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Szabo Laszl6 professzor ur koszontése

Dr. Szabé Liszlé professor emeritus
1931. aprilis 15-én sziiletett Szentgott-
hardon, pedagdgus csaladban, iker-
gyermekként. Sziil6varosaban jart
elemi- és kozépiskoldba, ott is érettsé-
gizett 1949-ben. Ugyanez évben felvé-
telt nyert a Pazmany Péter Tudo-
manyegyetem gyogyszerész szakara,
ahol igen nagy taljelentkezés utan ki-
alakult kis létszamu évfolyamban (60
f6), kivald hallgatokbdl allo igényes
kozosség [évfolyamtarsai pl. Horvdth
Kldra  (Bojthe  Gdborné), — Burger
Kdlmdn, Molndr Ibolya (Perl Miklosné)] egyik ki-
emelkedo hallgatoja lett. Itt kielégithette széles ter-
mészettudomanyos érdeklédését, egyszersmind
nagyszeri oktatoktol hallgathatta kedvenc tar-
gyat, a kémiat. Kémiai szemléletre elsésorban
Endr6i Palndl, az elhivatott tanarnal az analitika
kapcsan tett szert. Szerves kémiat Pongor Gdbortol,
majd special kollégium ill. 6n- és tovabbképzés ke-
retében olyan vilagklasszis magyar tudosoktol ta-
nult, mint Bruckner Gy6z6, Zemplén Géza és Fodor
Gdbor. Diplomajat kitlintetéssel, mar a jogutod Bu-
dapesti Orvostudomanyi Egyetem gydgyszerészi
szakan szerezte meg 1954-ben. Egyetemi gyakor-
nok 1953 és 1956 kozott volt, majd — az egyetemi
ranglétrat végigjarva — el6bb megbizott vezetdje
(1977-1980), késébb tanszékvezetd egyetemi tanar-
ként igazgatoja (1980-1996) volt a Gyogyszerésztu-
domanyi Kar Szerves Vegytani Intézetének. Az
1957-ben alapitott intézet az egyetemi tanulma-
nyok befejezése utani els6, mindmadig egyetlen,
egyszersmind jelenlegi munkahelye is, amelyben
az 6nallé intézet megalakuldsa utani szervezés, a
,+hdskor” embert probald feladataibdl Szabo Laszlo
az alapité Clauder Otté professzor elsé munkatar-
saként vette ki részét. Mi tobb, torténelmi érdekes-
ség, hogy korabban keriilt az intézet allomanyaba,
mint a tulajdonképpeni alapitdé professzor,
Clauder Otto.

Szabo professzor ur 2001-ben elnyerte a profes-
sor emeritus cimet. Jelenleg ebben a mindségben
dolgozik és tolti az ,anya-intézetben” szolgdlati
idejének 58. évét. Igen nagy szerepe van abban,
hogy a szerves kémia oktatdsa a budapesti Gyogy-

szerésztudomanyi Karon az Intézet
megalakuldsa utan kevéssel, a tartal-
mat €s szinvonalat tekintve is, meg-
hatdrozo jelentdségli alapozo targy-
hoz méltd keretek kozott mitkodhe-
tett. Szabo professzor ur részese volt
olyan, maig hato fejlesztéseknek a
gyogyszerészek szerves kémiai okta-
tasaban, melyek nyomadn a tananyag
fokozottabban vehette figyelembe a
raépiilé alkalmazott tantargyak te-
matikajanak igényeit és harmonizalt
a gyogyszerészképzés tovabbi szak-

targyaival. Az oktatas fejlesztésében, a jegyzetek

elkészitésében valo részvétel mellett az induldstol
két évtizeden at laboratériumi gyakorlatot veze-
tett, majd tjabb husz évig a ,Szerves kémia” f6-
kollégium el6adoja volt. ,Gyogyszerszintézis”,
,Elméleti szerves kémia”, ,Természetes vegyiile-
tek kémidja” cimmel special-kollégiumokat tartott.
Az utodbbi két kotelezden valaszthato targynak je-
lenleg is el6addja. Sajat magatol, munkatarsaitol és
a hallgatoktdl egyarant sokat kovetelt, és mindeze-
ket puritan szigorusaggal betartotta és betartatta.

Tudomanyos érdeklédésének kozéppontjaban a
természetes vegyiiletek kémiaja, kivaltképp az al-
kaloidok (els6sorban indolalkaloidok), iridoidok
(els6sorban a szekologanin), a heterociklusos ké-
mia (féként a kinazolin-szarmazékok szintézise és
tulajdonsagai) all. A szilard fazisa peptidszintézis
mintajara megvaldsitotta hazdnkban a szilard fazi-
su alkaloid-szintézist. ElImélyedt a szerves vegyii-
letek szerkezet-meghatdrozdsanak moddszereiben,
igy elsésorban az NMR spektroszkopidban. Rész-
letesen tanulmanyozta a szekologanin kémiajat és
felépitette a szekologanin vegyiiletek csaladfajat.
1966-ban a sztrichnin néhany kémiai atalakitasa
témakorben készitett disszertacidjaval egyetemi
doktori cimet szerzett. Alkaloidkémia polimer
hordozoén témaji munkadi eredményeként 1977-
ben lett a kémiai tudoméany kandidatusa. 1991-ben
habilitalt doktorra nyilvanitottak.

Bar mindenben a logikdra, a rendre, az egysze-
riiségre torekszik, poziciokra sohasem vagyott és
afféle , antikarrierista” személyiség, szamos tudo-
manyos szervezetnek lett vezetGje vagy tagja, és
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nem Kkeriilték el a szakmai elismerések sem. Tagja a
Magyar Tudomanyos Akadémia Alkaloidkémiai
Munkabizottsdganak és Elméleti Szerves Kémiai
Munkabizottsaganak, 15 éven at volt elnoke a Sem-
melweis Orvostudomanyi Egyetem Kiilsé Kutatasi
Szerzddéseket Véleményezo Bizottsaganak, elndke
volt a Magyar Gyogyszerészeti Tarsasag Gyogy-
szerkutatasi Szakosztalyanak, tagja volt a Gydgy-
szerészet és az Acta Pharmaceutica Hungarica c.
folyodiratok Szerkeszt6 Bizottsaganak. A Semmel-
weis Egyetem Gydgyszerésztudomanyi Karan év-
rél-évre megrendezett, arany-, gyémant-, rubin-,
vas és platina diploma atadasi tinnepségen gyak-
ran képviseli az egyetem vezetését a jubileumi {ilés
tinnepi szénokaként, magvas gondolatokkal téve
mindenki szdmara emlékezetessé a rendezvényt.
1977-ben Kival6 Gyogyszerész, 1983-ban a Sem-
melweis Orvostudomanyi Egyetem Kivalo Okta-
toja kitiintetést, 2004-ben Winkler Lajos Emlékér-

met kapott. 2011-ben, a Semmelweis Egyetem
Gydgyszerésztudomanyi Kar Tanacsanak felter-
jesztése alapjan, a marcius 15-i Nemzeti Unnep
egyik legrangosabb rendezvényén Réthelyi Miklds
nemzeti er6forrds minisztertél megkapta a Ma-
gyar Koztarsasagi Erdemrend Lovagkeresztje ki-
tiintetést.

Amikor e sorok szerzdi Oszinte elismerésiiket
kifejezve koszontik a 80 éves Szabd Laszlo profesz-
szor urat, gratuldlnak onmagukért beszéld ered-
ményeihez, koszonik a magyar gyogyszerészet, a
kémiai tudomanyok és a budapesti gydgyszerész-
képzés szolgalataban kifejtett kozel hat évtizedes
munkajat, kivanjak, hogy mindezen tevékenysé-
geket mindnydjunk javara sok-sok tovabbi éven
at, a maihoz hasonlo kivald egészségben folytassa!

Dr. Szdsz Gyorgy
Dr. Noszil Béla
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Novényi extraktumok az eredeti gydgyszerkutatasban:
tradicionalis érvek, uj lehetoségek

‘BALOGH GYORGY TIBOR, KONCZOL ARPAD

Richter Gedeon Nyrt., Szintézistdmogato Laboratorium, Budapest, Gyomrdi 1t 30-32. — 1475
"Levelezd szerz8, e-mail: gy.balogh@richter:hu

Summary

Balogh, G.T., Koénczol, A . Plant extracts
in drug discovery: traditional considerations, novel
chances

Natural product based drug discovery, especially for strate-
gies, based on plant extracts has several and almost traditional
arguments. In practice, however, keeping in mind the interest
of cost, the chemical diversity and the biological potential pro-
vided by secondary plant metabolites could be reached only by
rational and harmonized adoption and application of related
disciplines and technologies. New and relevant approaches
and solutions are presented in this review regarding the acces-
sible way, starting with the collection and extraction of plant
material, via the robust high throughput biological screening
(HTS) of extracts, reaching isolation, structure elucidation
and development phase of the active principle. Special em-
phasis was made on applications, achieving HTS-compatible
extracts and on on-line analytical technics, speeding up the
complete isolation process. In addition, beside reviewing in-
ternational trends and case studies, the results of the exami-
nation of the plant extract library of Gedeon Richter Plc. are
published as well.

Keywords: plant extracts, original drug discovery, HTS,
coupled analytical technics, active component isolation and
identification.

Osszefoglalis

A természetes anyagokra, azon beliil is a névényi extraktumok-
ra épiilé gyogyszerkutatisi stratégia mellett szdmos, mdr-mdr
tradiciondlisnak mondhatd érv sorakoztathatd fel. A koltségha-
tékonysdgot szem eldtt tarté gyakorlatban azonban, a novényi
anyagcseretermékek dltal elérhetd kémiai diverzitds és biolo-
giai hatdspotencidl realizdldsa és kiakndzdsa tobb tudomdny-
teriilet és technoldgia raciondlis és dsszehangolt alkalmazasat
koveteli meg. Jelen kizleményben a névényi alapanyag gyiijté-
sével és extrahdldsdval kezd0do, az extraktumok nagy dteresz-
t6képességii bioldgiai sziirékon (HTS) torténd megbizhato
vizsgdlatin dt vezetd, a hatéanyag izoldldsdig, szerkezetazono-
sitdsdig és végiil qyogyszerfejlesztésbe keriiléséig bejarhato 1it
legfontosabb, 1ij megkizelitéseit és megolddsait mutatjuk be.
Az extraktumok HTS-kompatibilitdsinak elérését célzo alkal-
mazdsokra és a teljes izoldldsi folyamat felgyorsitdsdra képes,
kapcsolt analitikai technikdkra kiilon hangsulyt fektetiink. A
nemzetkozi trendek és példak mellett a Richter Gedeon Nyrt.
extraktum-kényvtdrdn végzett vizsgilatok tapasztalatai is 0sz-
szefoglaldsra keriilnek.

Kulcsszavak: novényi extraktum, eredeti gyogyszerkutatds,
HTS, kapcsolt analitikai technikik, aktiv komponens izoldlds
és azonositds.

1. Bevezetés

Az elmult két évtizedben a gyogyszerkutatdsnak
mind a gyogyszerkémiai, mind a farmakologiai
megkozelitése jelentds valtozdson ment at. Kiilo-
nosen igaz ez a korai fazisu kutatdsi stratégiara. A
gyogyszerkémidban a parallel szintézis és a hoz-
zakothet6 elvalasztastechnikak [szilard fazisu
extrakci6é (SPE), parallel flash kromatografia] meg-
jelenése, mig a farmakoldgidban a molekularis bio-
logia fejlédése és a nagy ateresztéképességt (High
Throughput Screening, HTS) technikdk megjelenése
jelolte ki a valtozas irdnyat. E fordulatok hatasara a
gyogyszerkutatas kémiai kiinduldépontjai is jelen-
tésen megvaltoztak. Mig a 90-es évek el6tt a

gyogyszerjeloltek foként természetes (allati, noveé-
nyi) eredetre vezethetéek vissza, addig az elmult
htisz évben a HTS szlirés térnyerése kovetkezté-
ben el6térbe kertiltek, az elsésorban parallel szin-
tézissel eléallitott, tobb szazezres vagy akar milli-
0s random vegyiiletkonyvtarak [1-3]. A rando-
mizalt konyvtarak viszonylagos sikere ellenére a
2000-es évek elejéig a természetes, és ezen beliil is
féként a novényi eredetl hatéanyagok gydgyszer-
kutatasban valé alkalmazasa megmaradt, illetve,
mint a parallel szintézis kiindul6é pontjai tovabb
gazdagitottak a kémiai teret. Ennek {6 oka, hogy a
random konyvtarakkal szemben a természetes
eredet(i vegyiiletek molekulaszerkezetiiket tekint-
ve sokkal diverzebbek, illetve altaldban biologiai
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hatasuk is kiterjedtebb [4, 5]. A novényi eredet(i
vegyiiletek ezen elény0s sajatsagai mellett jelentds
hatranyt jelentenek a névényi anyag gytijtésébdl,
az aktiv komponens izolalasabdl és a legtobbszor
bonyolult kémiai szerkezetet hordozé hatoéanyag-
bol kovetkezd nehézségek.

A novényi anyag gytijtése tobb szempontbdl is
koriilményes lehet. Egyrészt a gytijtés csak idény-
szerlien végezhetd, ami az egyes bioldgiai célpon-
tokra csak iddszakosan rendelkezésre all6 HTS
szliréssel idOben nehezen Osszeegyeztethetd. Mas-
részt a novények kémiai Osszetétele erdsen fiigg a
gyUjtés helyétol, modjatdl és idejétdl [6, 7], igy a
kutatdsnak mar ebben a fazisaban elengedhetetlen
a megfeleld botanikai és fitokémiai hattérismeret.
A bioldgiailag aktiv novényi anyagbol az aktiv
komponens izoldldsanak is jelentds id6-, illetve az
izolalashoz sziikséges specifikus eszkozok és tu-
das miatt extrakoltség-vonzata van. Az izolaldst
sok esetben az is neheziti, hogy az aktiv vegyiilet
a novényi kivonatban tobb rokonszerkezetti és igy
nagyon hasonlé fizikai, fizikai-kémiai sajatsagot
hordozé masodlagos metabolit mellett, és csak
igen kis mennyiségben van jelen. A szerkezetazo-
nositasndl a nehézség a szerkezet bonyolultsaga-
bol és sok esetben a ndvényi komponensek Ossze-
tett sztereokémidjabdl fakad. A komplex kémiai
szerkezet a gyogyszerkutatas és -fejlesztés tovabbi
lépéseiben is problémat jelenthet. A névényi ere-
detli vegyiileteket altaldban Osszetett, tobb 1épé-
ses, sok esetben sztereoszelektiv szintézissel,
egyes esetekben fermentacidval lehet csak el6alli-
tani, ami a késébbi szerkezetoptimalizalas, illetve
a kutatas késobbi, klinikai fazisahoz sziikséges
méretnovelt szintézis soran is nehézséget jelenthet
[8]. Mindezen feltételek nagyban nehezitik egy
olyan természetes, els6sorban novényi eredet(i
extraktum-konyvtar létrehozasat, ami az izolalas
és szerkezetazonositasbol fakad6 hattérmunkat is
beleszamitva harmonizalhat6 a gyorsuld bioldgiai
szlirési eljarasokkal (HTS, ultraHTS), illetve meg-
felel a gydgyszeripari kutatasi projektek iitemezé-
sének [8]. Feltehetéen ezen okokra vezethet6 visz-
sza, hogy a 2000-es évek elejére tobb nagy gyogy-
szergyar (pl. Abbot Pharmaceuticals, Pfizer) is a
természetes forrasbol izolalt hatéanyag azonosita-
si stratégia visszaszoritasa, illetve leallitdsa mellett
dontott [9]. Hasonld stratégiai dontés sziiletett a
Richter Gedeon Nyrt-nél is. A Richter 1999-2001
kozott a Semmelweis Orvostudomanyi Egyetem
Farmakognozia és Szerves Vegytani Intézetével, a
Szegedi Egyetem Farmakognozia Intézetével, va-
lamint az MTA Okoldgiai és Botanikai Kutatéinté-

zetével (Vacratot) egytittmiikodésben létrehozott
egy a Karpat-medencében honos, illetve termeszt-
het6 névényekbdl izolalt kozel 2000 db extraktu-
mot magaba foglald konyvtarat. Azonban a Rich-
terben ebben az id6szakban lezajlott kutatasi re-
form kovetkeztében, ami a nyugati gyogyszerku-
tatdsi trendnek megfeleléen a HTS alapt hato-
anyag szlrési megkozelités felé iranyult, el6térbe
helyez6dott a kombinatorikus kémiai konyvtar al-
kalmazasa és elvetésre keriilt a névényi extraktum
alapu kutatas folytatasa.

Az elmult tiz évben elsésorban az elvalasz-
tastechnoldgidban és a szerkezetazonositasi eljara-
sokban tortént jelentds valtozasok tobb nemzetko-
zi kutatomitihelyt, igy a Richter kutatasat is, a no-
vényi eredetli gyogyszerkutatds ujragondolasara,
a jelenkori kutatdsi stratégia megfeleld racionali-
zalasara sarkalta. Ennek hatterében elsésorban a
kombinatorikus kémidval eléallitott vegytiletekbol
létrehozott molekulakonyvtdrak nem megfeleld
mértékl szerkezeti diverzitdsa és az ezekbdl szar-
maz¢ HTS taldlatok elégtelen fizikai-kémiai sajat-
sagaira visszavezethetd (gyenge vizoldhatodsag,
fokozott lipofilitas) kedvezdtlen farmakokinetikai
sajatsagai allnak, amik jelent6s mértékben nehezi-
tik a talalat (hit) — vezérmolekula (lead) iranyt
szerkezetoptimalizaldsi folyamatot. A témakorben
tobb Osszefoglald tanulmany is sziiletett. Jelen
publikacié a nemzetkdzi irodalomban megjelent
Uj megfontolasokat, valamint a Richterben eddig
megvalositott, illetve tervezett stratégiat mutatja
be a novényi extraktumokbdl kiinduld gydgyszer-
kutatasban.

2. Novényi drogok gytijtése

A novényi eredet(i kivonatok HTS alapt bioldgiai
szlir6kon torténd vizsgalatahoz sziikség van egy
jol tervezett, nagyszadmu mintat tartalmazé bank
létrehozasara. Az extraktum bank mindségét, il-
letve a biologiai rendszerekben val6 hatdsat nagy-
ban befolyasolhatja a kivalasztott névényfajok jel-
lege. A kivalasztas torténhet egy foldrajzilag beha-
tarolt teriiletre jellemz6 fléra névényeinek random
gyujtésével, amikor az elsédleges szempont a
biodiverzitds maximalizalasa. Ily mdédon egy ké-
miai értelemben szertedgazd bioszintézissel ren-
delkez6 és kemotaxonomiailag is megfelel6 nové-
nyi gyljtemény hozhato létre. A szelektalds tor-
ténhet etnofarmakoldgiai alapon is. Ebben az eset-
ben az ismert biologiai (gyogy-, illetve toxikus)
hatassal rendelkezé noévények drogjainak kiva-
lasztasaval nagyobb valoszintiséggel lesznek jelen
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a mintadkban farmakologiai hatassal rendelkezo
komponensek [10, 11]. A feltétel ez esetben is a ké-

II. tabldzat

A Richter extraktum-kényovtdr rendszertani Osszetétele

miailag 14j vegyiilet azonositasa, igy az olyan Csalad Egyedszam
gyogynovények kivalasztasa az elényos, melyek- _Lamiaceae 36
nek minél kisebb a fitokémiai feldolgozottsaga, il- _Asteraceae 25
letve az adott hatasért felel6s komponense még  Apocynaceae 4
nem ismert. Az elsé esetben a minél nagyobb és  Cupressaceae 4
diverzebb kémiai tér lefedése, mig a masodik eset- Rosaceae 4
ben a mintak minél nagyobb szamu bioldgiai aktiv. ~ Apiaceae 3
komponens tartalma a cél. A névényi kivonat  Plantaginaceae 3
részletes vizsgalatahoz és a hatasért felelés kom-  Urticaceae 3
ponensének azonositasahoz, gazdasagos izoldla-  Anacardiaceae 2
sahoz sziikség lehet nagyobb mennyiségi novényi  Fabaceae 2
anyag biztositasara. Ennek érdekében a kivalasz-  Hypericaceae 2
tott novényekkel szemben tdmasztott dltalanos el-  Juglandaceae 2
varas, hogy az adott éghajlaton konnyen termeszt-  Malvaceae 2
hetéek legyenek. A novényi anyag gytjtésénél fi-  Nyctaginaceae 2
gyelembe kell venni, hogy a névények masodlagos  Rubiaceae 2
metabolit tartalma és Osszetétele az egyes vegeta- Acanthaceae 1
ciés iddszakokban eltérd [12]. Ennek megfeleléen  Acoraceae 1
nagyon fontos minden egyes novény esetében a Adoxaceae 1
gyUjtési idészak helyes megvalasztasa. Amaranthaceae 1
A Richter Gedeon Nyrt. 1999-2001 k6z6tt, a be-  Araceae 1
vezetésben bemutatott farmakognozia intézetek-  Aristolochiaceae 1
kel egytittm(ikodésben a fent meghatdrozott ran-  Balsaminaceae 1
dom kivalasztast kovetve kozel 200 db a Karpat-  Betulaceae 1
mendencében honos, illetve termesztheté novény- Boraginaceae 1
fajbol megkozelitdleg 300 db drogot gytijtott 0ssze  ~Cannabaceae 1
eredeti gyodgyszerkutatdsi céljaira. Az extraktum- Caryophyllaceae 1
konyvtar f6bb paramétereit és a kivalasztott n6- ~(Cglastraceae 1
vényfajok Osszetételét az I. és a II. tablazatban Cephalotaxaceae 1
mutatjuk be. A kialakitott konyvtar mind rend- Dryopteridaceae 1
szertani, mind gyogyaszati felhaszndltsdg (a Equisetaceae 1
konyvtarat alkotd drogok kevesebb, mint fele bir  ~p .~ —° 1
csak gyogyaszatilag relevans irodalommal [13-16]) Euphorbiaceae 1
mintazata a nagyfoku diverzitast célzo random jel-  ~=: 1 soaceae 1
lege/t mutz‘itj,a. Az, ajakosviragzatiak (@ai.n?aceue) és Lythraceae 1
a feszekvn*agzatuak (Asteraceae) csalddjainak do- - enoliaceae 1
mindns reprezentaltsaga a Karpat-medence flora- 1 oraceac 1
janak egyfajta , leképezésére” is visszavezethetd. Myrsinaceae 1
Nymphaeaceae 1
Onagraceae 1
L. tablazat Papaveraceae 1
A Richter extraktum-kényovtdr legfontosabb paraméterei Ruscaceae 1
Extraktumok szama 1564 Rutaceae 1
Extraktum/drog 8 Scrophulariaceae 1
Csaladok szama 49 Solanaceae 1
Fajok sz4dma 130 Strophariaceae 1
Drogok szama 197 Tricholomataceae 1
Gyogynoveények aranya’ 44,7% Ulmaraceae 1
"= gyogyndvényként &rtékelta [13-16] forrasokban vald eldfordulds  _verbenaceae 1
Vitaceae 1

alapjan.
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3. Novényi kivonatok elkészitése, el6készitése
HTS vizsgalatokhoz

Novényi drogokbdl kiindulod extraktum-, illetve
molekulabankhoz sziikséges kivonatok elkészité-
se a minta komponenseinek szamat, illetve az id6-
és koltségvonzatot figyelembe véve alapvetéen
harom stratégiai utat kovetve valosulhat meg (1.
dbra). Mind a harom esetben a szaritott novényi
drogbodl (mag — semen; gyokér — radix; hagyma —
bulbus; hajtasrendszer — herba; levél — folium; virag-
zat — anthodium; virag — flos; termés — fructus; rigy
— gemma; kéreg — cortex stb.) a kiilonb6zd tisztasagi
szintli kivonatok elkészitését egy szerves olddsze-
res (altalaban kloroformos) kivonatolast koveto
tisztitasi 1épés elézi meg. Az elbtisztitds soran a
kloroformos kivonatot poliamid gyanta segitségé-
vel elvalasztjak a biologiai teszteket nagymérték-
ben zavaro klorofiltol, pigmentektdl, fluoreszcens
anyagoktol, illetve denaturalo agensektdl (pl. tan-
nin szarmazékoktdl) [17, 18]. Ezen felil
kationcseréld gyanta segitségével a jellemzden ba-
zikus nitrogén tartalmu, specifikus biologiai ha-
tassal rendelkezd alkaloidokat is kiilon lehet va-

lasztani a kivonattdl. Az igy kapott kloroformos
extraktumok a novényi drogbdl kinyerhetd apoli-
ros jellegi komponenseket tartalmazzak. A kloro-
formos extrakcid szilard maradékanak, sztrleté-
nek metanolban torténd kivonatoldsaval a novényi
drog poliros komponensei is kinyerhetdek.

3.1. L. stratégia: elbtisztitott, nyers extraktumok

Az 1. tipust megkozelitésben az ily modon izolalt
poldros, illetve apoldros el6tisztitott nyers extraktu-
mok kertilnek biologiai HTS vizsgdlatra. A nyers
extraktumokkal torténé HTS sziirés elénye, hogy
a novényi droggytijtéstdl fiiggden egy nagy biold-
giai és kémiai diverzitasu kivonatbankot lehet vi-
szonylag gyorsan létrehozni és egyuttal elkeriilhe-
t6 a minor alkotok elvesztése. Tovabba e stratégia
kozeliti meg legjobban, mind a kivonatok Osszeté-
telét, mind mindségét tekintve az adott novényi
drog népi gyogyaszaton (etnofarmakologiai isme-
reten) alapuld felhasznaldsat. Hatranya, hogy a
sokkomponensii mintak esetében a bioldgiai szii-
rék vizsgalatai sokszor szolgaltatnak alpozitiv, al-
negativ eredményeket és a komponensek kozott

Nyers, elétisztitott B
I kivonatok i
+ (Klorofi, tannin.es| [ > iy [ ) B ]
alkaloidmentes) a
: k
T . Hatas alapu izolalas t
[ : i
S . Célzottan Vv
z I I . Lennnnsp fr'akclonﬁlt ,—:> | > | >
t Frakcionalas | Kivonatok k
a Profilirozas (o]
s Dereplikacio - m
a : P
g . o
- Tiszta n
. e s |\ e
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Szerkezetazonositas S
IdG, koltség
1. abra: Novényi extraktumokbdl kiinduld hatéanyag izolaldsi stratégidk
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fellépd egytitthatas/ellenhatds maszkirozott vagy
nehezen értelmezhetd bioldgiai valaszjelet ered-
ményez [19]. Alpozitivitas megjelenésére jellegze-
tes példa a fokozottan hidrofdb, illetve vizben
rosszul oldédd (aggregatumot képzd) vegyiiletek
jelenléte, amelyek nem-specifikus mdédon kapcso-
l6dnak a receptorokhoz. Alnegativitasra jellemzé
példa a minor komponensek jelenléte, vagyis azok-
nak a taldlatoknak az elvesztése, amelyek bioldgiai
hatdsa az alacsony mintakoncentraciojuk miatt
nem fejezddik ki [20, 21]. A nyers extraktumok ese-
tében ki kell még emelni a replikacio veszélyét is,
vagyis olyan novényi masodlagos metabolitok je-
lenlétét, amelyek jol ismertek és altaldnosan, nagy
mennyiségben vannak jelen a novényekben
(ubikviter vegytiletek). Ezek sok esetben rontjak
az esélyét az 0j kémiai szerkezet(i, vagy ismert, de
adott hatasteriileten még nem bizonyitott hatasa
vegyiiletek azonositasanak. Jo példa erre a GABA
(de meg lehetne emliteni itt tobb aminosavat), ami
nagy mennyiségben fordul el6 szdmos névényfaj-
ban és jelentds mértékben zavarhatja a GABAerg
vizsgalatok esetén, mind a GABA inhibitorok,
mind a GABA mimetikumok hatasat [22].

3.2. 11 stratégia: eldfrakciondlt extraktumok

A II. tipust megkozelités soran az eltisztitott
nyers izolatumokbol racionalizalt megfontolasok
alapjan maximadlisan 5-10 db komponenst tartal-
mazo el6frakcionalt kivonatokat alakitanak ki. Az
el6frakcionalds torténhet egyszerlien egy vagy
tobb, megfeleld felbontoképességgel biro elvalasz-

tastechnikai lépés [pl.: preparativ gravitacidos/nyo-
mas alatti oszlop kromatografia, ellendaramu folya-
dék-folyadék kromatografia (CCC) illetve prepa-
rativ HPLC] vagy ezek optimalis szekvencidjanak
alkalmazasaval. Igy, az eredeti, esetenként 50-100
db komponenst tartalmazo kivonatbdl, 5-10 db,
LC-UV alapjan alapvonalon elvalaszthato, kompo-
nenst tartalmazd kivonatokat hoznak létre (1.
dbra). E stratégia esetén mar kifejezett hangsuly
kertil a dereplikacié megvalositasara, azaz az elo-
z6ekben targyalt nem kivanatos komponensek
(pl: a bioldgiai tesztrendszerekben interferenciat
okozo és/vagy ubikviter vegyiiletek) felismerésére
és kisztirésére [23]. A komponensek hatékony ka-
rakterizalasara/beazonositasdra hasznalhato spekt-
roszkopiai mddszereket (UV [24], MS [25], NMR
[26]) kivaloan kiegészitik az egyre gazdagabba
valo, specifikus hattéradatbazisok. Ezek koziil ki-
emelkedik a kozel 770 000 db, természetes anyag-
hoz kothetd, egyedi farmakologiai adatot magaba
foglalo  NAPRALERT (http:/www.napralert.org)
és a 2010-ben mar 230 000 db természetes vegyiile-
tet rendszerez6 Dictionary of Natural Products
(http://dnp.chemnetbase.com).

A nyers kivonatokbdl torténé frakcionalds és
szelektalas torténhet tovabba a gyogyszerszertisé-
get leiro szabalyok (Lipinski ,rule of five” [27]; ve-
zérmolekuldkra vonatkozo, Oprea nevéhez fiz6d6
Jrule of 37 [28, 29]; illetve a vér-agy gat penetracio-
ra vonatkozdan Pardridge [30], Clark [31] és Lobell
[32] altal leirt torvényszertiségek) szem el6tt tarta-
saval, illetve az egyes komponensek eldre jelezhe-
t6 farmakokinetikai sajatsagaibdl kiindulva is. A
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2. dbra: (a, b) Solanum dulcamara kloroformos kivonatinak LC-MS kromatogramja és (c) polaritis (retencids id6) —
méltomeg (detektdlt molekulaion [M+H]") — dsszetétel (Area%) 3D profilja.
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fenti szabalyok alkalmazhatdsaganak alapvetSen

két korlatja van:

- figyelembe kell venni a novényi eredett vegyii-
letek és a szintetikus molekulakonyvtdrak kozt
fennallo szerkezeti kiilonbségeket (atlagos mo-
lekulatomeg 414 Da vs. 393 Da; gytirtik szama
4,1 vs. 3,2; jellemzbéen kevesebb nitrogén, ha-
logén és kén atom, masfeldl viszont jelentdsen
tobb oxigén atom van jelen a novényi eredet(i
vegyliletekben [33]),

- fontos, hogy id6- és koltséghatékonyan a tobb
komponensti névényi mintdkban csak a hato-
anyagok molekulatomege és lipofilitasa hata-
rozhato6 meg.

E kritériumoknak a gyakorlatban, elsé megko-
zelitésben kromatografids technikdkkal tudunk
eleget tenni: az egyes komponensek lipofilitasa
forditott fazisu (RP) kromatografidval mérhet6 és
szamolhato a retencids faktor (logk’) segitségével
[34], mig a membrantranszportra vonatkozé sajat-
saguk immobilizalt liposzoma-membran
(Immobilized Artificial Membrane, IAM) kromato-
grafias modszerrel jelezheto elére [35, 36]. A kom-
ponensek molekulatomeg szerinti frakcionalasa
célszertien az el6z6 modszerekhez kapcesolt

tomegspektrométer segitségével torténhet. E meg-
kozelitésre példaként a 2. dbrdn, a Richter extrak-
tum-konyvtaraban fellelhetd Solanum dulcamara
kloroformos kivonatanak LC-MS kromatogramjat
(a, b) és az igy felvett polaritas (retencids idd) —
moltomeg (detektalt [M+H]") — Osszetétel (Area%)
3D profiljat (c) mutatjuk be. Ezen abrazolasmod
lehetdséget ad a gydgyszerszerti komponensek, il-
letve az ubikviter/marker vegytiletek felismerésé-
re, de kemotaxondmiai , ujjlenyomatként” is haté-
konyan hasznalhato.

A nyers novényi eredetli kivonat racionalizalt
el6frakcionalasa torténhet biologiai, illetve human
fizioldgias sajatsag alapjan is. A hatéanyagok szer-
vezetben torténd eloszlasat nagymértékben befo-
lyasolhatja affinitdsuk mértéke a vérben nagy
mennyiségben jelenlevé human szérum albumin-
hoz (HSA). Ezen az alapon a ndvényi kivonatok
el6frakcionalasa, jellemzése 2D-HPLC segitségé-
vel torténhet. Ennek soran kiralis hordozohoz ko-
tott (immobilizalt) HSA affinitas kolonnat és RP
kolonnat alkalmaznak a 2D-s felbontashoz [37]. A
modszer elénye, hogy a kivonat komponenseit RP
kolonna segitségével elsésorban lipofilitdas, majd
az immobilizalt affinitas kolonna segitségével a
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3. dbra: Hagyomdnyos kinai gyogydszatban haszndlt (Rheum palmatum L.) extraktum humdn szérum albumin (HSA)
affinitds — forditott fazisii kolonndn felvett 2D-HPLC kromatogramja, [37] alapjdn.
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4. abra: Angelica sinensis gyokér extraktumdnak in vitro
metabolizmusa: patkdny mdj homogenizatummal vald
inkubdlds eldtt (a) és utan (b) [38] alapjdn.

HSA kotédés alapjan valasztja el. Ily modon a
komponensek e két tulajdonsag vetiiletében cso-
portosithatéak, melyek koziil farmakokinetikai
szempontbdl a minél kisebb lipofilitasu és egyben
a HSA-hoz minél nagyobb affinitassal kotédd
komponensek lesznek az idealisak (3. dbra). Ke-
vésbé robosztus eldfrakcionalast segité biologiai
szlir6k a kivonat komponenseinek in vitro meta-
bolizmusat, valamint citotoxicitasat jellemz6 teszt-
rendszerek. A novényi kivonatok in vitro metabo-
lizmusanak vizsgalata, altalaban a gyogyszeripari
standardnak megfeleléen ragcsalé (patkany,
egér), illetve human m4dj mikroszéma frakcié al-
kalmazasaval, LC-UV-MS analitikai tdmogatas
mellett torténik. Ebben az esetben az egyes el6-
frakcionalt izoldtumok komponensei metabolikus
érzékenységiik alapjan jellemezhetdek, Osszeha-
sonlitva az eredeti és az in vitro metabolikus mo-
dellben torténé LC-UV-MS kromatografias képiik
megvaltozasa alapjan (4. dbra) [38]. A tobb, foko-
zott metabolikus érzékenységli komponenst tar-
talmazo el6frakcionalt kivonatok farmakokinetikai
szempontbdl nem elény0Osek, szelektdlanddak a
kivonatbankbdl. Itt kell megjegyezni, hogy a szin-
tetikus vegyiiletekkel ellentétben a metabolikus
atalakulas értékelése a novényi eredetli vegyiile-
tek esetében Osszetettebb feladat. A metabolikus
atalakulds nem feltétleniil jelenti a bioldgiailag ak-
tiv komponens oxidativ lebontasat. A névények
masodlagos metabolitjai kozott szamos cukor ész-
ter vegylilet fordul el6, amelyek hidrolizise
preszisztémasan, jellemzden a bélflora baktériu-
mainak révén megy végbe és csak az aglikon rész
szivodik fel, azaz e komponensek egyfajta pro-
drug-ként értelmezhetéek [39]. Ennek megfeleld-
en novényi extraktumok metabolikus folyamatai-

nak vizsgdlata soran, a keletkez6 metabolitok
vizsgalata, azonositasa is fontos lehet. A kivona-
tok citotoxicitdsanak el6rejelzésére szamos, kiilon-
bo6z6 sejtvonalon beallitott in vitro modell all ren-
delkezésre. El6sztirésre alkalmas robosztus mod-
szer a sosvizi garnéla larvain végzett letalitas-
vizsgalat (BSLT — brine shrimp lethality test) [40],
amelyet szofisztikaltabb és a differencialast elése-
gitd sziirés kovethet (pl.. human sejtvonalakon
MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazo-
lium bromid) kolorimetrids teszt alapjan [41, 42]).
Ily modon ezek a tesztek, a citotoxikus hatas ra-
mutatasaval segitenek azon izoldtumok kisziirésé-
ben, amelyek a sejtes alapu HTS vizsgalatokban
hamis, nem megfelel6en értelmezhetd eredményt
szolgaltatnak, de egyuttal jo eszkozok lehetnek a
kiilénb6z6 human rakos sejtvonalakban azonosi-
tott citotoxikus hatas alapjan, a gydgyszerkutatasi
szempontbdl értékes hatéanyagot tartalmazo frak-
ci6 azonositasara is.

Fentiek alapjan, idealis esetben az el6frakciona-
last kovetden, dereplikalt (ubikviter anyagoktol
mentes), komponensei analitikai sajatsagat tekint-
ve konnyen elvalaszthato, fizikai-kémiai és meta-
bolikus tulajdonsaguk alapjan megfelel6 farma-
kokinetikai jellemz&vel rendelkezd, nem cito-
toxikus izolatumok allnak el6. A megkozelités eld-
nye, hogy kozepes id6 és anyagi befektetés mel-
lett, mar bizonyos mértékben a gydgyszerszeri-
séget is figyelembe véve késziilnek el a HTS
vizsgalathoz a névényi eredeti mintdk. Fontos az
elényok kozott kiemelni, hogy az el6frakcionalas
soran a II. tipust mintael6készitéssel nem csak a
major, hanem a minor masodlagos metabolitok is
benne maradhatnak a mintaban, hiszen elsd kor-
ben nincs sziikség a tisztitasra, szerkezetazonosi-
tasra. A megkozelités egyediili hatranyat a HTS
vizsgalatot kovetd biologiailag aktiv komponens
azonositasanak iddigénye jelenti, ami elsésorban a
kombinatorikus szintetikus kémiai konyvtarral
valé 0Osszehasonlitdsban, versenyhelyzetben olt
testet.

3.3. IIL. stratégia: tiszta komponens konyvtir

A IIL tipusu, tiszta novényi eredet(i komponens
konyvtar létrehozdsanak izolatum, illetve jelen
esetben vegyiilet kivalasztasi elve megegyezik a
II. tipusu el6frakcionaldasndl megfogalmazottak-
kal, amit elsésorban a tiszta komponens izolaldsa-
hoz sziikséges analitikai technika korlatai befolya-
solnak. A tiszta komponens konyvtar létrehozasa-
nak limitdciojat az Gj kémiai entitast hordozo és a
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5. dbra: A Richter extraktum-konyvtdr citotoxicitds vizsgdlati eredményének eloszldsa

jo eséllyel tudnak meg-
adott szamu és mennyi-
ségli tiszta komponenst

tobbszoros HTS vizsgalathoz sziikséges megfeleld
tisztasagu (>80%) és anyagmennyiségii (1-5 mg)
[43] novényi masodlagos metabolit izolalasa jelen-
ti. E kritériumok mellett a konyvtar méretét els6-
sorban az izolalasra forditott id6 és a tisztitasi lé-
pésekhez felhasznalt analitikai technikak befolya-
soljak, melyek Osszességében a raforditott koltsé-
gekkel parhuzamosan névekednek. Emiatt mar az
izolalasi stratégia kidolgozasakor fontos eldonteni,
hogy mekkora anyagi, illetve iddbeli raforditast
hajlandd egy kutatasi projekt aldozni a novényi
eredeti vegyiilet szamanak novelése érdekében.
J6 példa ezen tényezdk figyelembevétele mellett
létrehozott természetes eredeti molekulabankra
az AnalitiCon Discovery és az Aventis Pharma
egyuttmikodésének eredménye [9]. A két cég altal
kittizott cél kozel 1800 db tiszta komponens izola-
lasa volt 18 hoénap alatt. A novényeket kemo-
taxonomai alapon valasztottdk ki. A kemotaxo-
nomiai bizonyossagot és a minél gazdagabb kémi-
ai teret alaposan vizsgalt és diverz bioszintézisti
novénycsaladok kivalasztasaval igyekeztek bizto-
sitani. Annak érdekében, hogy csokkentsék a mar
leirt vegyiiletek ,ujraizolalasat” az ismert novény-
csaladokbdl olyan novényfajokat valasztottak, me-
lyeket részletesen még nem vizsgaltak. Ennek
megfeleléen 124 db csaladbol 679 db novényfaj
gyUjtését céloztak meg. Fenti szamok alapjan lat-
hato, hogy az egyes novényi drogokbol mintegy

izolalni. A komponensek
izolalasa és dusitasa standardizalt preparativ kro-
matografids rendszerrel sorba kapcsolt szilard fa-
zist extrakcié segitségével tortént [44]. Itt kell
megjegyezni, hogy a novényi eredetti vegyiiletek
izoldlasa éppen a szintetikus molekuldktdl valo
szerkezeti eltérések miatt tiulmutat a mar gyogy-
szeriparban 4altaldnossa valt kromatografias tech-
nikdkon: az ellendramu folyadék-folyadék kroma-
tografia (CCC) [45, 46], és a nagyteljesitményi vé-
konyréteg-kromatografia (HPTLC) [47] emelhetd
ki, mint a novényi eredeti vegyiiletek izolaldsa-
ban nagy teret nyert elvalasztastechnikak. Az izo-
1alt tiszta komponenseket a szerkezet meghataro-
zas el6tt ujravizsgaltak LC-UV-MS technikaval az
ismétlédo vegytiletek kiszlirése érdekében. A ko-
zel 1800 db egyedi komponensbdl mintegy 180 db
vegyiilet volt, amely 2-3-szor és 30-nal kevesebb,
amely 4-30-szor ismétlédott. Ezt kovetden azono-
sitottak az ubikviter anyagoktol és vegyiiletismét-
16déstdl mentesitett tiszta komponensek szerkeze-
tét. A szerkezet felderités LC-UV-MS, illetve LC-
NMR kapcsolt technikaval tortént. A szerkezet
azonositas elvi hatterére a HTS taldlatok szerkezet
meghatdrozasi mddszereinél tériink ki részlete-
sen. Osszességében elmondhato, hogy a III. tipu-
su, tiszta komponens izolalasi stratégia el6nye,
hogy a HTS bioldgiai sz{irés utan egybdl azonosit-
haté a hatasért felelés komponens, igy a létreho-
zott molekulabank mar hasonl6 idébeosztas sze-
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rint halad a kutatasi kaszkadban, mint a szinteti-
kusan eléallitott vegyiileteket tartalmazé moleku-
labankok.

Figyelembe véve az 1999-2001 kozott rendelke-
zésre allo analitikai és az akkor még csak tervezett
HTS eszkozparkot, illetve a tervezett financialis és
idOraforditast, a Richter Gedeon Nyrt. és az
egylittm(ikod6 farmakognozia intézetek a begytij-
tott drogokbol nyert nyers extraktumokbol a II. ti-
pusu kivonat készitési stratégidnak megfeleléen
el6frakcionalt mintdkat hoztak létre a késdbbi bio-
logiai HTS vizsgalatokhoz. Ennek eredményekép-
pen, preparativ oszlopkromatografia segitségével
1928 db, egyenként 5-10 db komponenst tartalma-
z0 el6frakcionalt izolatumot sikeriilt el6allitani.
Ezt kovetben a tervezett HTS funkcionalis bioldgi-
ai teszteredmények bizonytalansdganak csokken-
tése érdekében a kapott el6frakciondlt izolatumok
citotoxikus hatasat vizsgaltuk. A citotoxicitasi szi-
rés utan 1564 db extraktumot kiilonitettiink el
HTS vizsgdlatra. A vizsgalat arra is ramutatott,
hogy a jellemzden apoldros kivonatok (klorofor-
mos elGtisztitdsi ut) nagyobb szdamban mutattak
citotoxikus hatast, mint a poldrosak (metanolos
elGtisztitasi at) (5. dbra).

4. Novényi eredetti mintak HTS sziirése,
az aktiv komponens azonositasa

A novényi kivonatok HTS alapt bioldgiai hatas-
azonositasat és foként az ezt kovet6 aktiv kompo-
nens azonositdsanak analitikai megoldasat nagy-
mértékben meghatdrozza, hogy melyik, a fentiek-
ben vazolt kivonat izolalasi megkozelités keriil ki-
valasztasra. A kiilonbozd tisztasagu 1. és II. tipu-
si, nyers és el6frakcionalt kivonatok adott
bioldgiai célponton aktivitdst mutaté komponen-
sének azonositasa jelentds, elsésorban analitikai
kihivast jelent. Alapvetéen két megkozelités is-
mert az aktiv komponens azonositasara. Az egyik
esetben a biologiai HTS vizsgalatdbol szarmazo
novényi eredet(i vegyiiletek keverékét tartalmazd
taldlatokbdl a hatdéanyag hagyoméanyos modon
preparativ elvalasztasi miiveletek és a bioldgiai
hatds azonositdsdra iranyulo vizsgalatok segitsé-
gével, tobb iteracios 1épésben all el6. Az azonosi-
tott bioldgiai hatdssal rendelkez6 izolatum frakci-
Okra torténd felosztasa foként preparativ LC fel-
hasznalassal torténik. Ezt kovetden az egyes frak-
cidk koziil annak a mintanak az elvalasztasat ér-
demes folytatni tovabbi alfrakcidkra, ami az
egyedi vagy kozepes ateresztésii biologiai vizsga-
latban (Middle Throughput Screening, MTS) aktivi-

tast mutat. Ennél a hagyomanyosnak tekinthet6
megkozelitésnél az aktiv komponens azonositasa-
ban eldrelépés csak az elmult tiz év nagymiszeres
analitikdjaban bekovetkezett fejlédésnek koszon-
het6en valosult meg. Az egyre pontosabb moleku-
latomeget és finomszerkezeti informaciot add
nagy felbontoképességli MS [HR-MS: Q-TOF, FT-
ICR (Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance)], va-
lamint a nagyteljesitmény NMR (600 — 800 MHz)
késziilékek és ezek LC-vel kapcsolt rendszerei le-
hetévé tették, hogy egyre kisebb tisztasagu és
hatéanyagtartalmu mintakbdl lehetségessé valt az
aktiv molekula szerkezetének azonositasa, ami
Osszességében jelentds id6 és anyagi megtakari-
tast jelent. A masik esetben a bioldgiai sztir6rend-
szer van Osszekapcsolva valamilyen, altaldban
kromatografids elvalasztastechnikaval, igy egyet-
len 1épésben valik lehetségessé a tobb komponen-
st mintabdl a hatasért felelds vegyiilet azonosita-
sa. A legismertebb ilyen analitikai megoldas az af-
finitds kromatografia (AC), ahol a bioldgiai célpont
makromolekulat (receptort, enzimet), illetve erre a
fehérjére transzfektalt sejtvonal lizatumat kotik a
szilard hordozéhoz [48] (6. dbra). Ennek megfele-
I6en az AC sordn a vegyiiletek kromatografias
visszatartasat els6sorban a makromolekula -
ligandum kolcsonhatds hatdrozza meg. Ezzel a
technikaval nemcsak a novényi kivonat aktiv
komponensét lehet azonositani, hanem lehetdség
van az egyes hatdanyagok adott célpontra vonat-
kozo disszociacios allandojanak (Kd) a meghata-
rozasara is [48]. Ily modon a vizsgalatbdl nyert ta-
lalatok kozott hatds alapt sorrendet is fel lehet 4l-
litani. Fontos megemliteni, hogy 2010-ben sikertilt
els6 izben G-fehérje-kapcsolt receptorok (GPCR)
csaladjaba tartozd fehérje (GPR17) ligandumjait
azonositani AC segitségével [49], ami megnyitja az
utat novényi eredetli vegyiiletek hatdsazonosita-
sara ebben a kiterjedt és human terapids célpont-
ként jelentds receptorcsaladban is. A novényi ki-
vonatokra altaldban jellemz6 és széles korben
vizsgalt antioxiddns hatds meghatdrozasat célzo,
LC-vel kapcsolt sztirérendszerek alkalmazasara is
szamos példa ismert az irodalomban. E szabad-
gyokos rendszerekben az oxidativ agens (HO’, O,
peroxil stb.) jelenlétét, illetve mennyiségét specifi-
kus indikator vegytiletek (tiobarbitursav, luminol)
segitségével lehet detektalni, mig a kivonat aktiv
komponenseit a LC-UV/ED (elektrokémiai detek-
tor)/MS kromatogramon a jel fogyasa vagy elttiné-
se (missing peak) alapjan lehet azonositani [50].
A1IL tipust, tiszta novényi eredet(i komponens
konyvtar HTS szrésébdl szarmazo talalatok ke-
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6. dbra: Az affinitdskromatogrifia (AC) elvi alapja, [48] alapjin A Richter Gedeon Nyrt.-

zelése és értelmezése lényegében megegyezik a
parallel szintézissel létrehozott, szintén egységes
és megfelel§ tisztasagu vegytileteket tartalmazo
molekulabank talalataival, hiszen ebben az eset-
ben nincs sziikség a hatdsért felel6s komponens
szerkezetének meghatarozasara, az mar a kivonat
el6készitése soran megtortént. Jelentds, elsésorban
a molekulaszerkezet Osszetettségébdl fakado, kii-
16nbség van azonban a klasszikus kismolekulas és
a novényi eredetli kivonatot tartalmazé molekula-
bankok szerkezetileg azonositott HTS talalatainak
vezérmolekula kivalasztasi és optimalasi folyama-
taban. Az egyik legnagyobb problémat, ami kihat
a vegylilet fejleszthetéségére is, a novényi eredeti
vegyliletek gazdasagos eldallitdsa okozza. A nové-
nyi eredeti masodlagos metabolitok eldallitasa
hagyomanyosan a mar fentiekben leirt izolalasi el-
jarasokkal kvantitativ fitokémiai ismeretek alapjan
kivalasztott novények drogjaibdl, illetve sokszor
15-20 1épésbdl allo, a még napjainkban is komoly
szerves kémiai kihivast jelentd totalszintézissel
torténik. A szintetikus megoldast nagyban megne-
heziti a természetes vegyiiletekre jellemz6 Ossze-
tett gytirtirendszer és az egy molekuldban el6for-
dulo sztereocentrumok nagy szdma is. Az elmult
évtizedben a biotechnoldgia eléretorésének és fej-
16désének koszonhetéen a novényi eredeti ve-
gytiletek gazdasagos eldallitasa mar megoldhato
bioreaktorokban genetikailag mddositott novényi
sejttenyészetek felhasznalasaval is [51-53]. Hason-
léan a bioldgiai HTS talalatok koziil kiemelt kis-

ben a névényi drogok izo-
lalasandl mar bemutatott, mintegy 1928 db eld-
frakcionalt novényi kivonatot egy GPCR-kapcsolt
receptorhoz (,,A” projekt), majd a citotoxicitas
szlirésnek koszonhetéen a megmaradt 1564 db
mintat egy, az el6z6tdl fiiggetlen GPCR-kapcsolt
receptorhoz (,B” projekt) és egy ioncsatorna fe-
hérjéhez (,C” projekt) kothet6 sejtes funkcionalis
HTS sziirési kampéanyokban vizsgaltuk. Osszeha-
sonlitva az ezeken a HTS szliréseken szintén vizs-
galt kismolekulds konyvtar illetve az extraktum-
konyvtar eredményeit a kovetkezd megallapitaso-
kat tehetjiik (III. tdbldzat). A névényi kivonatok
esetében mind a harom projektnél kozel egy nagy-
sagrenddel nagyobb elsédleges HTS taldlati
aranyt tapasztaltunk, mint a megfeleld kismoleku-
las konyvtarndl. A citotoxicitas szlirést kovetden
(,B” és ,,C” projekt) az els6dleges taldlati arany a
novényi extraktumoknal kozel egyharmadara
csokkent, ami bizonyitékul szolgal arra, hogy a ra-
cionalizalasi torekvésiink hatékony volt, illetve ez-
zel egyiitt a mar kordbban megfogalmazott 4l-
pozitivitas valoszinlisége lecsokkent. A novényi és
kismolekulds mintdk megerdsitett taldlati aranyai-
nal nem sikeriilt azonositani ilyen egyértelmti 6sz-
szefiiggést, a kapott eredmények inkabb a bioldgi-
ai sztlirési rendszertol valo fiiggést mutatjak. A be-
mutatott harom projekt esetében a hatasért felelds
komponenseket az ismertetett iterdciés megkoze-
litéssel terveztiik azonositani, amihez a Richterben
rendelkezésre all6 legmodernebb nagymuszeres
analitikai hatteret, azaz LC-FT-ICR-MS, illetve LC-
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III. tablazat
A Richterben végzett HTS kampdnyok taldlati aranyainak ésszevetése
) Primer talalati arany Megerdsitett talalati arany
Projekt / Target ; ; —— : z S
Kismolekulas Novényi extraktumok | Kismolekulds | Novényi extraktumok
A (GPCR) 1,1% 14,6%
B (GPCR) 0,3% 4,8% 83% 17%
C (ioncsatorna) 0,7% 5,1% 32,1% 63,5%

SPE (szilard fazisu extrakcié) - NMR (800 MHz)

kapcsolt rendszereket hasznaljuk.

Az extraktumok aktiv szabadgyok-fogd kom-
ponenseinek azonositdsara kialakitottunk egy uj,

LC-vel kapcsolt anali-
tikai rendszert is, ahol
a szabadgyokos folya-
matokban jelentds sze-
repet jatszo peroxinit-
rittel (ONOO") szem-
beni antioxidans hatas
azonositasat a kroma-
tografids csucsteriilet
csokkenése teszi lehe-
tévé [57] (7. dbra). En-
nek értelmében a pél-
da-kromatogramon a
4,8 perc retencids id6
utan elualédo kompo-
nensekhez rendelhetd
a Salvia  miltiorrhiza
metanolos  extraktu-
manak aktivitasa.

5. Kovetkeztetések

Az elmult 20 évben a
talnyomorészt termé-
szetes vegyiiletekbdl
kiindulo gydgyszerku-
tatasi stratégiat foko-
zatosan felvaltotta a

parallel  szintézissel
eldallitott  vegyiilet-

bankok nagy ateresz-
toképességii  biologiai
vizsgdlatokkal torténd
tesztelése. A  foként
novényi eredeti ve-
gytiletekre  iranyuld
gyogyszerkutatas visz-
szaszorulasa elsGsor-
ban a felgyorsult kuta-
tasi titemtervnek volt

koszonhetd, hiszen a novényi anyag gyujtése és a

hatoanyag izolalasa igen iddigényes. Ennek ellené-

re hamar kideriilt, hogy a novényi eredetti vegytii-
letek nagymértékii szerkezeti diverzitasa és biolo-

;1o

80

A0

20

80

a0

40

20

a0

&0

Abszorbancia (mAU)

a0 |

20

a0

60

40

20

a Salvia miltiorrhiza extraktum

b 1 mm onoo -

C 2 mM ONOO -

d 5 mm oNoO -

MIL'

1d& (min)
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giai el6validaltsagabol kovetkezd fokozott hatdsa
miatt nem nélkiilozhetéek napjainkban sem a
gyogyszerkémiai térbdl. Az elmult években, els6-
sorban a nagymdiszeres analitikdban és
elvalasztastechnikdban bekovetkezett valtozasok
megnyitottak az utat a novényi, illetve egyéb ter-
mészetes eredetli vegyiiletekbdl kiindul6 gyogy-
szerkutatas tjragondolasahoz. Osszefoglalé mun-
kankban azokat az analitikai, valamint ezekkel
Osszekapcsolt bioldgiai tesztrendszereket kivan-
tuk bemutatni a nemzetkozi és sajat gyakorla-
tunkbdl, melyek felhasznaldsaval a novényi ere-
detti hatéanyagok valos alternativaként szolgal-
hatnak a parallel szintetikus vegyiiletek mellett
napjaink gyogyszerkutatasaban.
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Summary

Baka, E.. Good laboratory practice of equilibrium
solubility measurement

The biggest part of my PhD work was the standardization of
the classical saturation shake-flask solubility method. During
the experiments we examined systematically which parame-
ters have significant influence on the solubility value and how
large experimental error (standard deviation) is caused by
them in the solubility method. Hydrochlorothiazide was used
as model compound. Modification in temperature, sedimenta-
tion time, composition of aqueous buffer and the technique of
separation of solid and liquid phases were found to influence
the equilibrium solubility results strongly. However, variations
in the amount of solid excess and stirring time were found to
have less influence. Based on this standardization study, we
developed a new shorter (36 hours) protocol for measure-
ments of equilibrium solubility of drug molecules. The new
protocol was validated with the aid of 6 structurally different
compounds. The equilibrium solubility was measured by both
(standard and new) protocols. The results were in good agree-
ment, so the shorter protocol can be applied to measure the
equilibrium solubility of drug compounds.

Keywords: solubility, saturation shake-flask method, hydro-
chlorothiazide; GLP

Osszefoglalas

Jelen kozlemény a doktori munkdm' legnagyobb részét képe-
70 téma kutatdsi eredményeit foglalja ossze a klasszikus te-
litéses-rdzotolcséres modszert befolydsolo tényezdk vizsgd-
latdrol hidroklorotiazid modellvegyiileten. Szisztematikusan
vizsgdltuk, mely tényezdk és mekkora befolydssal, hibafor-
rdssal birnak a mérési modszerre. A vizsgdlatsorozat sordn
a hdémérséklet, az iilepitési idd, a tompitooldat Osszetételé-
nek vdltozdsa, valamint a szildrd és folyadék fdzis elvdlasz-
tdsdnak modja erdsen befolydsoltdk a termodinamikai oldha-
anyagfelesleg mennyiségének vdltozdsa nem volt jelentds ha-
tassal a termodinamikai oldhatosdgra. A befolydsolo ténye-
70k vizsgdlata alapjdn kidolgoztunk egy ij, rovidebb (36 ords)
protokollt a gyogyszervegyiiletek egyensiilyi oldhatosdgdnak
mérésére, amelyet 6 kiilonbozd szerkezetii vegyiilet segitségé-
vel validdltunk. A régi és az uj protokollal mért eredményeink
JO egyezést mutattak, tehdt az ij, rovidebb protokoll alkalmas
a vegyiiletek egyenstilyi oldhatosdgdnak meghatdrozdsdra. A
kozleményben felhivjiuk a figyelmet a meghatdrozds kritikus
elemeire és javaslatot tesziink a helyes gyakorlatra.

Kulcsszavak: oldhatésdag; rdzotoleséres modszer, hidroklo-
rotiazid, helyes laboratoriumi gyakorlat

Bevezetés

Az oldhatdsagnak igen fontos gyogyszerészeti vo-
natkozdsai vannak a gydgyszerkutatds, gyogy-
szerfejlesztés, gydgyszerformuldlds, gyogyszerel-
lendrzés és a farmakologia teriiletén. A vegytiletek
vizben valo6 oldhatosaga fontos a farmakokinetikai,
stabilitasi vizsgalatok és formulalasi eljarasok ki-
vitelezése szempontjabol. Az oldhatosag ismerete
sziikséges a gyogyszerformulalas optimalizaldsa-
hoz, a megfelel6 segédanyagok és vivéanyagok
megvalasztasdhoz, tovabba a megfelel6 soforma
kivélasztasahoz [1-3] és a gydgyszergyartds soran
a gyartasi folyamatok optimalizalasahoz.

1, Gyobgyszerek oldhatésdganak meghatdrozasdra alkalmas
modszerek vizsgalata és fejlesztése.” TémavezetS: Takdcsné
Novdk Krisztina egyetemi tandr. Budapest 2010. Semmelweis
Egyetem Gyégyszertudomanyok Doktori Iskola.

A gyogyszerforma, az Osszetétel és a gyartasi
technologia megvalasztasat preformulalasi vizsga-
latok el6zik meg. Ez azt a fejlesztési szakaszt jelen-
ti, amely alatt a hatoanyag fizikai és kémiai tulaj-
donsagait deritik fel, hogy szamadra stabil és haté-
kony gydgyszerformat taldljanak, ugyanis a nem
megfeleléen kivalasztott segédanyagok a gyogy-
szerkészités soran inkompatibilitast eredményez-
hetnek, amely a gydgyszer mindségének romlasat
vagy hatasanak elvesztését eredményezheti. A
formulalas a hatdanyagot tartalmazo megfelel6
gyogyszerforma eldallitasanak szakasza. Mind az
oldatos, mind a heterogén szildrd készitmények
esetén vizsgdljak tobbek kozott a hatdanyag old-
hatdsagat kiilonboz6 polaritasu vizes és szerves
olddszerekben. Ionizalhatd vegyiileteknél az old-
hatdsag pH-fliggésének vizsgalata is sziikséges.

Az oldhatdsag a gydgyszerkonyvben is megjele-
nik, mint mindségi kritérium. Az Eurdpai (Ph. Eur.)
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és a VIII. Magyar Gydgyszerkonyv (Ph. Hg. VIIL)
szinte minden kémiai alapanyagndl vizsgaltatja az
oldodast. Az oldodas ellendrzése altalanos mindsé-
gi (azonossagi és tisztasagi) vizsgalat, eredményét
kiilonboz6 tipustu szennyezédések befolyasolhatjak.

Nem valoszinti, hogy a gyogyszeriparban egy
potencidlis gyogyszerjelolt molekulabol sikertil
gyogyszert kifejleszteni, ha a molekula gyenge ab-
szorpcids tulajdonsdggal rendelkezik. A gyenge
abszorpci6 egyik lehetséges oka a molekula cse-
kély vizben val6 oldhatdsaga [4]. Ennél fogva nél-
kiilozhetetlen a vegyiiletek vizoldhatésaganak is-
merete, mivel ez lehetové teszi a farmakokinetikai
paraméterek elOrejelzését, és elGsegiti az igéretes
gyogyszerjelolt molekula szelekciojat. Ennek a fel-
ismerésnek a kovetkezményeként kertilt beveze-
tésre a BCS (Biopharmaceutics Classification System)
szerinti osztalyozas. A gydgyszerjelolt vegyiiletek
(j6 ill. rossz) oldhatosdgan és (jo ill. rossz)
permeabilitdsan alapuld besorolas négy (L.-IV.)
csoportot kiilonit el, mely alkalmas annak megité-
lésére, hogy milyen felszivddas varhato [5].

A gyodgyszerkutatas felfedezd (discovery) szaka-
szaban az oldhatosag ismerete segiti a potencialis
vezérmolekuldk keresését és osztalyba soroldsat.
A gyobgyszerkutatas fejlesztési (development) fazi-
sdban az oldhatosagnak jelentds szerepe van a
varhaté farmakokinetikai viselkedés (felszivddas,
eloszlas, kitiriilés) elérejelzésében és a gydgyszer-
ré fejleszthet6ség megitélésében. A gyogyszerku-
tatds fazisainak megfelelen a gyogyszervegyiile-
tek kiilonb6z6 oldhatosagi értékeinek meghataro-
zasara van sziikség. A gyogyszerkutatas felfedez6
fazisdban a gyogyszerjelolt molekuldk kinetikai
oldhatosagat, a fejlesztési fazisban a vegytiletek
termodinamikai oldhatosagat hatarozzak meg.

Az irodalomban hasznalt kiilonb6z6 terminolo-
gia és jelolések tisztdzasa érdekében az aldbbiak-
ban réviden 0sszefoglalom az oldhatosag fajtait és
ezek definiciojat.

Termodinamikai (egyensiilyi) oldhatésig, S

A termodinamikai oldhatosag szamértéke megad-
ja a termodinamikai egyensulyban 1év6 hetero-
gén, kétkomponensti rendszer (oldat és oldando
anyag) oldatfazisanak koncentraciéjat. FErtéke
adott nyomason és hémérsékleten allando, anyagi
mindségre jellemzd. Ionizalhaté molekuldk eseté-
ben az oldhatdsag pH-fiiggést mutat.

Kinetikai oldhatésig, S*™°
A kinetikai oldhatdsadg nem azonos a termodina-
mikai (egyensulyi) oldhatosaggal. A kinetikai old-

hatdsag a telitett oldat koncentracidja adott id6pil-
lanatban, amikor el6szor torténik csapadékkivalas
a még termodinamikai egyensalyban nem 1év6 ol-
datban. Adott vegyiilet esetében a kinetikai oldha-
tosag mindig kovetkezetesen magasabb oldhato-
sagi értéket jelent, mint az egyensulyi oldhatdsag.

Intrinsic oldhatosdg, S,

A szabad sav vagy bazis egyensulyi oldhatdsaga
azon a pH-n, ahol a vegyiilet nemionizalt forma-
ban van jelen [6, 11].

Oldékonysig

Az oldékonysag? a gyogyszerkonyv tdjékoztatd
adata, mely jol definialt jelzokkel megadja azt az
oldoszer-intervallumot ml-ben, amelyben az anyag
1 grammnyi mennyisége feloldodik.

Az oldhatdésag gyogyszerészetben betoltott je-
lentdsége miatt szdmos modszert dolgoztak ki ki-
sérletes meghatarozasara. Az I. tdbldzat ad atte-
kintést az alkalmazott modszerekrdl. Az Gjonnan
kifejlesztett metodikdk nagymértékben automati-
zaltak és kell6 gyorsasaguak. Ugyanakkor meg-
maradt a régi klasszikus meghatarozas (telitéses-
razotolcséres modszer) jelentésége is, amely eta-
lonnak tekinthetd az tijabb modszerek kifejleszté-
séhez. Annak ellenére, hogy ezt az eljarast évtize-
dek ota alkalmazzdk a gyogyszervegyiiletek
termodinamikai oldhatésdganak mérésére, a ki-
sérleti koriilmények igen nagy valtozatossaga jel-
lemzd [6-10] és az alkalmazott napi gydgyszeripa-
ri gyakorlat is jelentds eltéréseket mutat.

A modszer standardizalas hianya [11], valamint
a korabbi telitéses-razotolcséres modszerrel végzett
oldhatdsag-meghatarozasi méréseink soran felme-
riilé nehézségek vezettek ahhoz, hogy a modszert
befolyasolo fobb tényezOk feltardsat, valamint a
modszer standardizalasat tlizziik ki munkank cél-
jaul. Tovabbi célunk volt egy 1j protokoll kidolgo-
zasa és validalasa a razotoleséres eljarasra. Ez utdb-
bi érdekében tovabbi 5 kivalasztott gydgyszerve-
gylilet termodinamikai oldhatdsagat hatdroztuk
meg mindkét (standard és az j) protokollal.

Jelen kozleményben a réviditett protokoll hasz-
nalatat javasoljuk a gydgyszervegyiiletek oldhato-
saganak meghatdrozasara, és a helyes gyakorlat
érdekében sziikséges koriilmények (tompitoéoldat,
hémérséklet, faziselvalasztasi technikak) fokozott

2Megjegyzendd, hogy ez a nyelvi megkiilénboztetés oldhatésag
és oldékonysag kozott csak a magyar nyelvben létezik, az angol
mindkettSre solubility megnevezést hasznal. A kiilonbségtétel
csak a gyodgyszerészeti tudomdnyokon beliil terjedt el, a
kémidban dltaldban vegyes haszndlat figyelheté meg.
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1. tdbldzat
Oldhatdsdg meghatdrozdsdra haszndlt modszerek
Modszer S Tipus ,,Detektor” Erzékenység"

fdzisoldhatdsdg termodinamikai nem HT* gravimetria mg/ml
hagyomdnyos rdzotdlcséres termodinamikai nem HT* uv 1 pg/ml
miniatiirizdlt rdzétolcséres termodinamikai HT* HPLC-UV vagy LC/MS 1 pg/ml
generator column termodinamikai nem HT* HPLC 0,1 pg/ml
uDISS termodinamikai nem HT* UV 1 pg/ml
DTT termodinamikai nem HT* potenciometria 5 ng/ml
CheqSol termodinamikai HT* potenciometria 0,1 pg/ml
turbidimetrids kinetikai HT* uv 5 pg/ml
nefelometrids kinetikai HT* lézer nefelométer 5 pg/ml
uSOL termodinamikai HT* uv 0,1 pg/ml
LYSA termodinamikai HT* Uv ug/ml

PASS termodinamikai HT* UPLC mg/ml

“HT: nagy dteresztSképességi

“érzékenység: legkisebb mérhetd mennyiség

figyelembe vételére és koriiltekinté megvalaszta-
sara hivjuk fel a figyelmet.

Kisérleti rész
Vizsgalt vegyiiletek

A razotolcséres mddszert befolyasold paraméterek
vizsgdalatahoz és standardizalasahoz a hidrokloro-

tiazidot valasztottuk modellvegyiiletnek. A telité-
ses-razotolcséres modszer 4j protokolljanak kidol-
gozasdhoz a hidroklorotiazid (Hungaropharma)
mellett tovabbi 5 kiilonbozd szerkezetti vegydiiletet
valasztottunk: furoszemid (Hungaropharma), ki-
nin-hidroklorid (Reanal), nitrofurantoin (Reanal),
piroxikam (Reanal) és trazodon (Sigma). A Gyogy-
szerkonyv 5.8. kiaddsdban is szerepld mintak
gyogyszerkonyvi tisztasagtiak voltak és minden-

o o H,C—=
0\\| | H
H, N~ OH Cl N
0 \l OH
Cl N = [\ P NH
Ho oY HoN~ 22 .0
270 o \o HsC
N
Furoszemid Hidroklorotiazid Kinin
7o
N \
O% /N
N
O# j.//o \‘N/C Hs
N
N g ™
— A
OH HN
0] =
5 \ [
o
OzN Cl
Nitrofurantoin Piroxikam Trazodon
1. dbra: A vizsgadlt vegyiiletek szerkezete
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ben megfeleltek a Gyogyszerkonyv altal tdmasz-
tott kovetelményeknek (1. dbra).

A kilonb6z6é tompitdoldatok készitéséhez
sziikséges ecetsav (Reanal), foszforsav, borsav, cit-
romsav, kalium-dihidrogén-foszfat (Sigma), és
dinatrium-hidrogén-foszfat (Sigma) analitikai
tisztasagti volt. A rdzotolcséres oldhatdsagi meg-
hatarozasokat 6,00-os pH-ja Britton-Robinson,
Sorensen-foszfat vagy Sorensen-citrat tompitdol-
datokban végeztiik. A Britton-Robinson puffer-
oldat 0,04 M ecetsav, 0,04 M foszforsav és 0,04 M
borsav elegye, amelyet 0,2 M natrium-hidroxid ol-
dattal allitunk be a kivant pH-ra. A Britton-Robin-
son tompitooldat ionerdssége 0,089. A Sorensen-
foszfat tompitdoldat elkészitéséhez 1/15 M dinat-
rium-hidrogén-foszfat és 1/15 M kalium-dihid-
rogén-foszfat oldat kiilonb6z6 ardnyu elegyét
hasznaltuk a kivant pH értékeknek megfelelGen.
A Sorensen-foszfat tompitdoldat ionerdssége
0,076. A Sorensen-citrat tompitéoldatot 0,1 M
natrium-citrat oldat és 0,1 M natrium-hidroxid ol-
dat kiilonb6z6 aranyu elegyitésével készitettiik. A
Sorensen-citrat tompitooldat ionerdssége 0,318.
Az oldatok elkészitéséhez gydgyszerkonyvi mind-
ségli, frissen kiforralt és lehGtott desztillalt vizet
hasznaltunk.

Miiszerek

A vizsgalatokhoz készitett tompitdoldatok pH be-
allitasat Radiometer PHM 220 pH mér6é mellett
kombinalt Ag/AgCl iiveg elektroddal végeztiik
(PHC 3359-9). A mérésekhez sziikséges ter-
mosztalt koriilményeket Lauda termosztattal biz-
tositottuk. Az oldhatosag vizsgalatok sordn a min-
takban a fazisok kevertetéséhez Heidolph MR
1000 magneses keverdt hasznaltunk. A mintak
szliréséhez 0,45 pm-es porusatmérdji Whatman
PVDF membransz(ir6t hasznaltunk. A mintak
koncentracidjanak mérését spektrofotometridsan
Jasco V-550 UV-VIS spektrofotométerrel végeztiik.
A vegyiiletek pK  értékeinek (ionizaciés konstans
vagy savi disszociacios allando) el6zetes meghata-
rozasat GLpKa automata pK_ és logP méré készii-
lékkel (Sirius Analytical Instruments Ltd., UK) vé-
geztiik allandé hémérsékleten (25 °C + 0,1 °C), 4l-
land6 ionerdsség mellett (0,15 M).

Modszerek

A vizsgalt vegyiiletek pK  értékeinek és tipusanak
(sav, bazis, amfoter) ismeretében, a vegyiiletek
egyensulyi oldhatosdganak meghatarozasat olyan

pH értéken végeztiik, ahol a vegyiilet tulnyomo-
részt nemionizalt formaban van jelen. A savak
esetében a mérés alacsony pH értéken, bazisok
esetében magas pH értéken tortént. Az amfoter
molekuldk esetében az izoelektromos pontnak
megfeleld pH értéken végeztiik a méréseket.

A fajlagos abszorpcids koefficiens meghatdrozdsa

A klasszikus telitéses-razotolcséres modszernél a
telitett oldatok koncentraciojat UV-spektrofotomet-
ridsan mértitk meg, ezért elétte meg kellett hata-
roznunk a vegyiiletek fajlagos abszorpcios koeffi-
ciensét adott pH-n az alkalmazott tompitdoldat-
ban. Ehhez a vizsgdlt vegyiiletekbdl ismert kon-
centracidju oldatokat készitettiink Britton-Robin-
son, Sorensen-foszfat vagy Sorensen-citrat tompi-
tooldatban kiilonb6z6 beallitott pH-kon. Ezutan a
torzsoldatokbdl higitasi sorozatot készitettiink,
majd felvettiik az UV-spektrumat (Jasco V-550 UV/
Vis spektrofotométer). Ebbdl a sorozatbol — mely-
nél ismertiik az oldatok abszorbancidjat és a hozza-
juk tartozo koncentraciokat — a Lambert-Beer tor-
vény alapjan a mérési pontokbdl kalibracios egye-
nest készitettiink. Az egyenes meredeksége adta a
vizsgalt vegydiilet fajlagos abszorpcios koefficiensét
az adott pH-n az adott oldoszerben. A fajlagos ab-
szorpcios koefficiensek meghatarozasat minimum
két torzsoldatbdl és azok higitdsi sorozatabdl (12-18
mérési pontbdl) végeztiik.

Az oldhatésig meghatirozdisa

A telitéses-razotolcséres modszer soran a vizsgalt
anyagot {ivegedényben 1évé tompitooldatban
(Britton-Robinson, Sorensen-foszfat, Sorensen-
citrat) oldottuk 5-10 ml térfogatban. Az oldatokat
szilard anyagfelesleg jelenlétében készitettiik.
Minden esetben az oldhatdsag meghatarozasahoz
3-6 mintat készitettiink. Az elkészitett oldatokat 48
oran keresztiil magneses keverdvel intenziven ke-
vertettiik termosztalt koriilmények kozott az oldo-
dasi egyensuly eléréséig. Ha a vizsgalt vegyiile-
tiink bomlékony vagy fényérzékeny volt, a sziik-
séges mértékben csokkentettiik a keverési id6t. Az
oldatokat pedig lehetéségekhez mérten fényvédett
kortilmények kozott kevertettiik. Ha egy vegytilet
esetében kevésnek bizonyult a 48 6ra az egyen-
suly beallasaig, noveltiik a keverési idot.

Az oldatok kevertetése utan, hogy a fazisok el-
valjanak egymastdl és a tiszta telitett oldatbdl
mintat vehessiink, az oldatokat 24 éran keresztil
iilepitettiik termosztalt kortilmények kozott. Ha a
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készitett oldat nem tisztult fel teljesen, sziikséges
volt a fazisok szétvalasztasa szliréssel vagy centri-
fugalassal.

A telitett oldatok mindegyikének feltisztult ré-
szébdl legalabb haromszor vettlink mintat
mikropipettak segitségével. A mikroliteres (5-500
ul) mennyiségli mintakat sziikség szerint higitot-
tuk. A harom parhuzamos oldatbdl minden eset-
ben legalabb haromszor, legfeljebb hatszor vet-
tink mintat egy oldatbdl a mérés pontositasa ér-
dekében.

A higitott mintak abszorbancigjat UV-spektro-
fotométeren (Jasco V-550 UV/Vis spektrofotomé-
ter) mértiik. A vegyiiletek mar el6zdleg meghata-
rozott fajlagos abszorpcids koefficiense segitségé-
vel kiszamoltuk a mintdk koncentracidjat. A ka-
pott egyensulyi oldhatdsagi eredmények minden
esetben legalabb 9 (legfeljebb 18) koncentracid
meghatarozas atlagabol torténtek.

a) Standard protokoll

A razoétolcséres modszert befolydsold tényezdk
vizsgalatdhoz ki kellett dolgoznunk egy eljarast,
amelyben allando koriilményekkel dolgoztunk, és
amelyet standard protokollnak neveztiink el. A
befolyasold tényezdk vizsgalatahoz, minden eset-
ben csak egy, a vizsgalni kivant paramétert modo-
sitottuk, a tobbi koriilményt a standard protokoll-
nak megfeleléen alkalmaztuk.

A modszert befolyasold tényezdk vizsgalatat a
hidroklorotiazid modellanyag segitségével végez-
tilk. A standard protokoll soran a hidrokloroti-
azidot minden esetben 6,00-os pH-ja Britton-Ro-
binson tompitdoldatban oldottuk anyagfelesleg je-
lenlétében. A tobbi gydgyszervegyiilet oldhatdsa-
gat is Britton-Robinson tompitéoldatban végeztiik
a vegyiletek nemionizalt formdjanak megfelel6
pH-n. Minden paraméter vizsgalatanal legalabb
harom, legfeljebb hat oldatot készitettiink. A ké-
szitett oldatokat termosztalt koriilmények kozott
(25 °C + 0,5 °C) 48 d6ran at magneses keverdvel ke-
vertettiik. A faziselvalasztast iilepitéssel végeztiik
24 6ran at termosztalt koriilmények kozott. Az ol-
datok koncentraciojat UV-spektrofotométerrel
mértiik a megfelel6 higitas utan.

b) Uj protokoll

A telitéses-razotolcséres modszert befolyasold pa-
raméterek vizsgalatat elvégezve, az eredmények
kiértékelése utan kidolgoztunk egy rovidebb mé-
rési modszert, amelyet G protokollnak neveztiink
el. Az 0j protokoll soran az oldatkészitésnél min-
den esetben Britton-Robinson tompitdoldatot al-

kalmaztunk. Az oldatokat kis anyagfelesleg jelen-
létében készitettiik és 6 oran at termosztalt (25 °C +
0,5 °C) koriilmények kozott magneses keverdvel
kevertettiik. A faziselvalasztast 18 6ras szedimen-
tacioval végeztiik, amely utdn a feliilasz6 koncent-
raciojat a megfelel6 higitas utan UV-spektrofoto-
méterrel mértiik.

Eredmeények és értékelésiik

1. A telitéses-razotilcséres modszert befolydsolo fobb
kisérleti tényezdk vizsgdlata

Az oldhatdésagot szamos tényez6 befolyasolja, igy
a hémérséklet, nyomas, a vizsgalt vegydiilet tiszta-
saga, pH, tompitooldat Osszetétele vagy a vegyii-
letre jellemzd egyéb tulajdonsagok (polimorfia,
aggregacio, tultelitett oldatképzés) [12, 13]. Ezek
koziil a rdzotolcséres modszer kisérleti kortilmé-
nyeinek vizsgalata volt a célunk. Kisérleti mun-
kank soran a kovetkezd koriilmények vizsgalatara
tértiink ki:

— olddszer,

- tompitdoldat Osszetétele,

- szildrd anyagfelesleg mennyisége,

— hémérséklet,

- egyensuly beallasdhoz sziikséges idd,

- fazisok szétvalasztasanak modja.

A vizsgdlat sordn a kisérleti kortilményeket
szisztematikusan valtoztattuk, figyelve: milyen
mértékben befolyasoljak a termodinamikai oldha-
tosagi eredményeket a standard protokollal mért
eredményekhez képest. A kisérlet soran allando
koriilményeket biztositottunk és minden esetben
csak egyetlen, a vizsgalni kivant paramétert mo-
dositottuk. Az allando koriilmények biztositasaba
beletartozott, hogy egy adott vegyiilet (modellve-
gylilet) esetében végeztiik a kisérleteket, kikiiszo-
bolve ezzel a kiilonb6z6 oldhatdsagi értékeket.

Modellvegyiilet kivdlasztdsa
A modellvegyiilet kivalasztdsanal fontos szem-
pont volt, hogy szerkezetileg egyszer(i, ionizalha-
to csoporttal, valamint mérheté UV-aktivitdssal
rendelkezd gydgyszermolekulat valasszunk. To-
vabbi szempont volt, hogy stabil molekula legyen
és nagy mennyiség(i anyag alljon rendelkezéstink-
re beldle. Kritérium volt még, hogy vizben mérhe-
t6 mennyiségben oldodjon, és a vegyiilet ionizalt
formédja ne essen extrém pH tartomanyba. Valasz-
tasunk a hidroklorotiazidra esett.

A hidroklorotiazid savi disszocidcios allandoit
ismerve (pK = 8,75; pK = 9,88) a vizsgalatokat
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A hidroklorotiazid standard protokollal mért egyensiilyi oldhatosdgi értékei

1I. tdbldzat

Parhuzamos mintak

1 2 3 4 5

pg/ml 556 + 12 5477 540 +2 563 +38 573+ 14

logS (Mol/l) -2,73 -2,73 -2,74 -2,72 -2,72
olyan valasztott pH-n végeztiik, amelyen a vegyii-
let nemionizalt formaban van jelen. Az oldhatdsag = TompitGeldathatisa
méréseket minden esetben 6,00-os pH -ji tompito- £ o -
oldatban végeztiik. % ?gg '

£ 60 556 263

Eredmények g 500

A kisérlet soran el6szor meghataroztuk a modell-
vegyiilet egyensulyi oldhatdsagat a standard proto-
kollban leirt koriilmények kozott. A hidrokloroti-
azid egyensulyi oldhatosaga (a molkoncentracio
logaritmusaban kifejezve) a standard koriilmé-
nyek kozott logS = -2,73 + 0,01-nek adodott (n = 18).
Az altalunk mért oldhatdsagi eredmény jo egye-
zést mutat az irodalomban leirt eredményekkel:
logS = -2,67 [14]; logS = -2,63 [15]; logS = -2,63 [16]
(I1. tablazat). Ezutan vizsgaltuk a kiilonb6z6 pa-
raméterek befolydsolod hatasat az oldhatosagra. A
vizsgalatok soran minden esetben csak egy, a
vizsgalni kivant paramétert valtoztattuk, a tobbi
koriilmény a standard protokollban leirtaknak fe-
lelt meg.

Oldoszer, tompitéoldat hatdsa

Az ionizalhato vegyiiletek vizben vald oldhatosa-
gat pufferelt kozegben mérik, mivel ezen vegyiile-
tek oldhatésaga pH-fiiggd. A gyenge savak és ba-
zisok — a pK_ értékiiknek megfelel6en - kiilonb6z6
mértékben ionizalddnak a kiilonb6z6 pH-ju koze-
gekben [15-17]. Kisérleteink ezen részében nem az
oldhatosag pH fiiggését kivantuk tanulmanyozni,
vizsgdlataink a modellanyag intrinsic oldhatdsa-
ganak mérésére fokuszalnak. Ezért a méréseket
minden esetben 6,00-0s pH-n végeztiik.

A tompitooldat Osszetételének, ionerdsségének
hatasat az egyensulyi oldhatésagra harom tompi-
tooldat alkalmazasaval tanulmanyoztuk. Megha-
taroztuk a hidroklorotiazid egyensulyi oldhatdsa-
gat Britton-Robinson, Sorensen I (foszfat) és
Sorensen II (citrat) tompitdoldatokban

A 2. abra jol szemlélteti, hogy a hidroklorotiazid
egyensulyi oldhatosaga Britton-Robinson és a
Sorensen I tompitoéoldatban nagyon jo egyezést
mutat, azonban Sorensen II pufferben a hidro-
klorotiazid egyenstlyi oldhatésaga szignifikansan
magasabbnak adddott a masik két rendszerben
mért értéknél. Az eltérés egyik oka lehet a tompitd

400
300 -
200 -
100

Britton-Rob Sorensen |. Sarensen Il

2. abra: A hidroklorotiazid egyensiilyi oldhatosagi értékei
kiilonbozo tompitdoldatokban

oldatok eltérd ionerdssége: Britton-Robinson:
0,089, Sorensen-foszfat tompitd oldat: 0,076 és
Sorensen-citrat: 0,318. A Sorensen II puffer ion-
erdssége majdnem négyszerese a masik két rend-
szer ionerdsségének. Ez a tény, valamint az, hogy
a vizsgalt anyag és a Sorensen II puffer citrat kom-
ponense kozott felléphet kolcsonhatas, lehetnek az
okai a hidroklorotiazid magasabb oldhatdsagi ér-
tékének ebben a kozegben.

Szildrd anyagfelesleg mennyisége
A masodik vizsgalt paraméteriink a szilard
anyagfelesleg mennyiségének hatasa volt a telitett
oldatban. Ahhoz, hogy az oldatban kialakuljon a
termodinamikai egyensuly, heterogén rendszert
kell biztositanunk. Ehhez feltétleniil sziikséges,
hogy bizonyos mennyiségt szilard anyag felesleg-
ben legyen jelen az oldatban. Ezt a kérdést jarja
koriil a Kawakami és munkatarsai altal publikalt
cikk [18], melyben a szildrd anyagfelesleg mennyi-
ségének hatasat irjak le a latszdlagos oldhatosagra.
Megallapitasuk szerint a szilard anyagfelesleg a
latszdlagos oldhatosagot a kristalyosodasi és oldo-
dasi sebességen keresztiil befolyasolja. Az iroda-
lomban azonban nincs a szilard anyagfelesleg
mennyiségérdl egyértelmi utmutatds, ezért kivan-
tuk vizsgdlni, mennyi szildrd anyag hasznalata
optimadlis a heterogén rendszerben a termodina-
mikai egyensuly biztositasahoz a telitéses-razotol-
cséres modszer soran.

A vizsgalatokban 4 mg és 20 mg kozott, 4 mg-
onként valtoztattuk a rendszerbe bemért anyag-
mennyiséget (3. dbra). A heterogén rendszerben
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Anyaqfelesleq mennyisége

do vegyiiletek kozé tartozik, azaz
az oldhatosaguk n6é a homérséklet

o0

630

600

emelkedésével. A hidroklorotiazid
is ilyen anyag. Oldhatdsaga 15 és
37 °C kozott szignifikdnsan emel-
kedik, mégpedig oly mértékben,
hogy a testhOmérsékleten (37 °C)
mért oldhatésaga majdnem kétsze-

550

300

Intrinsic oldhatésdg {ug/mi)
.

450

400

rese a szobahOmérsékleten mért
oldhatdsagi értéknek.
Altalanosségban  elmondhato,
hogy a legtobb vegytiletnek maga-
sabb az oldhatdsaga testhOmérsék-
leten, mint 25 °C-on, amely a rosz-
szul oldodo gyogyszerhatdanyagok
esetében eldnyt jelenthet a gyogy-

0 2 4 [ B 10 12 14 16 18
Szilard anyag (mg/Sml)

szertervezésben, mivel a biohaszno-
sithatdsaguk a szervezetben meg-

2 M X%

fiigguényében

3. dbra: A hidroklorotiazid egyensiilyi oldhatdsdga a bemért szildrd anyag

nd. Ez a tény egyben arra is ravila-
git, hogy a biomimetikus hémér-

1évé szilard anyag mennyisége — ha az megfelels-
en tiszta és homogén szemcseméret-eloszlasu —
szignifikdnsan nem befolyasolja az egyensulyi
oldhatosagot. Ez a megallapitas nincs ellentmon-
dasban a Higuchi és munkatdrsai [19] altal tett
megallapitassal, miszerint a telitett allapot megko-
zelitésének végsd sebessége kozel egyenes arany-
ban van a szildrd anyagfelesleg mennyiségének je-
lenlétével, vagyis minél nagyobb az anyagfelesleg,
annal gyorsabb a telitddési sebesség. A gyengéb-
ben oldod¢ szilard anyag hatarfeliiletén sokkal
tobb anyagfelesleg mennyiség jelenléte sziikséges
a telitett allapot eléréséhez, mint egy jobban oldo-
do szilard anyag esetében.

A mérések soran szerzett tapasztalatainkbol
adododan azonban mindenképpen kis anyagfeles-
leg (5-10 mg/5ml) hasznalatat javasoljuk a telité-
ses-razotolcséres modszer soran, hogy megkony-
nyitsiik a mintavételt.

Homeérséklet

Az oldhatosag hémérséklet fiiggése jol ismert je-
lenség. Az irodalomban leirt oldhatdsdg mérések
mindegyike termosztalt kortilmények biztositasa
mellett, dllandé hémérsékleten zajlik. Az iroda-
lomban javasolt hémérsékleti kontroll: + 2 °C érté-
ken beliil kielégit6 [14].

A vizsgalatsorozat ezen részében 0sszehasonli-
tottuk a hidroklorotiazid egyensulyi oldhatosagat
harom kiilonb6z6 homérsékleten: 15, 25 és 37 °C-
on (I11. tablazat).

A legtobb gydgyszer az endoterm mdédon oldo-

sékleten is célszeri oldhatdsag
meghatdrozasa a szobahémérsékleten végzett vizs-
galatok mellett.

Keverési idd
A telitéses-razotolcséres modszerben az egyen-
suly kialakulasdhoz két fontos, de igen kiilonb6z6
folyamat sziikséges. Az egyik a fazisok érintkezte-
tése, agitdlasa valamilyen modon, kevertetéssel
vagy razatassal, a masik pedig egy nyugalmi alla-
pot, az ilepités. A vizsgdlatsorozat elvégzésével
arra kerestiik a valaszt, hogy vajon melyik folya-
mat jatszik nagyobb szerepet az egyensuly kiala-
kitasdban. Ennek érdekében a keverési id6t és az
iilepitési id6t egymastol fiiggetlentil valtoztattuk.
El6szor a keverési idéket modositottuk 0,5 és
48 6ra kozott. Eredményeink szerint (4. dbra) a
hidroklorotiazid oldhatdsaga egy ideig (6 6ra) no-
vekszik a keverési id6 novelésével, majd elér egy
maximumot. Az ezutdn mért oldhatdsagi eredmé-
nyek mar nem kiilonboznek jelentésebben egy-
mastol. Tehat a kisérletsorozatunk szerint, hat éra-
nal kevesebb keverési id6 nem elegend6 az egyen-
sulyi oldhatdsag eléréséhez az oldatban. Ennél
hosszabb ideig kevertetett mintak oldhatosagi

1. tdbldzat
A hidroklorotiazid oldhatosdga hdrom kiilonbozdo

hdmérsékleten
Hoémérséklet S (pg/ml)
15°C 450 +20,3
25°C 556 = 13,1
37°C 1036 + 36,3
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4. abra: A hidroklorotiazid egyensiilyi oldhatosaganak
vdltozdsa a keverési idd novelésével
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5. dbra: A hidroklorotiazid eqyensiilyi oldhatdsdgi
eredményei az iilepitési id6 vdltozdsdval

eredményei nem valtoztak szignifikdnsan a keve-
rési id6 novelésével. Az eredmények alapjan nem
sziikséges 48 ora keverési id6 az oldatban valo te-
litési egyensuly beallasahoz a hidroklorotiazid
esetében. Ezen tényezd rovidebb iddre vald le-
csokkentésével a telitéses-razotoleséres eljaras is
lerdvidithetd.

Mindezek ellenére, azonban fel kell hivjuk a fi-
gyelmet arra, hogy lehetnek olyan vegyiiletek —
féleg a vizben gyengén oldddodak kozott —, ame-
lyek esetében hosszabb keverési idd sziikséges az
egyensuly kialakulasahoz. Ha nagyon szigort ja-
vaslatot, itmutatdst akarunk adni a telitéses-razo-
tolcséres modszer alkalmazasahoz, akkor minden
egyes vegylilet esetében meg kellene mérniink az
oldhatosagot novekvo keverési id6 fliggvényében,
hogy pontosan megmondhassuk, mely vegyiilet
esetében mekkora keverési idd sziikséges az
egyensuly bedllasahoz. Vizsgalataink eredményei
alapjan azonban javasoljuk a keverési id6 hosszat
legkevesebb 6 6raval kezdeni.

Ulepitési idé

A telitéses-razotolcséres modszerben a termodina-
mikai egyensuly kialakuldsahoz hozzdjarul egy
nyugalmi fazis is, amelyet az {iilepités folyamata-

val kiviteleziink. Az iilepités szerepének vizsgala-
taban, 1-24 ora kozott modositottuk az {ilepités
idGtartamat (5. dbra).

A Kkisérlet soran kapott eredmények éppen el-
lenkezd tendenciat mutattak, amint a keverési ido
esetében tapasztaltunk. A hidroklorotiazid oldha-
tésaga az els6 8 oras intervallumban magasabb-
nak bizonyult. Kezdetben tultelitett oldat képzd-
dik, majd anyag valik ki és a rendszer lassan eléri
a termodinamikai egyensulyi allapotot.

Eredményeink arra utalnak, hogy a keverési
id6vel ellentétben az iilepités ideje erésen befolya-
solja az egyensulyi oldhatdsag kialakulasat, és
hosszabb iilepitési id6 sziikségességét hangsu-
lyozzak a pontosabb mérés érdekében. Mindezek
az eredmények azt is mutatjdk, hogy az iilepitési
id6 nagyobb szerepet jatszik a termodinamikai
egyensulyi folyamat kialakuldsaban, mint a keve-
rési idé.

Szildrd és folyadékfazist elvilasztd technikik

A fazisok elvalasztasara alkalmazott technika
kulcsfontossagu szerepet jatszik a telitéses-razo-
tolcséres mddszerben. A mintdk kevertetése vagy
razatasa utan a két fazist (oldat és szilard anyag)
valamilyen modon el kell valasztanunk egymas-
tol, hogy az oldat feliiliisz6jabdl mintat vehessiink
a koncentracié (UV-spektrofotometrids) méréshez.
A koncentracié meghatarozashoz sziikséges min-
taknak teljesen tisztaknak, atlatszoknak és szilard
részecskéktol mentesnek kell lenniiik.

A faziselvalasztas elvégezhet6 {ilepités nélkiil,
ekkor azonban kimarad a termodinamikai egyen-
sulyhoz sziikséges nyugalmi allapot, amelyre a
korabbi kisérleti eredmények utalnak. A szilard
tazis elvalasztasat a telitett oldattol elvégezhetjiik
szliréssel vagy centrifugalassal is kdzvetlentil a fa-
zisok agitalasa, érintkeztetése utan. A vizsgalat so-
ran 12 mintat centrifugaltunk 2000-es fordulat-
szammal 10 percen keresztiil, és tovabbi 12 mintat
szlirtiink le 0,45 pm porusti membransz{irén a fa-
zisok elvalasztasa céljabol.

A statisztikai kiértékelés (két mintds t-proba)
alapjan a hidroklorotiazid harom kiilénb6z6 elva-
lasztassal kapott oldhatosagi eredményei szignifi-
kansan kiilonboznek (IV. tabldzat).

1V. tabldzat
Oldhatosdgi eredmények kiilonbozd
fdziselvdlasztdsok esetén

Fazisok elvalasztasa S (ng/ml)
Centrifugdlds 591 15,4
Sziirés (0,45 pym) 661 +3,5
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V. tabldzat
A telitéses-rdzotolcséres modszer iij protokolljdnak

koriilményei

Ijj protokoll paraméterei
Oldoszer Britton-Robinson tompitdoldat
Anyagfelesleg kis anyagfelesleg
Hoémérséklet 25+0,1°C
Keverési id6 6 ora
Ulepitési idé 18 6ra
Féziselvdlasztds tilepités
Koncentricié mérés UV-spektrofotometria

A legnagyobb eltérést a standard protokollal
kapott oldhatdsagi értéktél a szliréssel kapott
eredmény mutatja. Ennek oka feltehetbleg az,
hogy a szlirés kozvetleniil a fazisok kevertetése
utan torténik, és az igy kapott minta koncentracio-
meghatarozasat a kevertetést és a sztirést koveto-
en rovid id6n beliil elvégezziik. A fazisok keverte-
tése soran valdszintileg tultelitett oldat képzddik.
Kovetkezésképp, ha a mintdnak nem biztositjuk a
nyugalmi allapotot — amelyet a standard proto-
kollban az iilepités jelent — az agitacios szakasz
utan, akkor az igy kapott oldhatdsag érték maga-
sabbnak adodik az egyensulyi oldhatdsagnal. A
vizsgalatok soran szerzett tapasztalataink alapjan
a szlrés, mint faziselvalaszto technika alkalmaza-
sat javasoljuk a legkevésbé a telitéses-razotolcsé-
res alkalmazasakor. Amellett, hogy kozvetleniil az
agitacids szakasz utan végzett szlirés soran az arra
hajlamos vegyiileteknél tultelitett oldatot kapunk,
a szlrési eljards felboritja a heterogén rendszer
egyensulyat is, azaltal, hogy a szilard anyag oldat-
ban val6 jelenlétét megsziinteti, és ezzel a termo-
dinamikai egyensulyhoz sziikséges egyik tényezot
kiiktatja a rendszerbdl. A sziirésen atesett oldatbodl
kapott oldhatosagi eredményt szigoruan véve
nem is nevezhetnénk egyensulyi oldhatdsagnak.

Mindent figyelembe véve az iilepités tekinthetd
a legbiztonsagosabb eljarasnak a fazisok elvalasz-
tasara. Bizonyos esetekben — amikor iilepitéssel
nem kapunk tiszta, atlatszo feliiliszot —, ha példa-

ul a vegytilet micellaképzésre, aggregaciora, opa-
leszcens oldatképzésre hajlamos, a faziselvalasz-
tast nem lehet tilepitéssel megoldani, célszer(i a
centrifugdlast valasztani.

2. Uj protokoll kidolgozdsa és validdldsa

A telitéses-razotolcséres modszert befolyasold
fé6bb paraméterek vizsgalata, valamint a modszer
soran nyert gyakorlati tapasztalataink alapjan egy
4j, roviditett protokollt dolgoztunk ki és azt
validaltuk. Az 1 protokoll paramétereit az V. tdb-
ldzat tartalmazza.

Az 1j protokollban a szélesebb pH tartomany-
ban hasznélhatd, nagyobb pufferkapacitdst Brit-
ton-Robinson tompitdoldatot hasznaltuk. A méré-
seinket termosztalt kortilmények kozott szobahd-
mérsékleten végeztitk. A termodinamikai egyen-
suly eléréséhez sziikséges telitési id6 24 dra volt,
amely 6 6ra keverési id6bdl és 18 ora tilepitési id6-
bdl allt. Ezzel lerovidilt az egyensuly elérésére
forditott telitési id6 a standard protokollhoz ké-
pest. Az 1j protokoll elénye, hogy jelentésen lero-
viditette a modszer iddigényét, a korabbi 3,5-4
nap helyett minddssze masfél nap kell egy vegyii-
let egyensulyi oldhatdsaganak meghatarozasara.

Az j protokoll alkalmassaganak igazoldsara
validalnunk kellett az eljarast. A validalashoz meg-
mértiik a hidroklorotiazid és tovabbi 6t vegytilet
egyensulyi oldhatésagat mindkét protokollal. A
mérések sordn a gyogyszermolekuldk intrinsic old-
hatosagat hataroztuk meg. Ehhez a méréseket
olyan valasztott pH-n végeztiik, amelyen a vegyii-
letek nemionizalt formaban vannak jelen. A pH ér-
tékek megvalasztasdhoz elézetesen meghatdroz-
tuk a vegyiiletek pontos savi disszocidcios allando-
it a korabban leirt potenciometrids eljarassal. A ra-
zotoleséres oldhatdosagmeérések eldtt a megfeleld
pH-n és a megfelel6 tompitdoldatban meghatdroz-
tuk a vegyiiletek fajlagos abszorpcios koefficiensét.
A teszt vegytiletek savi disszociacios allandoit és
spektrofotometrids paramétereit a VI. tdbldzat
foglalja Ossze.

VI. tdbldzat

A vizsgdlatban részt vevd teszt vegyiiletek pK | értékei és spektrofotometrids adatai

Vegyiiletek PK, pK, pH A% A
Nitrofurantoin (sav) 7,05 2,50 510 =35 265
Furoszemid (kétértéki sav) 3,60 10,15 2,00 1225 £ 20 234
Trazodon (bdzis) 6,81 11,50 278 £ 10 246
Kinin (kétértékd bdzis) 4,24 8,55 11,50 122+3 329
Piroxikam (amfoter) 1,87 5,29 3,73 640 £ 3 361
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VII. tdbldzat

A tesztvegyiiletek oldhatdsdgi eredményei a két protokollal

Vegyiiletek M, Oldhatdsig n
pgml | xSD | S | logSM)

Standard protokoll
Hidroklorotiazid 2977 556 13,2 0,001868 -2,73 18
Furoszemid 330,8 20,4 2 0,000062 -4,21 8
Nitrofurantoin 238,2 109,5 3 0,000460 -3,34 8
Piroxikdm 331,4 5,95 0,4 0,000018 -4,75 2
Kinin 360,4 201 10 0,000558 -3,25 6
Trazodon 371,4 138 10 0,000372 -3,43 6
Uj protokoll
Hidroklorotiazid 2977 571 8,6 0,001918 2,72 12
Furoszemid 330,8 18,7 1,2 0,000057 -4,25 8
Nitrofurantoin 238,2 99 4.1 0,000416 -3,38 8
Piroxikdm 331,4 6,36 0,04 0,000019 -4,72 3
Kinin 360,4 285 30 0,000791 -3,10 5
Trazodon 371,4 176 1,8 0,000474 -3,32 12

A vegyiiletek fajlagos abszorpcios koefficiensé-
nek meghatdrozasa utdn, megmértiik az intrinsic
oldhatdsagukat mind az 4j, mind a standard pro-
tokoll alapjan. A kapott egyensulyi oldhatdsagi
eredményeket a VII. tabldzat mutatja ug/ml-ben
és kétféle logS értékben.

A vizsgalt vegyliletek koziil négy esetben jo
egyezést kaptunk a két protokollal mért oldhatosa-
gi eredmények kozott. A kinin-hidroklorid és a
trazodon esetén nagyobb az eltérés az eredmények-
ben, azonban a telitéses-razotolcséres modszer hi-
bajat tekintve ez a kiilonbség még elfogadhatdnak
mondhato. Kovetkezésképp, az 1j, rovidebb proto-
koll a vegyiiletek nagy részében alkalmas az
intrinsic oldhatdsag mérésére. Bizonyos gydgyszer-
hatdanyagok esetében el6fordulhat, hogy nem ele-
gendd 24 ora a termodinamikai egyensuly kialaku-
lasahoz, de ezen vegyiiletek esetében is az egyen-
sulyi oldhatosagukhoz kozelitd, informativ ered-
ményt kapunk. A pontosabb oldhatdsagi eredmény
elérése érdekében ezen vegyiiletek esetében érde-
mes megnovelni a telitési id6t. Az 1j protokoll el6-
nye a lecsokkent iddigénye, amellyel a korabbi 4
napos mérések masfél napra rovidiiltek.

Kovetkeztetések

A telitéses-razotolcséres modszer standardizalasa
135 06nall6 beméréssel elkészitett parhuzamos
minta, és az oldhatdsagot leginkabb befolyasold
fé6bb paraméterek vizsgalatan alapult. A hémér-

séklet, az tilepitési id6, a tompitdoldat Osszetétele,

valamint az alkalmazott fazis-elvalasztasi techni-

ka erésen befolydsolja a mért egyensulyi oldhato-
sagot. Az alkalmazott szilard anyagfelesleg meny-
nyisége ugyanakkor szignifikdnsan nem befolya-
solja az oldhatdsagi eredményeket.

Tapasztalataink alapjan, 0sszegzésként javasol-
juk az egyes koriilményekre valé odafigyelést, va-
lamint azok alkalmazasat a telitéses-razétolcséres
modszer esetében:

a méréseket minden esetben termosztalt koriil-

mények kozott, allandd hémérsékleten kell vé-

gezni,

- a Sorensen-foszfat puffer hasznalhato pH 3 és 7
kozott, a Britton-Robinson tompitdoldat széle-
sebb pH tartomanyban (pH = 2,5-11,5) alkal-
mazhatd az egyensulyi oldhatdsagok vizes ol-
datban valé mérésére, mig 2,0-es pH-n torténd
mérésekre hasznalhatd a megfelel6 koncentraci-
oju sésav oldat,

- a mintavétel nehézségeinek elkeriilése végett,
kevés mennyiségli szilard anyagfelesleg jelenlé-
te javasolt az oldatban (5-10 mg/5 ml),

- a termodinamikai egyensuly eléréséhez leg-
alabb 24 ¢ras telitési id6 javasolt, amely mini-
mum 6 ora keverési id6bdl és 18 dra {ilepitési
id6bdl alljon,

- a fazok elvdlasztasanak legbiztonsagosabb
modja az iilepités, amely egyben szorosan hoz-
za is jarul a termodinamikai egyensuly kiala-
kulasahoz a heterogén rendszerben.
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Ha a fent javasolt koriilményeket szigortan be-

tartjuk, az oldhatosag mérések kisérleti hibaja 4%
alad csokkenthetd. A telitéses-razotolcséres mod-
szer Uj protokolljaval a vegytiiletek egyenstlyi old-
hatésaga masfél nap alatt meghatarozhato.
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Szemcseméret csokkentés jelentésége a preformulacioban
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Summary

R,
size

Szab6-Révész, P.:
decreasing in the

Szunyogh, T., Ambrus,
Importance of particle
preformulation

Present work provides a short review concerning the importance
of particle size decreasing in the drug formulation. The present-
ed theoretical introduction collects the must important factors
which influence the dezintegration and integration mecha-
nisms. Modification of particle size and morphology could over-
come the formulation problems, resulted improved drug release.
Wet milling and solvent diffusion, as a novel methods to com-
plete with drying will be presented applying the poorly water-
soluble niflumic acid. Differences in particle sizes were found
according to the used processing. The specific surface area of
the drug was increased following particle size reduction and the
dissolution rate was therefore significantly improved. During
structural characterizations (DSC and XRPD), strong interac-
tions were detected between the drug and stabilizer.

Keywords: niflumic acid, particle size decreasing, wet milling,
solvent diffusion.

Osszefoglalé

Jelen tanulmdny rovid dttekintést nyiijt a szemcseméret csok-
kentés jelentdségérol a gyogyszerformuldlds teriiletén. Az el-
méleti bevezetd azokat a fontos tényezdket foglalja Ossze, ame-
Lyek befolydsoljdk a dezintegrdlo és az integrdlé mechanizmu-
sokat. A részecskeméret és morfolégia modositdsa megolddst
kindl a formuldldsi problémdkra, kedvezben javithatja a hato-
anyag-felszabaduldst. A gyenge vizoldékonysdgu nifluminsav
esetében nedves orlést, valamint oldészer diffiiziés eljdrdst al-
kalmaztunk. A kapott szemcseméret az alkalmazott eljdrdsok
fiigguényében vdltozott, a feliileti szabadenergia és a polaritds
a részecskeméret csokkenésének megfelelden novekedést muta-
tott, valamint az oldéddsi sebesség tekintetében is relevdns ja-
vuldst tapasztaltunk. A szerkezeti vizsgdlatok (DSC, XRPD)
szoros kapcsolatot mutattak a hatéanyag és az alkalmazott sta-
bilizdlé segédanyag kozott.

Kulcsszavak: nifluminsav, szemcseméret csokkentés, nedves
oOrlés, oldoszer diffiizio.

Bevezetés

Napjainkban az egyik legnagyobb kihivdst a
gyogyszertechnolégus szdmdra a rossz vizoldé-
konysagu hatéanyagok preformuldldsa jelenti. A
szemcseméret-eloszlds és az egyes szemcsék mor-
fol6giai sajatsdga nagy befolydssal bir a hatéanya-
gok fizikai-kémiai sajatsdgaira, ezen kiviil a ré-
szecskék habitusdnak (alak, méret, feliilet) meg
kell felelnie egyes formuldlasi és felhasznaldsi ko-
vetelményeknek. A kisméret(i kristalyok el6allita-
saval javithatjuk a biohasznosithatésdgot és/vagy
a feldolgozhatésagot, valamint megfelel6 geomet-
riai paraméterek kialakitdsdval lehet8ség adodik
alternativ  gyodgyszerbeviteli kapuk (nazilis,
pulmondris) megcélzdsdra is. A részecskék mére-
tének tujabb eljdrdsok alkalmazdsdval valé csok-
kentése megoldadst kindl az oldékonysédgi és
permeabilitdsi problémdk kikiiszobolésére és igy
elGsegitheti az origindlis és generikus gyogysze-
rek fejlesztését [1, 2]. A hatéanyag kioldéddsdanak
sebességét a Noyes-Whitney egyenlet definidlja. Az
egyenlet szerint a kisebb részecskeméret a megno-

vekedett fajlagos feliilet kovetkeztében nagyobb
oldéddsi sebességet eredményez [3, 4]. Kiilonosen
fontos ez ott, ahol a hatéanyagok nagy perme-
abilitdssal (P_ > 10°cm/s), és gyenge vizoldé-
konysdggal (< 100 ug/ml) rendelkeznek, vagyis a
BCS (Biopharmaceutical Classification System) IL
és IV. osztdlydba tartoznak [5, 6].

Jelen kozlemény attekintést nytjt a szemcseméret
csokkentés elméleti vonatkozdsair6l, valamint gya-
korlati példat mutat be egy rossz vizoldékonységu,
nem szteroid gyulladdscsokkent hatéanyag szem-
cseméret csokkentésen alapul6 preformuldldsarol.

A szemcseméret csokkentés elméleti
és gyakorlati alapjai

Dezintegrdlé miiveletek

A szemcseméret csokkentésének egyik moédja a
dezintegrdl6 miivelet alkalmazdsa. A szildrd tes-
teket 6ndll6 térfogat és alak jellemzi, ezen sajatsé-
gok megvaltozdsdval szemben ellendlldst fejtenek
ki. Tehat ha alak vagy térfogatvdltozds elérése a
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cél, akkor er&t kell kifejteni, azaz munkat kell vé-
gezni [7]. Az Gn. apritdsi munkatorvények a gépi ap-
ritds munkasziikségletének az elért szemcsenagy-
sagtol valo fliggését fejezik ki. Az 6rlend6 anyag
diszperzitdsfoka és a berendezés apritdsra fordi-
tott energidja kozotti Osszefiiggések megéllapita-
sdval az un. apritdsi elméletek foglalkoznak. Az
apritds energiasziikségletén az adott fajlagos felii-
letli, tomegegységnyi anyaghalmaz meghatdro-
zott nagyobb feliilettivé véltoztatdsdhoz sziiksé-
ges munkat értjitk, kWh/t egységben kifejezve
[8]. A gyakorlatban 3 fontos apritdsi munkator-
vényt alkalmazunk (Rittinger, Bond és Kick),
amelyek koziil a finom 6rlés energia igényét a
Rittinger elmélettel fejezziik ki [9-11]. Rittinger
(1867) szerint a befektetendd energia mennyisége
ardnyos az apritdsi mtvelet sordn keletkezé felii-
lettobblettel [12]. Ezt a munkatorvényt , feltileti”
elméletnek is hivjdk.

Az Grlésre keriils anyagok jellemzése szempont-
jabdl igen fontos azok mechanikai igénybevétellel
szembeni ellendlldsa, vagyis drolhetdsége. Ez a jel-
lemz6 befolydsolja az alkalmazott eszkoz kivélasz-
tdsdt és az Grlési folyamatok hatékonysdgdt. Az
OrolhetGséget rendszerint az egységnyi tomegi
vagy térfogatti anyag Orlésére forditott munkdval

jellemzik, amelyet a megfelel6 berendezésben, &l-
land6 kortilmények kozott hatdrozzak meg [13, 14].

Orélhet6ség szempontjdb6l nagyon fontos az
anyagok keménysége, de nagyobb keménység nem
jelent feltétlentil nagyobb 6rlési energiaigényt. Az
anyagok keménysége a Mohs-féle keménységi
fokkal jellemezhets, ami azt adja meg, hogy egy
anyag menyire szildrd, mennyire ellendll6 a kiilsg,
mechanikai hatdsokkal szemben. Az 1-3 kemény-
ségi foku anyagokat a puha anyagok kozé (tal-
kum, viasz), mig a 7-15 keménységi foku anyago-
kat a kemény anyagok kozé soroljuk (gyémant)
[15].

Az 6rlés sordn a felléps igénybevétel hatdsdra

megvaltozhat:

- aszemcseméret,

- a fajlagos feliilet,

- afeliileti energia,

- arepedések és hibdk szdma a szemcsékben,
- akristélyos éllapot, tovdbba

- a hémérséklet, valamint

- kémiai véltozdsok torténhetnek.

A folyékony halmazéllapotd anyagok is
dezintegrdlédnak, azonban nem tgy szakadnak
szét, mint a szilard testek.

Az utébbi években a kavitdcion alapul6 eljarasok

I. tdbldzat

Kiilonbéz6 eljdardsok alkalmazdsdval elért szemcseméret

Alkalmazott eljaras Hatbanyag Alkalmazott segédanyagok Részecskeméret Irodalom
‘ . Hidroxipropil-cellul6z
Sugdrmalom Cilostazol Dokuzat-Na 2,40 um [19]
Nedves 6rlé Nifedipin Viz 15,70 um [20]
edves Grlés edip HPMC ,70 u
Viz
Y12 . .. Lakt6z
Nedves 6rlés Roxitromicin HPMC 21,72 ym [21]
Pluronic F-68
Nedves 6rlés Naproxen Viz 270 nm [22]
ap Poloxamer 188
Nagy intenzitdst . . Etil-acetat
ultrahang Gemfibrozil PVP (porlasztva szdritds) 289 ym [23]
Nagy intenzitdsa . . Etil-acetat
ultrahang Gemfibrozil PVP (fagyasztva szdritds) 21,28 ym (23]
Nagy intenzitastu Benzil-alkohol
gy Meloxicam Poloxamer-188 0,53 um [24]
ultrahang
Trehalose
Nagynyomasu Nifedipin Viz 291 nm [20]
homogenizétor p HPMC
Nagvnyvomast Etil-acetat
h gynyoma Meloxicam Tween-80 46 nm [24]
omogenizator
Trehalose
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elGretorése figyelheté meg a gydgyszer formuldlds
teriiletén (nagynyomdst homogenizdlds, nagy in-
tenzitdsd ultrahang). A kavitdci6 fizikai jelenség,
amely akkor kovetkezik be, ha egy anyag folyadék
fazisbol hirtelen gdz fazisba megy 4t a nyomds
esése kovetkeztében. Ha a folyadék dramldsi se-
bessége hirtelen megnd, akkor az energia-megma-
radds torvénye értelmében (Bernoulli térvénye) a
nyomdsa leesik. Ha egy nagy nyomdst folyadék-
ban hirtelen nyomdscsokkenés kovetkezik be, a fo-
lyadék gyakorlatilag szétszakad. Belsé folytonos-
sdga megsziinik, hézagok, rések keletkeznek ben-
ne a pillanatnyi mozgdsi viszonyoknak megfelels-
en. A buborékok mérete és szama, valamint térbeli
stirtisége a nyomascsokkenés mértékétdl fiigg. Igy
akdr folyadékok cseppméretét vagy szuszpenddlt
hatéanyag szemcseméretének csokkentésére is le-
het6ség adddik [16].

Integrdld miiveletek

A szemcseméret csokkentés ezen médja a moleku-
larisan diszpergdlt hatéanyagbol kiindulva szem-
csék képzése szabdlyozott integraciés mivelettel.
Ebben az esetben molekuldris szintrél (hatéanyag
oldata) kiindulva kristdlyokat épitiink fel, szaba-
lyozva a méretet és a morfolégiat. Az integradlo
miivelet esetén is sziikség van a dezintegralé md-
veletre a méret kontrolldldsa céljabdl, ezért a két
miivelet ilyen szempontb6l nem kiilonithets el éle-
sen egymadstol. Az energiakozlés moédja mads és
mds lehet (nagy intenzitdsu ultrahang, ultraturrax,
nagynyomdsd homogenizdtor) igy, mint az oldé-
szer eltdvolitdsdnak lehetdségei (liofilezés, por-
lasztva szdritds, vdkuumszdritds). Ezek alapjan a
f6bb technikdk k6zé az SCF (szuperkritikus folya-
déktechnoldgia), az EPAS (vizes oldatba torténd
pdrolgdson alapuld precipitdcié) és az olddszer/
emulzié difftzi6, valamint az olvadék-emulgedlds
modszerei tartoznak [17, 18].

Az I. tdbldzatban a kiilonboz6 eljarasok alkal-
mazdsaval elérhetd szemcseméreteket szemléltet-
jiikk irodalmi adatok alapjan.

Kisérletes rész
Anyagok

Felhaszndlt anyagok: nifluminsav (NIF): Richter G.
Gyogyszergydr (Budapest, Magyarorszag); p-D-
mannit: Hungaropharma (Budapest, Magyaror-
szag); Poloxamer 188 (polietilén-polipropilén gli-
kol): Fluka, (Ljubljana, Szlovénia).

Gyenge vizoldékonysagu hatdanyag
Wiz, Szerves oldészer
Additiv
Hnrdlnm
| 1
Dezintegralé eljaras Felépitd eljaras
|
diffizio
uTt
5D
| I
[]
}\Jyugvdreteges széritésl
!
| Méret és morfoldgia optimalizalasa |
r I
Jobb feldolgozhatdsag és biohasznosithatdsag

1. dbra: Termékkészitési protokollok

Termék elGillitdsi modszerek

Az 1. dbrdn lathaté protokoll foglalja Gssze a ter-
mékkészités f6bb 1épéseit. Az Osszetételekben a
hordozé (mannit) mellett, Poloxamert hasznaltunk
additivként. A mannit mint viv6anyag, biztositja a
NIF egyenletes eloszldsat a rendszerben, a Polo-
xamer pedig stabilizdloként, a nedvesedést segiti
el6, ezzel a hatdanyag aggregdcidjit gdtolja. A
dezintegrdl6 eljards sordn vizes kozegben nedves
Orlést alkalmaztunk, az oldészeres eljards sordn
pedig egy vizzel részben elegyedd olddszert, az
etil-acetatot vdlasztottuk az oldészer diffizié kivi-
telezése céljabol. Mindkét moédszernél 50 °C-on
nyugvoréteges szaritast alkalmaztunk (MEMMERT
GmbH and Co. KG Németorszag).

s

Elgdllitds dezintegrdlé mifvelettel

A stabilizal6t és a hordozoét is tartalmazé NIF vi-
zes szuszpenzidjdval nedves Orlést végeztiink
ultraturrax-szal (Janke & Kunkel, IKA Labor-
technik, Németorszdg) 9000 majd 24000 fordulat-
szamon 30 percig (UT). A hatéanyag (NIF), a hor-
dozé (mannit) és a stabilizdlé (Poloxamer) segéd-
anyag 1:1:0,1 ardnyban keriilt felhasznéldsra. Refe-
renciaként elkésziilt a komponensek fizikai keve-
réke (hat6-, illetve segédanyagok a hasonl6
tomegardnyokkal) is Turbula keverdvel (Willy A.
Bachofen Maschinenfabrik Basel, Svdjc) (50-es for-
dulatszédm, 10 perc) (REF-UT) (II. tdbldzat).

Eldédllitds precipitdcio alkalmazdsdval

A precipitdci6 moédszerénél a NIF szerves oldé-
szerben mutatott oldékonysaga (59,3 mg/ml) volt a
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II. tabldzat

Termékek osszetétele

NIF Mannit Poloxamer Oldészer
uT 2,5 2,5 0,25 Desztillalt viz
REF-UT 2,5 2,5 0,25 -

SD 1 2,5 0,25 Etil acetat/viz
REF-SD 1 2,5 0,25 -

meghatdroz6 tényezd, ezért a hatéanyag mennyi-
ségét csokkenteni kellett az UT mintdkhoz képest.
Az additiv (Poloxamer) és a hordozé (mannit) v4l-
tozatlan mennyiségben kertilt felhaszndldsra, a
dezintegrdlé mtvelethez képest. A NIF mennyisé-
gét viszont 0,4 részre kellett csokkenteni a mar
emlitett nem kielégitd oldékonysdg miatt (0,4:1:0,1
arany). Tehdt elkészitettiik a nifluminsav etil-ace-
tatos oldatat, amelyet ultraturrax-ozds kozben 1
mp-ként adagoltuk a hordozét és additivet tartal-
mazé vizes oldathoz, igy ,kvdzi” mikroemulzi6t
képeztiink. Szamitott mennyiség viz (35 ml) hoz-
zdaddsdval elértiik az etil-acetdt-viz elegyedésé-
hez sziikséges koncentrdciét és a hatéanyag kiva-
14s4t (SD = solvent diffusion).

Hasonl6képpen a tomegaranyok azonossagdval
itt is elkésziilt Turbula keverd alkalmazdsdval a
hat6- és segédanyagokat tartalmazé fizikai keve-
rék (REF-SD) (II. tdbldzat).

Vizsgdlati modszerek

Szemcseméret megoszlds

A termékekben levd NIF szemcsék méretét és méret-
eloszldsat Malvern Mastersizer 2000 késziilékkel
(Malvern Instruments, Worcestershire, UK) hata-
roztuk meg (Hydro 2000 SM kis térfogata
diszpergdl6 egység). 10 perc ultrahangozést kiove-
téen a segédanyagok oldédtak, igy csak a NIF
kristalyok méretét detektdltuk.

Szerkezeti jellemzdk

A termékek termoanalitikai viselkedését Mettler To-
ledo STAR® termoanalitikai késziilékkel (Mettler
Inc,, Schwerzenbach, Svdjc) hatdroztuk meg. A
DSC  (differencidl pdsztdzé kalorimetria) és TG
(termogravimetria) méréseket argon gdz atdramolta-
tasdval (10 1/6ra) végeztiik (2-5 mg-os minta, 25—
300 °C, 5 °C/perc fiitési sebesség).

A hatéanyag kristdlyos jellegét porrontgen
diffraktométerrel hatdroztuk meg (Miniflex II
Rigaku por-rontgen diffraktométer, Rigaku Co.
Tokyo, Japan). Mérési paraméterek: Cu (Ko =
1,5405 A), 30 kV, 15 mA.

Fizikai-kémiai sajdtsdgok

Az oldékonysdgi vizsgalatot desztilldlt vizben vé-
geztiik el, szobahémérsékleten. 24 6rds keverést
kovetGen mintdt véve, szlirés és higitds utdn
spektrofotométerrel (ATT UNICAM UV-VIS spekt-
rofotométer) a kapott abszorbancidk alapjan haté-
roztuk meg a feloldédott hatéanyagtartalmat 288
nm-en.

A nedvesedési peremszog, feliileti szabadenergia (y)
illetve a polaritds meghatdrozdsdhoz 0,15 g termé-
ket Perkin Elmer hidraulikus préssel 1 tonna er6-
vel préseltiik pasztilldvd, majd felsziniikre pold-
ros, illetve apoldros olddszert cseppentettiink. A
nedvesedési peremszog valtozdsa 1-30 masodper-
cig kertilt detektdldsra Dataphysics OCA 20 ké-
sziilékkel (Dataphysics Inc. GmbH, Németorszdg),
majd a Wu 0Osszefiiggés [25] alkalmazdsdval, a
vizsgdlt mintdk feliileti szabadenergidt (y) a pold-
ros és apoldros komponens feliileti szabadenergia-
janak Osszegébdl kalkulaltuk. A vizsgélatok sordn
hasznalt oldészerek, a desztilldlt viz (y? = 50,2
mN/m, y¢= 22,6 mN/m) és a dijédmetan (yP= 1,8
mN/m, y¢= 49 mN/m) voltak. A polaritds kisza-
mitdsa a yP és a y értékekbdl a (yP/y)*100 képlet se-
gitségével tortént [26].

A termékek kioldoddsdt a Magyar Gyogyszer-
konyvben is hivatalos forgdlapdtos kioldokészii-
lékkel hatdroztuk meg. 28 mg NIF-at (terdpids d6-
zisdnak megfelel§ érték) tartalmazé terméket a
100 ml 37 °C-os gyomornedvbe, illetve bélnedvbe
helyeztiink, mert bdr a NIF nagy része bélbdl szi-
védik fel, kismértékd felszivodas gyomorbdl is ta-
pasztalhat6 (fordulatszdam 100/ perc). A mintavé-
telt kovetSen, megfeleld higitds utdn, a hatéanyag
kioldédéasét spektrofotométerrel detektéltuk.

Eredmények értékelése

Szemcseméret megoszlds

Ahogy a III. tdbldzat mutatja, a hatéanyag relati-
ve nagy, 80,41 um-es kristdlyokbdl tevédik Ossze.
A dezintegrdl6 mivelet (UT) alkalmazdsaval a
NIF szemcsemérete harmadéra csokkent, azonban
az olddszer diffizié moédszere (SD) 90%-ban 16
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II1. tdbldzat
A kiinduldsi és a termékekben taldlhaté hatéanyag szemcseméret megoszldsa
Termékek D (V;0,1) D (V; 0,5) D (V;0,9) Fajlagos feliilet
(um) (um) (um) (m?g™)
NIF 26,40 80,41 223,37 0,142
uT 9,04 30,20 69,65 0,314
SD 2,56 5,95 16,10 1,175
Aaxo
NIF
Mannit ) ( -
1 Polox w (
uT \ [
_-""'-"\-—.__
REF-UT \
- Bl
L ‘
REF-SD

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290°C

_

0 2 4 6 & 10 12 14 16 18

20 22 24 26

28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 min

Lab: METTLER

STAR" SW9.30

2. dbra: A kiinduldsi anyagok és a termékek termoanalitikai gorbéi

pym alatti hatéanyagot eredményezett, s a D (V;
0,5), 595 um-es hatéanyag részecskék jelenlétét
mutatta. A csokkentett méret nagyobb fajlagos fe-
liiletet eredményezett, amely 2-8 szorosara nétt a
NIF kiinduldsi szemcseméretéhez viszonyitva.

Szerkezeti jellemzdk

A hatéanyagok és a segédanyagok termoanalitikai
viselkedését DSC moddszerrel vizsgéltuk. A 2. db-
rdn lithaté éles endoterm cstcsok a Poloxamer
(55,8 °C), a mannit (166,4 °C) és a NIF (203,54 °C)

olvaddspontjat mutatjadk. A termékekben a Polo-
xamer endoterm cstcsdra jellemzé tertilet mini-
mdlisra csokkent, ami a hatéanyag-segédanyag
ardnydval hozhat6 Gsszefiiggésbe. A termékek te-
kintetében a NIF olvadadspontja, valamint krista-
lyossagi foka kismértékben csokkent, aminek ma-
gyardzata az, hogy a NIF egy része a 166 °C-on
megolvadt mannit olvadékdba beolddédik. Azon-
ban kivételt képez az olddszer difftiziéval elalli-
tott minta, ahol a hatéanyag szerkezetében mar-
kans valtozdsok jelentkeztek, ami olyan szilard

IV. tabldazat

A NIF és a mannit kristdlyossdgi indexe

Termékek AHNIF CINIF AI_IMarmit Mannit
Jg" (%) Jg™" o
UT 42,27 89,2 127,88 86,8
REF-UT 47,38 100 147,26 100
SD 7,32 15,7 182,21 82,0
REF-SD 46,52 100 222,18 100
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terisztikus csticsok 13 és
26 20 értékeknél megta-
ldlhatéak. A mannit sa-
jatsagaira jellemzd csu-
sD csok a kovetkezd 20 ér-
) e | tékeknél jelennek meg:
ﬁ REF-3D _/LA_.J\,L,.._A_ 10,56; 14,82; 16,94; 20,6;
2 |ut J‘ . . 29,6. Azt tapasztaltuk,
- _A- hogy a kiindulasi B-D-
E’/LAJ L AN NA NS mannit szerves olddsze-
Mannit A A N AL\ /\ res atkristalyositasa alfa
n és delta moddosulatok
Polox B i megjelenését  eredmé-
NIF nyezte 9,8 20 értéknél.
5 10 15 20 25 30 35 40
2 Theta Fizikai-kémiai sajdtsdgok
Az oldékonysdgi vizsga-

3. dbra: A kiinduldsi anyagok és a termékek porrontgen diffraktogrammjai

latok azt mutattdk, hogy

diszperzi6 keletkezését jelenti, amelyikben a NIF
nagy része amorf formdban taldlhaté. El6kisérlet-
tel igazoltuk, hogy a NIF etil-acetdtbdl torténé ki-
kristdlyositdsa onmagdban nem vezet amorfizd-
lashoz. A TG mérések azt igazoltdk, hogy az oldé-
szer diffazidval el6allitott termékben szerves ol-
dészer maradvany nem taldlhato.

A termékek gorbéibsl kapott normalizalt integ-
rdlokbdl az anyagok kristdlyossdgi indexét hatd-
roztuk meg. A kontroll termékekben levé NIF
kristdlyossdagat 100%-nak véve az UT-ben jelen
levé NIF és a mannit kristdlyossdga kismértékben
csokkent. Az SD termék esetében a NIF kristalyos-
sdga 15,7%-ra csokkent, ami azt jelenti, hogy a ma-
radék valdszintileg amorf formaban van jelen a
rendszerben (IV. tdbldzat).

A porrontgen felvételek alapjan (3. dbra) elmond-
hat6, hogy a hatéanyag karakterisztikus intenzitds
értékei a termékekben is megtaldlhatdak. A mintdk
porrontgen felvétele a kovetkezé {6 informdcidkat
hordozza: a hatéanyag kristdlyossdga jelent&sen
csOkkent az SD termék esetében, azonban a karak-

a NIF rossz vizoldé-
konysdga (0,0389 mg/ml), az SD termék esetén 3x-
ra novelhets (0,1003 mg/ml), ami a mikroméret-
tartomdny elérésének koszonhets. A referencia
termékek esetén megéllapithaté kismértékd
oldékonysag novekedés a segédanyagok szerepé-
nek tulajdonithat6, dm szdmottevs véltozdst eb-
ben az esetben nem tapasztaltunk (V. tdbldzat).

A hatéanyag nedvesedése és polaritdsa annak
lipofil jellegére utal, mig a mintdk ezzel szemben
hidrofil sajdtsdgot mutatnak. A V. tdbldzatban lat-
hat6, hogy a kontrollként késziilt termékek onma-
gukban is jelentds vdltozdst eredményeztek a
hidrofilitdsban, ami nagyrészt a nedvesedést foko-
26 segédanyag alkalmazdsdnak koszonhets. Az UT
és az SD termékek 20-26 °-os peremszoge illetve 42-
43%-o0s polaritdsa eldrevetiti, hogy nedvesedésiik
és kiold6ddsuk is jobb lesz a hatéanyaghoz képest.

A munka folytatdsaként elvégeztiik az in vitro ki-
oldéddsi vizsgdlatokat. Lathat6, hogy a NIF kioldé-
ddsa mesterséges gyomornedvben (4. dbra) 6nma-
gadban rosszabb eredményeket mutat, mint bél-
nedvben (5. dbra), azonban elmondhat6, hogy

V. tabldazat

A kiinduldsi hatéanyag és a termékek fizikai sajdtsdgainak jellemzése

Termékek Oldékonysag . dijédmetin Y Polaritas

vizben [ ’ [mN m~] [%]
(mg/ml)

NIF 0,0389 72,50+ 1,73 31,38 £2,49 51,11 21,91

UT 0,0460 26,90 + 4,68 17,31 £ 3,29 75,73 42,18

REF-UT 0,0565 36,45 + 10,64 30,12+ 7,92 53,53 42,16

SD 0,1003 20,50+ 0,14 17,56 £ 1,40 77,92 43,92

REF-SD 0,0536 22,10 £ 6,08 30,70 £ 7,64 74,77 46,99
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oldédast tapasztaltunk
a tiszta NIF-hez és a

100 4

80 A

kontrollhoz viszonyit-
va. Mindkét kozegben
az els6 10 percben pil-
lanatszerd 90-100% ki-

60

40 A

NIF Konc. (mg/ml)

20

oldédast kaptunk. A
bélnedvben torténd
vizsgdlatndl jellemzé a
,burst-effektus”, ami
hirtelen, pillanatszerd,
kioldédast jelent. El-
mondhat6 tehdt, hogy
a csOkkentett szemcse-

0 20 40 60
1dé (perc)

80 100 120

== NIF -e- REF-UT =& UT -==REF-SD =%-SD

méret és az amorf sa-
jatsdgot mutaté SD
minta gyors és tokéle-
tes (100% NIF) kioldé-

4. dbra: A nifluminsav in vitro kioldéddsi vizsgdlata gyomornedvben

dast eredményezett.

Osszegzés, jovokép

100 A

Munkdnk sordn az ipar

80 4
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NIF Konc. (mg/ml)

20

0 T T T

—

szdmdra is egyszertien
kivitelezhet6 preformu-
laciés vizsgdlatokat
mutattunk be, gyenge
vizoldékonysdgtd mo-
dell hatéanyag feldol-
gozhat6sdgédnak  és/
vagy biohasznosithaté-
sdgdnak javitdsa célja-
bél. A gydgyszertech-
noldgia teriiletén a ned-

0 20 40 60
Id6 (perc)

80

—+ NIF -~ REF-UT - UT -« REF-SD =+ SD

ves Orlés a hagyomd-
nyos eljardsok kozé tar-
tozik. Az eljdrdson
belil kiilonb6z6 maod-

100 120

5. dbra: A nifluminsav in vitro kioldéddsi vizsgdlata bélnedvben

szerek alkalmazhatdak
a hatéanyag kristdlyok

preformulécids eljdrdsokkal a gyomorbdl torténd
felsziv6das is javithaté. Megéllapithat6, hogy a ki-
oldédast 6nmagaban a Poloxamer és a mannit je-
lenléte jelentGsen nem befolydsolta gyomornedv-
ben, azonban bélnedvben elértiik a referencia ter-
mékek esetén is, hogy az elsé 30 percben a haté-
anyag 80%-a felszabaduljon (REF-UT és REF-SD).
Az UT termékbdl mind gyomor-, mind bélnedv-
ben az els6 10 percben a hatéanyag 60, illetve 80%-
a kioldédott, tehat megdllapithaté az oldédési se-
besség novekedése a NIF-hez, valamint a referen-
cia termékekhez képest. Az olddszer diffiziéval
elGallitott minta (SD) esetén szignifikdnsan jobb ki-

habitusdnak, szerkezetének, oldékonysdgdnak és
permeabilitdsdnak befolydsoldsa céljabdl. Az eljara-
sok, az olddszerek, illetve az additiv valtoztatdsdval
a hatéanyag fizikai-kémiai sajdtsdgai kedvezden be-
folydsolhatéak. Azt tapasztaltuk, hogy a csokkentett
részecskeméret, kedvezé nedvesedést és polaritdst,
valamint gyors hatéanyagkioldéddst Dbiztositott.
Eredményeink azt mutattdk, hogy kiilonboz6 eljéra-
sok alkalmazdsdval a hatéanyag habitusdban és
szerkezetében jelents véltozdsok keletkeztek, ko-
szonhetéen a szemcseméret csokkentésnek, illetve
szildrd diszperzi6 keletkezésének, ami tokéletes
(100%) kiold6ddst eredményezett.
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Ez a munka az Uj Magyarorszéag Fejlesztési Terv
tdmogatasdval val6sult meg: Keringési, anyagcse-
re és gyulladdsos betegségek teranosztikdjanak
fejlesztése (TAMOP-4.2.2-08/1-2008-0013).
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Amorf forma a gyogyszertechnologiai kutatasokban

MARTHA CSABA, JOJARTNELACZKOVICH ORSOLYA, SZABONE REVESZ PIROSKA®

Szegedi Tudomdnyegyetem, Gydgyszertechnoldgiai Intézet, Szeged, Edtvis u. 6. — 6720
"Levelezési cim: revesz@pharm.u-szeged.hu

Summary

Martha, Cs., Jéjart-Laczkovich, O., Sza-
b6-Révész, P.: Amorphous form in pharmaceutical
technological research

Detecting and analysing of the amorphous phase are increas-
ingly important in pharmaceutical technology. The amorphous
or glassy state has a several advantages and disadvantages. The
amorphous form can be applied in deliberate amorphization,
when active pharmaceutical ingredient (API) is formulated in
glassy state, or this form can appear accidentally during formu-
lation or storage. The aim of this study was to characterize glass-
forming properties of 13 different materials. Differential Scan-
ning Calorimetry (DSC) was used as an analytical technique and
T, and T, values were determined. The equation of T/T, (K/K)
was applied to determine the glass-forming tendencies. We made
2 groups of investigated substances. The first group was that we
could not amorphized: tenoxicam, mannitol, niflumic acid, theo-
phyllin and lidocain. The second group contains materials, which
could be prepared in glassy form. This group can be divided into
2 sub-groups: poor-glass formers and good-glass formers. Poor-
gQlass formers are following: meloxicam, ibuprofen and piroxi-
cam. Good-glass formers are lacidipine, gemfibrosil, sorbitol, lo-
ratadine, chlorhexidine and clopidogrel hydrogensulfate.

Keywords: amorphous, amorphization, accidentally amorfi-
zation, glass transition, DSC.

Osszefoglalds

Az amorf forma kimutatdsa, vizsgdlata és a kiilonbozd anya-
gok amorfizdlhatdsdgi tulajdonsigainak meghatdrozdsa egy-
re inkdbb eldtérbe keriil a gyégyszertechnoldgidban. Az amorf
fazis szdmos eldnyds és hdtranyos tulajdonsiggal rendelke-
zik a kristalyos fazishoz képest. Elonyds tulajdonsdgai miatt
amotfizdlhatjuk kozvetleniil a hatéanyagokat, vagy keletkezhet
véletlenszeriien is kiilonbizo behatisok miatt. Munkdnk sordn
13 haté- illetve segédanyag amorfizdlhatdsdgait vizsgdltuk egy
termoanalitikai gyorsteszttel, amelyhez DSC késziiléket hasz-
naltunk. Meghatdroztuk az egyes anyagok olvaddspontjat (T )
és iivegesedési homérsékletét (T ). A T /T, (K/K) ariny segit-
ségével meghatdroztuk az anyagok amorfizilhatésdigait. A ka-
pott eredmények alapjin két csoportba soroltuk az anyagokat:
az elsd csoport anyagait nem tudtuk amorfizdlni. Ezek voltak:
a tenoxikdm, a mannit, a nifluminsav, a teofillin és a lidokain.
A midsodik csoport anyagait iiveges dllapotba tudtuk vinni.
Ezt a csoportot két alcsoportra osztottuk: az elsé alcsoportba
a rosszul amorfizdlhaté anyagok tartoznak, amelyek a kovet-
kezébek: ibuprofén, meloxikdam és piroxikim. A masodik alcso-
port anyagai jol amorfizdlhatéak. Ezek a kivetkezok: lacidipin,
gemfibrozil, szorbit, loratadin, klorhexidin, és a klopidogrel
hidrogén-szulfit.

Kulcsszavak: amorf, amorfizilds, véletlenszerti amorfizd-
lédds, iivegesedési hdmérséklet, DSC.

Bevezetés

Az amorf fazis, a szilard fazis egyik alfazisa a
kristalyos alfazis mellett [1]. Az amorf kifejezés
alaktalan, formatlan, rendezetlen allapotot jelent.
Ez utal arra, hogy egy amorf anyag kristalyracsa-
ban csak rovid tava rendezettség alakul ki. Az
ipar szamos teriiletén alkalmaznak kiilonb6z6
amorf anyagokat: az tiveggyartasban, ahol a szili-
cium-dioxid, mint kis molekuldja szervetlen anyag
keriil felhasznaldsra, a mdanyagiparban, ahol
makromolekulds szerves anyagokat hasznalnak,
példaul a polietilént, illetve a gyogyszergyartas-
ban, ahol féleg kis molekulatomegii szerves anya-
gokat formulalnak.

Célkitiizés

Munkank soran célunk volt attekintést adni az

amorf formardl gyogyszer-technologiai szempont-
bol, illetve kristalyos anyagok amorfizalodasat
vizsgalni, egy egyszerilien és gyorsan elvégezhetd
gyorsteszt segitségével, amely alkalmas az amorf
forma keletkezését szimuldlni. Meghataroztuk az
anyagok olvadaspontjat (T ), iivegesedési hémér-
sékletét (Tg), valamint a kett6 aranyabol kovetkez-
tetést vontunk le azok amorfizalhatdsagra. Tovab-
bi célunk volt annak az ellendrzése, hogy az iro-
dalmi kozlésnek megfelelden a T valobana T 2/3-
ailletve 4/5-e kozé varhato-e [1].

Az amorf forma jellemzése

Az amorf (liveges) forma jelenléte és vizsgalata a
gyogyszeriparban fokozott, hiszen az amorf fazis
viselkedése merdben eltér a kristalyos anyagétol,
tulajdonsagai lehetnek hatranyosak, de elényosek
is. Az amorf anyag szabadenergidja, entalpidja,



38 Acta Pharmaceutica Hungarica 2011/1.
formulalando kristalyos
_ Amor = Olvadék anyagot kozvetleniil amorf dlla-
o .E 4 potba hozzuk. Ebben az esetben
o | Kristalyos forma Amer i amorf hatdanyag all rendelke-
) W F zésre a gyogyszerforma kiala-
H = & e kitdsdhoz. A masik esetben
.E E Amort viszont a hatéanyag valamely
@ 3 gyartaskozi muvelet, esetleg a
Olvadék 8§ | Kristlyosforma | —— tarolas soran, részben vagy
w 7 7 7 7 7
T T T T T akar gg/es/ngen véletlenszertien
Hemérséklet Hemérseklet amorfizalodik.
A kristalyos anyag amor-
1. dbml; Az amf)rf /és a kristdl;ios for/ma 6s§zehlas/0nlitdsa %zabadem/argidzuk,, ei/’ltﬂlpidjtllk, fizdldsara  hagyoményosan
entrépidjuk és terfogatuk/homerseklet—fuggeseben.”T; u?egesedesz homérséklet, T : harom kiilonbozd eljarast al-
olvaddspont, T,: Kauzmann hémérséklet [2]. kalmazunk:

entropidja és térfogata is nagyobb, mint a krista-
lyosé. A hémérséklet emelésével viszont szabad-
energidja csokken, entalpidja, entropidja és térfo-
gata novekszik (1. dbra). Az amorf anyag altala-
ban higroszképosabb és nagyobb oldddasi sebes-
séggel rendelkezik, mint a kristalyos, hiszen nem
rendelkezik szabalyos kristalyraccsal, igy racs-
energiaval sem, amely az oldédds termodinami-
kai gatja. Az anyag {iveges allapotdban nem ren-
delkezik olvadasponttal (T ), viszont jellemz6 ra
az un. iivegesedési homérséklet (T ). Az amorf fa-
zisra jellemz6 érték tovabba a Kauzmann hémér-
séklet (T, ), amelyen az amorf és a kristalyos anyag
entropidgja megegyezik. E hOémérséklet alatt az
amorf anyag stabilabbnak tekinthet6 a kristalyos-
nal (Kauzmann paradox) [2].

AT alatt az anyag rideg, torékeny, nehezen ala-
kl'that(%, majd a hémérséklet emelése és a T atlépé-
sét kovetden fokozatosan lagyul, és valik rugalmas-
sa. Ezért fontos tudni, hogy adott anyag T értéke
szobahOmérséklet alatt vagy felett talalhato-e. Ta-
pasztalatok szerint a T, az olvadaspont 2/3-a, 4/5-e
kozott varhato Kelvinben szamolva. A T, és T ara-

g & tm
nyabol kovetkeztethetiink az adott anyag amor-
fizalhatosagi tulajdonsagaira: ha a T /T aranya na-
gyobb, mint 0,7 akkor az anyag jol amorfizalhato.
Ha ez az arany kisebb, akkor a kristalyos szerkezet
letorése utan a rendezetlen (amorf) forma szinte
azonnal visszakristalyosodik, tehat az anyag rosz-
szul amorfizalhato [3]. A hatéanyagok altalaban kis
molekuldju szerves anyagok, amelyek a magas
szerkezeti flexibilitasuk miatt, sok esetben sorolha-
toak a jol amorfizalhato csoportba.

Az amorf forma keletkezése

A gyogyszertechnologiai miiveletek soran két eset-
ben szdmolhatunk az amorf forma jelenlétével: a

- Olddszeres eljdrds, amely soran feloldjuk az anya-
got annak jo olddszerében, majd gyorsan elta-
volitjuk azt, igy a molekuldknak nincs elég ide-
jik, hogy szabdlyos kristalyrdcsba rendezddje-
nek, tehat mindez rendezetlen, amorf format
eredményez [4]. Az oldoszer eltavolitasa tortén-
het hémérsékletemeléssel, nyomascsokkentés-
sel, porlasztassal [5], fagyasztva szaritassal [6],
vagy szuperkritikus technoldgiaval [7].

— Olvadék technologia (Hot-melt technology): amely-
nek egyik modja, hogy az anyagot az olvadas-
pontja felé hevitjiik, majd hirtelen visszahttjiik
[8], vagy egy megfelel6 segédanyagot olvasz-
tunk meg, és az olvadékban diszpergaljuk a ha-
téanyagot.

— Orléssel, amelynek soran a hatéanyagot maga-
ban, vagy segédanyaggal Orolhetjiik kiilonb6z6
malmokban szobahémérsékleten, vagy akar
hiitve [9]. Az 6rlés soran fellépd mechanikai
erdk, a nyomas és a surlodas miatt keletkezé ho
okozta helyi olvadasok amorfizalhatjadk az
anyagot.

Az amorf forma véletlenszer(i keletkezését sza-
mos technoldgiai folyamat eredményezheti. Az ol-
doszer eltdvolitds szamos technologiai folyamat ré-
sze és sok esetben eredményezhet amorf terméket.
A napjainkban egyre gyakrabban alkalmazott ol-
vadék technoldgidk is képesek az anyagot amor-
fizalni. Az olvadas soran felbomlott kristalyracs
egyes esetekben nem nyeri vissza a rendezettségét
a hitést kovetden, amely igy amorf format ered-
ményez [9]. Ugyancsak amorf terméket kapha-
tunk, ha egy segédanyagot, pl. PEG megolvasz-
tunk, és az olvadékban a hatdanyag feloldodik
[10]. Gyakran amorfizalodik a termék szemcseméret
csikkentés kozben is. Orléses eljéras soran golyos-
malomban vagy hengermalomban végzett rovid
ideig tartd Orlés is képes lehet részben, vagy egé-
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szében amorf format létrehozni [11-13], de olyan
eszkozok, amelyek kisebb szemcseméret elérésére
alkalmasak, mint példdul a nagy nyomasu
homogenizator [14] vagy a kolloid malom [15], na-
gyobb valdszinliséggel amorfizaljdk a terméket.
Leggyakrabban a préseléses eljarasok, a tabletta-
zas és szaraz granuldlas (brikettezés, kompak-
talas), okoznak problémat: a mtvelet alatt fellépd
nagy nyomas, és a surlédas miatti hé okozta helyi
olvadasok amorfizdlhatjdk a hatd- vagy segéd-
anyagokat [16].

Az amorf forma vizsgalata

Az el6z6ekbdl kovetkezik, hogy szamos esetben
sziikség lehet olyan vizsgalatokra, amelyekkel iga-
zolhaté a hatdanyag kristalyos voltanak teljes,
vagy részleges hidnya, és a megjelené amorf fazis
kvantitativ meghatdrozadsa. Az amorf fazis detek-
talasa, és tovabbi vizsgalata szerkezetébdl adodo-
an szamos problémat vet fel:

1. Mivel termodinamikailag instabil rendszerek,
mindig szamolnunk kell visszakristalyosodas-
sal a vizsgdlat egésze sordan. Mar a minta vétele
soran alkalmazott fizikai behatas, az eltér6 ho-
mérséklet, paratartalom vagy nyomas is okoz-
hat olyan valtozast, ami hamis eredményt ad-
hat.

2. Sok esetben a terméknek csak egy része amorf,
és a maradék kristalyos rész sem feltétleniil csak
egyféle polimorf modosulatot tartalmaz. El6for-
dulhat még, hogy a termékben az eldallitas so-
ran keletkezett instabil amorf rész elbomlasa so-
ran keletkez6 bomlastermék is kimutathato.

3. Problémas lehet még a termékben 1év6 kiilonbo-
z6 komponensek egymads mellett torténdé kimu-
tatasa.

Az amorf fazis kimutatasdra leggyakrabban a
differencidlis pasztazo kalorimetriat (DSC) alkal-
mazzak. A késziilék entalpiavaltozast detektdl a
hémeérseklet fiiggvényében. A T endoterm cstics-
ként jelenik meg a diffraktrogramon, amelynek
gorbe alatti teriilete aranyos a mért anyag mennyi-
ségével. A 100%-ban amorf anyag diffraktogram-
jan nem lathatunk endoterm csticsot. Ebbdl kovet-
kezik, hogy a csak részben amorfizalddott anyag
T _-nél jelentkez6 cstics gorbe alatti teriilete ara-
nyos a kristalyos frakcié6 mennyiségével. A készii-
1€k képes az tiveges atmenet detektalasara is, egy
endoterm alapvonal eltolédas (Gn. endoterm 1ép-
cs0) formajaban. Ezen tartomdny inflexios pontjat
tekinthetjiik a T,-nek. Ha ezt a lépcsot egy masik
entalpiavaltozassal jaro torténés elfedné, a jelensé-

gek szétvalasztasara hasznalhatjuk a modulalt fi-
tést  differencidlis = pasztdzé  kalorimetriat
(MTDSC). A késziilék képes elkiiloniteni a reverzi-
bilis valtozasokat az irreverzibilisektdl. Az tivege-
sedési hdmérséklet, mint reverzibilis valtozas igy
elkiilonithetd példaul az olddszer-vesztéstdl, mint
irreverzibilis valtozastol. Gondot okozhat még, ha
kis mennyiségli amorf anyagot tartalmaz a krista-
lyos minta. Ennek detektaldsara alkalmazhatunk
gyors fltést differencidlis pasztazé kalorimetriat
(Hyper-DSC) [17]. A DSC modszer alkalmas kris-
talyossagi fok, illetve kristalyosodasi kinetika
meghatarozasara is, hiszen a kristalyos fazis olva-
dasakor jelentkezd endoterm cstics gorbe alatti te-
riilete egyenesen ardnyos a kristalyos rész meny-
nyiségével.

Haszndlatos még az amorf fazis kimutatasara a
porrontgen diffrakcié (XRPD) is. Az atomi racsta-
volsagok nagysdgrendjébe esé monokromatikus
rontgensugar, az anyag periodikusan ismétlédd
épitéelemeinek elektronfelhdjérdl szoérodik. A su-
garak kiilonb6z6 szogek alatt mérhetd interferen-
cigja (kolcsonds erdsitése, illetve gyengitése) infor-
maciét ad az anyag szerkezetérél. Amorf minta
esetén eltlinnek a kristalyos formadra jellemzd jel-
legzetes cstcsok, a gorbe igymond kisimul [18]. A
rontgendiffrakcié ugyancsak alkalmas kristalyos-
sagi fok, illetve kristalyosodasi kinetika meghata-
rozdasara, hiszen a kiilonb6z6 szogek alatt mért be-
iitések szama attol fiigg, hogy mennyi kristalyos
anyagon haladt keresztiil a rontgensugar.

Kristalyossagi fok, illetve kristalyosodasi kineti-
ka meghatarozasara alkalmazhatjuk még a dina-
mikus gézszorpcids (DVS) késziiléket is. A méré-
sek alapjat az adja, hogy az anyag amorf allapot-
ban higroszkdposabb, mint a kristalyos [19]. Hat-
ranya, hogy a kristalyos formaban is erésen higro-
szkdpos anyagok amorf formaja nem, vagy csak
nehezen detektalhato.

Hasznalatos még az amorf forma vizsgalatara a
Raman-, a Furier transzformaciés infravoros- (FT-
IR), a kozeli infravords- (NIR), a diffaz reflexids
Furier transzformacios infravoros- (DRIFT), és a
molekula spektroszkopia; a szildrd fazisi NMR
(ssNMR), a termogravimetria (TG), a derivativ
termogravimetria (DTG), a dielektromos analizis
(DEA), a denzitometria, és a viszkozimetria [1].

A vizsgald modszereink mindegyikére meg kell
adnunk egy un. legkisebb detektalhat6 (DL:
Detection Limit) és legkisebb mérhet§ mennyisé-
get (QL: Quantitation Limit) szazalékban. Mindkét
adat kiszdmolasdra tobbféle lehetéség adott, ame-
lyeket az ICH (International Conference on
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Harmonisation) irdanymutatdsa hataroz meg (Q2).
Amorf tartalom meghatarozasakor a legfontosabb
modszer, amely szerint a standard devidcio és a
kalibraciés gorbe meredekségének a hanyadosat
3,3-del szorozva a DL-et 10-zel szorozva pedig a
QL-et hatarozhatjuk meg.

DL=330/S,
QL=100/S,

ahol a
o = standard deviacio és az
S = a kalibracios egyenes meredeksége.

Kisérleti rész
Anyagok

A felhasznalt anyagok a kovetkezOk voltak: klo-
pidogrel hidrogén-szulfat, ibuprofen, meloxikam,
piroxikam (EGIS, Budapest); gemfibrozil, lacidipin,
loratadin (TEVA, Debrecen); nifluminsav (Richter
Gedeon, Budapest); tenoxikdm (Roche, Magyaror-
szag); lidokain és teofillin (Hungaropharma).

Modszer

Az amorf mintak elkészitéséhez, és azok vizsgala-
tahoz DSC 82le (Mettler-Toledo, Svajc) késziiléket
hasznaltunk, 4,8-5,2 mg tomegli mintakkal. A fG-
tési sebesség 10 °C/min volt. A mérés kezdeti és
végsé hémérsékletének anyagonként kiilonbozot
valasztottunk azok olvaddspontjatol fliggden, ugy
hogy az anyag minden esetben teljesen megolvad-
jon, de ne szenvedjen bomlast.

A kiindulasi kristdlyos mintat fedett, lyukasz-
tott standard aluminium tégelyekbe helyeztiik. Az
elsd flités soran a mintat olvadaspontja felé hevi-
tettiik, majd a teljes olvadas utdn visszahttottiik
szobahOmérsékletre 45 + 5 °C/min hiitési sebes-
séggel. Ezutan azonnal ujra felftitottiik, és a kapott
eredményeket elemeztiik. A masodik flités kezde-
ti hdmérsékletét tigy hataroztuk meg, hogy a mé-
rés a T Kelvinben mért 2/3-anal kisebb értékrol
induljon.

Eredmények

A kapott eredmények alapjan két csoportba sorol-
hatjuk a 13 vizsgalt anyagot. Az els6 csoportba
tartoznak azok az anyagok, amelyeknek amorf
forméajat nem sikeriilt eléallitani. A masodik cso-
portba pedig azok az anyagok, amelyeknél el tud-

tuk érni az iiveges allapotot. Az elsd csoportot a
teofillin DSC diffraktogrammijdn keresztiil mutat-
juk be (2. dbra). Az abran a két flités soran kapott
gorbék lathatdak. Az elsé flités soran (A) kapott
endoterm csucs, amely az olvadast jelzi, a maso-
dik fGtés (B) alkalmaval is megjelent. Habar a gor-
be alatti teriilet a masodik fltéskor némiképp
csokkent, ami a szabalyos kristalyracs elvesztésé-
re, tehat amorfizalodasra utalhat, de T -t nem tud-
tunk detektélni. Ezek alapjan kijelenthet6 a T /T,
aranyt alapul véve, hogy a teofillin rosszul amor-
fizalodik. A 13 vizsgalt anyag koziil a tenoxikam,
a mannit, a nifluminsav, a teofillin és a lidokain
keriilt ebbe a csoportba. Az ilyen anyagok for-
mulaldsa sordn nem szdmithatunk szdmottevo
amorfizalédasra.

A masodik csoport anyagait az altalunk alkal-
mazott eljarassal (olvadékhtitéssel) sikeriilt amor-
fizélni, a kapott eredmények alapjan az anyagokat
két alcsoportba sorolhatjuk. Az elsé alcsoportba
azok az anyagok tartoznak, amelyek T /T aranya
elmarad 0,7-t0l, tehat rosszul amorﬁzéfédénak te-
kintjiik 6ket. Ilyen volt az ibuprofen (3. dbra). A
példaként bemutatott DSC gorbén lathato, hogy a
kezdetben kristalyos ibuprofent az els¢ fhtés (A)
amorfizalta, mivel a masodik fités (B) gorbéjén
nem lathatd az olvadas endoterm csticsa. A maso-
dik ftitést -60 °C-rol inditottuk, mivel a T  a nega-

&
tiv hémérsékleti intervallumban volt varhato.
Ebbe az alcsoportba sorolhaté tovabba a me-
loxikdm és a hatdrértéken fekvé piroxikdm is. Az
ilyen anyagok formuldlasakor mar a kevésbé ag-
ressziv behatdsok is amorfizalhatjdk az anyagot.
Mindezek ellenére javasolhatd kristalyos forma-
ban torténd formulalasuk, hiszen ezeket az anya-
gokat csak nehezen, nagy energia befektetésével
lehet amorf allapotba vinni. Kristalyos formula-

Aexo _
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2. dbra: Teofillin DSC vizsgdlata. A: az elsd fiités sordn
kapott gorbe, T (A) =274,7 °C. B: a mdsodik fiités sordn
kapott gorbe, T (B) =272,3 °C.
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3. dbra: Ibuprofen DSC vizsgdlata. A: az elsé fiités sordn 4. abra: Klopidogrel hidrogén-szulfat DSC vizsgdlata. A: az
kapott gorbe, T =77,4 °C. B: a mdsodik fiités sordn kapott elsd fiités sordn kapott gorbe, T, = 181,2 °C. B: a mdsodik
gorbe, Tg=—44,4 °C. fiités sordn kapott gorbe, Tg= 87,9 °C.

lasuk soran kevésbé kell szamolnunk az amorf for-
ma megjelenésével.

A masodik alcsoport anyagainak a T /T aranya
nagyobb, mint 0,7, igy jol amorfizalédonak tekint-
hetjiitk 6ket. A klopidogrel hidrogén-szulfat DSC
gorbéjén latszik, hogy az elsé flités soran (A) az
anyag megolvadt, majd a visszahttést kovetden, a
masodik fitéskor (B) eltint az olvadas endoterm
cstcsa, és megjelent az iiveges atmenet (4. dbra).
Ha kristalyos végtermék a cél, akkor a formulalas
egésze soran figyelemmel kell kisérniink az anyag
szerkezetét. Ugyanakkor az igy viselked$ anyagok
esetében javasolhaté az amorf formaban val6 al-
kalmazas, hiszen konnyen iiveges allapotba hoz-

hatoak, és a megfelel6 segédanyagokkal sokaig
amorfak is maradnak. Ebbe a csoportba sorolhatd
tovabba a lacidipin, a gemfibrozil, a szorbit, a
loratadin és a kloérhexidin is.

Az bsszes vizsgalt anyag mérési eredményeit és
amorfizalhatdsagat az I. tabldzat foglalja Ossze.

Megfigyelhetd, hogy a hasonlé molekulaszerke-
zet(i anyagok, mint példaul az egyforma alapvazu
oxikdmok, vagy a szorbit és a mannit, melyek egy-
mas diasztereomerei, teljesen eltéréen amorfiza-
lédnak.

Kijelenthetd, hogy az esetek nagy részében a T
a T 2/3-ailletve 4/5-¢ kizé esett, tehat ezen értékek al
kalmazhatéak a T, elozetes megkeresésere.

I. tablizat

A vizsgdlt anyagok T , T és T /T értékei
. Uvegesedési
Hatoanyagok gl"af é)s pont h(’imgérséklet ;l;(//};) Amorfizalhatésag ;l;%;ﬁ];tm 2/3-4/5-e
(T, °C)

Tenoxicam 226,0 - - T0SSZ -
Mannit 166,9 - - rossz -
Nifluminsav 205,4 - - rossz -
Teofillin 271,6 - - rossz -
Lidokain 70,1 - - rossz -
Meloxikdm 264,0 63,5 0,63 r0SsSz nem
Ibuprofen 77,4 -42,5 0,66 rossz nem
Piroxikam 203,1 58,1 0,70 hatarérték igen
Lacidipin 184,8 54,4 0,71 o igen
Gemfibrozil 61,5 -29,2 0,73 jo igen
Szorbit 91,4 0,77 0,75 jo igen
Loratadin 137,6 40,4 0,76 jo igen
Klopidogrel HSO, 181,2 88,9 0,80 jo igen
Klérhexidin 140,3 61,7 0,81 jo nem
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Osszegzés

Végezetiil kijelenthetd, hogy az amorf forma jelen-
léte nagy figyelmet érdemel a gyogyszertechnolo-
gus részérdl. Fontos amorfizalhatosagi vizsgalato-
kat végezni a formuldlni kivant hato-, illetve se-
gédanyagokon egyarant, hiszen szdmos olyan
technologiai folyamaton mennek keresztiil, ame-
lyek részben vagy teljesen amorfizdlhatjak az
anyagot. Elvégeztiink egy termoanalitikai gyors-
tesztet 13 kiilonb6z6 anyagon, amellyel megallapi-
tottuk az amorfizalhatosagukat. Az értékek tiikré-
ben kijelenthet6, hogy az amorfizalhatdsagi vizs-
galatokat minden egyes anyagnal egyedileg kell
elvégezni, mert egymasra szerkezetileg hasonlitd
anyagoknal is jelentds eltérések adddhatnak.

Koszonetnyilvanitas

Ez a munka az Uj Magyarorszag Fejlesztési Terv
tamogatasaval valdsult meg: Keringési, anyagcsere
és gyulladisos betegségek teranosztikdjinak fejlesztése
(TAMOP-4.2.2-08/1-2008-0013).
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Summary

Lang, P., Szats, A., Ambrus, R., Szab¢-
Révész, P.:The applicability of sucrose laurate in
hot-melt technology

Nowadays, one of the most important task of the pharmaceutical
technology is to optimize the dissolution of active ingredients,
because most of the drug candidates have a poorly water
solubility and hence a slow absorption. According to the latest
examinations, the bioavailability of poorly water soluble drugs
can be increased significantly by using surfactants or the
mixture of surfactants and polymers. Nowadays, surfactants
(like polysorbates) are generally used in the production of
solid dispersions, so the use of surface-active sucrose esters
can be resulted an innovative solution in the pharmaceutical
technology.

The aim of our investigation was to examine the applicability
of sucrose laurate in hot-melt technology in order to influence
the crystalline structure and dissolution rate of a poorly water
soluble drug (gemfibrosil) having low-melting point.

The results of the X-ray powder diffractometry have
showed that the sucrose laurate had no significant effect on the
crystallization degree of the drug which is important in case of
the stability. On the bases of the results of in-vitro dissolution
studies, it can be concluded that the sucrose laurate (using
minimum 5%) can be well applied in hot-melt technology with
carriers having characteristic melting point (e.g. Macrogol) to
increase the dissolution rate of poorly soluble drugs.

Keywords: sucrose laurate, hot-melt technology, solid
dispersions, dissolution rate, gemfibrosil.

Osszefoglalds

Napjainkban a gydgyszertechnoldgiai kutatds egyik legfon-
tosabb feladata a hatéanyag-felszabadulds optimdldsa, mivel
a legtobb farmakon-jelolt rossz vizoldékonysdggal és ebbdl
kifolydlag lassti felszivéddssal rendelkezik. Ujabb vizsgdlatok
szerint feliiletaktiv anyagokat, vagy polimerek és feliiletaktiv
anyagok keverékét alkalmazva, jelentdsen novelheté a rossz
vizoldékonysdgu hatéanyagok bioldgiai hasznosuldsa. A szi-
lard diszperzidk elGallitdsdban dltaldnosan alkalmazott feliilet-
aktiv anyagok (pl. poliszorbdtok) mellett a cukorészterek hasz-
ndlata innovativ megolddst jelenthet.

Vizsgdlatunk célja a szachardz-laurdt olvadéktechnologiai
alkalmazhatésaginak vizsgdlata egy rossz vizoldékonysiggal
rendelkezd, alacsony olvaddsponti hatéanyag (gemfibrozil)
kristalyos jellegének, illetve olddddsi sebességének befolydso-
lasdra.

A porrintgen vizsgdlatok eredményei azt igazoltdk, hogy
a szacharoz-laurdtnak a hatéanyag kristdlyossdigdra nincs
szignifikans hatdsa, ami a termék stabilitdsdt tekintve fontos
szempont. Az in vitro kiolddddsi vizsgdlatok eredményei alap-
jan megdllapithatd, hogy a szacharoz-laurdt jol alkalmazhato
az olvadéktechnoldgidban rossz vizoldékonysdgii hatéanyagok
oldéddsi sebességének nivelésére, amennyiben egy hatdrozott
olvaddssal rendelkezd segédanyag (pl. Makrogol) mellett, leg-
aldbb 5%-ban alkalmazzuk.

Kulcsszavak: szacharoz-laurdt, olvadéktechnoldgia, szildrd
diszperzidk, oldoddsi sebesség, gemfibrozil.

Bevezetés

A szachardz-zsirsavésztereket (cukorészterek) ed-
dig is alkalmaztdk az élelmiszer- és kozmetika-
iparban kristadlyosodas-gatlo [1], valamint tetsze-
t0s megjelenést kolcsonzd (krémek) hatasuk miatt.
Ujabban a gyogyszeripar is felfigyelt rajuk, mint
gyogyszertechnoldgiai segédanyagokra, emulgens
[2], lubrikans [3], gélképz6 [4], nedvesitd és
retardizalo [5-11] tulajdonsagaik miatt.

A cukorészterek nem-ionos feliiletaktiv anya-
gok, melyek hidrofil részként szacharézt, lipofil
részként pedig zsirsavakat tartalmaznak. Kedvez6
tulajdonsagaik, hogy természetes eredetiiek, izte-
lenek, nem toxikusak, illetve biodegradabilisek.

Véltozatos = HLB-érték  (Hydrophilic-Lipophilic
Balance) jellemz¢ rajuk [12]. Ezért, tovabba feliilet-
aktiv sajatsaguk és alacsony olvadaspontjuk miatt
az olvadéktechnoldgia igéretes segédanyagai.

Az olvadéktechnoldgia a bioldgiai hataskifejlo-
dés modositasanak egyik kedvelt modszere ma-
napsag. Nagy elénye, hogy nem hasznal szerves
olddszert, ezért az ugynevezett ,green-techno-
logiak” kozé sorolhato. Hatranya, hogy hore érzé-
keny hatdanyagok esetében nem alkalmazhato.
Ujabban gyakran alkalmaznak feliiletaktiv anya-
gokat, vagy polimerek és feliiletaktiv anyagok ke-
verékét szildrd diszperziok eldallitdsara a hato-
anyag kedvezdbb biohasznosulasa céljabol [13].

Az elsé leiras szildrd diszperzidkrdl Sekiguchitol
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és Obitdl szarmazik [14]. Megallapitottak, hogy
eutektikus keverékek formulalasaval novelni lehet
a hatoanyag-felszabadulast, ezaltal a biohaszno-
suldst, rossz vizoldékonysaggal rendelkez6 hato-
anyagok esetében. Kezdetben kristalyos anyago-
kat, példaul az ureat, mint jo vizoldékonysaggal
rendelkezd segédanyagot hasznaltdk hordozdként
egy rossz vizoldékonysagu hatdanyag (szulfa-
tiazol) oldodasi sebességének a novelésére [15].
Késdbb, a '60-as évek végén, jelentek meg a II. ge-
neracids szildrd diszperziok, amelyeknél krista-
lyos hordozd helyett, szemikristalyos vagy telje-
sen amorf anyagokat, példaul polietilénglikolokat,
vagy polivinilpirrolidont alkalmaztak [16].

Manapsag pedig a szilard diszperziok III. gene-
raciojardl beszélhetiink; ide kiilonféle polimer-ke-
verékek, polimer és feliiletaktiv anyagok, valamint
siman feliiletaktiv anyagok tartoznak.

Kisérletiink célja egy nagy HLB-értékkel rendel-
kez6 cukorészter (szachardz-laurat) olvadéktech-
noldgidban val6 alkalmazhatosaganak a vizsgdla-
ta volt. Meghataroztuk a kivalasztott cukorészter
hatdsat egy alacsony olvadaspontt, rossz viz-
oldékonysagu hatdanyag (gemfibrozil) kristalyos
jellegére, tovabba oldodasi sebességére.

Kisérleti rész
Anyagok és modszerek

Anyagok

Modell hatéanyagként a rossz vizoldékonysagu
(BCS szerinti Il-es besorolas) gemfibrozilt (TEVA,
Magyarorszag) alkalmaztuk. A vizsgalt cukor-
észter, az L1695 szacharoz-laurat (Mitsubishi-
Kagaku Foods Corporation, Japan) mellett polimer
vivéanyagként a PEG 6000-et (Sigma-Aldrich
Chemie GmbH, Németorszag) hasznaltuk, amely-
nek olvadaspontja (61 °C) egybe esik a gemfibro-
ziléval.

Mintdk eloallitisa

Az olvadékok készitésekor a szilard PEG 6000-et
porcelantégelyben 70 °C koriili homérsékleten
megolvasztottuk, majd a szacharéz-lauratot és a
gemfibrozilt feloldottuk benne és a mintakat mély-
hiitében -10 °C-on megdermesztettitk. Ezutan
dorzsmozsarban elporitottuk, majd szitaltuk a ter-
mékeket (< 200 um). A mintdkban a hatéanyag (10,
40%) és a cukorészter (1, 5, 10, 15%) is tobbféle kon-
centracidban volt jelen. Osszehasonlitédsként,
cukorészter nélkiili és csak cukorészter-tartalmu
olvadékokat is készitettiink (I. és II. tablazat).

I. tabldzat
40% hatoanyagtartalmi mintdk

GEM | L1695 | PEG Minta neve
40 1 59 GEM-PEG-L1695
40-59-1
40 5 55 GEM-PEG-L1695
40-55-5
40 10 50 GEM-PEG-L1695
40-50-10
40 15 45 GEM-PEG-L1695
40-45-15
40 0 45 GEM-PEG-40-45
40 0 50 GEM-PEG-40-50
11. tdbldzat
10% hatoanyagtartalmu mintdk
GEM | L1695 | PEG Minta neve
10 1 89 GEM-PEG-L1695
10-89-1
10 5 85 GEM-PEG-L1695
10-85-5
10 10 80 GEM-PEG-L1695
10-80-10
10 15 75 GEM-PEG-L1695
10-75-15
10 0 75 GEM-PEG-10-75
10 0 80 GEM-PEG-10-80

Porrontgen vizsgdlat (XRPD)

A mintak szerkezetvizsgalatat porrontgen diffrak-
tometridaval végeztiik el (Miniflex II Rigaku por-
rontgen diffraktometer, Rigaku Co. Tokyo, Japan).
A mérési paraméterek a kovetkezdk voltak: CuKa
=1,5405 A; 30 kV; 15 mA.

In vitro kioldddds vizsgdlat

A hatdanyag-felszabadulast a termékekbdl Phar-
matest forgdlapatos kioldd késziilékkel vizsgaltuk
(100 rpm, 37 °C). Mintakat 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120
perc utan vettiink. A hatéanyagtartalom meghata-
rozdsa spektrofotometridsan (Unicam UV/Vis
spektrofotométer) tortént (= 276 nm). A kioldd ko-
zeg 100 ml mesterséges bélnedv (pH = 6,8) volt.

Eredmények

Kordbbi kutatdsok eredményei alapjan [17] a hid-
rofil cukorészterek 6ndllé alkalmazasa az olva-
déktechnologidban korlatozott, ezért jelen mun-
kankban a vizsgalt hidrofil szacharéz-lauratot egy
polimer hordozé (PEG 6000) mellett alkalmaztuk.
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Az 1. dbra a kiindulasi anyagok porrontgen fel-
vételeit mutatja. A gemfibrozil kristdlyos anyag,
ezzel szemben a szacharoz-laurat a vizsgalt tarto-
manyban nem rendelkezik karakterisztikus cst-
csokkal (porrontgen képe amorf anyagra jellemzd),
mig a PEG 6000 szemikristalyosnak mondhato.

Az olvadéktechnologiaval eldallitott termékek
porrontgen analizise soran célunk volt megvizs-
galni a szachardz-laurdtnak a gemfibrozil krista-
lyosodaséra kifejtett hatasat. Osszehasonlitottuk
tehat a cukorészter nélkiili, illetve azt tartalmazo
termékek diffraktogramjait, a kiilonb6z6 hato-
anyagtartalom (10, 40%), illetve cukorészter kon-
centracio (1, 5, 10, 15%) esetében is. Mivel a termé-
kek eldallitasa soran a PEG-szacharéz-laurat rend-
szerben a hatdanyag is megolvad/feloldodik, igy
szamolni kell azzal, hogy az olvadék dermesztése
soran a szacharoz-laurat kristalyosodas-gatlo sa-
jatsaga keriil el6térbe. Az eredmények azonban
azt mutattak, hogy sem a hatéanyag, sem pedig a
PEG kristalyossagara nincs szignifikans hatassal a
cukorészter.

Amennyiben a hatéanyag kisebb mennyiségben
(10%) volt jelen a termékekben, a gemfibrozilra jel-
lemzd karakterisztikus csticsok nem voltak latha-
téak a porrontgen diffraktogramon, ami azonban
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nem a cukorészternek koszonhetd, hanem feltehe-
téleg az alacsony gemfibrozil koncentracionak és
az igen magas PEG mennyiségnek (2. dbra).

Abban az esetben, amikor nagyobb koncentraci-
oban alkalmaztuk a hatdanyagot, tehat a hato-
anyag-tartalom 40% volt, a gemfibrozil tovabbra is
kristalyos sajatsdgot mutatott, amelyen a 15%-ban
alkalmazott cukorészter sem valtoztatott (3. dbra).

A szachardz-laurat befolydsat a hatdéanyag-fel-
szabadulasra in vitro kioldodas mérésekkel vizs-
galtuk, amelyet a hatéanyag felszivddashelyébol
adoddan mesterséges bélnedvben végeztiink el.

Amennyiben azt vizsgaltuk, hogy énmagaban a
gemfibrozil mennyire képes feloldddni, azt kap-
tuk, hogy a 120. perc végére is csak a hatéanyag
60%-a oldodott ki. Ezt kdvetéen cukorészter nél-
kiili, csak PEG 6000-et tartalmazé mintak kioldé-
dasat vizsgaltuk. Mindkét hatdéanyagtartalmu so-
rozat esetében elmondhatjuk, hogy a PEG 6000
onmagaban is novelte az oldodasi sebességet, va-
lamint még 2 ora elteltével sem volt 100% a kiol-
dodott gemfibrozil mennyisége, és a 80%-os kiol-
dodashoz is 1 orara volt sziikség.

Ezutan a kiilonb6z6 koncentracioban (1, 5, 10,
15%) L-1695 szachardz-lauratot tartalmazd olva-
déktechnoldgiaval eldallitott mintdk hatéanyag-
felszabadulasat vizsgaltuk meg (4. és 5. dbra).
Mindkét hatdanyagtartalma sorozat esetében jol
latszik, hogy mar az 1% cukorésztert tartalmazo
mintaknal is jelentésen né az oldddasi sebesség,
de a 100%-ot nem éri el, csupan 90% koriili (4. és 5.
abra). Ugyanezt az eredményt el lehet érni csak
PEG alkalmazasaval, vagyis 1% szachardz-laurat-
nak nincs szignifikdns hatdsa a hatéanyag-kioldo-
dasra. 5% cukorészter mar jelentésen noveli az ol-
dodasi sebességet, de még igy sem érjiik el a 100%
kioldodast.

Amennyiben a cukorészter koncentraciojat 10,
illetve 15%-ra noveljiik, egy pillanatszer(, 100%-os
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kioldodast kapunk mar az elsé 5 percben. Meg-
jegyzendd azonban, hogy a cukorészter-tartalmat
nem érdemes 15% folé emelni, mert a 10 és a 15%
tartalmd mintdk kioldodasi profilja kozotti kii-
16nbség nem szignifikans.

Kovetkeztetések

Kisérletiink alapjan elmondhaté, hogy a nagy
HLB-értékkel rendelkez6 szachardz-laurat (L-
1695) jol alkalmazhaté rossz vizoldékonysaggal
rendelkezd hatdéanyag oldodasi sebességének no-
velésére, amennyiben egy karakteres olvaddspont-
tal rendelkez6 hordozo jelenlétében alkalmazzuk
legalabb 5%-ban. A pillanatszeri, 100% kioldddas-
hoz elég 10%-ban alkalmazni a szachardz-lauratot
gemfibrozil esetében. Megallapithatd tovabba,
hogy a cukorészternek ebben az esetben a hato-
anyag kristalyossagara nem volt hatasa.

Mivel a cukorészterek nem toxikusak, biodeg-

radabilisek, valamint alacsony hémérsékleten 1a-
gyulnak, ezért a kornyezetbarat olvadéktechnolo-
gia igéretes segédanyagai.

Koszonetnyilvanitas

Ez a munka az Uj Magyarorszag Fejlesztési Terv
tamogatasaval valosult meg: Keringési, anyagcsere
és gyulladisos betegségek teranosztikdjinak fejlesztése
(TAMOP-4.2.2-08/1-2008-0013).
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