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Kovalens kinazgatlok a célzott daganatterapiaban
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Summary

Krex6, M., Orfi L.: Covalent Kinase Inhibitors in Tar-
geted Tumour Therapy

Introduction: Kinase inhibitors with antitumour effect have
developed rapidly in the 21st century, and are now widely used
as chemoterapeutic agents throughout the world. However, a
problem is posed by the fact that patients develop acquired
resistance to the drugs usually within a year, which results
in the inefficacy of the therapy and gradual deterioration of
the patient’s condition. A new generation of kinase inhibitors,
called covalent inhibitors, are meant to provide a solution to
acquired resistance.

Objective and Methods: We surveyed various scientific
papers and publications from pharmaceutical regulatory
agencies in this topic. In this paper we describe the development
of public covalent EGFR inhibitors, and in more detail, three
currently approved covalent drugs. We have demonstrated the
binding mode of the molecules with the aid of molecular mo-
delling and docking. In this article, we also provide a short
description of covalent docking, with additional results of our
research in the field, and ultimately, we reflect on the future
role of covalent kinase inhibitors in cancer therapy.

Results: Covalent inhibitors exhibit a distinct binding mode
to their targets by forming an irreversible covalent bond with a
cysteine residue in the active site. Their mode of action enables
them to possess higher affinity and favourable selectivity over
their reversible counterparts, and thus, with the use of rational
drug design principles and modern in silico methods, give us
the opportunity to produce successful drug candidates. To
analyse the ligand-enzyme complexes of our novel kinase in-
hibitor compounds, which we assume to have an irreversible
mode of action, and to determine the interactions necessary
for their binding, we have created a parameter set for the
Schrodinger Suites software containing the covalent docking
reaction mechanism of our compound type, which we used
successfully for this purpose.

Conclusions: The emerging problems of covalent inhibitors
are yet to be solved, nevertheless, their group forms a part
of cancer therapy of increasing importance. The successful
covalent docking of our compounds further reinforces our
theory, that we managed to produce an irreversible acting
kinase inhibitor family with an atypical reactive group.

Osszegzés

Bevezetés: A tumorellenes hatdsii kindzgitlo vegyiiletek
gyors fejlédésen mentek keresztiil a huszonegyedik szdzad
sordn, és ma mdr vildgszerte fontos részét képzik a daganat-
terdpidnak. Problémdt okoz azonban a betegekben kialakuld
szerzett rezisztencia a gyogyszerekre, mely dltaldban egy éven
beliil a kezelés hatdstalansigdt és a beteg dllapotromldsdt ered-
ményezi. A kindzgdtlo vegyiiletek 11j generdcidja, a kovalens
gdtldszerek hivatottak megolddst szolgdltatni a rezisztencia
problémdjdra.

Célkitiizés és Modszerek: Attekintettiik a témdban
megjelent szakirodalmi publikdcidk, wvalamint az egyes
gydgyszerfeliigyeleti hatdsdgok hivatalos kiadvdinyait. Cik-
kiinkben ismertetjiik a kovalens EGFR-gdtlok fejlodését, és
részletesebben foglalkozunk hdrom, mdr engedéllyel rendelke-
20 kovalens kindzgdtloval. A vegyiiletek kotddési modjdt mole-
kulamodellezés és dokkolds segitségével mutatjuk be. Rovid le-
irdst szolgdltatunk tovdbbd a kovalens dokkolds kivitelezésérdl,
a Schrédinger Suites szoftver anyagaink szerkezetére adaptilt,
eqyedi paraméterezésérdl, sajit kutatdsi eredményeinkkel ki-
egészitve, végiil pedig mérlegeljiik a kovalens kindzgdtlok
jovbbeni szerepét a terdpidban.

Eredmények: A kovalens inhibitorok sajitossiga az irrever-
zibilis kotddés célenzimiikhioz egy annak kotéhelyén taldlhato
cisztein aminosavin keresztiil. Hatdsmodjuknak koszonhetéen
magasabb affinitdst és kedvezdbb szelektivitdst mutathatnak
reverzibilis rokonaikkal szemben, igy raciondlis hatéanyag-
tervezés és korszerii in silico modszerek segitségével sikeres
gydgyszerjelolt vegyiiletek elddllitisdira adnak lehetdséget.
Hogy sajdt, feltételezhetden irreverzibilis kindzgdtld vegyiile-
teink ligandum-enzim szerkezetét és kotddéshez sziikséges kol-
csonhatdsait vizsgaljuk, létrehoztunk egy, a kovalens dokkolds
reakciémechanizmusdt (a Schrddinger Suites szoftverben) le-
ird paraméter fijlt, melyet sikeresen alkalmaztunk.

Kovetkeztetések: A kovalens gitloszerek kapcsin felmeriild
problémidk egyeldre megoldatlanok, azonban mindezek ellenére
is egy egyre novekvd fontossdgii csoportjit képezik a rdkelle-
nes terdpidnak. Vegyiileteink sikeres kovalens dokkoldsa ald-
tdmasztja elképzelésiinket, miszerint eqy nem konvenciondlis
reaktiv csoportot tartalmazé, irreverzibilisen kitddd vegyiilet-
csalddot sikeriilt kifejleszteniink.
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Bevezetés

Az els6 kinazgatld vegydiiletek sikeres alkalmaza-
sa a tumorellenes terdpia teriiletén nagyszamu uj,
kinazokat célz6é molekula eléallitasat eredményez-
te az elmult évek soran [1, 2]. A korabbi citotoxikus
szerekkel ellentétben ezek a vegydiiletek kifejezet-
ten a daganatok kialakuldsanak hatterében allo,
rendellenesen miikodé enzimeket gatoljak, ki-
sebb-nagyobb mértékii szelektivitassal. Ennek ko-
szonhetéen kevesebb az alkalmazasuk soran ki-
alakuld mellékhatasok szama, valamint cseké-
lyebb azok sulyossaga. Problémat jelent azonban a
kezelés soran a gyogyszervegyiiletekre kialakuld
rezisztencia, és ennek kovetkeztében a terapia ha-
tasossaganak csokkenése. A betegek atmeneti al-
lapotjavulasat kovetden, altaldban egy éven beliil,
tjraindul a betegség progresszidja, melyet a fenn-
allé kezeléssel mar nem lehet orvosolni [4, 5].

A rezisztencia kialakuldsat okozhatja a kinaz
ATP-affinitdsanak novekedése, ami az enzimatikus
aktivitds fennmaraddsat eredményezi a gatlo vegyii-
let alkalmazasa esetén is. Egy masik kivaltd ok a

kinaz egy olyan mutans formajanak el6térbe helye-
z6dése lehet, melynek kotShelye a vad tipushoz ké-
pest megvaltozott tulajdonsagokkal rendelkezik, igy
a gyogyszervegyiilet elveszti affinitdsat iranta. A
legtobb elballitott kinazgatld masodlagos kolcsonha-
tasokkal kapcsolodik a célenziméhez. Az ATP-kom-
petitiv kotédési mod és a reverzibilis kapcsolodas
lehetévé teszi a fent emlitett rezisztenciamechaniz-
musok kialakulasat, igy a vegyiilettdl fiiggetlentil
varhatd a kezelés hatékonysaganak romlasa [6, 7].

A kovalens inhibitorok a kinazgatlok specialis
csoportjat alkotjdk. Sajatossaguk az irreverzibilis
kotédés az enzimhez, annak egy cisztein aminosa-
van keresztiil. ATP-koncentraciotol fiiggetlentil
képesek kifejteni gatlo hatasukat, és egy kovalens
addukt létrejottének koszonhetden véglegesen
inaktivaljak célpontjukat, melyet a tumorsejtnek
ismét el kell allitania [6]. KOszonhetéen az egyes
rezisztenciaformakat athidalni képes hatasmecha-
nizmusuknak, a kovalens vegyiiletek jelentdsége
novekvd tendenciat mutat a daganatterapidban:
2013 6ta harom kovalens vegyiilet kapott forga-
lomba hozatali engedélyt az FDA-tdl [8], melyek-
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1. dbra: Az FDA dltal engedélyezett kindzgitlo molekuldk [2, 3]
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Az irodalomban fellelheté ko-
valens kinazgatlok gyakran egy-
egy reverzibilis inhibitor kis mér-
tékben modositott analogjai. Is-
mert tény, hogy a kovalens ve-
gytiletek kotédési affinitdsat nem
csak a kovalens kotést létrehozo
csoport, hanem az alapvegytilet
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len a megfeleld szerkezeti alap-
vaz kivalasztasa [12]. Az EGFR
(epidermalis novekedési faktor
receptor) gatldinak esetében a
legtobb korai vegyiilet kinazo-
linvazat és ahhoz kapcsolodd
nagymeéretli lipofil csoportot, egy
meta-, illetve paraszubsztitualt
0 anilint tartalmaz, igy az erlotinib
(I) vagy a gefitinib (II), melyek
0 ugynevezett elsd generacios gatlo-
szerek.

R—-SH

csoportok [14]

3. dbra: A szakirodalomban leirt, kovalens gdatlokndl alkalmazott elektrofil

A két vegyiiletet jelenleg is sok
orszagban alkalmazzak tobbféle

kel jelenleg is zajlanak klinikai vizsgalatok egyéb
indikaciokban, valamint kombinacios terapiaban
valo alkalmazasuk elényének igazolasara [9].

Cikkiinkben bemutatasra kertil a kovalens inhi-
bitorok jellemzd szerkezete, kotédésitk modja és
kotédésiik in silico elemzésének moddszere sajat
kutatasi eredményiinkkel illusztralva [10], vala-
mint alkalmazhatdsaguk meérlegelése elényeik és
hatranyaik alapjan.

A kovalens kinazgatlok fejlédése

A kovalens hatasmédu gydgyszervegyiiletek
gyakran nagy affinitdssal rendelkeznek, azonban
sok esetben velejarojuk az ,off-target”, azaz célpon-
ton kivili reaktivitas, ami szamos mellékhatast,
esetenként stlyos toxicitast eredményezhet. Ezen
vegyiileteket ezért tobbnyire egészségiigyileg koc-
kazatos csoportként kezelték, igy az elmult évsza-
zad sordn kevesebb erre a tipusra irdnyuld kuta-
tést folytattak. Erdemes emlitést tenni az acetil-
szalicilsavrdl, mint az elsé irreverzibilis enzim-
gatlordl, mely mar az 1800-as évek végén forga-
lomban volt, valamint a penicillinekrdl, az
omeprazolrdl és a clopidogrelrdl, amik szintén ko-
valens szerek, és a mai napig széles korben alkal-
mazzak Gket [11].

indikacidban, példaul nem kissej-
tes tiidérak (NSCLC) elsévonalbeli terapiajaként.
A rezisztencia altalaban egy év alatt kialakul, amit
relapszus és allapotromlas kovet [13].

A kovalens hatdasmédu vegyiiletek rendelkez-
nek egy, az alapvazon megfelel6 pozicidban elhe-
lyezkedd, elektrofil, reaktiv oldallanccal vagy
atomcsoporttal (,, warhead”) [6]. A csoport az inicia-

4. dbra: Az afatinib (V) reverzibilis (z0ld) és kovalens (sdrga)
kotédeési modja az EGFR aktiv centrumdban (PDB ID:
47AU) [16]
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es ciszteinjéhez kovalensen
kotédni  képes, anilinoki-
nazolin-vazas (vagy anilin-
okinolin-vazas, 1d. VIII, IX)
vegyiileteket. Jellemzdjiik,
hogy a leggyakrabban eld-
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5. dbra: Az akrilamid és a cisztein tiolcsoportja kozitt végbemend Michael-addicio [6]
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rezisztencia hatterében hu-
z6ddé T790M pontmutaciot
hordoz6 EGFR-formékat is
képesek gatolni [15]. A cso-
port els6é klinikai vizsgala-
tokig jutd tagja a canertinib

6. dbra: Mdsodik generdcids EGFR-gdtlok: canertinib, dacomitinib, afatinib

(CI-1033) (III), mely az
EGFR, valamint az ErbB-

lis kotédés révén térkozelségbe keriilhet a kotd-
hely egy cisztein aminosavaval, mely deprotonalt
allapotban nukleofilként viselkedik. A tiolat anion
és az elektrofil kozott lejatszodo reakcid egy kova-
lens kotés kialakuldsat eredményezi. A 3. dbrdn
lathatok a szakirodalomban leirt, kovalens gatlok
esetében alkalmazhat¢ elektrofil csoportok [14].
Fontos szempont a ,, warhead” motivum megva-
lasztasanal, hogy az elektrofil csoport mérsékelt
reaktivitassal rendelkezzen, és csak akkor lépjen
kolcsonhatasba a tiolat anionnal, ha a vegyiilet
alapvaza masodlagos kolcsonhatasokon keresztiil
stabilizalodott a kotéhelyen, és a reaktiv atomok
egymas kozvetlen kozelében helyezkednek el. Ily
modon nagyrészt elkeriilhetd az , off-target” reak-
tivitas, és nagymértékben novelhet6 a vegyiiletek
szelektivitasa, mivel a hatas kialakulasahoz szuik-
séges koncentracioban a vegyiilet a célenzimek
kotShelyen 1évd ciszteinjéhez nagysagrendekkel
jobban kotédik az egyéb tiolcsoportot tartalmazo
molekuldknal [6, 15].

csalad tobbi tagjanak (HER2-4) aktivitasat alacsony
nanomolaris koncentracioban gatolja. A vegyiilet
tumorellenes hatdst mutat a tiid6rak és a mellrak
egyes fajtain, azonban fazis II klinikai vizsgalatok
alapjan terapids alkalmazhatdsaga megkérddjelez-
hetd, valamint dozisfliggd, esetenként sulyos toxi-
citast mutat, igy a vegyiilet fejlesztését leallitottak
[17]. A canertinibet kovette tobbek kozott a daco-
mitinib (PF-00299804) (IV), melyekkel fazis III
vizsgalatokat ~ végeztek, majd az afatinib
(BIBW2992) (V), amely 2013-ban kapott forgalom-
ba hozatali engedélyt EGFR-mutacio-pozitiv, atté-
tet add nem kissejtes tlidérak terapiajara [18].

A dacomitinib és az afatinib elektrofil csoportja
szubsztitudlt akrilamid. A kettéskotéshez kapcso-
16d6, oldhatésagot noveld alifas lanc mindkettd
esetében egy tercier nitrogénatomot hordoz, mely
egyes feltevések szerint elésegiti a cisztein tiol-
csoportjanak deprotonalddasat azaltal, hogy egy
bazikus centrumot szolgaltat a kénatom kozelében

A témaban zajlé kutatasok al-
taldban akrilamid-csoportot hor-
dozé vegytiletek eldallitasat tii-
zik ki célul, a legtobb kovalens
gatlo, mely klinikai vizsgalati
szakaszba keriilt, is ilyen cso-
porttal rendelkezik. Az akril-
amid kettdskotéséhez a cisztein
tiolat anionja Michael-addicio
soran kapcsolodik, ezért gyak-
ran taldlkozhatunk a Michael-
akceptor kifejezéssel, mely a
,warhead”-re vonatkozik.
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Masodik generacios EGFR-
gatloknak nevezik a kinaz 797-

7. dbra: Egyéb mdsodik generdciés EGFR-gidtlé anyagok
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9. dbra: Az ibrutinib szerkezete

e} MH
Z a T790M forman [15]. En-
nek kovetkeztében az
epitelidlis sejtekre toxici-
\\r,{a tast mutatnak [21], alkal-
N mazasuk esetén  ezért
Q PF-06747775 gyakran jelentkezik mel-

v XV

lékhatasként stlyos bdrki-

8. dbra: Harmadik generdicios EGFR-gdtlok

ités és hasmenés, vala-
mint tiidégyulladas, me-

[19]. Az afatiniben talalhaté dimetilaminometil-
szubsztituens tovabba megnoveli a vegyiiletek
féléletidejét a sejteken beliil, mindamellett, hogy a
vegyiilet inhibitor potencidlja megmarad [20].

Az EGFR(T790M) a szerzett rezisztencidk hatte-
rében leggyakrabban allé mutans forma, melynek
kotShelyén a 790-es metionin oldallanca sztérikus
gatat jelent a kinazolinvazas EGFR-gatlok anilinré-
szére a kotédés sordn, igy a masodik generacios
gatlok aktivitasa a vad tipuson joval erésebb, mint

+
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THR474

10. abra: Az ibrutinib kotodése a BTK-hoz a 481-es
ciszteinen keresztiil (PDB ID: 5FBO) [32]

lyek dézislimitdld faktorok az adagolds soran.

Az EGFR-gatlok harmadik generacidjat olyan
vegyiiletek alkotjdk, melyek nem kinazolinvazas
vegyiiletek, és a T790M mutans formara jelentds
gatld hatast gyakorolnak, mig a vad tipushoz affi-
nitasuk alacsony [15]. A csoport tagjainak hatasat
a T790M mutdciot hordozé betegeken vizsgaljak.
A naquotinib (ASP8273) (X) és a rociletinib (CO-
1686) (XI) fazis III vizsgalatokban vesz részt jelen-
leg is [9, 22], az osimertinib (AZD9291) (XII) alkal-
mazasat pedig 2015-ben engedélyezte az FDA [23].
Az olmutinib (BI 1482694 / HM 61713) (XIII) Dél-
Koreaban kapott forgalomba hozatali engedélyt
2016-ban, azonban a koreai allami szabalyozo
szerv, az MFDS rovidesen figyelmeztetést adott ki
a gyogyszerrel kapcsolatban, annak sulyos, ese-
tenként  haldlos  kimenetelG  bdrreakciokat
(Stevens-Johnson szindrémat, valamint a sulyo-
sabb toxikus epidermalis nekrolizist) okoz6 mel-
lékhatasai miatt [24]. Tovabbi vegyiiletek a harma-
dik generaciobol a WZ4002 (XIV), mely az els6
publikalt molekula a csoportban [25], valamint az
avitinib (AC0010) (XV), a nazartinib (EGF816)
(XVI) és a PF-06747775 (XVII), melyek a fejlesztés
korai fazisdban tartanak, és fazis I/Il vizsgalatok
zajlanak veliik [9, 15, 22, 26].

A vegyiiletek mindegyike akrilamid- vagy mo-
dositott akrilamid-csoportot tartalmaz, valamint
felfedezhet6k a reverzibilis kotédésben szerepet
jatszo elemek, a N-tartalmu heterociklus és az ah-
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11. dbra: Az afatinib kovalens kotédése az EGFR-hez (PDB
ID: 4ZAU) [16]

12. abra: Az osimertinib kovalens kétodése az EGFR-hez
(PDB ID: 47AU) [16]

hoz kapcsolddé szekunder aminocsoport, illetve
tobb molekula esetén a metoxi-szubsztituens és a
heterociklus lipofil oldalcsoportja is megjelenik.

Engedélyezett kovalens gatlok

Jelenleg harom kovalens gatldszer, az ibrutinib
(XVIII), az afatinib (V) és az osimertinib (XII)
rendelkezik FDA-engedéllyel. Mindegyik vegyii-
letet nagy eldrelépésként tartjak szamon a kinaz-
gatlokkal végzett daganatterapiaban. A dél-koreai
engedéllyel rendelkezd, és az FDA 4ltal , attorést
hozo” statuszt kapott [27] olmutinib jovéje a ked-
vezOtlen mellékhatasok jelentkezése és a gyogy-
szert 6vezd fordulatos jogi események miatt kétsé-
ges [28, 29]. A harom engedélyezett vegyiilet kova-
lens kotédési modjat a Schrodinger Suites 2015-3
szoftver segitségével abrazoltuk.

Az ibrutinib a Bruton-féle tirozin-kinaz (BTK)
gatloszere, mely csoportnak az els6 sikeres tagja.
B-sejtes limfomak terapiajaként keriilt forgalomba
2013-ban. Célenzimét 0,5 nM koncentracio-tarto-
manyban gatolja, és bar néhany tovabbi kindzra is
10 nM alatti IC,; értéket mértek [30], a klinikai
vizsgalatok soran egy jol toleralhatd vegyiiletnek
talaltak, mérsékelt mellékhatasprofillal. Hatasat
monoterdpidban és kombinacioban is vizsgaltak,
és vizsgaljak jelenleg is, B-sejtes limfomak egyes
tipusaiban szenvedd betegeken. Az eredmények
alapjan az ibrutinib t(inik a leghatdsosabb agens-
nek krénikus limfoid leukémia (CLL), kis
limfocitas limféma (SLL) és kopenysejtes limféma
(MCL) kezelésére [31].

Az afatinib jelentds gatlo hatast mutat az EGFR
tobb mutans formajdra, valamint a vad tipusra: in
vitro vizsgalatok soran az EGFR(L858R)-t 0,2-0,4
nM koriili értéknél, a vad tipusa EGFR-t 0,5 nM,
az EGFR(L858R/T790M) kett6s pontmutans for-
mat pedig 9-10 nM koncentracioban gatolja [18,
33]. A vegydiilet tovabba az exon 19-deléciot tartal-
mazo mutans EGFR-re is aktivitast mutat [34].
2013-ban kapott FDA-engedélyt, EGFR-mutacio-
pozitiv, attétet addé nem kissejtes tiiddrakban je-
lenleg els6 vonalbeli szerként alkalmazzak tobb,
mint 60 orszagban [35, 36]. A klinikai vizsgalatok
soran és Ujabb metaanalizisek alapjan az afatinib
elényosebbnek bizonyult az elsé generacids inhi-
bitorokkal, az erlotinibbel és a gefitinibbel szem-
ben, mely elény a mutaciot hordozé betegeknél
még szembetinébb [33, 34].

A legutjabb kovalens inhibitor jelenleg a piacon
az osimertinib. Két {6 aktiv metabolitja az indol-
gylri nitrogénjén demetilezett szdrmazéka, az
AZ5104, valamint a dimetilamino-csoporton de-
metilezett AZ7550; mindkét szarmazék az anyave-
gyliletéhez hasonld aktivitassal rendelkezik, rela-
tiv AUC értékiik 10-10% kortili. Az osimertinib és
metabolitjai a mutans kindzokat 1-50 nM, illetve
egyes mérések alapjan ennél is alacsonyabb kon-
centracioban  gatoljadk, az = EGFR(L858R),
EGFR(del19) és EGFR(L858R/T790M) mutdns sejt-
vonalakon mért IC, | értékei a 3-30 nM tartomany-
ba esnek, tovabba az EGFR(del19/T790M) tipuson
2-16 nM koncentracidban aktivak. Az EGFR(wt)
enzimen ¢és a vad tipust kifejezd sejtvonalakon
csak 1-3 nagysagrenddel nagyobb mennyiségben
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mutatnak gatlo hatast. Ezen feliil a hatoanyag és
metabolitjai minimalis szint( ,off-target” reaktivi-
tast mutatnak a 280 egyéb kinazon meghatarozott
szelektivitasi vizsgalat alapjan [34, 37].

A gyobgyszer szintén elérehaladott, illetve atté-
tet ado NSCLC terdpidjara kapta meg az enge-
délyt, és nagy remények fiz6dnek hozza, mint a
klasszikus EGFR-gatlokra kialakuld rezisztenciat
okozdé T790M mutans forma hatasos ellenszere.
Ezt bizonyitja, hogy jelenleg 50-nél is tobb fazis I,
IT és III klinikai vizsgalat zajlik a hatoéanyaggal,
monoterapidban vagy egyéb gyogyszerekkel kom-
bindciéban, tobbségében mutaciét horddzo,
NSCLC-ben szenvedd betegeken, és tobb vizsgala-
tot Kkifejezetten a korabban mar mas EGFR-
gatloval kezelt, de arra rezisztenciat szerzé bete-
gek csoportjain végeznek [9, 23, 38].

Kovalensen ko6t6dé vegyiiletek modellezése

A bioinformatika fejlédése a huszonegyedik sza-
zadban 0j eszkOzoket szolgaltatott a racionalis
gyogyszertervezés megujulasahoz. A molekula-
modellezd programoknak kdszonhetéen ma mar
lehetdségiink van egyebek mellett fehérjék és mas
makromolekulak teljes szerkezetének megjelenité-
sére, gyogyszervegyiiletek fizikai-kémiai tulaj-
donsagainak és ADME sajatsagainak in silico el6-
rejelzésére, valamint célenzimhez kotédésiik
modjanak energetikai és farmakodinamias jellem-
zésére. Ez utobbi funkcid a dokkolas, mely bonyo-
lult matematikai algoritmusok segitségével 4lla-
pitja meg a vizsgdlt vegyiilet energetikailag leg-
kedvezdbb konformacidjat a célenzim kotShelyé-
hez torténd kapcsolodasa soran.

Az altalunk hasznalt molekulamodellezé szoft-
ver a Schrodinger Suites 2015-3. A program Glide
nevii modulja hasznalhaté egy potencidlis vezér-
molekula (,lead”) meghatarozasara, annak HTVS
(high-throughput virtual screening) funkcidjaval.
Lehet6ségiink van egy mar meglévé ,lead” mole-
kula optimalizalasara is: kiilonb6zbéen szubsztitualt
analog vegyiileteket a program altal becsiilt koto-
dési affinitdsuk alapjan rendszerezhetjiik, és megal-
lapithatjuk a modell segitségével, mely funkcios
csoportok, molekulaszerkezeti elemek sziikségesek
a sikeres kotddéshez. A dokkolas egy reverzibilis
komplex modellt eredményez, amely megjeleniti a
ligandum és a fehérje kotShelye kozott kialakuld
masodlagos kolcsonhatasokat: hidrogénkotéseket,
Van der Waals-kotéseket, ionparokat, - mt és mt-ion
kolcsonhatasokat. A vegytilet szolvataciojanak
energiamérlegét is figyelembe veszi a program a

dokkolas végeredményének szamolasakor, melyet
kcal mol™ mértékegységben kapunk meg [39, 40].

A Glide dokkolas hasznos eszkoz a vegyiiletek
kotédési tulajdonsagainak és affinitasanak jellem-
zésére, azonban az enzimhez irreverzibilisen kap-
csolodo vegyiiletek kotédési modjat nem képes
bemutatni. Ma mar lehet6ségiink adddik a kozel-
multban egyre novekvd jelentéségi kovalens ha-
toanyagok hatasmechanizmusanak elmélyiiltebb
tanulmanyozasara is a CovDock modul segitségé-
vel. A Glide dokkolas soran megallapitasra kertilt
reverzibilis komplex szerkezetét felhasznalva ki-
valasztjuk a dokkolt vegyiiletet és a reaktiv oldal-
lanccal rendelkez6 aminosavat, melyen a kovalens
kotédés létrejon. A szoftver elsé lépésben a kiva-
lasztott aminosavat (esetiinkben a kindz reaktiv
ciszteinjét) alaninna valtoztatja, hogy a ,warhead”
térkozelségbe keriilhessen azzal, majd hozzaadja
a reaktiv oldallancot, és kotést képez a ligandum
és az adott aminosav kozott. A folyamat tébb ko-
valens komplexet eredményez a ligandum konfor-
maciojanak fliggvényében, melyek koziil az dssze-
sitett dokkolasi eredmény alapjan a legkedvezdbb
(azaz a legnegativabb kcal mol" értékkel rendelke-
z06) kertil kivalasztasra [41, 42].

A kovalens dokkolashoz ki kell valasztani a
megfelel$ kotédési hatasmechanizmust a vegytiile-
tek reaktiv csoportjaitol fliggéen. A CovDock
megadott beallitasokkal rendelkezik példaul cisz-
teinek kozott kialakulé diszulfidhid modellezésé-
re, Michael-akceptorok reakcidjara ciszteinekkel,
nukleofil addicidra kettds- vagy hdrmaskotéshez,
iminkondenzaciéra, epoxidfelnyildsra, valamint
béta-laktamok, foszfonatok vagy éppen boron-
savak addicidjara. A széles korben alkalmazott
,warheaddel” rendelkez6 vegyiiletek kovalens dok-
kolasa igy konnyen kivitelezhetd.

Kutatécsoportunk egy daganatok kialakuldsa-
ban szerepet jatszo intracellularis tirozin-kinazt
gatld vegyiiletcsalad fejlesztésén dolgozik, melyek
szerkezete jelen cikkben nem keriil bemutatasra.
Az enzim tobb tdmadhato ciszteinnel is rendelke-
zik kotohelyén, valamint annak kozelében. Az el6-
allitott anyagok néhany tagja szubmikromolos
koncentracioban gatolja a célpontjat (IC,, = 300-
600 nM), valamint az enzimet kifejez6 muténs sejt-
vonalat (IC,, = 240-540 nM). A vegyiiletcsalad egy,
a csoportunk korabbi kutatdsa sordn fejlesztett, ki-
valo szelektivitasi profillal rendelkez6 hatdéanyag-
csalad alapvazon moddositott analogjai. Az 1] ve-
gytliletek kisszamu heteroatom és funkcios csoport
mellett tartalmaznak egy elektronszegény kornye-
zet(i kettOskotést. Feltételezésiink alapjan e kettds-
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kotés megfelel6 reaktivitassal rendelkezik a koto-
hely ciszteinjéhez val6 kovalens kapcsolédashoz,
mely magyarazatot szolgaltatna a nanomolos tar-
tomanyban jelentkez6 gatlo hatasra és a szelekti-
vitasra.

Hogy megjelenitsiitk a feltételezett kovalens
komplex szerkezetét, igyekeztiink a vegytiileteket
a CovDock segitségével dokkolni. Mivel a vegyii-
letek nem tipikus ,,warheaddel” rendelkeznek, igy a
program alapbedllitasai nem voltak alkalmasak a
reakcid modellezésére. A dokkolasokhoz ezért
sziikséglink volt egy megfeleld .cdock kiterjesztésii
fajl létrehozasara, mely a reakcié mechanizmusat
tartalmazza, s melynek segitségével a program
felismeri a kettés kotést, mint reaktiv csoportot. A
fajlt a CovDock hivatalos atmutatdja [43], vala-
mint egy, a Schrodinger cég honlapjan fellelhetd
el6adas [44] alapjan szerkesztettiik meg, mely az
alabbi szoveget tartalmazza:

LIGAND_SMARTS_PATTERN 1,[C]=[C]-[c]
RECEPTOR_SMARTS_PATTERN 2,[C]-[S,O;H1,-1]
CUSTOM_CHEMISTRY (,<1>"(,charge”,0,1))
CUSTOM_CHEMISTRY (,,<1>1<2>"(,bond” 1,(1,2)))
CUSTOM_CHEMISTRY (,<2>=[C]-[c]",(,bond”,1,(1,2)))

A reaktiv csoportok meghatdrozasahoz a
SMARTS leird nyelvet kell alkalmazni, mely segit-
ségével pontosan lehet meghatarozni molekularis
alstruktarakat, mintazatokat atomok és kotések je-
16lésével. Hasonld a SMILES-hoz, de azzal ellen-
tétben nem csak teljes molekulakat lehet dbrazolni
vele, igy felhasznalhat6é molekularészletek alapjan
torténo keresésre, szlirésre vagy Osszehasonlitasra
[45, 46].

A mechanizmus fijlban meg kell adni a
LIGAND_SMARTS_PATTERN, illetve RECEP-
TOR_SMARTS_PATTERN kulcsszavakat. Utanuk
a ligandum és a célfehérje reakcioban részt vevo
részletének SMARTS nyelven irt mintazatat kell

leirni, valamint elé az indexszamot, ami jelzi, hogy
a SMARTS mintazat hanyadik eleme a reagalo
atom. Esetiinkben a ligandum szamara egy egy-
szer( vinilcsoport leirdsa megfeleld. Vegytileteink
nem rendelkeznek a Michael-akceptorok szerke-
zetében megtalalhatd oxocsoporttal, igy az alkal-
mazott [C]=[C]-[c] jelzés a Michael-akceptorok
SMARTS mintazatanak egyszertsitett formdja. A
ligandum indexszama az 1, tehat a [C]=[C]-[c] els6
szénatomja, a receptor indexszdma a 2, azaz a [C]-
[S,0;H1,-1] mintazat kén- vagy oxigénatomja.

A CUSTOM_CHEMISTRY kulcsszo és egy uta-
sitas alkalmazasaval lehet meghatdrozni a tovabbi-
akban lejatsz6do 1épéseket a [, SMARTS mintdzat”,
(,,utasitas”, érték, indexszamok)] sémara. fgy allit-
hatjuk be példaul az atomok toltésének valtozasat
(charge), a kialakul6 vagy megsz(iné kotéseket és
kotések rendliségének valtozasat (bond), kiralitas-
centrumok konfiguracidjanak valtozasat (chiral),
vagy tavozd csoportok esetében atomok elvételét
(delete). Az "<1>" jelzés a fehérje SMARTS minta-
zatanak reakcioban részt vevd atomjat helyettesiti
(esetiinkben [S,O;H1,-1]), a ”"<2>" pedig a ligand
reagald atomjat (esetiinkben [C]). A f4jl harmadik
soraban allithatjuk be a reaktiv aminosav atomja-
nak formalis toltését a “charge” sz6 utan irva (ese-
tinkben 0), valamint utdna az indexszamot feltiin-
tetve (1, tehat ”<1>"). A kovetkezd sorban allithat-
juk be a kialakuld kotés rendtiségét a “bond” uta-
sitast alkalmazva. Az ”"<1>[<2>" esetén a fiiggdle-
ges vonal jelzi, hogy a SMARTS mintdzat két
molekulat jel6l meg. A rendtiséget 1-re allitva egy-
szeres szén-kén (vagy szén-oxigén) kotést alaki-
tunk ki, mogotte pedig feltiintetjiik az indexsza-
mokat (1 és 2, tehat <1> és <2>). Az utolsd sorban a
ligandum SMARTS mintazatdban az elsé és maso-
dik atom (esetiinkben az eredeti kett6s kotés két
szénatomja, <2>=[C]) k6zotti kotés rendtiségét allit-
juk 1-re, mogotte ismét feltiintetve az indexszamo-
kat (1 és 2, tehat <2> és [C]).

Kovalens dokkoldsok eredményei kcal mol’'-ban és az anyagok célenzimen mért IC,  értékei nM-ban et
BTK EGFR(wt) célpont TK IC,,(nM)
ibrutinib -9,524 - - 0,5
afatinib - -8,584 = 0,5
AZ5104 - -8,195 - 25
osimertinib - -8,144 - 184
AZ7550 - -7,500 = 519
1. vegyiilet - - -8,777 326
2. vegyiilet - - -8,639 637
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Az Aaltalunk létrehozott, reakcidémechanizmust
tartalmazo paraméter fajlt sikerrel alkalmaztuk sa-
jat vegytileteink kovalens dokkolasahoz. A megal-
lapitott ,,cdock score”-értékek az I. tablazatban lat-
hatok, melyben 6sszehasonlité adatként feltiintet-
juk a harom kordbban bemutatott, engedéllyel
rendelkez6é kovalens vegyiilet és az osimertinib
két f6 metabolitjanak dokkolasi eredményeit, és a
molekuldk IC, -értékeit célenzimeiken. Az ered-
mények alapjan eldallitott vegytileteink valoban
képesnek tlinnek tirozin-kinaz célpontjuk irrever-
zibilis gatlasara.

A kovalens gatloszerek jovdje: problémak és
megoldasok

A kovalens kinazgatlok napjainkban mar szerves
részét képzik a tumorellenes terdpidnak. Rendki-
viil potens vegydiiletek, és irreverzibilis hatasukat
idedlis esetben csak a célenzimeken fejtik ki, ezért
racionalis gyogyszertervezés és a tudomany leg-
modernebb eszkozeinek segitségével reményt ad-
nak a ,Magic Bullet”-koncepcié megkozelitésére.
A ciszteineket célz6 hatasmechanizmus kivalo le-
het6ség a vegydiiletek szelektivitasanak és affinita-
sanak novelésére, azonban az egy csaladba tarto-
z6 kinazok evoldciésan konzervalt kotShelyén ha-
sonlo poziciot foglalhat el az adott nukleofil. En-
nek koszonhetbéen el6fordul, hogy egy kovalens
gatlo nagyfoku szelektivitast mutat célenzimére,
am azon kiviil néhany masik kinazt is hasonléan
kis koncentraciéban képes gatolni. Bar mérsékelt
reakciokészséggel és kedvezd szelektivitasi profil-
lal rendelkeznek, nem =zarhato ki az egyéb
tiolcsoportot tartalmazo entitdsokhoz vald koto-
dés, és ezaltal idioszinkrazias tiinetek megjelené-
se. Mindezek mellett a kovalens vegyiiletek vitat-
hatatlan elénnyel rendelkeznek a reverzibilis inhi-
bitorokkal szemben [15].

A harmadik generaciés EGFR-gatlok tobb kép-
viseldje is biztatd eredményeket szolgaltatott a ko-
rabban kinazgatloval kezelt, de arra rezisztenciat
szerzd betegeknél, azonban tjabb problémaforrast
jelent az ezen vegyiiletek alkalmazdsa sordn je-
lentkezd rezisztencia. Ennek oka az akrilamid ta-
madaspontjanak, a 797-es ciszteinnek a pont-
mutacidja, mely kdvetkeztében a vegyiiletek alkal-
matlannd valnak a mutdns enzim irreverzibilis
gatlasara [47]. Az osimertinibbel kezelt betegek
gyogyszerre adott valaszkészségének romlasa je-
lenleg megoldatlan probléma, azonban tobb pub-
likacié is sziiletett az elmult két évben, melyek
igéretes eredményekrdl szamolnak be. A briga-

tinib reverzibilis ALK (anaplasztikus limféma
kinaz) és EGFR-gatlo, melyet idén aprilisban en-
gedélyezett az FDA ALK-pozitiv, attétet ado
NSCLC indikacidban, crizotinibre mar nem reaga-
16, vagy arra intolerans betegek szamara [48]. A
vegyiilet EGFR-ellenes antitesttel (cetuximab vagy
panitumumab) kombinacioban valé alkalmazasa
in vitro és in vivo is képes gatolni a harmas mutans
EGFR(C7975/T790M/L858R) enzimet, és az azt ki-
fejez6 Ba/F3 sejtvonal szaporodasat [49]. Hasonlo-
an jo eredmények sziilettek az EAI045 nev(
allosztérikus inhibitor és cetuximab egyideji ada-
saval, mely szintén gatolni képes a harmas mu-
tans format, és genetikailag moddositott egerek
tumorméretének csokkenése igazolta a kombina-
cid hatasossagat in vivo is [50].

A monoterdpia hatastalansaga esetén, ahogy ez
utdbbi két példa is mutatja, lehetéség van a kom-
bindacids terdpia alkalmazasara. Jollehet, a kinaz-
gatlok onmagukban nem nyujtanak teljes megol-
dast egyes daganattipusok lekiizdésében, azonban
egyéb tumorellenes gyogyszerek, példaul mono-
klonalis antitestek kiegészitd kezeléseként hasz-
nalhatok, és a szinergista hatdsmdd kovetkeztében
a gyogyszerek individuadlis adagja csokkenthetd.
A kombinacié elénye tovabba, hogy a két kiilon-
b6z6 gyodgyszerre kialakulo rezisztencia okai elté-
réek lehetnek, igy ha az egyik hatasa csokken, azt
ellensulyozni képes a masik.

ErthetSen nagy a hangstily az EGFR-gatlokon,
hiszen e receptor rendellenességei allnak szamos
daganat kialakuldsanak hatterében. Hogy mit tar-
togat a jové a kovalens kinazgatlok fejlesztése
szempontjabdl, egyeldre kérdés, azonban, az egye-
dilallé BTK-gatlo ibrutinib példajat véve alapul,
szamos lehetéség kindlkozik a fejlesztésiikre.
Tobb onkogenezisben szerepet jatszo kindzra még
nem fejlesztettek ki terdpidban sikeresen alkal-
mazhatd molekuldt, és ezen kindzok kozott akad-
nak olyanok, melyek tdamadhato ciszteinnel ren-
delkeznek [8]. Az engedélyezett kindzgatlé mole-
kuldk szamanak folyamatos novekedése alapjan
igy feltételezhetd, hogy a kozeljovében tjabb ko-
valens gatloszerekrdl szolo publikacidkkal talal-
kozhatunk a szakirodalomban.
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Innovativ technologiaju ciprofloxacin-hidroklorid tartalmu szaraz
porinhaldcids rendszer fejlesztése
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Summary

E. Benkg, P. SzaB6-Rivisz, R. Amsrus.: Development
of ciprofloxacin hydrochloride containing dry powder
inhalation system with an innovative technology

Introduction: There are different types of dry powder inha-
lation systems (DPIs) called traditional (carrier-based) and
new generation (carrier-free) formulations which are used
throught industrial production and development works. How-
ever application of newer formulations could offer new devel-
opment trend sin this filed.

Aim: The aim of the experimental work was the develop-
ment of an innovative technology (application of spray-dried
drug on the modified surface of carrier) to reach DPI contain-
ing antibiotic (ciprofloxacin hydrochlorid) with the advan-
tageous properties of carrier-based and carrier-free systems,
therefore resulted high lung deposition.

Method: Interactive physical mixtures were prepared by
controlled conditions using lactose for inhalation, raw and
spray-dried ciprofloxacine hydrochloride. Surface modifica-
tion by masnesium strearate was also applied. The prepared
samples were characterized by physico-chemical and dosage-
form investigations.

Results: The surface modification and the applied innova-
tive technology resulted high lung deposition. Investigation of
interparticular interaction a correlation between the physico-
chemical properties and lung deposition results of DPIs.

Conclusion: According to our results it could concluded,
that there is raison d'etre of application .The prepared sam-
ples presented nearly the same lung deposition (~70%) like the
new generation DPIs.

Keywords: DPI, combinated formulation, interparticulate
interactions, surface modification of carrier, ciprofloxacin hy-
drochloride

Osszefoglalds

Bevezetés: Jelenleg a szdraz porinhaldcids rendszerek (DPI,
dry powder inhaler) esetén hordozé alapii és 1ij generdcids
(hordozdémentes) rendszereket dllitanak eld gydri, illetve kisér-
leti fiizis szintjén is. Erdemes meguizsgdlni mds formuldciok,
Osszetételek megualdsithatdsdgat, 1ij fejlesztési irdnyvonalat
inditva ezen a teriileten.

Célkitiizés: Az experimentdlis munka célja olyan innova-
tiv formuldldsii, antibiotikum (ciprofloxacin-hidroklorid) tar-
talmii DPI készitmény fejlesztése (porlasztva sziritott hato-
anyag alkalmazdsa hordozé feliiletén), amely magdba 6tvizi
a klasszikus hordozd alapui és az 1ij generdcids DPI rendsze-
rek elényds tulajdonsdgait, kiemelkedd tiidddepoziciot ered-
ményezve. Tovdbbi célunk Osszefiiggések keresése az elddlli-
tott termékekben fellépd interpartikuldris kolcsonhatdsok és a
tiidédepozicios eredmények kozott.

Moédszerek: Kontrolldlt koriilmények kozott interaktiv fi-
zikai keverékeket dllitottunk eld inhaldcios laktoz, valamint ke-
zeletlen és porlasztva-szdritott ciprofloxacin-hidroklorid ese-
tében is. Magnézium-szteardttal feliiletmddositott hordozot
tartalmazo termékeket egyardnt készitettiink.. A mintdkat fi-
zikai-kémiai vizsgdlatokkal és gydgyszerforma-vizsgdlattal:
jellemeztiik.

Eredmények: Innovativ formuldlds alkalmazdsdval legfo-
képp a feliiletmddositott terméknél sikeriilt figyelemre mélto
tiidédepozicios eredményt elérniink. Interpartikuldris kélcson-
hatdsok vizsgdlata révén Osszefiiggést taldltunk az interaktiv
fizikai keverékek fizikai-kémiai tulajdonsdgai és tiidddepozicids
eredményei kozott.

Kovetkeztetések: Az eredmények alapjin megallapithatd,
hogy a innovativ formuldldsii DPI készitmények fejlesztésének
van létjogosultsiga., Az elddllitott mintdink figyelemre méltd
tiidddepozicios eredményei (~70%) felveszik a versenyt az iij
generdciés DPI készitményekével.

Kulcsszavak: szdraz porinhaldcids rendszerek, innovativ
formuldldsii DPI, interpartikuldris kolcsonhatdsok, hordozd
feliiletmddositdsa, ciprofloxacin-hidroklorid

1. Bevezetés, az experimentalis munka
célkittizése

Formulalasuk tekintetében a DPI készitmények ha-
gyomanyos hordozo alapt, valamint hordozémen-
tes (Uj generacios) rendszerek lehetnek. A forga-
lomban — egy-két kivételtdl eltekintve — a hagyo-
manyos formulalast készitmények taldlhatdak

meg. A nagyméretii hordozok felhaszndldsa eldnyds
olyan hatéanyagokndl, amelyek erds koheziv sajitsigok-
kal birnak, pozitivan befolydsolja a termék folydsi tulaj-
donsdgait, kis mennyiségii hatéanyag dozirozhatdsiga
pontosithato, illetve az inhaldcid sordn a szdjiiregben de-
pondlddott hordozo ize megerdsiti a betegben a termék si-
keres haszndlatinak tényét. Viszont az ilyen for-
mulalasa termékek (gyari készitmények) tobbsége
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még alacsony tiidédepozicios értékekkel rendelke-
zik (~20-30 %-os FPFE, finom részecske frakcios ér-
ték), tehat a hatdanyag kis szazalékban éri csak el a
tiidd megfelel6 szegmenseit, mert a nagyméret(i
hordozon maradt jelentés mennyiségti farmakon a
felsé légutakban kitapad. A hagyomanyos szdraz
porinhaldcios rendszerek esetén fellépd inter-
partikularis kolcsonhatdsokkal kevés tanulmany
foglalkozik nemzetkozi szinten is, pedig ezek alap-
vetd befolyassal rendelkeznek a készitmények
pulmonalis depozicidjara vonatkozodan [1].

Az 1j generacids DPI rendszerek tekintetében
megfeleld segédanyagok és technoldgiai megolddsok — el-
sOsorban porlasztva szaritas - alkalmazdsdval a
nagyméreti hordozok felhasznalasa kikiiszobolhe-
tové valt. Viszont, ezen rendszerek is csak hozzave-
t6leg 50-60%-os FPF eredményekkel rendelkeznek,
a hatoanyag szemcsék kozott kialakuld, kimutatha-
toan magas koheziv sajatsagok miatt [1-3].

Az antibiotikumok alkalmazasa tlid6fibrdzis
kezelésében mar régre visszanyulik, ugyanis az
Abbot Laboratories mar 1948-ban kifejlesztette a
penicillin por tartalma inhaldcidés aerohalert. A
bakteridlis léguti fertézések leggyakoribb kezelési
modjat jelenleg is az egyszeri vagy kombinalt anti-
biotikumok nagy doézisainak oralis beadasa jelen-
ti, amelyek stlyos mellékhatasokkal jarhatnak. Az
antibiotikum tartalmti DPI rendszerek fejlesztésé-
vel ezen betegségek lokalis kezelése valik lehetd-
vé. Igy a tiidészovetben magas hatéanyag-kon-
centracio érhetd el, kisebb dozisok alkalmazasa
elegend6 az ordlis terdpidhoz képest, csokkent
szisztémas antibiotikum expozicidval és alacso-
nyabb toxicitasi kockdzattal is szdmolhatunk [4].

Munkank célja olyan innovativ formulalasu, an-
tibiotikum tartalma DPI készitmény fejlesztése
(porlasztva szaritott hatoanyag alkalmazasa hor-
dozo feliiletén), amely magdaba 6tvozi a klasszikus
hordozé alapti és az 4j generacios DPI rendszerek
elény0s tulajdonsagait, kiemelkedd tiidédepozi-
cios eredményt mutatva. Ezaltal innovativ for-
muldldsa DPI rendszer eldallitasat terveztiik
ciprofloxacin-hidroklorid felhasznalasaval, magas
tiidédepoziciés eredmények elérése érdekében.
Tovabba azonos eldallitasi paraméterek mellett
mikronizalt ciprofloxacin-hidroklorid alkalmaza-
saval referencia mintak el6allitasat végeztiik a
vizsgalati eredmények megfeleld kiértékelhetdsé-
ge szempontjabol. Célunk a fentebb emlitett forga-
lomban levé DPI-k FPF értékeinek meghaladasa
és Osszefliggések keresése az eldallitott termékek-
ben fellépd interpartikularis kolcsonhatasok és a
tiidédepozicios eredmények kozott.

2. Alkalmazott anyagok

Az experimentalis munka soran ciprofloxacin-
hidroklorid (Cip-HCI) (Teva Gyodgyszergyar Zrt.,
Debrecen, Magyarorszag) tartalmu Osszetételeket
allitottunk el6 pulmonalis gydgyszerbevitel célja-
bol. A Cip-HCl hatastanilag a fluorokinolinok cso-
portjdba tartozo antibiotikum. Hatdsat a DNS
girdz enzim és a topoizomeraz IV gatlasaval éri el.
Hatdsos Gram pozitiv baktériumok, pl. Staphylo-
coccus, Bacillus fajok és a legtobb Gram negativ
mikroorganizmus, pl. Pseudomonas fajok ellen is.
Kutatdcsoportunkban, illetve nemzetkozi szinten
is fejlesztés alatt allnak ciprofloxacin alapti DPI ké-
szitmények cisztas fibrozisban szenvedd betegek
kroénikus tiidéfertézésének kezelésére [4, 5].

Nagyméretti hordozoként a-laktéz-monohidritot
alkalmaztunk. Gyari készitmények vonatkozasa-
ban — egy-két kivételtdl eltekintve — csak laktoz fel-
hasznalasaval eléallitott hordozo6 alapu forgalma-
zott készitményekkel taldlkozhatunk [1]. Felhasz-
nalhatosagat aldtdmasztotta, hogy oralis készitmé-
nyek segédanyagaként mar régota hasznalt, tehat
biztonsagos és megfeleld stabilitasi profillal rendel-
kezik. A legnagyobb szazalékban a szajiiregben és
a torokban depondlédik nagy mérete révén. A
nyalban jelenlevd bakteridlis enzimek altal hidroli-
zalodik vagy lenyelés esetén a bél enzimjei meta-
bolizaljak. A tiidébe lejutott laktdz szemcsék gyor-
san felszivodnak, majd metabolizalédnak, végiil a
vizelettel tiriilnek [6]. Az altalunk felhasznalt
Inhalac®70 (IH 70) (MEGGLE Group, Wasserburg,
Németorszag) magas mindségli, megfelel6 mikro-
bioldgiai tisztasagu kritalyos laktdz, amely kifeje-
zetten DPI-ok segédanyagaként hasznalatos [7].

A nagyméret(i hordozo feliiletének kezeléséhez
magnézium-sztearatot (MgSt) (Sigma-Aldrich Kft.,
Budapest, Magyarorszag) vettiink igénybe. Szi-
lard gyogyszerformak esetében (pl. tablettak) lub-
rikansként/kenbanyagként/; glidansként és anti-
adheziv tulajdonsaga révén széles korben alkal-
mazott segédanyag. Tanulmanyok bebizonyitot-
tak, hogy szaraz porinhaldcids készitményekben
is van segédanyagként létjogusultsaga. Hordozd
alapu DPI termékekben hozzajarul a por aramla-
sanak javulasahoz, az interpartikuldris kolcson-
hatasokat kedvezden befolyasolja, illetve el6segiti
a farmakon szemcsék felszabadulasat és diszper-
ziojat a nagyméreti hordozd feliiletérdl. Tovabba
az is bebizonyosodott, hogy magas paratartalom
esetén javitja a DPI készitmény nedvességgel
szembeni ellendllasat [8]. A tiid6 mélyebb szeg-
menseibe csak jelentéktelen mennyiségi magné-
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zium-sztearat jut le, amely nem jar negativ hata-
sokkal [9]. A fentebb emlitett kedvezd tulajdonsa-
gai révén a magnézium-sztearat felhasznalasat se-
gédanyagként jovahagytak inhaldcids terdpidban
val6 alkalmazasra [10]. A Magyarorszagon forgal-
mazott DPI-ok koziill az Anoro® (Glaxo Group
Ltd.), a Foster® Nexthaler® (Chiesi Pharmaceuticals
GmbH), az Incruse® (Glaxo Group Ltd.), a Relvar®
Ellipta® (Glaxo Group Ltd.), a Seebri® Breezhaler®
(Novartis Europharm Ltd.) és az Ultibro®
Breezhaler® (Novartis Europharm Ltd.) inhalacios
porok tartalmaznak magnézium-sztearatot [11]. A
megnevezett készitményeket mind az utdbbi 6t
évben engedélyezték [12].

3. Mintak eloallitasa
Porlasztva szaritds

A porlasztva szaritds — mint hatéanyag mikro-
nizalasi modszer — DPI rendszerek elGallitasa so-
ran széles korben alkalmazott technoldgiai eljaras.
Alkalmazasaval javulnak a részecskék aerodina-
mikai tulajdonsagai, pl. alacsonyabb sfirtiség, po-
rozusabb szerkezet, megvaltozott morfoldgia jel-
lemzi 6ket, a kiindulasi szemcsékhez képest [13].

Ujszerti formulélas kivitelezéséhez (porlasztva
szaritott hatoanyag alkalmazdasa nagymeéreti hor-
dozo feliiletén) el6szor a ciprofloxacin-hidro-
klorid, mint vizoldékony s6 porlasztva szaritasara
volt sziikség. Az adott hatéanyag 0,50 g-jat 89,5 g
desztillalt viz és 10,0 g 96%-0s etanol elegyében ol-
dottunk, ezaltal szem el6tt tartva, hogy az etanol
elényosen befolyasolja a termékek aerodinamika-
jat. A porlasztva szaritas soran fuvokas (pneu-
matikus) porlasztva szdritd berendezést (Biichi
Mini Spray Dryer B-191) vettiink igénybe. Kutato-
csoportunk korabbi kutatdsi eredményei alapjan
az alabbi fébb beallitasi paramétereket alkalmaz-
tuk a porlasztva szaritds megvalositasara: a szaritd
leveg6 beallitott hdmérséklete (T, ) 140 °C. A kime-
nd hémérséklet (T ) 78 °C, ami a ciprofloxacin-
hidroklorid olvadaspontja alatt van. A szarito leve-
g6 aramlasanak erdssége (Asp.) 75%, a mintaada-
golo pumpa fordulatszama (Pump.) 005%, a stri-
tett leveg6 aramlasi sebessége (Air flow) 600 1/6ra.
Ezen paraméterek befolyasold hatassal birnak a
porlasztas soran kialakuld részecskék méretére,
morfoldgidjara, a szemcseméret eloszlasara, a
szem csék porozitdsara és nedvességtartalmara is.

Turbula-keverés

Mikronizalt,szitalt
hatéanyag

NaLyerLlu hordozo
~ 200 um

Turbula-keverés

Porlasztva-szaritott
hatéanyag (szférikus)

~1-5 um Q

Turbula-kever6 alkalmazasa-
val alakitottuk ki a nagymére-
t hordozobdl (IH 70) és a por-
lasztva-szaritott hatéanyagbol
(Cip-HCl-spd) allé6 innovativ
formulalasnak szamitd inter-
aktiv fizikai keveréket. El6alli-
tottuk az emlitett formulacid
olyan valtozatat is, ahol a hor-
dozét el6zetesen magnézium-
sztearattal (MgSt) feliiletkezel-
tiik. A megfelel6 szemcsemé-
ret (mikronizalt) alkalmazasa
céljabol szitalt (25 mikrométer
fonalkozi tavolsag), kristalyos
ciprofloxacin-hidroklorid (Cip.
HCl-szitalt) felhasznalasaval
pedig azonos eldallitasi para-
méterek hasznalataval készi-
tettlink a kiértékelés soran re-
ferenciaként alkalmazott min-
takat (1. dbra).

A termékek eldallitasi pa-
ramétereit irodalmi adatok

|
%‘t

(jobb) hatéanyag DPI formuldldsa

1. dbra: A gydri hagyomdnyos elddllitdsnak megfeleld (bal) és mddositott habitusii

alapjan definialtuk, igy a hor-
dozo-hatdéanyag tomegarany
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minden esetben 10 az 1-hez [14] volt. A hordozo
elézetes feliiletkezelése 4 oras Turbula-keveréssel
[15] tOrtént a termékre vonatkoztatott 2% m/m
magnézium-sztearat [16] alkalmazdasaval. A hato-
anyag tartalmu interaktiv fizikai keverékek eléal-
litdsa fél ora turbulazast igényelt [17]. Az I. tabla-
zatban keriilnek feltiintetésre a kisérletek soran
vizsgalt mintdink Osszetételei.

4. Vizsgalati moédszerek
Részecske méret, morfoldgia

Malvern Mastersizer 2000 Scirocco (Malvern Inst-
ruments Ltd., Worcestershire, UK) berendezéssel
vizsgaltuk a felhasznalt hato- és segédanyagok, il-
letve a porlasztva szaritott hatéanyag szemcsemé-
retét. Porok mérése révén szaraz feltétet alkalmaz-
tunk. A késziilék a porokat (megkozelitdleg 0,5 g
tomegl mintakat) a leveg6ben aeroszolla alakitja
2,0 bar nyomason. Az elvégzett szemcseméret
meghatdrozast kovetéen megszerkesztheté a
szemcseméret-megoszlasi gorbe és a granulomet-
riai (Osszeggorbe) is. A mintdk jellemzd paraméte-
rei a fentebb emlitett gorbék alapjan megadhato-
ak, azaz D[0.1], D[0.5], D[09] az a méret (um),
amelynél a részecskék 10%-a, 50%-a, 90%-a kisebb.

Pasztazo elektronmikroszkdép (Hitachi S-4700,
Hitachi Scientific Ltd., Japan) alkalmazasaval ha-
taroztuk meg a részecskék habitusat és morfoldgi-
ajat. Arany-palladiummal (Bio-Rad SC 502, VG
Microtech, Anglia) vontuk be a vizsgalt szemcsé-
ket, majd 1,3-13 mPa nyomasu leveg6t vettiink
igénybe, a mintak feliiletén elektromos vezetés ki-
alakitasa céljabol.

Szerkezeti vizsgdlatok

A fizikai sajatsagok és a kristalyos jelleg jellemzé-
sére porrontgen diffrakcios (XRPD, X-ray powder

diffraction) vizsgalatokat alkalmaztunk. Ezen tu-
lajdonsdgok mérésére Bruker D8 Advance dif-

fraktométert (Bruker AXS GmbH., Karlsruhe, Né-
metorszag) hasznaltunk. A sugarforrds: Cu KAI
sugarzéas (A = 1,5406 A). Egységesen 40 kV fesziilt-
ségen és 15 mA dramerdsségen tortént a beolvasas
3°-t6l 40°-ig (20), a szkennelési sebesség 0,1%/min,
lépéskoz pedig 0,01°. A rontgen kalibralasat szilici-
um koronggal végeztiik. Eredményeink kiértékelé-
sére DIFFRACT plus EVA szoftvert hasznaltunk. A
diffraktogramokat Ka2-vel korrigaltuk, simitottuk
és alapvonal-korrekci6 elvégzése utan értékeltiik.

A termoanalitikai méréseket Mettler Toledo
STAR:e késziilék (Mettler Inc., Schwerzenbach, Svdjc)
segitségével végeztiik. A differencidlis pasztazo ka-
lorimetria (DSC) méréseket argon gaz dramoltatasa-
val (10 1/6ra), 2-4 mg-os mintaval 25-350 °C kozott,
10 °C/perc flitési sebességgel hajtottuk végre.

Nedvesedési peremszig meghatdrozdsa és a beldle
szdmolt dsszefiiggések

A nedvesedési peremszdg meghatarozasat OCA
cseppkontur analizald késziilékkel (Dataphysics
OCA 20, Dataphysics Instruments GmbH, Német-
orszag) végeztiik. Alapanyagok és termékek ese-
tén is 0,10 g-ot kimérve pasztillat préseltiink 1 ton-
na préserdvel, Specac (Specac Inc.,, USA) hidrauli-
kus prést alkalmazva. Minden vizsgalt mintabdl
hat préselményt készitettiink. EbbSl harom pasz-
tilla feliiletére 4,8 pl desztillalt vizet (polaris folya-
dékként) és a masik haromra pedig 2 ul dijod-
metant (diszperzios folyadékként) cseppentettiink.
Igy mintdnként harom parhuzamos vizsgélat
alapjan kaptuk meg a nedvesedési peremszoget a
két eltérd folyadék esetén. A cseppentéssel meg-
egyezd idében a késziilék segitségével masodper-
cenként felvételt készitettlink 1-25 masodperces
iddintervallumban, igy valt lehetévé a peremszog
valtozasanak detektalasa, illetve meghatarozasa.
Wu modszere, egyenlete altal valik lehetévé két
eltérd folyadékban, esetiinkben desztillalt vizben és
dijodmetanban detektalt nedvesedési peremszog
(©) alkalmazasaval a mintak hatarfeliileti/feliileti

L. tdblazat
Vizsgilt mintdink Osszetétele tomeg alapjdin

Mintak Cip-HCl-szitalt Cip-HCl-spd IH 70 MgSt
Cip-HCl-szitalt X - - -
Cip-HCl-szitalt+IH70 02g - 20g -
Cip-HCl-szitalt+IH70+MgSt) - 02g 1,956 g 0,044 g
Cip-HCl-spd - X - -
Cip-HCl-spd+IH70 - 02¢g 20¢g -
Cip-HCl-spd+(IH70+MgSt) - 02¢g 1,956 g 0,044 ¢
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szabadenergidjanak (y) kiszdmolasa. Az anyag felii-
leti szabadenergidja (y,) definicio szerint az a sza-
badenergia valtozas, amely a feliilet egy egységnyi
novelésekor bekovetkezik. Ez két részbdl tevodik
Ossze: egy diszperzids részbdl (y?) és egy polaris
részbdl (y?), ezaltal (y, = y*+ y?). A folyadékok feliile-
ti fesziiltsége (1, = v+ 17). ) irodalmi adatok alapjan
ismert, desztillalt viz esetében y/= 21,8 mN/m, y/=
51,0 mN/m, igy 7, = 72,8 mN/m. Dijédmetan vonat-
kozasaban y! = 50,8 mN/m, y” =0 mN/m, ezaltal y,=
50,8 mN/m. A Wu egyenletben ennek kovetkezté-
ben mar csak két ismeretlen marad: a vizsgalt szi-
lard anyag diszperzids v/, illetve polaris kompo-
nense (y7). Ezek kifejezhetéek két egyenletbdl, azaz
a Wu egyenletbe behelyettesitjiik a desztillalt viz-
ben mért peremszog értéket és a desztillalt viz iro-
dalmi adatait, a masik egyenletbe pedig ugyanezt
elvégezve a dijodmetan esetén [18-20].
Wu egyenlete a kovetkez6 [18]:

Ay | A0riyy)

(I4+cos@)y1=
(AR IR

ahol O = a nedvesedési peremszog; y = hatarfeliile-
ti fesziiltség; s = szilard fazis; | = folyékony fazis; d
= diszperzios komponens; p = poldris komponens

A feliileti szabadenergia (y,) és a polaris kompo-
nens (y?) ismeretében kiszamolhat6 a mintak pola-
ritasa az alabbi Osszefliggés szerint [20]:

(y?/v,)*100

A kohézidés munka (W) egyszerlien szamolhat6 a
feliileti szabadenergia (y,) kétszereseként [20]:

W_=2%(y)

A két kiilonboz6 anyag (képletben 1-es és 2-es sza-
mokkal jelolve) kozott értelmezhetd adhézios
munka (W) meghatarozhaté az eddig kiszamolt,
anyagra jellemz6 diszperzids (y?), illetve polaris
komponens (y?) értékekbdl, melyek jelen képlet
esetén y7-nek, illetve y“-nek felelnek meg [20].

"s
Vld + 7”;

PP
+?’|J’2

W, =4
¥+

Az adhézios er6 (F ) meghatarozasara tobb mo-
dell is ismeretes, jelen munkank soran a

Derjaguin-féle megkozelitést vettiik igénybe, mely
a gyogyszertechnoldgidban rendszerint alkalma-
zott [18]:

R.iR
Fagn = Zn(ﬁ)wadh

ahol R, és R az A és B részecske sugara, melyek
kozotti adhézios kolcsonhatast vizsgaljuk. R mére-
tét felhasznalt alapanyagonként a szemcseméret-
analizis soran meghatarozott D[0.5] érték feleként
hataroztuk meg.

A szétteriilési egylitthato (S,,) azt mutatja meg,
hogy az egyik anyag (1) a masik anyag feliiletén
(2) mekkora valoszintiséggel teriil szét. Forditott
esetben is kiszamolhatd. Kétkomponenst rendsze-
rek sordn az eloszlas jellemzésére szolgal. Ez egy
dimenzié nélkiili szdm. Energetikailag kedvez6 a
szétteriilés, amennyiben pozitiv értékli az egydiitt-
hato, illetve minél nagyobb ez a szam, annal ked-
vezObb szétteriilést jelez. Esetiinkben a hatdanyag
szétteriilését tudjuk jellemezni a nagyméret(i hor-
dozo feliiletén. Az egyiitthato, illetve forditott ese-
te az aldbbi képlettekkel szamolhatoak ki [18, 20]:

d
2

Yi7V2
Y+

d
Y
1d+

N
'Yfl""Yz 2

S, =4

Vs 1
y+ys 2

| rr
Szl _4 d d
Y+ 1

ahol y¢ a feliileti szabadenergia diszperzids része,
a y? a feliileti szabadenergia poldris része és y a
teljes feliileti szabadenergidja annak a komponens-
nek, amelynek szétteriilését vizsgaljuk a masik
komponensen.

In vitro aerodinamikai vizsgdlat

Mintak aerodinamikai paramétereinek (FPF,
MMAD) meghatdrozasara (részletezve 5. pontban) a
Copley cég (Copley Scientific Ltd, Nottingham,
Egyesiilt Kiralysag) altal forgalmazott Andersen-fé-
le kaszkadimpaktort (ACI, Andersen Cascade
Impactor) (2. dbra) vettiik igénybe. Ez a tiidémodell
a VIIL. Magyar Gyogyszerkonyvben hivatalos (,D”
késziilék). Az ACI nyolc kiilonb6z6, lefelé haladva
csokkend porusatmérdjl szinttel rendelkezik és az
azokon elhelyezkedd felfogotalcakkal (2. dbra). Ez-
zel modellezve a tiid6 egyre kisebb atmérdjii gene-
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racidit. Az ACI-ban a vakuum-pumpa altal generalt,
belégzést modellezd levegd a késziilékben szinten-
ként nekititkozik a szinthez tartozo felfogotalcanak.
A tdlca és a késziilék fala kozti résen a levegd len-
tebb halad a soron levd szintre, minden szintlépés
soran a leveg6 180-os fordulatot ir le [21, 22].

A Kkisérleteink soran a mintakat specidlis ke-
mény zselatin kapszuldba (transzparens, 3-as mé-
ret, Capsugel, Németorszag) mértiik be [24]. A
pulmonalis hatéanyag bevitel esetén a farma-
konok alacsonyabb doézisanak alkalmazasa ele-
gendd az oralis dozishoz képest, pontosabban egy
tizedét alkalmazzak. Példaul szalbutamol esetén
az oralis dozis 2-4 mg felnbttek esetén, mikdzben
az inhaldciés do6zis 200 pg [25]. Ebbdl adéddan a
kapszuldkba toltott mennyiségeket gy hataroz-
tuk meg, hogy esetiinkben termékenként a hato-
anyagtartalom 10 mg [4] legyen. Ez a tomeg felel
meg a ciprofloxacin oralis dozis érték tizedének.
Teszteléseink alkalmaval Breezhaler® tipusu inha-
latort vettiink igénybe. Ebbe az eszkdzbe helyez-
tilk a mar megtoltott kapszulat, majd egy hataro-
zott mozdulattal a késziilékbe épitett tli segitségé-
vel lyukasztottuk ki azt. fgy valt lehetévé a minta
beinhalaltatasa a tidémodellbe. A mérések alkal-
maval 60 1/perc-es aramlasi sebességet és 4 masod-
perces belégzési id6tartamot allitottunk be in vitro
tiidédepoziciés vizsgalataink soran. Minden
egyes vizsgalat el6tt az ACI felfogotalcait feliilet-
aktiv anyaggal vontuk be (Spam 80+ciklohexan ol-
dat 1+99 tomegaranyu elegyével), igy lehetséges a
tobbszori beinhaldltatds a kaszkadimpaktorba
anélkiil, hogy a mar a talcakra el6zetesen kitapadt
részecskék lesodrédndnak [26]. Az ACI szintjeire
kitapadt por mennyiségek ismeretében Kaleida
Graph kiértékel6 program alkalmazasaval haté-
roztuk meg a szamunkra fontos informaciot jelen-
t6 FPF és MMAD értékeket.

II. tablizat
Részecskeméretek (median) és a beldliik szamolt

sugar értékek

Vizsgalt anyagok | D [0.5] (um) R (um)
Kezeletlen Cip-HCI 10,51 5,26
Cip-HCl-szitalt 5,09 2,54
Cip-HCl-spd 1,94 0,97
IH70 215,00 107,50
MgSt 6,92 3,46
IH70+MgSt 174,32 87,16

5. Eredmények értékelése
Részecske méret, morfoldgia

A szemcseméret analizis soran D[0.5] (median) ér-
ték meghatdrozasa volt fontos szamunkra, amely
alapjan értékelni tudtuk azt, hogy az alkalmazott
kiindulasi hatéanyagok és a porlasztva szaritott
minta inhaldciés alkalmazasra megfelel6 méret-
tartomanyban helyezkednek-e el. Tovabba D [0.5]
érték feleként meghataroztuk az R (sugdr) értékét
a felhasznalt anyagok vonatkozasaban, amelynek
ismeretére az adhézids erd (F ;) kiszamitasahoz
elengedhetetlen.

A II tablazatban feltiintetett eredmények alap-
jan megallapithato, hogy a kezeletlen Cip-HClI,
amelybdl Cip-spd-t porlasztva szaritassal készitet-
titk nem felel meg az inhaldcids terdpia szempont-
jabol ajanlott (~1-5 pm-es) mérettartomanynak. A
referenciaként vizsgdlt, szemcseméret optimaliza-
las céljabdl szitalt hatdanyag (Cip-HCl-szitalt) és a
fejlesztés kozéppontjdban allo mintak alapjaul szol-
gal6 Cip-HCl-spd atlagos mérete mar a kovetelmé-
nyekhez igazodik. A szemcseméret-analizis is ala-
tamasztja az IH 70 nagyméreti hordozé mivoltat.

A pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvé-

int. 8,0~
1.szint. 5,8-9,0
2.szint: 4,7-5,7 pm

3.5zint; 3,3-4.6 ym__ g ;
4 szint: 2,1-3,2 pm |
5.szint: 1,1-2,0 ym_

B.szint: 0,7-1,0 pm

7.szint: 0,4-0,6 pm

s20ré: < 0,4 pm

telek révén a kiindulasi anya-
gok morfologiajat és habitu-
sat tanulmanyoztuk, a termé-
kek vonatkozasaban pedig a
hatéanyag hordozé feliiletén
valo eloszlatottsagardl szerez-
tunk ismereteket, illetve az
egyedi részecskék szemcse-

7. e méretérdl is tovabbi informa-
;o ciokat nyertiink.
" ! A SEM felvételek (3. dbra)
*. alapjan megallapithat, hogy

a kezeletlen Cip-HCl (A) ese-

2. dbra: Az ACI szintjei, mérettartomdnyok és az dramlds szemléltetése [21, 23]

tén valtozatos alaku, egyenet-
len felszinG kristalyokrol be-
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B C

elektronmikroszkdpos felvétele

3. dbra: Kezeletlen Cip-HCI (A), Cip-HCl-spd (B) és IH70 (C)

letkezelés esetén (B) makro-
porusos (porusatmérd 10 pm
feletti) az alkalmazott hordo-
z0 feliilete. Ez is magyaraza-
tul szolgal a tapasztalt eltérd
hatéanyag elteriilés jelensé-
gére [1].

Szerkezeti vizsgdlatok

szélhetiink, amelyek pulmonalis alkalmazasra
nem megfeleld mérettiek. Ezzel szemben a Cip-
HCl-spd (B) mélyedéseket tartalmazo, szférikus
morfoldgidji, homodiszperz minta. Az IH 70 (C)
vonatkozasaban nagyméret(i, sima felszinti, hasab
alaku, kozel romboéder formaju szemcséket 13-
tunk.

Elektronmikroszkdpos felvételeket készitettiink
(4. abra) annak céljabdl is, hogy tanulmanyozzuk,
milyen modon befolydsolja a magnézium-sztearat
a hordoz¢ felszinét és ezaltal a szerepét a formu-
lalasban. Jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a
porlasztva szaritott, szférikus morfoldgiaju hato-
anyag hordozéhoz kotddése kapcsan, mivel felii-
letmoédositas nélkiil (A) egyenletes eloszlast, mig
feliiletkezelés estében (B) bizonyos mértékii hato-
anyag koncentralodast tapasztaltunk.

Megallapitottuk, hogy a magnézium-sztearat a
hordozé aktiv helyeit betoltve modositotta a ha-
téanyag hordoz¢ feliiletén valo elteriilését és ez-
altal feltételezhetéen az interpartikuldris kol-
csonhatasokat is befolydsolhatja. Véleményiink
szerint hatdssal van a nagyméret(i hordozo6 felii-
letének porozitasara is. Feliiletmddositas nélkiil
(A) mikroporusos (pérusatméré 1-10 um), felii-

Mikropdérusos
feliiletti hordozé

Makropdrusos
feliiletii hordozo

F
-

SEM = pisztizo
clektronmikroszkép
.p

ot

Sematikus dbra

4. dbra: Cip-HCl-spd+IH 70 (A) és Cip-HCI-
spd+(IH70+MgSt) (B) elektronmikroszkdpos felvétele,
illetve a hordozo feliileti porozitdsdnak és a hatéanyag

hordozon vald elteriilésének sematikus dbrija

A porrontgen (XRPD) és termoanalitikai (DSC)
vizsgalatok elvégzésével a termékek el6allitasa-
nal alkalmazott kezeletlen Cip-HCI és a porlaszt-
va szaritott hatéanyag (Cip-HCl-spd) szerkezeté-
rél és kristalyossaganak allapotardl szereztiink
hasznos informadcidkat. Az alkalmazott hato-
anyagok szerkezetének ismerete meghatarozo le-
het az aerodinamikai viselkedés, a hataskifejtés,
a segédanyaggal valo kompatibilitas, a gyogy-
szerforma stabilitdsa szempontjabdl is.

Az XRPD eredmények alapjan (5. dbra) a keze-
letlen Cip-HCI kristalyos jellege alatamaszthato.
A kezeletlen Cip-HCl XRPD diffraktogramja sza-
mos jellemzd§ cstcsintenzitdst mutat, amelyek
nagyfoku kristalyossagot jelentenek, a legmaga-
sabb intenzitasu cstics 9,09 2-theta értékeknél
volt detektalhat6. Cip-HCl-spd esetén nem fi-
gyelhetiink meg csticsokat a porréntgen vizsga-
lat vonatkozasaban, amely kovetkeztében megal-
lapithatd a porlasztva szaritott hatdanyag amorf
jellege.

A DSC gorbék (5. dbra) tanulméanyozasa alap-
jan elmondhatd, hogy a kezeletlen Cip-HCI eseté-
ben részleges amorf sajatsag figyelheté meg. ElS-
szOr atkristalyosodast latunk a termoanalitikai
gorbén, majd 322,68 °C -nal olvaddspontot detek-
taltunk, amelyet endoterm cstics jelez. Ez megfelel
a ciprofloxacin-hidroklorid szakirodalomban do-
kumentalt olvadaspontjanak [27]. A teljesen amorf
anyagoknal nem olvadaspontrél, hanem tivegese-
dési homérsékletrdl beszélhetiink, amely egy el-
nyujtott hémérsékleti tartomany, amelyen beliil az
anyag ellagyul. Cip-HCl-spd esetén a DSC gorbén
az amorf sajatsdgnak megfeleléen hé hatdsara 1a-
gyulast tapasztaltunk, majd az amorf forma
rekrisztallizalodott 200,63 °C-nal és ennek az tjra-
kristalyosodott formanak az olvadaspontjat detek-
taltuk 320,24 °C-nal. Az amorfizdlds jelensége a
porlasztva szaritasbol adodik. Tehat az XRPD és
DSC vizsgalatok sordn tapasztaltak egyértelmiien
alatamasztjdk a kezeletlen Cip-HCl kristalyos,
esetleg részlegesan amorf és a Cip-HCl-spd amorf
jellegét.
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lyest csokkent értéket kaptunk.
Magnézium-sztearat esetén ka-
pott alacsony polaritasi érték
aladtdmasztja, hogy magas pa-
ratartalom esetén tényleg javit-
hatja a DPI készitmény ned-
vességgel szembeni ellenalla-
sat, ezaltal stabilitasat is.

A 4. pontban leirtak alap-
jan meghataroztuk a turbu-

Kezeletlen lazott termékek esetén fellépd
oA Gip-HC adhézidos munkat és erdt, il-
__Cip-HCl-spd letve a rajuk jellemzd szétte-

riilési egytitthatot (IV. tabla-
zat). Azt latjuk, hogy a por-
lasztva szaritott farmakont

Kezeletlen

XRPD
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megkozelitdleg harmada,
mint a szemcseméret optima-
lizalas céljabol szitalt, krista-
lyos ciprofloxacin-hidroklori-
dot (Cip-HCl-szitalt) tartal-
mazd mintak esetén. Megalla-
pithato, hogy a magnézium-
sztearat (MgSt) csokkentette
az adhéziés munkat és erot
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(antiadheziv ~ segédanyag).

5. dbra: Kezeletlen Cip-HCI és Cip-HCl-spd XRPD wvalamint DSC gorbéi

Tovabba a negativ szdmérték-
b6l addddan a hatdanyag

Nedvesedési peremszig meghatdrozdsa és a beldle
szdmolt dsszefiiggések

A 4. pontban részletezett eljarassal detektaltuk az
alapanyagok nedvesedési peremszogeit (I11. tdabld-
zat) desztillalt viz és dijddmetan felhasznalasa ese-
tén is. A kapott értékekbdl a mar kordbban ismerte-
tett Osszefiiggésekkel meghataroztuk az anyagok
feliileti szabadenergidjanak (y) diszperzios (y!) és
polaris részét (y7). Osszegukbol pedig kifejeztiik a
feltileti szabadenergidjukat (y). Ezekbdl az értékék-
bdl kiszamoltuk az anyagokra jellemz6 polaritast és
az azonos anyagi mindséggel rendelkezd szemcsék
kozott értelmezhetd kohézios munkat (W). A III
tabldzat alapjan elmondhato, hogy a legnagyobb
polaritasi értékeket a kristalyos Cip-HCl-szitalt ha-
toanyag esetén kaptuk. A magnézium-sztearattal
turbuldzott hordozd vonatkozasaban pedig csok-
kent a minta polaritdsa. A kohéziés munkak (W)
eredményeinek ismeretében kijelenthetd, hogy Cip-
HCl-spd esetén ezen érték nagysagrendileg meg-
egyezik a kiindulasi kristalyos formaéval, valame-

szétteriilését a hordozo feliiletén kedvez&tlenebbé

teszi, amelyet a Cip-HCl-spd+ (IH70+MgSt) elekt-

ronmikroszkopos felvétele is alatdmasztott mar.

Az eddig ismertetett adatok alapjin az aldbbi kovetkez-

tetések vonhatoak le:

— Abban az esetben, ha a hatéanyag 6sszetapadas-
ra is hajlamos, tehat jelentds kohézidés munka jel-
lemzi, de az adhézids értékei hordozoval vizs-
galva viszonylag alacsonyak, javasolt lehet ilyen
sajatsagu farmakon (pl. Cip-HCl-spd) esetén
hordoz6 alkalmazasa az inhaldcios terapiaban.
Ugy véljiik ilyen esetben a hordozé segiti, hogy
a hatéanyag ne tapadjon 0ssze, de az alacsony
adhéziés paraméterek miatt inhaldcio soran
konnyen leszakad a farmakon a hordozo feliile-
térdl.

— Viszont ezzel ellentétben, ha az adhézid erds a
hatéanyag-hordozd interaktiv fizikai keveréké-
ben, akkor a hordozdra ratapad erdsen a hato-
anyag, igy alapvetéen nem segithet hordozé al-
kalmazasa magas koheziv sajatsagok esetén
sem (Cip-HCl-szitalt).



2017/2.

Acta Pharmaceutica Hungarica

57

I11. tablazat

Nedvesedési peremszog desztilldlt viz és dijédmetin esetén, feliileti szabadenergia és komponensei, illetve polaritis és kohézids munka

Cip-HCl-szitalt 10,70 14,40 44,37 36,43 80,80 45,09 161,6
Cip-HCl-spd 54,20 29,00 40,44 20,09 60,53 33,19 121,06
IH70 3,30 6,00 45,58 36,88 82,46 44,72 164,92
IH70+MgSt 64,60 62,00 26,07 19,22 45,29 42,44 -
MgSt 102,63 68,64 24,33 2,64 26,96 9,79 53,92

IV. tablazat

Turbuldzott termékeinkben fellépd adhézids munka és adhézios erd, valamint a szétteriilési eQyiitthato

Termékek W. [mN/m] F_, [mN] S,,
Cip-HCl-szitalt+IH70 108,26 1,690*10°3 1,64
Cip-HCl-szitalt+(IH70+MgSt) 78,27 1,216*10° -45,59
Cip-HCl-spd+IH70 98,72 0,596*10°3 16,67
Cip-HCl-spd+(IH70+MgSt) 73,23 0,440*10° -18,36

— Magnézium-sztearatot tartalmazé minta esetén
csokkent a polaritas, az adhézids munka és az
adhézids erd is, a szétterlilés kedvezGtlenebbé
valt. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az
interpartikularis kolcsonhatasok modosultak, a
hatéanyag konnyebben levalhat a hordoz¢ fel-
szinérdl inhalacid soran és javul a nedvességgel
szembeni ellenallasa a készitménynek.

Ezek alapjan az in vitro tiidédepozici6 soran az
alabbiakat varjuk:

— A porlasztva szaritott hatéanyag (Cip-HCl-spd)
esetében a jelentds kohéziés munka mellett ala-
csony adhézids tulajdonsag figyelhetd meg, igy
hordoz6 alkalmazdsa javithatja a tiidédepo-
ziciot.

— A szemcseméret optimalizalas céljabdl szitalt,
kristalyos ciprofloxacin-hidrokloridot (Cip-HCI-
szitalt) a porlasztott hatéanyaghoz (Cip-HCI-
spd) képest magasabb kohézids tulajdonsag jel-
lemzi, s6t az adhézios értékei is joval magasab-
bak, (ezaltal a hatdanyag szemcsék Osszetapa-
dasa is jelentds, viszont a hordozd és a hato-
anyag kozott szintén erds a kolcsonhatas), igy a
hordozo6 alkalmazasa nem segitheti el6 a tiid6-
depozicids eredmények javulasat.

— Magnézium-sztearat igénybe vétele a formula-
las soran pedig varhatéan tovabbi tiidédepo-
zicios javuldst eredményez.

In vitro aerodinamikai vizsgdlat

Az Andersen-féle kaszkadimpaktor segitségével
tanulmanyoztuk a mintdk aerodinamikai viselke-
dését a kovetkezd paraméterek (FPF, fine particle
fraction és MMAD, mass median aerodinamic
diameter) meghatarozasaval. A talcakon kitapadt
hatdanyag mennyiségének ismeretében (UV-VIS
spektroszkopia) Kaleida Graph kiértékelé program
alkalmazasaval szamitottuk ki e paramétereket. A
finom részecske frakcié (FPF) a kaszkadimpaktor
2-5. szintjein kitapadt (1,1-5,7 pm-es) szemcsék sza-
zalékos Osszetételét fejezi ki, ez a szemcseméret
tartomany az idealis tiidédepozicié vonatkozasa-
ban. Az MMAD a részecskék valds-, belégzés so-
ran kialakuld atlagos aerodinamikai atmérdje. Az
emittalt dozis (ED) az inhalacié soran a kapszula-
bdl felszabaduld hatéanyag mennyige, szazalék-
ban kifejezve. Ezt gy hataroztuk meg, hogy a
mintak kapszuldba bemérésekor feljegyeztiik a
kapszuldk iires és toltott tomegét, majd az Ander-
sen-féle kaszkadimpaktoros kisérletet elvégezve a
kapszuldkat visszamértiik. A kiszamolt eredmé-
nyeket az alabbi tablazatban tiintettiik fel:

Az aerodinamikai vizsgdlatok eredményei alapjan (V.
tablazat) a kovetkezd megdllapitasokat fogalmaztuk meg:
— A tiidddepozicié (FPF) vonatkozdsiaban Cip-HCl-spd

esetén hordozd alkalmazdsdval javuldst értiink el. Ez-

V. tabldzat

FPF, MMAD és ED értékek

Vizsgalt mintak FPF (%) MMAD (um) ED (%)
Cip-HCl-szitalt 32,19 6,93 99,38
Cip-HCl-szitalt+IH70 33,00 5,66 99,99
Cip-HCl-szitalt+(TH70+MgSt) 32,87 491 99,75
Cip-HCl-spd 58,96 3,47 97,39
Cip-HCl-spd+TH70 62,42 3,23 99,87
Cip-HCl-spd+(IH70+MgSt) 74,40 2,45 99,41
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zel ellentétben a Cip-HCl-szitdlt esetén a hordozo je-
lenléte nem eredményezett elorelépést. Cip-HCl-spd
esetén a magnézium-szteardtot tartalmazoé mintdindl
tovdbbi jelentds FPF érték javulds lathato.

— Az dtlagos aerodinamikai dtméré (MMAD) vonatkozdsa-
ban leszogezhetd, hogy forditott ardnyossdg figyelhetd meg
a szemcsék mérete és a depozicid hatékonysiga kozott.

— Az emittdlt dozis (ED) tekintetében litjuk, hogy a
hordozo alapyi rendszerek esetében inhaldcio sordn
kevesebb hatéanyag maradt a kapszuldban.

— A fizikai-kémiai vizsgdlatok alapjin tett kovetkezteté-
sek és dltaluk a tiidédepozicid sordn vdrt tendencidk,
eredmények beigazolodtak az Andersen-féle kaszkdd-
impaktor mérési eredményei alapjin.

6. Osszefoglalas, jovokép

Célkittizéseinknek megfeleléen hordozé alapu
DPI formulaciokat allitottunk el6 és vizsgaltunk
irodalmi adatok és a kutatocsoport eddigi tapasz-
talatai alapjan adott el6allitasi paraméterek alkal-
mazasaval. Kiilonbséget tapasztaltunk a hato-
anyag szemcsék méretében és morfologidjaban
szitalt, mikronizalt és porlasztva szaritott farma-
kon vonatkozasdban. Magnézium-sztearattal felii-
letkezelést végeztiink, amely befolyasolta a hato-
anyag hordozén vald eloszlasat, ezaltal az inter-
partikularis kolcsonhatasokat és javitotta a tiid6-
depozicidés eredményeket is. Innovativ technoldgid-
nak kdszonhetéen — azaz porlasztva szdritott hatéanyag
alkalmazdsa hordozd feliiletén — sikeriilt figyelemre mél-
to tiidédepoziciés eredményt (~FPF 75 %) elérniink,
amely messze tiulszdrnyalja a gydri készitményekét
(~FPF 20-30 %) és felveheti a versenyt az 1ij generdcios
DPI készitményekkel. Sot interpartikuldlis kolcsonhata-
sok vizsgalata révén Osszefiiggést taldltunk az interaktiv
fizikai  keverékek  fizikai-kémiai  tulajdonsdigai  és
tiidddepozicios eredményei kozott. Tervezziik a szem-
1éltetésre keriilt készitmények stabilitasi és in silico
tiidémodellezési vizsgalatait.

7. Koszonetnyilvanitas
Az Emberi Er6forrdsok Minisztériuma UNKP-16-2-1.
kodszamui Uj Nemzeti Kivildsag Programjanak tdmo-

gatdsdval késziilt. A munka a Bolyai Jdnos kutatoi dsz-
tondij (2014-2017) tamogatdsdval valdsult meg.
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Hordozo6 alapt szaraz porinhalacios rendszerek jellemzése
és fejlesztési lehet6ségei
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Summary

E. BENKE, P. SzaBO-REVEsz, R. AmBRrus.: Characterization
and development of carrier-based dry powder inhaler
systems

Introduction: Today a number of possible options in relation
to the formulation of a dry powder inhaler systems (DPIs)
are published. Beside to the development of carrier-free (new
generation) DPI formulations, the improvement of the tra-
ditional carrier-based DPI systems could be another focus of
research. In these cases the type, size, shape and surface prop-
erties of carrier could be affected the lung deposition results.

Aim: Our aims were to describe the specific factors in the cas-
es of carrier-based DPI systems affecting the lung deposition;
to introduce the possibilities for surface modification and
investigation methods for the characterization of the surface
properties.

Method: In case of carrier-based formulation, the surface
modification of the carriers is currently the largest develop-
ment trend, namely by recrystallization of the carriers and
their surface dissolution, fluidized-bed coating and by me-
chanical dry coating creating. Investigation of the surface
properties of the carriers could be by a variety of methods to
present a wide-ranging information obtained from the carrier-
based DPI systems, thereby facilitating the development of
these formulations.

Results: Many possibilities of surface modification of carriers
and their lung deposition greatly improving effectiveness has
been confirmed in many international publications. To achieve
these results, the development testing methods of the surface
properties of carrier to contribute.

Conclusion: During the development of interactive physical
mixtures, optimization of parameters and understanding of
an interparticulate interactions or rather applying this know-
ledge could help by the further improvement in pulmonary
deposition.

Keywords: DPI, carrier-based formulation, interparticulate
interactions, surface modification of carriers

Osszefoglalds

Bevezetés: Napjainkban a szdraz porinhaldciés rendsze-
rek (DPI, dry powder inhaler) formuldldsdval kapcsolatban
szdmos megolddsi lehetdséget kozoltek. A hordozémentes (1ij
generdciés) DPI formuldciok folyamatos fejlesztése mellett a
klasszikus, hordozd alapii DPI rendszerek korszeriisitése is
1ujbdl a kutatdsok kozéppontjdba keriilt. Az utobbi rendszerek
esetében a hordozo tipusa, mérete, alakja, illetve feliileti sajit-
sdgai mind hatdssal vannak a tiidédepozicids eredményekre.

Célkitiizés: Munkink célja részletesen ismertetni a hordozo
alapti DPI rendszerek esetében a tiidédepoziciot befolydsold sa-
jatsdgokat, tényezdket; a pulmondris depozicids eredményekre
kedvezd hatdst gyakorlé feliiletmddositisi lehetdségeket, illetve
a feliiletek tulajdonsdgainak jellemzésére szolgdld vizsgdlo-
mddszereket.

Mbédszerek: A hordozé alapii formuldlds esetén a hordozék
feliiletének mddositdsa jelenti pillanatnyilag a legnagyobb fej-
lesztési irdnyvonalat, amelynek megualdsitdsa kiilonféle mo-
dokon torténhet, nevezetesen a hordozdk dtkristalyositdsdoval,
feliiletiik olddsdval, fluidizdcids bevondssal és mechanikus szd-
raz bevonat létrehozdsdval. A hordozdk feliileti sajdtsdgainak
vizsgdlata tobbféle modszerrel kivitelezhetd, amelyek egyiittes
alkalmazdsdval széleskorii informdcio nyerhetd a hordozé ala-
pti DPI rendszerekrdl, ezdltal eldsegitik e formuliciok fejlesz-
tését.

Eredmények: A hordozdk feliiletének szdmos mddositdsi le-
hetlségét és azok tiidédepoziciot javitd eredményességét mdr
sok nemzetkozi kozlemény aldtdmasztotta. Ezen eredmények
eléréséhez a hordozdk feliileti sajdtsagait vizsgdlé modszerek
fejlédése is hozzdjdrul.

Kévetkeztetések: Az interaktiv fizikai keverékek terve-
zése sordn alkalmazott paraméterek optimalizdldsa és az
interpartikuldris kolcsonhatdsok megismerése, illetve ezen
ismeretek alkalmazdsa a preformuldlds folyamdn tovdbbi
pulmondris depozicid javuldst vetitenek eldre.

Kulcsszavak: sziraz porinhaldcids rendszerek, hordozo ala-
pu formuldlds, interpartikuldris kolcsonhatdsok, hordozdk
feliiletmddositdsa
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1. Bevezetés

A DPI rendszerek formulalasuk fliggvényében le-
hetnek hagyomanyos hordoz¢ alapt, illetve hor-
dozomentes (4j generacids) rendszerek. A forga-
lomban elérhetd DPI-ok legnagyobb hanyada
klasszikus, hordozé alapti formulaldssal késziil,
amely sordn nagyméret(i hordoz6 szemcse feliile-
tére viszik fel a hatéanyag részecskéket interaktiv
fizikai keverék kialakitasaval [1]. A hordozdk al-
kalmazasa elényt jelent azon hatdanyagoknal,
amelyek erds koheziv tulajdonsaggal rendelkez-
nek [2], javitja a készitmény folyasi sajatsagait, a
kis mennyiségli hatéanyag dozirozhatdsaga pon-
tosithato, tovabba a hordozd ize megerdsiti a be-
tegben a sikeres inhalaci6 tényét [3]. Azonban a
gyari készitmények tobbsége még nem rendelke-
zik kiemelked¢ tiidédepozicios értékkel. E készit-
mények atlagosan 20-30 %-os finom részecske
frakcios (FPF, fine particle fraction) eredmények-
kel birnak, ami azt jelenti, hogy a hatéanyag ala-
csony szazalékban éri el a tiid6 mélyebb rétegeit
[4]. Az 1. dbra szemlélteti azt, hogy a hordoz¢ ala-
pu termékek esetén inhaldlds soran a készitmény
nekititkdzik az inhalatorba beépitett racsba, amely
segiti a hatéanyag leszakadasat a hordozordl. A
gyari hordozé alapu készitmények alacsony FPF
eredményei is azzal magyarazhatoak, hogy a hor-
dozon maradt jelentés mennyiségi hatéanyag a
fels6 légutakban kitapad, igy nem jut el a tiidd ki-
vant szegmenseibe. Az 5. pontban ismertetésre ke-
riilnek a hordozok feliiletmodositasi lehetdségeit,
amelyek elésegitik a hatéanyag hordozordl torté-
nd leszakadasat, igy megoldast jelenthetnek az
emlitett problémara.

Az 14j generacios szaraz porinhaldcids rendsze-
rek esetén megfelel6 segédanyagok és technoldgi-
ai megoldasok felhaszndaldsaval a nagyméretii
hordozé szemcsék alkalmazasa kikiiszobolhetové
valt. Ilyen 1j formulalasi lehetéségek kozé tartoz-

nak (2. dbra): a bevonodszer felhasznalasaval ké-
sziilt, réteges felépitésti bevont részecskék; az akar
fél milliméteres nagysagot elér6 1-5 um-es alkoto-
részek aggregaciojanak kovetkeztében kialakulo
szferoidok; a kis strtségli és bemélyedt felszinnel
rendelkezé PulmoSol® szemcsék; a Technosphere®
technoldgia, amely a diketopiperazin-fumarat mo-
lekulakbol felépiilé alapvaz és az altaluk bezart
hatéoanyag molekulak rendszere. Tovabba az
emulziobol eldallitott, iireges szerkezetli pdrusos
részecskék (LPP - large porous particles — és
Pulmusphere®), illetve a nanotartomanyu hato-
anyag részecskékbdl allé mikroméreti szemcsék
létrehozasa (Trojan-részecskék) [1].

2. Hordoz6 tipusa és habitusa
2.1 A hordozd tipusa

A laktoz alaptn DPI rendszereken tilmenden- egy-
két kivételtdl eltekintve — hazai és nemzetkdzi
szinten sem érheté még el mas, hordozé alapu for-
galmazott készitmény. A laktéz alkalmazasa so-
ran viszont formoterollal, peptidekkel, fehérjékkel
is interakcio alakul ki. A laktoz-intoleranciaval
rendelkezd betegeknél pedig nem egységesek a
nézépontok laktéz alapt DPI készitmények alkal-
mazhatosagaval kapcsolatban. Sziikségszertivé
valt tehat 4j, nagyméreti hordozok hasznalhato-
saganak vizsgalata DPI készitmények esetén. Az
FDA (Food and Drug Administration) mar enge-
délyezte gliikdz-monohidrat és mannit esetében is
a hordozdként vald alkalmazast. A mannit hordo-
zoként és kiilonallé DPI rendszerként is alkalmaz-
hato. Forgalomban van pulmonalis diagnoszti-
kumként (Aridol™), illetve cisztas fibrozis és kro-
nikus bronchitis (Bronchitol™) kezelésére. A tre-
haloz, eritrit, szorbit, szachardz, raffinéz-pentahid-
rat, maltit, maltdz, xilit, dextrdéz, ciklodextrinek
esetében pedig vizsgalatok folynak, hogy hordo-

zoként alkalmazhatdak-e [5-

| Piissz

il

7].
A viragpor hatékony tiido-

beli depoziciojabdl kiindulva
mar tobb kozleményben be-

szamoltak a pollen alaku ré-

%
& szecskék pulmonalis alkalma-
zasi lehetdségérdl. A szdlas

feliileti morfologia jobb folya-
si sajatsagot és jobb disz-
pergalhatosagot kolcsonodz a

1. dbra: A hatéanyag hordozordl torténd leszakaddsa inhaldcio sordn

szemcséknek, illetve az inter-
partikularis kolcsonhatasok is
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cos alaka hordozok hasznala-

a) b) )

ta szaraz porinhalacié soran
javitia a tiidédepoziciot. A
fentebb ismertetett pollen ala-
ki hidroxiapatit-hordozok
esetében a hatdanyag disz-

2. dbra: A hordozémentes formuldlds morfologiai viltozatossdgdnak szemléltetése:
a) bevont részecske, b) szferoid, ¢) PulmoSol® szemcse, d) Technosphere®szerkezet,
e) porusos szemcse, f) Trojan-részecske [1]

pergalhatésaga  novekedett
példaul budezonid tekinteté-
ben [6, 9-11].

csokkennek. Pollen formaju hidroxiapatit-szem-
csék szaraz porinhalaciés hordozoként valo alkal-
mazhatdsaganak lehetdségét is tanulmanyoztak
mar. Budezoniddal hatéanyag- hordozo rendszert
kialakitva nagyobb mértékii kotddést tapasztaltak,
mint a korabbi laktoz alapu készitményeknél. Ez-
altal feltételezhetd, hogy ezen 4j tipust hordozo
alkalmazasaval javulnak az inhaldcié hatékonysa-
gat jellemz6 paraméterek (hatéanyag-kibocsatas
és a belélegezhet6 frakcio) [6, 8].

2.2. A hordozo mérete

A kiilonb6z6 tanulmanyokat attekintve az tapasz-
talhato, hogy a hordozé szemcsék mérete vitas kér-
dést jelent. Egyes kozlemények arrol szamolnak be,
hogy a hordozok nagysagat csokkentve megnovelt
belélegezhetd frakcio adodott, példaul szalbutamol-
szulfat, terbutalin és mas hatéanyagok esetén is. A
hordozdk csokkentett szemcseméretének (~50 pm)
eredményeként turbulens dramldsban a nyiréhatas
jelentésebb mértékii és a deaggregacio is eredmé-
nyesebb. A kisebb méreti hordozok viszont a sza-
raz porkészitmények folyasi sajatsagait kedvezotle-
niil befolyasolhatjdk. Nagymeéretti hordozok (~90
um-nél nagyobb) alkalmazasa esetén a tiidédepo-
zicid mértéke nem torvényszer(i, hogy csokkenjen

2.4. A hordozo feliileti sajdtsigai

Szamtalan tanulmany bebizonyitotta, hogy a hor-
dozok felszinének morfoldgidja hatast gyakorol az
alkalmazott hatéanyag interpartikularis adhézio-
jara. Az érdes hordozo feliilet nem kedvez a DPI
rendszerek hatékonysaganak, feliiletkezelés altal
pulmonadlis depozicié novekedést érhetiink el.
Ezen modszereket az 5. pontban ismertetjiik. Ki-
emelendd viszont, hogy a hatéanyag szemcséket a
keverés alatt ér6 er6hatasoktdl némileg megkiméli
a feliilet folytonossaganak idékozonkénti megsza-
kadasa, illetve a hordozofeliilet egyenetlensége.
Tehat a hordozo felszinének kialakitdsa sordn ne-
héz az egyensuly elérése, ami azt jelenti, hogy a
kotéerdk megfeleld nagysaguak legyenek a DPI
készitmény elballithatosagahoz és inhaldcioig a
stabilitas biztositasahoz. Viszont olyan mértékiiek
se legyenek e kotderdk, hogy a hatéanyag részecs-
kék a hordozén maradjanak az inhaldlas soran [9].
A szakirodalomban a nagyméretii hordozok felii-
letének porozitasat harom csoportra osztjak a po-
rusok atmérdje szerint. Ezaltal megkiilonboztet-
nek nanoporusos (pérusatmérd 1 um alatti), mik-
roporusos (pérusatmérd 1-10 pm) és makroporu-
sos (porusatmérd 10 um feletti) feliiletti hordozo-

[9].

2.3 A hordozo alakja

Nanopoérusos
feliiletii hordozé

Makroporusos
feliiletii hordoz6

Mikropérusos
feliiletii hordozé

A hordozé szemcse és az al-
kalmazott hatéanyag kozott
kialakulo kolesonhatasok
egyértelmiien  Osszefiiggés-
ben allnak a hordozé morfo-
logiajaval. Az alak befolyasat
a diszperzitasra viszont még
nem sikeriilt teljes mértékben
tisztazni. Szabalytalan forma-
ju hordozok alkalmazasa a
legjellemzdbb. In vitro kisérle-

abra

pasztazd |Sematikus

SEM
elektronmikroszkép

Hatdanyag

fi FvAuegieH

Hordozd Hordozd

Hordozd

tek bizonyitjak, hogy hosszu-

kas, tliszerd, pordzus és ran-

3. dbra: A hordozo felszinek csoportositdsa a porusok dtmérdje szerint
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kat (3. dbra). A nanoporusos hordozdfelszin ese-
tén a hatéanyag konnyen leszakad a hordozoérol
belégzés soran, gyenge adhézié jellemzi a rend-
szert, ezaltal javulnak a tiidédepozicios eredmé-
nyek. Ezzel szemben a mikropdrusos hordozoéfel-
szin erds kolcsonhatast idéz el a hatdanyag és a
hordozo kozott, gyenge aeroszol hatékonysagot
eredményezve, mivel nagy feliileten érintkezik a
hordoz6 a mikronizalt hatéanyaggal. A makro-
porusos hordozok felszine gyakorlatilag simanak
is tekinthetd. A hatéanyag-hordozo érintkezési fe-
lillet mértékében a nanoporusos és mikropdrusos
érdesség kozott helyezkedik el [12, 13].

3. Interaktiv fizikai keverékek kialakitasanak
paraméterei és eszkozei

A laktoz vagy egyéb hordozé alapu DPI rendsze-
reket gyakran nevezik interaktiv fizikai keveré-
keknek. Ez azt jelenti, hogy a keveredés nem ran-
dom, nem véletlenszer(i, utalva ezzel a rendszer-
ben fellépd interpartikuldrius kolcsonhatasokra.
A tipikus hatéanyag-hordozé tomegarany 1:67,5.
Viszont széles skalan mozognak a keverési ara-
nyok, példaul Spinhaler® (Aventis) esetében 40 mg
termék 20 mg natrium-kromoglikat hatéanyagot
és 20 mg laktoz hordozoét tartalmaz, ebben az eset-
ben 1:1 tomegaranyu a keverés. Ezzel szemben a
Diskus® (GlaxoSmithKline) és Diskhaler® (Glaxo-
SmithKline) vonatkozasaban 1:250 a hatéanyag-
hordozo tomegarany. Pulmonalis terdpiaban tehat
altalaban alacsony hatéanyag dézisokat alkalmaz-

nak, sokszor milligrammos mennyiségeket, sot
asztma kezelésében el6fordulnak 20-500 pg-os do-
zisok is [5, 14-16].

Igy kijelenthetd, hogy a keverési ardny meg-
valasztasanal figyelembe kell venni a hato-
anyag dozisat és korlatozd tényezdként emli-
tendd az is, hogy mennyi tomegl por fér pél-
daul az inhaldtor kapszuldjaba. Az interaktiv
fizikai keverék eldallitasara altaldban Turbula-
keverdt alkalmaznak [17], de el6fordul, hogy
erre a célra nagy nyiroereji keverdt hasznalnak
[18]. A keverés idejének optimalizalasa is
kulcsfontossagu a készitmény formulalasanak
szemszogeébdl.

4. Interpartikularis kolcsonhatasok jellemzése
hordozé alapt formulalas esetén

A hordozo6 és hatéanyag részecskék kozott fellépd
adhézio, illetve a hatdanyag-hatéanyag szemcsék
kozott kialakuld kohézié esetében is a fizikai erék
a meghatarozoak (4. dbra). Ezek lehetnek: van der
Waals és/ vagy kapillaris erdk, elektrosztatikus
feltoltédés és mechanikus 6sszekapcsolodas. A fi-
zikai erék nagysaga fligg a hatéanyag szemcsék
alakjatol, méretétdl, keménységétdl és felszini tu-
lajdonsagaitol; a hordozo részecskék vonatkozasa-
ban a feliileti érdesség és az esetleges szennyezd-
dések birnak komoly jelentéséggel. Kiilon kieme-
lendS, hogy a relativ paratartalom és a szaraz
porinhaldaciés készitmények el6allitasa soran al-
kalmazott keverés alatt fellépd présel6 erdk inten-

zitdsa és idGtartama szintén

Amorf tartomany

s

Gravitacios
erok

Mechanikus o o

Osszekapesolodas | a

Elektrosztatikus
feltdliodés
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Szennyezbdések
(fehérjék, zsirok)

szamottevéen befolyasoljak a
fentebb emlitett er6k nagysa-
gat. A sav-bazis kolcsonhata-
sok és hidrogén-kotések ré-
vén a kémiai erdk is figyelem-
re méltoak [5].

4.1. Van der Waals erdk és
mechanikus dsszekapcsolddds /
Mechanical interlocking/

A van der Waals er6k domi-
nalnak a mikroméret(i szem-
csékbdl  all6  szaraz por-
inhaldcios készitményekben.
Az elektrodinamikus van der
Waals er6k alatt azt értik,

szemléltetése

4. dbra: Hordozo alapii formuldlds esetén fellépd interpartikuliris kolcsonhatdsok

amikor a molekulak kiilonbo-
z0 elektronikus konfiguracio-
val rendelkeznek és a szom-
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szédos dipolaris molekulak kozott altalanos von-
zas alakul ki. A van der Waals erdk kozott a gravi-
tacios erdk a legjelentdsebbek, foként abban az
esetben, ha a részecskeméret kisebb tiz mikrome-
ternél és a szemcsék kozotti tavolsag is szaz nano-
méter alatt van. Hordoz¢ alapt szaraz porinha-
lacios készitmények esetén tehat a hordozo feliile-
tének érdessége befolyasolja a van der Waals erdk
nagysagat, mivel valtozik a hordoz6 és a hato-
anyag szemcse interpartikularis tavolsaga. Egy
mikrométeres nagysagrendli érdesség esetén a
van der Waals vonzas a nulldhoz kozelit. Ameny-
nyiben a hordozoé feliiletén {iregek taldlhatdak,
amelybe a hatdanyag szemcsék bele tudnak éke-
16dni, abban az esetben a két részecske érintkezési
feliilete megnd, és igy jelentésen megnovekedik a
van der Waals erék okozta vonzas, ezaltal agyne-
vezett mechanikus 6sszekapcsolddas alakul ki [5].

4.2. Kapilldris erék

A kapilléris er6ket mas néven , meniszkusz erdk-
nek” nevezik. Folyadék hid alakul ki két részecske
érintkezési feliileténél, amennyiben ezek a feliile-
tek liofilek és elég kozel vannak egymashoz. Ez
ugy jon létre, hogy a kornyezd para lecsapodik a
kordbban emlitett résben és folyékony konkav ala-
ki meniszkuszt eredményez. Magat a jelenséget
,kapillaris kondenzaciéonak” nevezik. Mennyisé-
gileg a Kelvin egyenlettel jellemezhet6 a folyamat.
A kapillaris er6k vonatkozasaban a legnagyobb
befolyasold tényez6 mindenképp a kornyezet rela-
tiv paratartalma, de a hatéanyag és a hordozo ré-
szecskék fizikai-kémiai tulajdonsagai (alak, méret,
érdesség és a feliilet kémiai jellemzdi) ebben az
esetben sem elhanyagolhatoak [5].

4.3. Elektrosztatikus feltoltodés

A kiilonbozd feliiletek érintkezését kovetd elva-
lasztaskor az ellentétes toltésti felszinek esetében
toltés atadas torténik a donor és az akceptor kozott.
Ez eredményez elektrosztatikus feltoltédést. A
triboelektrifikacid olyan toltési jelenség, amely ro-
vid {itkozés vagy intenziv surlodas kovetkeztében
alakul ki. Az egymadssal érintkez6 anyagok toltési
kapcsolatainak harom tipusat kiilonboztetik meg;:
fém-fém, fém-szigetel6 és szigetel6-szigeteld. A
gyogyszeriparban alkalmazott hato-, és segédanya-
gok tobbsége szigeteld tulajdonsag, jellemz6 rajuk
a nagy fajlagos ellendllas és a rossz vezetSképes-
ség. Ezek a szemcsék érintkezhetnek egymadssal
vagy mas szigetel6 anyagokkal (mtianyag inhalator

‘ - ‘.-o.e..
- ;!

I+1UO nm
Tobb aktiv hely
. s0nm  TObb passziv hely

5. dbra: Passziv és aktiv helyek sematikus dbrdja laktdz
esetén

alkatrészek), illetve fém feliilettel (példaul a keverd
edénnyel). A triboelektrifikacio jelensége gyartasi
folyamatok soran az adheziv és koheziv er6k nove-
kedéséhez vezet, a por gordiilékenysége/ folyasi sa-
jatsaga is romlik, Osszességében csokkent aeroszol
teljesitményt eredményeznek. Mind az inhalator és
az alkalmazott kapszula anyaga, sot a relativ para-
tartalom is hatdssal vannak az elektrosztatikus tol-
tések nagysagara. A szaraz porinhaldcios termékek
esetében, tehat a gyartasi folyamatok, a tarolds és
inhalacié soran fellépd elektrosztatikus erék meg-
értése és optimalizalasa javithatjak a DPI készitmé-
nyek hatékonysagat [5].

4.4. Aktiv-helyek

A hordozé molekuldk (altalaban laktdz) felszinét
heterogén energiaeloszlas és morfoldgia jellemzi. A
fokozott energidju teriileteket aktiv helyeknek (5.
dbra) nevezik. Ezek lehetnek morfologiai régiok
(hullamvolgyek és csticsok), amorf tartomanyok
(Orlés és porlasztva szdritas kovetkeztében), szeny-
nyezddések a laktoz feliiletén (példaul fehérjék és
zsirok), valamint egyedi polaris/nem poldris régi-
ok. Mind csokkent hatoanyag levalast eredményez
a hordozo szemcsérdl torténd inhalacié soran [5].

5. Feliiletmodositasi lehet6ségek

A hordozok feliiletének modositasara (emelkedett
tiidédepozicids eredmények elérése céljabol) a
szakirodalomban mar szamos lehetdséget ismer-
tettek. Ezeket a 6. dbrdn foglaltuk Ossze.

5.1. Hordozok dtkristalyositdsa
Tobb tanulmanyban beszamoltak arrdl, hogy

a-laktoz-monohidratot alkalmazva desztillalt viz-
ben tultelitett oldatot készitettek 45-55 °C-on mele-
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Hordozok
atkristalyositasa

- Acetonbdl v. Butanolbdl v. Etanolbél
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Hagyomapyos Hordozok feliiletének
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.| Mechanikus szaraz T - Szachar6z-trisztearattal
bevonat - Finom hordozé
részecskékkel
..l Hordozo bevonasa
fluidizalassal - HPMC-vel

6. dbra: A hagyomdnyos hordozdk feliiletmddositdsi lehetdségei

gitve, majd leszlirték és a sztrletet ezen a hémér-
sékleten tartottdk. Ezt 5 ml/perc sebességgel anti-
oldoszerbe vagy anti-oldoszer (kirazdszer) elegy-
be csepegtetve kivalt az a-laktéz-monohidrat,
majd sztlrték és 24 oran keresztiil 70 °C-on szari-
tottak. Ilyen atkristalyositott hordozot tartalmazd
mintak esetében javult in vitro tiidédepozicios ér-
tékeket (pl. FPF: 40,48+4,57%) tapasztaltak a
feliiletkezeletlen hordozoét tartalmazo mintahoz
képest (FPF: 19.70+1.89%). Anti-olddszerként eta-
nollal, butanollal, acetonnal kisérleteztek; illetve
etanol-aceton, etanol-butanol, aceton-butanol ele-
gyeket vizsgaltak kiilonb6z6 aranyban. Carbopol
gél felhasznalasaval, viszonylag bonyolult folya-
mat soran is lehetséges a nagymeéretti hordozok
atkristalyositasa a tiidédepoziciés eredmények ja-
vulasa érdekében (~7%-o0s FPF érték emelkedés ér-
het? el). [19-22].

5.2. Hordozok feliiletének olddsa

lida és mtsai szobahOmérsékleten «-laktoz-
monohidratot (30 g) vizes etanolos (200 ml) oldat-
hoz (70% V/V) adtak, kevertették 5, 10 vagy 20 per-
cig, majd szirték, a maradékot friss etanollal at-
mostak. A feliiletmodositott hordozot szilikagél
exszikkatorban — amelyhez rotacios szivattyut is

csatlakoztattak- 6 oran at szobahdmérsékleten sza-
ritottdk. Szalbutamol-szulfat vonatkozasaban a
részletezett feliiletkezelt hordozot tartalmazd
mintdk esetében jobb in vitro tlidédepozicios érté-
keket kaptak, mint kezeletlen hordozot alkalmaz-
va (FPF: 179+2.4%). A 10 percig kevertetett hordo-
z6t tartalmazo6 minta bizonyult a leghatékonyabb-
nak (26.7+1.0%) [23]. Kutatasok alatdmasztottak a
metanollal és a propanollal torténé eredményes
feltiletkezelést is [24].

5.3. Bevonds fluidizaldssal

Tobb tudomanyos munka is beszamolt mar arrol,
hogy laktéz hordozot hidroxi-propil-metil-celluléz
(HPMC), desztillalt viz és laktdz tartalmt bevond
folyadékkal 110, 180, illetve 240 percig Wurster
fluidizaciés bevondberendezésben vontak be,
majd szitaldssal elkiilonitve a 40-88 um-es feliilet-
kezelt hordozé szemcséket hasznaltak fel szaraz
porinhaldciés mintak el6allitdsahoz. Az érdesség
és a fajlagos feliilet csokkent a bevonasi id6 nove-
lésével. Szalbutamol-szulfat esetében az in vitro
inhaldcids tulajdonsag javult (FPF: 34.9+3.7%) a ke-
zeletlen hordozohoz képest (FPF: 14.6+2.5%). Idea-
lisnak a 180 percen keresztiil kezelt laktéz tlinik
tiidédepozicids eredményt tekintve [25].
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5.4. Mechanikus szdraz bevonds

Az eddig ismertetett nedves feliiletmddositasi
modszerek mellett lehetdség van mechanikus sza-
raz bevonat kialakitasdra is a hordozé szemcse fe-
lilletén. A bevonas sordn fellépé mechanikus erék
kovetkeztében a bevonatot add részecskék szoro-
san érintkeznek a nagymeéret(i hordozoval és kis
méretiikbdl kifolyodlag a van der Waals kolcsonha-
tasok elég erések ahhoz, hogy a nagymeérett hor-
dozo feliiletén maradjanak. A keletkez6 bevonat
lehet diszkrét (nem folytonos), illetve folytonos a
bevonasi id6, a bevonoé szemcsék tomegaranya, il-
letve a nagyméreti hordozo és a bevond részecs-
kék tulajdonsagai fliggvényében. A folytonos be-
vonat esetén egyrétegli (pordzus) és filmbevonat
is kialakithato, amely legtobbszor nem pordzus (7.
dbra). A folytonos bevonat létrehozasat altalaban
jobban preferaljak, viszont a diszkrét bevonat is
elény6s lehet abban az esetben, ha a nagyméretti
hordozo szemcse teljes arnyékolasa nem kivanatos
[26].

A mechanikus szaraz bevonat létrehozasa lehet-
séges Turbula-keverdvel [27], illetve intenziv me-
chanikus szaraz bevono berendezésekkel, példaul
a MechanoFusion®, a Hybridizer®, a Magnetically
Assisted Impaction Coater (MAIC)® és a Theta-
composer® késziilékekkel. Ezen intenziv szaraz
bevonasi folyamatok altalanos leirasara a ,,mecha-
nofzié” kifejezést fogadtak el. Példaképpen a
Theta-composer® egy gyorsabb belsé elliptikus
forgorészbdl (500-3000 rpm) és egy lassubb kiilsé

elliptikus egységbdl (30 rpm) all6 eszkoz. Az emli-
tett két rész ellenkezd irdnyba forog. Ilyen mod-
szerrel vontak be 10 % szacharo6z-trisztearattal
laktézt, amelynek a feliilete ezaltal csokkent és si-
mabb lett, illetve javult inhaldcids értékeket ta-
pasztaltak, az in vitro tiidédepoziciés eredmény
(FPF) 17,4%-r6l 46,8%-ra emelkedett [28]. A
magnézium-sztearat is alkalmas mechanikus sza-
raz bevonat létrehozasdra, szamos eredményes ki-
sérlet bizonyitja kedvezd hatasat a tiidédepozicios
eredményekre [28-30].

Finom hordozd részecskékkel (fine carrier
particles) is lehetséges a klasszikus, nagyméret(i
hordozdk mechanikus szdraz bevondasa, amelye-
ket ,masodlagos hordozoknak” is neveznek [31].
Ezen szemcsék mérete kisebb a klasszikus nagy-
méretd hordozdékéhoz képest, azonban DPI rend-
szerek esetén az optimalis atmérdgjiikrél még nem
sziiletett megallapodas, egyes tanulmanyok hoz-
zavetlleg 5-8 um-es szemcseméretet tartjak idea-
lisnak [32]. Alkalmazasuk, megfeleléen kis kon-
centrdcioban, hozzajarul a DPI készitmények tera-
pias hatékonysdganak novekedéséhez, amelyrdl
mar tobb értekezés beszamolt [13]. A SPIRIVA 18
mikrogramm inhaldciés por kemény kapszuldban ké-
szitmény (Boehringer Ingelheim International)
mikronizalt laktéz-monohidratot tartalmaz [33],
amely Magyarorszagon 2002 ota engedélyezett
[34]. Egyes vizsgalatokban viszont jelenlétiik DPI
rendszerek estén FPF csokkenést okozott. Tobb hi-
potézis létezik arrdl, hogyan befolyasoljak a DPI-
ok aeroszolos teljesitményét (8. dbra) [13]:

— Az aktiv-helyek  elméletét

erok pl. Mechanofiizié

A4

Nagyméretii hordozé Feliiletbevoné segédanyag
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7. dbra: A mechanikus szdraz bevonat tipusai [26]

arra, hogy az aktiv helyek
konkrét definialasa még soha
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A) Aktiv-helyek elmélete
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B) Agglomeracios elmélet
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8. dbra: Elméletek a finom hordozd részecskék befolydsold szerepérdl a DPI-ok aeroszolos teljesitményét illetden [13]

nem jott 1étre és az elmélet nem ad egyértelmii
el6rejelzést arra, hogy az aktiv helyek mennyire
befolyasoljak egy inhalacids por teljesitményét.
[gy az aktiv helyeket Gjonnan definidltak azon
képességiik alapjan, hogy mennyire tartjak
meg a hatdanyag szemcséket a diszperzio so-
ran, amely a hordozé feliiletének és a készit-
mény fizikai tulajdonsagaitol, illetve a diszper-
zios kortilményektdl fliggenek.

Az agglomerdcids elmélet szerint a finom hordozo
részecskék alkalmazdsa soran a hatéanyag
szemcsékkel —agglomeratumokat képeznek,
amelyek nagyobb valdszinliséggel valnak le a
nagyméreti hordozo felszinérdl inhaldcid ese-
tén az agglomeratumokra haté nagyobb légel-
lenallasi eré miatt.

A fluidizicios elmélet alapjan fluidizacié egy DPI
készitményben akkor jelentkezik, amikor a sta-

tikus por aramlasi nyomasesése egyenértékii a
porhalmaz egységnyi alapteriiletére es6 stlya-
val. Ezt a nyomads kiiszobértéket nevezik
fluidizaciés kezddpontnak vagy minimalis
fluidizacids sebességnek (MFV). Finom hordozé
részecskék hasznalata javitja a DPI teljesitmé-
nyét a készitmény szakitdszildrdsaganak nove-
lésével, ami kozvetlen Osszefiiggésben all az
interpartikularis erdkkel és a hordozé szabad
térfogataval. Ezaltal az MFV jelent6sen eltolo-
dik, igy noveli a légellenallasi erét, ami a por-
agy fluidizalodasahoz sziikséges.

— A puffer elmélet alapjan a nagyméreti hordozo-

hoz tapadd kisebb méret(i finom hordozé ré-
szecskék, mint puffer miikdodnek masik nagy-
méretl hordozohoz valé titkozés esetén. Védik
a kisebb hatdanyag részecskéket az {itk6zés so-
ran fellép6 nyomoeroktd], illetve az titkdzés ko-
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vetkeztében fennmarado adhéziotdl, igy eldse-

gitik a megnovekedett hatdanyag levalast a

nagymeéret(i hordozordl inhalacio soran.

— Az eset-fiiggd elmélet arra vilagit ra, hogy a finom
hordozo részecskék, amelyek szemcsemérete
hozzavetdleg megegyezik a mikronizalt hatd-
anyagéval, nem minden esetben javitjak a DPI-ok
esetében az aeroszol teljesitményt. Osszehason-
litva kizardlagos alkalmazasukat DPI-ok esetén
nagymeéreti hordozdkéval elmondhato, hogy a
nagyméretl hordozdk esetén nagyobb hatéanyag
levalas tapasztalhatd. Tehat a finom hordozd ré-
szecskék alkalmazasa abban az esetben hoz ked-
vezd eredményt, ha a DPI rendszerre vonatkozta-
tott alacsony szazalékban és nagymeéret(i hordo-
z6 szemcsékkel egytitt alkalmazzak ket.

Uj megkozelitést, tovabbi fejlesztést jelent fi-
nom hordozé részecskék vonatkozasaban az at-
kristalyositott kisméretd hordozok alkalmazasa
klasszikus, nagyméret(i hordozo6 feliiletén. W.
Kaialy és mtsa mannit esetében acetonbdl és eta-
nolbdl is elvégezték az atkristalyositast, majd 20
um-es szitan atszitaltdk az atkristalyositott szem-
cséket, igy finom hordozé részecskéket nyertek.
Az acetonbdl atkristalyositott kisméret(i hordozd
(ACM) szélesebb, rad alakt, amig az etanolbdl at-
kristalyositott mannit (ECM) szemcsék tt forma-
juak lettek. Alkalmazasuk a szaraz porinhaldcids
rendszerben meggy6z6 eredményt mutatott. Az
FPF eredmények a kovetkezOképp alakultak ab-
ban az esetben, ha szalbutamol-szulfatot (SS) al-
kalmaztak hatéanyagkeént, a-laktéz-monohidratot
(L) pedig nagyméreti hordozoként: L-SS
(14,9+1,2%), L-SS-kezeletlen mannit (20,1+5,3%),
L-SS-ACM (28,8+0,3%), L-SS-ECM (32,6+1,1%). Ez
azt jelenti, hogy a hatéanyag hozzavetdleg kétsze-
rese éri el a tiidé mélyebb szegmenseit ECM al-
kalmazasaval, ahhoz a rendszerhez képest,
amelyben nem talalhaté kisméreti hordozd és je-
lentds az FPF javulas a kezeletlen mannit tartal-
mu DPI termékhez képest is. A tanulmany szer-
z0i az aktiv-helyek elméletével magyarazzak az ae-
roszolos teljesitmény javulasat [32]. Feltételezhetd
a laktéz hordozo6 feliiletén 1évé mikroporusok (1-
10 um) lefedése a tti alaki mannit kristalyok ré-
vén [12].

6. A hordozok feliileti sajatsagainak,
érdességének vizsgalati modszerei

6.1. Pdsztdzo elektronmikroszkdp (SEM)

A DPI készitmények esetében a szemcsék morfolo-

gidjanak jellemzésére, méretitk megallapitdsara
széles korben alkalmazzak a SEM-et. Hordozo ala-
pu rendszerek esetében a hatdéanyag nagyméretti
hordoz¢6 feliiletén valo szétteriilésének mértéke,
eloszlatottsaga is jol detektalhato, tovabba agglo-
meratumok képzoédésének kimutatdsara is alkal-
mazhaté modszer. A nagyméret(i hordozd szem-
csék morfologidja és mérete szintén tanulmanyoz-
hato ezen eszkdzzel és ugyancsak informacio sze-
rezhetd a hordoz¢ feliiletének érdességérdl [35]. E
modszerrel kétdimenzids kép készitheté a minta-
1ol (3. dbra). Mérési tartomanya széles skaldn mo-
zog: néhany négyzetmilliméteres feliiletrdl és mil-
liméteres mélységekrdl is felvétel nyerhetd [36].

6.2. Atomerd mikroszkdép (AFM)

Az AFM szintén egy hasznos vizsgalati eszkoz
DPI-ok esetében adheziv tulajdonsagok tanulma-
nyozasara. Informdaciot nyujt a szemcsék feliileti
reakcioképességrol, a feliileti energiardl és az
interpartikuldris koélcsonhatdsokrdl, ezaltal segit-
séget jelent a hordoz6 alapt rendszerek fejlesztése
soran [35]. Az AFM elénye a SEM-hez képest,
hogy haromdimenzids képek nyerhet6k a mintak-
rol, illetve a termékek el6készitése nem sziikséges.
Mérési intervallumai szlikebbek a SEM-hez ké-
pest: a maximalis vizsgalhato feliilet 150 um x 150
um, illetve legfeljebb 10-20 um-es mélyedések de-
tektalhatok, viszont e tartomanyok megfeleléek
DPI rendszerek vizsgalatara [36].

6.3. Inverz gazkromatogrifia (IGC)

Az IGC alkalmazhato a szemcsék feliileti energiaja-
nak, illetve a DPI-ok adheziv tulajdonsagainak jel-
lemzésére. Ebben a moddszerben inert polaros és
nem poldros gazokat eludlnak allando dramlassal
szilard analittal toltott oszlopokon keresztiil. A gaz
probamolekuldk kozotti kolesonhatdsok és az allofa-
zis hatdrozza meg a retencios térfogatot. A részecs-
kék nem igényelnek semmilyen el6kezelést [35].

7. Osszefoglalas

A hordozé alapu szdraz porinhaldcios rendszerek
jelenleg is a forgalomban levé DPI-ok legnagyobb
hanyadat teszik ki. Ezaltal az Gj generacios (hordo-
zOmentes) rendszerek mellett ezen formulacidk to-
vabbfejlesztése is a kutatasok fokuszaban all. Koz-
leménytiinkben Osszefoglalasra keriiltek azok a té-
nyez6k, ugymint a hordozé tipusa és habitusa, az
interaktiv fizikai keverékek kialakitasi paraméterei
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és eszkozei, illetve az interpartikuldris kolcsonha-
tasok, amelyek befolyasolo szereppel birnak e
rendszerek tiidédepozicids eredményeire. Az utdb-
bi idében szdmos nemzetkozi kozlemény jelent
meg a hordozok feliiletmddositasi lehetdségeirdl,
amelyek segitségével a tiidddepozicids eredmények
javithatok, ezaltal megoldasi lehet6ségeket nyujtva
a hordozo alapu DPI-ok fejlesztésére. Kutatdcso-
portunk a nemzetkdzi iranyvonalaknak megfelel6-
en hagyomanyos, hordozé alapt és 1j generacios
DPI-ok fejlesztésével is foglalkozik.

8. Koszonetnyilvanitas

Az Emberi Er6forrdsok Minisztériuma UNKP-16-2-1.
kédszamii Uj Nemzeti Kivdlésdg Programjdnak tdmo-
gatdsdval késziilt. This research was supported by the
GINOP-2.3.2-15-2016-00036 ~ (“Development — and
application of multimodal optical nanoscopy methods in
life and material sciences”) project.

IRODALOM

1. Chvatal, A., Benke, E., Szaboné Révész, P., Ambrus, R.:
Gyogyszerészet, 60, 197-206 (2016).

2. Benke, E., Chvatal, A., Szabo-Révész, P., Ambrus, R.: For-
mulation of lactose-based dry powder inhalers by
surface treatment containing different habit of active
agent. 2™ European Conference on Pharmaceutics
(2017).

3. Chvatal, A., Szabé, B., Szaboné Révész, P., Ambrus, R.: Acta
Pharm Hung, 86(043), 75-83 (2016).

4. Demoly, P., Hagedoorn, P., de Boer, A. H., Frijlink, H. W.:
Resp Med, 108(8), 1195-1203 (2014).

5. Pilcer, G., Wauthoz, N., Amighi, K.: Adv Drug Deliv Rev,
64(3), 233-256 (2012).

6. Rahimpour, Y., Kouhsoltani, M., Hamishehkar, H.: Drug
Discov Today, 19(5), 618-626 (2014).

7. Labiris, N. R., Dolovich, M. B.: Br ] Clin Pharmacol, 56(6),
600-612 (2003).

8. Hassan, M. S., Lau, R.: Curr Pharm Design, 16(21), 2377-
2387 (2010).

9. Hamishehkar, H., Rahimpour, Y., Javadzadeh, Y.: The role
of carrier in dry powder inhaler. Recent Advances in
Novel Drug Carrier System, InTech Open Access Pub-
lisher, pp. 39-66 (2012).

10. Mullins, M. E., Michaels, L. P., Menon, V., Locke, B,
Ranade, M. B.: Aerosol Science and Technology, 17(2),
105-118 (1992).

11. Crowder, T M., Rosati, ]. A., Schroeter, ]. D, Hickey, A.
J.,Martonen, T. B.: Pharm Res, 19(3), 239-245 (2002).

12. O. Shalash, A.: Drug Delivery to the Lungs 27, (2016).

13. Peng, T., Lin, S., Niu, B., Wang, X., Huang, Y., Zhang, X.,

Li, G., Pan, X., Wu, C.: Acta Pharmaceutica Sinica B,
6(4), 308-318 (2016).

14. Newman, S. P., Busse, W. W.: Resp Med, 96, 293-304,
(2002).

15. U.S. Pat. 7,344,734 B2 (2008).

16. Larhrib, H, Zeng, X. M., G. P. Martin, G. P., Marriott, C.,
Pritchard, |.: Int ] Pharm, 191(1), 1-14 (1999).

17. Le, V. N. P., Thi, T. H. H., Robins, E., Flament, M. P.: An
Official Journal of the American Association of Phar-
maceutical Scientists, 13(2), 477-484 (2012).

18. https://aiche.confex.com/aiche/2016/webprogram/Pa-
per464728.html [2017.marcius 29.]

19. Kaialy, W., Martin, G. P., Ticehurst, M. D., Royall, P., Mo-
hammad, M. A., Murphy, |., Nokhodchi, A.: An Official
Journal of the American Association of Pharmaceutical
Scientists, 13(1), 30-43 (2011).

20. Kaialy, W., Ticehurst, M. D., Murphy, |., Nokhodchi, A.: ]
Pharm Sci, 100(7), 2665-2684 (2011).

21. Nokhodchi, A., Kaialy, W.: Dry powder inhalers: influence
of lactose physicochemical properties on aerosol performance.

22. Zeng, X. M., Martin, G. P., Marriott, C., Pritchard, ].: Eur
J Pharm Biopharm, 51, 55-62 (2001).

23. lida, K., Hayakawa, Y., Okamoto, H., Danjo, K., Leuenberg-
er, H.: Chemical & Pharmaceutical Bulletin, 51(1), 1-5
(2003).

24. Shadbad, M. R. S., Millen, L., Momin, MIN., Nokhodchi, A.:
Iranian Journal of Basic Medical Sciences, 16(7), 873-
881 (2013).

25. Iida, K., Todo, H., Okamoto, H., Danjo, K., Leuenberger,
H.: Chemical & Pharmaceutical Bulletin, 53(4), 431-434
(2005).

26. Pfeffer, R., Dave, R. N., Wei, D., Ramlakhan M.: Powder
Technology 117, 40-67 (2001).

27.U.S. Pat. 2012/0082727 A1 (2012).

28. Zhou, Q., Morton, D. A. V.: Adv Drug Deliv Rev, 64(3)
275-284 (2012).

29. Hazare, S., Menon, M.: Ind ] Pharm Sci, 725-727 (2009).

30. Islam, N., I., Rashid, A., Camm, G.: Effects of magnesium
stearate on the efficient dispersion of salbutamol sul-
phate from carrier-based dry powder inhaler formula-
tions. In: Respiratory Drug Delivery (RDD) EUROPE,
2011.

31. Kinnunen, H., Hebbink, G, Peters, H., Shur, ]., Price, R.: An
Official Journal of the American Association of Phar-
maceutical Scientists, 15(4), 1009-1020 (2014).

32. Kaialy, W., Nokhodchi, A.: An Official Journal of the
American Association of Pharmaceutical Scientists,
15(3), 728-743 (2013).

33. https://www.pharmindex-online.hu/gyogyszerkereso
[2017. marcius 29.]

34. https://www.ogyei.gov.hu/gyogyszeradatbazis/ [2017.
marcius 29.]

35. Nokhodchi, A., Martin, G. P.: Pulmonary Drug Delivery:
Advances and Challenges. John Wiley & Sons Ltd, The
Atrium, Southern Gate, Chicester, West Sussex, United
Kingdom, 1st ed., 2015. pp. 52.

36.http://www.tankonyvtar.hu/hu/tartalom/tamo-
p412A/2010-0012_polimerek_merestechnikaja/ch04.
html1#id576752 [2017. marcius 29.]

Erkezett: 2017. dprilis 1.




2017/2.

Acta Pharmaceutica Hungarica

69

Acta Pharmaceutica Hungarica 87. 69-76 2017.

Folyamatos kristalyositasi eljaras fejlesztése impinging jet modszerrel
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Summary

Tari, T. AIGNER, Z.: Development of continuous
crystallization process using impinging jet method

Introduction: Nowadays, in pharmaceutical industry, it
is a great challenge to convert technologies from batch to
continuous mode. Our aim was to develop a continuous
antisolvent crystallization method using impinging jet
nozzles in case of glycine as model material and optimize the
crystallization parameters for high quality product.

Methods: Impinging jet mixer was applied in non-submerged
mode in a double-walled crystallization reactor, and samples
were separated from the crystallized product at given intervals
during continuous crystallization. Properties of the samples
were examined by several analytical methods (laser diffraction
particle size analyser, light microscopic image analysis
system, scanning electron microscope, differential scanning
calorimetry, powder X-ray diffraction, etc.)

Results: Morphology, average particle size, particle size
distribution, residual solvent and additive potassium
quantity of the continuous crystallized products were not
changed significantly compared to the batch process. The
main polymorph was the « form, during progression of
crystallization, increasing of small amount of p-polymorphic
form was observed. Percentage yield was improved compared
to the batch crystallization method.

Conclusion: It was found, that the continuous impinging
jet crystallization is suitable for producing of high quality,
uniform product in large quantity. The method also proved to
be reproducible.

Keywords: continuous  crystallization,
glycine, crystal habit, polymorphism

impinging  jet,

Osszefoglalds

Bevezetés: A Qyogyszeriparban manapsig nagy kihivdst
jelent a hagyomdnyos szakaszos technoldgidk dtalakitdsa
folyamatos eljardsokkd. Jelen munkdinkban célunk volt egy
folyamatos antiszolvens kristdlyositdsi modszer fejlesztése
impinging jet technikdval, glicin modell anyag esetében, és a
kristalyositdsi paraméterek optimalizdldsa magas mindségii
termék elddllitdsa céljabol.

Mbodszerek: Az impinging jet egységet a dupla-falii
kristalyosité reaktoron kiviil elhelyezve (,non-submerged”
méd) alkalmaztuk, és a folyamatos kristilyositds sordn
a kristalyositott termékbdl adott idékozonként mintikat
kiilonitettiink el. A termékmintdk tulajdonsigait szdmos
analitikai modszerrel vizsgdltuk (lézer diffrakcids szemcse-
méret analizis, fénymikroszkdépos képanalizdlds, pdsztdzo
elektronmikroszkdp, differencidlis pdsztdzo kaloriméter, por-
rontgen diffraktométer, stb.)

Eredmények: A folyamatos kristdlyositissal késziilt termék
morfoldgidja, dtlagos szemcsemérete, szemcseméret-eloszlisa,
maradék olddszer- és additiv-tartalmanem viltozott aszakaszos
elédllitdssal készitett termékhez képest. A kristdlyositott
termék a-polimorf wvolt, mellette a folyamat elérehaladdsa
sordn a B-polimorf forma kismértékii novekedését detektdltuk.
A kitermelési szdzalék javult a szakaszos modszerhez képest.

Osszegzés: Megillapitottuk, hogy a folyamatos impinging jet
kristalyositds alkalmas reprodukdlhato, egyenletes mindségii,
nagy mennyiségil termék elddllitdsira.

Kulcsszavak: folyamatos kristalyositds, impinging jet, glicin,
kristaly habitus, polimorfia

1. Bevezetés

A gybgyszeriparban manapsag egyre inkabb teret
hodit a folyamatos technologidk kialakitdsa mind
a kutatas-fejlesztés, mind a gyartas teriiletén. A fo-
lyamatos eljarasnak szdmos elénye van a korabban
alkalmazott szakaszos moddszerekkel szemben,
amelyek koziil legmeghatdrozobbak a koltségek,
az id6- és a helyigény jelentds csokkentése [1, 2]. A

folyamatos mddszer egységesebb terméket ered-
ményez, hiszen a gyartasi tételek kozotti mindségi
kiilonbségek kikiiszobolhetdek, jobb kitermelés ér-
hetd el, a mindségi ellenérzés konnyebben megva-
16sithato, az automatizalasuk egyszertibben kivite-
lezheto [3, 4].

A hagyomanyos kristalyositasi eljarasok fejlesz-
tése laborméreti reaktorokban kezdddnek, és a je-
lentés méretndvelés soran nem minden esetben
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vihet6k at egyszeriien az optimalis paraméterek
ipari méretekbe. Nagyobb gyartdsi mennyiség el-
éréséhez nagy meéretli reaktorok, draga késziilé-
kek sziikségesek, melyeknek tisztitdsa iddigénye-
sebb, minden kiilon lépést validalni sziikséges. A
felsoroltak mindegyike a gyartasbdl kiesett idot
jelentik. Folyamatos kristalyositas soran elegendd
egy kisméret(i reaktor hasznalata, hiszen a termék
eltavolitasa folyamatosan torténik, hasznalatuk
gazdasagosabb [5-7]. Célszer(i tehat a mar létezd
és engedélyezett szakaszos eljarast atalakitani fo-
lyamatos mddszerré, hiszen a megalkotott terve-
zési tér (,design space”) elemeit kdvetve biztosit-
haté az allandé mindségh termék, és lehetdség
nyilik a mai szigoru szabalyozasok mellett is a
gyorsabb engedélyeztetési eljarasra [8]. A megfe-
lel6 kristalyositdsi modszer megvalasztasaval
pénz és energia sporolhatd, hiszen ha mar a hato-
anyaggyartas soran optimalis tulajdonsagokkal
rendelkezik a termék, nincs sziikség tovabbi uto-
miuveletek elvégzésére (pl. szemcseméret csok-
kentés, frakcionalizalas, egyéb technoldgiai miive-
letek) [9, 10].

A kristalyhabitus, mint a szemcseméret, -feliilet
és -alak, nagymértékben befolyasoljak a hatéanya-
gok gyogyszerformaba torténd feldolgozhatdsagat
[11]. A kis atlagos szemcseméret és a sziik szem-
cseméret-eloszlds gyakori kovetelmény a rossz
vizoldékonysagu (Biopharmaceutics Classification
System, BCS II. csoportba tartozo) hatéanyagok
esetében. Ezek a paraméterek befolyasolhatjak az
oldddasi sebességet, biohasznosithatosagot, stabi-
litast, a tablettakban a hatéanyagok eloszlatottsa-
ganak egységességét [12, 13]. A megfelel6 kerek-
dedségti és sima felszint szemcsék agglomeracio-
ra kevésbé hajlamosak, igy szlirhetéségiik és por-
reologiai, folyasi tulajdonsaguk is kedvezébbek. A
szemcsék habitusa additivek hozzdadasaval is
modosithato, hiszen az additivek szelektiven ga-
toljak vagy eldsegitik az egyes kristalyoldalak no-
vekedését tobbféle mechanizmuson keresztiil. Ha-
tasuk fiigg tobbek kozott az anyagi mindségiiktol
és koncentraciojuktdl, tovabba befolyasolhatjak a
hatéanyagok polimorfidjat, ezzel oldékonysdgu-
kat, a készitett tablettak szilardsagat, hatékonysa-
gt [14-16].

Impinging jet (IJ, ,0sszelitk6z6 sugarak”) anti-
szolvens kristalyositas soran a hatéanyagot tartal-
mazo telitett oldat és az antiszolvens két kiilon,
egymassal szemben all6 csovon keresztiil aramlik
nagy sebességgel. A kis térfogatti keverési térben
az oldatok taldlkoznak, ahol nagy intenzitasa
mikrokeverés jon létre, homogén és nagy szuper-

szaturacid jelentkezik a nukleacié megindulasa
el6tt, igy elérhetd a sziik szemcseméret-eloszlasu,
kis atlagos szemcseméreti termék eldallitasa. A
szemcsemeéret-eloszlas és a kristaly habitus befo-
lyasolhato a kristalyositasi paraméterek valtozta-
tasaval, mint példaul az aramlasi sebesség, ho-
mérséklet vagy az utdkeverési idé modositasaval.
A pillanatszer(i, gyors kristalyositasi folyamat ko-
vetkeztében viszont a kristalyok morfoldgidja ne-
hezen befolyasolhato [17-19].

A glicin a legegyszer(ibb kémiai szerkezet(i ami-
nosav. Jellemzden gyors kristalynovekedéssel nagy
méret(i kristalyokban kristalyosodik, igy kiilono-
sen jol alkalmazhat6 a habitus modosité és szem-
cseméret csokkentd eljarasok hatékonysaganak
modellezésére. A glicinnek standard koriilmények
kozott harom polimorf mddosulata ismert: a-, - és
v-forma. A modosulatok megjelenését befolyasol-
jak a kiilonbozo kristalyositasi paraméterek, mint
pl. az oldoszer és az antiszolvens mindsége és ara-
nya, a homérséklet, a kiilonb6z6é koncentracioju
additivek jelenléte. Vizes kozegbdl spontan nuk-
ledcioval képz6dé £6 polimorfja az a-glicin. A kris-
talyszerkezete monoklin (tércsoport: P2 /n) és nor-
mal kortilmények kozott ez a forma metastabil. A
B-glicin a legkevésbé stabil mddosulat, bizonyos
id¢6 elteltével atalakul a-polimorffa, kristalyszerke-
zete szintén monoklin (tércsoport: P2 ). Megjelené-
sét elGsegiti az etanol és metanol jelenléte vizes ko-
zegben. Termodinamikailag a vy-glicin a legstabi-
labb polimorf forma standard koriilmények kozott,
melynek kristalyszerkezete trigondlis (tércsoport:
P3,). Azonban az a-glicin gyakrabban fordul el vi-
zes kozegben, és nem alakul at ezen koriilmények
kozott y-formava [20-22].

Korabbi vizsgalatainkban glicin kristalyositasa-
nal alkalmaztuk az impinging jet modszert és
szemcseméret csokkenté hatasat dsszehasonlitot-
tuk a konvencionalis kristalyositasi eljarasokkal
szemben. Megallapitottuk, hogy a hiitéses, az
antiszolvens, illetve a reverz antiszolvens modsze-
rekhez képest is tobb mint egy nagysagrendnyi
szemcseméret csOkkentést eredményezett az uj
modszer, megfelel6 szemcseméret-eloszlas és ma-
radék oldoszer-tartalom mellett [23]. Tovabba
megfeleld koncentracidju kalium-klorid additiv
alkalmazasaval elérheté a szemcsék kerekdedsé-
gének javitasa, igy kozel szférikus szemcesék allit-
hatok elé alacsony maradék kalium-tartalom és
stabil polimorf forma mellett [24].

Jelen munkankban egy sajat fejlesztésti impin-
ging jet eszkoz folyamatos kristdlyositasi eljaras-
ban val6 alkalmazhatosagat vizsgaltuk nagy térfo-
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gati oldatok felhasznaldsaval, additiv jelenlété-
ben. Célunk volt, hogy a modszer biztositson meg-
felel6 kitermelést, reprodukalhato, gyors és pontos
legyen. A korébbi vizsgalataink alapjan optimali-
zalt kristalyositasi paramétereket alkalmaztuk
glicin modell anyag esetében, és Osszehasonlitot-
tuk a termék fizikai-kémiai tulajdonsagait a szaka-
szos eljaras eredményeivel.

2. Anyagok és vizsgalati modszerek
2.1. Anyagok

Munkank sordn a glicint, mint modell anyagot al-
kalmaztuk, melyet a VWR forgalmaz (Leuven,
Belgium). Az antiszolvensként hasznalt 96%-os
etanol szintén a VWR terméke. Az additivként al-
kalmazott kalium-kloridot a Scharlau forgalmazza
(Barcelona, Spanyolorszag). Oldoszerként Ph. Hg.
VIIL. mindségi tisztitott vizet hasznaltunk.

2.2. Impinging jet kristdlyositds

Az impinging jet egység kiils¢ elemként (non-
submerged) volt alkalmazva a duplafald, kerekitett
alji Schmizo kristalyositd reaktorral (Schmizo AG,
Oftringen, Svdjc), amelyben a folyamatos keverést

ciokat. A mintak 40 °C-on, 24 6raig torténd vakuum
szaritdsa utan zart edényekben voltak tarolva. A
teljes berendezés felépitése az 1. dbrdn lathato.

2.3. Termékek analitikai vizsgdlatai

2.3.1. Kristdly habitus és szemcseméret-eloszlds
vizsgdlata

A kristalyositott termékek kerekdedségének és szem-
cseméretének vizsgalatat LEICA fénymikroszkopos
képanalizator (Leica LEICA Q500MC, LEICA Camb-
ridge Ltd, Cambridge, UK), valamint pasztazo
elektronmikroszkdp (SEM, Hitachi S-4700, Hitachi
Scientific Ltd.,, Tokyo, Japan) segitségével végez-
tiik. A SEM mintak feliiletét aranypalladium be-
vonattal lattuk el a megfelel elektromos vezetdké-
pesség biztositdsa céljabdl, Bio-Rad SC 502 készii-
lék (VG Microtech, Uckfield, UK) alkamazasaval.

A mintak szemcseméret-eloszlasat Malvern
Mastersizer 2000 lézerdiffrakcids szemcseméret
analizadlé berendezéssel (Malvern Instruments
Ltd., Malvern, UK) hataroztuk meg, szaraz mod-
szerrel Scirocco szdraz poradagolo segitségével.
Két parhuzamos mérést alkalmaztunk minden
minta esetében, a tablazatok az atlag értékeket tar-
talmazzak.

egy IKA Eurostar digitalis motor-

ral meghajtott anker-tipust keverd
biztositotta 250 rpm fordulatszam-
mal (IKA-Werke GmbH & Co.,
Staufen, Németorszag). A folyadé-

kok adagolasat két azonos tipustu

kalibralt perisztaltikus pumpa vé-
gezte (Rollpump Type 5198, MTA

Kutesz, Budapest, Magyarorszag). 1
A 200 ppm KCI additivet tartalma-
z0 telitett glicin oldat és a 96%-o0s
etanol allando sebességgel
(4,06 m/s) aramlott, 1:1 aranyban az
adott atmérdjii csoveken keresztiil

TELITETT

az impinging jet elem keverd teré- =

be [24]. A kisérleteket allando hé-
mérsékleten, 25 °C-on végeztiik,
amelyet Julabo F32 (Julabo GmbH,
Seelbach, Németorszag) krioter-
mosztattal biztositottunk, Julabo
Easylemp 2.3e software vezérlésé-
vel. A folyamatos kristalyositas so-
ran keletkezett szuszpenzi6 sztiré-

se szlirénucson folyamatosan tor-
tént, ennek sordn percenként kiilo-
nitettiink el a nedves kristaly frak-

KEVERG|
IMPINGING JET | MTOR
PUMPA PUMPA
 I—
p—
ANTISZOLVENS
TERMOSZTAT P
l TERMEK
' l _ |
VAKUUM '
sZURO
y y y
I
1. dbra: A sajit fejlesztésti impinging jet kristdlyositdsi rendszer sematikus
felépitése
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3. Eredmények értékelése

3.1. Kristaly habitus és szemcseméret-el-
oszlds

Az impinging jet antiszolvens krista-
lyositds soran megnovelt térfogattal
(1000-1000 ml) végeztiik el kisérletein-
ket, a kristalyositd reaktorban utdkeve-
rés nélkiil folyamatosan tortént a
szuszpenzi6 tovabbhaladdsa a sziir6-
be, ahol percenként tortént a mintavé-
tel. Egy kristalyositasi kisérlet id6tar-

2. dbra: Mintdk SEM felvételei

A: kiinduldsi glicin (150x), B: termék 1. perc (150x), C: termék 1. perc
(500x), D: termék 20. perc (150x), E: termék 20. perc (500x)

tama 20 perc volt, a megadott paramé-
terekkel 3 parhuzamos mérést végez-
tiink. A tovabbiakban az eredmények

2.3.2. Polimorfia vizsgdlata

A termékek polimorfidjat porrontgen (XRPD) ké-
sziilék és differenciald pasztazo kaloriméter (DSC)
segitségével vizsgaltuk. Az XRPD mérésekhez
Bruker D8 Advance diffraktométert (Bruker AXS
GmbH, Karlsruhe, Németorszadg) alkalmaztunk.
A vizsgalatok f6 paraméterei a kdvetkezdk voltak:
szOgtartomany: 3°-40° 2-Theta; 1épéskoz: 0,01°. A
kristalyositott termékek diffraktogramjait a Camb-
ridge Szerkezeti Adatbazis adataival hasonlitottuk
0ssze (Cambridge Crystallographic Data Centre,
CCDC, Cambridge, UK).

A DSC analizis Mettler Toledo DSC 821¢
(Mettler-Toledo AG, Greifensee, Svdjc) berende-
zéssel tortént. Az adatok értékelését STAR® ver.
9.30 software-rel végeztiik. A vizsgalatok paramé-
terei: hdmérsékleti tartomany: 25-300 °C; flitési se-
besség: 10 °C/perc.

2.3.3. Szennyezdk vizsgilata

A mintdk maradék oldoszer-tartalmanak megha-
tarozasa headspace gazkromatografids modszer-
rel tortént, vizsgalatainkat Varian CP-3800 gaz-
kromatograffal (Varian, Inc, Walnut Creek, CA,
USA) végeztiik, DB-624 kapillaris oszlopon (60 m
x 0.25 mm x 1.4 um, nominal) kiegészitve Tekmar
Dohrmann 7000 headspace automatikus mintave-
vovel és langionizalo detektorral.

A kristalyositasi additivként alkalmazott kali-
um maradék koncentracidjanak pontos mérésére
Perkin Elmer 4100 ZL (Uberlingen, Németorszag)
atomabszorpcids langspektrométert alkalmaztunk
(FAAS), deutérium hattér korrekcids rendszerrel
és leveg6-acetilén lang alkalmazasaval.

atlagértékeit mutatjuk be.

A SEM felvételeken lathato, hogy a kiindulasi
anyag lekerekitett oldalt, nagy, izodimenzios
szemcsékbdl all, ezzel szemben az impinging jet
kristalyositott termékek szemcsemérete jelentésen
csokkent, alakja bipiramidalis, felszine sima. A
gyors kristalyositasi eljarasbol adédoan az élek és
csucsok nincsenek lekerekedve. Ezek a tulajdonsa-
gok biztositjak, hogy a kristalyok egyedi szemcsé-

I. tablazat
Kristdlyositott mintik szemcseméret-eloszldsa

Minta d (0,1) d (0,5) d (0,9)
[perc] [um] [um] [um]
1. 8,524 27,934 70,382
2. 7,701 25,899 68,285
3. 8,520 29,278 74,356
4. 8,360 28,265 69,346
5. 8,758 29,969 75,320
6. 9,292 33,190 82,260
7. 9,577 34,313 84,812
8. 9,657 33,825 77,717
9. 9,674 34,066 78,151
10. 8,990 30,854 70,155
11. 8,864 30,308 69,338
12. 8,567 29,334 72,748
13. 8,626 29,748 74,385
14. 9,605 34,028 77,861
15. 9,627 33,880 77,352
16. 9,259 32,922 76,072
17. 9,197 32,470 75,244
18. 9,367 33,379 76,586
19. 9,417 33,622 77,036
20. 9,358 33,719 78,712
Atlag 9,047 31,550 75,306

Szoras 0,54 2,54 4,35

Relativ szoras 0,06 0,08 0,06
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5. dbra: A termékek kétdimenzios XRPD diffraktogramjai

ket alkotnak, aggregaciora kevéssé haj-
lamosak. A 2. dbrdn a kiindulasi anyag
és a folyamatos kristalyositas soran az
els6 és a huszadik percben vett mintak
SEM felvételei lathatdak, kiilonbozdo
nagyitassal készitve. A képek alapjan
megfigyelhetd, hogy nem tortént jelen-
tds valtozas a kristaly morfoldgidban a
kristalyositas teljes id6tartama alatt.

A kristdlyositott mintdk mikro-
metriai adatait az I. tdbldzatban fog-
laltuk Ossze. Feltiintettiik a 20-20 min-
ta szemcseméret analizisére vonatkozé
d (0,1), d (0,5) és d (0,9) értekeket, atla-
got, szorast és relativ szorast szamol-
tunk. Az alacsony szorasértékek azt
igazoljak, hogy a kristalyositasi folya-
mat sordn nem valtoznak jelentésen az
emlitett paraméterek.

A szemcseméret-eloszlasi gorbék
alapjan kijelenthet6, hogy a 20 minta
mindegyike monodiszperz eloszldst
mutat, az allandd kristalyositasi kortil-
ményeknek koszonhetden az eloszlas
lefutasa is azonos (3. dbra).

A korabbi szakaszos eljaras 52-62%
kitermelési szazalékot eredményezett,
amelyhez képest novekedés volt ta-
pasztalhato, hiszen a folyamatos mod-
szerrel 64-70%-ra emelkedett a kiter-
melés értéke. A keletkezett glicin
szuszpenzid teljes mennyisége a szi-
réfeliiletre jutott, igy elkeriilhet6 volt a
miveletek kozotti anyagveszteség. A
folyamat soran az impinging jet elem
elzarddasa, illetve egyéb miikodési ne-
hézség nem volt megfigyelheto.

A szakaszos és folyamatos modszer-
rel eléallitott mintak atlagos szemcse-
méret kiilonbségét statisztikai szoft-
verrel, kétmintas t-proba segitségével
hasonlitottuk 6ssze (GraphPad Prism
5, GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA), amely alapjan megallapitot-
tuk, hogy a szakaszos (29,707-
31,967 um) és a folyamatos (25,899-
34,313 um) modszer termékei kozott
nincs szignifikans kiilonbség (4. dbra).

3.2. Polimorfia

A kiindulasi anyag és a kristalyositott
termékek kristalyszerkezetét XRPD
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Kiindulasi glicin

nol az ICH Q3C (R5) iranyelv szerint a
3. csoportba tartozik, a maximalis érté-

250,0 254.0

ke 5000 ppm lehet [25]. A termékekben
38 ppm és 80 ppm kozotti maradék
etanol koncentracié volt mérhetd, igy
ez megfelelt az elSirt kovetelmények-

nek.
A habitus javitasa céljabdl alkalma-

zott kalium mennyiségét a termékek-
e ben FAAS mérések alapjan hataroztuk

40 60 80 100 120 140 160 180 200
L L L N L 1 L L L

1. perc
5. perc 252,5 ;’ 2535
2543
200 . 257,7
e 10. perc \(
254,2
15. perc 2
20. perc QM&:S

meg. A maradék kalium koncentracio-
ja 22-48 ppm kozé esett a mintakban,
amely nem jelent nagy mértéki szeny-
nyezettséget.

W . . . B R . ] . L L., (R e SN
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iy
24 26 min

4. Osszefoglalas

6. dbra: A kiinduldsi glicin és a termékek DSC termogramjai

A fejlesztett impinging jet antiszolvens

berendezéssel vizsgaltuk, és az eredményeket a
Cambridge Szerkezeti Adatbazis diffraktogram-
jaihoz hasonlitottuk. A mérések alapjan mind a
kiindulasi glicin, mind a termékek kristalyformaja
a leggyakrabban el6forduld a-polimorf volt. A
kristalyositasi folyamat soran nem tapasztaltunk a
polimorfidban eltérést. Eredményeinket az 5. db-
rdan szemléltetjiik.

Korabbi vizsgalataink soran megallapitottuk,
hogy a DSC termoanalitikai mddszer érzékenyebb
az instabil B-glicin jelenlétére [24]. Ennél az anali-
tikai eljarasnal a B-formara jellemzd, 251 °C-nal je-
lentkezd cstics mar kis (5% alatti) mennyiségben is
megjelenik, amely az a-glicin 254 °C-os endoterm
csucsahoz kapcsolddva, kis vallként jelentkezik,
ezért pontos mennyisége nem hatdrozhaté meg. A
porrontgen vizsgalatok soran ez a mennyiség még
nem detektalhatd. Ezek alapjan mar a kiindulasi
glicin is tartalmazott kis mennyiségben [-poli-
morfot. A kristdlyositott termékekben ugyancsak
megfigyelhet6 volt az a- és B-forma keverékének
megjelenése, a kristdlyositas folyamatanak eldre-
haladasaval a p-glicin mennyisége kis mértékben
novekedett. A novekedés oka feltehetSleg a kezde-
ti B-polimorf jelenléte, amely indukalta az instabil
forma megjelenését (6. dbra).

3.3. Maradék oldoszer- és maradék kalium-tartalom

A headspace gazkromatografids mérések alapjan
meghataroztuk a termékek maradék oldoszer-tar-
talmat. A gyors kristalyositasi folyamat kovetkez-
tében el6fordulhat, hogy a kristalynovekedés so-
ran olddszer zarvanyok keletkeznek a szemcsék-
ben, igy fontos a pontos meghatarozasuk. Az eta-

kristalyositasi modszer glicin modell anyag eseté-
ben alkalmasnak bizonyult a folyamatos krista-
lyositas kivitelezésére. A modszer reprodukalhato
és pontos, valamint rovid id6 alatt magas kiterme-
léssel, j6 mindségli termék allithato eld. A korabbi,
szakaszos kristalyositds sordn optimalizalt para-
méterek jol alkalmazhatdak a folyamatos techno-
logia esetén is, hiszen a termékek fizikai-kémiai
tulajdonsagai nem térnek el szignifikdnsan a sza-
kaszos modszer mintdihoz képest. A kapott kris-
talyok atlagos szemcsemérete (31,55 pm) szignifi-
kansan csokkent a kiindulasi anyaghoz (680,69 um)
képest, megfelel6 kerekdedség, stabil polimorf
modosulat, alacsony maradék oldoszer- és krista-
lyositasi additiv (kalium) tartalom mellett. Ossze-
gezve, a szakaszos kristalyositasi modszerek fo-
lyamatos technologiava torténd konvertalasaval
elérhet6 a magasabb kitermelési szadzalék, vala-
mint az el6allitashoz sziikséges id6 jelentds csok-
kentése, a termék fizikai-kémiai tulajdonsagainak
valtozasa nélkiil.

Koszonetnyilvanitas

A szerzOk koszonetet mondanak Ambrus Ritdinak a
pasztazé elektronmikroszkdpos felvételek elkészi-
téséért, és Szakonyi Gerdinak az atomabszorpcios
langspektrométer hasznalatdban nyujtott segitsé-
gért.
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Summary

Vica K., RietmULLER E., ALBERTI A., Tora A., BENI Sz.
KEry A.: Supercritical fluid extraction and convergence
chromatographic  determination of parthenolide
in Tanacetum parthenium L.: experimental design,
modeling and optimization

Feverfew (Tanacetum parthenium L., Asteraceae) is a perenni-
al medicinal plant which has been used to alleviate the symp-
toms of migraines, headaches and rheumatoid arthritis. The
herb contains various potentially active constituents such as
sesquiterpene-y-lactones, flavonoids and volatile oil. The main
sesquiterpene-lactone in feverfew is parthenolide which is con-
sidered to be responsible for the therapeutical effects. Super-
critical CO, extraction was carried out at different pressures
(10-30MPa), temperatures (40-80°C) and co-solvent contents
(0-10% ethanol) in order to study the extraction yield and the
parthenolide recovery of the extracts. Leaves collected before
and during flowering and flower heads were investigated. A
factorial experiment using a full 3° design was followed dur-
ing the experiments and response surface methodology was
implemented to analyze the influence of the variables and opti-
mize the extraction. The critical values of parthenolide content
were found to be 7% EtOH, 22MPa and 64°C in case of all
three samples. It was determined, that the optimal conditions
of the extraction, where the maximum parthenolide content
and extract yield can be reached, do not coincide. The highest
yield of parthenolide was obtained in the flower heads (0.604%
wt.).

Keywords: Tanacetum parthenium L., Supercritical flu-
id extraction, Experimental design, Response surface
methodology, Convergence chromatography

Osszefoglalis

Az Eurdpdban és Azsidban honos Gszi margitvirdg évsziza-
dok 6ta ismert Qyogy- és diszndvény. Az 1970-es évek 6ta a
migrén, fejfijds, rheumatoid arthritis kezelésére alkalmaz-
zdk. Jelentdsebb tartalom anyagai a szeszkviterpén-laktonok,
illéolaj és flavonoidok. Jelenlegi ismereteink szerint a hatds
szempontjdbol legfontosabb vegyiilete a COX-2 és NF-«xB
gatlo, prosztaglandin-, tromboxdn- és leukotrién termelést
csokkentd, az 5-HT vérlemezkékbdl vald felszabaduldsit gitld
partenolid, amellyel kapcsolatba hozzdk a novény migrénelle-
nes hatdsdt.

Az 6szi margitvirdg partenolid tartalmdnak kinyerésére
és az extraktumok hatéanyag tartalmdnak maximalizaldsd-
ra szdmos mddszert dolgoztak ki. Napjainkban az olyan 1ij,
korszerii és kornyezetbarit modszerek, mint a szuperkritikus
fluid extrakcié el6térbe keriiltek. Vizsgdlataink sordn az 0szi
margitvirdg (Tanacetum parthenium L.) mintdkat szuperkri-
tikus fluid széndioxiddal extrahdltuk, melyhez eqy 3 meny-
nyiségi faktoros 3 szintes kisérleti tervet dllitottunk Ossze,
ahol a hémérséklet 40, 60 és 80 fok, a nyomds 10,20 és 30
MPa, az eluens polaritdsinak vdltoztatdsdra pedig 0, 5 és
10% etanolt alkalmaztunk. A mérési pontokra vilaszfeliiletet
illesztve vizsgdltuk a hémeérséklet, a nyomds és a mddositd
olddszer mennyiségének kélcsonhatdsit. A szuperkritikus
fluid extrakciéval elddllitott mintik vizsgdlatdval adatokat
gyitijtottiink a partenolid novényrészekben, illetve vegetdcids
periddus alatti feldiisuldsdrdl és optimdlni tudtuk a kivondsi
koriilményeket a hatéanyagban gazdag extraktumok elddlli-
tdsdra. A virdgzds eldtt és alatt qyiijtott levél, valamint a vi-
riagzat partenolid tartalmdnak optimum értékét 7%-os etanol
tartalom mellett 22MPa-on és 64°C-on értiik el. Megallapitot-
tuk, hogy a szdrazanyag-tartalom és a partenolid-tartalom op-
timum értéke nem esik egybe. Az extraktumok tartalmi anya-
gainak mérésére konvergens kromatogrdfidgs (UPC?) médszert
fejlesztettiink ki és validdltunk.

Kulcsszavak: Tanacetum parthenium L., Szuperkritikus
fluid extrakcié, Faktoros kisérleti terv, Vilaszfeliilet-modszer,
Konvergens kromatogrifia

Bevezetés

Az 6szi margitvirag évszazadok ota ismert gyogy-
és disznovény. A tradicionalis gyodgyaszatban
hosszti ideje alkalmazzdk, az 1970-es években

azonban szakirodalmi adatokkal is alatamasztot-
tak migrén profilaktikus, fejfdjas- és gyulladas-
csokkentd hatasat [1-4]. Jelenlegi ismereteink sze-
rint a Tanacetum parthenium L. kivonatok COX-2 és
NF-xB gatlo, prosztaglandin-, tromboxan- és
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leukotrién termelést csokkentd, az 5-HT vér-
lemezkékbdl valo felszabadulasat gatlo hatasait bi-
zonyitottak [5-9]. Legjelentdsebb tartalmi anyaga a
szeszkviterpén-lakton csaladba tartozé partenolid,
melynek a novény migrénellenes hatdsat tulajdo-
nitjak [1, 3, 4].

Az 6szi margitvirag partenolid tartalmanak ki-
nyerésére €s az extraktumok hatéanyag tartalma-
nak maximalizalasara szamos modszert dolgoztak
ki. Szerves és szervetlen olddszerrendszereket
vizsgaltak ultrahangos és Soxhlet kivonassal [10,
11]. A legmagasabb partenolid tartalmat a virag-
zatban (1,38%) talaltak, melyet a levél drogok ko-
vettek (0,95%). A szar és a gyokérzet partenolid
tartalma elhanyagolhatd volt [12].

A szuperkritikus fluid extrakcio, mint 1j, kor-
szerl és kornyezetbarat modszer, szamos elény-
nyel rendelkezik a hagyomanyos olddszeres
extrakcioval szemben, mivel viszonylag alacsony
hémérsékleten megvaldsithato, az értékes kompo-
nensek nem karosodnak a mtvelet soran. A no-
vény mintat nagynyomasa szuperkritikus szén-
dioxiddal (SC-CO,) extrahéljuk, kihasznélva an-
nak jo oldoképességét és szelektivitasat, majd a
nyomas csokkentésével a szén-dioxidot elvalaszt-
juk az extraktumtol, igy a kapott kivonat akar tel-
jesen olddszermentes lehet. A hémérséklet, a nyo-
mas és a hozzdadott modositd olddszer aranyanak
valtoztatasaval a kivonat sszetétele befolyasolha-
té [13-19]. Az Oszi margitviraggal kapcsolatban
szamos szuperkritikus fluid extrakcids vizsgalatot
kozoltek. Smith és Burford [20] a novény fold feletti
részét 250 baron, 40°C-on extrahaltdk, els6 1épés-
ben tiszta széndioxiddal (0,8 m/m% partenolid),
majd 4% acetonitril és metanol hozzaadasaval no-
velték a kivondszer polaritasat, amely megduplaz-
ta a kivonatok partenolid tartalmat. Kaplan és
munkatarsai [21] SC-CO,-ot alkalmaztak kiilonbo-
z6 nyomas értékeken (100-300 atm), 100°C-on,
majd a kapott partenolid értékeket sszehasonli-
tottak a hagyomanyos mddszerrel torténd kloro-
formos kivonas esetén elért eredményekkel. Meg-
allapitottak, hogy a legmagasabb aranyban a vi-
ragzat és ezen beliil is a magok tartalmaznak
partenolidot, és hogy a SFE sokkal hatékonyabb,
mint a hagyomanyos oldoszeres kivonasi modsze-
rek. Kéry és munkatarsai [22] egy 37 teljes, faktoros
kisérleti tervet allitottak Gssze a féliizemi alkalma-
zas optimalizalasara. Vizsgaltak a kivonat szaraz-
anyag ¢és partenolid tartalmat. Az alkalmazott
nyomas értékek 100 és 400 bar kozott, a hdmérsék-
let 40 és 60 °C kozott valtoztak. A partenolid tarta-
lom a 400 bar és 60 °C esetén mutatta a legmaga-

sabb értéket (5,2 m/m%). Cretnik és munkatarsai
[23] laboratériumi szakaszos miikodésti miiszert
alkalmaztak 200 és 300 bar nyomason, 40, 60 és 80
°C-on. A két szeparator alkalmazasaval a parte-
nolidot részben el tudtak kiiloniteni a kivont zsi-
ros anyagoktol.

Napjainkban egyre népszertibb a szub- és szu-
perkritikus fluidok kromatografia teriiletén vald
alkalmazasa. A konvergens kromatografia 6tvozi
az ultra nagynyomasu folyadék- és a szuperkriti-
kus fluid kromatografia elényeit, tobbek kozott
csokken a vizsgalat ideje és az olddszerfogyasztas,
illetve drasztikusan megnd a csticskapacitas és ér-
zékenység. Az UPC? kromatografia alkalmas pola-
ris és apolaris, illékony illetve nem illékony kom-
ponensek elemzésére.

Munkank célja olyan részletes kisérleti terv
megalkotdsa volt, ahol vizsgalni tudjuk a valtozok
(nyomas, homérséklet, polaritast modositd oldo-
szer) linedris, négyzetes és egymassal valo kol-
csonhatasat a kivonatok szarazanyag és partenolid
tartalmara. A moédositdo olddszer etanol volt, an-
nak nem toxikus, és kornyezetbarat tulajdonsagai
miatt. Az 6szi margitvirdg mintakat virdgzas el6tt
és a teljes viragzas alatt gytjtottiik, majd az utdb-
biakat levélre és virdgzatra bontottuk. Ezen harom
mintan végeztiik modellkisérleteinket. Elséként
vizsgaltuk a hatdanyag feldusulast a vegetacios
periddus filiggvényében, a partenolid tartalom
kvantitativ vizsgalatdra nagy hatékonysagu kon-
vergens kromatografias modszert fejlesztettiink ki
és validaltunk.

Anyagok és modszerek
Novényminta

A Vacratoti Botanikus Kertbdl szarmazé magmin-
takat szabadfoldi koriilmények kozott neveltiik
Erden, a mintékat virdgzés elétt és a teljes virdg-
zas alatt gytjtottiik, majd levélre és viragzatra va-
lasztottuk szét. Ezen harom mintan végeztiik mo-
dellkisérleteinket. A mintak méretét daralas utan
40-50 meshben allapitottuk meg.

Oldoszerek és reagensek

A szuperkritikus fluid extrakcié és kromatografia
soran alkalmazott széndioxid 99,5%-os tisztasagu
volt és a Linde Kft.-tdl, a partenolid referencia ve-
gyliletet, az alkalmazott reagens mindségti modo-
sitd etanolt és a HPLC mindségli acetonitrilt a
Sigma-Aldrich Kft.-tdl szereztiik be.
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Szuperkritikus fluid extrakcio

A szuperkritikus fluid extrakciora labortériumi ké-
szliléket alkalmaztunk, amely Peltier hiitérend-
szerrel felszerelt Jasco PU-2080 CO, pumpabdl és a
modosito olddszer hozzaadasat biztositd Jasco MX-
2080-32-es dinamikus keverdbdl allt. A CO-2060
plus intelligens extrakcids/kolonna termosztatban
a kolonna pozicioba egy 1 ml-es extrakcids csovet
helyeztiink, melyet megtoltottiink az apritott dro-
gokkal. Az alland6 nyomast a Jasco BD-2080 nyo-
masszabalyozd egység biztositotta. Az extrakciot
MD-2010 plus detektorral 205 nm-en kisértiik fi-
gyelemmel, melyet egy nagy nyomasu cellaval sze-
reltiink fel. A kivonasokat egy oran at végeztiik, a
kivondszer dramlasi sebessége 0,4 ml/perc volt.

Kisérleti terv

Vizsgalatainkra 3 mennyiségi faktoros 3 szintes
(3%) kisérleti tervet allitottunk 6ssze, melyben a ho-
mérséklet 40, 60 és 80 °C, a nyomas 10,20 és 30
MPa, az eluens polaritasanak valtoztatasara pedig
0%, 5% és 10% etanolt alkalmaztunk. Vizsgaltuk a
valtozok linedris, négyzetes és egymassal valo kol-
csOnhatasat az extrakcid soran a kivonatok szaraz-
anyag és partenolid tartalmara, a vegetacios
perdiddusra és a szervrészekre vald tekintettel.

Az olddszer aramlasi sebességet (0,4 ml/perc) az
extrakciok soran allando értéken tartottuk és a ki-
vonasi idé minden esetben 1 6ra volt.

A Kkisérleti terv 27 extrakcidbol és az eredmé-
nyek reprodukalhatoésaganak vizsgdalatara a terv
centrumadban elvégzett 3 mérésbdl allt. Két tovabbi
kivonast végeztiink az optimum pontban a kisér-
let hitelességének bizonyitasara.

A harom szignifikans fliggetlen valtozé kozti
matematikai kapcsolatot altalanos négyzetes poli-
nombol fejeztiik ki:

Y=ﬁ%+ﬁ1XP+ B X+ BXpon™ [311XZP+
BasXeon™ PrXe Xit BrsXpXpon™ BosXiXpon

ahol az Y a valasz, 3, egy konstans érték, 3
(EtOH), B, (P) és B, (T) a linearis, 3,, f3,, €s B, a
négyzetes és (3, B, €s B,, a faktorok egymassal
val6 kolcsonhatasat leird koefficiensek. A statiszti-
kai vizsgalatokhoz Statistica szoftvert alkalmaz-
tunk. A regresszids modell illeszkedésének josagat
a determinacids koefficienssel, az R2-vel és ezek
korrigalt értékeivel bizonyitottuk. A szignifikans
faktorok és interakciok meghatarozasahoz varian-
cia analizist alkalmaztunk.

ﬁ22X2T+

Ultra nagyhatékonysigu konvergens kromatogrifia
(Urc?)

A szuperkritikus fluid kivonatok kromatografids
vizsgalatat Waters ACQUITY Ultra-Performance
Convergence Chromatography (UPC?) miiszerrel
végeztiik (binaris pumpa, automata mintaadagolo,
kolonna termosztat, dioda detektor, nyomasszaba-
lyozo). Az elvalasztashoz 45°C-ra termosztalt
Acquity UPC2 BEH C18 oszlopot (100mmx3mm,
1.7 pum, Waters, MA, USA) alkalmaztunk. A kom-
ponensek elvéalasztasat izokratikus programmal
végeztiik: 0-5 perc 18% B, 2 ml/perces aramlasi se-
bességgel, ahol az eluensek szuperkritikus széndi-
oxid (A) és acetonitril (B) voltak. A kromato-
gramokat 210 nm-en rogzitettiik, az UV spektru-
mokat 200-400 nm kozti tartomanyban vettiik fel.
A teljes rendszer nyomasa 2000 psi volt. Az adatok
feldolgozasa Empower 3 szoftverrel tortént.

A validaci6 soran vizsgaltuk a modszer helyessé-
gét, linearitasat, a retencios id6 ismételhetdségét, az
LOD és LOQ értékeket, a precizitast és napok kozti
ismételhetdséget. Az eredmények minden esetben
megfeleltek az ICH bioldgiai mintdkra vonatkozo
iranyelveinek. A partenolid standardot acetonitril-
ben feloldva kalibracios sort készitettiink 0,0313-
0,5000 mg/ml tartomanyban. Hat koncentracio6 érté-
ket vizsgaltunk haromszor ismételve a méréseket,
majd a mérési eredményekre kalibracios egyenest
illesztettiink, melyet linedris regresszié analizissel
vizsgaltunk. A kimutatasi és meghatarozasi hatart
az alapvonalzaj haromszorosanak illetve tizszeresé-
nek megfelel6 magassagu jelet add koncentracio-
ként hataroztuk meg. A validalas soran vizsgaltuk a
modszer helyességét, a kivonathoz ismert mennyi-
ségli standard oldatot adva. A pontossagot 9 mérés-
bdl hataroztuk meg (3 koncentracid/ 3 ismétlés). A
napok kozti ismételhetdséget harom egymast kove-
t6 napon hataroztuk meg, harom eltér6é koncetracio
mérésével. A standard oldatok higitdsa minden
esetben fiiggetlen tomegbeméréssel tortént.

Eredmények és diszkusszio
UPC? validdlas

A linearitas vizsgalatok soran a partenolid stan-
dard oldatok (0,0313; 0,0625; 0,1250; 0,2500; 0,5000
mg/ml) mérésével kapott csticstartomanyokat az
elméleti koncentraciok fliggvényében abrazolva a
pontokra egyenest illesztettiink. Az egyenes
egyenleteként y=271.08x+0.917 Osszefiiggést kap-
tuk, ahol a tagok szignifikancigjat t-probastatiszti-
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kaval ellendriztiik. Az eredményekbdl kideriilt,
hogy a tengelymetszetnek nincs statisztikailag ér-
tékelhet6 hatdsa az Osszefliggésre. Az illesztett
figgvény alkalmassagat F-probastatisztikaval el-
lendriztitk és bizonyitottuk, hogy az illesztett

fliggvény adekvat. A koncentraci6 fliggvényében
abrazolt reziduumok eloszldsa nem mutat egyira-
nyd menetet, az értékek véletlenszertien szorod-
tak. A retencids id6 ismételhetOségének relativ
standard deviacidja 0,075% volt.
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1. dbra. A Tanacetum parthenium L szuperkritikus fluid extraktrumok szdrazanyag tartalmdnak vdlaszfeliilet gorbéi, az eldre
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Viiltozdk abszoliit hatdsa az extrakciora




2017/2. Acta Pharmaceutica Hungarica 81

A kimutatasi és meghatarozasi hatart LOD= A helyesség meghatarozasahoz a szuperkritikus
3*S/N és LOQ= 10*S/N-ként hataroztuk meg. fgy a  Tanacetum parthenium L. kivonathoz ismert kon-
kimutathatdésagot 3,677 pg/ml, a meghatarozhato- centracidju standard oldatokat adtunk harom higi-
sagot pedig 11,142 ug/ml koncetracidban allapitot- tasban. A visszanyerés 94,77% és 100,72% kozott
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2. dbra. A Tanacetum parthenium L szuperkritikus fluid extraktrumok partenolid tartalmdnak vdlaszfeliilet gorbéi, az eldre
jelzett és a mért értékek diagramjai és a Pareto diagramok.
Jelmagyardzat: Exp. Yield-Szdrazanyag tartalom, Temp.-Hémérséklet, Pressure-Nyomds, Predicted values-Elbrejelzett
értékek, Observed values-Meért értékek, L-Linedris kélcsonhatds, Q-Négyzetes kilcsonhatds, Standardized effect estimate-
Viltozék abszoliit hatdsa az extrakcidra
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esetben kevesebb, mint 0,20% volt mindharom
esetben.

A pontossag vizsgalatok soran harom kiilonbo-
z0 koncentraciéban elkészitett standard oldatot
vizsgaltunk harom ismételt mérés soran. A napok
kozti ismételhetéséget harom egymast kovetd na-
pon harom kiilonb6z6 koncentracioban elkészitett
standard oldattal vizsgaltuk harom ismételt mérés
soran. Az RSD% értékekek alapjan megallapitot-
tuk, hogy a mddszer pontos és jol ismételhetd.

Szuperkritikus fluid extrakcié

Munkank célja olyan szuperkritikus fluid extrak-
tumok eldéallitasa volt a Tanacetum parthenium L.
mintadkbol, amelyekben maximalizalni tudjuk a
kivonatok partenolid tartalmat. Egy 3° teljes fakto-
ros kisérleti tervet allitottunk eld a virdgzas el6tt
és alatt gyjtott levelek és a virdgzat tanulmanyo-
zasara. Vizsgaltuk a kivonatok szarazanyag tartal-
mat is. Mindhdrom minta esetében a legalacso-
nyabb szdrazanyag tartalmat 10Mpa, 40 °C, 0%
etanol hozzaadasaval, a legmagasabbat 30Mpa, 80
°C, 10% etanol hozzdadasa soran kaptuk. A
partenolid tartalom esetén a minimum értéket
30Mpa, 40 °C, 5% etanol tartalom mellett, a maxi-
mumot pedig 20Mpa, 60 °C, 0% etanol tartalom
mellett tapasztaltuk. Polinomidlis regresszioval
valaszfeliiletet illesztettiink a kapott értékekre,
hogy vizsgdalni tudjuk a faktorok (nyomas, hdmér-
séklet, modositd olddszer) hatasat az extrakcidra.
A szdrazanyag tartalom esetén a determindcios
koefficiens 0,973 és 0,996 kozott mozgott, amely az
illesztett valaszfeliilet jo illeszkedését mutatta. Az
R?a partenolid tartalom esetében alacsonyabb ér-
tékeket (0,931-0,934) vett fel. Az illeszkedés josaga-
nak javitasara a Student féle t-probat elvégezve, el-
tavolitottuk a 95%-os megbizhatosagi intervallu-
mon nem szignifikans tagokat az egyenletbdl.

A viragzas el6tt és alatt gyjtott levél és virag-
zat kivonatok szdrazanyag tartalmanak valaszfe-
liillet gorbéit 5%-os etanol tartalmu szuperkritikus
fluid extrakcid esetén a 1. dbra mutatja be. A de-
terminacids egytitthatd értéke novekedett (0,972,
0,996, 0,993), a redukalt egyenletet alapul véve. Az
illesztett modell josagat megerdsitette az eldre jel-
zett és a mért értékek diagramja, melyen a pontok
az egyenes mentén jo korreldcioval helyezkedtek
el.

A hatasok Pareto diagramja mutatja az egyes
valtozok abszolut hatdsat az extrakciora. A virag-
zas el6tt és alatt gytijtott levelek esetében a hémér-
séklet jelentésebben befolyasolja a kivonast, mint

a nyomas. A nyomas és a homérséklet is jelentds
pozitiv hatast gyakorol az extrakciora, ugyanigy a
nyomas kvadratikus hatasa és a nyomads és ho-
mérséklet interakcid. A nyomads novekedésének
pozitiv hatdsa magyarazhaté a komponensek jobb
oldodasaval allandé hémérsékleten, mig magas
nyomason a komponensek kioldédasa csokken a
hémérséklet csokkenésével. Ez a kereszt effektus
altalaban 20 és 35 Mpa értékek esetén Iép fel és a
csokkeno oldoszer stirliség és gaz nyomas hatasa-
ra fordul el6. Kevésbé hatdsosak a homérséklet-
etanol, az etanol és az etanol-nyomas kvadratikus
hatasok. Az olddszer etanol tartalma szintén jelen-
tésen befolyasolja a kivonatok szarazanyag tartal-
mat. A modosito olddszer mennyisége megvaltoz-
tatja a szuperkritikus oldoszer polaritasat, igy az
értékes és a kevésbé értékes komponensek kioldo-
dasat is noveli. A virdgzatbdl kivont szdrazanyag
mennyiségre a legszignifikansabb hatast a kivond
fluid etanol tartalma gyakorolja, emellett a hGmér-
séklet és a nyomas emelkedése és ezek egymasra
hatdsa is pozitivan befolyasolja a kivonast [22].

A mintdk szdrazanyagtartalmanak vizsgalata
folyaman megallapitottuk, hogy a vizsgalt hdmér-
séklet, nyomas és mddositdé mennyiségek esetén
nem érjiik el a kitermelési maximumot.

Partenolid tartalom

A virdgzas el6tt és alatt gyijtott levél és virdgzat ki-
vonatok partenolid tartalmanak valaszfeliilet gor-
béit 5%-os etanol tartalmu szuperkritikus fluid
extrakcional a 2. dbra mutatja be. Az R? értékei itt is
alacsonyabbak voltak (0,931, 0930, 0934), mint a
szarazanyag tartalom vizsgalatoknal, azonban az
illesztett modell josagat megerdsitette az eldre jel-
zett és a mért értékek diagramja, melyen a pontok
az egyenes mentén jo korrelacioval helyezkedtek el.

A Pareto diagrammok mutatjdk, hogy a legna-
gyobb abszolut hatassal a szuperkritikus fluid
széndioxid etanol tartalma bir, negativan befolya-
solva az extrakciot. A modositd olddszer mennyi-
sége megnoveli a szuperkritikus oldoszer polarita-
sat, igy elGsegitheti a poldrosabb szeszkviterpén-
laktonok és flavonoidok kioldédasat, azonban a
kevésbé értékes komponensek is extrahalddnak. A
hémérséklet és nyomas hasonloképpen a szaraz-
anyag tartalomhoz itt is pozitivan befolyasol, mind
linedris, mind négyzetes formaban. Megfigyelhet6
a partenolid tartalom noévekedése 60 °C-ig, majd
csokkenése 80 °C-on. A csokkenés kivaltd oka lehet
az anyag oldhatdsagéanak csokkenése illetve annak
héérzékenysége. Mivel a kromatografias vizsgala-
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tok soran nem taldltunk bomlasra utalé kompo-
nenseket, igy az utobbi lehetdséget kizartuk.

A virdgzat mintaknal talaltuk a legmagasabb
partenolid tartalmat (0,604%), amely 6sszhangban
van a kordbbi irodalmi adatokkal [12, 23]. Megal-
lapitottuk, hogy a levelek partenolid tartalma a
vegetacios periddus eldre haladtaval csokken.

Az optimum pont mindharom minta esetén azo-
nos, a legmagasabb partenolid tartalmat 7% etanol
hozzadadasaval, 22 Mpa-on, 64 °C-on értiik el.
Kontrolmérésekkel ellendriztiik a modell altal sza-
molt optimum pont helyességét. Ezek eredménye
a viragzas el6tt gyjtott levél mintaknal 0,399%, a
viragzas alatt gytjtotteknél 0,375% és a viragzatnal
0,453%-o0s partenolid tartalom volt. Az eldre jelzett
értékek (0,406%, 0,381%, 0,447%) nem tértek el
szignifikdnsan a mért értékektdl, igy megallapitha-
to az illesztett valaszfeliilet helyessége.

Osszefoglalas

Munkank célja olyan optimalis szuperkritikus flu-
id extrakcios koriilmények kialakitasa volt Oszi
margitviradg kivonatok el6allitasara, ahol a kivona-
tok szarazanyag és partenolid tartalmat maxima-
lizalni tudjuk. Az extraktumok partenolid tartal-
manak mérésére megbizhatd, gyors és pontos
konvergens kromatografids modszert fejlesztet-
tiink ki és validaltunk. Bizonyitottuk az UPC?
modszer elényeit, igy a nagy felbontdst, az érzé-
kenységet, a jo reprodukalhatdsagot és rovid ana-
lizis id6t. Vizsgalataink sordn egy 3 mennyiségi
faktoros 3 szintes kisérleti tervet allitottunk Ossze,
melyben a hdmérséklet 40, 60 és 80 °C, a nyomas
10, 20 és 30Mpa volt, az eluens polaritasanak val-
toztatasara pedig 0%, 5% és 10% etanolt alkalmaz-
tunk. Vizsgaltuk a partenolid tartalom feldasula-
sat a vegetdcios periodus és a szervrészek fliggveé-
nyében. A szarazanyag-tartalom és a partenolid-
tartalom optimum értéke nem esik egybe: a sza-
razanyag tartalom maximum pontjat 30Mpa-on,
80 °C-on 10%-os etanol tartalomnal, a partenolid
tartalom maximalis értékét 7%-os etanol tartalom
mellett 22MPa-on és 64 °C-on értiik el. A legmaga-
sabb partenolid tartalmat a virdgzatban mértiik
(0,604%). A virdgzas elétt gyjtott levelek szaraz-

anyag és partenolid tartalma is magasabb volt a
viragzas alatt gyjtott levelekénél, tehat azt a ko-
vetkeztetést vonhatjuk le, hogy a vegetacios perio-
dus el6re haladtaval szignifikdns mennyiségi
csokkenés kovetkezik be a levelek tartalmi anya-

gaiban.
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b) A kézirat felépitése
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A szerzd(k) teljes neve (tudomanyos fokozatok nélkiil), a szer-
keszt6séggel kapcsolatot tartd szerzd neve csillaggal megjeldlve.
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Conclusions)

Purpose and  Methods, Results,

Bevezetés, amely tartalmazza a munka célkitizéseit, valamint
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Key-words: A dolgozat tartalmara utald, maximum 5 kulcsszo
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Kisérleti rész, amely tartalmazza a felhasznalt eszkozok és
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Eredmények.
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leléen dokumentalé adatokkal fogadhatdk el. Ezek megadésa-
nal hasznaljuk a matematikai statisztika korszer(i médszereit.

Az eredmények értékelése.
Abracimek.

Kovetkeztetések. Az utdbbi két fejezet Gsszevonhato az Ered-
mények c. fejezettel.

Az esetleges kdszdonetnyilvdnitdsok.

Irodalomjegyzék.









