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1. Bevezetés és célkituzések

Az analitikai kémia egyik legtobb kihivast rejté aga a
gyogyszeranalitika. Az analitikusok feladata a kutatas fejlesztés
soran a hatdanyagok, ill. azokat tartalmazéd gyogyszerkészitmé-
nyek mennyiségi és mindségi ellendrzésére alkalmas, validalt
modszerek fejlesztése. Az igy kifejlesztett modszerekkel torténik
gyogyszereink gyartaskozi, és hatosagi rutinellendrzése is. A
gyogyszeranalitikai vizsgalatok dontd része miiszeres analitikai
modszerekkel torténik, melyek koziil a leggyakoribb a HPLC
technika, melyet kiegészit a tomegspektrometria, a spektrofoto-
metria, az NMR ¢és egyéb vizsgalati modszerek. A HPLC gydgy-
szeriparban betoltott dominans szerepe miatt, rendkiviili 1éptékben
fejlédik nap, mint nap. Jelenleg, kiilondsen a kutatasban egyre
inkabb atveszi a helyét az UHPLC (Ultra High Performance
Liquid Chromatography. A héjszerkezetli oszlopok teriilete, a leg-
ujabb detektalasi technikdk, a kétdimenzids kromatografia vagy
éppen a csatolt technikak alkalmazésa is szamos érdekes problé-
mat és kihivast rejt. Mindamellett nem felejthetjiik el, hogy a fej-
16dés/fejlesztés igen koltséges, az uj késziilékek, a korszerl oszlo-
pok is igen dragak, emiatt a kisebb hazai gyogyszergyartd cégek
¢s az ellendrzd hatdsdgok analitikai laboratoriumai eszkdzpark-
jukkal nem tudjék naprakészen kovetni a miiszeres analitika fejlo-

dését. Ezért célom volt olyan reprodukalhato, koltséghatékony,
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ugyanakkor gyors ¢és pontos HPLC analitikai mddszerek fejleszté-
se, melyek alkalmazasa a legtobb felhasznald szamara elérhetd.

A hatéanyagtartalom meghatarozasara térténé HPLC mdd-
szerfejlesztés egyik legtobb kihivast rejtd része az Osszetett
gyogyszerkészitmények mintaelOkészitése. Ennek bemutatasara
két példat is valasztottam jelen munkdmban. Az egyik fejlesztés-
ben a problémat a tobbkomponensii készitmény 3 kiillonb6zo tu-
lajdonsagu hatdanyaganak elvéalasztasa jelenti, mig a masik kihi-
vas az eredetileg is Osszetett gydgyszerformaként kezelt kupbol
torténd optimalis hatdanyag visszanyerés kiilonb6z6 vivéanyagok
esetén.

A kupok jelentds része Magyarorszagon még ma is magiszt-
ralis készitmény. A legtdbbet a klinikdk gyogyszertdrai készitik
foleg gyermekgyogyaszati alkalmazasra. A magisztralisan készi-
tett gyogyszerek eldallitasa olcsod, emellett személyre szabott tera-
piara is alkalmazhatok. Ezeknek a készitményeknek a rendszeres,
hatdsagi ellendrzése jelenleg nem megoldott. Munkdmmal szeret-
ném felhivni a figyelmet ennek a kérdésnek a fontossagara, vala-
mint a készités soran felmeriild technologiai hibak kévetkezmé-
nyeinek bemutatdsaval szeretnék hozzajarulni, a gyogyszertari

gyogyszerkészités mindségének javitasahoz.



2. Modszerek

Alkalmazott miuszerek és technikak

A HPLC méréseket egy Shimadzu Prominence HPLC rend-
szeren (Shimadzu Corp., Kyoto, Japan) hajtottam végre, mely egy
LC-20AD pumpabdl, egy 4-utas keverdszelepbodl, egy CTO-20A
kolonna termosztatbol, egy DGU-20ASR gazmentesitobdl és egy
SPD-M20A UV/VIS PDA 10 mm-es optikai uthosszu cellaval
felszerelt detektorbol allt. A mintdkat egy 20 pl-es hurokkal fel-
szerelt Rheodyne 6-portos manualis injektor szelepen keresztiil
injektaltuk. Az elvalasztast Hypersil ODS (C18) 150x4,6 mm, 5
um (Thermo Scientific, Keystone, UK), Luna C18(2), 150x4,6
mm, 3 um (Phenomenex, Torrance, CA, USA) és Zorbax SB-
C18 150x4,6 mm, 3,5 um (Agilent, Santa Clara, CA, USA) oszlo-
pokon vizsgaltam a modszerfejlesztések soran. Az adatgytijtést és
a kromatogramok integraldsat LCSolution (Shimadzu Corp., Kyo-
to, Japan) kromatografias adatgyiijté és értékeld programmal vé-
geztem. Az eredményeket LC Solution és Microsoft Office Excel
2007 programok segitségével dolgoztam fel. A vizsgalt vegytile-
tek log D vs. pH gorbéit a Pallas intelligens kromatografids szoft-
ver segitségével hataroztam meg.

A spektrofotometrids méréseket egy Shimadzu UV-1601
UV/VIS két-fényutas spektrofotométeren végeztem. A mérések

soran 10 mm optikai uthosszi kvarckiivettdkat hasznaltam. A
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spektrofotometrids adatokat Microsoft Excel programmal értékel-
tem.

A "H NMR spektrumokat egy BRUKER Avance DRX 500
spektrométeren vettiik fel szobahomérsékleten deutérium lock-kal.
A kisérletek soran nem alkalmaztunk vizelnyomast. A vivofrek-
venciat (O1) 7,01 ppm-nek valasztottuk és egy 16,00 ppm széles
tartomanyt vizsgaltunk, a gerjesztést 30°-os impulzussal végeztiik
(PWgo=12,5 us), az impulzusok késleltetése 3 mp volt, az adat-
gyljtési id6 2,05 mp-e alatt 8 tranzienst gyljtottiink 32K adat-
pontba. A spektrumok feldolgozésa soran 0,3 Hz-es exponencialis
szlirést alkalmaztunk, nulldkkal toltottiik fel a spektrumokat 64K
adatpontra és komplex Fourier transzformaciot végeztiink. Az
adatgytijtés és a feldolgozas Bruker XWIN-NMR 3.1 programmal
tortént.

A cerimetrids titralas mintaelokészitése soran egy kupot ol-
vasztottam meg 40 °C-os vizfiirddn. Az olvadékbdl haromszor
0,20-0,30 g-ot mértem titradldé lombikokba. Minden mintdhoz
10,0 ml 15% kénsav oldatot adtam ¢és az elegyet 40 °C-ra melegi-
tettem, hogy a hatdéanyagot kioldjam a kapalapbdl. Ezutan szoba-
hémérsékletre hiitdttem a mintakat és 15 ml desztillalt vizet adtam
hozzajuk. Keverés és 1 csepp ferroin indikator hozzaadasa utan

0,05 M cérium(IV)-szulfattal titrdltam, amig az oldat szine na-
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rancsbol zoldbe csapott at és a zold szin legalabb 1 percig megma-

radt.
3. Eredmények
I rész. HPLC modszerfejlesztés és validalas

hatéanyagtartalom meghatarozasra

1. HPLC modszert fejlesztettem és validaltam hatéanyagtartalom
meghatdrozasra harom hatéanyagot tartalmazd osztott por
gyogyszerkészitményre.

1.1. A mobil fazis lehetséges pH- jat predikcios szoftver segit-
ségével a paracetamol, acetil-szalicilsav (ASA) ¢és papa-
verin logD vs. pH fliggvénye alapjan hataroztam meg. Ez
alapjan pH 3,4+0,05 bizonyult a legoptimalisabbnak a
mozgo6 fazis esetén.

1.2. Meghataroztam a megfeleld visszatartds és csucsalak el-
éréseéhez sziikséges eluens szerves- vizes aranyat és az
alkalmazott gradienst.

1.3. Kiilonb6z6 4llofazisokat hasonlitottam 0Ossze az eltérd
polaritasu hatéanyagok elvalasztasahoz. A vizsgalt 3 ana-
litikai kolonnabdl (ODS Hypersil, Luna C18, Zorbax SB-
C18) a Zorbax SB-C18 bizonyult a legalkalmasabbnak az

elvalasztas kromatografids paraméterei alapjan.
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1. abra A harom allofazis osszehasonlitasa.

1.4. A kifejlesztett hatdanyagtartalom meghatarozasi modszer
validadlasa az aldbbi teljesitményjellemzdk vizsgalataval
tortént: linearitas, pontossadg (ismételhetéség, kdzbensd
pontossag), olddszer specifikussag, robusztussag. A kifej-
lesztett modszer a validalasi kovetelményeknek megfe-

lelt.

2. HPLC modszert fejlesztettem ¢€s validaltam hatéanyagtartalom
meghatarozasra aminofenazon (AMFZ) és paracetamol esetén.
2.1. RP-HPLC modszert fejlesztettem AMFZ
hatéanyagtartalom meghatarozasra.

2.2. RP-HPLC modszert fejlesztettem paracetamol
hatdéanyagtartalom meghatarozasra.

2.3. Az AMFZ ¢s paracetamol vizsgalatara fejlesztett mod-

szert validaltam az alabbi teljesitményjellemzdk vizsgala-
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taval: linearitds, pontossag (ismételhetdség, kozbensd
pontossag), torzitatlansag — kiemelten magas szinten is
AMFZ esetén —, specifikussdg az olddszerre és matrix-
komponensekre nézve, robusztussag. A kifejlesztett mod-

szerek a validalasi kovetelményeknek megfeleltek.

II rész. Kupok mintaelokészitési eljarasanak fejlesztési kihiva-

sai

3. Mintaelokészitési eljarast dolgoztam ki harom kiilonbozo
kapmatrixbdl torténd vizsgalatra.

3.1. Adeps solidus lipofil kuipalapbol torténd visszanyerés fa-
gyasztasos modszerrel.

3.2. Massa macrogoli hidrofil kupalapbol torténd visszanyerés
egyszerl oldassal.

3.3. W35TT tenzid tartalma kuapalapbodl torténd visszanyerés
optimalasa micellanyitassal. A pH, a s6 koncentracio val-
toztatas, és az UH, valamint ezek egylittes alkalmazasa-
nak visszanyerésre gyakorolt hatasat is vizsgéaltam. A mi-
cellanyitds 100 mM NaCl, 40 mM NaOH ¢és 30 min UH

kombinaciojaval valdsitottam meg.



MI ellanyitasi
Kériilmények

2 ml 1M NaOH

1 ml 5M NaCl
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2. abra A micellanyitas kériilményei

3.4. W35TT kup tenzid komponenseinek (Tween 20, Tween

60, valamint Tween 20+60) CMC értékeit meghataroz-
tam turbidimetrias modszerrel metanol-viz rendszerben.
Tween 20+60 CMC értékét a micellanyitas koriilményei

kozott is megvizsgaltam.
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3. abra A Tween 20 (=), Tween 60 (=), Tween 20 + 60 (=)
és Tween 20+ 60 soval és bazissal (») rendszerek
turbidimetrias CMC meghatarozasa

3.5. Adeps solidus, valamint W35TT matrixt kapok Osszeha-

sonlitd kioldodas vizsgalatait végeztem a kifejlesztett
HPLC modszerrel. Megéllapitottam, hogy a kioldodés
gyorsabb W35TT matrixbol, 900 ml kioldokdzegben,
mely alacsonyabb CMC értéket jelent, mint a fiziologids
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végbélfolyadék térfogat (2 ml), vagy a fejlesztett
mintaelokészitési modszer soran hasznalt 50 ml.

3.6. A micellanyitashoz hasznalt rendszer (100 mM NaCl, 40
mM NaOH ¢és 30 min UH) AMFZ ¢és paracetamol szerke-
zetére gyakorolt hatasat vizsgaltam NMR spektroszkopi-
aval. A vizsgalt hatéanyag NMR spektrumai alapjan az
alkalmazott s6 és lug koncentrdcidé nem eredményez

szerkezetvaltozast a hatbanyagban.

III. rész Magisztralis kupok hatéanyagtartalmanak ellenorzé-

S€

4. Magisztralis kupkészitmények dozis egységesség vizsgalatat
végeztem el és azonositottam a készitési eljaras soran eldfor-
duld lehetséges hibakat.

4.1. Osszehasonlitottam a cerimetrias titralas és a HPLC vizs-
galat eredményeit. Megallapithato, hogy a cerimetrias tit-
ralas és a HPLC modszer egyenértékiiként hasznalhato a
hatéanyagtartalom meghatarozasra.

4.2.15 magyar kozforgalmi gydgyszertar altal készitett
egyenként 10 db AMFZ tartalmu kupot tartalmazé min-

tak dozis egységességét ellendriztem.
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4. abra A mintak atlagos hatéanyag tar-
talma szérasokkal. A Ph1-Ph9 mintik
vizsgalata HPLC-vel, a Ph10-Ph15 min-
tak vizsgalata cerimetrias titralassal tor-
tént.

4.3. Azonositottam a kiszoritdsi faktor (f) hatdsit a
hatdanyagtartalomra. Erdsen ajanlott, hogy a leggyakrab-
ban hasznalt hatéanyagokra hatdrozzdk meg az f értéke-
ket és alkalmazzak is a napi gyodgyszerkészitési gyakor-
latban.

4.4 A keverés hatdsanak vizsgélata a homogenitasra és a min-
tak teljes hatdéanyagtartalmara azt mutatta, hogy a keverés
hidnya esetén a mintak homogenitasa nem megfeleld, va-
lamint alacsony atlagos hatéanyagtartalmat eredményez
attol fliggden, hogy a készités melyik fazisaban maradt el

a keverés.
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4. Osszefoglalas és kovetkeztetések
L. rész

A bemutatott eredmények alapjan tisztan lathato, hogy a fej-
lesztés soran legnagyobb kihivast, a mindharom vegyiiletet jo
csucsszimmetriaval és felbontassal elvalaszthato allofazis azonosi-
tasa jelentette . A Hypersil ODS all6fazis til nagy visszatartasi-
nak bizonyult a papaverin esetén ¢és a fejlesztés soran nyilvanva-
16va valt, hogy nincs lehetdség megfeleld csucsalak elérésére sem.
Egy allofazis ekvivalencia tdblazat adatai alapjan kivalasztottam a
Zorbax SB-C18 ¢és Luna CI18 fazisokat, melyek nagyobb
hidrofobicitassal és nagyobb szelektivitassal rendelkeztek. A fazi-
sok nagyobb hidrofobicitdsa indokolta a gradiens program végso
szerves modositd tartalmanak csokkentését. Igy sikeriilt elérni,
hogy mindharom vegyiilet 10 percen beliil elualdédott €s mindkét
allofazison elvalt. A masik problémat az ASA alacsony vizoldha-
tosdga jelentette, amely ugyan metanolban és acetonitrilben
(ACN) korlatlanul oldodik, de az emiatti szerves tartalom novelés
ellenben a szerves tartalom tulzott csokkentésének hatdsira az
ASA kivalna az oldatbdl €s ez a jelenség a HPLC vezetékeinek
elzarddasat okozhatja. A végs6é moddszer a két fent emlitett ténye-

z0 Osszehangolasaval sziiletett meg. A retencio és oldhatosag ko-
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zotti ellentétet a gradiens kezdeti szakaszan alkalmazott 7% ACN
tartalommal sikeriilt feloldani. A Zorbax SB-C18 fazison a csucs-
szimmetria és a szelektivitds jobbnak bizonyult, ezért a végso
modszer és a validalas soran ezt a kolonnat hasznéltam. A maga-
sabb hémérsékletli elvalasztas lehetéveé tette, hogy kifejlesszek
egy gyors és hatékony modszert, meglehetdsen alacsony nyomas-
eséssel (a futds soran a nyomasesés nem haladta meg a 100 bar-t),
mely hosszabb kolonna ¢lettartamot tesz lehetévé. A modszer
validalasat az érvényes ICH iranyelveknek megfelelden végeztem
el. Az eredmények megfeleltek az iranyelvekben megfogalmazott

kovetelményeknek.

1I. rész

A bemutatott adatok alapjan elmondhatd, hogy sikeresen ki-
fejlesztettem és validaltam egy gyors, hatékony és robusztus
mintaelokészitési eljarast és HPLC moddszert AMFZ tartalmu ku-
pok doézis egységességének rendszeres ellendrzésére. A kapok
eléallitdsa soran hasznalhato kiilonb6z6 kapalapokbol harmat vet-
tem figyelembe. A mddszer kelléen egyszerti ahhoz, hogy altala-
nosan haszndlhatd legyen kiilonboz6 kupalapokkal készitett
AMFZ tartalmu kupok rendszeres mindségellendrzésére.

Megfelel6 mintaeldkészitési eljarast dolgoztam ki Tween 20

¢s Tween 60 tartalmu Adeps solidus compositus alapu kupokra is.
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Bizonyitottam, hogy micellak képzddnek a mintaoldatban és sike-
resen destabilizaltam a rendszert 100 mM NaCl, 40 mM NaOH
koncentracio és 30 perc UH kezeléssel, hogy a két fizikai-kémiai
tulajdonsagaiban is eltérd hatdanyagot teljes mértékben felszaba-
ditsam. Amennyiben rendelkezésre all megfeleld kromatografids
mobdszer, a kifejlesztett mintaeldkészitési eljaras alkalmazhato
mas feliiletaktiv anyagot tartalmazo kupalapba foglalt hatbanyag
ellendrzésére is. Ez a probléma ugyanakkor felveti a kérdést, hogy
a micella képzddés hogyan befolyasolja a hatdéanyag felszabadula-
sat terapids alkalmazas soran. Mivel a probléma a
mintaelOkészités soran a kup megolvasztasakor jelentkezik, felme-
ril a kérdés, hogy ez a jelenség nem okoz-e homogenitasi problé-
makat az ipari ontéses technoldgiaval nagy mennyiségben torténd
kupeldallitas soran a CMC-nél magasabb tenzid koncentracio tar-

tomanyban is.

III rész

A magyarorszagi gyogyszertdrakban ismert koriilmények
kozott eldallitott gyermekkupok vizsgalati eredményei ramutatnak
arra, hogy sulyos hibak fordulhatnak elé abban az esetben, ha a
kupkészitési szabalyokat figyelmen kiviil hagyjak. Ezek a techno-
l6giai hidnyossdgok az adagolasi egységek hatdanyagtartalmat

nagymértékben befolyasolhatjdk. Ezzel szemben, ha a kapokat a



14

helyes gyogyszergyartasi gyakorlatot szigortian kovetve allitjak
eld, azok dozis egységessége megfelel az eurdpai gydgyszerkonyv
7,8-as kiadasdban megadott kovetelményeknek. Mivel a magiszt-
ralis kupokat gyakran alkalmazzdk a kozép-eurdpai klinikai
gyogyszerészi gyakorlatban azok alacsony koltsége miatt, ezért
szorgalmazom a f hasznalatat a kupkészités soran, tovabba sokat
segitene, ha ezeket az értékeket feltiintetnék az eurdpai és a nem-
zeti gyogyszerkonyvekben a leggyakrabban alkalmazott hato-
anyagokra és kupalapokra.
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