelyek joindulati prosztata megnagyobbodasra
utaltak — acinusok és kivezetdcsatorndk voltak je-
len, amelyek tobbrétegliek, red6z6tt hammal ren-
delkeztek és ezek a hamsejtek hyperplasidra utal-
tak. Mindazok ellenére a prosztata stromadja nem
mutatott megfelkel6 elvaltozasokat. A herékben
viszont fokozott spermatogenézis volt megfigyel-
hetd, mig a tesztoszteron termel6 sejtek nem vol-
tak észlelhetdk.

. A Xanthii spinosi herba-val torténd kezelések
utan (infazié és tinkttra) a prosztata sulya
(enyhén) csokkent és ez a sulycsokkenés azok-
nal a patkanyoknal volt statisztikailag szignifi-
kans, amelyeket a Xanthii spinosi herba-bdl ké-
sziilt infazidval kezeltiink.

. A Xanthii spinosi herba-bol késziilt készitmé-
nyekkel kezelt allatcsoportoknal a szervekbdl
(herék, vese, prosztata) keszitett metszetek nem
mutattak jelentds kdrszovettani elvaltozasokat.
A prosztata acinusaiban a tobbrétegli ham
(hyperplasia) csak helyenként volt jelen, mig a
herékbdl és vesébdl készitett metszetek
morphopatoldgids elemzése nem mutatott
jelentds korszovettani elvaltozasokat az allat-
csoportokon beldl.

Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a

Xanthii spinosi herba (kiilondsen az infzid) joté-
kony hatdst volt a prosztata sulyanak csokkenté-
sében és a mikroszkopikus elvaltozasoknal csok-
kentette a hiperpldzidra utald jeleket. Ezen jelek
arra utalnak, hogy a népgyogyaszati megfigyelé-
sek alapjan sikeresen alkalmazhatdk a vizsgalt no-
vényi részek a joindulatu prosztata megbetegedé-
sekben.
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Summary

Ujhelyi, Z., Vecsernyés, M., Bdacskay, 1.: Formulation
and characetization of self-microemulsifying drug delivery
systems according to their cytotoxic attributes

The aim of this study was to develop and examine novel drug
delivery systems upon the cytotoxic behaviour of their tenside
components. Different self-emulsifying combinations have been
formulated by water dilution and oil dilution method with vari-
ous previously tested tensides and co-tensides [11]. The visual
properties registered against the increment of the applied tenside
component in Ternary triangular diagrams. Cartesian coordi-
nate calculation was applied to select the adequate compositions.
Self-emulsifying drug delivery systems are wildly used for en-
hanced bioavailabilty of oraly administrated pharmacons. [12].
Full particulars of topical application of these systems have not
been evaluated yet. In our study the cellular effects of the applied
amphiphilic tensides on human Caco-2 and HeLa cell monolayers
as dependent upon their chemical structures and physicochemi-
cal properties have been evaluated. Cytotoxicity investigation was
performed on Caco-2 and HeLa cells by MTT method. HeLa cells
as in vitro model of cervix and Caco-2 cell monolayers as conve-
nient and reliable in vitro models of the gastrointestinal tract have
been chosen.

According to the results of the formulation procedures it can
be determined that each developed SMEDD mixtures belong to
type Illa or IIIb in the lipid formulation classification system
(LFCS) proposed by Pouton [12]. All of the formulated systems
were immediately emulsified within the first second of contact
with distilled water as dispersion medium and no evidence of
phase separation or any instability problem have been observed
for at least 72 h. The droplet diameter of dispersed self emulsifying
compositions has been evaluated by Dynamic Light Scattering de-
vice. We concluded that the increased Transcutol HP concentra-
tions lead to an obvious improvement in the optical clarity, which
correlates with the determined particle size of the corresponding
dispersion. In cytotoxicity test the toxic properties of the applied
tensides have not been found as additive parameter. The most
toxic component determined the cytotoxicitxy of the SMEDDS.

Our results might ensure useful data for formulation of suit-
able SMEDDS with lower active ingredient necessity. Developed
SMEDDS might be advantageous in terms of increased bioavail-
ability, minimized side effect, and hence the patient compliance.

Keywords: Sedds, Smedds, Cremophor, Labrasol, Transcutol,
Caco-2, Hela.

Osszefoglalis

Az 1ij hatéanyagok és farmakonjeléltek szdma az intenziv farma-
kolégiai kutatisok sikerességének koszonhetden az elmiilt években
a sokszorosdra emelkedett. Ugyanakkor a klasszikus farmakolégiai
lehetdségek kore egyre sziikiil, igy rendkiviil nagy sziikség van
olyan innovativ gyégyszerformdk létrehozdsdra, amivel a kivdnt
terdpids elényok elérhetévé vdlnak [1]. Az 1if fejlesztésii hatéanya-
gok jelents része a Biofarmdciai Osztdlyozdsi rend alapjan a III.
illetve IV. osztdlyba sorolhaté gyogyszeranyag. A farmakon meg-
feleld feldolgozdsa mellett iigyelniink kell a hatéanyag megfeleld
biohasznosuldsdra is [2]. A gyégyszertechnoldgiai formuldlds
sordn felhaszndlt biofarmdciai szemlélet nagymértékben hoz-
zdjdarul olyan gyégyszerformdk megtervezéséhez, amelyek a ko-
rabban megismert hatéanyag tulajdonsdgait kedvezden befolyd-
soljak [3]. Szdmos gyogyszertechnoldgiai lehetéség kindlkozik
a nehezen formulilhato hatéanyagok szervezetbe juttatdsinak
optimalizdldsdra [4]. A vizben nehezen vagy egydltaldn nem ol-
dodo gyégyszeranyagok gasztrointesztindlis rendszerbe torténd
juttatdsinak elényds megolddsa lehet, kiilonbozé onemulgedld
illetve n-mikroemulgedld rendszer (SEDDS, SMEDDS) készi-
tése [5]. Ezen S(M)EDDS-ek lehetdséget nyiijtanak olyan, a BCS
IV. osztdlydba tartozé farmakonok per os addsdra, melyeket ko-
rabban csak parenterdlisan tudtunk biztonsdgosan a szervezetbe
juttatni [6]. Mint a legtobb ordlisan alkalmazott hatéanyagleadd
rendszer, a kiilonbozd lipid alapii dsszetételek (lipid-based drug
delivery systems LBDDS) is, biohasznosuldst ndveld képességii-
ket kiilonboz6 mechanizmusokon keresztiil képesek kifejteni [7].
A rendszerek a disszoliicids 1épés megkeriilésével a hatéanyago-
kat , el6-oldott” (pre-dissolved) dllapotba vihetik, emellett csok-
kenthetik ezen hatéanyag 1ijbéli kivildsdt [8]. A P-gp vagy mds
efflux transzporter mechnaizmusok befolydsoldsdval a hatéanyag
permeabilitdsa tovdbb javithato.

A gasztrointesztindlis traktusbdl torténd hatéanyag felszivo-
dds fokozdsa kiemelkedden fontos feladat. Azonban érdemes meg-
vizsgdlni ezen hatéanyagleadd rendszerek biohasznosulist javito
képességét mds beviteli mod és terdpids modszer esetén is. Példdaul
a négyégydszati kezelések meghatdrozo részénél a lokdlisan alkal-
mazott terdpia a mai napig kiemelt jelentdségii [9]. A gyégyszeres
kezelés eredményességét ebben az esetben is kedvezdbtleniil befo-
lydsolja a felszivoddsi elégtelenség miatt sziikségszeriien magas
hatéanyag mennyiség [10]. A kisérletes munka sordn eldallitott
on-mikroemulgedlddasra képes rendszerek lehetdséget nyiijthat-
nak a kezelés eredményességének javitdsira kiilséleges felhaszna-
lds esetén is.

Kulcesszavak: Sedds, Smedds, Cremophor, Labrasol, Transcutol,
Caco-2, Hela.
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Bevezetés

A farmakonok alkalmazhatdsaganak és hatasossa-
ganak optimalizalasaért alkalmazott Gnemulgealo-
dasra képes Osszetételek sajatsaga, az igen magas
tenzid és kotenzid koncentracio [13]. Az 6nemulge-
alo Osszetételek vizet nem tartalmaznak, csak olaj-
bol és tenzidekbdl allo izotrop keverékek. Ezen
rendszerekbdl vizes kozegbe keriilve minimalis
energia befektetés hatdsara, nagy diszperzitasfoku
o/v tipust mikroemulzié képzddik [14]. A kis ré-
szecskeméret(i diszperz rendszer kialakitdsahoz
elegendd energiat szolgaltat per os bevétel esetén
példaul a gasztrointesztindlis traktus motilitasa is
[15]. A hatéanyagok olaj/viz megoszlasi koefficiense
és a kialakult cseppméret modosithatja a farma-
konok felszabadulasat [16]. A vizes kdzegbe kertilés
utan a cseppmeéretet elsddlegesen az alkalmazott
tenzid természete és koncentracidja hatarozza meg.
Egy olaj/nemionos tenzid/hatéanyag fazisdiagra-
mot megszerkesztve meghatarozhatd az az dsszeté-
tel, ahol az onemulgedlodds maximalisan végbe-
megy [17]. Mindezek alapjan kijelenthet6, hogy a
megfeleld Onemulgedlé kozeg kivalasztasahoz
szlikséges megallapitani a hatéanyag szolubiliza-
cigjat a kiilonb6z6 komponensekben, az 6nemulge-
aloé régio teriiletét a fazisdiagramon, valamint az
onemulgdalodast kovetden létrejott cseppek méretét
Az oOnemulgedld rendszerek alkalmazdsa a ne-
hezen old6do hatéanyagok gyogyszerformaban
vald alkalmazdsa mellett, lehet6séget nyujthat a bél
lumenébdl rosszul permedlé hatdanyagok maga-
sabb biohasznosuldsanak elérésére [16]. Mivel az
onemulgedld rendszerek képzéséhez felhaszndlt
PEG monoészterek dnmagukban is képesek befo-
lyasolni a biologiai barrierek funkcioit [18]. Vizben
rosszul 0ldodd hatéanyagok formuldldsa soran szé-
les kortien és nagy mennyiségben alkalmaznak a
PEG monoésztereken kiviil mas szerkezeti struktu-
raju feltiletaktiv anyagokat is. Az ilyen rendszerek-
kel torténé terapia biztonsagos alkalmazhatdsaga-
hoz ezen tenzidek biologiai hatdsvizsgalata részle-
tes elemzésre szorul [19]. A PEG monoészter struk-
taraja Cremophor® vegyiiletek mellett fontos meg-
vizsgalni az onalldan illetve segédemulgensként
haszndlt Labrasol® -t, mely szerkezetét tekintve
mono-, di- és trigliceridek polietilén glikol mono-
és diésztereinek definialt keveréke, valamint a
koemulgensként széles korben alkalmazott azonos
segédanyag csalddba tartozo kiilonb6zé propilén
glikol szarmazékokat is. A komponensek vizsgala-
taval részletes informacidhoz juthatunk egy-egy
gyogyszertechnoldgiai szempontbol Osszeallitott

rendszer bioldgiai hatasardl, illetve a gyogyszer-
hordozoban 1évé hatéanyag biohasznosulasarol
[20]. A bélhamsejteken végzett vizsgalatok hozza-
segitenek a megfelel6 technoldgiai sajatsagok eléré-
se mellett jobban toleralhatd gydgyszerforma kiala-
kitdsahoz [21]. A cervikalis sejtvonalon végzett ki-
sérletek eredményei informadciot szolgaltathatnak
az Onemulgedld rendszerek helyi alkalmazasanak
lehet6ségérdl, valamint elényeir6l. Amennyiben a
rendszer artalmatlansaga bizonyithato, akkor se-
gitségiikkel az akar sziikségszerlien magas terapi-
as dozisban adagolt hatéanyag mennyisége csok-
kenthet6 [22]. Ezaltal a kedvez&tlen mellékhatasok
gyakorisaga illetve sulyossaga minimalizalhato.

Kisérleti rész
A kisérletsorozatot megalapozd kordbbi kisérletek

Elvégzett kisérleteinkben vizsgdltuk tobb amfifil
tenzidcsoport (0sszesen 16 feliiletaktiv anyag ti-
pus) Caco-2 humdn adenocarcinoma eredet(i bél-
hamsejtekre, HeLa cervix carcinoma sejtekre vala-
mint human erythrocytakra gyakorolt hatasat kii-
16nb6z6 citotoxicitasi tesztek (MTT, LDH, hemo-
lizis teszt) segitségével. Ez alapjan meghatdroztuk
a S(IM)EDDS formulalashoz felhasznalasra keriil
tenzidek IC,, valamint HC, értékeit. A magasabb
IC,, értékekkel jellemzett tenzidek paracellularis
transzportra gyakorolt hatdsanak mérésével adato-
kat kaptunk a felszivodas fokozd tulajdonsagrol.
Emellett két diszpenzeres Sigma 700 tipusu tenzio-
méter segitségével megmértiik az anyagok feliileti
fesziiltség modosito képessége alapjan, a tenzidek
kritikus micella képzési koncentraciojat. Mivel a
tenzidek szolubilizalo képessége fligg azok CMC
értékétdl, a kémiai szerkezetétdl valamint a sejtek
életképességére gyakorolt hatdsuktol, ezért ezen
adatok meghatarozasa utan, Osszefiiggéseket alla-
pitottunk meg [23]. Ezen adatok ismeretében lehe-
téségiink volt olyan tenzideket kivalasztani, me-
lyekbdl ezen szempontok alapjan megfeleld hato-
anyag leadd rendszerek formulalhatdk.

Kisérlethez felhasznalt anyagok

Az Izopropil mirisztatot a Merck Hungary Kft.-t6l
vasaroltuk. A tenzidként felhasznalt Labrasol,
Lauroglycol FCC, Lauroglicol 90, Capryol 90
Capryol PGMC, Transcutol HP a Gattefossé Fran-
ciaorszag Kft. termékmintdi. A Cremophor RH 40
(Kolliphor RH40) a BASF Németorszag Kft.-tdl ke-
riilt beszerzésre.
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Terner rendszerek jelentdsége a formuldlds sordin

Az 6nemulgedld rendszerek alkotdinak jellemzé-
sére hasznalt haromszog diagramokban a kompo-
nensek egymasban val6 kolcsénds oldhatdsaga el-
tér6 [14]. Minden terner rendszer fazisdiagramjan
a haromszog csucspontjai koziil kettd a tiszta viz,
illetve olaj komponenst jeloli [24]. A harmadik
csucshoz a formuldldsa soran valasztott tenzid
monokomponens vagy keverék rendelhetd. Min-
den ilyen haromfazisu rendszernél megallapitha-
téak olyan nyomds vagy hdémérséklet értékek,
amelynél két Osszetevd csak részben vagy egyalta-
lan nem elegyedik [25]. A harmadik komponens-
ként hasznalt feliiletaktiv anyag jelenléte (mivel az
részben elegyedik mindkét masik komponenssel)
megvaltoztatja a két részben elegyedé komponens
kolesonos oldhatésagat. Onemulgealédd rendsze-
rek képzdédésekor jelentds kémiai reakcié nem jat-
szodik le, igy a rendszerek allapotanak jellemzésé-
hez a hdmérsékleten és nyomason kiviil az dssze-
tételre van sziikség. Két komponens moltortjének
ismeretében a harmadik komponens moltortje ki-
szamithatd, a szabadsagi fokok szama egy ilyen
Osszetételben négy [26].

Adott koriilmények kozott ennek megfelelen a
rendszer allapotat a két Osszetétel adat egyértel-
miien meghatarozza. Ahhoz, hogy egy terner
rendszer fazisdiagramjat sikban &brazolhassuk,
két paramétert — célszertien a nyomadst és homér-
sékletet — allandénak kell venniink. Ez esetben a
harom komponens altal meghatdrozott 6sszetételt
egyenlé oldalt haromszogben abrazoljuk. A ha-
romszog oldalain az alkoté komponensek tomeg-
szazalékat tiintetjiik fel. A haromszog diagram ko-
riiljardsi irdnya tetszllegesen megvalaszthato,
vizsgalatainknal az 6ramutatd jarasaval ellentétes
irdnyt valasztottuk. A haromszog belsejében tet-
szOlegesen kivalasztott E (mint elegy) pont 0ssze-
tételét ugy kapjuk meg, ha a ponton keresztiil az
oldalakkal parhuzamos egyeneseket rajzolunk és
az egyes komponensek tomegszazalékait a megfe-
lel6 oldalakon leolvassuk [27]. A diagram egy-egy
oldala a folyadékparonkénti kétkomponenst
rendszerek Osszetételét adja meg (1. dbra).

Hatdéanyag leadd rendszerek képzése
Terner rendszerek alkalmazdsaval

Az onemulgedlo rendszerek képzését, szamitogép
vezérelt kapcsolt Schott Titronic® 200 automata
diszpenzerekkel végeztiik. A Gibbs-féle fazissza-
balyt alkalmazva a harom komponenstinek tekintett

O.a 03 ‘.B 09
Feluletaktiv anyag

o —

1. dbra: Terner rendszer Osszetételének meghatdrozisa
hdromszogdiagramon. Az egyes komponensek tomegszdzalék
ardnyai az éramutatd jardsdval ellenkezd irdnyban nének

rendszert négy allapotjelz6 megadasaval: a hémér-
séklet, a nyomads és két komponens moltortjének ér-
tékeivel jellemeztiik és a Terner rendszerben harom-
sz0g diagramon &brazoljuk. A kisérletsorozatban
vizsgalni kivant két dsszetevé minden esetben egy
vizes kozeg és olajos fazisként izopropyl mirisztat
volt, amihez hozzarendeltiik a kivalasztott tenzidet
vagy tenzid keveréket. A terner rendszerek segitsé-
gével Cartesian/Descartes-féle koordinataszamitas-
sal megallapitottuk az Osszetételek homogén hetero-
gén vagy konjugdlt fazis Osszetételeit, valamint a
rendszerek kritikus keveredési pontjat. A homogén
tazisosszetételek tulajdonképpen az on-emulgedlo-
dasra, illetve a diszpergdalt olajcseppek méretétdl
fliggben 6n-mikroemulgealddasra képes rendszerek.

A diszpergalt fazis méreteloszlisinak vizsgdlata
dinamikus fényszords mérés segitségével

A dinamikus fényszéras fotometria (DLS) gyors
mérési lehetdség a diszpergalt olajcseppek szamos
fontos paraméterének a meghatdrozasdhoz. A
vizsgalatok soran a megvilagitott diszpergalt ré-
szecskék altal szort fény analizise torténik. A hete-
rogén diszperz rendszer vizsgalata tulajdon-
képpen a szort fény idobeli valtozasanak kovetése,
autokorrelacids fliggvényének felvétele és analiza-
lasa mellett. A részecskék méreteloszlasanak meg-
hatdrozdsahoz Brookhaven Fotométert hasznal-
tunk. Az emulzids rendszerek vizsgalatat 60° —
155°-0s szorasi szogeknél végeztiik. Minden szog-
nél harom korrelacios fliggvényt vettiink fel. A
mérési idétartam minden esetben 300 s volt.
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Sejttenyésztés

Az 6nemulgealddasra képes hatéanyagleado rend-
szerek €16 sejtekre gyakorolt hatdsat a monolayer
kialakitasara képes Caco-2 (human Causcasian
Colon adenocarcinoma) valamint HelLa cervicalis
carcinoma sejteken vizsgaltuk [28]. A kisérletek-
hez hasznalt Caco-2 valamint HeLa sejtvonalat az
ECACC (European Collection of Cell Cultures,
Egyesiilt Kiradlysag) sejtbankon keresztiil szerez-
tiikk be. A sejteket letapado sejtkulturahoz alkal-
mas sejttenyésztd edényben (Nunc; Dania),
10(v/v)% inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot
(FBS, Sigma-Aldrich; Magyarorszag), 1(v/v)% nem
esszencialis aminosavat (Sigma-Aldrich; Magyar-
orszag) és 100 mg/ml gentamicint tartalmazod
DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium,
Sigma-Aldrich; Magyarorszag) tenyészté médium
folyadékban novesztettiik CO, termosztatban (5%
CO, atmoszféraban) 37 °C-on 95% paratartalom
mellett. A sejteken a tapoldat cserét minden 3. na-
pon végeztiik. A sejtek passzalasahoz 0,05 m/v%
tripszin 0,02 m/v % EDTA- oldatot [0,5 % g/I trip-
szin (Sigma-Aldrich; Magyarorszag); 0,2 g/l EDTA
(Sigma-Aldrich; Magyarorszag)] hasznaltunk. A
vizsgalathoz 22-45 passzdzs szam kozotti sejteket
hasznaltunk [9].

Sejt-életképesséqi vizsgilatok
MITT teszt

Az MTT teszt soran az életképes sejtek
mitokondriumai a sarga szinG 3-(4,5-dimetil-
thiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromidot
(MTT) lila szinGi vizben oldhatatlan formazan
kristalyokka képesek atalakitani [29]. A vizsgalat-
hoz a Caco-2 sejteket 7 napig, a HeLa sejteket 4 na-
pig az el6z6 pontban ismertetett modszerrel, 96
lyukt tenyésztd plate-ben (10*sejt/lyuk) novesztet-
tiik. A novesztés soran a 3. napon a médiumot le-
cseréltiik. A konfluens sejtréteg kialakuldsat kove-

téen kiilonbozé koncentracidju, PBS-ben késziilt
tenzid oldatot pipettdztunk a sejtekre. 30 perces
inkubalas utan, PBS-el késziilt 0,5 mg/ml koncent-
racioju MTT oldatra cseréltiik a vizsgalati minta-
kat. Majd 37 °C-on 3 dran keresztiil inkubaltuk. A
feliiliszo eltavolitasa utan a keletkezett formazan
kristalyokat 150 pl sdsavas 2-propanollal
(2-propanol:sosav = 25:1) oldottuk fel. Az oldatok
abszorbancidjat FLUOstar Optima Microplate
Reader (BMG LABTECH, Németorszag) segitségé-
vel 570 nm-en mértiik. Korrigalasként kivontuk az
570 nm-en mért abszorbancia értékekbdl a sejttor-
melék szuszpenzid, mint hattér 690 nm-en mért
abszorbancia értékeit. A kisérlet soran at nem ala-
kult (feltételezhetéen a sejttormelékhez tapado)
festék nem befolydsolta a meghatarozast, tekintet-
tel arra, hogy a redukalatlan MTT-nek nincs el-
nyelése 570 nm—en. Az igy kapott eredményeket, a
kezeletlen kontroll mintdk abszorbancia értékei-
hez viszonyitva szdzalékban fejeztiik ki és a
tenzid koncentracio fliggvényében abrazoltuk [13].
A grafikonok segitségével meghataroztuk az
egyes feliiletaktiv anyagokra jellemz6 IC, (az a
tenzid koncentracid, amelynél az életképes sejtek
aranya 50%) értékeket.

Eredmények

Hatdanyag leadd rendszerek képzése
Terner rendszerek alkalmazdsdval

A formuldlas sordan megallapitottuk, hogy a ko-
rabban vizsgalt feliiletaktiv anyagok koziil az 6n-
emulgeald rendszerek képzéséhez a Labrasol, a
Transcutol HP valamint a Cremophor RH40 bizo-
nyult megfelelének. Ezeket Terner diagramban
abrazolva kivalasztottuk az Onmikroemulgealo
rendszerek képzésére legalkalmasabb Osszetétele-
ket (1. tablizat). A rendszerek 1 ml-es mennyiségé-
ben 1 ml izopropil mirisztatot kevertiink, majd az
igy kapott rendszert desztillalt vizzel higitva vizs-
galtuk a képz6d6 emulzios Osszetételeket. A vizs-

L. tdblazat
A kivdlasztott 6n-mikroemulgedlo rendszerek képzésére legalkalmasabb dsszetételek
Cremophor RH40 Transcutol HP Labrasol
Osszetétel 1 33% 33% 33%
Osszetétel 2 25% 50% 25%
Osszetétel 3 20% 60% 20%
Osszetétel 4 20% 40% 40%
Osszetétel 5 16% 32% 52%
Osszetétel 6 16% 52% 32%
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II. tablazat

A diszpergdlt olajcseppek mérete DLS mérés alapjdn

Osszetétel A diszpergalt cseppek atlagos mérete Az értékek kozt szamitott szoras (+SD)
Osszetétel 1 171,6 nm +2,82863
Osszetétel 2 69,2 nm +4,76334
Osszetétel 3 78,4 nm 4,521

galat eredményeit pszeudoterner diagramban 4b-
razoltuk (2. dbra). A pszeudoterner diagramok
eredményei alapjan a terapids rendszerként legeld-
nyOosebbek a legnagyobb mikroemulzié képzési
Jfront”-tal (maximum microemulsion existing
zone) rendelkez6 1., 2., valamint 3. (Osszetétel 1,
Osszetétel 2, Osszetétel 3) sszetételek. Ezek koziil
is az 1:3:1 aranyu Cremophor RH40 Transcutol HP
Labrasol keverék a leginkdbb megfelel6 igaz az

olajkomponenshez viszonyitott Transcutol HP
arany is itt a legmagasabb. A rendszereket ezt ko-
vetéen VIII. magyar gyogyszerkonyvi stabilitasi
vizsgalatoknak vetettiik ala [30]. A tenzid Osszeté-
telek 6 honap eltartds sordan sem mutattak valto-
zast [31]. A rendszerek mindegyikébe 1 ml
izopropil mirisztatot keverve, majd az igy kapott
rendszert desztillalt vizzel kétszadzszorosara higit-
va kapott attetsz6 vagy transzluens heterogén

diszperz rendszerek 1

“ honap alatt nem mutat-
tak a szétvalas jeleit.

A diszpergalt fazis
méreteloszlisanak
vizsgdlata az onemulgedld
rendszerekben

Az Osszetételekbdl fent
leirt modon képzett
emulzids heterogén
rendszerekben a disz-
pergalt olajcseppek mé-
rete DLS mérés alapjan
171,6 és 69,2 nm kozott
voltak (II. tablazat, 3.
dbra). Az eredmények
megfelelnek a mikro-
emulzié képzddés fel-
tételeinek. [32]

A citotoxicitdsi vizsgdla-
tok eredményei

A rendszerek vizsgala-
ta soran megallapitha-
t6, hogy azok a fiziolo-
gias kihigulasnak meg-
felel6 koncentracioban
nem okoztdk a sejtek
életképességének meg-
valtozasat. Ez a tulaj-
donsag azonban a kon-
emelésével

08 oe O,
e centracio

2. dbra: Az dsszetételekbdl képz6dd emulzios rendszerek pszeudoterner diagramjai.
Az drnyékolt teriilet az on-mikroemulgedloddsra képes osszetételeket jeloli

valtozik. A kapott toxi-
citasi értékek sorrendi-
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Diszpergall részecskék arinya (%) Diszpergill részecskék aranya (%)

Diszpergilt részecskék arinya (%)
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Diszpergilt részecskék mérete (nm)
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Diszpergalt részecskék mérete (nm)

Osszetétel 3
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Diszpergalt részecskék mérete (nm)

3. dbra: A diszpergalt olajcseppek méreteloszldsa DLS mérés alapjin

sége azonos Caco-2 valamint
HeLa sejtvonalak esetében. A
tenzid keverékek toxicitdsa kon-
centraciofiiggd, ugyanakkor nem
additiv tulajdonsagként jelentke-
zett [33]. Az alkoto tenzidek sejt-
életképességre gyakorolt hatasat
a munkacsoportunk altal végzett
korabbi kisérletekben megvizs-
galtuk [24]. Az eredményeket
0sszehasonlitva elmondhato,
hogy a rendszerek toxikus ka-
raktere az alkoté komponensek
koziil a legtoxikusabb tenzid
sejtkarositd képességének mérté-
kével megegyezik. (4. és 5. dbra).

Statisztikai analizis

A mérések soran kapott eredmé-
nyeinket statisztikailag a
SigmaStat (version 3.1; SPSS, Inc.)
segitségével elemeztiik. Az ered-
ményeink kozott ez alapjan sza-
mitott atlagukat tiintettiik fel +
SD. A csoportok Osszehasonlita-
sat ONE WAY ANOVA modszer-
rel végeztiilk, amelyet Tukey’s
teszt kovetett. A kisérleti ered-
ményeinket legaldbb 3 parhuza-
mos mérés szolgaltatta, a kiilonb-
ségeket p < 0.05 esetén tekintet-
tiik szignifikdnsnak

Kovetkeztetések

Kisérletsorozatunkban kiilonbo-
z6 kémiai szerkezet(i és HLB ér-
tékkel jellemezhet6 tenzidekbdl
onemulgealodasra képes hato-
anyagleadd rendszereket képez-
tink. A kutatdcsoport 4altal ko-
rabban elvégzett kisérleteinkben
a formulaciohoz felhasznalni ki-
vant tenzid csoportokbdl, azok
sejtéletképességre gyakorolt ha-
tasa alapjan, a Labrasolt, a
Transcutol HP-t, valamint Cre-
mophor RH40-t valasztottuk ki
az onemulgeal6 rendszerek kép-
zéséhez. A sejtkdrosito hatds
megallapitdsdra a mitokondrialis
aktivitdsvaltozast illetve az
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keveréket képezve a sejtka-
rositd hatds egy-egy kom-

Koncentricié v/iv%

1°°':L§;Kj: —3 — == —— 7 ponensre jellemz4 vagy ad-
o 90- ditiv tulajdonsag. Az On-
< 4 4 4
£ o] T ‘ ellm,llgealo rendszergk kép-
E‘ 1 zését automata diszpen-
= 77 zerek segitségével olaj illet-
= , 1.0 e L 7
‘S, 60- ve viz dilticios modszerrel
% 50 végeztiikk. A kivalasztott
2 ] —@— Osszetétel | tenzidek kiilonb6z6 aranyu
3 | —@— Osszetétel 2 keverékét pszeudoterner di-
2 ag] —— Osszetétel 3 b . ‘1 1
% _ —9—HBSS agramban vizsgdlva megal-
4 20 - TritonX-100 (10% w/iv) lapltottuk, hOgy hat 6sszeté-
2 ] telben a mikroemulzié kép-
1 zOdése jelentds higulas mel-
. - T - T ; - - - - lett is kifejezett. A pszeudo-
0.00 001 002 003 004 0,05

terner diagramok eredmé-
nyei alapjan a terapias rend-

4. dbra: Az 1.,2. valamint 3. Osszetétel higitdsainak HeLa sejtek életképességre
gyakorolt hatdsa MTT teszt segitségével vizsgdlva (p<0,05)

szerként legelényodsebbek a
legnagyobb  mikroemulzio

képzési , front”-tal (maximum

microemulsion existing zo-
ne) rendelkezé 1.2., vala-

mint 3. (stzetétel 1, Ossze-
tétel 2 , Osszetétel 3) Ossze-

20

10 4

Caco-2 sejtek életképességének aranya %
3
L

—%
—m— Osszetétel 1

TritonX-100 (10% wiv)

tételek. Ezek kozilil is az
1:3:1 aranya Cremophor
RH40 Transcutol HP Lab-
rasol keverék a leginkabb
megfeleld [35].

0] Dinamikus fényszdrason

i ®— Osszetétel 2 alapuld részecskeméret meg-

30 Osszetétel 3 hatdrozas soran megallapi-
—v—HBSS gallap

tottuk, hogy ezen elény0s-
nek talalt Osszetételek 200
szoros higitasaiban az elosz-

T T T T T T
0,00 0,01 0,02 0,03

Koncentricio v/v%

latott diszperz fazisu olaj-
cseppek mérettartomanya a
69-172 nm-es intervallum-

5. dbra: Az 1.,2. valamint 3. Osszetétel higitdsainak Caco-2 sejtek életképességre
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ban vannak. Ez a mérettar-
tomany megfelel6 a célként
kitizott biohasznosulast no-

extracellularis LDH aktivitasvaltozast mértiik [34].
A kivalasztott feliiletaktiv anyagok hidrofil alko-
tojukban és a zsirsav komponenseik szénatom
szamaban is kiilonboztek. A Labrasol esetében pe-
dig a molekula észterezettségi foka is eltérd. Ko-
rabbi eredményeink alapjan megallapitottuk,
hogy a feliiletaktiv anyagok koncentraciofiiggden
képesek befolyasolni az €16 sejtek aranyat Caco-2
sejtvonalon végzett in vitro kisérletekben [23].
Munkdnk sordn megvizsgaltuk, hogy ezen is-
mert toxikus karakterrel jellemezhetd tenzidekbdl

veld Osszetétel kialakitasahoz. A kialakitott on-
emulgeal6dd rendszerek alkalmazhatdsagat meg-
hatdrozza az Gsszetételek stabilitdsa. Ennek bizto-
sitdsara stabilitdsi teszteket végeztiink a vizmentes
Osszetételekkel illetve a képz6dott mikroemulzios
rendszerekkel egyarant. Vizsgalataink soran a
tenzid Osszetételek hat hénap soran nem mutattak
elvéltozast. Az olaj komponenst tartalmazo rend-
szereket kétszazszorosdra higitva létrejott attetsz6
vagy transzluens heterogén diszperz rendszerek 1
hoénap alatt nem mutattak a szétvalas jeleit.
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Kisérletsorozatunk tervezésekor célul tztiik ki a
tenzid keverékek €16 szervezetre gyakorolt hatasa-
nak vizsgalatat. A gydgyszertechnoldgiailag meg-
felel6nek talalt osszetételeket MTT sejtéletképességi
vizsgalat segitségével karakterizaltuk. A kisérlete-
ket HeLa illetve Caco-2 sejtvonalon elvégezve a fe-
liilletaktiv anyagok toxikus tulajdonsagat nem talal-
tuk additiv jellemz6ének. Ezen eredményeket az
Osszetételek paracelluldris transzportra gyakorolt
hatdsanak vizsgalataval kiegészitve hasznos adato-
kat szolgalhatnak a hatdanyaglead6 rendszerek az
in vitro valamint in vivo koriilmények kozotti visel-
kedésének megismeréséhez [36].

Kutatdsi eredményeink ujabb igazoldsul szol-
galnak a gyogyszertechnoldgiai segédanyagok
széleskorli vizsgdlatanak sziikségszerliségéhez. A
kialakitott gyogyszerformak technoldgiai megfele-
18sége alapvetd, de nem elegend? feltétele a sike-
res gyogyszeres terapianak. A biofarmacia szem-
lélet elengedhetetlen az 0j innovativ gydgyszerek
kialakitasahoz. Hiszen csak az ilyen szemlélettel
kifejlesztett készitmények képesek az optimalis
gyogyszerhatas elérése céljabol csokkenteni a
szervezetbe juttatott hatdanyag mennyiségét,
elkeriilnve a nem kivanatos mellékhatasokat, és a
terapias igényeknek megfelelen, a hatéanyag-fel-
szabadulasat, tervezett modon, a megfelel$ helyen
és idében, meghatarozott sebességgel biztositani.

Tamogatas

A kutatds a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azo-
nositd szdmu Nemzeti Kivdldsdg Program — Hazai
hallgatoi, illetve kutatdi személyi tdmogatdst biztosito
rendszer kidolgozdsa és miikodtetése konvergencia prog-
ram cim( kiemelt projekt keretében zajlott. A pro-
jekt az Eurdpai Unid tamogatasaval, az Eurdpai
Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.
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Summary

Seres, A., Ducza, E., Gdspidr, R.:Investigation of gesta-
genic effect of raw drone milk in rats

Numerous honeybee products are used in traditional medicine.
The best-known honeybee products are the honey, the propolis
and the royal jelly. Drone milk is a relatively little-known hon-
eybee product. Although, drone milk is traditionally used to treat
infertility and to promote vitality in both men and women in cer-
tain countries, the literature furnishes no information concerning
effects of the drone milk. The oestrogenic and androgenic effects
of drone milk have recently been reported in rats and the effective
compounds have also been identified.

The aim of this study was to determine the putative gestagenic
effect of raw drone milk in rats.

Maintenance of pregnancy assays revealed that drone milk was
able to increase the number of surviving fetuses. This results sug-
gested some gestagenic effects. This effect was confirmed by RT-
PCR and Western blot methods in which the mRNA and protein
expressions of gestagen-dependent CRLR (Calcitonin Receptor-
Like Receptor) peptide were determined. To determine the efficacy
of gestagenic effect of drone milk, spironolactone (weak gestagen
compound) was used. The combination of drone milk and spirono-
lactone showed more potent gestagenic effect.

These results lead us to suppose that raw drone milk shows
weak gestagenic effect and this effect can be increased by another
weak gestagen. Further studies are required to clarify the gesta-
genic mechanisms of action of drone milk.

Osszefoglalas

A népgyogydszatban, ill. a gydgyszeres terdpia kiegészitéseként
szdmos méhészeti terméket alkalmaznak. Koziiliik legismerteb-
bek a méz, a propolisz és a méhpempd. Kevéssé ismert a heretej
—az angolszdsz szakirodalomban hatdsa egydltaldn nem ismert —,
melyet a népi gyégydszatban termékenység fokozisdra, ill. dltald-
nos robordld szerként haszndlnak. Kordbbi vizsgdlatainkban mdr
igazoltuk, hogy a heretej dsztrogén, ill. androgén hatdssal rendel-
kezik és bioaktivitdst keresd frakciondldsokat kdvetéen a hatdsért
felelds komponensek izoldldsa is megtirtént.

Jelen kisérleteinkben célul tiiztiik ki a nyers heretej gesztagénszerti
hatdsainak vizsgdlatdt patkdnyokban.

Vizsgdlatainkban, a vemhességmegtarto teszt alkalmazdsa so-
ran azt tapasztaltuk, hogy a heretej kezelés hatdsdra — gesztagén
hatds jelenlétére utalva — a tiléld fotuszok szama megemelkedett.
Ezt a hatast molekuldris farmakoldgiai modszerekkel, RT-PCR és
Western blot technikdkkal is aldtdmasztottuk, mely vizsgdlatok
sordn az gesztagén-dependens CRLR (Calcitonin Receptor-Like
Receptor) fehérje, ill. annak mRNS-ének fokozoddsit tapasztaltuk
heretej kezelést kovetden. A heretej gesztagén hatdserdsségének
feltérképezése sordn a spironolaktonhoz (gyenge gesztagén) ha-
sonlitottuk a hatdsdt. A két vegyiilet kombindcidja sordn jelentds
hatdserdsodést tapasztaltunk.

Vizsgdlataink alapjan a nyers heretej gyenge gesztagén hatds-
sal rendelkezik, amely hatdsa egy mdsik gyenge gesztagén jelen-
létében fokozodik. A pontos hatdsmechanizmus feltdrdsa tovdbbi
kisérleteket igényel.

Bevezetés

A méhészeti termékeket széles korben alkalmaz-
zak a népgyogyaszatban ill. a gyogyszeres terapia
kiegészitésére a klinikumban, s6t még a kozmeti-
kai iparban is. Mivel napjainkban egyre n6 az ér-
dekl6dés a funkcionalis élelmiszerek irant, me-
lyeknek szerepiik lehet a betegségek megel6zésé-
ben és kezelésében, igy egyre tobb kozlemény szii-
letik a kiilonb6z6 méhészeti termékek hatasairol.
Legismertebb koziilitk a méz, melyrél szamos
igen kiilonb6z6 Osszetevdje (pl.: mono- és oligo-
szacharidok, flavanoidok, nitrogén-monoxid, enzi-
mek) révén szamos farmakoldgiai hatdst leirtak.
Egyebek mellett rendelkezik kiilonb6z6 hatdsme-
chanizmusokkal is aldtdmaszthatd antidiabetikus
hatassal [1], antimikrobas [2] és gyulladascsokken-
té hatdsat [3] pedig elOszeretettel hasznaljak ki a
sebgyogyitasok teriiletén [4] ill. kohogéscsillapito-

ként [5]. Egyik kiilonleges fajtajarol, a Tualang
mézrdl leirtdk, hogy 0sztrogén hatdsa révén tera-
pias értékid lehet posztmenopauzaban, s6t megfe-
lel6 dozisokban adagolva emelte a progeszteron
szérumszintjét is [6].

Jelenleg is igen intenziven vizsgalnak egy masik
meéhészeti terméket, a méhpempdt. A méhpempd
a dolgozé méhek garatmirigyének a valadéka, a
méhkiralynd legfébb taplaléka. Az mar ismert,
hogy a méhek taplalkozasa Osszefiigg termékeny-
ségiikkel, igy a méhkiralynd termékenysége is 6sz-
szefiiggésbe hozhaté a méhpempd fogyasztasaval
[7]. Szamos a méhpempdbol izolalt zsirsavrol
(10-hidroxi-transz-2-dekanoatsav és szarmazékai)
igazoltak kiilonbozd sejtvonalakon, hogy kotddik
az Osztrogén receptorhoz és hipertrofizalja a pat-
kanyok miometriumat [8]. Ezen in vitro és in vivo
eredmények alapjan a méhpemp6 a hormonpoétld
terapia alternativaja lehet menopauzaban [9] és jo-
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tékony hatasu a kiilonboz6 fertilitdsi problémak
kezelésében [10].

Kevéssé ismert azonban, hogy a méhkiralynd-
hoz hasonldan, a hereméheknek is sajat, specialis
taplalékuk van, melyet heretejnek neveznek. A he-
retej viszkozus, sarga szin(i, enyhén édes folya-
dék, melynek eléallitasat, a méhpempohoz hason-
l6an, a dolgozd méhek végzik. A heretej, mint kii-
16n méhészeti termék, az angolszdsz szakiroda-
lomban nem ismert, habar a hereméhek fészekal-
jat Kindban, Oroszorszagban és Erdélyben a
klimax tiineteinek ill. szexualis problémak kezelé-
sére alkalmazzak, mindemellett altaldnos roboralo
szerként is jelen van a népi gyogyaszatban. Roma-
nidban a fagyasztott hereméh fészekaljat példaul
alkalmazzak idds emberek rehabilitdsara és aktivi-
tasuk fokozasara [10]. A hereméhek fészekaljanak
f6 komponense a heretej, de mar nem tartalmazza
a larva és a bab fejlédési alakokat. A heretejet a
méhészek a mézhez hasonloan pergetéssel készi-
tik és a hereméh fészekaljhoz hasonlo felhasznala-
si tertileten alkalmazzdk a népi gyogyaszatban.
Mindezen alkalmazasi teriiletek valamilyen nemi
hormonhatast sejtetnek.

Korabbi vizsgalatainkban igazoltuk, hogy a he-
retej 0sztrogén és androgén hatasokkal rendelke-
zik, és bioaktivitast keresG frakcionalast kovetd
GC-MS és NMR mérésekkel a hatasért felelds
komponensek izolalasa is megtortént [11, 12]. Ha-
bar, a méhészeti termékek igen széles kdrben vizs-
galt vegyiiletek, gesztagén hatasair6l mindeddig
kevés informaci6 all rendelkezésiinkre, igy tovab-
bi vizsgalatainkban célul tliztiik ki a heretej lehet-
séges gesztagén hatdsainak a feltérképezését.

Anyagok és modszerek
Heretej gyiijtése

A heretejet repceviragzaskor, késo tavasszal gyij-
totték, Polgdr Sindor magan méhészetében készi-
tették el, levalasztva a larva és bab alakokat. A
nyers heretejet mlianyag fagyasztocsovekbe szét-
osztottuk és a kisérletek megkezdéséig -20 °C-on
tartottuk.

Allatkisérletek

Az allatkisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsigdnak és a
Csongrad Megyei Mez6gazdasagi Szakigazgatdsi
Hivatal Elelmiszerlanc-biztonsagi és Allategész-
ségligyi Igazgatdsag engedélyével végeztiik (enge-
délyszam: 1V./198/2013.).

Kisérleteinkben ivarérett ndstény Sprague-
Dawley néstény patkanyokat hasznaltunk, melye-
ket a Charles River Kft.-t6] (Budapest, Magyaror-
szag) szereztiink be. Az 4llatokat szabalyozott ho-
mérsékletd (20-23 °C), paratartalmu (40-60%) és
megvilagitdst (12 éras periddus) Kisérleti Allatis-
talloban tartottuk, ahol ragcsaléknak valo takar-
manyt és csapvizet kaptak ad libitum.

Vemhességmegtarto vizsgdlat

160-180 g-os ivarérett néstény és 220-240 g-os him
Sprague-Dawley patkanyokat paroztattunk. A
parzas kezdetétdl szamitva 4-5 6ra mulva a nds-
tény allatok hiivelykenetét mikroszkop alatt meg-
vizsgaltuk. Amely kenetben himivarsejtek meglé-
tét igazoltuk, azt a néstényt, mint 1. napos vemhes
allatot elkiilonitettiik. A vemhességiik 8. napjan
az allatokat izofluran anesztéziaban kétoldali pe-
tefészek eltavolitasnak vetettitk ala, mikozben a
meglévd fotuszokat (implantacios helyeket) meg-
szamoltuk. A petefészekirtott vemhes ndstényeket
3 csoportba osztottuk, csoportonként legalabb 7
vemhes allatot vontuk be a kisérletbe, melyeket a
vemhességiik 8-14. napjan kezeltiink naponta egy-
szer azonos idépontokban. A pozitiv kontroll cso-
port progeszteront (3 mg/nap) és 17p3-6sztradiol-
valeratot (6,6 pg/kg/nap) kapott szubkutan injek-
cié6 formdjaban, mig a negativ kontroll csoport
csak 17P-0sztradiol-valeratot (6,6 ug/kg/map) ka-
pott. A harmadik csoport heretejet (0,5 g/kg/nap)
kapott per os, gyomorszondan keresztiil adagolva,
valamint 17p3-0sztradiol-valeratot (6,6 pg/kg/map)
szubkutan injekcioban. A tovabbi kisérletekben az
allatoknak kombinacidoban adagoltunk per os
spironolaktont (20 mg/kg/nap) és heretejet. A
vemhesség 15. napjan a tuléld fotuszokat megsza-
moltuk és a kiinduldsi fétuszok szdmdanak szaza-
lékaban adtuk meg [13, 14].

RT-PCR mérés

Vizsgalatainkban 6 nappal a kezelések kezdete
el6tt 160-180 g-os ivarérett ndstény Sprague-
Dawley patkanyok petefészkét izofluran aneszté-
zidban eltavolitottuk, majd 3 napig, naponta két-
szer kezeltiik a vizsgalati anyagokkal. A kontroll
csoport desztillalt vizet, mint vivéanyagot, a pozi-
tiv kontroll csoport szubkutdn progeszteront (2x2
mg/nap), a harmadik csoport pedig per os adagolt
heretejet (0,5 g/kg/map) kapott. A kés6bbiekben
egy gyenge gesztagén hatdsu vegyiilet, a spirono-
lakton (2x15 mg/kg/nap) ill. spironolakton és here-
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tej kombindcidjaval is kezeltitk az allatokat. Az
utolso kezelést kovetden 24 ordval az allatokat
mély izofluran anesztézidban ledltiik, a méhszove-
tet eltavolitottuk. A kornyezd szovetektdl, zsirszo-
vett6l megtisztitva a mintdkat egy éjszakan ke-
resztiil 4 °C-on RNAlater oldatban (Life Technolo-
gies, Budapest, Magyarorszag) taroltuk, majd ezt
az oldatot eltavolitva a vizsgalat kezdetéig -70 °C-
on tartottuk a mintakat.

A mintakbdl TRIsure reagenssel (Molecular Re-
search Center, Cincinnati, OH, USA) total RNS-t
izolaltunk, mely mennyiségi és mindségi meghata-
rozédsa nanotrop technikdval (BioSpec Nano,
Shimadzu Biotech, Budapest, Magyarorszag) tor-
tént 260-280 nm-en (OD: 1,6-2,0). Els6 1épésben 1
ug totdl RNS-bdl kiindulva reverz transzkripcio
soran cDNS-t szintetizaltunk High-capacity RNA-
to-cDNA Kit (Life Technologies, Budapest, Ma-
gyarorszag) felhaszndldsaval. Az RNS mintakat
el8szor 60 percig 37 °C-on, majd 5 percig 95 °C-on,
végiil 5 percig 4 °C-on tartottuk és az igy elkésziilt
cDNS-t -20 °C-on téaroltuk. A PCR termékek
(CRLR, GAPDH) felsokszorozasat TagMan Gene
Expression Master Mix-szel (Life Technologies,
Budapest, Magyarorszag) végeztiik ABI StepOne
Real-Time PCR késziilékben (Life Technologies,
Budapest, Magyarorszag). 2 percig 50 °C-on, majd
10 percig 95 °C-on, végiil 40 cikluson keresztiil 15
masodpercig 95°C-on és 1 percig 60 °C-on tortént
a felsokszorozas.

Eredményeinket az RQ (relative quantity) dssze-
hasonlitasaval kaptuk, melyhez az attorési ponto-
kat (CT: az a ciklusszam, ahol a minden egyes cik-
lusban detektalt fluoreszcens jel exponencidlisan
novekedni kezd) hasznaltuk fel.

Western blot vizsgdlat

160-180 g-os ivarérett ndstény Sprague-Dawley
patkanyok petefészkét eltavolitva, a RT-PCR vizs-
galatnal leirt modon tortént a kezelés, mely végez-
tével uterus mintdkat gytjtottiink. A szoveteket
Sartorius Mikro Dismembrator U késziilékkel
(Sartorius, Goettingen, Németorszag) elporitottuk
és RIPA lizis pufferben homogenizaltuk, mely tar-
talmaz még natrium-ortovanadatot, PMSF-et és
protedz inhibitor koktélt. A mintdkat 10 percig
10.000 G fordulaton centrifugaltuk, majd a feliil-
usz6 frakciobol total fehérjét mértiink. Zsebenként
20 ug fehérjét vittiink fel 4-12%-0s NuPAGE Bis-
Tris gélre (Life Technologies, Budapest, Magyaror-
szag) és XCell SureLock Mini-Cell Units (Life
Technologies, Budapest, Magyarorszag) késziilé-

ken elektroforézisnek vetettitk ala. A gélen 1évo
szétvalasztott fehérjét nitrocelluléz membranra
transzformaltuk at iBlot Gel Transfer System (Life
Technologies, Budapest, Magyarorszag) alkalma-
zasaval. Az antitest kotddését WesternBreeze
Chromogenic Western Blot Immunodetection Kit
(Life Technologies, Budapest, Magyarorszag) se-
gitségével detektaltuk. A membrant CRLR (Calci-
tonin Receptor-Like Receptor) és p-aktin poli-
klonalis antitesttel (Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA; 1:200) razogépen inkubaltuk
a blokkol6 pufferben. Az immunreaktiv savok op-
tikai denzitasdnak meghatdrozasa, a hattér inten-
zitads kivondsa utan Kodak 1D Images szoftverrel
(Carestream Health, Rochester, NY, USA) tortént.

Statisztika

A vemhességmegtartod teszt €s a molekularis far-
makologiai vizsgalatok eredményeit Prism 4.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) szoftver
segitségével ANOVA Dunnett teszt alkalmazasa-
val elemeztiik. Az értékeket SEM-ben tiintettiik
fel, a szignifikancia p<0,05 értéknél elfogadott.

Eredmények

A vemhességmegtartd vizsgalatok sordn a
17B-0sztradiol-valerat adagoldsa 6nmagaban (ne-
gativ kontroll) a fotuszok teljes elhaldsahoz veze-
tett, mig kombindacidja heretejjel a fotuszok 17,4%-
anak életben maradasat eredményezte. Habar a
heretejjel torténé kombindcié szamszertien fokozta
a tulélé fotuszok szamat, szignifikdns hatdsrdl
mégsem beszélhetiink. Pozitiv kontrollként alkal-
mazott 17p3-0sztradiol-valerat és progeszteron
kombinacidja a fotuszok 98,8%-anak életben mara-
dasat eredményezte (1. dbra).

RT-PCR mérések eredményeként azt tapasztal-
tuk, hogy a heretej, a progeszteronhoz hasonléan,
szignifikdnsan fokozza a CRLR mRNS-ének
expresszidjat (2. dbra).

A Western blot mérések soran is hasonld ered-
ményeket kaptunk. Heretej kezelés hatdsara az
uterusbdl izolalt CRLR fehérje mennyisége meg-
novekedett, hasonléan a pozitiv kontrollként al-
kalmazott progeszteronhoz (3. dbra).

A tovabbi kisérleteinkben egy a heretejhez ha-
sonldan gyenge gesztagén hatasu vegyiilet, a
spironolakton hatédsat vizsgaltuk onmagaban, ill.
heretejjel kombinalva, mellyel célunk volt a heretej
gesztagén hatdserdsségének feltérképezése. RT-
PCR vizsgalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a
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1. dbra: A heretej vemhességmegtarto hatdsa
petefészekirtott vemhes patkdnyokban.
E,: 17B-0sztradiol-valerdt; P,: progeszteron; ns: nem
szignifikdns; ***: p<0,001
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2. dbra: A Calcitonin Receptor-Like Receptor (CRLR)
mRNS expresszidjanak vdltozdsa a heretej kezelés hatdsdra.
P: progeszteron; *:p<0,05, ***: p<0,001
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4. abra: A Calcitonin Receptor-Like Receptor (CRLR)
mRNS expresszidjanak vdltozdsa a heretej, a spironolakton
ill. heretej-spironolakton kombindcids kezelés hatdsdra
ns: nem szignifikins; *:p<0,05; ***: p<0,001
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3. dbra: A Calcitonin Receptor-Like Receptor (CRLR)
fehérje expresszidjanak vdltozdsa a heretej kezelés hatdsdra
P, progeszteron; ***: p<0,001
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5. dbra: A heretej-spironolakton kombindcid vemhesség
megtartd hatdsa petefészekirtott vemhes patkdnyokban
E,: 17B-0sztradiol-valerdt; ns: nem szignifikdns; *:p<0,05;
***: p<0,001

spironolakton 6nmagaban nem volt képes fokozni
a CRLR mRNS-ének a mennyiségét, de kombinal-
va heretejjel jelentds CRLR mRNS szint noveke-
dést figyeltiink meg. Ez a novekedés a heretej altal
kivaltott CRLR mRNS szintjének novekedését is
nagymértékben feliilmulta (4. dbra). A spironol-
aktonnal végzett vemhességmegtarto teszt alapjan
azt talaltuk, hogy az énmagaban adagolt heretej-
hez hasonléan (17,4%), spironolaktonnal kombi-
nalva is csupan a fotuszok mintegy 21,4%-a ma-
radt életben (5. dbra), de ez az eredmény mar szig-
nifikdnsnak mutatkozott.
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Az eredmények értékelése, kovetkeztetések

Korabbi kisérleteinkben sikeresen igazoltuk, hogy
a nyers heretej 6sztrogén és androgén hatast mutat
patkanyokban [11, 12]. Rendelkezésiinkre allnak
bizonyos méhészeti termékekrdl olyan publikaci-
ok, amelyek sordn a mar megismert 9sztrogénha-
tasok mellett a vizsgalt anyagok gesztagén hatdst
is mutattak. Kridli és mtsa leirtdk, hogy az egyéb-
ként igazolt Osztrogénhatassal rendelkez6 méh-
pempd vemhes juhokban képes emelni a plazma
progeszteron szintjét [15], igy jelenlegi vizsgalata-
inkban célunk volt a heretej lehetséges gesztagén
hatdsainak feltérképezése, igy téve teljessé a here-
tej nemi hormon hatdsainak megismerését.

A vemhességmegtartd vizsgalatok soran azt ta-
pasztaltuk, hogy a heretej szdmszertien emelte a
taléld fotuszok szamat. Habar ez a valtozds nem
volt szignifikdns, a tuléld fotuszok megjelenése
mégis valamilyen gesztagénszer(i hatdst sejtetett,
ezért tovabbi molekuldris vizsgalatokat végeztiink
el az esetleges gesztagén hatas aldtamasztasara. RT-
PCR vizsgalatainkban a Calcitonin Receptor-Like
Receptor (CRLR) mRNS-ének a valtozasat vizsgal-
tuk a fentebb emlitett kezelések hatasara. Ismert,
hogy CRLR mRNS szintje gesztagének adagolasara
fokozddik és mennyiségének valtozasa petefészek-
irtott patkdnyokban is jol kovetheté. Habar a CRLR
mRNS-ének a szintjét befolyasolhatja a heretej 6szt-
rogén hatdsa, az 6sszhatds mégis a gesztagén hatas
iranyaba tolodik el, tehat gesztagén hatas jelenlété-
ben a CRLR mRNS-ének a szintje emelkedni fog
[16]. Méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a nyers
heretej, a progeszteronhoz hasonldan, fokozni ké-
pes a CRLR mRNS expresszidjat. Az RT-PCR mérés
eredményeit tdmasztotta ala a Western blot vizsga-
lat is, mely alapjan a nyers heretej fokozta a CRLR
fehérje mennyiségét a patkdny uterusban.

A tovabbiakban a heretej gesztagén hatasanak
erdsségét probaltuk feltérképezni, ezért egy mar is-
mert gyenge gesztagén vegyiilethez, a spirono-
laktonhoz hasonlitottuk a hatdsat. RT-PCR vizsga-
lataink soran azt talaltuk, hogy a spironolakton 6n-
magaban nem képes fokozni a CRLR mRNS-ének
az expressziojat, ellenben kombindalva heretejjel je-
lentés hatdserdsodést tapasztaltunk. Ez a hatas jo-
val talszarnyalta heretej 6nallo hatasat, mintegy
megharomszorozva azt. A vemhességmegtartd
teszt soran a kombindcids kezelés esetében nem ta-

pasztaltunk ilyen nagymérték(i hataserésodést, a
spironolaktonnal val6 kombindcio a heretej kezelés-
hez viszonyitva csupan kismértékben, azonban mar
szignifikdnsan fokozta a taléld fotuszok szamat.

Eredményeink alapjan kijelenthet, hogy a
nyers heretej gyenge gesztagén hormonhatassal
bir patkdnyokban, melynek mechanizmusa jelen-
leg nem tisztazott. Feltételezhetd, hogy eddig fel
nem tart gesztagén hatasu hatdanyagai — a méh-
pempd ismert 6sztrogén anyagaihoz hasonldan — a
nemi hormonok szintézisét végz6 gének miikodé-
sét modositjdk és/vagy direkt hormonhatdssal is
rendelkeznek. Nem zarhato ki az sem, hogy a he-
retej Osztrogén vagy androgén hatdsaért felelds
komponensei rendelkezhetnek enyhe gesztagén
hatdssal is. A pontos hatdsmechanizmus feltardsa
azonban tovabbi kisérleteket igényel.
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Summary

Hornydk, L.: Nagy, Zs., Tdlos, Zs., Endrei, D., Agos—
ton, 1., Csdkvdri, T., Boncz, 1.: Experiences with price
competition of biosimilar drugs in Hungary

Aim: The aim of our study is to analyse the biosimilar bids of
the Hungarian National Health Insurance Fund Administration
in case of colony-stimulating factor and erythropoietin products.
Data and methods: Data derived from the nationwide phar-
maceutical database of Hungarian National Health Insurance
Fund Administration. We analysed how the number of patients
treated by colony-stimulating factor and erythropoietin products
changed before (01.07.2011.-30.06.2012.) and after (01.07.2012.-
30.06.2013.) the first biosimilar bid performed in March 2012 in
Hungary.

Results: In the 12 months before biosimilar bid 4167 patients
received erythropoietin treatment, while in the first 12 months
after the bid 3647 patients, resulting in a 12.5 % decline. In the
12 months before biosimilar bid 13974 patients received colony-
stimulating factor treatment, while in the first 12 months after
the bid 13352 patients, resulting in a 4.5 % decline.
Conclusions: The analyses of the Hungarian price competition
bid of biosimilar products showed a minimal decline in the num-
ber of patients under treatment by both colony-stimulating fac-
tor and erythropoietin products while the health insurance reim-
bursement of these drugs significantly decreased.

Keywords: biosimilar, price competition, reimbursement, bid,
drug market, access.

Osszefoglalis

Célkitiizés: Elemzésiink célja a magyar gyogyszerpiacon az Or-
szdgos Egészségbiztositdsi Pénztar biolicit eljardsinak elemzése a
kolénia-stimuldlo faktor és erythropoietin készitmények teriiletén.
Adatok és médszer: Elemzésiinket az Orszigos Egészség-
biztositdsi Pénztir (OEP) gydgyszerforgalmi adatbdzisa alap-
jian végeztiik el. Attekintettiik, hogy hogyan vdltozott az elsd,
2012 madrciusdban lezajlott licitet kdvetd elsé 12 hénapban
(2012.07.01-2013.06.30.) az eljirdst megel6z6 12 hénaphoz
képest (2011.07.01-2012.06.30.) a kolénia-stimuldld faktor és
erythropoietin készitményekkel kezelt betegek szdma.
Eredmények: A biolicit el6tti 12 hénapban dsszesen 4167 beteg
kapott erythropoietin kezelést, mig az azt kévetd elsd évben 3647
beteg. Ez 12,5% csokkenés a kezelt betegek szdmdban. A biolicit
el6tti 12 hénapban dsszesen 13974 beteg kapott G-CSF kezelést,
mig az azt kdvetd elsé évében 13,352 beteg. Ez 4,5% csokkenés a
kezelt betegek szamdban.

Kévetkeztetés: A biolicit eljardsinak elemzése azt mutatta, hogy
a kolonia-stimuldld faktor és erythropoietin készitmények teriile-
tén minimdlis betegszdam csokkenés volt megfigyelhetd a biolicit
eljardas elinditdsdt kdvetéen, mig a készitmények tdrsadalombiz-
tositdsi drtdamogatdsdra forditott dsszeg jelentdsen mérséklodott.

Kulesszavak: biohasonlé, drverseny, drtdmogatds, licit, gyogy-
szerpiac, hozzdféres.

Bevezetés

A Dbiotechnoldgiai uton eldallitott originalis,
biologai gyogyszerek szabadalmanak lejarata utan
forgalomba keriils, koveté molekuldit nevezziik
biohasonld készitménynek. A biohasonld készit-
mények tobb mint hét éve hozzaférhetéek az Euro-
pai Unid orszdgaiban. A Sandoz Omnitrope
(somatropin) nevl készitménye volt 2006 aprilisa-
ban az els6 Eurdpaban torzskonyvezett biohasonlo
gyogyszer. Ezt kovetden keriiltek torzskonyvezés-
re az erythropoetin és a kolonia stimulalo faktor
(G-CSF) biohasonlo6 készitmények. 2013. dszére az
Europai Unidban 14 biohasonlo terméket engedé-
lyeztek [1].

A generikus gyogyszerek esetében a hato-
anyag azonossag bizonyitasa alapfeltétel, melybdl
kovetkezik a bioldgiai hatdsok azonossaga. Ezzel
szemben a hasonld biologiai gyogyszerek esetén
csak a molekula nagyfoktu hasonldsaga bizonyit-
hatd, ezért a hatdsossag hasonldsagat tovabbi 0sz-
szehasonlitd biologiai vizsgalatokkal kell bizonyi-
tani.” [2] A biohasonld gyogyszerek alkalmazasa-
nak gyakorisaga és hasznalatuk elterjedtsége or-
szagonként valtozo, és az egyes eurdpai orszagok
egészségligyi és gyodgyszer finanszirozasi rendsze-
rének fliggvénye.

Haustein és munkatdrsainak tanulmanya szerint
Franciaorszagban, Németorszagban, Olaszorszag-
ban, Lengyelorszagban, Romanidban, Spanyolor-
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szagban, Svédorszagban és az Egyesiilt Kiralysag-
ban 2007-2020 kozott 11,8-33,4 milliard Eurdra be-
csiilik a biosimilar készitmények alkalmazasahoz
kapcsolodo megtakaritas mértékét. [3].

A gydgyszerek kozfinanszirozasara fordithatd
keretek sztikiilése igazolja a biohasonl6 terapidk
létjogosultsagat [4]. Hazankban az elmult években
részint az egészségligyi reformok keretében, ré-
szint a gazdasagi valsag hatdsara, jelentds hatasok
érték az egészségligyi rendszer finanszirozasat,
azon beliil pedig a gydgyszerpiacot [5, 6,7, 8, 9, 10].

Elemzésiink célja a magyar gyogyszerpiacon az
Orszagos Egészségbiztositasi Pénztar biolicit elja-
rasanak elemzése a koldnia-stimuldlé faktor és
erythropoietin készitmények teriiletén.

Adatok és modszerek
Szabdlyozdsi kornyezet

A bioldgiai gyogyszerek szabadalmanak lejarata
utan forgalomba keriilé6 biohasonlé készitmények
lehetdséget jelentenek az egészségbiztositd szama-
ra a koltségek csokkentésére. Tekintettel a bio-
hasonlo és a generikus gydgyszerek kozotti kii-
lonbségekre, ezen a teriileten nem alkalmazhato
automatikusan a generikus gydgyszerek esetében
bevalt koltségcsokkentési gyakorlat (negyedéves,
féléves arlicit).

Magyarorszagon a magas koltségli bioldgiai te-
rapiak nagyobb részében a forgalmazdkkal kotott
egyedi ar- és tamogatasvolumen megallapodasok-
kal kontrolldlja az egészségbiztositd a koltségeket.
Ezen szerz6dések részletei nem publikusak.

A biologiai készitmények esetében — tekintettel
a nagy molekulatomegt, bonyolult szerkezetti, fe-
hérjét tartalmazo hatdanyagra — komoly problé-
mat jelenthet az addig alkalmazott gyogyszer cse-
réjét kovetden esetleg kialakulé immunreakcio.
Ezért a bioldgiai gydgyszerek esetében nem java-
solt egy beteg kezelése soran a készitményvaltas.
Olyan szabdlyozast kellett kidolgozni, ami bizto-
sitja, hogy az alacsonyabb koltségli biohasonld
gyogyszerek alkalmazdsa a kivant koltségcsok-
kentés érdekében elterjedhessen, ugyanakkor az
originalis gydgyszerekkel kezelt betegek a terapia-
jukat befejezhessék készitményvaltas nélkiil.
Ugyancsak keriilendé a biohasonlo gydgyszerek
egymassal torténd felvaltasa finanszirozasi okok-
bol. A Magyarorszagon 2012. julius 1-én életbelé-
pett, a bioldgiai gyogyszerek kijelolt csoportjaira
vonatkozd szabdlyozas figyelembe vette ezen
szempontokat. A rendszer bevezetését kovetden 3

honapig biztositotta a tarsadalombiztositasi tamo-
gatdst a preferadlt készitmények koziil kies6é
gyogyszerek részére annak érdekében, hogy a
megkezdett gyogykezeléseket a betegek készit-
ményvaltas nélkiil befejezhessék. Masrészrdl az
arlicitre évente kertil sor — igy csokkentve a gyako-
ri készitményvaltas kényszerét a betegek szamara.

Az arlicit eredménye alapjan preferalt bioldgiai
készitmény statuszt kap a legalacsonyabb aru és a
téle legfeljebb 10%-al magasabb arral beadott vala-
mennyi készitmény. Ezek TB tdmogatasa 100%-os
vesebb, mint 300 Ft. A legalacsonyabb aru készit-
ményhez képest a 10-30%-o0s arsavban levd termék
is kap TB tamogatast, a beteg téritési dija ezen cso-
port esetében legalabb 1500 Ft, legfeljebb 3500 Ft.

A marcius 20-i arlicit alapjan meghatarozott
arak 1 évig, minden év julius 1. és a kovetkez6 év
junius 30. kozott érvényesek.

A rendelet a preferdlt készitmények egyiittes,
DOT-ban szamolt részesedését is elbirta egy cik-
lusra vonatkozoéan: az els6 évben 40%, minden to-
vabbi évben pedig 70% [11].

A magyar egészségligyi rendszer felépitésének
[12, 13, 14, 15, 16] és finanszirozasi jellemzdinek
[17, 18, 19, 20, 21] részletesebb bemutatasa mashol
megtalalhato.

A biolicit eljdrds elemzési modszertana

Az elemzésben szerepld adatok az Orszagos
Egészségbiztositasi Pénztar finanszirozasi adatba-
zisabdl szarmaznak, és a 2011. julius 1. és 2013. ju-
nius 30. kozotti iddszakot fedik le.

Elemzésiink retrospektiv jellegti volt, az OEP
honlapjan havi rendszerességgel kozzétett nyilva-
nos gyogyszerforgalmi adatsort dolgoztuk fel.
Elemzésiink az érintett (jarobeteg, vényforgalmu)
gyogyszertamogatas kiadasi kasszahoz tartozé ki-
aramlas altalanos jellemzdit vizsgalta. Nem volt
célunk részletesebb, szakmacsoportokra (felnétt és
gyermek haematoldgia illetve onkoldgia) valamint
betegségtipusokra (BNO alapu felirasi indikacid)
vonatkozd elemzés készitése. Jelen elemzés kere-
tében szintén nem vizsgaltuk a tamogatas kiaram-
las valtozasanak esetleges teriileti kiilonbségeit.

Attekintettiik, hogyan valtozott az elsd, 2012
marciusaban lezajlott licitet kovetd els6 12 honap-
ban (2012.07.01-2013.06.30.) az eljarast megel6z6
12 hénaphoz képest (2011.07.01. — 2012.06.30.) a
fenti két csoport gyogyszereivel kezelt betegek
szama, illetve az ezen gyogyszerek tarsadalombiz-
tositasi tamogatas kidramldsa. Az elemzés soran a
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I. tablazat
A vizsgalt készitmények dra a biolicit eljards eldtt (2012.06.30.) illetve utin (2012.07.01.)
Hatdéanyag Gydgyszernév Gyarto Kiszerelés | Fogy.ar Fogy.ar
2012.06.30. | 2012.07.01.
filgrastim NIVESTIM 48 M /0,5 ML Aramis Pharma Kft. 5x0,5ml 83452 74370
filgrastim NIVESTIM 30 M /0,5 ML Aramis Pharma Kft. 5x0,5ml 52183 46541
filgrastim ZARZIO 48 M /0,5 ML Sandoz Hungdria Kft. 5x0,5ml 83453 75183
filgrastim ZARZIO 30 M /0,5 ML Sandoz Hungaria Kft. 5x0,5ml 52184 47013
eritropoietin | EPORATIO 30000 NE/1 ML Teva Magyarorszag Zrt. 4x1ml 232418 232418
eritropoietin | RETACRIT 10000 NE/1,0 ML Aramis Pharma Kft. 6x 116655 77556
eritropoietin | EPORATIO 20000 NE/1 ML Teva Magyarorszag Zrt. 4x1ml 155243 155243
eritropoietin | EPORATIO 10000 NE/1 ML Teva Magyarorszag Zrt. 6x1ml 116655 116655
eritropoietin | RETACRIT 30000 NE/0,75 ML | Aramis Pharma Kft. 1x 58774 38972
eritropoietin | RETACRIT 40000 NE/1,0 ML Aramis Pharma Kft. 1x 78068 52002
eritropoietin | RETACRIT 20000 NE/0,5 ML Aramis Pharma Kft. 1x 39480 26114
eritropoietin | RETACRIT 10000 NE/1,0 ML Aramis Pharma Kft. 1x 20186 13260
eritropoietin | BINOCRIT 10000 NE/1,0 ML Sandoz Hungaria Kft. 6x1,0ml 94506 81347
eritropoietin | BINOCRIT 40000 NE/1,0 ML Sandoz Hungaria Kft. 1x1,0ml 70239 54231

preferdlt arsdvban elhelyezkedd gyogyszerekhez
kapcsolodo valtozast vizsgaltuk. Nem elemeztiik
részletesen azt a valtozast, melyet az okozott, hogy
a licitet kovetden 2012. oktober 31-ig betegbizton-
sagi okokbol még felirhatdak voltak a tAmogatds-
bol egyébként kikeriil6 készitmények.

Eredmények
A biolicit eljdrds dltaldnos tapasztalatai

A 32/2004. ESzCsM rendelet alapjan az OEP az
érintett csoportokban minden év marcius 1-én in-
dit hivatalbol eljarast. Az OEP el6szor 2012. januar
31-én tette kozzé honlapjan a bioldgiai gyogyszerek
harom terapids csoportjat, ahol a fenti eljarast beve-
zetni szandékozta. A szakmai szempontok alapjan
meghatarozott csoportok: kolonia-stimulalo fakto-
rok, erythropoietinek és a novekedési hormon
(somatropin). 2012. februdr 3-an az els6 két csoport
esetében kertilt kozzétételre a megel6z6 1,5 év fel-
hasznalasi adatait elemz6 hattéranyag, majd 2012.
marcius 1-vel ezen két csoport vonatkozasaban in-
dult kozigazgatasi eljaras. A marcius 20-an megtor-
tént licit eredményeit tartalmazo tdblazat masnap,
21-én keriilt ki a honlapra (I. tabldzat).

Az elsd arlicit eredményeképpen a 2012. julius
1. és 2013. junius 30. kozotti idészakra az erythro-
poietinek csoportjadban harom biohasonlé gyogy-
szer (Binocrit — Sandoz, Eporatio — Teva, Retacrit —
Kéri Pharma) kapott preferalt statuszt, mig vala-
mennyi origindlis gydgyszer (Eprex — Janssen-
Cilag, Neorecormon — Roche, Aranesp — Amgen)
kiesett a tdAmogatotti korbdl. A tdmogatasbodl kiesé

origindlis gyogyszerek 3500 Ft-os téritési dij elle-
nében 2012. jalius 1. és oktdber 30. kozott még
hozzaférhetéek voltak azon betegek szamara,
akiknek kezelése korabban ezekkel a gyogyszerek-
kel kezd6dott el.

A kolonia stimulalé faktorok esetében ket
biohasonlé gydgyszer (Nivestim — Kéri Pharma,
Zarzio — Sandoz) kapott preferalt statuszt, egy
biohasonl6é gydgyszer megmaradt a tdmogatotti
korben és 1500 Ft-os téritési dij ellenében volt hoz-
zaférhet6 a betegek részére (Ratiograstim — Teva).
Tovabbi egy biohasonld gyogyszer (Tevagrastim —
Teva) és az origindlis készitmény (Neupogen —
Amgen) pedig kiesett a tamogatasi korbol 2012.
november 1-vel.

A biolicit életbelépésekor sok kétely meriilt fel
azzal kapcsolatban, hogy képesek lesznek-e a pre-
ferdlt gyogyszerek gyartoi biztonsaggal ellatni a
piacot. A valtds zokkendmentesen zajlott, ellatasi
problémak nem voltak.

Erythropoietin (ESA) készitmények forgalma

A biolicit el6tti 12 hénapban Osszesen 4167 beteg
kapott erythropoietin kezelést az OEP adatai alap-
jan, mig az azt kdvetd els6 évében 3647 beteg. Ez
12,5% csokkenés a kezelt betegek szamaban (II. tib-
lazat). A biolicit el6tt az ESA kezelésben részesiilo
betegek 17%-a kapott biohasonlé gyogyszert, az
azt kovetd els6 évben ez a szdm 95%-ra emelkedett.

A biolicit el6tti évben az erythropoietin gyogy-
szerekre koltott Osszes tamogatas 2,33 milliard Ft
volt, ez 47%-al csokkent az azt koveto elsé évben
és 1,23 milliard volt (III. tablizat).
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II. tablazat

ESA készitményekkel kezelt, TB tdmogatisban részesiilé betegek szdma a 2011.07.01-2012.06.30. (*)
és a 2012. 07. 01-2013. 06. 30. (**) kozotti iddszakban

Betegszam
Készitmény Biolicit el6tti Biolicit utani Betegszam Betegszam
12 honap* 12 honap** valtozas valtozas (%)

Or}glnalls ESA-val kezelt betegek 3432 173 -3259 -95,0%
szama

Bl(?hasonlo ESA-val kezelt betegek 735 3474 2739 372,7%
szama

ESA 0sszesen 4167 3647 -520 -12,5%

I11. tablazat

ESA készitmények TB tamogatdsa a 2011.07.01-2012.06.30. (*) és a 2012.07.01-2013.06.30. (**) kozotti idészakban

TB tamogatas
Készitmény Biolicit el6tt 12 Biolicit utan 12 | TB tamogatas TB tamogatas
honap (mFt)* honap (mFt)** |valtozas (mFt) |valtozas (%)
Originalis ESA 2087 95 -1992 -95,5
Biohasonld ESA 249 1138 889 357,1
ESA Gsszesen 2336 1232 -1104 -47,2
G-CSF készitmények forgalma Megbeszélés

A biolicit el6tti 12 honapban 0sszesen 13974 beteg
kapott G-CSF kezelést az OEP adati alapjan, mig
az azt kovetd elsé évében 13352 beteg. Ez 4,5%
csokkenés a kezelt betegek szamaban (IV. tdblizat).
A biolicit el6tt az ESA kezelésben részesiild bete-
gek 34%-a kapott biohasonld gyogyszert, az azt
kovetd elsé évében ez 81%-ra emelkedett.

A biolicit el6tti évben a G-CSF gyogyszerekre
koltott Osszes tamogatas 7,49 milliard Ft volt, ez
44%-al csokkent az azt koveto els6 évében és 4,19
milliard Ft volt (V. tdblizat).

A biohasonl6 gyogyszerek fejlesztése, gyartasa és
torzskonyvezési kovetelményei sokkal szigorub-
bak a tradicionalis generikus gyogyszerekénél. A
biohasonl6 készitmények engedélyezési kérelmé-
nek a teljes gydgyszermindségi adatokon kiviil a
referenciakészitménnyel  (origindlis  bioldgiai
gyogyszer) torténd Osszehasonlitast is tartalmaz-
nia kell. Ezen kiviil a készitmény elbirdlasdhoz — a
generikumokkal ellentétben, ahol a gyogyszermi-
ndségi dosszié és a bioekvivalencia-vizsgalat ele-
gendo az engedélyezéshez — a gyogyszermindségi

IV. tablazat

G-CSF készitményekkel kezelt, TB tamogatdsban részesiild betegek szdma a 2011.07.01-2012.06.30. (*) és a
2012.07.01-2013.06.30. (**) kozotti iddszakban

Betegszam

Készitmény Biolicit el6tti 12 | Biolicit utani 12 Betegszam | Betegszam valto-

honap* honap** valtozas zas (%)
Orlglnfalls G-CSF-el kezelt bete- 9053 2473 6730 73,3%
gek szama
B1ohas9nlo G-CSF-el kezelt bete- 4791 10879 6158 130,4%
gek szama
G-CSF 0Osszesen 13974 13352 -622 -4,5%

V. tabldzat
G-CSF készitmények TB tamogatdsa a 2011.07.01-2012.06.30.(%) és a 2012.07.01-2013.06.30. (**) kozotti idészakban
TB tamogatas
Készitmény Biolicit el6tt 12 | Biolicit utan 12 | TB tamogatas | TB tamogatas
honap (mFt)* honap (mFt)** |valtozas (mFt) | valtozas (%)

Originalis G-CSF 6469 1707 -4762 -73,6
Biohasonlo G-CSF 1019 2480 1461 143,3
G-CSF 06sszesen 7488 4187 -3301 -44,1
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hasonlosagtol fliggéen nemklinikai és klinikai
vizsgalatokkal is igazolni kell a készitmény biz-
tonsagossagat és hatasossagat [22].

Magyarorszagon a 2012 juliusatél érvénybe
1ép6, az els6 két bioldgiai csoport (koldnia-stimu-
1316 faktorok és erythropoietinek) finanszirozasara
vonatkozo, ugynevezett biolicit eredményeként a
csoportba tartozo készitmények tdrsadalombizto-
sitasi tdmogatasara koltott 0sszeg 4,4 milliard Ft-
tal csokkent — 9,8 milliard Ft-rél 5,4 millard Ft-ra —
és ezzel 45%-al csokkentette a teriilet TB tamogata-
si igényét. Ekozben a készitményekkel kezelt bete-
gek szama nem csokkent jelentésen. A G-CSF ké-
szitmények esetében 4%-0s, az erythropoetinek
esetében 12%-os volt a kezelt betegek szamanak
csokkenése egy év alatt.

Fontos megemliteni, hogy a G-CSF készitmé-
nyek esetében 2012. augusztus 1-vel lényeges val-
tozas lépett életbe, mely szintén hozzajarult a ko-
rabbi koltségek csokkentéséhez. A pegfilgrasztim
készitmény (Neulasta, Amgen) tarsadalombiztosi-
tasi tdAmogatdssal torténd felirdsanak indikacidi
szlikiiltek. Primer profilaxisban egyataldan nem,
szekunder profilaxisban pedig csak meghatarozott
el6feltételek teljesiilése esetén engedélyezett jelen-
leg. Ez a valtozas azt eredményezte, hogy a korab-
ban az Osszes filgrasztim készitmény forgalmabol
50% kortili standard unit részesedéssel rendelkezd
pegfilgrastim részesedése 10% koriili értékre esett.

Mara nemzetkozi szinten mar tobb millié beteg-
nap tapasztalat all rendelkezésre ezekkel a gyogy-
szerekkel és az eddig elért eredmények azt bizo-
nyitjdk, hogy a biohasonld gydgyszerek biztonsa-
gos és hatékony alternativajat jelentik az origindlis
biologiai terapidknak. A biohasonld gydgyszerek
ugyanakkor jelentds koltség megtakaritasi leheto-
séget is jelentenek a finanszirozoknak. A bioldgiai
gyogyszerek koltsége megkozelitéleg 70 milliard
USD az USA-ban és 60 millidrd EUR az EU-ban.
[23, 24]

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a ma-
gyar biolicit eljaras sordn a kezelésbe bevont bete-
gek szama kismértékben csokkent, mig az Orsza-
gos Egészségbiztositasi Pénztar artdmogatasra ki-
fizetett kiadasai jelent6s mértékben csokkentek.

Megfontoland¢ lenne vizsgalni a biolicit eljaras
tovabbi hatdanyagcsoportokra torténo kiterjeszté-
sének lehetOségét. A betegbiztonsdg érdekében,
ezen gyogyszercsoportnal kiilondsen fontos a
pharmakovigilancia ellenérzése. Ugyanakkor cél-

szerli lenne a tovabbiakban is kovetni a beteg-
szam- és koltség kidramlas valtozast, kiilonos te-
kintettel arra, hogy a 2013 marciusaban lezajlott li-
cit soran nem valtozott a preferdlt készitmények
kore.
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Szerzoi

Az Acta Pharmaceutica Hungarica a gyégyszerészeti tudoma-
nyok tertiletérdl kozol eredeti, kisérletes kutatémunka eredmé-
nyeit bemutaté kozleményeket, de férumot biztosit 6sszefogla-
16 és nem kisérletes (torténeti, szervezési) tanulmanyok, vala-
mint Ph.D. és D.Sc. értekezések téziseinek kozlésére is.

Hazai kutatéhelyek vagy olyan szerzéi kollektivak magyar
nyelvi kéziratait kozoljiik, ahol az els6 szerz6 magyar. Lehetd-
ség van kiilfoldi folydiratban mar megjelent, kiemelkedd jelen-
téségii kdzlemények magyar nyelvii valtozatanak kozlésére is,
az els6 megjelenés idSpontjatol szamitott egy éven beliil, az el-
s6 kozlés bibliografiai adatainak megjeldlésével.

Kozlésre elfogadunk:

1. Oszegoglalé kizleményeket, legfeljebb 25 gépelt oldal terje-
delemben. Ezek megirdsara altaldban a szerkesztSbizottsag fel-
kérésére keriilhet sor, illetve az erre irdnyulé szandékot célsze-
rii el6zetesen egyeztetni a szerkesztSbizottsaggal.

2. Kozleményeket, legfeljebb 12 gépelt oldal terjedelemben.
Az abrak és tablazatok egyiittes szdma maximalisan 10 lehet.

3. Rovid kozleményeket, legfeljebb 4 gépelt oldal terjedelem-
ben (6sszesen legfeljebb 4 dbra és tablazat). A kozlemények
megjelenési sorrendjében a rovid kozlemények elényt élvez-
nek.

4. Ph.D. értekezések Osszefoglalo kozleményeét, legfeljebb 25 ol-
dal terjedelemben.

Feleslegesen nagy terjedelmt dolgozatok esetében a szer-
kesztSbizottsag fenntartja maganak a jogot arra, hogy a lektori
javaslatok alapjan a szerzét felkérje dolgozatanak rovid kozle-
ménnyé valo atdolgozasara.
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raszamokat fel kell tiintetni. Javasolt formatum: jpg, tiff.
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Szabadalom:
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Az idegen orvosi kifejezések helyesirasdban Fdbidn P. és
Magasi P.: Orvosi helyesirasi szotar. Akadémiai Kiado, 1992. le-
gyen az irdnyadd, a kémiai kifejezések nevezéktanara és he-
lyesirasara vonatkozoéan pedig Erdey-Griiz T. és Csdnyi P.: A ké-
miai elnevezés és helyesiras szabalyai. Akadémiai Kiado, 1972.;
F. Csanyi P., Fabidn P. és Honyi E.: Kémiai helyesirasi szotar. M-
szaki Kiado, 1982.; valamint F. Csdnyi P. és Simdndi L.: Szervetlen
kémiai nevezéktan. Magyar Kémikusok Egyesiilete, 1995.

A mértékegységek megjelolésében az SI-mértékrendszer
szabélyai az iranyadodak.

b) A kézirat felépitése

A Kkézirat szerkesztéséhez a kovetkez beosztast kérjiik:

A dolgozat cime (esetleg alcime).

A szerzd(k) teljes neve (tudomanyos fokozatok nélkiil), a szer-
keszt8séggel kapcsolatot tartd szerzd neve csillaggal megjelolve.

A szerz8(k) munkahelye teljes postai cimekkel, valamint a
levelezd szerzd e-mail cime.

A dolgozat magyar nyelvii 6sszefoglaldsa.

A magyar nyelvii Osszefoglalds terjedelme a dolgozat
hosszatol fliiggden 10-20 sor legyen és az altalanos megfogalma-
zasok kertilésével tartalmazza a dolgozat legfontosabb, konkrét
megallapitasait.

Kulcsszavak: A dolgozat tartalmara utald, maximum 5
kulcsszé megadasa.

A dolgozat cime angol nyelven, a szerzd(k) neve (keresztnevek
roviditve).

Angol nyelvii 6sszefoglalds.

Bevezetés, amely tartalmazza a munka célkitizéseit, vala-
mint a vizsgélatok el6zményeibdl és irodalmi héatterébdl annyit,
amennyi a dolgozat megértéséhez és értékeléséhez sziikséges.

Key-words: A dolgozat tartalmara utal, maximum 5 kulcs-
sz6 angol nyelvti forditasa.

Kisérleti rész, amely tartalmazza a felhasznalt eszkdzok és
anyagok, valamint a kidolgozott médszerek pontos leirasat.

Eredmények.

A dolgozatok csak a leirt modszerek teljesitSképességét meg-
felelsen dokumentalé adatokkal fogadhatok el. Ezek megadasa-
ndl hasznéljuk a matematikai statisztika korszerii modszereit.

Az eredmények értékelése.

Abracimek.

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

Az esetleges kdszonetnyilvdanitdsok.

Irodalomjegyzék.







