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Jeldlések, roviditések és megjegyzések

Jelolések:
Jelolés Jelolés feloldasa
a(A) abszorpcids egylitthaté az adott hulldamhosszon
d atméré
d(50) medidn atméré
6(A) behatolasi mélység A hulldmhosszon
E impulzusenergia
f ismétlési frekvencia
F energiasdrlség
Fi ablacids kiszob (energias(r(iség)
A hulldmhossz
Ac kézponti hulldmhossz
Tm meloxicam olvadaspontja
0 diffrakcids szog
Vw hangsebesség (viz kozegben, T = 20 °C)
Xty atlag + standard deviacio

Roviditések:

Rovidités Rovidités feloldasa Magyar megfelelGje

Actb beta-actin/ B-actin béta-aktin

ANOVA RM analysis of variance with repeated ismételt méréses varianciaanalizis
measurements

ArF argon fluoride argon-fluorid

ATCC American Type Culture Collection -

A549 sejtek

adenocarcinomic human alveolar basal
epithelial cells

adenokarcindmas human alveolaris
bazdlis epitélsejtek

BCS Biopharmaceutical Classification Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer
System

BSE backscattered electron visszaszort elektron

CCD charge-coupled device toltés-csatolt eszkdz (kamera)

CcD cyclodextrin ciklodextrin

cDNA/cDNS | copy/ complementary kopia/ komplementer
deoxyribonucleic acid dezoxiribonukleinsav

CGT cyclodextrin-glycosyltransferase ciklodextrin-glikoziltranszferaz

CO, carbon dioxide szén-dioxid

COX-1 cyclooxygenase-1 ciklooxigendz-1

COX-2 cyclooxygenase-2 ciklooxigenaz-2

CPA chirped pulse amplification csorpolt impulzuserGsités

CPC condensation particle counter kondenzacios részecskeszamlalé

CRT cathode ray tube katddsugarcsé

Ct threshold cycle attorési ciklusszam/ciklus kiszobérték




DAD diode array detector diodasoros detektor
DDG digital delay generator digitalis késlelteté generator
DMA differential mobility analyzer differencialis mobilitas elemzé
DMF dimethylformamide dimetil-formamid
DMSO dimethyl sulfoxide dimetil-szulfoxid
DNA/DNS deoxyribonucleic acid dezoxiribonukleinsav
DSC differential scanning calorimetry differencialis pasztdzé kalorimetria
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay enzimhez kétott immunszorbiens
préba/ enzimhez kapcsolt
immunszorbens vizsgdlat
EMA European Medicines Agency Eurdpai Gyogyszerligyi Szovetség
ESI electrospray ionization elektrospray ionizacié
FDA Food and Drug Administration Elelmiszer- és Gydgyszeriigyi Hatdsag
(USA)
FWHM full width at half maximum impulzushossz
F2 fluorine fluor
Gl gastrointestinal gasztrointesztinalis/ gyomor- és
bélrendszeri
HAZ heat-affected zone hékarosodott zéna
HIV human immunodeficiency virus human immundeficiencia-virus
HME hot-melt extrusion forrd olvadékos extrudalds
HPH high-pressure homogenization nagynyomasu homogenizalas
HPLC high performance liquid nagyhatékonysagu
chromatography folyadékkromatografia
IL-1B interleukin 1 beta interleukin-1-béta
IL-6 interleukin 6 interleukin-6
IR infrared infravoros
KBr potassium bromide kalium-bromid
KrF krypton fluoride kripton-fluorid
LAS liquid antisolvent folyadék antiszolvens
LC Liquid Chromatography folyadékkromatografia
LDH lactate dehydrogenase laktat dehidrogenaz
LPS lipopolysaccharide lipopoliszacharid
MCC micro-crystalline cellulose mikrokristalyos celluloz
MDSC Modulated Differential Scanning modulalt differencidlis pasztdzo
Calorimetry kalorimetria
MRNA/mRNS | messenger ribonucleic acid hirvivé ribonukleinsav
MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-
diphenyltetrazolium bromide tetrazélium-bromid
MXx. meloxicam meloxikam
NCC nano-crystalline cellulose nanokristalyos celluldz




Nd:YAG

neodymium-doped yttrium aluminum

neodimiummal adalékolt ittrium-

garnet aluminium-granat (lézer)
NSAID nonsteroidal anti-inflammatory drug nem-szteroid alapu
gyulladascsokkentd
oD optical density optikai denzitas/ optikai slrlség
PBS phosphate-buffered saline foszfatpufferes séoldat
PCR polymerase chain reaction polimerdz lancreakcid
PEG polyethylene glycol polietilén-glikol
PG propylene glycol propilén-glikol
PLA pulsed laser ablation impulzuslézeres ablacié
(disszertaciémban: vakuum vagy gaz
kozeg kontextusban)
PLAL pulsed laser ablation in liquid impulzuslézeres ablacié folyadék
kozegben
(disszertaciéomban: desztillalt viz kbzeg
kontextusban)
PSD particle size distribution részecskeméret eloszlas
PVA polyvinyl alcohol polivinil-alkohol
PVP polyvinylpyrrolidone polivinil-pirrolidon
gPCR quantitative polymerase chain reaction | kvantitativ polimerdaz lancreakcid
SCF supercritical fluid szuperkritikus folyadék
SD spray drying porlasztva szaritas
SE secondary electron masodlagos/szekunder elektron
SEM scanning electron microscope pasztazé elektronmikroszkop
SFD spray freeze-drying porlasztasos fagyasztva szaritds
SMPS scanning mobility particle pasztazoé elektromos mozgékonysagon
spectrometer alapulé részecskeméret szeparator
SNES simulated nasal electrolyte solution szimuldlt nazalis elektrolit oldat
TNF-a tumor necrosis factor alpha tumor nekrézis faktor alfa
uv ultraviolet ultraibolya
WHO World Health Organization Egészségligyi Vilagszervezet
XeCl xenon monochloride xenon-monoklorid
XRPD X-ray powder diffractometry por-rontgendiffrakcio
XTT 2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5- 2,3-bisz(2-metoxi-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5- szulfofenil)-2H-tetrazélium-5-
carboxanilide inner salt karboxanilid belsé sé
Megjegyzések:

e A grafikonok szinkddolasa egységes a disszertacion beliil, egy adott minta ugyanazon szinnel

van reprezentalva minden vizsgalat esetén.

e Ha a hivatkozas a mondatvégi irasjel el6tt szerepel, akkor az adott mondatra, mondatrészre,

ha az irasjel utan, akkor pedig a megel6z6 mondatokra vonatkozik.
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1. Bevezetés

A gyogyszerek esetén az az optimalis, ha a kivant hatast minél gyorsabban, minél kisebb ddzis
felhasznaldsa mellett fejtik ki és emellett minimalizalhaték a mellékhatasok. A hatdanyag
kifejlesztését kovetéen segédanyagok hozzaadasaval és gyodgyszerformuldldsi technikak
segitségével probaljak optimalizalni, forgalomba hozashoz megfelelévé tenni a készitményeket. A
Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (Biopharmaceutical Classification System, BCS) besorolasa
alapjan a forgalmazott gydgyszerhatdanyagok korilbelll 40%-a, mig a fejlesztés alatt allék 90%-a
tartozik a vizben rosszul oldédé vegyiiletek kézé [1]. Ez a hatdanyag fejlesztésben tapasztalhato
tendencia kihivast jelent a gydgyszeriparnak, hiszen a gyenge oldhatdsag legtobb esetben korlatozza
a bioldgiai hasznosithatdsagot is.

A megoldasi opciok kozil igen elterjedtek a kiilonféle részecskeméret csokkenté és amorfizalod
eljardsok. A szemcseméret redukaldsaval megndé az aktiv felllet, aminek készonhet6en altalaban
javul az olddddsi aradny és a transzport karakterisztika, igy az emberi sejtek gyorsabban fel tudjak
venni a hatéanyagot [2], [3], mig amorfizdcidé esetén a kristalyracs hidnydbol adédé magasabb
energiadllapotnak, a rendszeren bellli megnévekedett mobilitasnak a kdvetkezménye a nagyobb
oldhatdsag [4].

Az impulzuslézeres ablacié alkalmas arra, hogy tombi anyagbdl mikro- és nanométeres méret(
részecskéket allitsunk el6, melyek kristalyossaga is valtozhat a besugdrzdas hatadsara. Az ablacio soran
a fékuszalt Iézerimpulzus elnyel6dik a megmunkalandd céltargyban, aminek hatasara a fellletre
merdlegesen anyagfelh6 |ép ki, ami elektronokat, ionokat, atomokat, molekuldkat, olvadék
cseppeket és szilard részecskéket tartalmazhat [5]. Ezen els6dleges termékek mellett lehetnek
masodlagos részecskék is, amik az ablacid kovetkeztében létrejott 16késhullam céltarggyal valo
Utkozésének hatasara keletkeznek. A céltargy optikai, termalis és morfoldgiai tulajdonsagai
szignifikansak a folyamat szempontjabdl. A lézerparaméterek és a kisérleti koriilmények megfelel6
megvalasztasaval szerves és szervetlen részecskék el6allitasara egyarant taldlhatunk példakat. [6]
Az elGallitott részecskéket elssorban kémiai 6sszetétel szempontjabdl sziikséges analizalni, hogy
degradalddtak-e a besugdrzds hatdsara, melléktermékek keletkeztek-e és ha igen, milyen
vegylletek és mekkora mennyiségben. Mdasodsorban a részecskék méretét, méreteloszlasat,
és minél pontosabban leirni a részecskekeletkezés mechanizmusat is, valamint hatastani
vizsgalatokat végezni.

Disszertaciomban tiszta gydgyszerhatdanyag tabletta besugdrzdsa esetén a lézeres ablaciot, mint
részecskeméret redukalé és amorfizalé eljarast tanulmanyoztam. Dolgozatomban a meloxicam,
vizben rosszul oldédd nem-szteroid alapu gyulladascsdkkentd hatdanyag lézeres ablacidja kapcsan
végzett kisérleteket és elért eredményeket mutatom be. Ehhez hatteret biztositandd, els6ként
irodalmi attekintés keretében kifejtem a kisérletek elvégzése mogott huzdédd motivaciot,
bemutatom a vizsgalt hatdéanyagot, majd ismertetem az oldhatdsag javitdsanak maddszereit és
eredményeit, kilon kitérve a részecskeméret csokkentésre és az amorfizaciora. Ezutan a lézeres
ablacié tudomanyos el6zményeit mutatom be, kiemelve a gydgyszerhatdanyagok besugarzdsaval
foglalkozd publikacidkat. A disszertaciom célkitlizéseinek ismertetését kovetéen a vizsgalt
alapanyag és céltargy tulajdonsagait, a Iézeres ablacié paramétereit és a mintak vizsgalatokhoz valé

el6készitését irom le. A felhasznalt vizsgdlati mddszerek esetén minden technikdndl roviden
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ismertetem az elméleti hatteret és a berendezés felépitését, majd végezetliil az altalunk alkalmazott
paramétereket. Ezt kovet6en bemutatom a nanoszekundumos, illetve femtoszekundumos
impulzusokkal el&allitott részecskék kémiai analizise, méret és morfoldgia vizsgalata, keletkezési
mechanizmus feltérképezése és gyogyaszati alkalmazhatdésaga kapcsan végzett mérések
eredményeit. A konnyebb 4atlathatésag érdekében az egyes vizsgalatok eredményei utan
kdzvetlenll ismertetem azok kiértékelését, a bel6lik levont kovetkeztetéseket is. Dolgozatom

zardsaként 6sszegzem az elért tudomanyos eredményeimet.



2. Irodalmi attekintés

Az irodalmi attekintésben el6szor ismertetem a gyodgyszerhatdanyagok egyfajta, fejlesztés
szempontjabdl hasznos csoportositasat, majd a bemutatott osztalyok koziil a legnagyobb
jelent&séggel bird, oldékonysag miatt korlatozott hatéanyagok hasznosithatdsaganak javitasat célzo
technikardl adok egy attekintést. Ezt kovetGen a vizbeli oldhatdsag fokozasanak részecskeméret
csokkentéssel, illetve amorfizacioval jaré eljarasait mutatom be részletesebben. A kiilonb6z6
technikdk ismertetés soran torekedtem az dltalunk is vizsgdlt modell hatéanyaghoz kothet6
eredmények felsorakoztatdsara. A gyodgyszeriparban elterjedt moddszerek utdn 4ltaldnosan
ismertetem a lézeres ablacio jelenségét, kitérve annak elméleti hatterére, alkalmazasi terileteire.
Végezetiil a |ézeres ablacid gydgyszerészeti fejlesztésekben betoltott szerepét 6sszegezem.

2.1 Motivacio

A gyodgyszerek dont6 része ordlis bevitelli, ezért a gasztrointesztindlis (Gl) felszivddas kritikus
tényez6 a hasznosulasnal. Amidon és munkatdarsai 1995-ben |étrehoztak a Biofarmaciai Osztalyozasi
Rendszert (Biopharmaceutical Classification System, BCS), ami a hatdanyagokat egységesitett
rendszerben, az emésztérendszerbdbl torténd felszivoddsuk vonatkozasaban vizsgalja: oldhatdsag és
(intesztindlis) permeabilitds alapjan csoportosit [7]. Oldddas alatt azt a folyamatot értjik, amikor
egy anyagot molekularis szinten diszpergdlunk valamilyen oldészerben [8]. Egy hatdanyag akkor
mindsil ,,jél oldhaténak”, ha az azonnali felszabaduldsu készitményként beadott legmagasabb
egyszeri dozis legfeljebb 250 ml vizes kdozegben teljesen feloldddik 37 + 1 °C-on, az 1,2 és 6,8 kozotti
pH tartomanyon (legaldbb az aldbbi harom érték esetén el kell végezni a mérést: pH 1,2; 4,5; 6,8)
[9]-[11]. A permeabilitas értékelése els6sorban a human farmakokinetikai vizsgalatok (pl. abszolut
bioldgiai hasznosulds vagy tomegmérleg) alapjan meghatarozott felszivddds mértékén alapul.
Altaldnosan, ,jé permeabilitasinak” tekinthetd egy hatéanyag, ha az abszolut biolégiai hasznosulasa
>85%. [10], [11]

A BCS négy osztdlyba sorolja be a gyégyszerhatdanyagokat (1. dbra) [7], [12].

BCS Class Il BCS Class |
rossz oldhatdsag jo oldhatésag
nagy permeabilitas nagy permeabilitas

(%)
< BCS Class IV BCS Class Il
3
m 7’ Ve .7 Ve 7’
5 rossz oldhatdsag jo oldhatdsag
% alacsony permeabilitas | alacsony permeabilitas
Q

OLDHATOSAG >

1. abra Gydgyszerhatdanyagok Biofarmdaciai Osztalyozasi Rendszere (Biopharmaceutical
Classification System, BCS) [7], [12].
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Az |. osztalyba tartozd hatdanyagok jo oldhatdsaggal és jo permeabilitassal jellemezhetGk.
Hasznosulasuknak a gyomoriiriilés és a gasztrointesztinalis traktusban vald tartézkodas ideje szab
hatart, igy klasszikus szilard oralis tabletta formaban hasznalhatdk, sziikség esetén szabalyozott
hatéanyag-felszabaduldssal. [7], [13], [14].

A Il. osztdly vegylletei rossz oldhatésagi és j6 permeabilitasi tulajdonsagokkal rendelkeznek,
biohasznosithatésagukat az oldékonysaguk limitdlja. Alkalmazhatdsaguk javithatd tobbek kozott
részecskeméret csokkentés (mikronizacié, nanonizacid), amorfizacid, fellletaktiv anyagok, pufferek,
szilard diszperziok és komplexképz6-szerek, (6n)emulziés vagy mikroemulzids rendszerek,
nanoszuszpenzidk hasznalataval [1], [13], [14].

A lll. osztdly esetén a permeabilitas a gatld tényezd, hiszen az idetartozoé gydgyszerhatdanyagok jé
oldhatdsaguak és rossz permeabilitasuak. Esetiikben a permeabilitast kell névelni segédanyagok
hozzdadasaval, abszorpcidt fokozd anyagokkal, gasztrointesztinalis motilitas segit6kkel, efflux
gatldkkal [1], [15].

A IV. osztdly hatdanyagai rossz oldhatdsdggal és rossz permeabilitdssal jellemezhetGk,
biohasznosuldsuk fokozdsa a Il. és lll. osztalyok esetén alkalmazott eljarasok kombindciéjaval érheté
el [1], [15].

Ez az osztdlyozds kdnnyen meghatarozhaté mennyiségek mérésére vezeti vissza a felszivodasi
tulajdonsagok meghatarozasat, el6rejelzését, aminek készonhet6en a BCS széles korben elterjedt a
gyogyszeripari szabalyozas teriiletén, az amerikai Elelmiszer- és Gydgyszeriigyi Hatésag (Food and
Drug Administration, FDA) és az Eurdpai Gyogyszeriigyi Szovetség (European Medicines Agency,
EMA) egyarant alkalmazza a gyégyszerkészitmények engedélyezése soran [16]—[18].

A kiilonb6z6 osztalyokba sorolhatéd hatéanyagok aranya az utdbbi évtizedekben jelent6sen
valtozott. Az Egészségligyi Vilagszervezet (World Health Organization, WHO) altal kiadott Model List
of Essential Medicines (vagy Essential Medicines List) alapjan, a lakossag egészségiigyi szlikségletei
szempontjabol alapvetd fontossagu gydgyszerek esetén a 2000 és 2011 kozott jévahagyott
gyogyszerek 41,8%-a Class |, 20,9%-a Class 1, 37,3%-a Class Ill és 0%-a Class IV besoroldsu volt a BCS
osztalyozas szerint [19]. Ehhez képest a 2016-0s adatok szerint a Il. osztalyba tartozé gyogyszerek a
forgalomban [évé termékek jelentds részét (30%) és a fejlesztés alatt allé gydgyszermolekulak
tulnyomo szazalékat (60—70%) tették ki. Ez azzal magyardzhatd, hogy a potencialis terapids jeloltek
kivalasztasa soran donté szempont, hogy képesek-e kotédni a sejt receptorokhoz, és mivel ez a
kotédés hidroféb kélcsénhatasokkal jar, a fejlesztésre tobbnyire lipofil hatéanyagokat valasztanak
ki. [20]

A BCS Il. osztdlyba tartoznak példaul a carbamazepine, dapsone, flurbiprofen, ibuprofen, naproxen,
piroxicam és a meloxicam hatéanyagok [21], [22].

2.2 Meloxicam (Mx.) — a modell hatéanyag

A meloxicam (Osszegképlet: CiaH13N304S;; IUPAC név: 4-hydroxy-2-methyl-N-(5-methyl-2-
thiazolyl)2H-benzothiazine-3-carboxamide-1,1-dioxide, magyar megnevezése: meloxikam) a nem-
szteroid alapu gyulladdscsokkentd (nonsteroidal anti-inflammatory drug, NSAID) csoportba tartozik,
sarga szinl, szilard halmazallapotu anyag. Vizben gyakorlatilag oldhatatlan, a BCS Il. osztdlydba

(rossz oldhatdsag, magas permeabilitas) sorolhaté oxicam szarmazék, melyet a piroxicam piridin-2-
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il gydrlijének 5-metiltiazol-2-il csoporttal vald helyettesitésével allitanak el6, ami jelent&sen
megvaltoztatja a farmakokinetikajat és a miikodését. [23]-[27]
Fontosabb tulajdonsdgai az 1. tdblazatban szerepelnek [25].

Szerkezeti képlet Adatok
Osszegképlet C14H13N304S;
Besorolas NSAID, COX-2 gatld
Molaris tomeg 351,4 g/mol
Olvadaspont 254-255 °C

(egybeesik a bomlasi

hémérséklettel)

Vizoldhatdsag 7,15 mg/I (25 °C)

1. tablazat A meloxicam tulajdonsagai [25].

Mig vizben megkozelitéleg oldhatatlan, metanolban enyhén, erés bazisokban jobban oldédik. [25],
[28]

A meloxicam nem polaris molekula, igy nem tud hatékonyan betdrni a viz racsszerkezetébe,
kovetkezésképpen a vizben vald oldhatésaga alacsony. Megallapitottak, hogy a meloxicam
oldhatésaga pH fliggd: a pH novelésével az oldhatdsaga is né. Mivel a meloxicam savas hatdanyag,
a pH-érték novekedésével n6 az ionizalt hatéanyag szdzalékos aranya és igy az oldhatdsaga is. Az
oldhatdsaga és oldddasi sebessége savas kdzegben nagyon gyenge, ami befolyasolja a bioldgiai
hasznosulasat. [27], [29]

Hatasmechanizmusat tekintve a meloxicam preferencialis (/szelektiv) COX-2 inhibitor, azaz a
prosztaglandinok szintézisét blokkolja, azaltal, hogy a termelésiikben résztvevd ciklooxigendz nev(
enzimet gatolja. A prosztaglandinok gyulladast, fajdalmat, lazat és exszudaciét kivalté anyagok,
termelésik gatldsa révén csokkenthet6k ezen hatdsok. [28] A legtébb NSAID besorolasu
hatdanyagokhoz képest hosszu a felezési ideje, igy kedvezd lehet a napi egyszeri dézist igényl6knek.
Oralis, transzdermalis és intravénds készitmények formadjaban is elérhet6. [30] Doéntéen
fajdalomcsillapitoként  hasznaljadk mozgasszervi megbetegedések, rheumatoid arthritis,
osteoarthritis és mas izlileti betegségek okozta, illetve posztoperativ fajdalom kezelésére [30], [31].
A meloxicam és a ciklooxigendz-2 (COX-2) inhibitorok hasznosak lehetnek a palliativ betegek
életmindségének javitasaban, hiszen mentadlis zavarok, székrekedés vagy egyéb mellékhatasok
nélkdl, illetve kisebb mértékl gyomor-bélrendszeri toxicitassal jellemezhet6k, mint a hagyomanyos,
nem COX-2-szelektiv NSAID-ok [24]. Kimutattdk, hogy tlid6be juttatva kronikus obstruktiv
tudbébetegség, cisztas fibrdzis és tovabbi tlidégyulladassal jard betegséges kezelésére is alkalmas
hatdanyag. [32], [33]

A meloxicam kedvez6 modell hatdanyagnak igérkezett, mivel relevans hatéanyag a terapidban [24],

[30]-[33] és a vizben rosszul oldédd hatdanyagokat érinté kutatdsokban egyarant. Az utdbbi

években szamos technikat vizsgaltak oldédasi sebességének és/vagy oldhatdsaganak fokozasara,

mint példaul séképzést [34], [35], ciklodextrin komplex képzést [36], [37], szilard diszperzid
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létrehozast [38], [39], nedves Orlést [40], gobmb alaku agglomeracié kialakitasat [41],
nanoszuszpenzid és nanokristaly képzést [42], [43], aszpirinnel [44] és karbonsavakkal [26] torténé
egylttes kristalyositast. [45], [46]

2.3 Oldhatdsag javitasa

Oldédas alatt definicid szerint azt a folyamatot értjik, amikor egy anyagot molekuldris szinten
diszpergalunk, eloszlatunk egy adott olddszerben [8]. Ezen adat meghatdrozasakor kritikusak a
korilmények (olddszer, h6mérséklet, idétartam, keverési paraméterek, ...). A BCS Il. osztalyba
sorolhatd hatdanyagok térnyerése miatt az oldhatdsag novelését célzo eljdrasok irdnti érdeklédés
megélénkilt, szamos technikat dolgoztak ki. Ezen mddszerek egy lehetséges csoportositasa a 2.
tablazatban lathatd [47], melyben olyan technikakat mutatok be, amelyeket az altalunk valasztott
hatdanyag esetén mar alkalmaztak. A tovabbiakban ezeket ismertetem roviden.

Eljarasok a vizben oldhatatlan/rosszul oldédé hatéanyagok oldhatésaganak javitasara
1. Fizikai modifikdcio 2. Kémiai modifikdcio 3. Egyéb eljardsok
a) részecskeméret csokkentése | a) pH mddositdsa a) hidrotépok alkalmazasa
b) szilard diszperzid létrehozasa | b) séképzés b) segédanyagok hasznalata
c) kristdlyossag modositasa c) komplexek képzése c) felliletaktiv anyagok alkalmazasa
d) koszolvensek alkalmazasa

2. tablazat A hatéanyagok oldékonysaganak javitdsara szolgdlo eljarasok 6sszegzése (alapja: [47]).

(1) A fizikai modifikacidra épilnek a részecskeméret csokkentd eljarasok, a diszperz rendszerek és
szuszpenzidk létrehozasa, valamint a kristalyossagot érinté mddszerek. [47]

a) Részecskeméret csokkentése

A gyogyszer oldhatdsaga gyakran szorosan Osszefligg a részecskemérettel: ahogy a részecske
mérete csOkken, a felllet/térfogat aranya novekszik. A nagyobb aktiv felllet lehet6vé teszi az
effektivebb, intenzivebb koélcsénhatast az olddszerrel, ami néveli az oldhatdsagot [47]. A kisebb
részecskék elGallitasa kivitelezhet6 ,top-down” és ,bottom-up” eljarasokkal is, ahol az el6bbi
esetben tombi anyagot, nagyobb részecskéket aprozunk, mig az utdbbiban kis épité egységek
Osszekapcsolasaval érjik el végsé részecskeméretet [48].

A részecskeméret csokkentd eljarasok kivitelezési mddjai részletesebben a 2.3.1 Részecskeméret
redukdld eljardsok cim( alfejezetben kerilnek kifejtésre.

b) Szilard diszperzié létrehozésa

A szilard diszperzié kifejezés szilard termékek egy csoportjara utal, amelyek legalabb két eltérd
komponensbdl allnak, tipikusan egy hidrofil matrixbdl (pl.: polivinil-pirrolidon (polividon/povidon,
PVP) vagy a polietilén-glikol (PEG)) és egy hidrofob hatéanyagbdl. Szilard diszperzid képzésével
javithatd a gyodgyszer oldékonysaga, felszivddasa és terdpias hatékonysdga. A kivitelezés egyik
madja a komponensek fizikai keverékének megolvasztasa, majd gyors leh(itése allandé keverés
mellett (forréolvadékos eljaras, hot-melt/fusion method). A kapott szilard terméket zGzzak, poritjak,
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majd szitaval sz(rik tablettazas el6tt. Ehhez hasonld eljaras, amikor az 6sszetevik intenziv keverését
egy extruder végzi (forréolvadékos extruder eljards, hot-melt extrusion), ezdltal lehetévé valik a
folyamatos gyartas. Mindkét eljarasnal kritikus feltétel a hatéanyag és a hordozé héstabilitasa és az
olvadékuk keverhet6sége. Ha a gydgyszerhatéanyagot és a hordozot feloldjak egy kozos
olddszeriikben, majd az olddszert vakuumban elpdrologtatjak, akkor szintén kaphatnak szilard
diszperziot (solvent evaporation method). Ezen mddszer f6 el6nye, hogy megfelel6en vélasztott
olddszer esetén a pdrologtatdshoz hasznalt hémérsékleten a hatdanyag és a hordozd nem
karosodik. Azonban kihivast jelent a kozo6s illékony olddszer kivalasztdsa, majd maradéktalan
eltdvolitdsa, s mindezek az eljaras versenyképességét is csokkentik. [47]

Sikeresen allitottak el6 meloxicam tartalmu szilard diszperziét, kilénb6z6 hordozdkat és keverési
aranyokat vizsgaltak. A tiszta meloxicam oldékonysaga foszfat puffer (pH 6,8) és 37 °C hGmérséklet
alkalmazasakor 4,5 + 1,5 ug/ml értékiinek adédott. Ehhez képest a Pluronic® F-127 segédanyag 1:5
hatdanyag - hordozo aranyanal érték el a maximalis oldhatdsagot, 54 * 6,66 ug/mi-t, mig PEG 4000
alkalmazasa esetén 30,7+2,3 és 38,5+2,06ug/ml és PEG 6000 esetén 20,8+1,5 és
28 + 1,014 ug/ml kozotti értéket kaptak a keverési arany flggvényében. A szilard diszperzid
|étrehozdsa soran azt tapasztaltak, hogy a rendszer kristalyossagi foka is csokkent. [49]

c) Kristdlyossdg mddositasa

A kristdlyossag mddositdsa torténhet polimorfizmussal, amorfizaciéval vagy egyittes
kristalyositdssal (kokristalyositdssal).

A kristalyositdsi paraméterek manipuldlasaval (kilonb6z6 olddszerek hasznalata, a keverés
megvaltoztatdsa, a kristdlyosodd gyodgyszer oldathoz tovabbi anyagok addsa révén) lehetdvé valik
kiilonb6z6 elrendezésli kristdlyok el6allitdsa; az ilyen kristalyokat nevezik polimorfoknak.
Ugyanazon hatdanyag polimorfjai kilonbozhetnek egymastdl a fizikokémiai tulajdonsagaikban,
mint példaul az oldhatdsag, az oldddasi sebesség, az olvadaspont és a stabilitas. A legtobb gydgyszer
rendelkezik szerkezeti polimorfizmussal, ebbdl kifolydlag célszer(i Iétrehozni/felkutatni a gyogyszer
termodinamikailag legstabilabb polimorfjat, hogy biztositani lehessen a hatdanyag bioldgiai
hasznosuldsanak reprodukalhatdsagat az eltarthatdsagi ideje alatt, kiilonb6z6 valds tarolasi
kortlmények kozott. [47]

Az EMA adatai [50] alapjan a meloxicamnak 6t polimorf formaja ismert: |-V, amiket az infravoros
spektrumok és rontgendiffrakcidos mintazatok alapjan lehet elkiloniteni. A hatdanyag gyartok
rutinszer(ien az | polimorf format allitjak elé.

Kimutattak, hogy a meloxicam Il metastabilis polimorf jobban oldédik, mint az | forma. Ha a
meloxicam | mellett mar igen kis mennyiségben jelen volt a lll, akkor (jelent6sen) javult az
oldékonysag és a hatdanyag felszabadulds. Az Mx. Il jelenléte az Mx. | forma mellett rendre 17, 15
és 41%-kal novelte az oldhatésagot 5,8, 6,8, és 7,5 pH értékl kozeg esetén, ami szamértékileg
24,3+0,5 ug/ml, 182,6 + 6,7 ug/ml és 929,9 + 11,4 ug/ml oldatbeli koncentraciét eredményezett.
[51]
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Az amorf forma definicid szerint egy nem-kristalyos anyag, amely nem rendelkezik nagyobb lépték
rendezettséggel. Szerkezetlik ugy képzelhet6 el, mint egy megfagyott folyadék, amelyben a
folyadékban jelen 1évé termadlis fluktudcidk kifagynak, és csak ,,statikus" szerkezeti rendezetlenség
marad [52]. Ezen rendezetlenségnek koszonhetéen az amorf szildrd anyagok egyedi
tulajdonsagokkal rendelkeznek kristdlyos tdrsaikhoz képest. Példaul az amorf anyagok vizbeli
oldhatdsaga nagyobb, mint a kristdlyos forma esetén. (Ez egy kinetikus jelenség, és végil a kialakuld
tultelitett oldatban az oldott anyag elkezd kristalyosodni és a kristdlyos fazis egyensulyi oldhatésaga
bedll. Az oldhatésag atmeneti ndvekedése gyakran jelent6s (>10x) és kihasznalhaté a gydgyszerek
nagymértékben javuld teljesitményének elérésére [53].) [54]

Az amorfizacio technikai kivitelezésérdl a 2.3.2 Amorfizdcio cim( alfejezetben irok részletesebben.

A kokristalyok hatdanyagbdl és sztochiometrikus mennyiségl, gydgyszerészeti szempontbdl
elfogadhatd kokristaly képz6 anyagbdl dlinak. A kokristaly egy olyan kristalyos egység, amelyet két
vagy tobb kilonb6z6 molekuldris egység alkot, ahol a molekulak kozotti kdlcsonhatdsok gyengébb,
masodrendl er6k, mint példaul a hidrogénkotés. A gydgyszerészeti kokristalyok nemionos
szupramolekuldris komplexek, amiket a gydgyszerfejlesztés sordn a fizikai tulajdonsagokkal
kapcsolatos problémak, példaul az oldhatdsdg, a stabilitds és a bioldgiai hasznosulas javitdsara
hasznalnak a hatdanyag kémiai 6sszetételének megvaltoztatasa nélkil. [55]

Meloxicam-aszpirin  kokristaly létrehozasaval jelent6s javuldst értek el oldékonysdg és
farmakokinetikai tulajdonsagok terén. A foszfat pufferben valé oldhatdsdg a bélrendszert szimulalé
7,4 pH mellett 0,005 mg/ml-r6l (meloxicam o6nmagaban) 0,22 mg/ml-re (meloxicam-aszpirin
kokristaly) n6tt. A meloxicam maximalis plazma koncentrdcidja, azaz az a hatéanyag vérplazmaban
mért maximalis koncentracidja, négyszer nagyobb volt a kokristdly esetében és kevesebb, mint
tizedannyi id6 kellett az optimalis koncentracid eléréséhez az 6nmagdaban vizsgalt meloxicamhoz
képest. [44]

(2) Kémiai médositasnak szamitanak a pH valtoztatdsaval elért eredmények, a kiilonb6z6 pufferek
hasznalata, a komplex- vagy séképzd eljarasok. [47]

a) A pH moddositasa

Az ionizalhaté hatdanyagok esetén az oldékonysag javithatd a pH mddositasa révén, amit puffer
hozzdadasaval érnek el. A konny fejlesztési eljaras és elGallithatdsag ellenében a mddszer hatranyai
kozé tartozik, hogy a nem-fizioldgids pH hasznalata toxikus hatdsu lehet, valamint vizes kozegbeli
higitaskor kicsapddhatnak a hatdéanyagok, ami intravénas adagolas esetén embdlidt is okozhat.
Tovabba, mivel a hatdanyag vizes kornyezetben oldva kémiailag kevésbé stabil, mint kristalyos
formaban, az alkalmazott pH fokozhatja a hidrolizist vagy katalizalhat mas lebontasi
mechanizmusokat is. [9]

A savas NSAID hatdéanyagok (pl. meloxicam) vizoldhatésaga pH fligg6: a pH csokkenése az
ionizalatlan ésionizalt hatdanyag aranydnak novekedéséhez vezet, ami az oldhatdsag csokkenésével
jar. A meloxicam pH fligg6 oldhatdsaga a tobbszords ionizacids allapotanak készénhet6. A pH 1, 3,
6 és 9 értékek esetén 0,93, 0,38, 27,0 és 195 ug/ml koncentracié adédott az oldékonysagra. [23]
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b) Soképzés

A rosszul oldédd gydgyszerhatdanyag jeloltek séképzése tobb évtizede alkalmazott stratégia az
oldhatdsag fokozdsara. Egy savas vagy bazikus hatdanyag vizes oldhatdsaganak pH fliggése
determinadlja, hogy a vegylilet megfelel6 sékat fog-e képezni [56]. A pH és az oldhatdsag kozotti
Osszefliggés azt is megszabja, hogy milyen ellenionok sziikségesek a sok képz6déséhez, hogy a sok
milyen kénnyen esnek szét szabad savas vagy bazikus formajukra, illetve, hogy milyen lesz az
oldédasi viselkedésiik kiilonb6z6 gyomor-bélrendszeri pH-értékek mellett, és hogy a soék
oldhatdsagat és oldddasi sebességét befolyasolja-e a kdzos ion hatas. Szamos attekintés vazolta fel
a sovalasztas altaldnos stratégiait és szempontjait. A s6képzéshez a hatéanyagnak rendelkeznie kell
ionizalhatd csoportokkal. Ezen technikaval az oldddasi sebesség jelentésen fokozhatd, de hatranya
példaul, hogy a sbék jovahagyasa Osszetett feladat, és semleges molekuldk esetében nem
alkalmazhato ez a metédus. [57]

Kilonb6z6 meloxicam sok esetén (meloxicam - trisz(hidroximetil)-aminometdn/ trietanolamin/
dietanolamin/ L-arginin), 2 6ra leforgasa alatt magasabb meloxicam koncentracié érték (0,49, 0,51,
0,65, 0,85 ug/ml) alakult ki, mint ugyanennyi id6 alatt csak meloxicam esetén 0,09 ug/ml. A
hémérséklet-gradiens mdédszerrel el6allitott meloxicam sék mindegyike esetén szignifikans javulast
tapasztaltak az oldddasi jellemzSkben. [34]

c) Komplexek képzése

A komplexek olyan vegyiiletek, amelyek két vagy tobb kémiai anyag kozotti donor-akceptor
kapcsolat eredményeként jonnek létre. A komplexek szubsztrat és ligandum molekulak vagy ionok
intermolekularis tarsulasai, amelyeket valamilyen erGs koordindlt kovalens kotések vagy viszonylag
gyenge nem kovalens erdk, példaul hidrogénkotések, van der Waals-erék, elektrosztatikus
kdlcsonhatasok, dipdler6k vagy hidrofédb kélcsdnhatasok tartanak egyitt. Az akceptor tipusatdl
fligg6en négy nagyobb csoportot kiilonbdztetnek meg: fémion-koordinaciés komplexek, szerves
molekula komplexek, zarvany komplexek (inkluziés komplexek) és farmakoszomak. [58]

A vizben rosszul oldddé hatéanyagok oldékonysagdanak, oldddasi sebességének és hasznosuldsanak
javitdsa érdekében tobbszor alkalmaznak zarvany komplex képzd eljarasokat. Az inklizids
komplexek esetén egy nem poldros molekula vagy a molekula egy nem polaros régidja (un. ,,vendég”
— ,guest”) illeszkedik be/ csapdazdédik egy masik molekula vagy molekulacsoport (Un. ,gazda” —
,host”) altal létrehozott Uregbe. Mivel ezek a komplexek 3ltaldban nem foglalnak magukba a
molekulak kozott kotSerGket, ezért nevezik nem-kotS/kotés nélkili komplexeknek is Gket. A
leggyakrabban hasznalt gazda molekulak a ciklodextrinek. A keményit6 enzimatikus lebontdasa a
ciklodextrin-glikoziltranszferdz (CGT) altal ciklikus oligomereket, ciklodextrineket (CD-ket)
eredményez. Ezek a nem redukald, kristalyos, vizben oldédd, ciklikus oligoszacharidok gliikdz
monomerekbdl allnak, amelyek fank alakban vannak elrendezve lgy, hogy hidroféb Ureggel és
hidrofil kils6 felszinnel rendelkeznek. A ciklodextrin molekuldk kiilsé feliilete vizoldhatéva teszi
6ket, mig a hidroféb lGreg mikrokdrnyezetet biztosit a megfelel6 méretl nem polaris molekuldk
szamara. [47]

Az eljaras el6nye a sokoldallsaga, valamint, hogy az oldékonysag javitdsan felll a hatéanyag

stabilitdsat és az oldbszer szdmdra a hozzaférhetfségét is fokozza. Hatranya azonban, hogy sokréti
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tesztelés sziikséges, illetve a koltségei még mindig magasak a szabalyozasi nehézségek és az
anyagkoltségek miatt. [59]

Haromféle mddszerrel (fizikai keverés, gyurds, szonikdlds) meloxicam inkluzids komplexeket
allitottak elé B-ciklodextrin felhasznalasaval, hogy ezdltal fokozzak a hatéanyag oldhatdsagat és
stabilitasat, valamint elnyujtsak, egyenletesebbé tegyék a felszabadulasat. Az altaluk alkalmazott
vizsgélatok soran kimutattdk, hogy a meloxicam oldékonysaga (9,45 + 0,32 ug/ml) az inklaziés
komplexek létrehozdsaval minden esetben tobbszérésére né6tt, 19,07 +0,44 ug/mi,
21,5+ 0,36 ug/ml és 36,61 £ 0,34 ug/ml értékeket vett fel. A B-ciklodextrin alapu, szonikalassal
létrehozott nanoszivacsok esetén javult legjelent6sebben az oldhatdsag, illetve a kristalyossagi fok
csokkenését is megfigyelték, ami az oldddasi sebesség novekedéséhez vezetett. [37]

(3) Az egyéb kategdridban szerepel tobbek kozott a hidrotdpok, kulonféle felliletaktiv anyagok,
koszolvensek és segédanyagok hasznalata. [47]

a) Hidrotépok alkalmazasa

A hidrotépok olyan anyagok, amelyek képesek egy rosszul oldédé anyag (vizbeli) oldhatésagat
javitani. Tipikusan ionos szerves sok rendelkeznek ezzel a tulajdonsaggal, mint példaul a natrium-
benzoat, a karbamid vagy a natrium-acetat. Az eljaras soran nagy mennyiségl hidrotépot adnak a
vizben rosszul oldédé anyaghoz, javitva ezzel ez utébbi tulajdonsagait. A médszer el6nye, hogy nem
igényel kémiai mddositast, szelektiv eljards, nem sziikséges emulzié létrehozasa, sem szerves
olddszerek alkalmazasa, elegend6 a gydgyszerhatéanyag és a hidrotrép vizbeli 6sszekeverése.
Hatranya, hogy a hidrotépok az oldatban 6nszervez6dhetnek, aminek kovetkeztében nem fejtik mar
ki a kivant hatast. [9]

A meloxicam oldhatdsagat 8%-os fenol és 25%-os natrium-benzoat oldat, mint hidrotrép kozeg
alkalmazasaval fokoztak. A hidrotrép oldatban a desztilldlt vizzel 6sszehasonlitva tobb mint 32-
szeresére nétt az oldhatdsag. Mivel a javasolt mddszerben szerves olddszerek helyett hidrotrép
anyagot hasznaltak az oldddas javitasdra, ezért ez a mddszer kdrnyezetbarat és alkalmazhaté
hatdanyagok rutin jellegli kvantitativ vizsgdlatara a gyégyszeripar kiilonb6z6 teriiletein. [60]

b) Segédanyagok hasznalata

Egy gyogyszerkészitményben a hatdanyag mellett jelenlevs, terapidsan inaktiv, de a bioldgiai
rendszerben vald hasznosulashoz szikséges formula kialakitdsdhoz fontos anyagokat nevezziik
segédanyagoknak [61]. A segédanyagok lehetnek tobbek kozott izesiték, édesiték, kdtGanyagok,
tartdsitdszerek, illetve oldékonysagot javitd vegyliletek. A természetes vagy szintetikus vagy
félszintetikus forrasbél szarmazé segédanyagok fontos szerepet jatszanak a vizben valé oldhatdsag,
a biolégiai hasznosithatdsag és az alacsony oldhatdsagu gydgyszerek stabilitasanak javitasaban.
Példaul a polimer alapu segédanyagok alkalmasak lehetnek a hatdéanyag amorf formajanak
stabilizalasara és a vizes kozegbeli tultelitett allapot fenntartasara. [62]

Osszehasonlitottdk, hogy a nanokristalyos celluléz (nano-crystalline cellulose, NCC), illetve a

mikrokristalyos celluléz (micro-crystalline cellulose, MCC) kiilonb6z6 ardnyu jelenléte hogyan
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befolyasolja a meloxicam oldhatdsagat laktoz jelenléte mellett. Az oldhatdsagot foszfat pufferben
(pH 7,5) és 25 °C hémérsékleten vizsgdltak. Azt tapasztaltdk, hogy a segédanyagok fizikai keverék
formaban valé hozzdaddsa nem befolyasolta igazdn az oldhatdsagot, valtozast csak az egylittes 6rlés
hozott. Megdllapitottak, hogy az NCC kedvez6ébb lehet, mint az elterjedt MCC. Kiemelték, hogy
pusztdn a meloxicam por o©nmagaban (55,97 +0,72 mg/100 ml) vagy laktézzal keverve
(60,90 £ 0,47 mg/100 ml) tortén6 Grlése novelte a meloxicam kiinduldsi  oldhatdsagat
(33,72 +£ 0,48 mg/100 ml). A laktéz mellett NCC hozzdadasaval 67,38 + 0,48 mg/100 ml/ volt a
maximalis meloxicam oldékonysdg, amit elértek. [63]

c) Fellletaktiv anyagok alkalmazasa

A felliletaktiv anyagok alkalmazasa a rosszul oldédd gydgyszerek oldddasi tulajdonsaganak
javitdsdra valdszinlileg az egyik legkézenfekv6bb és legrégebbi mddszer, amely tekinthet6 a
segédanyag haszndlat alesetének. Hatdsukat azaltal fejtik ki, hogy csokkentik a fellleti fesziiltséget,
ezdltal javitjdk a lipofil gydgyszerek olddddsat vizes kozegben. Emellett gydgyszerhatdanyag
szuszpenzidk stabilizalasara is haszndljak 6ket. Ha a felliletaktiv anyagok koncentracidja meghaladja
a kritikus micella koncentrdcidjukat, ami 0,05-0,10% kozotti tartomdnyban van a legtobb
fellletaktiv anyag esetében, akkor micellaképz6dés kovetkezik be, amely sordn a hatdanyag a
micellakba zarodik. Ennek kovetkeztében altaldban javul az adott hatdanyag oldhatdsaga. Valamint
a fellletaktiv anyagok javitjak a szildrd anyagok nedvesedését és novelik a szildard gydgyszerek
aprobb darabokra szétesésének valdszinliségét. [47]

A hidroféb meloxicamot sikeresen csapdaztak N-aril-szukcinil-kitozdn micelldkban és 342,1-
444,2 nm mérettartomanyba esé részecskéket kaptak. Megallapitottak, hogy a micelldkkal javithato
az oldhatdsag és relative magas csapddazasi ardnyt (32,72%) tudtak elérni. [64]

Egy masik tanulmany meloxicammal t6ltott Soluplus® polimeres micellak intranazdlis alkalmazasi
lehet6ségeit vizsgalta, ami az orr-agy Utvonalat haszndlhatnd ki. A meloxicam és a meloxicam
tartalmu polimeres micelldk termodinamikai oldhatdsagat harom kozegben: tisztitott vizben (pH
7,02; 25 °C), SNES pufferben (pH 5,6; 30 °C) és PBS pufferben (pH 7,4; 55 °C) hataroztak meg, hogy
imitaljak az orrnyalkahartya és az erek pH- és hémérsékleti viszonyait. Az oldhatdsagi mérések azt
mutattak, hogy a meloxicam tartalmu polimer micelldk értékei mindharom koézegben sokkal
magasabbak a kristdlyos meloxicamhoz képest. A noévekvé pH-val a meloxicam oldékonysaga
6,92+0,19mg/l, 6,99+045mg/l és 7,09+0,33mg/l értékekr6l  5419,7 +1,3 mg/l,
5527,0+1,2 mg/l és 57759 +0,8mg/l értékekre nét a micellds oldat alkalmazasanak
koszonhetGen. [65]

d) Koszolvensek alkalmazasa

A folyadék gyogyszerformuldkban a hatdanyag oldékonysdg javitasanak elterjedt mddszere a
koszolvensek hasznalata. A gyenge elektrolitoknak és a nem poldros molekuldknak gyakran rossz a
vizoldékonysaga, ez azonban altaldban novelhet6 olyan vizzel keverhet6 olddszer hozzaadasaval,
amelyben a hatdéanyag viszont jél oldédik. Ezen, az oldhatésag novelésére hasznalt olddszereket
nevezziik koszolvenseknek. A koszolvens rendszer a vizes oldat és a hidroféb oldott anyag kozotti
fellleti feszlltség csokkentésével mikodik. A legtobb koszolvens hidrogénkotés donor és/vagy

akceptor csoportokkal, valamint kis szénhidrogén régiokkal rendelkezik. A hidrofil hidrogénkoté
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csoportjaik biztositjadk a vizzel vald keverhetGséget, mig a hidrofob szénhidrogén régidik
megzavarjak a viz hidrogénkotési haldzatat, csokkentve a viz ered6 intermolekularis vonzasat. A viz
a nem poldros, hidroféb vegylleteket, igy novelve az oldhatésagot [66]. A folyadék alapu
készitményekben a gydgyszer oldékonysagat fokozd koszolvens technoldgia el6nyei kdzé tartozik a
modszer egyszerlisége, a biztonsaga és az olcsésaga. [67]

A meloxicam oldékonysaganak koszolvens technikaval torténé fokozasat négy kiilonb6z6 koszolvens
(etanol, propilén-glikol (PG), glicerin és polietilén-glikol (PEG) 400) esetén elemezték. Kisérleteik
alapjan a PEG 400 bizonyult a leghatékonyabbnak, a glicerin pedig a legkevésbé hatékonynak, hiszen
ez utobbi csdkkentette a meloxicam oldhatésagat. Ezen vizsgalt koszolvensek szolubilizalé erejének
sorrendje a kévetkezd volt: PEG 400 > etanol > PG > glicerin. Az oldhatésag novekedése az el6bbi
sorrendnek megfeleléen rendre 20,59, 2,02, 1,20 és 0,08-szeres értéket adott 80%-o0s koszolvens
szint mellett, a meloxicam vizbeli oldhatdsagahoz (0,18 mg/ml, 25 °C) viszonyitva. [68]

2.3.1 Részecskeméret redukalo eljarasok

A méretcsokkentésnél figyelembe kell venni, hogy milyen beviteli utat valasztunk, mert ennek
fliiggvényében mas és mas lehet az idealis végtermék méret. Mig a legtobb vizben rosszul oldédd
ordlis és parenteralis (tapcsatornat elkerllé beaddsu) gydgyszer nanorészecskék formajaban
szivadik fel a legjobban, a tlid6gyodgyszerek esetében mds a helyzet. A tiid6 dgrendszer( szerkezete
miatt a 0,5 és 5 um kozotti méretli részecskék jol lerakddnak és felszivddnak a tiid6ben. Az 5 um-
nél nagyobb részecskék nem tudnak mélyen behatolni a tiid6be és a nydlkahartya-tisztuldssal
eliminalddnak, mig a 0,5 um-nél kisebb részecskék konnyen kilélegezhet6k [69] és rossz a
felszivdodasuk. [70]

Ezen fejezetben a gydgyszerhatdanyagok hagyomanyos és nem hagyomanyos méretcsokkentési
technikait mutatom be [71]. A hagyomadnyos technikak kozil az 6rlés (milling), a nagynyomasu
homogenizalas (high-pressure homogenization, HPH) és a porlasztva szdritas (spray drying), mig a
nem hagyomanyos technikdk kozul a folyadék antiszolvens kristalyositas (liquid antisolvent
crystallization), a porlasztasos fagyasztva szaritas (spray freeze-drying), a szuperkritikus folyadék
alapu (supercritical fluid-based) mikronizaldsi eljards és az impulzuslézeres ablacido kerilnek
bemutatdsra. Bar elméleti hatterik tekintetében ezen technikdk jelentésen kiilonboznek, a
gyakorlatban, ahogy azt az idézett publikaciok is tikrozik, gyakran kombinaljak a kiilonb6z6
eljaradsokat [48].

a) Orlés

Az Grlés az egyik legkézenfekvibb, talan legelterjedtebb mddszer a részecskeméret csokkentésre.
Az Grlés mellett apritds vagy poritds néven is hivatkoznak ezen top-down folyamatra, amelyben a
nagyobb részecskéket mechanikai energia alkalmazasaval kisebbekké alakitjak at.
Megkilonboztetiink szdraz és nedves 6Orlést. A folyamat szaraz 6rlésnek mindsithet6, amikor a
hatdanyag szaraz allapotban van. Els6sorban akkor alkalmazzdk ezt, ha a gydgyszer részecskék az

6rlés utan stabilak és nem hajlamosak agglomerdlddni, aggregalddni. Nedves 6rlésrél akkor
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beszéliink, amikor a hatdanyagot folyékony kdzegben szuszpendaljak. Ezen technika alkalmazasa
soran feluletaktiv anyagokat vagy/és polimereket hasznalnak a gydgyszerhatéanyag részecskék
stabilizaldsara [72]. A 3. tablazat a részecskeméret csokkentése céljabol alkalmazott szaraz és
nedves 6rlési eljarasok rovid 6sszehasonlitasat mutatja be. [71]

Szaraz Orlés Nedves 6rlés
Kbzeg nitrogén, argon, szaraz levegd vizes/nem vizes (pl. hexan,
stb. toluol, viz)
Kezd6téke és Uzemeltetési alacsony magas
koltség
Méretcsokkentés sebessége gyors lassabb, mint a szaraz 6rlés
Termék jellemzéi:
Atlagos mérettartomany mikro nano
Méreteloszlas (PSD) széles sz(ik, keskenyebb
Fellleti morfoldgia durva sima
Stabilitas és aramlasi | agglomerdlt részecskék rossz stabil részecskék jobb
jellemz6k aramlasi tulajdonsagokkal aramlasi tulajdonsagokkal
Oldddasi sebesség lassu a nedves Grlési gyors
termékkel 6sszehasonlitva

3. tablazat A szdraz és a nedves 6rlés 6sszevetése az eljards paraméterei és a létrehozott termékek
jellemzGi tekintetében [71].

A hatdanyag részecskék el6dllitds soran ideadlis, ha a gyartds eredményeképpen keskeny
méreteloszlasi mintat kapunk, hogy ne legyen sziikség tovabbi |épésekre. Az 6rlési technikdkkal
tipikusan széles mérettartomanyt fednek le a |étrehozott részecskék, igy az apritas utan szitalasra
van szlikség, hogy azaltal monodiszperzebb méreteloszlast kapjanak és igy reprodukalhatdbb legyen
a hatds. Az Grléssel nyert gydgyszerpor gyakran Osszetapad és rossz aramlasi tulajdonsagokkal
rendelkezik. Ez utdbbi probléma kezelése végett dltaldaban inert toltGanyagokat vagy
segédanyagokat (példaul: laktozt, kalcium-foszfatot, mannitot) kevernek az érlemény mellé [73].

A kalapacsmalom, a gyongyos malom, a légsugaras (air-jet) malom, a tls malom és a kupos
szitamalom altaldnosan hasznalt berendezések az O6rlési mivelethez. Ezekben kilonb6z6
mechanikai hatasok, az (ités, a surlddas, a koptatds és a nyiras-6sszenyomads a méretcsokkentés f6
erdi. A megfelel§ berendezés kivalasztasa elsésorban a termék kivant szemcseméretén alapul. A
kalapacs- és tlis malommal a 10-1000 um, a gyéngyos és légsugaras malommal az 1-50 um
mérettartomany érhetd el. [71]

A gydgyszeriparban leggyakrabban hasznalt malomfajtak a légsugarmalom (air-jet fluid energy mill)
és a golyésmalom (ball mill). Ezen malmok el6nye, hogy nagy Grlési hatékonysaguak és kiilonb6z6
keménységl anyagok Grlésére képesek. A légsugaras Grlésben nagy sebességi sUritett leveg6t
hasznalnak a részecskék méretének csokkentésére. A részecske-részecske litkozés kovetkeztében
elérhetd legkisebb részecskék mérete tipikusan a par mikrométer nagysagrendbe esik. A légsugaras
6rlés el6nye, hogy nincs az &rl6kamraban mozgd alkatrész, ezaltal elkerlilheté a végtermék
szennyezGdése. A gyongyos malomban a részecskék méretcsokkentése a kamraba helyezett
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hatdanyag és a gyongyok litkozésének eredménye. A termék minGsége a folyamat paramétereitdl
flgg, példaul az &rlési sebességtdl, az Srlési id6tél, a gyongyok és a hatdanyag aranyatdl, valamint
az 6rl6kozeg térfogatatol.

Az Grlés legnagyobb el6nye, hogy nem hasznal olddszert, mivel annak jelenléte a hatéanyag kémiai
bomlasahoz, szennyez6déséhez vezethet. Az Grlés hatranyai kozé tartozik, hogy igen nagy az
energiaigénye és relative alacsony a hatékonysaga. Emellett a részecskeméret eloszlasa széles,
heterogén a részecskék alakja és a malom felszinének kopdsa miatti szennyez6déssel is szamolni
kell. Tovabba az 6rlés sordn a részecskék felliletét ért hatasok a kristdlyossdg megvaltozdsahoz és a
min&ség romlasahoz vezethetnek [74]. [71]

Bartos és munkatdrsai bolygd és 6rl6gyongyds malom kombindacidjaval végrehajtott nedves 6rlés
esetén vizsgdltdk az Orlési id6 (0-90 perc) és a stabilizdlé segédanyag (polivinil-alkohol, PVA)
hozzdadasanak hatasat a meloxicam részecskék méretcsokkentése soran. Segédanyag hozzdadasa
nélkul a kiinduldsi minta (d(50) = 34,26 um) mikronizacidjat tudtdk elérni, a legkisebb méretet
(d(50) = 3,55 um) 10 perc 6rlés utan kaptak. A PVA jelenlétében 10 perc 6rlés utan mikronizacio
(d(50) = 2,96 um), majd 50 percet kovet6en nanonizacié (d(50) = 126 nm) kdvetkezett be. A méret
csokkenése mellett a kristdlyossagi fok csokkenését is detektdltak. [40]

b) Nagynyomdsu homogenizdlas

A nagynyomdsu homogenizalas (high-pressure homogenization, HPH) sordn a hatdanyagot
feloldjak, majd a szuszpenziét nagy nyomds (50-500 MPa) alatt tobbszor atvezetik egy nagyon
vékony résen. A keverék (premix) pulzalé dramldsat egy nagynyomadsu dugattyds szivattyuval
biztositjak. Az alkalmazott rés szélessége tipikusan az 5-20 um tartomanyba esik, ami a szuszpenzid
viszkozitasa, illetve a nyomas fliggvényében allithatd [72]. A folyadékot éré nyirderdk, kavitacio és
turbulencia hatasara a nagyobb cseppek felaprézdédnak, ami a részecskeméret csokkenéséhez vezet.
A végtermék részecskeméret tartomanyanak hangoldsa/beallitasa soran az alkalmazott nyomas, a
homogenizalasi ciklusok szama és a hatdanyag mechanikai tulajdonsagai a dont6é paraméterek. A
HPH kedvez6 tulajdonsaga az 6rlési eljardsokkal szemben, hogy ezzel elkertilheté a nagymértékd
amorfizacio, a polimorf atalakulas és a fémmel torténd szennyezG6dés [75]. Az eljards tovabbi el6nye,
hogy felskalazhato kereskedelmi, lizemi szintre, ezért széles korben alkalmazzak a gydgyszeriparban
[76]. Hatranyai kozé sorolhatd a nagy energiaigény, illetve az, hogy a kivitelezéshez sziikséges egy
premikronizaldsi |épés, hogy a keskeny rés ne duguljon el és révidebb legyen a homogenizalasi id6é
[72]. A HPH technikdt mas mddszerekkel kombinadlva is alkalmazzak, példaul porlasztva szaritassal,
porlasztva fagyasztva szaritassal és folyadék antiszolvens kristalyositassal. [71]

Yu és munkatarsai a meloxicam port polivinil-pirrolidon-k17 (PVP-k17) vizes oldataban oszlattak el,
majd a kapott szuszpenzidbdl HPH technikdval (100 bar, 120 ciklus) allitottak el6 részecskéket. A
kapott kristalyok alakja szabalytalan, lekerekitett téglalapokra hasonlitott, mig atlagos mérete
3,262 + 0,016 um volt. [77]

c) Porlasztva szaritas
A porlasztva szaritds (spray drying, SD) metddussal szaraz részecskéket lehet kinyerni egy oldatbol

vagy szuszpenziébodl. Az el6allitott por lehet végtermék vagy kozti termék, amit tobbek kozott
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inhalacios készulékek [78], [79], kapszuldk [80] vagy szilard diszperzidk [81] gyartasahoz hasznalnak
fel. Az eljaras elsé |épése az oldat porlasztasa, ami kivitelezhet§ példaul forgd porlasztéval,
hidraulikus, pneumatikus vagy ultrahangos fuvékaval [81]. A porlasztdssal elGallitott cseppek
mérete tipikusan a 20-100 um tartomanyba esik [82], ami megkdzelit6leg 10° m? nagysagu feliletet
eredményez. A porlasztast kovetéen a cseppek a szarité kamrdba kerilnek, ahol forré levegével
vagy egyéb gazzal érintkeznek és a rendelkezésre allé nagy parolgasi felliletnek készonhetben, a
kedvez6 h6atadasi tulajdonsagok eredményeképpen az olddszer gyorsan elparolog. A végtermék
részecskemérete és morfolégiaja befolyasolhatd a h6mérséklet, az anyag betaplaldsi sebessége és
a porlasztasi paraméterek hangoldsdval [83]. Kimutattak, hogy a porlasztéfej nyildsanak atmérdgje, a
leveg6 aramlasi sebessége és az oldat koncentracidja is erésen hat a csepp méretre: a csepp mérete
csokken, ha csokken a fuvoka nyildasanak atméréje vagy az oldat koncentracidja, illetve, ha né az
aramlasi sebesség [84]. Az eljaras el6nye, hogy rovid a szaritasi id6, szabadon szallé port kapunk
eredményként és kontrolldlhatd a részecskeméret tartomany. Ezzel szemben hatrdnya a nagy
energia- és koltségigény, valamint a folyamat soran bekodvetkezé illéanyag-veszteség és a termék
magas bemeneti h6mérséklete miatti termikus degradacidjanak kockazata [85]. [71]

A meloxicam kezdeti kristalyos szemcsemérete (85,4 + 6,6 um) jelent6sen csdkkent, ha a por vizes
szuszpenzidjat porlasztva szaritasnak vetették ala, a kiindulasinak értéknek kevesebb, mint a
negyede lett (19,1 + 2,6 um). Kilonféle segédanyagok és segédanyag kombinacidk hozzaaddasaval,
egyuttes porlasztva szaritassal mannitol alapu kristalyos mikrokompozitokat (1-6 um) hoztak létre,
amikbe meloxicam mikrokristalyok (1-5 um) voltak bedgyazva. A metddus el6nye, hogy egy
|épésben létre tudtak hozni stabil kompozitokat, amik kivalé nedvesedési és felszabadulasi
tulajdonsagokkal birtak. [86]

d) Kriogén technikak

A kriogén eljarasok soran nanostrukuraval rendelkez8, nagy porozitasd, amorf jellegli hatdanyag
részecskéket allitanak el6 igen alacsony hémérsékleteken. A technika altaldban besorolhaté a
részecskeméret csokkentd, illetve az amorfizald modszerek kdzé is. Az eljarasok csoportosithatok a
befecskendezd egység tipusa (kapillaris, forgd, pneumatikus és ultrahangos fuvoka), a fuvéka helye
(a folyadékszint felett vagy alatt) és a kriogén folyadék Osszetétele (hidrofluoralkanok, nitrogén,
argon, oxigén és szerves olddszerek) alapjan. Porlasztdsos fagyasztva szdritds, atmoszferikus
fagyasztva szaritas, vakuumos fagyasztva szaritas és liofilizalas felhasznaldsaval egyarant szaraz por
terméket lehet kinyerni. [47], [87]-[89]

A porlasztasos fagyasztva szaritas (spray freeze-drying, SFD) tekinthet6 a porlasztva szaritas
tovabbfejlesztett valtozatanak. Az eljaras két fazisra bonthatd: megszilardulas és szublimacié. A
porlasztva szaritdshoz hasonldan az SFD esetén is tipikusan egy vizes oldat a kiindulasi minta, ami
tartalmazza a hatdanyagot, esetleg tovabbi segédanyagokat is. Az oldatot beporlasztjak egy hideg,
szaraz, inert gz kozegbe, s a porlasztassal létrehozott cseppeket a kamra aljan, fagyott, szilard
allapotban Osszegydjtik. Ezt koveti a szublimacio, amikor a vakuumba vezetett fagyott anyag
viztartalma eltavozik és finom por marad vissza, mint végtermék. A porlasztdsos fagyasztva szaritds
elénye a porlasztva szaritassal szemben, hogy kisebb a termdlis és a mechanikai stressz, igy alkalmas

héérzékeny anyagok feldolgozasara is [90]. Ezen fellil a csepp gyors fagyasanak készonhetGen a
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hatdéanyag amorf mdédon agyazddik be a segédanyagba, nem jon létre koztik fazis szeparacid [91].
[47]

Az SD helyett az SFD hasznalata javithatja az aramldsi tulajdonsagot, novelheti a kihozatalt és
csokkentheti az atlagos részecskeméretet megfeleld paraméterek haszndlata mellett [90]. Ellenben
a porlasztasos fagyasztva szaritas f6 hatranya a magas fenntartasi és mikodési koltség, ami a
vakuum fenntartasaval jaré tobbletkoltségekbdl adddik [92].

Orlés és HPH kezelést kovetSen kiildnbdzd szaritdsi eljardsokat (szobahémérsékleten szaritds,
vakuum kemencében 25 °C-on szaritas, fagyasztva szaritds mannitol vagy trehaldéz (trehalose)
jelenlétében) vetettek 0ssze meloxicam ,,smart kristalyok” el6allitasa céljabdl. A kiinduldsi minta
36,54 £ 5,9 um atlagos részecskemérete az 6rlési |épés hatasara 349 + 32,5 nm-re csokkent, ami a
homogenizald lépést kovetben 242,1 24,2 nm-re redukalodott. A szaritasi opciok kozul a
fagyasztva szaritassal érték el a legkisebb méretet, mannitol esetén 374,75 + 12,56 nm, mig trehaléz
alkalmazasakor 325,75 + 2,47 nm adddott atlagos részecskeméretre. A vizsgdlataik soran pH 7,4 és
25 °C esetén a legjelent6sebb oldékonysagbeli javulast a fagyasztva szdritott mannitolos
részecskéknél tapasztaltdk, ahol az oldékonysag a 2,5-szorosére nétt, 477,55 + 92,60 ug/mi-rél
1166,48 + 7,57 ug/mi-re emelkedett meg. [93]

e) Folyadék antiszolvens kristdlyositds

A folyadék antiszolvens (liquid antisolvent, LAS) kristalyositas egy bottom-up eljards, amely soran
egy olyan oldatot allitanak el6, ami tartalmazza a hatdéanyagot az elsédleges oldészerben feloldva,
illetve az ehhez hozzaadott masodik olddszert. Ez utdbbit nevezik antiszolvensnek, azaz anti-
oldészernek, mivel abban a hatdéanyag oldhatdséaga igen alacsony, elhanyagolhatd. A komponensek
Osszekeverése révén a hatdanyag tultelitett oldata jon |étre az elsGdleges olddszer és az antiszolvens
fokozatosan néni kezdenek és részecskéket képeznek. [71], [94], [95]

A részecskeméret, a morfoldgia és a kristalyossagi tulajdonsagok jol szabalyozhatdk a kilénbozé
paraméterekkel, mint az olddszerek anyagi min&sége, koncentracioja, térfogataranya, az oldat
antiszolvensbe injektaldsanak, illetve a keverésnek a sebessége, valamint a h6mérséklet. A modszer
legf6bb gyengesége a hatékony keverés biztositdsa. A nem megfelel§ keverés esetén lokalis
keveredés és lokalis tultelitédés johet létre, ami a termék agglomeracidjadhoz vezet. A re-
krisztallizacio tovabbi szabdlyozasara ultrahangos és mikrofluidikas kiegészitéseket is fejlesztettek.
Emellett hatranya még a technikdnak, hogy tipikusan poldros szerves olddszereket alkalmaznak,
amik sok esetben toxikusak, illékonyak, potencidlisan robbanékonyak és karosak. A polaris
oldészerek hulladékkezelési problémajat Uj, z6ld olddszerek bevezetésével prébaljak megoldani és
igy fenntarthatéva tenni a folyamatot. [71]

Raval és Patel megfeleléen megvalasztott stabilizatorok mellett meloxicam nanorészecskéket

allitottak el6 antiszolvens kristalyositds és nagynyomdasu homogenizacido kombinalasaval, amiket

véglil porlasztva szaritassal szdraz porrd alakitottak. Els6ként ultrahangon alapuld antiszolvens

kivalasztast alkalmaztak, a meloxicamot dimetil-formamidban (DMF) oldottak fel, antiszolvensként

pedig vizet hasznaltak. Ezen |épéssel el tudtak allitani szubmikrométeres részecskéket, a kiindul3si

minta d(50) = 46,39 + 7,37 um méretét d(50) = 0,259 + 0,03 um nagysdgura csokkentették, azonban
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igen széles volt a méreteloszlas és a méret reprodukalhatdsaga is gyengének bizonyult. Azonban, ha
ezt kovetéen HPH-t hajtottak végre a mintan, akkor kisebb részecskéket kaptak
(d(50) = 0,212 £ 0,04 um) és az eloszlas félértékszélessége is jelentGsen visszaesett. A formulalasi
lépések eredményeképpen |étrehozott meloxicam nanorészecskék telitési oldhatdsaga
(21,84 ug/ml) négyszeresére nétt a kiindulasi anyag (4,4 ug/ml) esetén mért értékhez képest viz
kdzegben, 25 °C-on. [96]

f)  Szuperkritikus folyadék eljaras

A szuperkritikus folyadék (supercritical fluid, SCF) eljaras tekinthet6 a kriogén technikdk egy
alesetének. A szuperkritikus folyadékok olyan folyadékok, amelyek hémérséklete és nyomasa
meghaladja az adott anyagra jellemz6 kritikus hémérsékletet és kritikus nyomast, ennek
koszonhet6en a folyadékok és a gdzok jellemzGit is magukban hordozzak. Jellemzéjik, hogy a
kritikus hémérséklet kozelében nagymértékben Osszenyomhatdak, igy a nyomds mérsékelt
valtoztatdsaval is jelent6sen lehet a s(rliségiket, s ezdltal oldhatdsagukat is befolydsolni. A
gyogyszer részecskéket szolubilizaljak a kritikus folyadékban (leggyakrabban szén-dioxidban), majd
ismét kikristalyositjak, jelent6sen csokkentett szemcsemérettel. Ezen eljards alkalmas
mikronizaldsra, sz(ik méreteloszldsi tartomdanyban létrehozva szubmikrométeres részecskéket, de
nanoszuszpenziok is kivitelezhet6k vele, az 5-2000 nm-es dtméré tartomany elérhet6. A modszer
elénye, hogy jol kontrollalt részecskeméretet és keskeny PSD-t képes elSallitani. Tovabba amellett,
hogy a szén-dioxid kritikus hémérsékletének alacsonyabb értéke kikiiszoboli a hdéérzékeny
gyogyszerkeverékek termikus degradaciojat, nem mérgezd, nem gyulékony és olcsébb a tobbi
szuperkritikus folyadékhoz viszonyitva. [47], [71]

Szén-dioxid szuperkritikus folyadékként vald alkalmazdasaval allitottak el6 meloxicam részecskéket,
méretcsokkenést és oldékonysag javitast kivantak elérni. A keltett részecskék szabalytalan alakuak
voltak és a 0,5-2,0 um tartomanyba estek. A kiinduldsi anyag esetén mért vizbeli oldékonysag
(3,6 £ 0,3 ug/ml) korulbeltul megduplazédott (7,9 + 0,3 ug/ml), mig 30 perc leforgasat kovetéen az
oldédasi sebesség 0,02 ug/mi/min-rél 0,19 ug/mi/min-re nétt a SCF eljaras kovetkeztében. [97]

g) Impulzuslézeres ablacid
Az impulzuslézeres ablacid és annak gydgyszerészeti alkalmazasai a 2.4 Lézeres abldcio és a 2.4.1
Lézeres abldcio a gydgyszeriparban cim( egységekben kerlilnek részletes bemutatasra.

2.3.2 Amorfizacio

Az amorfizacidé gydgyszerkutatdsban bet6ltott szerepét fokozta a gydgyszeripari szilard anyagok,
kiilontsen a polimorfok és szolvatok iranti névekvé figyelem, valamint az Uvegesedés és az
Uvegatmenet tudomanya iranti Ujjaéledt érdeklédés. Amorf anyagok szandékosan és akaratlanul is
képzddhetnek a szokasos gyogyszergyartasi mlveletek soran, s a valtozas jelentds javuldst idézhet
el6 a hatdanyag hatékonysagaban (pl.: hasznosulas, felszabadulasi sebesség), de ugyanakkor nem
kivant hatdsokat is kivalthat (pl.: fizikai stabilitas csokkenése). [54]

A kristalyos hatdanyag atvitele amorf megfelelGjébe az oldhatdsag novelésének egyik mddja lehet.

Kimutattdk azonban, hogy nem létezik egyetlen, meghatarozott amorf allapot, illetve, hogy mind az
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elGallitasi folyamat tipusa, mind annak paraméterei befolyasoljak az amorf vegytilet molekularis
rendjét. [4]

Az amorf gyégyszerhatéanyagot tartalmazd termék létrehozdsa két szinten torténhet. Egyrészt
amorfizalhaté maga a hatdanyag, ami anyagtél fligg, hogy jarhaté ut-e. A kristdlyos anyag
amorfizalasa két médon lehetséges: direkt konverzidval (pl.: mechanikai aktivalas, besugarzas) vagy
egy termodinamikailag stabil, eredendéen nem kristalyos forma (g6z, olvadék, oldat) létrehozasat
kovet6 gyors leh(itéssel, igen alacsony hémérsékletl vagy nagy kélcsonhatas-intenzitasu eljarassal
(sokkhttés (quenching), kicsapatas (precipitation), levalasztas (deposition) vagy adszorpcid) [98].
Szamos hatdanyagndl stabilitasi problémadk lépnek fel, révid id6n belll visszakristalyosodnak.
Madsrészt gydgyszertechnoldgiai eljarasok és stabilitast biztositd segédanyagok alkalmazasaval van
lehet6ség nem magat a hatdanyagot amorfizalni, hanem egy amorf rendszert kialakitani. [99]

Szamos olyan metddus van, ahol nem feltétlenil az amorfizalas az elsédleges cél, de a folyamat
soran részlegesen vagy teljesen megvaltozik a kristalyszerkezet is. Erre példak a porlasztva szdritas,
a fagyasztva szaritas és az 6rlés, amik elsédlegesen részecskeméret csdkkentd eljarasok, de sok
esetben amorfizalddik is a minta a folyamat soran (lasd 2.3.1 Részecskeméret redukdlo eljardsok).
Alkalmaznak még kiilonb6z6 olvadékos technoldgidkat (pl. olvadék extruddlas (melt-extrusion) vagy
olvadék sokkh(tés (melt-quenching)) és egylittes kicsapatast (coprecipitation) is amorf forma
létrehozasara [4]

Az aldbbiakban kiilonb6z6 technikdkat mutatok be, amik rosszul oldédé gydgyszerhatdanyagok
amorfizdcidja révén javitjdk az aktiv anyag oldhatdsagat, s ezdltal biolégiai hasznosulasat. Az
olvadékos technoldgiakra, az liveges oldat vagy szilard diszperzid képzésre és a térbeli szeparaciora,
valamint a koamorf formulakra térek ki.

Ha a hatdanyag olvasztasa nem okoz kémiai roncsolédast, akkor meg lehet olvasztani az anyagot,
majd az olvadék hirtelen dermesztésével létrehozhaté az amorf forma. Masik lehetdség, hogy a
segédanyagot olvasztjdk meg és annak az olvadékdban oldjdk fel az aktiv anyagot. A hirtelen
hémérsékletcsokkentés, gyors dermesztés, illetve a kristalyosodast akadalyozé segédanyagok
fontosak a stabil amorf forma kialakitdsahoz. [99]

Az olvadékos technolégiak koziil a kereskedelmi méretl gyartashoz a forrd olvadékos extrudalas
(hot-melt extrusion, HME) és az olvadék agglomeralas (melt agglomeration) haszndlhaté fel. [100]
A forrd olvadékos extruddlads soran polimer segédanyagot kevernek a hatéanyag mellé. A HME
folyamata ot lépésre oszthatd, nevezetesen: adagolds, lagyitds és olvasztds, keverés/gyuras,
szallitas/tovabbitas, kilirités és hiités a tovabbi feldolgozashoz. [100] A HME berendezés rugalmas
kialakitasu, a moduldris szerkezeti elemek, nevezetesen a csavarok és a hengerek bedllitasa lehetévé
teszi a folyamatok testreszabdasat a kivant eredmények elérése és a kilonb6z6 nyersanyagok
befogadasa érdekében [101].

Az olvadékos extrudalas el6nye, hogy folyamatos termelést tesz lehet6vé, egylépéses, kiilonb6z6
egységekkel valtozatos formaju és meéretli termékeket lehet elGallitani, valamint a gyartds
skalazhatd [102]. Hatranyai kdzé tartozik, hogy nagy az energiafelhaszndlasa és a hére érzékeny

vegylletek esetén nem vagy csak korlatozott korlilmények kozott alkalmazhatd [102]-[104]. A
24



berendezés kialakitasdanak megvaltoztatasa (pl. gyurdelemek jelenléte), valamint lagyitdszerek
hozzdadasa a feldolgozasi hémérséklet és/vagy tartdzkoddsi id6 csokkentéséhez vezethet, és igy
minimalizalhaté a gydgyszerek termikus bomldsanak lehet8sége, érzékenyebb vegyiiletek
formulalasa is lehetévé valik [105].

Az liveges oldatok, illetve szilard diszperzidk képzése soran a hatéanyag mellé valamilyen polimert
(polivinil-pirrolidon (PVP), polivinil-alkohol (PVA), cellulézszarmazékok vagy polietilén-glikol (PEG))
adagolnak és olvadékos, 6rlési, porlasztasos technoldgiai formuldlasnak vetik alda [106]. Uveges
oldatokat a nagyobb méretl polimerek esetén képeznek, ahol a hatéanyag molekularis szinten
oszlik el a polimer kdzegben. [4]

A térbeli elvdlasztas esetén a hozzaadott anyag a hatdanyaggal részecske szinten van kapcsolatban,
példaul bevonatot képez korulotte. A fizikai hatdr |étrehozasaval az amorf forma stabilabba valik,
illetve a bevonas el6tti kristdlyok tovabbi novekedésének is gatat szab [107]. Ezen eljards el6nye,
hogy nem sziikségesek funkcids csoportok (pl.: hidrogén kotés akceptor és /vagy donor helyek) az
amorf gyogyszerhatdanyag felszinen, ez szélesebb kord alkalmazhatdsagot tesz lehetévé. [4]

Tovabbi lehetéség a koamorf keverékek képzése, amikor a hatdanyagot molekularis
kdlcsonhatasokkal stabilizaljak kis molekulatémegl molekulakkal (pl.: karbamid, citromsav, cukrok).
A, koamorf" kifejezéssel a csak kis molekulatomegl komponenseket tartalmazé amorf keverékeket
kilonboztetik meg az amorf hatdanyag-polimer keverékekt6él, amelyeket 4&ltaldban szilard
diszperzioknak vagy (vegoldatoknak neveznek. [4] Chieng és munkatdrsai koamorf
gyogyszer/gybdgyszer keverékeket fejlesztettek ki alacsony molekulatomegli komponensek
felhasznaldsaval, hogy ezaltal polimerek nélkiil stabilizaljanak amorf anyagokat és két hatéanyagot
tartalmazd formulat hozzanak létre kombinalt terdpia céljabdl [108].

A magas olvadaspontu, rossz vizoldhatdsagu hatéanyagokat nehéz olvadék extrudaldssal formulalni,
mivel a feldolgozashoz szlikséges magas hémérsékleten kémiailag instabilak. Emiatt, a Haser és
munkatdrsai altal végzett vizsgalatok soran a meloxicam extrudaldsdhoz sziikséges volt a
feldolgozasi paraméterek és a készitmény Osszetételének optimalizalasa. A minta 10% meloxicam
és 90% kopovidon tartalma esetén a 140 °C feletti feldolgozas jelentés kémiai bomlast
eredményezett, ami mogott hidrolizis allt. A henger konfigurdcidjat és a csavar kialakitasat ugy
tervezték, hogy a nedvességet eltdvolitsa és az olvadék tartdzkodasi idejét csOkkentse. Ezen
optimalizalt paraméterek mellett a minta tisztasaga 96,7% volt. A kémiai stabilitas tovabbi fokozasa
érdekében meglumint adtak hozzda, hogy stabilizald bazikus mikrokornyezetet biztositsanak, ami
100%-o0s tisztasagot eredményezett. Igazoltak a meloxicam és a meglumin kdzo6tti proton transzfert,
ami in situ sé képz6désre utal. Bemutattak, hogy a meglumin hozzaaddsdval a meloxicam
oldékonysaga szignifikdnsan novelhetd: 11,5 ug/ml értékrél 30,1 ug/mi-re (1:1 mdélarany, pH 6,0),
ami a koztik fellép6 ionos kdlcsonhatdsnak koszonhetd. A folyamat paramétereinek finomitasaval
és a receptura moédositasaval sikeresen extrudaltak meloxicam amorf szilard diszperzidt, amely
fizikailag stabil volt és kedvez8bb felszabadulasi tulajdonsagokkal birt. [109], [110]
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2.4 Lézeres ablacio

Lézeres ablacid alatt azt a jelenséget értjlik, amikor egy nagy teljesitmény(i impulzusiizem( lézer
nyaldbjat a mintara fdkuszdlva, a besugdrzds hatasara a minta feliiletére merdélegesen
plazmaallapotu anyagfelh6 Iép ki. A folyamat sordn meghatdrozok a besugdrzds paraméterei
(hulldmhossz, impulzushossz, energias(rliség) és a céltargy optikai, termikus és morfoldgiai
tulajdonsagai, valamint a kdrnyezeti tényez6k (kdzeg, nyomas). [5]

Az ablacié folyamata egy komplex fizikai-kémiai jelenség, ami tobb nagysagrendnyi id6t feldlel. Elsé
lépésben a minta felszini rétege elnyeli a lézer energidjat (101° s), majd ez az energia atadddik a
gerjesztett elektronoktdl az akusztikus fononoknak (10712 s). A felszin és a kérnyéke felheviil, olvadas
és parolgas kovetkezik be (101°-107° s), plazmafelhd jon létre a minta felett. A s(ir plazma tagulni
kezd és I6késhullamok jonnek létre. A plazma hiilése nyoman kondenzacids folyamatok kezdédnek
meg, részecskék keletkeznek és novekednek, aggregalédnak. Végil a plazmafelhé 6sszeomlasat
kovetSen a keltett részecskék kiszabadulnak, kilokédnek (>10° s). [111], [112]

Folyadék kozegbeli (vagy megnovelt nyomdsu gdz kozegbeli) ablacié esetén fontos kiemelni a
kavitacid szerepét is. Miutadn a lézerimpulzust elnyeli a minta, anyagfelhd/plazmafelhd tavozik a
céltargybdl, ami elektronok, ionok, atomok, molekuldk g6zok, olvadék/folyadék cseppek és szilard
részecskék osszessége (1012-1010s). Ezt kovetSen a plazma tagulni kezd, korilétte pedig egy
vékony g6z réteg alakul ki. A kozeg korllhatarolja, bezarja a plazmat. A plazma tagulds
kovetkeztében lokéshulldmok jonnek létre, a g6zrétegbdl pedig kialakul a kavitacios buborék (10—
107 s), ami fontos szerepet tolt be a nanorészecskék létrehozdsdban. Ez az a pont, ahol a folyamat
eltér az iménti, gdz kdozegbeli leirastol. A kavitacids buborékon beliil a kornyezettdl jelentésen eltéré
hémérséklet és nyomasviszonyok uralkodnak. A korilmények fliggvényében a buborék
OsszehUzéddsa és tdguldsa tobbszor is megismétiédhet. A plazma kih(ilését, a plazmafelhé
felszakadasat és a kavitacios buborék 6sszeomlasat kévetéen a részecskék kiszabadulnak a folyadék
kézegbe (10°-10* s). A kavitacié buborékban megkezd&datt nukledcids folyamatokat a folyadékbeli
diszpergéalast kdvetSen lassu részecskendvekedés és aggregécio koveti (>10 s). [113]-[115]

A folyamat vazlatos rajzat a 2. dbra mutatja be [116].

A lézeres ablacid egyrészt lehet eszkoz a fellilet megmunkalasara [117]-[121], masrészt részecskék
keltésére is alkalmas [122]—-[124]. Els6sorban a részecskék keletkezhetnek a kilép6 plazmafelhSbdl,
ez az els6dleges részecskekeltés. Masodsorban az ablacid altal kivaltott I16késhulldm és a céltargy
taldlkozdsanal, kolcsonhatdsanal is kiszakadhatnak részecskék a felliletbdl, ez a masodlagos
részecskekeltés folyamata. Amennyiben a keltett részecskék nem hagyjak el a céltargy feletti
térrészt és a kovetkez6 l|ézerimpulzussal kolcsdnhatasba lépnek, akkor tovabbi aprézddas
kovetkezhet be, ezt a folyamatot |ézeres fragmentacidonak szoktak nevezni.
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(a) (b) (©) (d) ()

Laser ablation of target in Plasma expand and Vapor layer expand into Plasma collapse and Bubble collapse and
liquids and formation of formation of vapor layer cavitation bubble and release the nanoparticles  release the nanoparticles
plasma i plasma shrink into bubble into liquids

» Time sequence

~1012-101% ~1010-107s ~10-10"s >10%%s

2. abra A (nanoszekundumos) folyadék kozegbeli impulzuslézeres ablacio (pulsed laser ablation in
liquid, PLAL) folyamatdnak vazlatos Iépései. (a) A folyadékba helyezett céltargy fellletének lézeres
ablacidja kovetkeztében a fellilet hatdran plazmafelhé alakul ki. (b) A folyadékkal korilzart plazma
tadgulni kezd és energiajat dtadja a kornyezetének, aminek kovetkeztében egy gbzréteg alakul ki a
plazma koriil. (c) A g6zréteg kavitacids buborékka tagul és 6sszenyomja a plazmat. A plazmaban
|étrejott részecskék egy része mar ekkor eloszlik a kavitaciés buborékban. (d) A plazma megsz(inik
és a benne |évd 0sszes nanorészecske kiszabadul a buborékba. (e) A kavitacids buborék
osszeomlik, igy a részecskék a folyadékba keriilnek és kolloidot képeznek. [116]

Els6ként a besugarzasi paraméterekrdl, majd a céltargyakrdl és végil a kornyezeti tényez6krdl
ismertetek egy rovid attekintést.

A lézeres ablacid céljabdl hasznalt l1ézerek hulldmhossza a kdzép-infravords tartomanytdl (pl.: CO,-
lézer: 10,6 um) a kdzeli infravordson és a lathatd tartomanyon at (pl.: Nd:YAG |ézer alap- és masodik
harmonikusa: 1064 nm, illetve 532 nm) egészen az ultraibolyaig (pl.: excimer |ézerek: XeCl: 308 nm,
KrF: 248 nm, ArF: 193 nm és F,: 157 nm) terjed. A hulldmhossz kivalasztasanal a céltargy abszorpcids
tulajdonsagait fontos szem el6tt tartani. A lézeres ablaciés anyagmegmunkaldsi kisérletek nagy
részét, f6leg a kezdeti id6szakban, UV hulldmhosszakon végezték a nagyobb elérheté fotonenergidk
miatt. [114]

Altaldban impulzusiizem(i |ézereket alkalmaznak, mert a folyamatos lizem(ek esetén a termalis
jelenségek domindlnak és az anyageltdvozas mogott dontéen olvadas és forras all, ezért igen nagy
a masodlagosan hékarosodott zéna (heat-affected zone, HAZ). [125] Az impulzusizem( |ézerek
esetén az impulzushossz is jelent6s befolyassal bir, hiszen nanoszekundumos vagy piko-, illetve
femtoszekundumos impulzusok esetén az anyag eltavolitdsahoz és a plazmaképz6déshez vezet6
mechanizmusok eltéréek [114], [126]. Nanoszekundumos impulzusok esetén a lézer foton
kolcsonhat a céltargy elektronjaival, azok energidjat azonnal megnoveli, ami az anyag parolgasahoz,
illetve a folytonos lizemU besugarzashoz képest kisebb méret(i HAZ keletkezéséhez vezet. A termalis
hatds tovabb redukalhatd piko- és femtoszekundumos impulzusok alkalmazésaval. Ezen esetekben
a lézerimpulzus id6tartama sokkal rovidebb, mint a szabad elektronok és az atomi racs kozotti
energiaatadds id6skaldja, igy az elektronok néhany vagy néhany tiz elektronvoltra gerjesztédnek.
Kovetkezésképpen a céltargy racshémérséklete valtozatlan marad és a lézerimpulzus energidjanak
nagy része elsGsorban a fellilethez kozeli, minddssze néhany mikrométeres rétegben nyel6dik el,
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ahol rendkiviil magas nyomds és hémérséklet érhet6 el. Az elnyelt energia az anyagot nagyon
gyorsan az olvadasponton tulra, kozvetleniil a nagy kinetikus energiaju gézfazisba heviti, az anyag
elpdrolog. Az ultrarévid (piko- és femtoszekundumos) impulzuslézerek esetében elsGsorban a
fotonelnyelési mélység hatarozza meg a felmelegitett térfogatot, a termikus diffuziés mélység
hatasa kisebb. [114]

A besugarzas energiaslrisége (F) kapcsan bevezethetd az ablacids kiiszob (Fx) fogalma, amin azt a
kiiszob energiasrlséget értik, amely alatti értéken az ablacido nem kovetkezik be az els6 impulzus
hatdsara. Ezen hatdrérték leginkdbb a besugarzott anyag adott hulldmhosszon mért abszorpcids
egyutthatojatol (a) figg. [127], [128]

A maratdsi sebességre (Im: ablacidés godor mélysége/impulzusszam) felirhatd az alabbi kozelitd

Osszefliggés: L, = Z.1n (Fi) (1)
k

(04
ahol F az aktualis energias(rliség az ablacid sordn, Fx az ablacidés kiiszob, a pedig az adott
hulldmhosszon mért abszorpcids egylitthatdjatja az anyagnak. Azonban kisérletek alapjan igazoltak,
hogy nagyobb energias(iriségek esetén (par J/cm?) az 6sszefliggés linedrissa valik a logaritmikus
kapcsolat helyett, mig egyes anyagok esetén kell6en nagy F értéknél allandoéva valik a maratasi

sebesség. [127], [129]

A céltargy paraméterei koziil kiemelendd a minta besugarzasi hulldmhosszon mért abszorpcios
egyltthatodja, reflexidja, az anyag hGvezetési egyitthatdja, valamint homogenitdsa, porozitasa. A
[ézeres ablacid bevalt technika a nanorészecske keltésre, de mikrométeres részecskék is
keletkezhetnek (mellék)termékként. A |ézeres ablaciodt részecskekeltésre elsGsorban fémek [130]-
[134] és fém otvozetek [135]-[137] esetén alkalmaztdk, de az utébbi évtizedekben egyre tébb
tanulmany foglalkozott szerves anyagok [138]—[140] besugdarzasaval is. A fémekhez viszonyitva
nehezebben irhatdk le a szerves anyagok ablacidja soran lezajlé folyamatok, hiszen a komplexebb
molekuldk esetén nem szadmithatunk arra, hogy a plazmaban jelen levé atomokbdl, ionokbdl ujra
Osszealljon az eredeti vegyllet, fokozottan fennall a termalis degradacio lehet&sége. A degradacié
csokkentése céljabdl gyakran forgatjak, mozgatjak a céltargyat vagy lézeres pasztazast alkalmaznak,
hogy ne egy ponton ablaljak a mintat. A |ézeres besugarzas kdvetkeztében kialakuld valtozatos
nyomasi és hémeérsékleti jellemz6k miatt a keltett részecskék kristalyossdga is megvaltozhat,
amorfizdlodhatnak. [141], [142]

A |ézer és a céltargy paraméterei mellett a kornyezeti tényezdk is jelentésen befolydsolni tudjak a
keltett részecskék tulajdonsagait. Vakuum, gaz, illetve folyadék kozegben egyarant végeznek lézeres
ablacidt, valamint inert vagy reaktiv is lehet a kornyezet [122], [123]. A vakuumbeli vagy gaz
kozegbeli Iézeres ablaciora tobbek kdzott szoktak roviden hivatkozni a PLA (pulsed laser ablation)
[143], [144], mig a folyadék kdzegbelire a PLAL (pulsed laser ablation in liquid) [115] réviditéssel.
Amennyiben a céltargyat folyadékréteg fedi, szamolni kell a kozeg elnyelése miatti
energiacsokkenéssel és a fokusz eltolddasaval, ennek megfelel6en korrigalni kell a bedllitasokat. A
folyadék kozeg el6nye, hogy magaba fogja, Osszegylijti a keltett részecskéket, amik
felhalmozdédhatnak a tartdban vagy aramlds révén el lehet ket tavolitani. Vakuum vagy gaz kozeg
esetén a kornyezet anyagi mindsége mellett a nyomas értéke is hatassal lehet a részecskék
méretére, s a keltett minta felfogasardl, elvezetésérdsl gondoskodni kell [124].
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2.4.1 Lézeres ablacio a gyogyszeriparban

Az anyagtudomanyok szamos terlletén alkalmazzak rutinszerlien a lézeres ablaciét részecskék
el6allitasara, ami alapjan a gydgyszeripari felhasznalas lehet6sége is egy igéretes gondolatnak tinik.
Részecskekeltés szempontjabdl a [ézeres ablacié a top-down technikak kozé sorolhatd, s ahogy mas
folyamatokndl is lathattuk, a lézeres ablacidndl is egyszerre lehet jelen a részecske aprézas és az
amorfizacio. Ezek alapjan a BCS Class Il és IV besoroldsu hatdanyagok lézeres ablacidja potencialis
oldékonysag javitasi eljaras lehet. [71]

A lézeres ablacidval torténd részecskekeltés el6nye, hogy a lézer és kornyezeti paraméterek
megfelel6 hangoldsaval valtozatos céltargy anyagokbdl lehet részecskéket elGallitani, melyek
tulajdonsagait is lehet szabdlyozni. Kdrnyezetbarat, vegyszermentes technika, hiszen segédanyagok,
adalékok, olddszerek nélkil lehet részecskéket elGallitani. Tovabbi elénye, hogy kis mennyiségl
kiindulasi mintabdl gyorsan és jo hatékonysaggal lehet részecskéket generdlni. Tiszta eljaras, hiszen
érintésmentes aprdézast tesz lehetévé és alkalmas lehet kozti termék vagy végtermék elGallitasara
is. Megfelel6 bedllitdsok esetén egylépéses eljards, megvaldsithatd a folyamatos szintézis, ezéltal
skaldazhaté a médszer. KivitelezhetG zart térrészben, a folyadékbeli ablaciondl maga a kozeg fogja fel
a részecskéket, igy elkerilheté a keltett részecskék gyartds sordn torténs belélegzése, ami
biztonsagtechnikai szempontbdl fontos. Maga az abldcidés rendszer egyszer( felépitésd, kevés
eszkozigényl, megfelel6 biztonsagi tréning mellett biztonsaggal lizemeltethet6 rovid betanulds
utan. [71], [145]

Hatranyai kozott szerepel a degradacid lehetGsége és elrendezéstdl fliggben a keltett részecskék
esetleges aggregdcioja. Az alkalmazott |ézertipus fliggvényében megfontolandd lehet a beszerzési
és karbantartasi koltség, valamint a biztonsagi el6irdsok hozadékai is. [71]

A lézeres ablacio alkalmazdasa gyégyszerhatéanyag részecskék elGallitasra egy jelenleg még kezdeti
szakaszaban lévé kutatdsi irdny, viszonylag kevés csoport foglalkozik a témaval és a folyamat leirasa,
a keltett részecskék karakterizdlasa még formalodo kérdéskor. Az aldbbiakban réviden bemutatok
néhanyat az eddig publikdlt nemzetkozi eredményekbdl.

A témakorben taldn els6ként 2011-ben Kenth és munkatarsai irtak le a paclitaxel, vizben oldhatatlan
hatdanyag |ézeres besugarzasat. Céljuk az volt, hogy javitsadk a felszivodast és lehetévé tegyék az
oldhatatlan hatéanyag intravénas adagoldsat. Poloxamer 188 tartalmu vizes kdozegben hajtottak
végre femtoszekundumos impulzusokkal 1ézeres ablacidt (tabletta céltargy besugarzasa) és/vagy
fragmentaciot (kolloid oldat besugarzasa). Vizsgaltdk a lézerteljesitmény, a fokuszalasi pozicid és a
kezelési id6 befolydsat a részecskeméretre, a hatdanyag koncentracidra és a degradaciora,
jellemezték a generdlt részecskéket morfolégia és polimorf dllapot tekintetében. A vizsgalt
paraméterek esetén tobbnyire néhany mikrométer korili részecskéket kaptak, mérheté kémiai
karosodassal. Az optimalis |ézeres fragmentalasi feltételek homogénebb méreteloszlasu paclitaxel
részecskéket (<500 nm) hoztak létre, de jelentGsebb volt a degradacid (>20%), mig az ablacio és
fragmentalds kombindacidja esetén a polidiszperzitds értéke volt magasabb. Osszességében
megallitottdk, hogy esetlikben a nagyobb teljesitményl lézerkezelés kisebb részecskéket

eredményezett nagyobb mennyiségli degradacidval. Bar kiemelték, hogy a technika igéretes,
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hozzatették, hogy az érzékeny gyogyszerek, mint példaul a paclitaxel, talan nem a legjobb
gyogyszerjeloltek erre a nanonizacids technikdra a preklinikai kontextusban, kiléndsképpen a
farmakodinamikai vizsgalatokban soran, mivel a jelenlévé szignifikans mennyiségli bomlastermék
félrevezetheti a szlirési folyamatot. [146]

Singh és munkatarsai 2020-ban ritonavir, atazanavir és kurkumin kombinacidjabdl létrehozott réteg
tobb hatdanyagot tartalmazd teranosztikus (terdpids és diagnosztikus) formulaciét HIV-1
antiretroviralis terapidhoz kivantak felhaszndlni. Azt tapasztaltdk, hogy az F127-tel el6allitott
készitmények jobb vizbeli diszpergalhatésaggal rendelkeztek, igen kicsi méretliek voltak a
részecskék (20—-25 nm), fokozott felvételt mutattak a mikroglidkban, javitottak a vér-agy gaton valé
atjutdst egy in vitro modellben és toredékére csokkentették a virusos p24 antigén mennyiségét az
F127 nélkal készilt készitményekhez képest. Ez a munka azt mutatja, hogy ezek a
femtoszekundumos lézerrel elGallitott nanorészecskék hatékonyan juttathatnak be gyégyszereket
agyi terdpia céljdbol. A lézeres ablacid igéretes formulaldsi mddszernek mutatkozik agyi
teranosztikdban hasznalatos nanorészecskék el6allitasara, csokkentve a szerves olddszerek
szlikségességét a gyartas soran, valamint Uj lehet6ségeket kindl a nanomolekuldk szintézisére és
funkcionalizdlasara bioszenzoros, bioképalkotd és terapids alkalmazasokhoz. [147]

Tobb tanulmany jelent meg, ahol folyadék kozegbeli |ézeres fragmentaciot alkalmaztak, vagyis a
hatéanyag porbdl kolloid oldatot hoztak létre és azt sugaroztak be. Beclometazon-dipropionat [70],
klobetazon-butirat [148], fenofibrat és naproxen [149] és megestrol-acetat [150] aktiv anyagokat
vizsgaltak. Feltérképezték kiilonboz6 kisérleti paraméterek (impulzushossz, energiasirlség,
besugarzasi idG, szuszpenzid hémérséklet, stabilizdld segédanyag hasznalat, ..) hatasat és
széleskorl analizisnek vetették ald a keltett részecskéket tobbek kozott kémiai Osszetétel,
morfolégia, méret, kristalyossdg és biolégiai hasznosulds tekintetében. Altaldnossagban
elmondhatd, hogy ezt a technikat is alkalmasnak talaltak a részecskeméret csokkentésre, de tobb
esetben tapasztaltak valtozé mértékd kémiai roncsolédast, ami sokszor oxidacidohoz volt kdthetd,
illetve amorfizaciérél, az érzékeny anyagok hidratacidjardl is beszamoltak. Megfigyelték a méret-
degradacid egyensulyat, miszerint az intenzitas novelésével kisebb részecskéket kaptak, de nagyobb
aranyu volt a degradacidé. A |ézeres fragmentalas el6nydket mutatott a hatékonysag tekintetében,
ami a kisebb gyodgyszermennyiséget és a jobb kioldddasi kinetikat illeti. Kiilondsen alkalmasnak
mutatkozott a gydgyszerkutatds korai fazisaiban, emellett egy egyszer(ien kivitelezhetd
mechanizmusnak bizonyult, ahol a paraméterek hangolasaval van lehet6ség az idedlis
paraméterablak megkeresésére. [70], [148]—[150]

A kutatécsoportunk tébb nem-szteroid alapu gyulladascsokkentd hatéanyag (ibuprofen, meloxicam,
nifluminsav) gaz koézegbeli nanoszekundumos impulzuslézeres ablacidjaval sikeresen allitott el6
szubmikrométeres, illetve nanométeres mérettartomdanyba esé részecskéket detektalhatd kémiai
karosodas nélkil [151]. Ibuprofen tabletta vakuumkamraban torténd besugarzasaval, a lézeres
morfoldgidja nyomasfliggést mutatott: a nyomds csokkentésével csokkent a kristalyossag,

fokozédott az amorf jelleg [152]. Tovabba ibuprofen por és magnetit nanorészecskék kiilénb6z6
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nanokompozitokat allitottak elé kémiai roncsolédds nélkil, ami célzott gydgyszeradagolast tenne
lehetévé [153].

A lézeres ablacid gydgyszeripari alkalmazasaihoz koét6d6, a disszertdciom soran felhasznalt
publikdcidk [154]-[157] eredményeit a tovabbi fejezetekben ismertetem.
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3. Célkitlizés

Kutatdsom sordn az impulzuslézeres ablacidt, mint részecskeméret csokkent6 és amorfizald eljarast
vizsgaltam vizben oldhatatlan vagy nagyon gyengén oldédé gydgyszerhatéanyagok bioldgia
hasznosulasanak javitasa céljabdél. Modell hatéanyagként a nem-szteroid alapu gyulladascsokkenték
csoportjdba tartozd, igen alacsony vizoldhatésaggal rendelkez6 meloxicam hatdanyagot
valasztottam relative magas olvadaspontja és széleskord alkalmazasa miatt.

Meloxicam hatdanyag tablettak ablacidja sordn kiilonbo6z6 korilmények kozott (lézerparaméterek,
kozegek) végeztem szisztematikus kisérletsorozatokat az idealis paraméterablak feltardsa
érdekében. Vizsgalni kivantam, hogy ezen mddszerrel el6 lehet-e allitani a tlid6be juttatashoz idealis
méretl (0,5-5 um kozotti mérettartomdnyba es6é [69]) tiszta meloxicam részekéket kémiai
karosodas nélkul.

El6sz6r a meloxicam desztilldlt viz kozegbeli nanoszekundumos impulzuslézeres ablacidjat
vizsgaltam az alkalmazott hulldmhossz és energias(rliség fliggvényében. A keltett részecskéket
atfogd analizisnek vetettiik ald kémiai 0sszetétel, morfoldgia és méreteloszlds, valamint hatastan
szempontjabdl. A részecskék karakterizdldsa mellett a lejatszédé mechanizmus leirasara is
torekedtem.

Madsodsorban femtoszekundumos impulzusokkal sugdroztam be meloxicam céltargyakat desztillalt
viz és leveg6 kozegben, elemezve az alkalmazott energias(rliség és az ismétlési frekvencia hatdsat.
Ezen részecskék esetén is tanulmanyoztuk a sztochiometriat, a méretcsokkenést, a morfolégiat, a
termalis és kristalyossagi jellemzéket. A részecskekeltési mechanizmus modelljénél elemeztem a
kdzeg befolydsold hatdsat.

Osszegezve, célom az volt, hogy a lézeres gydgyszerhatdanyag aprdzas alkalmazhatdsaganak
kisérleti és elméleti alapot biztositsak, ezdltal lehet6vé téve vizben oldhatatlan vagy alig oldédé
gyogyszerhatéanyagok effektivitdsanak javitasat, alternativ gydgyszerformuldk megalkotasat,
gyogyszerbeviteli kapuk alkalmazasat.
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4. A vizsgalt anyag, a minta elGallitasa és el6készitése

Az alabbi alfejezetekben a kisérleteim soran felhasznalt alapanyagot, illetve a céltargy formalasat
mutatom be. Ezt kbvetSen a lézeres ablacids kisérletek paramétereit ismertetem, végil az elGallitott
részecskék vizsgalatokra vald el6készitésének |épéseit irom le.

4.1 Alapanyag

A kisérleteinkhez alapanyagként felhasznalt meloxicam az EGIS Ltd. (Budapest, Magyarorszag) és a
Sigma-Aldrich Chemistry (Darmstadt, Németorszag) vallalatoktdél szarmazott, a jellegét tekintve
sarga por 100% kristalyossaggal, 99% feletti tisztasaggal és d(0,5)=27,5um medidn
részecskemérettel rendelkezett.

4.2 Céltargy

A lézeres ablacidhoz tisztdn hatdanyagot tartalmazé 9 mm atmérGjl tablettakat hasznaltam
céltargyként, amiket egyenként 300 mg meloxicam porbdl préseltiink 15 kN erével a KORSCH EK-0
Tablet Press machine (KORSCH AG - Berlin, Németorszag) berendezéssel.

4.3 Nanoszekundumos ablacié

A nanoszekundumos impulzushosszakkal az ultraibolyatdl a lathaté tartomanyon at az infravorosig

harom hulldmhosszon végeztem kisérleteket desztillalt viz kozegben, a PLAL elrendezéssel (3. dbra).
Az alkalmazott lézer és ablacios paramétereket a 4. tablazat tartalmazza.

Lézer hulldmhossza (A [nm]) 248 532 1064

Impulzushossz (FWHM [ns]) 18 8,6 8,6

Ismétlési frekvencia (f [Hz]) 10 3,10 3,10

Alkalmazott energias(riiség (F [J/cm?]) 4,3-10,9 4,2-9,4 4,1-12,9

Lézer tipusa (gyarto) KrF excimer Q-kapcsolt Nd:YAG lézer
lézer (LLG (Quantel/ GBL Optic-Electronic
Twinamp) Co.)

4. tablazat A desztillalt viz kozegbeli nanoszekundumos impulzuslézeres ablacids kisérletek sordn
alkalmazott |ézer és ablacids paraméterek.

A nanoszekundumos impulzusokat egy KrF excimer lézer (LLG Twinamp, A = 248 nm, FWHM = 18 ns,
f =10 Hz) és egy frekvenciakétszerezett Q-kapcsolt Nd:YAG lézer (Quantel, A =532 nm/1064 nm,
FWHM =6 ns, f = 10 Hz; G-NY, GBL Optic-Electronic CO., Ltd., A =532 nm/1064 nm, FWHM = 8 ns,
f = 3 Hz/10 Hz) biztositotta.

A kiséreti elrendezés (3. abra) minden hulldmhossz esetén azonos felépitésti volt: a lézersugarat egy
fokuszald lencsén keresztiilvezetve kicsivel a céltargy felszine ala fékuszaltuk. A tabletta egy 10 m/
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desztillalt vizet tartalmazo f6z6pohar aljan volt rogzitve és koriilbelil 5 mm vizréteg fedte a felszinét.
Az egyenletesebb megmunkaldas érdekében a f6z6poharat mozgattuk egy forgatomotorral. A
kezdetben vizsgalt energias(irliség (F) tartomanyok az adott hullamhosszakon az aldbbiak voltak:
248 nm: 4,3-10,9 J/cm?; 532 nm: 4,2-9,4 J/cm?; 1064 nm: 4,1-12,9 J/cm?. Az alsd hatar kozelitette
az ablacids kiiszobot, mig a felsé hatart a |ézerbdl kinyerhet6 energia és a nyaldb fokuszalhatésaga
hatdrozta meg. A kés6bbi kisérletek sordn egységesen az F=9,4J/cm? energiaslir(iséget
alkalmaztuk minden hulldmhossz esetén. A foltméret ~0,6 mm? és az impulzusenergia ~60 mJ volt
a A =532 nm/1064 nm hulldmhosszakon, mig rendre ~0,3 mm? és ~30 mJ a A = 248 nm esetében.
Az ablacio id6tartamat a kihozatal és a tervezett vizsgalathoz sziikséges anyag mennyisége alapjan
hataroztuk meg, tipikusan par 10.000 impulzust alkalmaztunk. A céltargy besugdrzasa utan a kapott
szuszpenzidt atszlrtiik egy 300 um porus méretl fém szitan, hogy az ablacié soran esetenként
keletkez6 nagyobb, lepattogzott tabletta darabokat eltavolitsuk, amelyek torzitottak volna a
kés6bbi vizsgalatok eredményét.
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3. abra Kisérleti elrendezés a folyadék kdzegbeli nanoszekundumos impulzuslézeres ablacidhoz
(PLAL). [156]

4.4 Femtoszekundumos ablacié

A meloxicam femtoszekundumos lézerrel torténd besugdarzasa soran két lézerrendszert hasznaltunk
a TeWaTi és az ELI-ALPS laborjaiban.

A Szegedi Tudomanyegyetem TeWaTi lézerrendszere egy Ti:zafir alapu kétfokozatu fazismodulalt
impulzuser@sit6t (chirped pulse amplification, CPA) tartalmazott, amely magimpulzusat egy
maduscsatolt (mode-locked) lézeroszcillator (Spectra-Physics Rainbow™ CEP4, Spectra-Physics 3635
Peterson Way, Santa Clara, CA, USA) biztositotta. A kisérleteink sordn az impulzushossz
FWHM =135 fs volt a Ac = 800 nm-es kozponti hulldmhosszon, mig a maximalis impulzusenergiat
E =1 mJ-ig lehetett névelni az f=1-10 Hz kozotti ismétlési frekvencia tartomanyon. Egy optikai
shutter (SHO5-Optical Beam Shutter, Thorlabs Inc., Newton, NJ, USA) és a hozza tartozd vezérl6
(SC10-Optical Beam Shutter Controller, Thorlabs Inc., Newton, NJ, USA) biztositotta az erGsit6
kimeneténél, hogy a bedllitott impulzusszam essen a mintara.

A levegGbeli (PLA), illetve desztillalt viz kozegbeli (PLAL) impulzuslézeres ablacié soran alkalmazott
elrendezés vazlatos rajza rendre a 4. abra (a) és (b) egységein lathato.
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4. dbra A TeWaTi lézerrendszerével folytatott femtoszekundumos abldcids kisérletek soran
alkalmazott elrendezés (a) leveg6beli impulzuslézeres ablacié (PLA) és (b) desztillalt vizbeli
impulzuslézeres ablacio (PLAL) esetén. [155]

A PLA elrendezés esetén (4. abra (a)) a |ézererGsit6é altal szolgdltatott impulzusokat egy ezlist
siktiikor (M) tikrozte egy akromatikus lencsére (AL; fokusztavolsag: 150 mm), amely a céltargyra
fokuszalt. A lencsét egy eltoldra helyeztiik, hogy kivitelezhet6 legyen a céltargy felliletén a foltméret
pontos bedllitdsa. Az alkalmazott Y-kamra belépé ablaka egy vékony tveglap volt, normal beesési
szogben behelyezve. Egy meloxicam tablettat (céltargy) helyeztiink a kamraba 45°-o0s beesési
szogben, a hatoldalat a mintatarté platformra ragasztva, kozvetlenil a lencse fékuszsikja elé. A
mintdt a besugarzas soran forgattuk, hogy elkeriljik a tabletta gyors degraddciéjat, szétesését. A
kamran keresztil légaramot hoztunk létre, hogy a keletkezett részecskéket a méreteloszlas
meghatdrozasahoz a mérdeszkozbe, illetve a minta kés6bbi vizsgalatokhoz valé 6sszegyljtéséhez a
részecskéket felfogo szlir6hoz juttassuk.

Optikai mikroszképpal hataroztuk meg a lézerfolt méretét a céltargy felliletén. Az ablalt godor
kiterjedése 111 um és 157 um volt, ami a kis- és nagytengely mentén az 1/e? sugarat adja meg. Az
impulzusenergia értékeket energiamérével rogzitettik. A céltargyat eléré alkalmazott
energiasir(iséget az F =0,7-1,5 J/cm? tartomanyon valtoztattuk az erdsité kimeneti energidjanak
allitasaval. A céltargy megmunkdlasa sordn 1.260 vagy 9.000 impulzussal sugaroztuk be a feliiletet
f=1vagy 10 Hz ismétlési frekvencidval a vizsgdlati mddszert6l flggben. Az ablacié utan a
megmunkalt céltargy tabletta felszinét és a keltett részecskéket vizsgaltuk.

A PLAL elrendezés (4. abra (b)) esetén az erGsitett nyaldb egy 150 mm fékusztdvolsdgu akromatikus
lencsén (AL) haladt keresztiil, amely az impulzusokat egy 10 m/ desztillalt vizzel feltoltott f6z6pohar
aljan elhelyezett céltargy felszinére fokuszalta. A tabletta felszine korilbelil 5 mm-rel volt a
vizfelszin alatt. A mintat normal beesésnél sugdroztuk be, ugy, hogy a fellleten a kor alaku
lézerfoltok (d =132 um) hasonlé terilletliek voltak, mint a PLA kisérleteknél, illetve az ott
alkalmazott energias(ir(iség tartomanyt (F = 0,7-1,5 J/cm?) vizsgaltuk viz kdzegben is. A céltargy
megmunkalasa sordn 72.000 vagy 108.000 impulzussal sugdroztuk be a felliletet f = 10 Hz ismétlési
frekvencidval. Az ablacio utan a céltargy tablettat kivettiik a f6z6poharbdl és a szuszpenzidt tovabbi
vizsgalatoknak vetettiik ala.
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Az ELI-ALPS THz lézer rendszere (Trident, Amplitude Technologies, Lisses, Franciaorszag) egy didda
lézer pumpadlt (Terra 527-50-M, Continuum) Ti:zafir alapu lézer, amely magimpulzusat egy
moduscsatolt lézeroszcillator (C-Fiber 780 High Power Femtosecond Laser, Menlo Systems GmbH,
Planegg, Németorszag) biztositotta, tovabba regenerativ és multipass erdsitével volt felszerelve. A
rendszerbdl kinyerhetd transzformlimitalt impulzus 92,8 fs, de kisérleteink soran az impulzushosszat
negativ csorpoléssel FWHM =135 fs értékre dllitottuk be, hogy azonos legyen a korabban
alkalmazottakkal. Az
impulzusenergia E =4 mJ (> 4 mJ) korli értéket vett fel, mig az ismétlési frekvencia f = 1 kHz volt.

A kozponti hulldmhossz Ac=781nm volt 13,3 nm savszélességgel.

Az impulzuslézeres ablacié gaz kézegbeli (PLA) és folyadék kozegbeli (PLAL) vizsgalatakor ugyanazt
az elrendezést (5. dbra) hasznaltuk alapul, csak a kdzeg és a keltett részecskék 6sszegydjtése tért el
a két esetben.
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5. abra Az ELI-ALPS THz pumpa lézer rendszerével folytatott femtoszekundumos ablacids
kisérletek soran alkalmazott elrendezés (a) levegbbeli impulzuslézeres ablacio (PLA) és (b)
desztillalt vizbeli impulzuslézeres ablacid (PLAL) esetén. [157]

A lézernyaldbot egy tikor (UM15-45A, Thorlabs Inc.,, Newton, NJ, USA) tovabbitotta az
elrendezéshez és egy 200 mm fékusztdvolsagu plan-konvex lencse (LA1979-B - N-BK7, Thorlabs Inc.,
Newton, NJ, USA) fékuszdlta kicsivel a céltargy felszine ald. A beallitott foltméret (d = 500 um)
esetén a mintara esd atlagos energias(riiség F = 1,9 J/cm? volt a kisérletek sordn.

A céltargyat rogzitettik egy Gveg f6z6pohdr aljara, amit egy motorizalt forgaté és eltolé (LTM 120-
xxx-HSM-V15SubDF-V6) részbdl allé mintatartd egységre helyeztiink, ezzel biztositva a tabletta
felszinének folyamatos pasztazasat.

A PLA eljaras esetén a keltett részecskéket egy allandd leveg6arammal eltdvolitottuk az ablacié
helyszinér6l és egy membran szlir6n (porus méret: 1,2 um) (MCE membrane filter,
420.MF025ME120 Labsystem Kft.) felfogtuk azokat. A felhalmozdédd részecskék a filter porusait egy
id6 utan eltomitették, igy a lerakddott minta fels6 rétegében mar a teljes mérettartomany
megfigyelhet6 volt. Minden mintat nagysagrendileg 10.000 impulzussal térténé besugarzassal

allitottunk elé.

A PLAL eljards esetén a f6z6poharba most is 10 m/ desztillalt vizet toltottlink, ami 5 mm vastag
folyadékréteget képzett a céltargy felszine felett. A keltett részecskék a viz kozegben
felhalmozédtak, amit 300.000 impulzusonként friss folyadékra cseréltiink. Minden mintat

nagysagrendileg 600.000 impulzussal torténd besugarzassal allitottunk eld.
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4.5 Mintak el6készitése a vizsgalatokhoz

4.5.1 Levegl kozegbeli impulzuslézeres ablacio (Pulsed Laser Ablation, PLA)

A femtoszekundumos impulzusokkal torténé ablacié esetén a levegd kozegben eléallitott mintakat
porként hasznaltuk fel.

A méretmeghatarozas esetén a keltett részecskéket direkt médon a mérémliszerbe vezettiik, mig a
tobbi vizsgalat esetén a sz(ir6n felfogott részecskéket hasznaltuk fel, kapartuk le.

4.5.2 Folyadék kdzegbeli impulzuslézeres ablacié (Pulsed Laser Ablation in Liquid, PLAL)

Mind a nanoszekundumos, mind a femtoszekundumos impulzusokkal torténd ablacié esetén a
desztilldlt viz kozegben elSallitott mintakat két formaban haszndltuk fel a vizsgdlatok soran:
szuszpenzidként, illetve porként.

Szuszpenzidkénti alkalmazds esetén a 4.3 Nanoszekundumos abldcio és 4.4 Femtoszekundumos
abldcio cimU alfejezetekben leirtak utdn a mintat direkt médon felhasznaltuk.

Porként alkalmazashoz a 4.3 Nanoszekundumos abldcio és 4.4 Femtoszekundumos abldcié cim(
alfejezetekben leirtak utdn a szuszpenzidé viztartalmat elparologtattuk egy labor kemencében
(CARBOLITE 2416, Thermal Engineering Services Ltd., Worcester, UK) 50 °C-os h6mérsékleten,
korilbelll 12 dra leforgasa alatt és a visszamaradd szarazanyagot hasznaltuk fel.
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5. Vizsgalati modszerek

Ezen fejezetben részletesen bemutatom a lézeres ablacioval elGallitott részecskék karakterizalasa
soran felhaszndlt mddszereket. Minden technika esetén rovid attekintést adok arrél, hogy milyen
informdcidé nyerhetd az adott méréssel, hogyan épiil fel a m(iszer, mik az el6nyei és hatranyai, majd
ismertetem az altalunk alkalmazott mérési paramétereket.

A kémiai analizis kapcsan a Fourier-transzformacids infravordos és a Raman spektroszkdpiat, valamint a
tomegspektrometridval kiegészitett nagyhatékonysagu folyadékkromatografiat irom le. A morfolédgia és a
méret vizsgdlatahoz kot6dGen a por-rontgendiffrakciot, a pasztdzé elektronmikroszkopiat, a differencialis
pasztazd kalorimetridt és a pasztazé elektromos mozgékonysagon alapuld részecskeméret szeparatort
ismertetem. Az ablaciés mechanizmus feltarasa kapcsan az ellipszometriat és a gyorsfényképezést mutatom
be. Végll a gydgyaszati alkalmazhatdsag feltérképezése végett az extinkcids spektroszképiaval kivitelezett
Ulepedési vizsgalat, az oldékonysag, a citotoxicitas és a gyulladascsokkenté hatds mérésének modszereit
vazolom.

5.1 Kémiai analizis

5.1.1 Fourier-transzformaciés infravoros spektroszképia (Fourier Transform Infrared
Spectroscopy, FTIR spectroscopy)

A kozép-infravords (kozép-IR) spektroszkdpia egy jol bevdlt mdodszer a kémiai vegyiiletek
azonositdsdra és szerkezeti elemzésére. A minta IR spektrumdnak csucsai a mintabeli molekulak
rezgési és forgdsi médusainak gerjesztéséhez kot6dnek és igy a molekuldkban jelen 1évé kiilonbdzé
kémiai kotésekhez és funkcids csoportokhoz kapcsolédnak. Ennek kdszonhetéen egy vegyilet IR
spektruma az egyik legjellemz6bb fizikai tulajdonsdga és az Osszetevé anyagok azonositasra
alkalmas. Az infravords spektroszkdpia a mennyiségi elemzés hatékony eszkoze is, mivel a vegyiilet
altal elnyelt infravoros energia mennyisége ardnyos a vegyllet koncentraciéjaval. [158]

Az 1970-es évektdl kezd6dben az infravoros spektroszkdpiai miiszereket forradalmasitotta a
Fourier-transzformdcids infravoros (Fourier transform infrared, FTIR) spektroszkdpia médszerének
kifejlesztése. Az FTIR spektroszkdpia interferometrian alapul, igy alapvetéen kilénbozik a
hagyomanyos diszperziv infravoros spektroszkdpiatdl. Kialakithatd transzmisszids és reflexids FTIR
spektrométer, valamint szilard, folyékony és gz halmazéallapotd mintdk vizsgalata is lehetséges
roncsoldsmentesen. Az FTIR spektrométer f6bb részeit (fényforrds, interferométer, mintatarto,
detektor) a 6. dbra mutatja be, egy tipikus (transzmisszids) elrendezést szemléltetve. [158], [159]

Spektralis bontéelemként egy Michelson-interferométert alkalmaznak, amely segitségével a széles
spektrumu infravoros forrasbol érkezé nyaldbot két részre osztjak: egyik része egy allé tikorre, mig
a masik része egy, a mérés soran folyamatosan, dllandd sebességgel mozgo tikorre jut. Amikor a
sugarak visszaverédnek, a nyaldboszténal Ujra egyesiilnek, és konstruktiv/destruktiv interferencia
mintazatot hoznak létre az interferométer két karja kozti valtozé Uthosszkiilénbség miatt. Miutan
az infravoros energidt a minta szelektiven elnyelte, a detektorhoz érkez6 energia intenzitdsanak
ingadozasait valds id6ben digitalizaljak és igy egy interferogramot kapnak.
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6. abra Fourier-transzformacios infravoros (FTIR) spektrométer vazlatos felépitése és miikodése.

______

Részei: fényforras (IR source), interferométer: fix és mozgo tikor (fixed & moving mirror),
nyaldboszté (beam splitter), mintatarté (sample cell), detektor (IR sensor). A miszer a detektalt
interferogramot Fourier-transzformacidval alakitja at spektrumma. [160]

Az interferogram tartalmazza a minta infravords spektrumanak elGallitasahoz sziikséges Osszes
informaciét, de ez az informdcio az id6 tartomdanyban van. Ahhoz, hogy értelmezhet6 informaciét
kapjunk, az interferogramot Fourier-transzformacioval at kell alakitani a frekvencia tartomanyba. Az
FTIR spektroszkdpiaban az interferogram altaldban az intenzitas dbrazolasa az all6 és a mozgé tikor
kozotti atkilonbség, az ugynevezett retarddcié flggvényében. Az interferogram Fourier-
transzformacidja egy olyan spektrumot eredményez, amelynek vizszintes tengelye hulldmszam
[1/cm] egységben van, mig a fuggbleges tengelyen az intenzitds szerepel. Tomoren tehat, a mért jel
a fényintenzitas az interferométer két karja kozotti utkilonbség fliggvényében, a kapott spektrum
pedig ennek a jelnek a Fourier-transzformaltja. [158]

Az FTIR spektrométereknek szdmos kedvez6 tulajdonsaga van a pdsztazé (diszperziv) miszerekkel
szemben. Egyrészt az FTIR berendezések egyidejlleg gyljtenek adatot a teljes
hulldmhossztartomanyrdl (multiplex- vagy Fellgett-el6ny), igy a jel/zaj arany jelent&sen javul és a
letapogatadsi id6 lecsokken. Mdsrészt a pasztazd spektroszkodpiai elrendezésekkel szemben az FTIR
esetén nem kell réseket alkalmazni, amik korlatozndk a detektorra juté fény mennyiségét. igy a
fényerGsséget a fényforrasbdl érkezé kollimalt nyaldb kiterjedése hatdrozza meg (fényer6- vagy
Jacquinot-el6ny), aminek koszonhetéen nagyobb az energiaatviteli hatékonysag. Az
adatmanipuldciéo és a kvantitativ alkalmazasok szempontjabdl tovabbi fontos elény, hogy a
hulldmhossz pontossagat egy belsé referencialézer hasznalata biztositja és igy a hulldmhossz id6beli
eltolédasa, mint lehetséges hibaforras kikiszobolhet6, ennek koszonhetéen kiemelkedé a
felbontdsa. Bar a szort fény hozzajarulhat az FTIR berendezés detektoranak telitédéséhez (lgyelni
kell ennek elkeriilésére), ez a jel nem moduldlt, igy nem jelenik meg a spektralis intenzitasban, vagyis
kevésbé érzékenyek ezek az elrendezések a szort fényre, mint a monokromatort tartalmazé
pasztdzd spektrométerek. Az FTIR rendszerek jelent6s szamitasi teljesitménye szintén fontos
tényez6 az FTIR spektroszkdpia sikerében. [158], [161], [162]

A kapott spektrumokat elemzés soran altalaban két részre osztjak. 1500 1/cm felett a funkcids
csoportok tartomanyardl beszélhetink, itt viszonylag kevés csucs talalhato, melyek jellemz6en a
funkcids csoportok nyujtasi rezgéseihez kapcsolddnak és egy sz(ik tartomanyon beliil valtoznak. Az
1500 1/cm alatti hulldmszam tartomany az un. ,ujjlenyomat” (,fingerprint”) régio, ami jelentésen
Osszetettebb, szdmos, egymadssal atfed6 csucsot tartalmaz, melyek tobbnyire a molekulan beliili
hajlitd rezgésekbdl adddnak. A csticsokbdl addédd komplex spektrum korlatozottan alkalmas egyes
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kotések kiemelésére, de ahogy neve is utal ra, egyedi mintdzat, igy a referencia ismeretében
felhasznalhatd vegylletek, atomcsoportok azonositasara. (A két tartomany kozoétti hatar kiilonb6z6
anyagonként eltérhet az itt emlitett értéktdl.) [158], [163]-[166]

Az FTIR vizsgalatokhoz mg nagysdgrend(i por mintat adtunk 150 mg kalium-bromidhoz (KBr), majd
a keveréket egy achat mozsarral finom porra 6roltik és 13 mm atmérgjl pasztillava préseltik 10 kN
erével.

Az FTIR spektrumokat egy AVATAR 330 FTIR spektrométerrel (Thermo Nicolet, LabX Midland, ON,
Kanada) vettuk fel a 4000-400 cm™ hulldmszam tartomanyon, 4 cm™ feloldassal, mintanként
128 mérést atlagolva, alapvonal korrekciét hasznalva. A mintaink vizsgdlatat megel6z6en tiszta KBr
pasztilla spektrumat felvettiik és rogzitettiik hattérként.

5.1.2 Raman spektroszkopia (Raman spectroscopy)

A fény-anyag kolcsonhatasnak szamos formaja létezik, példaul a fluoreszcencia és a foszforeszcencia
esetén az anyag elnyel, majd ezt kdvetben kibocsajt fényt. A fény rugalmas szérdddsa, mint példaul
az atomokon, molekuldkon vagy fononokon torténd Rayleigh-széras és a porszemcséken
bekovetkez6 Mie/ Tyndall-szérds olyan példak, ahol a szort fény hullamhossza nem valtozik. Ezzel
szemben a rugalmatlan széras, mint példaul a kristalyokban lévé akusztikus hulldmok 3ltal okozott
Brillouin-széras, a toltott részecskék altal okozott Compton-szérds és a molekuldk vagy fononok altal
okozott Raman-szdras olyan példak, ahol a szért fény hulldmhossza megvaltozik. [167], [168]

A Raman-szords a fénykvantumok, azaz a fotonok rugalmatlan szérédasa egy anyag gerjesztését
kovetéen (7. abra (a)), leggyakrabban az atomok, atomcsoportok rezgési maddusainak
gerjesztéséhez kothet6 [169], [170]. A rezgési spektroszkdpia alkalmas vizsgalati modszernek
bizonyult kiilonb6z6 tudomanyteriletek szamara, els6sorban a mintavételi médszerek rendkiviili
sokoldalusaganak kdszonhetéen. A Raman mérés megadja az analizalni kivant anyag rezgési
spektrumat, amely a minta ujjlenyomataként kezelhetd, lehetévé téve a kdnnyld elemzést és
azonositast. [171]

A Raman spektroszkdpia , klasszikus" kisérleti rendszerének (7. dbra (b)) f6 6sszetevéi egy gerjeszts
[ézer és egy nagy felbontasu spektrométer. A spektrométer egy kétfokozatu mszer, amelyben a két
diffrakcids racs Ugy van elrendezve, hogy a szdrasuk hatasa additiv legyen. A legtobb kereskedelmi
forgalomban kaphatdé Raman spektrométerben ma mar toltéscsatolt eszkdzoket (charge-coupled
device, CCD) hasznalnak detektorként. [169]

A nem rezondns Raman-effektus nagyon gyenge folyamat, ezért monokromatikus, fokuszalt és nagy
intenzitasu lézereket célszer(i alkalmazni, hogy megfelel6 mindségli spektrumokat tudjunk
rogziteni. Ezen felll a spektrumok minGsége javithatd a mikroelektronika, példaul a Iéptetémotoros
meghajtas, a fotonszamldlok, a digitalis adatgy(jt6 és a szamitdsokat feldolgozd rendszerek
kihasznaldsa révén is. A spontdn Raman-effektus inkoherens folyamat, igy altalaban folytonos
Uzemd lézerforrasokat hasznalnak, mivel az impulzuslézerek nagyobb csucsteljesitményt igényelnek
a megfeleld jel/zaj aranyhoz, ami azonban a mintak karosodasahoz vezethet. [168]
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7. abra (a) A Stokes és anti-Stokes Raman spektrum savjainak eredete 6sszevetve a Rayleigh széras
folyamataval (v: foton frekvenciaja). (b) A Raman spektrométer vazlatos felépitése [172]

A gerjeszt6 lézerforras hulldmhosszanak megvdlasztdsa a kivant alkalmazastdl fligg. Az alacsonyabb
lathato tartomanybeli hulldmhosszak és az UV sugdrzas erds fotolumineszcenciat okoznak a szerves
anyagokban, ami elfedheti a Raman-csucsokat. Ezért a szerves anyagok vizsgdlatdhoz a hosszabb
lathatdé vagy kozeli infravords hullamhosszu (500-830 nm) |ézerforras alkalmasabb, mivel igy a
fotolumineszcencia csdokken. A Raman-jel intenzitdsa azonban forditottan ardnyos a pumpafény
hulldmhosszaval. Ezért a hosszabb hulldamhosszu fény hosszabb felvételi id6t igényel. [167], [168],
[171], [173] A Raman spektroszkopiat leggyakrabban A = 785 nm-es lézerforrasokkal végzik. Ezt a
hulldamhosszd forrast gyakran valasztjdk, mivel ez optimalizdlja a Raman-jel intenzitasa, a
fluoreszcencia, a detektor érzékenysége és koltsége, valamint a koltséghatékony/kompakt, jo
mindéségl |ézerforrds tényez6k osszességét. Emellett azonban egyre elterjedtebbek a kék és a zold
tartomanyban lathaté lézerek (pl. A = 532 nm) is. [168], [174]

A Raman-széras mérése a forras hullamhosszatél valé hulldamhossz eltolédassal torténik. Idedlis
esetben a Raman mérésekhez hasznalt megviladgitasi forrdsnak tisztdn monokromatikusnak, azaz
egyetlen hulldmhosszinak kell lennie. Azonban minden lézerforras rendelkezik egy
hulldmhosszspektrummal, amelyet vonalszélességnek neveziink. A |ézer sdvszélességét altalaban
hertzben [Hz] mérik és a Raman alkalmazasokban hasznalt szilardtest-lézerek esetében értéke
jellemz6en >1 MHz. A keskeny vonalszélesség el6nyds a Raman spektroszkdpia szamara, mivel a
Raman-szoras soran mért eltolddast a |ézer vonalszélessége korlatozza. A Raman spektroszkdpiahoz
hasznalt 1ézerforrasoknak stabil hulldmhosszisagunak és teljesitménylinek kell lennilik hosszabb
idén keresztil és hasznalatrdl haszndlatra. A Raman spektrumokat altaldban hosszu integracios id6
alatt és sok felvételen keresztil gy(jtik. Ha a forras hulldmhossza a mérés soran eltolédik, akkor a
Raman-csucsok is eltolddnak, mivel a Raman jel a pumpafényhez viszonyitott eltolédasként
mérhetS. A hulldmhossz eltolddds mérésrél mérésre is problémas, mivel a csucsok eltolédasat
okozza, ami megneheziti a mérések kozotti 6sszehasonlitast. Hasonld okokbdl fontos a forrds
kimeneti teljesitményének stabilitdsa. Ha a lézerteljesitmény mérésrél mérésre eltolddik, akkor a
mennyiségi 6sszehasonlitdsok nem végezhet6k el konnyen. [168]

A Raman-effektus ma mar a bioldgia, az orvostudomany, a krisztallografia és az dramlasi citometria
spektroszkdpiai technikainak alapjat képezi és a plazmafizikdban is egyre nagyobb érdekl&dés dvezi.
Nem invaziv, jelolésmentes, kémiailag szelektiv hiperspektralis képalkotdsi technikaként
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alkalmazzak és a legujabb fejlesztések lehet6vé teszik a molekularis orientacio és a kémiai 6sszetétel
vizsgalatat is. [168]

A Raman spektroszkdpiai mérések soran a por formaju mintdkat és a megmunkalt tablettdk felszinét
vizsgaltuk és vetettiik 6ssze a referencidval. Vizsgalatainkhoz a Thermo Scientific™ DXR™ Raman
mikroszkdépot (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) hasznaltuk, gerjesztéshez a
A =780 nm lézer hulldmhosszat alkalmaztuk 2 mW lézerteljesitménnyel és kozelit6leg 3,1 um
foltmérettel. A Raman spektrumokat a 2500-500 cm™ hulldmszadm tartoményon vettik fel, 4,7—
8,7 cm™ kozotti feloldassal és egy 400 vonal/mm vonals(irlség(i racs alkalmazasa mellett. Minden
spektrum 20 darab 2 s-os expozicidval felvett mérés 0sszege.

5.1.3 Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia — tomegspektrometria (High Performance Liquid
Chromatography - Mass Spectrometry, HPLC-MS)

A kromatografia egy analitikai modszer, amely soran a vizsgalandd minta alkotdelmeit elvdlasztjak
egy helyhez kotott alléfazis és egy ezzel érintkez6 mozgd, fluid fazis kozotti anyagatmenet, illetve az
egyes alkotdknak az 3all6- és mozgdfazissal vald eltéré erbsségl kolcsOnhatdsa (adszorpcio,
abszorpcid, komplex képzés, sav-bazis, illetve hidrogén hidas kolcsénhatasok) alapjan. Tomoren, a
kémiai potencialkilonbség biztositja a fazisok k6zotti anyagaramlast, ami az alkotéelemek allo- és
mozgofazis kdzotti eloszlasat eredményezi. [175]

A folyadékkromatografia-tomegspektrometria (liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS),
avagy folyadékkromatograffal kapcsolt tomegspektrometria egy analitikai technika, amely a
folyadékkromatografia (liquid chromatography, LC) és a tomegspektrometria (mass spectrometry,
MS) kombinacidja. A folyadékkromatograf a kromatografids oszlopon valé athaladds soran
szétvélasztja a keverékek komponenseit. Altaldban az elvalasztott komponensek nem azonosithaték
egyértelmlen pusztdan az LC-vel. A tomegspektrometriat ismeretlen és ismert vegylletek
azonositdsara és a szerkezet feltarasara is hasznaljdk. A tomegspektrometria 6nmagaban nem
alkalmas keverékek azonositasdra, mivel a keverék tomegspektruma az elkiilonitett egyedi
komponensek egymadssal atfedé spektrumainak Osszessége, ami nem bonthaté fel. A
folyadékkromatografia (LC) és a tomegspektrometria (MS) Osszekapcsoldsdra egy interfészt
hasznalnak, ami biztositja a folyékony eluensek LC-b6l MS-be torténd atvitelét. Az LC-MS-t
legtobbszor bioldgiai hasznosulas, bioekvivalencia és farmakodinamikai vizsgalatokban hasznaljak.
[176], [177]

A nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (high performance liquid chromatography, HPLC) az
egyik leggyakoribb analitikai technika, amelyet a gyogyszeriparban a gyégyszerhatdéanyagok és a
hozzdjuk kapcsolddd vegylletek mindségi és mennyiségi meghatdrozasara hasznalnak. A nagyfoku
reprodukalhatdsag és pontossdg miatt a HPLC-t rutinszer(ien haszndljdk a gydgyszeriparban, a
vegyiparban és a novényvéddszerek fejlesztésben egyarant. [176]

A HPLC-MS egységeit a 8. dbra szemlélteti.
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8. abra Nagyhatékonysagu folyadékkromatograffal kapcsolt tomegspektrometriai (HPLC-MS)
berendezés vazlatos rajza [178].

A nagyhatékonysdgu folyadékkromatograffal a keverék komponenseinek elvalasztdsa folyékony
mobil- és szilard all6fazis felhasznalasaval végezhetd el. Kiilonb6z6 oszlopok nagy hatékonysagu
alkalmazasaval kis mennyiségl, dsszetett keverék is elvalaszthatd. A HPLC alegységei (9. abra) a
szivattyd (pump), ami folyamatos eluens dramlast biztosit, a fecskendd (injector), ami a mintat
adagolja, a kromatografids oszlop (column), ami az 3lléfazist tartalmazza és a detektorok
(detectors), illetve a hulladékgytijt6 (waste). Az elvalasztdst kdvetéen kapott kromatogram
értelemzése sordn a retencids id6 (az adott komponens injektdldsatol a detektorba érkezéséig eltelt
id6) kvalitativ, mig a csucs alatti tertlet kvantitativ informacidt biztosit.
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e « @ fE — { .
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9. abra A nagyhatékonysagu folyadékkromatografids (HPLC) rendszer egységei [179].

A tomegspektrometria egy analitikai technika, amely a vizsgalt mintahoz kapcsolddé ionos forma
tomeg-toltés aranyanak mérésén alapul. Az MS haszndlhaté a molekulatémeg és az elemi 6sszetétel
meghatdrozasara, valamint a szerkezet vizsgalatdra. Az MS kulcsfontossagu alegységei az ionforras,
az analizator és a detektor. Miutan az ionforras ionizalta a mintat, az ionok atkeriilnek a tomeg-
analizatorba, ahol tomeg/toltés aranyuk alapjan szétvalasztédnak, majd a beesd ionok toltésével
aranyos daramot generdlnak, amit jellé alakit a berendezés. [175], [176]

A lézeres ablacidt kovetben a keltett részecskéket desztillalt viz és acetonitril elegyében feloldottuk.

A nanoszekundumos PLAL mintdk esetén a szuszpenziét 1-2 ml térfogatura sdritettik a viztartalom
parologtatasaval 50 °C-on a korabban emlitett labor kemencében és 5 m/ acetonitrilt adtunk hozza.
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A femtoszekundumos mintak esetén végeredményben 10 m/ desztillalt viz és 10 m/ acetonitril
kdzegben oldottuk fel a keltett részecskéket.

A kapott oldatbdl a HPLC-MS analizis el6tt egy fecskend6 sz(ir6 (atlagos porus atméré: 0,22 um)
segitségével eltdvolitottuk az esetlegesen visszamaradt szilard szemcséket minden esetben.

Az Agilent 1100 HPLC-rendszer diddasoros detektorral (diode array detector, DAD) és Agilent
LC/MSD/VL témegspektrométerrel (mass spectrometer, MS) (Agilent Technologies, Palo Alto, CA,
USA) volt felszerelve. A méréseket 35 °C-on termosztdlt Kinetex 2,6u XB-C18 100A (Phenomenex)
oszloppal végeztik. Az eluens (mozgdfazis) 40 (V/V)% metanolbdl és 60 (V/V)% desztillalt vizbél,
valamint hangyasavbol (0,1 (V/V)%) allt és az aramlasi sebesség 0,80 ml/min volt. A detektalas
hulldmhosszat 210 nm és 350 nm értékekre allitottuk be. Az MS méréseket elektrospray ionizacio
(electrospray ionization, ESI) segitségével pozitivion lzemmaddban, 300 °C-os nitrogén szaritdgazzal,
3500 V kapillarisfesziiltséggel és 50 V fragmentdld fesziltséggel végeztiik. Az oldatok meloxicam
koncentracidja a kalibracios gorbe felvétele utdn masodlagos informacid volt a HPLC-MS mérések
soran. Az els6rendd kalibraciés gorbe (R>=0,991) tiszta meloxicam oldat higitdsi soranak
vizsgéalatabdl lett meghatédrozva az 50-500 mg/dm? tartomanyon.

5.2 Morfologia és méret
5.2.1 Por-rontgendiffrakcio (X-Ray Powder Diffractometry, XRPD)

A por-rontgendiffrakcid (X-ray powder diffractometry, XRPD) egy olyan roncsoldsmentes analitikai
technika, amely értékes betekintést nyujt a kristalyos anyagok racsszerkezetébe, kiilonb6z6 anyagok
cellaméretei, kotésszogei, kémiai Osszetétele és kristalyszerkezete meghatdrozhatdk vele [180].
Egyetlen mérésbdl rendkivil sok informacid nyerhetd. Az XRPD fontos jellemzéket ad meg, kiegésziti
a kilonb6zé mikroszképiai és spektroszkdpiai mddszereket, a fazisok azonositasa, a minta
tisztasaga, a kristalyméret és bizonyos esetekben a morfoldgia terén. A csucsok helyzete és relativ
intenzitdsa anyagra jellemz6, amely kvalitativ elemzésre hasznalhatd. Emellett az intenzitdsok
részletes elemzésével kvantitativ faziselemzésre is van lehet6ség. A csucsok profilja a
kristadlyméretrél, az alakvaltozasrél és a nanoszerkezetrél adhat informaciét. A pordiffrakcio
valtozatos mintak vizsgdlatara alkalmas, tobbek kozott dsvanyok, keramiak, fémek és 6tvozetek,
katalizatorok, polimerek, gydgyszerek, szerves vegyliletek jellemzésére hasznaljak. [181]-[183]
A rontgendiffrakcio  (X-ray  diffractometry, XRD) a  rontgensugarak  konstruktiv
interferenciajan/diffrakciojan alapul. A katédsugarcsé (cathode ray tube, CRT) altal generalt
rontgensugarakat megszurik, kollimaljak, majd a minta felé iranyitjak. A rontgensugarzas elsésorban
az atomok belsé elektronjaival [ép kdlcsonhatdsba. Diffrakcids kisérletekben az eredeti sugarzas
energiavesztés nélkili, rugalmas szérdsat (un. Thompson-féle rugalmas széras) vizsgaljuk.
A bees6é monokromatikus sugarak a kristalyos mintan diffrakciot szenvednek, mivel a sugarzas
hulldmhossza Osszevethetdé a minta racsallanddjaval. Konstruktiv interferencia csak kitlintetett
iranyokban tapasztalhato akkor, ha teljesiil a Bragg-egyenlet:

n-A=2-d,sin(0), (2)
ami az elektromadgneses sugdrzas hulldmhosszat (A) a diffrakciés szoggel (8) és a kristdlyos minta

racssikjai kozotti tavolsagaval/racsallanddjaval (dr) kapcsolja 6ssze, ahol n a diffrakcid rendje. A por
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mintak, azaz XRPD esetén a szemcsék véletlenszer(i orientacidja miatt a kristalyracs minden
lehetséges diffrakcids iranya feltérképezhet6 a goniométer szégének valtoztatdsaval. A
pordiffrakciora a polikristalyos jelz6vel is gyakran hivatkoznak. Réntgen diffrakcios (XRD) elrendezés
vazlatos rajzat a 10. dbra szemlélteti [172]. A minta pasztdzdsa 20 szogben torténik és ezen szogek
flggvényében az adott iranyba diffraktdlt rontgensugarak amplitudéjat mérik. Detektorként
kezdetben rontgenfilmeket, pontszer(i vagy képalkoté rontgen detektorokat, mig manapsag
altalaban a rontgen tartomanyra érzékenyitett CCD kamerdat hasznalnak. [172], [183]

Detektor
50 keV elektronok

Fokuszalé tiikor
(monokromator)

ElsGdleges
Forgéanéd Rontger-sugar

10. dbra Rontgen diffrakcids (XRD) elrendezés vazlatos rajza (minta: egykristaly; rendszer:
goniométeres elrendezés, film detektor) [172].

Az XRPD vizsgalatokhoz por formaju mintat készitettiink el6 és egy BRUKER D8 Advance tipusu por
rontgen diffraktométerrel (Bruker AXS GmbH, Karlsruhe, Németorszag), Cu-Ky (A= 1.5406 A)
sugarforrassal és VANTEC-1 detektorral végeztilk a vizsgdlatokat. A mérések soran a minta
pasztazasa 40 kV és 40 mA paraméterekkel tortént a 3—-40° 20 szogtartomanyon, 0,1 s/lépés
pasztazasi sebességgel és 0,0074° lépéskdzzel.

5.2.2 Pasztazo elektronmikroszkopia (Scanning Electron Microscopy, SEM)

Az optikai vagy fény mikroszképia mellett az elektronmikroszkdpia térnyerése jelent8s, hiszen a
hagyomanyos optikai képalkoté mddszereknél sokkal nagyobb felbontas érhet6 el ezen
berendezésekkel. A pdasztazéd elektronmikroszkép (scanning electron microscope, SEM) az
elektronmikroszképok olyan tipusa, amelynél a mintat nagy energidju elektronsugarral, raszteres
mintdzatban pasztazva képezik le. Az elektronok kdlcsonhatasba Iépnek a mintat alkoté atomokkal,
és az ennek eredményeképp keletkezett jel informaciot tartalmaz a minta fellileti topografiajardl,
Osszetételérél és egyéb tulajdonsdgairdl, példaul az elektromos vezet6képességrél. A SEM-et
szamos tudomanyterileten alkalmazzak, mivel szerves és szervetlen anyagok nanométeres és
mikrométeres skalan torténdé elemzésére alkalmas. [172], [180], [183], [184]

Egy SEM berendezés fGbb részei (11. dbra) az alabbiak: elektronagyu, elektromagneses lencsék,
pasztazo tekercsek, mintatartd, detektorok. Az elektronagyu szolgaltatja az elektronokat. Tipusat
tekintve termoemisszids/izzokatddos és téremisszids/hidegkatdédos elektronforras lehet. A
termoemisszids elektronforras egyszerlbb, igénytelenebb, azonban kiesebb intenzitast lehet vele
elérni és élettartama is rovidebb, mint a téremisszids forrdsnak, ami azonban nagyvakuumot
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igényel. Az elektromagneses térben felgyorsitjdk a forrasbdl kilépé elektronokat, majd a nyalab
elektromagneses lencséken halad at, amik a mintara fokuszaljak. A SEM-ben alkalmazott magneses
lencsék a Lorentz-erGhatason alapulnak, az elektronok spiralis palydn mozognak és a fokusztavolsag
az elektromagnes aramerdsségének allitdsdval szabalyozhaté. A lencse asztigmiaja korrekcids
magnesekkel kompenzalhatd. A pdsztazo tekercsek biztositjdk a minta fellletének sorrél-sorra
torténd végigpasztdzadsat. Ha a minta elektromosan szigetel6, akkor az elektronokkal valé bombazas
hatasara elektromosan feltélt6dik, ami torz, valétlan képet adhat. Ezért amennyiben szigeteld (pl.
szerves anyag) mintak vizsgdlata folyik, akkor a mintael6készités soran egy vékony (par nm vastag),
vezetd réteget parologtatnak a felszinre, tipikus az arany vagy a szén bevonat. A minta elektronokkal
torténd besugdrzasanak hatdsdra kiilonbozé tipusu elektronok vagy rontgen fotonok keletkeznek,
amiket a megfelel6 detektorokkal rogzitenek. Annak fliggvényében, hogy az elektronnyaldb a minta
milyen mélységében |évd részével hat kdlcson, kiilonb6z6 detektalhatd jelekrél beszélhetiink. A
felszinhez legkdzelebbi, korilbellil 1-2 nm mélység régidbdl ugynevezett Auger-elektronok Iépnek
ki az ionizalt atommagok relaxacidja sordn. A tavozd elektronok mozgasi energidja alapjan
elemanalizis, megfelel§ pdsztdzas és leképezés esetén a felszinr6l elemtérkép létrehozasa
lehetséges. A felszint6l szamitott 5-50nm mélységli réteghdl, a K-héjrol kiléps
masodlagos/szekunder elektronok (secondary electron, SE) szama nem fligg az anyagi 6sszetételtdl,
igy kémiai analizisre nem alkalmasak. Ellenben, mivel a felszin kézelében taldlhaté az elektronok
forrasa, igy alkalmas jelet ad nagy felbontasu kép létrehozasdhoz, a morfologia és a méret
feltérképezéséhez. A mélységben ezt kovet6 rétegnél a besugarzé nyaldb elektronjai a minta
atomjaival rugalmatlanul (tkoéznek és visszaszérddnak, ezeket nevezik visszaszért elektronoknak
(back scattered electron, BSE), amelyek intenzitdsa rendszamfiiggé (a nagyobb toémegszamu elemek
erGsebben szorjak vissza az elektronokat), igy kémiai Osszetétel meghatarozasara alkalmasak. A
felszint6l még tavolabb esd, 0,5-10 um mélységben bekovetkezé kolcsOnhatds soran az
elektronnyaldb az atombdl egy belsé héjon elhelyezked6 elektront 16k ki, aminek helyére egy kilsé
héjrol belép egy masik, amely relaxaciot rontgen foton keletkezése kiséri. A rontgensugarzas
hulldmhosszanak vagy energidjanak mérésével kémiai analizis kivitelezhetd. [172], [180], [183]-
[185]

elektronnyalib —___

g +«— elektronigyi
AN

+«—— gyorsitd andd

méagneses lencse

képemydvezérléshez
P

visszaszortelektron
detektor ™~

ronigen ,’/.

detektor /j-" /

y S

szekunderele ktron
nminta detektor

11. abra Pdasztazoé elektronmikroszkop (SEM) felépitése [185].

A PLAL eljarassal el6allitott mintak esetén a szuszpenzié felkavardsa utan egy csepp mintat vettiink,

szilicium lemezre helyeztiik és hagytuk szobalevegén kiszaradni. Kontrollként a kemencebeli
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szaritasbol visszamaradt por mintat is vizsgaltuk. A PLA eljarassal elGallitott mintak esetén a porral
boritott sz(ir6 egy darabjat, illetve a sz(ir6rél lekapart részecskékrél is készitettlink felvételeket.
Emellett a referencia port, az érintetlen és az ablacioval megmunkalt tabletta felszint is
tanulmanyoztuk.

A tolt6dés elkeriilése végett minden mintat fém (arany vagy arany-palladium 6tvozet) réteggel
boritottunk be katddporlasztassal (Bio-Rad SC 502, VG Microtech, Uckfield, UK). A képeket egy
Hitachi S-4700 SEM rendszer (Hitachi S4700, Hitachi Scientific Ltd., Tokio, Japan) alkalmazasaval
készitettik, tipikusan 10 kV gyorsitd fesziiltséget és 10 uA elektron dramot beallitva.

5.2.3 Differencidlis pasztazé kalorimetria (Differential Scanning Calorimetry, DSC)

A kalorimetria a hGhatasok mérésére utal és az ehhez k6t6d6 mddszereket gyakran két kategéridba
osztjak, bar van némi atfedés kozottiik. Az elsé kategdridba azok a mérések tartoznak, amelyek
esetén nem cél a minta kémiai Osszetételének modositdsa, hanem a minta hémérsékletének
folyamatos valtoztatdsdval a héfelvételt, illetve h6felszabadulast vizsgaljak. Ezek a mérések a minta
hékapacitasat (C) vagy annak integrdljat, azaz az entalpiat (Hr) egy adott T hémérsékleten vagy a
relativ entalpidt (Hr- Hrer) adjdk meg, ahol, Trer egy referencia hémérséklet, amelyet gyakran
szobahémérsékletnek vagy abszolut nullanak (0 K) vesznek. Ha a kalorimetrids mérés soran
fazisvaltozas is bekovetkezik, akkor az atalakulds (fuzid, kristdlyosodas vagy szilard halmazallapotu
szerkezeti atmenet) entalpidjat is mérik. A minta a mérések soran spontdn kémiai valtozason is
keresztlilmehet (pl. dehidratacid, bomlas vagy oxidacié-redukcio), ilyenkor ezt is figyelembe kell
venni az eredmények értelmezésénél. A masodik kategdria a reakcié kalorimetria, amely soran a
mintaban és/vagy annak alkotéelemeiben kémiai valtozas kovetkezik be és az ehhez kothetd
reakciohdt mérik, amely felhaszndlhato a képz6dési h6 kiszamitdsahoz. A kalorimétereket gyakran
hasznaljak a kémia, a biokémia, a sejtbiolégia, a biotechnolégia, a farmakoldgia és uUjabban a
nanotudomanyok teriletén is a kiilonféle molekuldk és a nanoméret(i anyagok termodinamikai
tulajdonsagainak mérésére. [186], [187]

A differencidlis pdsztdzd kalorimetria (differential scanning calorimetry, DSC) egy gyakran
alkalmazott termikus analitikai mddszer, ami képes részletes informaciot szolgaltatni az anyag fizikai
és energetikai tulajdonsagairdl. A kvalitativ (milyen hémérséklet tartomanyon milyen jelleg(
folyamat jatszédik le) jellemzés mellett kvantitativ informacidk (olvadashd, fajhd, reakciohd)
megaddasdra is alkalmas. A DSC berendezések szamszer(i adatokat szolgaltatnak az exoterm,
endoterm és hGkapacitasbeli valtozasokrdl a hémérséklet és az idé fliggvényében, ami lehetévé
teszi példdul az livegesedési atmenetek, az olvadas, a kristalyossagi fok, a minta tisztasaga és a
reakcidkinetika jellemzését. A technika alapja egy két-tégelyes konfigurdcido, ami a minta és
referencia kozotti energiakiilonbséget méri. A DSC-nek két mUszertipusa létezik: a teljesitmény-
kompenzdacios DSC és a h6aram DSC. A teljesitmény-kompenzacios DSC-k két kilonallé kemencével
rendelkeznek. A minta és a referencia kozotti hGmeérsékletkiilonbségeket a két tégely (serpenyd)
azonos hémérsékleten tartdsahoz sziikséges hémennyiség valtoztatasaval ,kompenzaljak”. Ezzel
szemben a h6aram DSC-k egyetlen kemencét hasznalnak (12. abra). A hé mind a mintaba, mind a
referencia anyagba egy elektromosan f(it6tt, konstantdn termoelektromos lemezen keresztiil
aramlik és a két termoelem eredd fesziiltsége aranyos a minta és a referencia h6mérséklet-
kiilonbségével. [188]-[190]
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12. dbra H6aram differencidlis pasztazo kaloriméter felépitése [191].

A modulalt differencidlis pasztazé kalorimetria (modulated differential scanning calorimetry, MDSC)
a hagyomanyos DSC-hez, azaz a h6aramu DSC kemence kialakitashoz hasonlé technika, a minta és
egy referenciaanyag héaramanak kilonbségét méri az id6 és a hémérséklet fliggvényében. Az
MDSC-ben a hagyomanyos linearis flitési vagy hlitési sebességre egy szabalyozott hémérséklet-
modulaciot helyeznek, hogy egy folyamatosan valtozd, nemlinearis mintahémérsékletet hozzanak
létre. A modulacié hozzdaddsanak koszonhetSen két mérés végezhetd el egyszerre: az MDSC a teljes
héaramot és a h6aram hékapacitds-komponensét hatarozza meg. Egyrészt a minta allandé linedris
sebességgel torténd felmelegitésébdl megkapjdk a teljes h6aramot, hasonléan a hagyomanyos DSC-
hez. Mdsrészt a h6aram hdékapacitds komponensét Ugy adjak meg, hogy szabalyozott oszcillald
hémérséklet-modulaciét alkalmaznak, amelynek soran a nettd hémérsékletvaltozas nulla. Az
atlagos f(itési sebesség, a modulacid idétartama és a moduldcié hémérsékleti amplitiddja harom
fontos valtozo, amelyeket a kisérleti paraméterek optimalizalasa érdekében mddositanak. Mivel a
flitési sebesség a modulaciés ciklus sordn folyamatosan valtozik, a minta h6kapacitasat ugy
hatdrozzak meg, hogy a modulalt h6aram amplitidéjat elosztjdk a modulalt fltési sebesség
amplitadéjaval. A teljes h6aram egy hékapacitasi és egy kinetikus komponensbdl all, igy a kinetikus
komponens a teljes h6aram és a hGaram hékapacitasi komponens kiilénbségébdl megadhaté. [189]

A nanoszekundumos ablaciéval elGallitott mintak esetén a differencidlis pdsztazé kalorimetrids
mérések soran egy TA Q20 (TA Instruments, USA) berendezést hasznaltunk, hogy vizsgaljuk és
Osszehasonlitsuk a PLAL eljarassal el6allitott minta és a referencia meloxicam termalis
tulajdonsagait. A por formdju mintat Tzero aluminium tégelybe mértiik és Tzero aluminium feddvel
zartuk le. Az MDSC mérés sordn inert atmoszféraban a h6mérsékletet 25 °C-rél 300 °C-ra emeltiik
5 °C/min flitési sebességgel, 60 s-os periddusonként +1 °C-os h6mérséklet modulaciét alkalmazva.
A mérési eredményeket az Universal Analysis V4.5 szoftverrel értékeltiik ki.

Az ELl-s egylttm(ikdodésiink soran femtoszekundumos abldcidval el8allitott mintdk hére adott
reakcidjat egy Mettler Toledo TG 821e DSC (Mettler Inc., Schwerzenbach, Svajc) méréberendezéssel
vizsgaltuk. A PLAL és PLA eljarassal elGallitott mintak, illetve a gyari meloxicam esetén rendelkezésre
allé por formdju mintakbdl 2—4 mg-nyit mértink be DSC mintatartdkba, melyeket hermetikusan
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lezartunk, majd fedeliiket atszurtuk. A DSC mérés soran a referencia egy Ures tégely volt. A
vizsgalatokat inert atmoszféraban, folyamatos argon gdz aramoltatds mellett végeztik és a
hémérsékletet 25 °C-rél 300 °C-ra emeltik 10 °C/min flitési sebességgel. A mérési eredményeket az
STARe V9.1 szoftver (Mettler Toledo; Mettler Inc., Schwerzenbach, Svajc) alkalmazasaval értékeltiik
ki.

5.2.4 Pasztazé elektromos mozgékonysagon alapulé részecskeméret szeparator (Scanning
Mobility Particle Spectrometer, SMPS)

Szamos muszer létezik, amelyek kiilonb6z6 mddszereket alkalmaznak a részecskeméret mérésére.
Ezen technikdk kozé tartozik a diffuziés, a tehetetlenségen alapuld, a fényszérasos, az
elektronmikroszkdpos és az aerodinamikai modszer. Ezek azonban vagy csak a mikrométeresnél
nagyobb méretli részecskék mérésére alkalmasak, vagy csak nehézkes és lassu eljarassal lehet
informaciét kapni a mikrométer alatti, nanométeres méretl részecskékrél. A leghatékonyabb és
legelterjedtebb technika a szubmikrométeres részecskék mérésére az elektromos mobilitas
meghatdrozasanak moddszere, ami valtozatos mintdk, szerves és szervetlen részecskék
méreteloszldsnak meghatarozasara alkalmas. [151], [192]-[194]

A kereskedelmi forgalomban kaphatdé pdsztdzé elektromos mozgékonysdagon alapulé
részecskeméret szeparatorok (scanning mobility particle spectrometer, SMPS) tipikusan a néhany
nanométertSl az 1000 nm-ig terjed6 tartomanyban alkalmazhaték a darabszdammal sulyozott
részecskeméret-eloszlas mérésére. Az SMPS sematikus rajzat a 13. dbra mutatja be.
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13. abra Pasztazod elektromos mozgékonysagon alapuld részecskeméret szeparator (SMPS)
vazlatos felépitése [195].

Az SMPS harom f6 részbél all: a részecske tolt6, a differencialis mobilitds elemzdé (differential
mobility analyzer, DMA) és a detektald rendszerbél, melyek feladata rendre az egyensulyi
toltéseloszlas létrehozdsa, a méret szerinti szeparalds és a részecskeszamldlas. EIGszor egy bipolaris
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tolt6t (semlegesité - neutralizer) haszndlnak, hogy a részecskék toltésszintjét a Boltzmann-
eloszlasnak megfelel§ egyensulyi eloszlasba hozzdk. A polidiszperz aeroszolt ezutdan a DMA-n
keresztlil vezetik at, ahol egy hengerkondenzator fegyverzetei kozé keriilnek a részecskék. A
koncentrikus fegyverzetek kozil a bels6re nagy fesziiltséget kapcsolnak, mig a kiilsé foldelt vagy
igen alacsony fesziiltségl. A részecskék a kilsé fegyverzet felszinéhez kozel l1épnek be, amivel
egyid6ben részecskéktdl mentes hordozo levegébdl laminaris dramlast (altaldban 10:1 ardnyban az
aeroszol dramlasi sebességéhez viszonyitva) hoznak létre a DMA-ban, a belsé fegyverzethez kozel.
A részecskék toltésétdl fuggden (pozitiv és negativ) a belsé fegyverzet killonb6z6 mértékben vonzza
vagy taszitja Oket. A részecske méretétdl fligg6 elektromos mozgékonysag, illetve a
hengerkondenzator fegyverzetei kozotti fesziiltség hatdrozza meg az adott eltéritett részecske
palydjat. A nagy elektromos mozgékonysagu részecskék az aeroszol bemenetéhez kdzel csapddnak
a belsé fegyverzetnek, mig a kisebb mozgékonysagu részecskék lejjebb. A részecskék méret szerinti
szeparacidjat az teszi lehet6vé, hogy adott eltéritd fesziiltség esetén a bels6 fegyverzet aljan 1évé
gy(ird alaku kilép6 résen mar csak egy meghatarozott eltéritési palydn halado, azaz szik elektromos
mobilitasi tartomanyba esd, tehat meghatarozott méretli, monodiszperz minta |ép ki a DMA-bdl.
Ezen részecskék Osszességét nevezik monodiszperz aeroszolnak. A fesziiltség valtoztatasaval
valtozik a kivdlasztott mérettartomany, tehdt a fesziiltség folyamatos hangolasdval a teljes
mérettartomany végigpasztazhatd, megadhatd a minta méreteloszlasa. A DMA-t kovetSen a
monodiszperz mintaaram a kondenzacids részecskeszamlalé (condensation particle counter, CPC)
egység felé van elvezetve, ahol a részecskék szdmat hatarozzak meg, mig az 6sszes fennmaradd
részecske a tobblet hordozdéaramlassal tavozik a DMA-bdl. A DMA-ban kivalasztott részecskék tul
kicsik lennének a detektdlashoz, igy el6bb kondenzacidval megnovelik a méretiiket. A részecskéket
egy fitott, pordzus fali csévon vezetik keresztiil, ahol butanol telitett g6zével keverednek el, amely
butanol a h(tott szakaszon kondenzaldodik a fellletiikre, kordlbelil néhany um-es atmérét
eredményezve. Végezetil a minta egy lézernyalabon halad keresztiil és a szort fényt detektdlja a
berendezés, ebbdl hatarozza meg a részecskeszamot. Az SMPS reakcidideje jellemzéen 60-120 s,
mig a mérhetd részecskeszam-koncentracié korilbelil 10°-10° részecske/cm?. [192], [195]

A PLA eljarassal keltett részecskék méreteloszldsat pasztazo elektromos mozgékonysagon alapulé
részecskeméret szeparatorral (alegységei: Vienna-type Differential Mobility Analyzer (DMA) &
Condensation Particle Counter (CPC), Grimm Aerosol Technik GmbH & CO. KG, Ainring,
Németorszag) hataroztuk meg, amely a 10,1-1093 nm mérettartomany mérésére alkalmas. Az
SMPS 3ltal végzett vizsgalatsorozat 3 vagy 4 egymdst koveté mérést tartalmaz és minden egyes
vizsgalat 7 percig tart. A mérések sordn a lézer ismétlési frekvencidja 1 Hz, a tisztitdgaz aramlasi
sebessége pedig 0,3 I/min volt. A frekvenciat a részecskedram mérséklése végett csokkentettuk,
hogy ne duguljon el mérés kozben az SMPS.
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5.3 Ablaciés mechanizmus feltarasa

5.3.1 Ellipszometria

Az ellipszometria egy érintés- és roncsoldsmentes optikai analitikai eljards, amellyel akar
nanométeres vastagsagu dielektrikum rétegek fizikai tulajdonsagai is meghatarozhaték. A nagy
pontossaggal elemezhetl rétegvastagsag tartomany a vizsgalé fény hulldmhosszdndl vékonyabb,
akar egy atom vastagsdgtél a mikrométeresig terjed, igy ennek koszonhet6en szamos
tudomanyteriileten alkalmazzak, példaul bioldgidban, orvosi kutatdasokban vagy félvezetGiparban.
Az ellipszometridaban a reflexiés elrendezések (14. abra) az elterjedtebbek, de kialakithato
transzmisszids rendszer is. Az el6bbi esetben a mérés sordn a vizsgalt felliletre beesd, majd arrol
visszaver6dd polarizalt fény tulajdonsagait vizsgaljak. A polarizacié valtozdsa fligg az adott minta
paramétereitdl (vastagsag, torésmutatd, dielektromos fliggvény tenzor). A mérés soran a komplex
torésmutato (refraktiv index) vagy a dielektromos fliggvény tenzoranak kiértékelése torténik, ami
alapjan példaul a minta kémiai Osszetételérdl, morfoldgidjardl, kristalyossagarol, elektromos
vezet6képességérdl nyerhetlink adatokat. Az ellipszométer a minta komplex visszaverédési aranyat
(p = rp/rs) méri, kihasznalva, hogy a fény polarizacids allapota felbonthatd két egymasra merdéleges
komponensre (s és p komponensek), melyek amplituddit (rs és rp) meg lehet adni a visszaver6dés és
a normalds utan. Annak készonhet6en, hogy nem abszolut értékeket, hanem két mennyiség aranyat
méri, igen pontos és jol reprodukdlhaté a mddszer, j6forman érzéketlen a fluktuacidkra, a szérdsra,
valamint nem sziikséges referenciasugar vagy szabvanyos minta hasznalata. Ellenben hatranya,
hogy egy indirekt mddszer, vagyis altalaban a mért mennyiségekbdél nem lehet kdzvetlenil a minta
optikai jellemz&it megadni, tipikusan egy iteraciés modell analizist kell elvégezni. [170]

Fehér fényforras Detektor
Polarizator Analizator
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14. abra Forg6 analizatoros spektroszképiai ellipszométer (reflexiés elrendezés) felépitése [196].

A meloxicam optikai tulajdonsagainak vizsgalatat a céltargyat imitalva egy tiszta hatdanyag tabletta

felszinén, egy Woolam gyartmanyd M2000F tipusu ellipszométerrel végeztiik 75 °-os beesési szog

esetén a 250-1000 nm hulldmhossztartomdanyon. Az optikai abszorpciés egyltthatét (a) a

hulldmhossz (A) fliggvényében mért komplex torésmutatobdl (k(A)) hataroztuk meg az alabbi
40K

Osszefuiggéssel: o=— (3)

5.3.2 Gyorsfényképezéses vizsgalatok pumpa-préba médszerrel

A lézeres anyagmegmunkalast tipikusan rovid (nanoszekundumos) vagy ultrarévid
(pikoszekundumos vagy femtoszekundumos) impulzusu |ézerekkel végzik, ahol a lejatszédo |ézer-
anyag kolcsonhatas pontos nyomon kovetése lehetGvé tenné a lejatszodéd folyamatok mélyebb
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megértését. Mind a folytonos, mind az impulzusizemd |ézersugarzas altal szilard feliileteken
indukalt jelenségek tanulmdnyozasa a modern szilardtestfizika és -kémia széles kdrben kutatott
témdja. A lézer-anyag kolcsOnhatas Osszetett és tobb kulcsfontossagl mechanizmuson keresztiil
zajlik le, amelyekhez mintegy 15 nagysagrendet atfogd iddskala rendelhetf. Szamos optikai
modszert fejlesztettek a lejatszddo jelenségek, példdul a lézer altal kivaltott karosodas, kémiai
reakciok, a besugdrzassal indukalt |6késhulldm, az anyagfelh6- és plazmaképz6dés, a
fazisatalakuldsok, a mikro- és makrofolyamatok vizsgalatara. Tobbek kozott a nagysebességl
képalkotas egy értékes eszkoz a koélcsdnhatas feltérképezéséhez, hiszen nagy idébeli felbontds valik
vele lehet6vé. [197]

A pumpa-préba technika egy elterjedt optikai detektalasi mddszer a lézersugar altal indukalt gyors
folyamatok megfigyelésére, képalkoté vagy nem képalkotd (pl. spektroszkodpiai) stratégiak
segitségével. A relative egyszer( és rugalmas optikai felépitésnek kdszonhet6en adaptiv id6beli és
térbeli felbontas érhetd el. A pumpa-prédba mddszerben a pumpa impulzus hat kdlcsén az anyaggal,
és egy masodik, az un. préba impulzus a pumpa nyalab altal kivaltott hatast teszi detektdlhatéva. A
préba impulzus intenzitasa sokkal kisebb, mint a pumpa impulzusé, hogy ne idézzen eld valtozast a
mintdban. A pumpa-préba rendszer id6beli felbontdsa a femtoszekundumostél a masodperces
tartomanyig terjed, amit a képalkotd, azaz a préba lézer impulzusideje hataroz meg. Ha a pumpa és
a proba impulzus kozotti késleltetést valtoztatjuk, a felvett képkockakbdl rekonstrualhatdva valik a
lejatszodé folyamat id6beli fejlédése. Ha egy adott pumpa impulzus altal kivaltott hatas dinamikajat
szeretnénk vizsgalni, akkor a préba impulzus nyaldbosztdsa révén tobb id6pillanat is megorokithetd.
A nyaldbosztas torténhet példaul egy Michelson-interferométerrel, igy a karhossz valtoztatdsdval a
préba impulzusok kozotti id6beli kiilonbség konnyen valtoztathatd. Végeredmeényképpen a pumpa
impulzushoz képest két eltér6 idGbeli késleltetéssel rendelkez6 proba impulzusunk lesz, amelyek
altal l1étrehozott felvételeket egy képre lehet expondlni. A detektalas tipikusan egy CCD kameraval
torténik, amely elé példaul savsz(irét helyezhetnek a hattér csékkentése érdekében vagy objektivet
a nagyobb térbeli feloldas eléréséért. A CCD helyettesithet§ spektrofotométerrel is, ha a fény-anyag
kolcsonhatas spektroszkdpiai vizsgalata a cél, ami példaul a gerjesztések élettartamanak id6bontott
mérését teszi lehetévé. [197], [198]

Az dltalunk felépitett és hasznalt rendszer vazlatos rajzat a 15. abra mutatja be. A pumpa-préba
rendszeriinkben az ablalé pumpa impulzust egy Nd:YAG lézer (Quantel, A =532 nm/1064 nm,
nitrogén lézer altal gerjesztett Rhodamin 6G festéklézer (A = 590 nm, FWHM = 1 ns) szolgaltatta.

A A=532nm hulldmhosszi pumpa impulzusok esetén a foltméret ~0,2-0,3 mm? és az
impulzusenergia ~6—8 mJ és ~12—16 mJ volt, amirendre F = 3 J/cm? és F = 6 J/cm? energias(r(iséget
eredményezett. A A = 1064 nm hulldmhossz alkalmazasakor a foltméret ~0,07—0,09 mm? volt, mig
az impulzusenergia ~15 mJ, igy F =18 J/cm? energias(ir(iség adddott. A minta elSallitisa esetén
alkalmazott értékhez képest csokkentettiik a foltméretet, hogy beleférijen a latdmezbbe. A
céltargyat egy kvarc kiivetta aljdba helyeztiik és a felszine f6l6tt 5 mm magassagig toltottik fel
desztillalt vizzel, a korabbi kisérleteknek megfelel6en. A proba lézernyaldab homogén részét egy
optikai szdllal vezettiik az ablacids elrendezéshez és tovabbitottuk az impulzusokat vagy kdzvetlendil
a céltargyra, vagy egy Michelson-interferométerbe, amely két, egymast 8 ns idébeli kiilonbséggel

kovet6 proba impulzust eredményezett. A kdzvetlen megvilagitast a részecskeképz6dés id6beli
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alakuldsanak vizsgalatara hasznaltuk, mig a két, egymast kovet6 proba impulzus hasznalatanak célja
az abldacios folyamat kezdeti, tranziens részének tanulmanyozasa volt. A rendszer beallitdsandl a két
karbdl érkezé prdéba impulzusok kozotti intenzitaskilonbséget neutralis szlrék behelyezésével
egyenlitettiik ki. A pumpa és az els6 préba impulzus kozotti id6beli kilonbséget fotodidda
segitségével kovettik nyomon. A pumpa impulzus felllrél, a besugarzott fellilet normalisaval
parhuzamos iranybdl érte a céltargyat, mig a préba impulzusok oldalrél, a felszin normalisara
merdGleges iranybdl vildgitottdk meg és az ablacids folyamat arnyékképét vetitették ra egy CCD
kamerdra (The Imaging Source-DMK 23G445, 30 fps, N = 3x). A CCD kamera elé helyezett objektivvel
elért nagyitdst egy hitelesitett skala fokuszsikba vald helyezésével és lefényképezésével allapitottuk
meg. Az objektiv utan behelyeztiink egy savatereszt6 optikai sz(ir6t, hogy az ablacié soran keletkezd
plazma vakité fénye, illetve az ablalé nyaldb szért fénye ne juthasson a kameraba. A pumpa és a
proba lézer, valamint a CCD kamera nanoszekundumos és milliszekundumos késleltetésekkel
torténd triggerelését egy digitdlis késlelteté generdtor (digital delay generator, DDG) (Stanford
Research Systems-DG645) vezérelte.
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15. dbra Pumpa-proba elrendezés a gyorsfényképezéses vizsgalatokhoz direkt préba nyaldb

kivilagitas (kék szaggatott vonal), illetve Michelson-interferométerrel bévitett, két préba
impulzust, azaz dupla expoziciét biztosito kivilagitds esetén [156].

5.4 Gyodgyaszati alkalmazhatosag
5.4.1 Ulepedés vizsgalata extinkciés spektroszképiaval

A spektroszkopia alapja a fény-anyag koélcsonhatas, amely soran egy elektromagneses hulldam és az
anyagot alkoté atomok, molekuldk kozott kdlcsonhatds (emisszid, abszorpcid, transzmisszid, széras)
kovetkezik be. A kolcsonhatds soran az elektromagneses sugarzas frekvenciafiiggé
intenzitasvaltozast szenved, s az igy kapott spektrum vizsgdlatdbdl a minta szerkezetére és
tulajdonsagaira vonatkozéan nyerhetiink informacidkat. Az Un. optikai tartomany az UV-t6l az IR-ig
terjed, ami nagyjabol a 0,1-100 um hulldmhossztartomanynak felel meg. A spektroszképiai
eljarasok alkalmasak anyagok, 6sszetevék azonositasara, a karakterisztikus savok alapjan mindségi
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analizisre, a spektrum részletes elemzése alapjan konfiguraciék, konformaciok vagy fizikai allapot
meghatarozasara, illetve fizikai 6sszefliggésekkel (pl. Lambert-Beer térvény) az intenzitdsok alapjan
mennyiségi analizis is végezhetd. EI&nylk, hogy roncsolasmentes, altalaban kis anyagmennyiséget
igényld, gyors és barmely halmazallapot esetén alkalmazhatd vizsgdlati médszerek. Az UV-VIS
spektroszkopia elektrongerjesztési spektrometria abban az értelemben, hogy az UV (100-380 nm)
és lathaté (380-700 nm) hulldmhossz tartomanybeli abszorpcié a molekulapdlyak kozotti
elektrondtmenetekhez kothet6, ahol a h-v energidval (h: Planck-allandd, v: foton frekvencia)
rendelkezé foton elnyel6dése kovetkeztében az Eo alapallapotbdl az E;1 gerjesztett dllapotba
kerilhet a rendszer. Az atomokra diszkrét, vonalas spektrum a jellemz6, mig a tébbatomos
molekuldk esetén sdvos a spektrum, mivel az egyes alap- és gerjesztett allapotok tobb rezgési és
forgdsi energianivébdl allnak, igy a lehetséges atmenetek savokka olvadnak 6ssze. A spektroszképia
egy széles korben alkalmazott eljaras, amely kvalitativ és kvantitativ informacidkat szolgaltathat a
mintdkrél. Analitikai elemzés szempontjabdl az UV-VIS tartomany korlatozottan alkalmazhaté
kvalitativ analizisre, mivel a spektrum abszorpcids sdvjai igen szélesek, az egyes csoportokra
jellemz6 savok gyakran atfednek, nem elkilonithet6k, igy az egyes funkciés csoportok nem
azonosithatok. Ellenben, ezen tartomany idedlis a kvantitativ elemzésre a Lambert-Beer torvény
alkalmazasara alapozva.

Az abszorpcids spektrométer (16. abra) fGbb elmei az aldbbiak: fényforrds, monokromator,
minta(tartd), detektor. Az elektromagneses (ultraibolya, lathatdé és infravords tartomanyu)
sugarzast biztositd fényforras fényét a monokromator monokromatizalja, azaz keskeny
hulldmhossztartomanyu fénynyaldbba alakitja és folyamatosan hangolja, hogy mely hulldmhosszal
vilagitja ki a mintat. A fénybontas torténhet prizmaval, raccsal vagy szlir6kkel. A sugarzds athalad a
mintatartéba helyezett anyagon és a detektor rogziti az egyes hulldmhosszak esetén az
intenzitasokat, azaz felveszi a spektrumot. Az egy fényutas kialakitdsokban egymast kovetéen, mig
a két fényutas m(iszerekben, ahol a monokromator utdn két részre van bontva a fénysugar,
egyszerre mérhetjlk a referenciat és a mintankat. [170], [199], [200]
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16. abra Két fényutas spektrofotométer vazlatos felépitse [201].

A gyodgydszati alkalmazds szempontjabdl fontos jellemz6 az el6allitott kolloid oldat id6beli
stabilitdsa. A PLAL eljardssal keltett részecskék desztillalt vizbeli lilepedését az id6ben extinkcids
spektroszkdpiaval vizsgaltuk. A Shimadzu UV-2101 PC UV-VIS spektrométerbe mintaként A =532 nm
hulldmhosszon, F = 9,4 J/cm? energias(iriséggel, desztillalt viz kdzegben ablalt, 43.200 impulzussal
el6allitott kolloid oldatot helyeztiink, a referencia desztillalt viz volt. Az ablacié utan azonnal
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bekeriilt a minta a spektrométerbe és adott id6kozonként felvettiik az extinkcids spektrumot. A
méréseket a 190-800 nm-es hulldmhossztartomanyon végeztiik és kvarc kiivettat hasznaltunk.

5.4.2 Oldékonysag vizsgalata extinkcios spektroszkopiaval

Az oldékonysag definicid szerint megadja azt az olddszer mennyiséget ml-ben, amelyben az vizsgalt
anyag 1 g-nyi mennyisége feloldddik jol definialt korilmények kdzott [202].

Tehdat az oldékonysag mérése visszavezethet6 koncentracid mérésre, amire alkalmas lehet az
abszorpcids spektroszkdpia. A Lambert-Beer torvény megadja a minta abszorbancidja (A) és a
koncentracioja (c) kozotti 6sszefliggést:

A=s-1-c=1g(j—j), (4)
ahol € a molaris abszorbancia, / a minta vastagsaga (a klvetta hossza), c a mérend6 anyag
koncentracidja, mig lo a beesd fény intenzitasa, I; pedig a transzmittalt fény intenzitasa. [200] A
molaris abszorbancia meghatdrozhato, ha a mintankbdl ismert koncentrdaciéju oldatokat, példaul a
torzsoldata higitdsaval sorozatot készitiink a vizsgdlni kivant koérilmények kozott és rogzitjuk a
spektrumokat. A higitasi sorozat esetén a c koncentracidk és a mért A abszorbanciak ismeretében
kalibracios egyenest vehetiink fel, amelynek meredekségébdl megadhatd a molaris abszorbancia
adott pH-n, az adott olddszerben. Ezt kbvetéen egy ismeretlen koncentraciéju minta oldott anyag
tartalmat meg tudjuk mar adni a spektrometriai mérést kvetéen. [202]

A kordbban ismertetett spektrométer felépitése mellett van lehet6ség un. ,at line” vagy ,,in line”
elrendezésre is, ahol egy méré6fejet (szonda) direkt médon a mintdba helyeznek és tipikusan optikai
szdllal vezetik a jelet a spektrométer detektordhoz [203].

A nanoszekundumos PLAL eljarassal el6allitott mintak esetén a szuszpenzidé format hasznaltuk fel,
mig a femtoszekundumos PLA és PLAL technikaval elGallitott mintdk esetén 5 mg por formabdl
indultunk ki az oldékonysagi vizsgalatok soran.

A mintdkhoz 10 ml foszfat puffer oldatot (PBS) (pH = 7,4) adtunk hozza, majd szobah6mérsékleten
(22 °C) 24 ora keverésnek vetettiik ald. Egy nap utan, a mérés el6tt minden egyes mintaoldatot
megsz(irtlink (atlagos pdrusatméré: 0,45 um), majd a sziikséges higitast kovetéen megmértiik az
abszorbancidt A =362 nm hulldmhosszon egy AvaSpec-2048L transzmissziés meril6 szonda és
Avalight DH-S-BAL spektrofotométer (Avantes, Apeldoorn, Hollandia) segitségével. Az adott minta
meloxicam koncentrdciéjat a kordbbi hitelesités alapjan hatdroztuk meg. A kalibracios gorbe
(R2=0,999) PBS-ben (pH 7,4) feloldott tiszta meloxicam vizsgalatdbdl lett meghatdrozva az 1-
15 ug/ml tartomanyon.

5.4.3 Citotoxicitasi mérések

A citotoxicitds alapjelentése a ,sejtolé képesség”. Az immunrendszer sejtes elemei is képesek
citotoxikus reakciéra, példaul a szervezet sajat rendellenes sejtjei vagy kérokozék ellen. [204]

A citotoxicitas fontos tényez6 a vegyi anyagok sejtekre és szovetekre gyakorolt
hatdsmechanizmusanak megértéséhez is. Ugy gondoljak, hogy a citotoxicitds fontos szerepet jatszik
szamos patoldgiai folyamatban, beleértve a karcinogenezist és a gyulladast. A sejtkultura-
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rendszerek hasznalata altalanossa valt a vegyi anyagok és vegyszer keverékek toxikologiai
értékelésében, hiszen az in vitro vizsgalatoknak szamos el6nye van. Egyrészt igy a toxicitasi
vizsgalatok soran minimalisra cs6kkenthet6 az dllatok felhaszndlasanak sziikségessége. Masrészt az
in vitro vizsgalatokkal képesek meghatarozni a toxicitas sejt- vagy szervspecifikus mechanizmusait.
Példaul az elsédleges sejtkulturak, klénozott sejttorzsek vagy immortalizalt sejtvonalak haszndlata
lehetévé teszi egy viszonylag homogén sejtpopulacio viselkedésének tanulmdanyozasat [205], illetve
ma mar a kilénboz8 célszervekbdl szarmazd sejtek széles spektruma is rendelkezésre all. Egy
vegyllet citotoxicitasi vizsgalatakor szdmos, a sejt kiilonb6z6 tulajdonsdgaira kifejtett hatast lehet
elemezni, melyek lehetnek dltaldnos, minden sejtre jellemzé mechanizmusok vagy egy adott
sejttipusra specifikusak. A 0%-os citotoxicitds alatt azt a legmagasabb koncentracidjat értik a vizsgalt
anyagnak, amely mar nem okoz toxikus jelenségeket a sejtben. A kenacid kék, a szulforhidamin B és
sav foszfatdz mddszerrel a sejtek szamat a sejtfehérjéhez vagy a sejthartyahoz/membranhoz kotédé
sav foszfatdz mennyisége alapjan méri. Az MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazdlium-
bromid), az XTT (2,3-bisz(2-metoxi-4-nitro-5-szulfofenil)-2H-tetrazélium-5-karboxanilid belsé sé), a
reszazurin vagy a neutralvoros (neutral red) technikaval/teszttel a sejtek metabolikus aktivitasat és
életképességét hatdrozzak meg, mig az LDH aktivitas valtozasat a membrdan integritdsanak mérésére
hasznaljak. [206], [207]

A mitokondridlis szukcinat-dehidrogendz alapu viabilitas teszt (assay) a sejtek életképességének
mérésére szolgal, amit a mitokondrialis dehidrogendzok aktivitasanak értékelésével hataroznak
meg. Az MTT teszt (17. abra) egy kolorimetrids mddszer, aminek alapja, hogy az él6 sejtekben
mikodé mitokondridlis szukcinat-dehidrogenaz enzim a sarga szinl MTT reagenst a tetrazélium
gylrl felhasitasa mellett lila formazan vegyiiletté redukalja, mely vizes oldatban nem oldédé
kristdlyokat képez. A sejteken bellil képz6dott kristalyokat valamilyen detergenssel (pl.: dimetil-
szulfoxid (DMSO) vagy savasitott izopropanol) szolubilizaljak, majd megmeérik az optikai slirliséget
(optical density, OD), amely jel ardnyos a keletkezett formazdn mennyiséggel, ami homogén
sejtpopuldcio esetén széles tartomanyon (103-10° sejt/kamra) egyenesen aranyos az él§ sejtek
szamaval. Amennyiben a fluoreszcencia spektroszkdpiaval meghatarozott formazan koncentracioja
azonos a kezeletlen sejt esetén meghatarozott értékkel, akkor az adott hatdéanyag koncentracié nem
szamit toxikusnak. [206], [208], [209]
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17. abra A citotoxicitas meghatarozasanak folyamata MTT protokollal [210].

A citotoxicitas vizsgdlatok soran por formabdl indultunk ki minden esetben, 1 mg szaraz mintat
feloldottuk 1 m/ tapoldatban, ami Earle-sdkat tartalmazé, 10 (V/V)% magzati borjuszérummal,
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0,5 (m/V)% glukdzzal, 0,3 mg/ml L-glutaminnal, 4 mM HEPES-szel és 25 ug/ml gentamicinnel
kiegészitett Minimum Essential Medium Eagle (Sigma, St Louis, MO, USA) volt.

A sejtek életképességének jellemzésére a mitokondrialis aktivitast MTT teszttel, protokoll szerint
mértik. A kisérletek soran a tlid6 alveolaris hamsejtjeit modellezé A549 sejteket (adenokarcindmas
human alveolaris bazalis epitélsejtek) (ATCC) hasznaltunk, amelyeket egy 96 lyuku sejttenyészté
lemezen 4-10% sejt/lyuk s(irliségben helyeztiink el. A sejteket referencia meloxicamot, illetve a
lézeres ablacidjaval elGallitott részecskéket tartalmazé mintdkkal kezeltiik. Az 1 mg/ml maximalis
vegyllet koncentraciobdl kiindulva, a koncentracioét felezé léptékkel higitasi sort hoztunk létre és
felvittik a sejtekre, amiket ezutan 24 drdn keresztil, 37 °C-on inkubaltuk. Kovetkezé |épésként 20 u/
tiazol kék tetrazélium-bromidot, azaz MTT-t (MTT; Sigma, St. Louis, Missouri, USA) adtunk minden
egyes lyukba. Tovabbi 4 drds, 37 °C-on torténd inkubaciét kovetGen natrium-dodecil-szulfat (Sigma,
St. Louis, Missouri, USA) oldatot (10% 0,01 M HCl-ban) adtunk hozza és egy éjszakan at inkubaltuk.
Végil a citotoxicitdst az 550 nm-es hullamhosszon (referencia hullamhossz: 630 nm) végzett optikai
slrlség méréssel hataroztuk meg egy EZ READ 400 ELISA (Biochrom, Cambridge, UK) berendezés
segitségével. A protokollt minden koncentracid esetén négyszer ismételtik meg. A sejtek
életképességére a kovetkez6 képlet alapjan kovetkeztettiink:

100 — ( ODminta—ODkézeg kontroll ) . 100' (5)

ODsejt kontroll‘ODkﬁzeg kontroll

ahol az indexnek megfelel6en a kezelt sejtek (minta), a kezeletlen sejtek (sejt kontroll) és a hattér
(k6zeg kontroll) optikai denzitasai/s(ir(iségei (OD) szerepelnek.

5.4.4 Gyulladascsokkent6 hatas

A gyulladas egy 6sszetett védekez6 valaszreakcid szamos ingerre és sériilésre. Az epidemioldgiai és
klinikai adatok szerint a gyulladas a kronikus betegségek vagy szév6dményeik, példaul az artritisz, a
sziv- és érrendszeri betegségek, a rak és a Il. tipusu cukorbetegség hatterében allé egyik f6
mechanizmus. Ezért ezen betegségek kezelésében gyulladdscsokkentd stratégidkat kell alkalmazni.
Jelenleg a klinikai alkalmazasra engedélyezett gyulladascsokkent6k foként a nem-szteroid
gyulladascsokkent6ket és a kortikoszteroid hormonokat foglaljak magukba. [211]

Az egyes vegylletek gyulladdscsokkent6 hatasanak vizsgalatara kilénb6z6 mddszerek allnak
rendelkezésre. Tipikusan mesterséges gyulladast idéznek el6, majd az elemezni kivant anyag
hozzdadasat kovetSen valamilyen, a gyulladasra jellemz6 paraméter mérésével hatdrozzak meg a
hatékonysagot. A gyulladds kivalthato lipopoliszacharid (lipopolysaccharide, LPS) hozzdadasaval,
amely tobbek kozott indukalja az interleukin-6 (IL-6) gén termel6dését. Ez a mechanizmus mérheté
kvantitativ polimeraz lancreakciéval (quantitative polymerase chain reaction, qPCR) és enzimhez
kotott immunszorbiens préba (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) alkalmazasaval. [211]
Az LPS a Gram-negativ baktériumok sejtfalanak legnagyobb mennyiségben el6forduld 6sszetevdje,
amelyet széles kdrben hasznalnak gyulladast vizsgdld modellekben. Az LPS kulcsszerepet jatszik az
immunsejtek mechanizmusainak szabdlyozasaban, példaul serkentheti gyulladasos citokinek
felszabaduldsat kilonb6z6 sejttipusokban, ami kérokozékkal szembeni akut gyulladasos vdlaszhoz
vezet. [212]
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A citokinek hormonszer(i fehérjék, amelyek gyulladasos és immunvalaszokat kozvetitenek és
szabalyoznak. A gyulladdsos citokin interleukin-6 (IL-6) egy endogén pirogén és kimutattdk, hogy
szabdlyozza a T- és B-sejtek funkcidit, valamint indukalja az akut fazisu vélaszfehérjéket [213]. Az IL-
6-ot szamos sejttipus termeli, beleértve a makrofagokat, monocitakat, fibroblasztokat,
endotélsejteket és simaizomsejteket. Az IL-6 termelés indukdlhatd, a fibroblasztok IL-6-termelését
és IL-6 mRNS expresszidjat mikrobialis faktorok, példaul az LPS serkenthetik. [214]

Az IL-6 keletkezésének mechanizmusa vazlatosan leirhato a fehérjeszintézis lépéseivel (18. abra). A
gén definicid szerint az 6roklédés és a genetikai funkcié egysége, a DNS egy specifikus szakasza
[215]. A sejtek genetikai informacidja a DNS-ben taldlhatd, amely tartalmazza az RNS és a fehérje
molekuldk felépitéséhez sziikséges informaciot. A sejtben a fehérje el6allitdsanak elsé |épésében a
DNS adott szakaszardl masolat készil, ezt a folyamatot nevezik transzkripcidnak/génatirasnak,
amelynek eredménye az mRNS. A masodik [épés a transzlacid, maga a fehérjeszintézis, amelyben a
hirvivG RNS molekula szekvencidja (bazis sorrendje) meghatdrozza a képz6dd fehérje aminosav
sorrendjét. [216]

4tiras (transzkripcid) leolvasas (transzlacio)

DNS === mRNS =P fehérje

18. abra A fehérjeszintézis folyamatdnak vazlatos lépései [217].

Az IL-6 szintézise mérheté az mRNS szinten és a fehérje szinten, rendre a qPCR és az ELISA
modszerekkel.

Az IL-6 gén fehérjeszintézise soran az mRNS mennyiségérél qPCR méréssel nyerhetlink informaciot.
A rendelkezésre allo6 nukleinsav mintak altaldban igen kis mennyiségliek, Ghmagukban nem is
mérhet6ek. A polimeraz lancreakcid (polymerase chain reaction, PCR) Iényege, hogy a DNS barmely
specifikus része, azaz barmely nukleinsav szekvencia egység megsokszorozhatd a polimeraz enzim
segitségével a hoémérséklet megfelel6 ciklusos valtoztatdsaval és ezen amplifikacidnak
koszonhetGen detektalhatéva valik. Az eljaras lényegében a DNS szintézis természetes folyamatat
utanozza in vitro kérilmények kozott. A PCR mddszer DNS amplifikdlasara képes, igy amikor egy
génrdl atirédott mRNS (lasd esetiinkben) mennyiségét szeretnénk meghatarozni, akkor az RNS
izolaldsat kovetben reverz transzkriptdz segitségével elé kell allitani az RNS komplementer DNS
(cDNS) szalat, végezetil ezt lehet PCR-rel felszaporitani és a mennyiségét detektalni (19. abra).
Osszehasonlitd vizsgalatok sordn sziikség van normalizalasra, vagyis példdul az RNS szint(
génexpresszids mérések esetén a vizsgalni kivant target gén expresszios szintjét egy referencia gén
expresszios szintjére vonatkoztatjuk, amely egyenesen aranyos a kiinduldsi sejtmennyiséggel. A
vizsgalni kivant szekvencia (esetiikben: IL-6) mellett egy fix mennyiségben termel6dd szekvenciat
(esetiikben: Actb/B-aktin) is felszaporitunk, aminek expresszidja fliggetlen a feltérképezni kivant
hatastdl (esetlinkben: gyulladascsokkenté anyag hozzaaddsa), s ehhez viszonyitva adjuk meg a
relativ expressziot. A valds idejli (real-time) PCR berendezések esetén lehetdség van az amplifikacids

gorbék (un. PCR-kinetikai gorbék) felvételére, igy nyomon kovethetd a végtermék sokszorozddasa
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és lehet6vé valik a PCR termék mennyiségének valds idejl detektalasa. A mérés fluorometrias Uton
torténik, valamely erre alkalmas fluoreszencias jel6lési technika hasznalatdval. A kvantitativ PCR
(quantitative PCR, qPCR) esetén a jelz6 arra utal, hogy a PCR-kinetikai gorbék elemzésével a
kvalitativ mellett kvantitativ informacidkat is nyeriink az érintett nukleinsavrél. Az adatot az attorési
ciklusszam/ciklus kiiszobérték (threshold cycle, Ct) adja meg, amely azon tartomanyban adhaté
meg, ahol minden egyes PCR ciklusban detektalt fluoreszcens jel exponencialisan novekedni kezd,
vagyis attori a detektalas érzékenységi hatarat. [218]-[220]
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19. abra Forditott transzkripcids polimerdaz lancreakcié (PCR) Iépései [221].

Az ELISA egy széles kdrben alkalmazott, antigén-antitest kdlcsonhatdson alapuld, nem radioaktiv
immunoassay, amellyel a szintetizalt IL-6 fehérjék mennyiségét lehet megadni. Az ELISA lehet direkt,
indirekt, szendvics vagy kompetitiv. Az altalunk is haszndlt szendvics ELISA (20. abra) antigének
specifikus kimutatdsara alkalmas, példaul citokinek, hormonok, tumor markerek detektaldsara. Az
ELISA alapja egy lyuksorozatot tartalmazo polisztirén alapd miianyag lemez. Elsé Iépésben a lyukak
aljahoz és oldalahoz ismert mennyiségi elsGdleges, elkapd/befogd (capture) antitestet kotnek van
der Waals-erék, hidroféb- és elektrosztatikus kolcsonhatasok segitségével. A masodik 1épés a
létrehozott antitest bevonat (coating) telitése, azaz a nem-specifikus kdt6helyek blokkoldsa. Ennek
kivitelezésére olyan indifferens fehérjét haszndlnak, amely varhatéan nem vesz részt az
immunreakciéban, ezekkel telitik a lyukak belsé felliletének szabad fehérjemegkoté kapacitasat.
Tipikusan szarvasmarha (bovine) szérum albumint vagy zselatint hasznalnak erre a célra. Harmadik
[épésként beviszik a rendszerbe a megfelel6 specificitasu antigént, azaz a célfehérjét tartalmazé
mintat, ami a befogd antitesthez kotédik. Kovetkez6 1épésben hozzaadjak a masodlagos, detektald
antitesteket, amik az antigénhez kot6édnek és egy immunkomplexet hoznak létre, kialakul az
antitest-antigén-antitest ,szendvics”. A szendvics ELISA esetén a befogd és a detektdld antitest
ugyanazon antigén eltérd epitdpjait ismeri fel. Egyes esetekben a detektaldé antitest maga, mig mas
esetekben a detektalé antitesthez kot6d6 tovabbi antitest lesz az enzim-konjugdlt antitest.
Végezetilil kromogén szubsztratot adnak a rendszerhez, amit az antitesthez kotott enzim szines
végtermékké alakit at, amely feloldddik és egyenletesen eloszlik az oldatban. Adott hulldmhosszon
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spektrofotométerrel mérik a szinintenzitast, az optikai denzitast, melynek értéke aranyos az enzim
aktivitassal, valamint a mintaban taladlhatd antigén mennyiségével. A kvantitativ elemzéshez, a
kalibracios gorbe felvételéhez szikséges ismert koncentracidju standardok (referencia
sorozathigitds) egyidejl vizsgdlata, amely segitségével az ismeretlen mintdk abszorbancia értékeit
illeszthetjlik és kiszamithatjuk a vizsgdlt anyag pontos koncentracidjat. [222]-[224]
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20. abra (a) Szendvics ELISA egységei: elsédleges antitest, antigén, masodlagos antitest. (b) ELISA
assay lépése: 1. a befogadd antitestek kotédnek a lyukak aljahoz; 2. minta (antigén) hozzaadasa és
befogd antitestekhez kotédése; 3. mosas — a nem kotott anyagok eltdvolitasa; 4. detektald
antitestek hozzaadasa és antigénhez kotédése; 5. mosas —a nem kotott anyagok eltdvolitasa; 6.
kromogén szubsztrat hozzaaddsa; 7. optikai slrliség mérése; 8. eredmények kiszamitdsa és
elemzése. [225]

A gyulladascsokkentd hatas méréséhez A549 sejteket helyeztiink 6 lyuku sejttenyészté lemezekbe
1-10° sejt/lyuk siirliséggel. A kezelt sejtek esetén a hozzdadott anyag koncentraciéja minden
esetben megfelelt a maximadlis, nem toxikus koncentraciénak, amit a citotoxicitdsi mérések soran
meghataroztunk. A sejteket a maximalis, 0% citotoxicitasnak megfelel6 koncentracidéju referencia
meloxicamot, illetve az ablacidval el6allitott részecskéket tartalmazd tdpoldatos szuszpenzid és
5 ug/ml lipopoliszacharid (LPS; Thermo Fisher Scientific Waltham, MA, USA) keverék hozzdadasaval
vagy 5 ug/ml LPS-sel bemérésével (pozitiv kontroll) kezeltik vagy kezeletlenll (untreated) hagytuk.
Ezt kovet6en a qPCR protokollal az IL-6 relativ expresszidjat, mig az ELISA elvégzésével az IL-6

e ses

Teljes RNS kivonas és cDNS szintézis:

A 24 0rds kezelés utan a TRI reagens (TRIzol) (Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA) segitségével
teljes RNS kivonast hajtottunk végre a gyartd utasitdsai szerint. Ezt kovetéen 2 ug RNS-t Random
Hexamer Primer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) alkalmazdsaval cDNS-sé
irtunk at Maxima Reverse Transcriptase segitségével, a gyartd protokolljanak megfeleléen.

Az IL-6 és Actb (B-aktin) amplifikacidja kvantitativ polimeraz lancreakcidval (qPCR):

A gPCR-hez egy Bio-Rad CFX96 valds idejli rendszert hasznaltunk az 5x HOT FIREPol® EvaGreen®
qPCR Supermix (Solis BioDyne, Tartu, Esztorszag) és az aldbbi human specifikus primerparok
felhasznalasaval: IL-6: 5'-CAGCTATGAACTCCTTCTCTCCAC-3', és 5'-GCGGCTACATCTTTGGAATCT-3;
Actb: 5'-TTCTACAATGAGCTGCGTGTGTGGCT-3', és 5'-TAGCACACAGCCTGGATAGCAACGTA-3' A
primereket a Primer Quest Tool szoftverrel terveztilk és az Integrated DNA Technologies Inc.
(Montreal, Quebec, Kanada) szintetizalta. Az amplifikacios specificitdas ellen6rzésére olvadasi
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gorbeelemzést végeztink. A ciklus kiiszObértéket az IL-6 és az Actb esetében hataroztuk meg és a
relativ génexpressziot a 2-(AACt) mddszerrel szamoltuk ki. EgytényezGs/egyszempontos (one-way)
ismételt méréses varianciaanalizist (analysis of variance with repeated measurements, ANOVA RM)
és tervezett 6sszehasonlitasokat alkalmaztunk a kezelt, kezeletlen és a kontroll mintak kozotti
log2(AACt) értékek statisztikai kilonbségeinek 06sszehasonlitdsdara P < 0,05 szignifikanciaszint
mellett, a kordbban publikaltak szerint [226].

Enzimhez kapcsolt immunszorbens vizsgalat/ Enzimhez kotétt immunszorbiens préoba (ELISA):

A 24 drds kezelést kovetGen a sejtek felliluszojat 6sszegyUjtottik és az IL-6 koncentracidjat standard
szendvics human IL-6 ELISA kit Legend Max™ (standard sandwich human IL-6 ELISA kits Legend
Max™) (BioLegend, San Diego, USA) segitségével hatdroztuk meg a gyartdi ajanlasoknak
megfelel6en. Az LPS-kezelt sejtek felllUszojat 10-szeresére higitottuk. A kit dinamikai tartomanya
7,8 és 500 pg/ml kozott volt. A lemezek elemzéséhez Biochrom Anthos 2010 mikrolemezolvasét
(Biochrom, Cambridge, UK) hasznaltunk. Minden mintat két példanyban vizsgaltuk.
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6. Eredmények és értékelés

Az alabbiakban a meloxicam lézeres ablacidja sordn keltett részecskék széleskord vizsgalatanak
eredményeit és azok értékelését ismertetném. El6szor a nanoszekundumos ablacié (6.1
Nanoszekundumos abldcié (PLAL)) [154], [156], majd a femtoszekundumos besugdrzds (6.2
Femtoszekundumos abldcio) [155], [157] részleteit mutatom be, mindkét esetben kitérve a kémiai
analizis, a morfolégia és méret, a mechanizmus feltdrdsa és a gydgydszati alkalmazhatdsag
alegységekre. A sokféle mérés attekinthet6sége érdekében a kapott eredményeket kovetGen
azonnal kitérek azok értelmezésére is, majd a végén az elemzések 6sszességét diszkutalom.

YR V4

6.1 Nanoszekundumos ablacié (PLAL)
6.1.1 Kémia analizis

A kémiai analizis részeként FTIR, Raman spektroszképiai és HPLC-MS méréseket végeztiink, hogy
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karakterizalni tudjuk a lézeres ablacidval elGallitott részecskék 6sszetételét.

A kémiai analizis els6 lépéseként felvettilk a PLAL eljarassal el6allitott mintak és a referencia
meloxicam FTIR spektrumat. Egyrészt adott hulldamhossz esetén vizsgdltam az energias(ir(iség
valtoztatasanak hatasat (21. abra), masrészt dsszevetettem a kilonb6z6 hulldmhosszak esetén az

azonos energiastirliséggel készitett mintakat (22. abra).

248 nm 532 nm 1064 nm

9.4 Jiom? MM

4,3 Jfcm? 4.2 Jlem? 4,1 Jem?

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Hullamszém [1/cm] Hullamszém [1/cm] Hullamszam [1/cm]

6,6 Jicm?

Abszorbancia [egys.]
Abszorbancia [egys.]
Abszorbancia [egys.]

21. dbra Az energias(irlség valtoztatas FTIR spektrumra gyakorolt hatdsanak vizsgalata kilénbo6z6
hulldmhosszak (248 nm, 532 nm, 1064 nm) esetén. Az 6sszehasonlithatosag érdekében minden
spektrum az 1550 1/cm korili csticsra normalt, kivéve a A = 1064 nm esetén az F = 4,1 J/cm?
adatokhoz tartozé spektrum, amit nem lehetett normadlni a mérhet6 karakterisztikus csucs
hidnyaban. [154], [156]

Mind a harom esetben a minimalis és maximalis, illetve egy koztes vizsgalt energiasirlséggel
el6allitott minta, valamint a referencia meloxicam spektrumat abrazoltam. A kémiai egyezés
szempontjabdl a karakterisztikus csucsok adott hulldmszamoknadl vald detektalasa, illetve a cstcsok
relativ intenzitdsanak megGrzése a reprezentativ.

A A=248 nm hulldmhossz esetén az F=10,9J/cm? energias(r(iségld minta FTIR spektruma
szignifikdnsan eltért a referenciatdl, ami az kiinduldsi anyag roncsoldddsara utal. Alacsonyabb
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energias(rliségek esetén jo egyezést talaltunk. A A =532 nm hulldmhosszon el6allitott mintak az
0sszes vizsgalt energiasliriségen igen jo egyezést mutattak a gyari meloxicam spektrumaval. A
maximalis energias(irliséget ebben az esetben a lézer paraméterei limitaltdk. A A =1064 nm
hulldmhossz alkalmazéasa esetén a minimalis, F = 4 J/cm? kérili energias(irliség esetén nem adddott
kiértékelhet6 spektrum, feltehetéen a tul alacsony kihozatal miatt. A magasabb
energiaslrlségeknél a PLAL mintak spektrumaban jelen voltak a karakterisztikus csucsok. Ezen
tapasztalatok alapjan az F = 9,4 J/cm? energias(ir(iséget valasztottuk a tovabbi, hullimhossz hatdsat
vizsgalo mérések elvégzéséhez.

Az F=9,4J/cm? energiasir(iséggel megismételtik a mintael&allitast és az FTIR spektrumok

felvételét mind a harom hulldmhossz esetén (22. abra). Ekkor azt tapasztaltuk, hogy ezen
energiaslrliségen minden hulldmhossz esetén a referencidval igen jo egyezést mutatd spektrumot

kaptunk.
Wh\wwmm
WMMMM
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22. abra A kiilénb6z6 hulldmhosszak (248 nm, 532 nm, 1064 nm) esetén, azonos
energiasir(iséggel (F = 9,4 J/cm?) el8allitott mintak és a referencia meloxicam (Mx. ref.) FTIR
spektrumainak 0sszevetése. Az 6sszehasonlithatdsag érdekében minden spektrum az 1550 1/cm
korili csicsra normalt. [156]

A fingerprint”, azaz ,ujjlenyomat” tartomany (1900-400 1/cm) vizsgalata alapjan
megallapithattam, hogy az F=9,4J/cm? energiaslrliség alkalmazdsdval egyik vizsgilt
hulldmhosszon sem tortént szignifikans kémiai degradacié a PLAL eljaras hatdsara.

A Raman spektroszképiai vizsgalat is ezt erGsitette meg (23. dbra): a meloxicam karakterisztikus

csucsai jelen voltak az adott Raman-eltolddas értékeknél és a referenciara jellemz6 csucsok kdzotti
relativ intenzitaseloszlast visszaadta mind a hdrom PLAL eljarassal elGallitott minta.
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23. abra A kilénb6z6 hulldmhosszak (248 nm, 532 nm, 1064 nm) esetén, azonos
energiasir(séggel (F = 9,4 J/cm?) el6allitott mintak és a referencia meloxicam (Mx. ref.) Raman
spektrumainak 0sszevetése. Az 6sszehasonlithatdsag érdekében minden spektrum az 1530 1/cm
korili csucsra normalt. [156]

A kémiai 6sszetétel mélyebbre hato vizsgdlatat a HPLC-MS mérések tették lehetévé. Az ablacidval
eléallitott mintak HPLC-MS analizise a bomlastermékek vizsgalatat és relativ mennyiségiik
meghatdrozasat biztositotta.

Kimutattuk, hogy minden vizsgalt hullamhosszon az ablacié soran keletkezett anyag nagy része
meloxicam volt. A tdmegspektrumokban a meloxicam (C14H13N304S;, 24. abra (a)) mellett a C4HsN,S
Osszegképletli terméket (24. abra (b)) tudtuk azonositani, amely meloxicam impurity B [227]-[229]
néven ismert. A meloxicam impurity B a meloxicam molekula egy része és gyégyszeripari primer
standardnak [230], [231] min&sil. A mennyiségi 6sszehasonlitds érdekében a kromatogram csucsai
alatti terileteket vetettiik 6ssze. Mindharom abldaciés hullamhosszon az Mx. impurity B csucs alatti
teriilete kevesebb mint 5%-a volt a meloxicamhoz rendelhet6 értéknek (24. abra (c)). Ezenkiviil
legaldbb hirom, feltehet6en aromas termék volt jelen jéval kisebb mennyiségben, de 6sszetételik
meghatarozasahoz tul kicsi volt a jellik.

A HPLC mérésekbdl a kémia 6sszetétel mellett a kihozatalrdl is kinyerhettlink adatokat. A HPLC-MS
analizishez a szuszpenziéban talalhatd Osszes részecskét feloldottuk, amely mennyiséget minden
hulldmhossz esetén ~36.000 impulzussal allitottunk el6. A meghatarozott meloxicam koncentracid
rendre 203,56 + 27,30 mg/dm?, 246,32 + 58,57 mg/dm? és 242,92 + 4,90 mg/dm? volt a 248 nm,
532 nm és 1064 nm hulldmhosszakon (24. abra (d)).
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24. abra A kémiai szerkezete és iontomege a detektdlt termékeknek: (a) meloxicam és (b)
meloxicam impurity B. (c) A meloxicam impurity B meloxicamhoz viszonyitott relativ csucs alatti
terulete [(Terlletimpuritys/Terlletmeloxicam)x100%] a kiilonb6z6 vizsgalt hullamhosszak (248 nm,
532 nm, 1064 nm) és azonos energias(iriiség (F = 9,4 J/cm?) alkalmazésa esetén. (d) A PLAL
eljarassal kilonb6z6 hullamhosszakkal (248 nm, 532 nm, 1064 nm) és azonos energiasuriséggel
(F = 9,4 J/cm?) elBéllitott szuszpenzidk teljes meloxicam koncentracidja. [156]

6.1.2 Morfologia és méret

A morfoldgia és a méret vizsgalata céljabdl krisztallografiai és elektronmikroszképos méréseket
végeztlnk.

A PLAL technikaval elGallitott részecskék XRPD spektrumai mind a harom hulldmhossz esetén jo
egyezést mutattak a referencia meloxicam spektrumdval (25. abra). A karakterisztikus csicsok a vart
szog értékeknél megjelentek, a csucsok relativ intenzitds és félértékszélesség értékei is kovették a
referenciat, ami arra utal, hogy a besugarzas nem mddositotta a kristalyszerkezetet, a forgalmazott
porral kozel megegyez6 a nanoszekundumos PLAL eljarassal elGallitott részecskék kristalyossagi
indexe.
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25. abra A kiil6nb6z6 hulldmhosszak (248 nm, 532 nm, 1064 nm) esetén, azonos
energiasir(iséggel (F = 9,4 J/cm?) el&aéllitott mintak és a referencia meloxicam (Mx. ref.) XRPD
spektrumainak Osszevetése. Az 6sszehasonlithatdsag érdekében minden spektrum a 25,94 ° korili
csucsra normalt. [156]

Az elektronmikroszkdpos felvételek alapjan a keltett részecskék morfoldgiajat és részecskeméretét
vizsgaltuk. Néhany tipikus SEM felvétel lathatd a 26. dbra egységeiben a referencia porrél és a PLAL
eljarassal el6allitott mintakrol. A lézeres ablacidval elGallitott mintak toredezett kristaly darabokra
hasonlitottak, valtozatos méret( és alaku, egyenes élekkel hatarolt részecskéket tartalmaztak, ami
arra utal, hogy a mechanikai aprdzas lehetett a domindns részecskeméret csokkenté mechanizmus.
Az UV abldcié (A = 248 nm) esetén emellett a szilicium lap felszinén film jellegl réteg szigeteket is
lattunk, amelyek beoldott anyagok Ojrakristalyosodasabdl, azaz rekrisztallizaciéjabal
keletkezhettek.

£\ S
-y i—— | 10.0cv 12.6mm x10.0k SEW) i—y-i— o o ) i yi— o o —ri—

26. abra SEM képek a forgalmazott meloxicam porrél (Mx. ref.) és a PLAL eljarassal, kiilonb6z6

hulldmhosszak (248 nm, 532 nm, 1064 nm) esetén, azonos energias(iriiséggel (F = 9,4 J/cm?)
el6allitott részecskékrél. Nagyitasok: (a)-(d): 500; (e)-(h): 10k. [156]
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A PLAL eljarassal elGallitott részecskék méreteloszlasat a SEM képek elemzésével hataroztam meg.
Ezen eljaras el6nye, hogy a morfoldgia mellett még egy adatot ki tudunk nyerni, illetve, hogy egy
stabil rendszert tudunk elemezni. A mdédszer hatranya, hogy nem magaban a szuszpenzidban tudjuk
kdzvetlenll vizsgalni a méretet, a cseppek kiszaradasa sordn az esetlegesen beoldddott
anyagmennyiség kikristalyosodhat, illetve aggregacio, agglomeracioé kdvetkezhet be. Tovabba egy
kétdimenzids vetiiletet elemziink, ahol van, hogy atfedve helyezkednek el a vizsgdlandé részecskék.
Ezen felil a részecskék térbeli alakjat nem tudjuk elemezni, ami kiléndsen fontos lehetne
aerodinamikai szempontbdl a tiid6bejuttatas sordn. Az oldddas szempontjabdl a felllet nagysaga
lenne a kritikus adat, de errdl csak korlatozott informacidkat tudunk szerezni. Ezen megfontolasokat
figyelembe véve els6sorban 6sszehasonlitani, rangsorolni tudjuk a kilonb6z6 mintdinkat a SEM
képek alapjan.

A forgalmazott meloxicam porhoz viszonyitva mind a harom vizsgdlt hulldmhossz esetén szignifikans
szemcsemeéret csOkkenést értlink el a PLAL eljardssal. Az ablacidval el6éllitott részecskék mérete a
néhany szaz nanométertdl a néhany mikrométeres tartomanyig terjedt. A kvantitativ analizist az
Image) és a QuPath-0.3.1 szoftverek felhaszndlasaval végeztem. A kiértékelést nehezitette a
részecskék mar emlitett csoportosulasa, atfedése, ami a cseppek szaraddsa soran kovetkezhetett
be. Az érintkezésekbdl kifolyélag a részecskék korvonaldt egyesével hatdroztam meg. Azonos,
nagysagrendileg 10 mm? teriiletet térképeztem fel minden minta esetén. Kozelitésképpen, minden
egyes részecske kétdimenzids vetilete teriletének meghatdrozasa utan a koérvonalazott résszel
azonos teriletli koroket rendeltem a részecskékhez és ezen korok atmérdjét tekintettem
karakterisztikus részecskeméret paraméternek a méreteloszldsok megdllapitdsakor. A
méreteloszlast kilonb6z6 hulldmhosszak (27. abra), illetve kilonb6z6 energiasirlségek esetén
abrazoltam (28. abra) a referencia porhoz viszonyitva.
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27. abra A kilénb6z6 hulldmhosszak (248 nm, 532 nm, 1064 nm) esetén, azonos

energiasiriséggel (F = 9,4 J/cm?) elGallitott mintak részecskeméret eloszlasa (Felhivndm a
figyelmet az eltérd beosztasu fliggbleges tengelyekre.) [156]
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A 27. abra részegységein szemléltetett adatok alapjan a A =532 nm hulldmhossz esetén volt a
legnagyobb a kihozatal, a becsliilt részecske kiterjedés értékének medidnja 1,49 um volt, mig az
atlagra és a standard deviaciora a 2,12 + 2,14 um érték adddott. A A = 1064 nm alkalmazasakor a
kihozatal kisebb volt, de a medianra, az atlagra és a standard devidciéra hasonlo értékek adddtak:
1,49 um, valamint 2,35 + 2,68 um. Az UV tartomanyba esé A = 248 nm esetén volt a legkisebb a
kihozatal és a legszélesebb a méreteloszlds tartomdany, a median 4,08 um, az atlag és a standard
deviacid pedig 5,18 £ 4,74 um volt.

A kvantitativ elemzés alatdmasztotta, hogy a referencia porhoz képest jelentés méretcsokkenést
tudtam az ablacidval elérni, valamint, hogy az energias(ir(iség elsésorban a kihozatalt befolydsolja,
az F novelésével novelhetd a keltett részecskék szama, mig méreteloszlasuk jellege nem valtozik
szamottevden (28. abra).
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28. abra A forgalmazott meloxicam por (Mx. ref.) és PLAL eljarassal, A = 532 nm hullamhosszon,
kilonbdz6 energiasdrliségekkel (F = 9,4 J/cm?, 5,4 J/cm?, 4,2 J/cm?) elBéllitott részecskék
méreteloszlasa. (Felhivnam a figyelmet az eltér$ beosztasu tengelyekre.) [154]

6.1.3 A részecskekeltési mechanizmus feltarasa

A mechanizmus feltardsa céljabdl egy egyszerl termadlis modellt allitottunk fel és
gyorsfényképezéses méréseket végeztiink.

Kezdetben az ablacids folyamatok szamitégépes modellezését tlztik ki célul, de a hianyzdé anyagra
jellemzé paraméterek és a céltargy szerves mivoltabdl adddé nehézségek miatt egy egyszerlbb
modell felallitasat valdsitottuk meg.

A termadlis modelliinkkel az egyetlen |ézer impulzus altal a céltargy tabletta legfelsé rétegében
el6idézett hémérsékletvaltozast kivantuk megbecsiilni. A besugdarzé impulzust a hullamhosszal (A)
és az alkalmazott energiasiriséggel (F) jellemeztiik, mig a besugarzott térfogatot (V) a behatolasi
mélység (6(A)) és a foltméret (A) szorzataként kozelitettiik. A nyaldbprofil jellegétél eltekintettiink,
illetve feltételeztlik, hogy az alacsonyabb ismétlési frekvencia és a minta mozgatdsa kovetkeztében,
mire a céltargy ugyanazon pontjat érné Ujabb besugarzas, addigra ott visszadll az egyensulyi allapot.
Korabbi mérések sordan megallapitottuk, hogy a céltargy tablettak reflexidja kiilonb6z6 szogek és
polarizaciok esetén is minden esetben 10% alattinak adddott, igy a reflexiét elhanyagoltuk
modellinkben [232]. Tovabbi egyszer(sitésként nem szamoltunk a folyadék kozeggel. Emellett
elhanyagoltuk a céltargy h6vezetését, a pordzus szerkezete miatt.
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Az MDSC mérés alapjan a referencia meloxicam atlagos fajhGje a 25-250 °C (bomlasi hémérséklet
alatti) hémérséklet tartomanyon c = 1800 J/(kg-K), mig a bomldsi hémérséklete 258,7 °C-nak
adddott, ami jo egyezést mutat az irodalmi értékkel [25]. A meloxicam slrlsége az elérhet6
adatbazis alapjan p = 1,613 g/cm? (20 °C) [233], hémérsékletfliggésére nem talaltunk adatot.

A lézeres ablacid esetén a céltargy paraméterei kozil az abszorpcids egylitthaté meghatdrozé
jellemz6. A referencia meloxicambdl préselt tabletta felszinén végzett ellipszometriai méréssel
meghatdaroztuk a tiszta anyag abszorpcids egyiitthatojat (a(A)) a hulldmhossz (A) fliggvényében (29.
abra).
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29. abra A meloxicam abszorpcids egylitthatdja a hulldmhossz fliggvényében. [154]

A meloxicam abszorpcidés egyltthatéja az UV tartomanyban megné (~0,01-0,02 1/nm), mig a
lathatd és kozeli infravords tartomanyban minimalisan véltozik és alacsonyabb értéket (~0,002—
0,0005 1/nm) vesz fel. A gorbe alapjan megadhatd a vizsgalt lézer hullamhosszakon az a(A) értéke,
ebbdl pedig a 8(A) = 1/a(A) behatolasi mélység. Az ellipszométeres mérések esetén A = 1000 nm volt
a maximalis hulldamhossz, ahol még rendelkeziink mérési adattal, de a tartomanyon belili kis
valtozasnak koszonhet6en ez valdszinlileg jo kozelitést ad az altalam alkalmazott A = 1064 nm-es
ablalé hulldmhosszra is.

A rendelkezésiinkre 4ll6 adatok alapjan meghataroztuk a tabletta felszinét6l mért x mélységben a A
ablalé hulldamhossz esetén kivaltott AT hémérsékletvaltozast a mddositott Lambert-Beer torvény
felhasznaldsaval:

_AMF  _a)x
AT(X) - p-C S ’ (6)
ahol F az aktualis energiastrlség és a(\) a meloxicam abszorpcids egyltthatdja, p a slrlisége és c a

fajhdje.

Az x = 6(\) mélységben meghatédrozott AT értékeket az 5. tablazat szemlélteti az F=9,4 J/cm?
energias(rliség esetén.
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A F x = 6(A) AT(x)
[nm] [J/cm?] [nm] (K]
248 62 191763
532 9,4 781 15245
1000 2083 5716

5. tablazat Termalis modell adatai és eredményei nanoszekundumos ablacio esetén.

A kapott hémérséklet értékek a megfelel§ behatoldsi mélységben mind a harom hulldmhossz esetén
tobb nagysagrenddel meghaladjak a meloxicam bomlasi hémérsékletét, de az érintett térfogat igen
kicsi. Az UV hulldmhossz esetén kaptuk a legmagasabb, 10° K nagysagrendbe esé h6mérsékletet és
ezen esetben volt a legkisebb a behatoldsi mélység. A lathatd és az IR tartoméanyban 103-10% K
nagysagrend( hémérsékletet kaptunk és a behatoldsi mélység a mikrométeres nagysagrendbe
esett. Még a legnagyobb szamolt behatoldsi mélység nagysaga is jelentésen kisebb a meloxicam por
szemcsemeéreténél, igy a tabletta felsé rétegén feltehetéen nem hatol 4t a h6hatas.

Ezen eredmények alapjan az aldbbi részecskekeltési folyamatot feltételezhetjiik (30. dbra):

a-b) alézer impulzus energidjat elnyeli a céltargy legfelsé6 rétege, ahol a kialakult magas hémérséklet
miatt az anyag elbomlik;

c) a gyors bomlds, parolgds eredményeképpen robbands jellegli gaz felszabadulas és plazma tagulds
jatszdédik le, ami mechanikai I6késhullamot idéz el6;

d-e) a lokéshulldmban uralkodé magas nyomas hatdsara a visszamaradt feliiletrSl (ablacios
nyombol) olvadékcseppek és szilard részecskék szakadnak ki, toredeznek fel és kirepiilnek a folyadék
kdzegbe, kolloid oldatot képezve.

(b) (€)  Abiation (d) ﬁ;ﬁﬁgs (e)
plume BRLLLy

RECQOIL

Dissociated

30. abra A PLAL eljarassal torténd részecskekeltés feltételezett folyamata [154].

Ezt a folyamatleirast alatdmasztjak az ablalt tabletta felszinérdl késziilt SEM felvételeken latottak
(31. abra). Az ablacids godor aljan visszahullott szubmikrométeres — mikrométeres nagysagrend(
tormelék lathato, alatta pedig durva, hatdarozott élekkel rendelkezd, toredezett felszin. Magat az
ablalt felszint vizsgalva, nagyobb nagyitasok esetén lekerekitettebb hatarvonalakat is lattunk, ami
valamilyen szint{ termalis hatasra is utalhat.
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=y

15.0kV 13.2mm x1.00k SE(V)

15.0kV 12 Br:'vm x1.00k SE(U! i 15.0kV 12.8mm x50.0k SE(V)
31. abra Meloxicam tabletta (a) érintetlen felszine; (b) térés menti keresztmetszete és (c)-(d)
ablalt (A =532 nm, F = 5,4 J/cm?) felszine. Nagyitasok: (a)-(c): 1k; (d): 50k. [154]

A lejatsz6dé folyamat mélyebb megértése és id6beli lefutasanak leirasa céljabol
gyorsfényképezéses kisérleteket hajtottunk végre.

Az abldlé impulzus beérkezése utani 50ns és 2ms kozotti id6tartomanyt A =532nm
hulldmhosszisagu pumpa impulzusokkal és direkt préba impulzusos kivilagitassal hajtottuk végre.
Az ablacid soran keletkez6 plazma fényének minimalizalasa érdekében torekedtiink azon minimalis

energiaslrliség megtaldldsara, ahol mar megfigyelheté volt a részecskekeltés, azaz az ablacios
klisz0bot kerestik.

Szemléltetésképpen, az F=3J/cm? esetén csak a tdguld plazma &ltal keltett hulldmfront volt
megfigyelhetd, nem tapasztaltunk anyagkilokédést (32. abra).
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32. abra Gyorsfényképezés felvételek a meloxicam desztillalt viz kbzegbeli impulzuslézeres
abldciojardl (A = 532 nm, F = 3 J/cm?) killdnbdz6 idébeli késleltetések esetén. [156]
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A képek Imagel programmal torténd kiértékelését kovetéen abrazoltuk a hullamfront tabletta
felszint6l mért tavolsagat az id6 fliggvényében és egy egyenest illesztettliink az adatpontokra (33.
abra). A meredekségre v = 1490,0 + 9,5 m/s értéket kaptunk, ami csak kevéssel haladja meg a vizben
terjed6 hang sebességét: vy, = 1480 m/s (T = 20 °C), ez arra utal, hogy a megfigyelt hullamok inkabb
akusztikus-, mintsem |6késhulldmok voltak. Ez azt jelenti, hogy még ha voltak is kezdeti
|okéshulldmok, amelyeket a tdguld plazma indukalt, ezek rovid idén beldl lelassultak.
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33. abra A hulldmfront tabletta felszint6l mért tavolsaga az id6 fliggvényében. Az adatpontok a
gyorsfényképezéses (pumpa impulzus: A = 532 nm, F = 3 J/cm?) felvételek elemzésébdl adddtak.
[156]

Az energias(irlség F = 6 J/cm? értékre emelésével prébaltuk megndvelni a I16késhullam lathatdsagat.
Ebben az esetben sem tudunk l6késhullamot detektalni, de intenziv anyagkil6kédést tapasztaltunk.
Az ablacidt kovet6 nanoszekundumostdl milliszekundumosig terjedé id6tartomany feltérképezése
alapjan a vizben torténs impulzuslézeres ablacié folyamataban harom {6 fazist kilonboztethetiink
meg, amelyek jol lathatdk a gyorsfényképezéses felvételeken (34. abra).

Az els6 néhany szdz nanoszekundumban az ablacié indukalta hulldmfront terjed a kézegben (34.
abra (a)-(c)). A f6 front a céltargy fellletén 1évé kiilonb6z6 pontszer( forrdsokbdl szarmazdé szamos
kis hulldm 6sszege. Ezen hullamok interferencidja és az oldatban Iév§ részecskéken vald szoérddasa
szintén lathatd. Tovabba a kdzeg reflexids indexének a hémérséklet ndvekedése miatti valtozasa is
hozzdjarulhat a f6 hulldmfront mogott [athato savokhoz, mintdzatokhoz.

A masodik szakasz néhany mikroszekundumtdél néhany szaz mikroszekundumig tart és a kavitacios
buborék kialakuldsat és méretvaltozasat foglalja magdban (34. abra (d)-(g)). A kavitacios
buboréknak ezt a pulzalé méretvaltozasat kordbban mar leirtak a buborékdinamika keretében fém
(réz) nanorészecskék folyadékbeli lézeres ablacidval torténé keltése kapcsan [234]. A keletkez6
részecskék f6ként a kavitacids buborék belsejében vannak, de ahogy a buborék pulzal, egyre tobb
részecske szabadul ki. Kis gdzbuborékok jelennek meg és emelkednek a folyadék felszinére
onmagukban vagy néha részecskékkel egylitt. Egy korabbi publikdcidval [235] ellentétben a mi
elrendezéslinkben nem voltak jellemz8k a vizben tartdsan jelenlévd gazbuborékok, talan a kisebb
alkalmazott ablacios frekvencia miatt.
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Végiil a harmadik szakaszban, néhany milliszekundum utdn a kavitaciés buborék kisebb
buborékokra szakad szét, amelyek a viz felszinére emelkednek és a kavitaciés buborékban rekedt
Osszes részecske kilokadik, eloszlik a vizben (34. dbra (h)). Hasonlé mechanizmust mutattak be, irtak
le masok is kiilonb6z6 céltargyak és folyadékok esetében [236]-[238].

34. abra Gyorsfényképezés felvételek a meloxicam desztillalt viz kozegbeli impulzuslézeres
abldciojardl (A =532 nm, F = 6 J/cm?). (a)-(c) A hulldmfront kialakuldsa és terjedése; (d)-(g) a
kavitacids buborék pulzalé dinamikaja, amit fokozatos részecske kibocsatds kisér; (h) a kavitacios
buborék felaprézédasa és a részecskék vizben valé eloszlasa/diszpergalasa. [156]

Optimalizaltuk az elrendezést és a beallitasokat, hogy észlelni tudjuk a kezdeti, ablalt felszin kozeli
I6késhulldmokat. Az optikai szalbdl a préba impulzust a Michelson-interferométerbe vezettik,
amely két préba impulzust biztositott fix idébeli kilonbséggel. Ez az elrendezés lehetbvé tette a
terjedési sebesség pontosabb meghatdrozasat. A pumpa és a préba lézer impulzusok fényének,
expoziciés hatdsdanak hatékonyabb elkilonitése és a szort fény minimalizalasa érdekében a
A =1064 nm-es |lézersugarat alkalmaztuk pumpaként. Az energias(rliséget addig noveltik, amig a
I6késhulldmok meg nem jelentek. Az ablacid er6sen roncsolta a feliiletet, ezért az egymast kovetd
ablacids impulzusok kozott mozgatnunk kellett a céltargyat, hogy friss fellletet biztositsunk, mivel
a maratdsi gddorbe nem |at be az elrendezésiink. Ezenkivil az id6zités jitterének szorasa, a céltargy
porozitasa és a lézerimpulzus energidjanak enyhe eltérése mind hozzajarult a mennyiségi elemzés

bizonyos foku bizonytalansagdhoz.

A 35. abra az ezen, optimalizalt beallitas hasznalataval készilt képeket mutatja be, amelyek a
|6késhulldam kialakulasanak kezdeti fazisait és a kavitacios buborék megjelenését mutatjak be. Az
id6 muldsaval, a specidlis képalkotasi séma miatt, ugy tlinik, mintha két hulldmfront terjedne,
csokkend térbeli elkuloniléssel. Emellett a kavitacids buborék is megjelenik és névekedni kezd.

Az Imagel szoftver alkalmazasaval minden képen megmértiik az adott hullamfront két expozicids

« s

id&beli kiilonbséget vezetett be a két proba impulzus kozo6tt. A pumpa impulzus beesése utani adott
pillanatban az aktudlis tdvolsagot (s) a fix id6beli kilonbséggel (t) elosztva, ki tudtuk szamitani a
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hulldmfront atlagos terjedési sebességét a két proba impulzussal megorokitett két pillanat kozott,
azaz egy adott késleltetés esetén (36. abra).

35. abra Gyorsfényképezéses felvételek a meloxicam desztillalt viz kozegbeli impulzuslézeres
abldciojardl (A = 1064 nm, F = 18 J/cm?). (a)-(f) A hulldmfront kialakuldsa és terjedése két
id6pontban, t = 8 ns idébeli kiilonbséggel, duplan exponalva; (c)-(f) a kavitacids buborék

keletkezése és méretvaltozasa. [156]
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36. abra A meloxicam desztillalt viz kdzegbeli impulzuslézeres ablacija (A = 1064 nm, F = 18 J/cm?)
soran keletkez6 hullamfront terjedési sebességének id6fliggése. [156]

Az adatpontok azt mutatjdk, hogy az atlagos terjedési sebesség meghaladja a vizbeli hangsebességet
(vw), majd az id6é muldsaval csokkené tendenciat kovet, fokozatosan kozelitve a vw = 1480 m/s
értékhez. Mivel a I6késhulldm elhagyta a latomez6t, 200 ns késleltetés utdn nem tudtunk sebesség
adatokat meghatérozni, igy a telitédés 1550 m/s korili értéknek tlnik. A 33. abra grafikonjan
bemutatott hulldmfront terjedési mérések alapjan azonban feltételezhetjik, hogy a telit6dési érték
végul vy = 1480 m/s kordl lesz.
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Osszefoglalva, a kezdeti 16késhullam néhany tiz vagy szaz nanoszekundumon beliil akusztikus
hullamma alakul, az alkalmazott energias(r(iségtdl fliggben.

6.1.4 Gydgyaszati alkalmazhatosag

A gydgydszati alkalmazhatdsag elemzése keretében a kolloid oldat stabilitasat, a keltett részecskék
oldékonysagat, citotoxicitasat és gyulladascsokkentS hatdsat vizsgaltuk.

A felhasznalds szempontjabdl megfontolandd tényez6 a kolloid oldat id6beli stabilitasa. A desztillalt
vizbeli PLAL eljarassal (A=532nm, F=9,4J/cm? impulzusszam: ~43.200 impulzus) keltett
részecskék Ulepedését extinkcids spektroszkdpiaval tanulmanyoztuk. A minta a kolloid oldat, a
referencia desztillalt viz volt. Az ablaciét kovet6en a minta azonnal bekerilt a spektrométerbe, majd
adott id6kozonként felvettiik az extinkcids spektrumot (37. dbra).

Extinkci6 [egys.]

' 255 ' 2;0 ' 2;5 ' 360 ' 3&5 ' 350 ' 3;5 ' 460 ' 455 ' 450
Hullamhossz [nm]
37. dbra A meloxicam desztilldlt viz kdzegbeli impulzuslézeres ablacidja (A = 532 nm, F = 9,4 J/cm?)
soran eldéallitott kolloid oldat extinkcidjanak valtozasa az ablacié utani kiilonbo6z6 id6pontokban.
[154]

A A=360nm korili karakterisztikus csucs intenzitasanak valtozasat is abrdzoltuk az ablaciét
kdvetben eltelt id6 fliggvényében (38. dbra - z6ld korong). A 150 Ords vizsgdlat soran azt
tapasztaltuk, hogy ezen csucs intenzitasa el6szor csokkent, elért egy minimumot, majd korilbeldl
50 dra elteltével novekedni kezdett, végil 90 dra koril beallt egy allandd értékre. Feltételezésiink
szerint a vizsgalt idGintervallumban két parhuzamos folyamat, lilepedés és oldddas zajlott, melyek
az extinkcid értékét ellentétes mddon befolydsoltdk. Kezdetben a nagyobb meloxicam részecskék
relative gyors Glepedése miatt csokkent az extinkcid értéke, a fényszdorast dontéen okozé részecskék
leslllyedése miatt. Kés6bb a lassabb és igen kismérték( kémiai oldddas kovetkeztében lassu
novekedést tapasztaltunk az extinkciéban.

Analitikai todmegméréssel megallapitottuk, hogy a besugarzds (A=532nm, F=9,4)/cm?

impulzusszam: ~43.200 impulzus) sordn 3,5 mg anyag tavozott el a céltargy meloxicam tablettabdl.

Tehat az extinkcids vizsgalatnak aldvetett, PLAL eljarassal elSallitott kolloid oldat esetében 3,5 mg

anyag volt jelen 20 m/ desztilldlt vizben részecske vagy oldott anyag formajaban. Ez alapjan
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referencia oldatot készitettiink: 3,5 mg referencia, gyari meloxicam port kevertiink 20 m/ desztillalt
vizbe, majd homogenizdlas céljabdl 2 percig ultrahangos kadba helyeztiik és razattuk. Az igy
el6allitott oldatot a PLAL eljarassal el6allitott kolloid oldattal azonos extinkciés méréssorozatnak
vetettik ald (38. abra — fekete 6tszdg). A referencia oldat extinkcidja igen alacsony volt és minimalis
novekedés volt csak megfigyelhet6 az id6 mulasaval. Az alacsony alap extinkcié oka lehetett, hogy a
meloxicam por igen kicsiny része eshetett a spektrométer altal vizsgalt folyadékoszlop kozépsd
részébe, mivel a meloxicam por legnagyobb része azonnal a klivetta aljara sullyedt vagy a desztillalt
viz felszinén lebegett, nem keveredett. Nagyjabdl 60 dra elteltével az extinkcid értéke novekedésnek
indult, majd beallt egy konstans értékre, amely feltevésiink szerint megfeleltethet6 a meloxicam
beoldddasanak, illetve az oldat telit6désének.
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38. abra A meloxicam desztilldlt viz kdzegbeli impulzuslézeres ablacidja (A = 532 nm, F = 9,4 J/cm?)
soran el&allitott és a referencia kolloid oldat A = 360 nm koruli karakterisztikus extinkcids
csucsanak intenzitasvaltozasa az ablacid utan eltelt id6 fliggvényében. [154]

Az oldhatdsagi vizsgalatok azt mutattak, hogy minden alkalmazott |ézer hulldmhossz esetén a PLAL
madszerrel elGallitott részecskékbdl nagyobb mennyiségli meloxicam oldhato puffer oldatban, mint
a referencia meloxicam porbdl (39. abra).
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39. abra A referencia meloxicam por (Mx. ref.) és a kiilonb6z6 hullamhosszak (248 nm, 532 nm,
1064 nm) esetén, azonos energias(riséggel (F = 9,4 J/cm?) elSallitott mintdk oldékonysagi adatai.

[156]
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A referencia meloxicam telitési koncentraciéjahoz (0,043 mg/ml) képest kilenc-, négy- és
nyolcszoros telitési koncentracié novekedést mértiink, amikor a 248 nm, 532 nm és 1064 nm
hulldmhosszon PLAL segitségével elGallitott meloxicam részecskéket oldottuk fel. Mennyiségileg ez
rendre 0,388 + 0,0605 mg/ml (A =284 nm esetén), 0,163 + 0,004 mg/ml (A =532 nm esetén) és
0,327 £ 0,026 mg/ml (A = 1064 nm esetén) telitési koncentracidt eredményezett.

A toxicitdsi hatarértéket ugy hatdroztuk meg, mint a legmagasabb koncentraciot, amely mar 100%-
os sejtéletképességet, azaz 0%-os citotoxicitast biztosit. A meloxicam terapids ddzisa a forgalomban
lévé gydgyszerekben 7,5 vagy 15,0 mg mennyiség( per os és ennek az adagnak az 1/10 része ajanlott
tid6be juttatdsra [239], [240], ezért a citotoxicitasi vizsgalatokhoz 1 mg/ml koncentraciét
vélasztottunk maximalis vizsgalati koncentraciénak. A referencia meloxicam 0,125 mg/ml alatti
koncentracidban nem mutatott toxicitast [232]. A citotoxicitasi mérések azt mutattak, hogy a PLAL
eljarassal A =248 nm és 1064 nm hullamhosszakon el&allitott mintak 0,125 mg/ml koncentracio
alatt nem mutattak mérheté citotoxikus hatdst, mig A = 532 nm esetén a nem toxikus hatarérték
0,016 mg/ml koril volt (40. abra). A PLAL altal A =248 nm és 1064 nm-en elGallitott mintak a
referencia meloxicammal azonos citotoxicitasi tartomdnyban voltak, mig a A=532nm
hullamhosszon generalt vegyilet volt a leginkabb toxikus. Ezeket a meghatdrozott citotoxicitasi
hatarérték koncentracidkat hasznaltuk a gyulladascsokkenté mérésekben.
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40. abra A kiilonb6z6 hulldmhosszak (248 nm, 532 nm, 1064 nm) esetén, azonos
energias(ir(séggel (F = 9,4 J/cm?) elBallitott mintakkal kezelt A549 sejtek életképesség adatai az
alkalmazott koncentracié fliggvényében. [156]

A gyulladascsékkentd hatas teszteléséhez LPS-t, egy erds proinflammatoérikus agenst hasznaltunk az
A549 sejtek IL-6 termelésének novelésére [241]. A PLAL eljarassal elSallitott gydgyszermintakkal
vald kezelést kovetGen az IL-6 tartalom mérésével jellemeztiik és hasonlithattuk Ossze a
gyulladascsokkentd hatasukat. A hozzdadott LPS jelent6sen megemelte az IL-6 relativ expresszidjat
a kezeletlen csoporthoz képest. Az IL-6 relativ expresszidja megnégyszerez6dott az LPS kezelt sejtek
esetében (4,2+0,2) a kezeletlen sejtekhez (1,1 +0,2) képest. Osszehasonlitva az IL-6 relativ
expressziojat az LPS + ablacidval el6allitott mintaval és a csak LPS-sel kezelt sejtek esetében, azt
talaltuk, hogy az UV (A=248nm) és IR (A=1064 nm) lézeres ablacidval elGallitott mintak
hozzdadasaval kisebb mértéki csokkenést (~25%), a VIS (A = 532 nm) lézeres ablacioval elGallitott
mintak hozzaaddasaval pedig jelentGs csokkenést (~75%) tudtunk elérni (41. dbra (a)). Kvantitativan
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ez az UV esetében 3,1+ 1,5, a VIS esetében 0,8 + 0,4, az IR esetében pedig 2,8 + 1,1 relativ IL-6
expressziot eredményezett.

Annak megdllapitdsdra, hogy ezek a relativ expresszids szintek korreldlnak-e a fehérjeszintekkel,
ELISA méréseket végeztiink a felliliszéban 1évé IL-6 koncentracié meghatdrozasara (41. dbra (b)). A
kezeletlen csoportban nem volt mérhetd IL-6 szint. A kezeletlen sejtekhez képest (0,0 + 0,0 pg/ml)
az IL-6 koncentracidja az LPS kezelés hatasara jelentsen megné6tt (49,4 + 7,3 pg/ml-re). Amikor az
LPS kezelt sejtekhez referencia meloxicamot adtunk, az IL-6 koncentracidja 20%-kal csokkent
(39,9 £ 2,9 pg/ml-re) a csak LPS-sel kezelt sejtekhez képest. Az LPS kezelést kbvet6en a lézeres
ablacidval el6allitott mintak hozzdaddsa jelent6sen csokkentette az IL-6 koncentracidjat: rendre
89%-kal (5,6 + 2,9 pg/mi-re), 95%-kal (2,5 + 0,4 pg/ml-re) és 78%-kal (10,7 + 0,8 pg/ml-re) az UV, VIS
madszerrel elGallitott minta jelent6s gyulladascsdkkentd hatdst mutatott, sokkal erGsebbet, mint a
referencia meloxicam. A mérések alapjan a A = 532 nm-en el&allitott minta rendelkezett a legjobb
gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal, a citotoxicitasi mérések alapjan alkalmazott legkisebb
ddzissal torténd kezelés ellenére.
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41. abra Az IL-6 (a) relativ expresszidja és (b) koncentracidja a kezeletlen (Kezeletlen), LPS-sel
kezelt (LPS), illetve LPS-sel és PLAL eljarassal kiilonb6z6 hulldmhosszakkal (248 nm, 532 nm,
1064 nm), azonos energiasir(iséggel (F = 9,4 J/cm?) el&éllitott szuszpenzidkkal/ kolloid oldatokkal
kezelt (LPS + 248 nm, LPS + 532 nm és LPS + 1064 nm) A549 sejtek esetén. Az IL-6 koncentracio
esetén (b) az LPS-sel és referencia meloxicam szuszpenzidval (LPS + Mx. ref.) kezelt A549 sejtekre
vonatkozd adat is fel lett tlintetve. [156]

6.1.5 Osszefoglal6 a nanoszekundumos ablaciérél
A meloxicam desztillalt vizben tortén6é nanoszekundumos impulzuslézeres ablacidéja mindharom
vizsgalt hullamhosszon hatékony és vegyszermentes részecskeméret csokkentési, oldékonysag

javitasi technikanak bizonyult.
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Az FTIR, Raman spektroszkdpiai és HPLC-MS vizsgalatok azt mutattak, hogy a kémiai bomlas a
részecskékben elhanyagolhatd volt az ablacid soran, a meloxicam impurity B viszonylag kis
mennyiségben volt jelen a meloxicam mellett.

A részecskék megérizték kristalyossdagukat és morfoldgidjuk toredezett kristaly darabokra
hasonlitott. A meloxicam részecskék kezdeti ~30 um-es méretét néhdny szaz nanométer és néhany
mikrométer kozotti mérettartomanyura lehetett csokkenteni, ami optimalis a tlid6be juttatashoz
[69].

A termalis szamitdsok azt igazoltdk, hogy minden egyes beesé lézerimpulzus hatasara a céltargy
legfels6 rétege (~100 nm—parum) a paraméterektsl fliggben kozelitéleg a 103-10°K
hémérsékletet is eléri, aminek hatasara a relevans rétegben a meloxicam elbomlik és a
bomlastermék eltdvozik. FeltehetGen a gyorsan bekdvetkez6 hémérséklet-, nyomasvaltozas, tagulas
Iokéshulldmot eredményez, ami a visszamaradt felszinb6l részecskéket szakit, tor ki. A
gyorsfényképes elemzés megerGsitette, hogy a mechanikai apritas, a lézer indukalt 16késhullam
hatdsa a részecskék méretcsokkenéséhez vezet f6 folyamat.

Az extinkcids vizsgalat alapjan informaciot nyertiink a kolloid oldatban lejatsz6dé llepedési és
oldédasi folyamatok id6skalajardl, ami alapot adhat a tovabbi formulalds tervezéséhez. A lehetséges
gyogyszeripari alkalmazhatdsagot alatdmasztja a lézeres abldcidéval elGallitott mintak
oldhatésaganak jelentds (4—8—-9-szeres) referencidhoz viszonyitott névekedése. A PLAL technikaval
elGallitott szuszpenzidk hasonléd (~0,125 mg/ml A =248 és 1064 nm-en) vagy jelentGsebb
(~0,016 mg/ml \ = 532 nm-en) citotoxikus hatasa ellenére a gyulladdscsokkentd hatasuk kivald volt
(az IL-6 koncentracidja 89, 95, illetve 78%-kal csokkent), nagymértékben meghaladtak a referencia
meloxicamét (20%). A kapott oldhatdsagi, citotoxicitas és gyulladascsokkentd tulajdonsagok alapjan
arra szamitunk, hogy a PLAL technikaval apritott részecskék alkalmazasaval Iényegesen kisebb
gyogyszerddzis mellett is elérhet6 ugyanaz a terapids hatas.

A nanoszekundumos impulzuslézeres ablacidval desztillalt vizben el6allitott meloxicam részecskék
alkalmasak lehetnek per os vagy pulmonalis beaddasra. Alternativaként a vizben szuszpendalt
meloxicam szilard koztes termékké alakithatd at kilonboz6 gydgyszerformak (tablettdk, kapszulak
vagy szdrazpor-inhalatorok stb.) elGallitasahoz.

6.2 Femtoszekundumos ablacié

6.2.1 Kémiai analizis

A kémiai analizis keretében FTIR, Raman spektroszkdpiai és HPLC-MS vizsgalatokat végeztiink mind
a PLA, mind a PLAL technikaval elGallitott mintak esetében.

Az FTIR analizis keretében az energias(rliség és az alkalmazott kozeg befolyasold hatasat

tanulmanyoztuk. A spektrumok ,fingerprint” régidjat vizsgalva megallapithattuk, hogy a PLA és a
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PLAL altal kiilonb6z6 energias(irliségek esetén |étrehozott részecskék spektrumai szoros
hasonldsdgot mutattak az eredeti meloxicam spektrumaval (42. dbra). A karakterisztikus csucsok a
vart hullamszamoknal jelentek meg és a vizsgdlt tartomdanyban az energias(r(iség valtoztatasa sem
eredményezett szignifikans eltérést. Mindazonaltal kisebb valtozdsokat lehetett felfedezni a csicsok
relativ intenzitdsaban (pl.: 1260 1/cm koril) és alacsonyabb energias(rliségek esetén a
keletkezett/vizsgalt részecskék kisebb mennyisége miatt romlott a jel/zaj viszony.
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42. abra Az energias(r(ség valtoztatas FTIR spektrumra gyakorolt hatdsanak vizsgalata (a)
leveg6beli (PLA), illetve (b) desztillalt viz kozegbeli (PLAL) eljaras (f = 10 Hz) esetén, a referencia
meloxicam por (Mx. ref.) spektrumaval 6sszevetve. Az 6sszehasonlithatésag érdekében minden

spektrum az 1550 1/cm korili csicsra normalt. [155]

Az energias(r(iséget tovabb novelve, valamint az ismétlési frekvenciat szdzszorosara emelve nem
tapasztaltunk jelentGs véltozast (43. abra).
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43. dbra A kilonboz6 kozeg FTIR spektrumra gyakorolt hatasanak vizsgélata a leveg6beli (Mx. PLA)
és a desztilldlt viz kdozegbeli (Mx. PLAL) impulzuslézeres ablaciéval (F = 1,9 J/cm?, f = 1 kHz)
elGallitott mintak, illetve a referencia meloxicam por (Mx. ref.) esetén. Az 6sszehasonlithatdsag
érdekében minden spektrum az 1550 1/cm kordli csicsra normalt. [157]
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Osszevetve a PLA és a PLAL eljarassal el@allitott részecskék, illetve a meloxicam referencia
spektrumat, megallapithatd, hogy a viz kdzegbeli ablacid esetén nem tortént jelentds valtozas, mig
a levegbbeli folyamat nyoman a kordbbiakban leirt relativ intenzitasvaltozdsok megjelentek.

Az FTIR spektrum valtozasa utalhatna kémiai médosuldsra, bar degradacid esetén a karakterisztikus
csucsok hidnyat vagy Uj csucsok megjelenését varnank, amit itt nem tapasztaltunk. Emellett az IR
spektrum alakjat befolyasolhatja a minta kristdlyossagi allapota, strukturdlis mdédosulasa is, ami
jellemzdéen a csucsok eltoldddsdban és kiszélesedésébe mutatkozik meg [242]-[245].

Mind a PLA, mind a PLAL technikdval generdlt részecskék spektrumai j6 egyezést mutattak a
referencia meloxicam Raman spektrumaval (44. dbra), a karakterisztikus csucsok jelen voltak és a
relativ intenzitdsok is hasonldk voltak. A Raman spektroszkdpiai vizsgalatok sordn egy adott mintan
belll valtozatos helyeken vettiink fel spektrumot, hogy atfogd képet, értékelhets spektrumokat
kapjunk. A mérések sordn a berendezés rendszeresen figyelmeztetett fellépé6 fotofluoreszcenciara,
fotokémiai reakciok okozta ,kifehéritésre” (photobleaching), illetve t6bb esetben igen rossz volt a
jel/zaj viszony. Osszességében a Raman spektroszkdpia meger@sitette az FTIR eredményeket,
miszerint az ablaciés folyamat eredményeképpen nem tortént szignifikans kémiai valtozas.
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44, abra Az energias(riség valtoztatas Raman spektrumra gyakorolt hatasanak vizsgalata (a)
leveg6beli (PLA), illetve (b) desztillalt viz kozegbeli (PLAL) eljaras (f = 10 Hz) esetén, a referencia
meloxicam por (Mx. ref.) spektrumaval 6sszevetve. Az 6sszehasonlithatésag érdekében minden

spektrum az 1530 1/cm kordili csicsra normalt. [155]

Az F=1,9J/cm? f=1kHz abliciés paraméterek esetén dsszevetve a PLA és a PLAL eljarassal
elGallitott részecskék, illetve a meloxicam referencia Raman spektrumat (45. abra), a
karakterisztikus csucsok megjelentek és a csucsok relativ intenzitdsaban kicsi eltérést tapasztaltunk
(pl.: 1600 1/cm koriil), valamint az ablaciéval elGallitott mintak esetén a jel/zaj viszony rosszabb volt.
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45. abra A kilonb6z6 kozegek Raman spektrumra gyakorolt hatdsanak vizsgalata a leveg6beli (Mx.
PLA) és a desztilldlt viz kbzegbeli (Mx. PLAL) impulzuslézeres ablacidval (F = 1,9 J/cm?, f = 1 kHz)
elGallitott mintdk, illetve a referencia meloxicam por (Mx. ref.) esetén. Az 6sszehasonlithatésag

érdekében minden spektrum az 1530 1/cm korili csicsra normalt. [157]

Az dsszetétel és a bomlastermékek azonositasa céljabol az F = 1,9 J/cm? és f = 1 kHz paraméterekkel
el6allitott mintakat vizsgaltunk HPLC-MS mérésekkel.

A nanoszekundumos ablaciénal (6.1.1 Kémia analizis) tapasztaltakhoz hasonld eredményt kaptunk
femtoszekundumos ablacio esetén a PLA és a PLAL eljaras esetén is. A keletkezett anyag tulnyomé
része meloxicam (C14H13N304S;, 24. abra (a)) volt, ami mellett a C4HsN,S 6sszegképlet(i (24. dbra
(b)) meloxicam impurity B-t [227]—-[229] azonositottuk. A meloxicam impurity B meloxicamhoz
viszonyitott relativ mennyiségét a csucs alatti terliletek 6sszevetésbél hataroztuk meg. A PLA
eljarassal el6allitott minta esetén a nanoszekundumossal Osszevethet§ (<5%) volt a relativ
mennyiség, mig a femtoszekundumos PLAL technika esetén szignifikdnsan magasabb aranyban
(~20%) volt jelen a meloxicam impurity B (46. abra). A PLAL esetén megnovekedett bomlastermék
arany lehet a folyadék kozegbeli 1ézeres fragmentacidnak az eredménye, vagyis a folyadékban
felhalmozddo részecskék tovabbi lézerimpulzusokkal vald kdlcsonhatasanak a kovetkezménye. Az
elézetes tesztek alapjan a nanoszekundumos ablacié sordn elhanyagolhaténak tekintettik ezt a
jelenséget, de a femtoszekundumos ablacié folyaman alkalmazott, jelent6sen nagyobb ismétlési
frekvencia esetén mar szamottevé lehetett a fragmentacid és az altala kivaltott degradacié. Tobb
publikaciéban [70], [148]-[150] foglalkoztak lézeres fragmentacidval, mint méretcsokkentd
eljardssal, ahol a kémiai roncsolddas szignifikans volt. Tapasztalatuk szerint az intenzitas névelésével
csokkent a részecskeméret és n6t a degradacido mértéke. Ez alapjan megfontolandé lehet a nagy
ismétlési frekvencia esetén a PLAL eljaras soran az dramlasos elrendezés alkalmazasa, amely a
lézeres ablacio soran keltett részecskéket elvezetik a besugarzott térrészbdl.
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Mx. impurity B meloxicamhoz viszonyitott
relativ csucs alatti terllete [%]
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Vizsgalt technikak

46. abra A meloxicam impurity B meloxicamhoz viszonyitott relativ csucs alatti terilete
[(Terlletimpuritys/Teriiletmeloxicam)-100%] a PLA és a PLAL technikak (F = 1,9 J/cm?, f = 1 kHz) esetén.
[157]

6.2.2 Morfologia és méret

A morfoldgiat és a részecskeméretet XRPD spektrumok, DSC gorbék, SEM felvételek, illetve a PLA
esetében SMPS mérések alapjan hataroztuk meg.

A femtoszekundumos ablacioé alkalmazasakor tapasztaltunk olvadasra utalé jeleket és mivel a kémiai
Osszetétel dontéen sértetlen maradt, igy felmerilt, hogy esetlegesen amorfizacié is
bekdvetkezhetett.

Az XRPD hagyomanyosan alkalmazott technika a gyégyszerészetben kristalyossag karakterizaldsara,
a Bragg-csucsok hianya és a diffuz halo (széles, laposabb gorbe) jelenléte tipikusan amorfizdciora
utal [98], [246]. Az amorfizacid vizsgalata sordn az XRPD mérést gyakran egészitik ki DSC gorbe
felvételével, ahol az olvaddsi endoterma alacsonyabb hémérséklet felé torténd eltoldodasa vagy
ellaposodasa szintén amorf szilard anyag jelenlétére utal [98].

A meloxicam amorfizacidjanak egyértelm( megadllapitasa kapcsdn nehezit6 tényezd, hogy tiszta
amorf formajarél semmilyen irodalmi adat nem all rendelkezésre.

Az XRPD spektrumokhoz az F=1,9J/cm? és f=1kHz paraméterekkel el&allitott részecskéket
hasznaltuk fel és minden vizsgalathoz azonos tomegl mintat mértiink be (47. abra).

A lézeres ablacidval el6allitott mintdk esetén szignifikdnsan lecsokkent a jel intenzitasa, példaul a
~25,94° csucs esetén a referencia meloxicam intenzitdsahoz képest a PLAL esetén negyedére, mig
a PLA esetén tizedére csokkent. A leger6sebb cslcsok mindegyik esetben a vart szognél jelentek
meg, mig a kisebbek az ablalt mintak esetén elvesztek a zajban.
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47. abra A kilonb6z6 kozegek XRPD spektrumra gyakorolt hatdsdnak vizsgdlata a leveg6beli (Mx.
PLA) és a desztilldlt viz kbzegbeli (Mx. PLAL) impulzuslézeres ablacidval (F = 1,9 J/cm?, f = 1 kHz)
elGallitott mintdk, illetve a referencia meloxicam por (Mx. ref.) esetén, azonos minta tomeget
bemérve mind a hdrom esetben. [157]

Az XRPD spektrumok vizsgalata soran nem tapasztaltunk az irodalomban részletezett, amorfizaciéra
utald kiszélesedést, latszélag csak a jel intenzitasaban volt vdltozas amikor azonos tomegeket
vizsgaltunk. Az XRPD jelintenzitas csokkenését tébb tényezé is el§idézheti és az amorf meloxicam
spektruma nem ismert, igy csupan azt allapithatjuk meg, hogy az ablacié révén apritott részecskék
kristalytani tulajdonsagai eltérnek a kiindulasi meloxicamétdl. Morfoldgiai megfigyeléseink alapjan
az a sejtésiink, hogy az amorfizacié okozhatta a legf6bb valtozast, de az XRPD spektrumok ezt nem
tették bizonyossa. A 47. dbra spektrumai alapjan elképzelhetd, hogy a lézeres ablacié soran mind
levegd, mind desztillalt viz kbzegben a keltett részecskék jelent8s része amorfizalddik, amik igy nem
adnak hozza vagy nagyon széles, elnyult halo-t adnak az XRPD jelhez, mig a kisebb aranyban az
ablacid soran keletkez6 kristalyos vagy re-krisztallizacié eredményeképp létrejott részecskék Bragg-
csucsai mutatkoznak meg a spektrumban. A mérések alapjan valdszind, hogy a PLA eljaras soran a
kristalyossag jelentésebben csokken, mint a PLAL alkalmazasakor.

Az FTIR, Raman és XRPD spektrumok vizsgalata alapjan megallapitottuk, hogy a lézeres ablacidval
elGallitott mintdak meg6rizték a kiindulasi anyag polimorf allapotat, ami az enolos/ | forma
(modosulat) volt [247].

Az XRPD mérés sordn vizsgalt mintdk (F=1,9J/cm? f=1kHz) DSC gorbéit is felvettik, a
kristalyossagbeli valtozasok elemzése céljabdl (48. dbra).

A referencia meloxicam DSC gorbéjéhez viszonyitva a |ézeres ablacidval elGallitott mintak esetén
alacsonyabb hémérsékletek felé tolddott az endoterm olvaddsi csiucs, amely ellaposodott,
kiszélesedett. Az XRPD-hez hasonldan, itt is a PLA minta tért el jobban a kiindulasi anyagtél. Ez
alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a |ézeres ablacidval el6allitott mintdkban amorf fazis is jelen
lehet a kristalyos mellett. Szamszer(ien az endoterm csucsok a PLA, a PLAL és a referencia minta
esetén rendre a 248,91 °C, 254,47 °C és 264,78 °C értékre estek. A PLA goérbe estén egy kis
intenzitasu, exoterm kett6s csucs taldlhaté 90-100 °C kornyékén, ilyen karakterisztikaval a
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kristalyosodasi folyamatok jellemezhetdk, emellett a PLAL esetén 180 °C koril van egy |épcsé,
amilyen jellegl valtozast tipikusan az Gvegesedési atmenethez tarsitanak [248], [249].

a) b)
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48. abra (a) A kiilonbo6z6 kdzegek DSC gorbére gyakorolt hatasanak vizsgélata a (b) leveg6beli (Mx.
PLA) és a (c) desztillalt viz kbzegbeli (Mx. PLAL) impulzuslézeres ablaciéval (F = 1,9 J/cm?, f = 1 kHz)
el6allitott mintak, illetve a referencia meloxicam por (Mx. ref.) esetén. [157]

Az elektronmikroszkdpos vizsgalatok soran feltérképeztiik az energias(ir(iség, a kozeg és az ismétlési
frekvencia keltett részecskékre gyakorolt hatasat. A SEM felvételek alapjan megallapithatd, hogy a
referencia porhoz viszonyitva szignifikans részecskeméret csékkenést értiink el a lézeres ablacidval
(49. abra).

Az energiaslrlség valtoztatdasa 6nmagaban nem okozott szembet(in6 valtozdst a részecskék

« 7oz

Az ablacié kozege azonban jelentdsen befolydsolta a keletkezett részecskék morfoldgidjat, ami
feltehet6en az eltérd részecskekeltési mechanizmusoknak készonheté.
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Mx. PLA

Mx. PLAL

50.0um

i
15.0kV 11.4mm x1.00k SE(U)

(R B e
10,0KV 16.1mm 5,00k >E|u 10.0um / 16.5mm x5.00k SE(U)

'
10.0um

49. abra SEM képek a forgalmazott meloxicam porrél (Mx. ref) aPLA (Mx PLA) és a PLAL (Mx.
PLAL) eljarassal (F = 1,2 J/cm?, f = 10 Hz) el&allitott részecskékrél.

[155]

A PLA eljarassal, f = 10 Hz ismétlési frekvencidval elGallitott részecskék (50. abra) hdrom csoportba

Nagyitasok: (a)-(c): 1k; (d)-(f): 5k.

sorolhatok: (a) egyenetlen felszinli gombok: a részecskék alapja gombnek tlnik (atméré

pokhald jellegli strukturat alkotva.

10.0kV 16.3mm x10.0k SE(V)

10.0kV 16.3mm x50.0k SE(U)

50. abra SEM képek a sz(ir6n dsszegy(ijtott PLA (Mx. PLA) eljarassal (F = 1,5 J/cm?, f = 10 Hz)
el6allitott részecskékrél: (a) egyenetlen felszinl gombok téglatestekkel, lamelldkkal boritva; (B)
sima felszinli gombok; (y) apré gombolyd részecskék lancokba rendez6dve, pokhalé jellegl

strukturat alkotva. Nagyitasok: (a): 10k; (b): 50k. [155]

86

:~2-3 um),
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A PLAL technikaval, f =10 Hz ismétlési frekvenciaval elGallitott részecskék (51. dbra) kupacokba
tomoriltek, feltehet6en a csepp szdradasa soran. A részecskék egy része (8) kristalyos jellegti volt,
toredezett Gvegdarabokra hasonlitott, éles hatarvonalak és sima fellletek jellemezték. Emellett (€)
lekerekitett élekkel rendelkez6, amorf jellegli részecskék és (T) alaktalan, Osszedllt
(aggregalddott/agglomerdlddott) anyagtomeg is megfigyelhet volt a hattérben.

Mx. PLAL

15.0kV 12.0mm x10.0k SE(U) A‘ 15.0kV 12.0mm x50.0k SE(U) |
51. dbra SEM képek a PLAL (Mx. PLAL) eljarassal (F = 1,5 J/cm?, f = 10 Hz) el&allitott, sziliciumlapon
a csepp szaraddsat kovetben visszamaradt részecskékrdl: (8) kristalyos jellegd, (€) lekerekitett,

amorf jellegli részecskék és (T) alaktalan, 6sszeallt anyagtomeg. Nagyitasok: (a): 10k; (b): 50k. [155]

Az ismétlési frekvencia novelésének morfolégiara gyakorolt hatdsa is nyomon kévethet6 a SEM
felvételeken. Az ismétlési frekvenciat a korabban alkalmazott (f = 10 Hz) szazszorosara noveltiik:
f=1 kHz paraméterrel allitottuk el az alabbi mintdkat. A frekvencia valtoztatasaval egy id6ben az
energiaslrlséget is tovabb noveltiik, de a kordbbi tapasztalatok alapjan feltehetéen nem az F
valtoztatdsanak hatasat latjuk a morfoldgian.

A PLA eljarassal, f=1kHz ismétlési frekvencidval és F=1,9J/cm? energias(r(iséggel elSallitott
részecskéket (52. abra) két kategdridba lehet besorolni: (n) sima felszinl gombdk széles
mérettartomanyban (dtméré: ~0,1-5,0 um); illetve (0) rudak/ palcikak
(~1,5 um x 0,25 um x 0,25 um). A frekvencia véltoztatdsdnak hatdsdra az f = 10 Hz esetén tipikus
egyenetlen felszinl gombok (50. abra a), illetve a lancokba rendezddott, kozelitéleg monodiszperz
méretd, kicsiny gombolyl részecskék (50. dbra y), egyarant eltlintek. Ellenben, f = 1 kHz esetén a
sima felszin( gdmbok, az 50. dabra B részecskéihez hasonldk voltak megfigyelhetSk, csak szélesebb
méreteloszlasi tartomdanyt lefedve. Bar nanorészecske lancolatok nem voltak jellemzdék, a sima
fellletl, valtozatos méretl részecskék sok esetben 0Osszekapcsolddtak, megfigyelhet6 volt
nyakasodas. Ezen felll rddszer(, kristaly jellegl részecskék is megjelentek tipikus dimenzidkkal és
random iranyultsaggal, ami az alacsonyabb frekvencian nem volt jellemzé.
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52. dbra SEM képek a sziir6n dsszegy(ijtott PLA (Mx. PLA) eljarassal (F = 1,9 J/cm?, f = 1 kHz)
elGallitott részecskékrdl: (n) sima felszinli gombaok; illetve (0) rudak/palcikak. Nagyitasok: (a): 10k;
(b): 50k. [157]

A PLAL eljards esetén kisebb morfoldgiai valtozast okozott csak az ismétlési frekvencia megnovelése.
Az f =1 kHz és F = 1,9 J/cm? paraméterekkel el&allitott részecskék (53. dbra) sem voltak egyesével
elkiilonithetSk, halmazokba tomoriiltek, feltehetGen a csepp szaradasa miatt. A halmazokban voltak
(1) kristalyos jellegl, Uvegszildnkra hasonlitd, éles hatarvonall és sik feliiletekkel jellemezhet6
részecskék, valamint a hattérben (k) lekerekitett élekkel rendelkez8, amorf jellegli és alaktalan,
Osszeallt anyagtomeg volt taldlhatd. A szabdlytalan részecske halmazok feliilet/térfogat aranya

feltehet6en igen magas volt.

Mx. PLAL

fas g
1 1

53. dbra SEM képek a PLAL (Mx. PLAL) eljarassal (F = 1,5 J/cm?, f = 10 Hz) el&éllitott, sziliciumlapon
a csepp szaradasat kovetben visszamaradt részecskékrdl: (1) kristalyos jelleg(i részecskék, illetve (k)
amorf jellegli és definidlatlan anyagtomeg. Nagyitasok: (a): 10k; (b): 50k. [155]
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A femtoszekundumos ablacid minden paraméter kombindcidja soran kristalyos és amorf jellegi
részecskék keverékét figyeltik meg a SEM képeken, ami 6sszhangban van az XRDP és DSC mérések
alapjan valészindsitett kevert szilard fazis jelenlétével.

Az elektronmikroszkopos felvételek nem voltak alkalmasak méreteloszlas meghatarozasara sem a
PLA, sem a PLAL eljarassal generalt részecskék esetén, mivel nem lehetett megbizhatéan
elkuldniteni a részecskéket.

A PLA technika esetén adddott lehet6ség SMPS mérések elvégzésére, melynek keretében a
leveg6ben keltett részecskéket légaramlassal direkt médon a mérGeszkozbe vezettiik és felvettiik a
méreteloszlast kiilonb6z6 energiastirliségek (F = 0,7-1,5 J/cm?) estén. Az f = 10 Hz alkalmazasakor a
részecskehozam eltomitette az SMPS berendezést a mérés kozben, ezért a direkt méreteloszlas
méréshez csokkenteni kellett az ismétlési frekvenciat, f = 1 Hz paraméterrel dolgoztunk.

A PLA eljarassal (f=1Hz), kilonbozé energiaslrliséggel elballitott részecskék SMPS-sel
meghatdrozott méreteloszlasat az 54. dbra szemlélteti. Lathatd, hogy az energias(ir(iség noévelése
emelte a kihozatalt (részecskeszamot), de az eloszlasi gorbe lefutdasa és maximumanak helye nem
mutatott energias(irliség fliggést a vizsgalt tartomanyon. Ez a mérés is alatdmasztotta, hogy
szignifikdns méretcsokkenés érhet6 el a lézeres ablacidval a referencia por szemcseméretéhez
képest. A méreteloszlas széles tartomanyt lefedett, a részecskék korilbeliil a 60 nm és 1 um kdzotti
mérettartomanyba estek és legnagyobb szamban a 200-400 nm koz6tti részecskék voltak jelen. Az
eloszlds 1 um koruli ,vallasodasa” az SMPS detektaldsi mddszerére jellemzd tultoltédésbbl adodik,
ami statisztikus hibat vezet be, emelve a nagyobb méretli detektalt részecskék szamat. Ezt
figyelembe véve feltételezhetjik, hogy az ennél nagyobb részecskék szama nem volt jelent6s.

350 1,5 Jicm?
1,1 Jicm?
300 4 0,7 Jiecm?
250 +
%
o 2004
)
=
P4
T 150 A
100
50 4
O T
10 100 1000

Részecskeméret [nm]

54. abra Az energias(ir(iség valtoztatas részecskeméret eloszlasra gyakorolt hatasanak vizsgalata
PLA (f = 1 Hz) alkalmazasa esetén, SMPS technikaval végezve a mérést. [155]

Mivel az elektronmikroszkdpos vizsgalatok és az in situ SMPS mérések részecskeméret

meghatdrozasa mogott eltéré modszer, metodika all, ezért a kapott adatok eltérhetnek.

Az SMPS elemzéshez az abldlt részecskéket azonnal a mérémdszerbe vezettiik, a mért adatokat

azonban befolydsolja az SMPS rendszer atviteli fliggvénye és a 100 nm-es vagy annal kisebb

részecskéknek csak egy kis része jut el a detektorba az litkozések miatt. Ezen kivil az 1 um kordli,

illetve anndl nagyobb részecskék a légdrambdl torténd killepedés miatt elveszhetnek. Emellett az
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SMPS mi(szer nem tudja elkiloniteni a kordbban 0Osszedllt részecskéket, igy, ha
aggregdcio/agglomeracio zajlott le a detektdlds eldtt, akkor az aggregatum/agglomeratum effektiv
atmérdgjét hatarozza meg.

A SEM képek pontosabb adatokat szolgdltatnak a részecskék alakjarol, kiterjedésérél és
morfoldgidjardl, azonban a vizsgdlatot megel6z6en az Osszegylijtott részecskék termikus vagy
mechanikai kolcsonhatdsba kerllhetnek egymdssal vagy a kornyezettel. Példaul termikus
relaxacién, kristalyosoddson mehetnek keresztiil vagy a viszonylag kisebb részecskék nagyobb
strukturakat alkotva egyesilhetnek. Sok esetben a SEM felvételek alapjan nem dontheté el
egyértelmden, hogy kilonallé, egymasra rakodott részecskék vagy mar aggregdlt/agglomeralddott
részecskék alkotnak egy adott részecskecsoportot.

Mindazonadltal ez a két mddszer egymast kiegészit6 informdcidkat adhat az elSallitott részecskék
gyogyszeripari alkalmazasi lehetGségeir6l. Az SMPS mérések a részecskék/aggregatumok
aerodinamikai jellemzdit tikrozik, amelyek utdnozzdk azok potencialis orron at, tlid6be torténd
bevitelét, mig a SEM vizsgalatok mélyebb megértést nyujtanak a létrehozott képzédmények
tényleges morfoldgiajardl, az aktiv fellilet nagysagardl. Példaul a kordabban emlitett 100 nm-es,
lancokba rendezdd6 részecskék (50. dbra y) mar az SMPS mérések el6tt aggregalddhattak, ami azt
jelenti, hogy az SMPS valdszinlleg nagyobb effektiv méretet rendelt ezekhez a
részecskecsoportokhoz, de ez tiikrozi az aerodinamikai viselkedést. A SEM képek alapjan azonban
megallapithatjuk, hogy ezen 6sszekapcsolddott részecskék nagyon nagy szamban vannak jelen és
igen nagy felllet/térfogat arannyal birnak, ami kedvezd a gydgyszerek oldddasi sebességének
noveléséhez.

6.2.3 Mechanizmus feltarasa

A mechanizmus feltardasat a termalis adatok és az elektronmikroszkdpos vizsgalatok alapjan
kozelitettik meg.

A nanoszekundumos ablacidnadl alkalmazott termalis modell (6.1.3 A részecskekeltési mechanizmus
feltdrdsa) alap adatait atemelve femtoszekundumos esetben is meghatdrozhatjuk a x=6(A)
behatolasi mélységben a besugdrzds hatasara bekdvetkez6 AT(x) h6mérsékletvaltozast (6. tablazat)
a maximalis alkalmazott F energias(rliség esetén. Az esetleges nemlinearis effektusokat nem vettiik

figyelembe.
A F x=6(A) AT(x)
[nm] [J/ecm?] [nm] [K]
780 1,9 1613 7384

6. tablazat Termalis modell adatai és eredménye femtoszekundumos ablacié esetén.

Az femtoszekundumos besugérzas esetén a h6mérsékletvaltozds a 103 K nagysagrendbe esik és a
behatoldsi mélység mikrométer nagysagrendd. Ez alapjan a nanoszekundumoshoz hasonlé ablacids
mechanizmust tételezhetiink fel, ahol a besugarzas hatasara keletkezett 16késhulldam aprdézé hatasa
a meghatarozd, mig a legfelsd, abszorbeald réteg elbomlik.
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A mechanizmus jellege kapcsan a keltett részekék alakja egy kovetkezé tényezd, amit érdemes lehet
megvizsgalni mind a PLAL, mind a PLA esetében.

A femtoszekundumos PLAL eljarassal keltett részecskék (53. abra) esetén megfigyelhet6ek voltak a
nanoszekundumos folyadékbeli ablacid soran (26. abra) ldtottakhoz hasonld, toret jellegl
kristalydarabok, amik a korabban leirt mechanikai aprézédasi folyamathoz (6.1.3 A részecskekeltési
mechanizmus feltdrdsa) hasonlé modon johettek létre. Emellett a nagyobb ismétlési frekvencia
esetén a lézeres fragmentdcio is fontos szerepet tolthetett be a végtermék kialakitasaban. Az
egyenes élekkel és sik fellletekkel rendelkez6 darabok legtobb esetben amorf jellegl
anyagtomegbe agyazva voltak jelen. Ezen alaktalan anyag kapcsan kérdés, hogy vajon milyen médon
volt jelen eredetileg a folyadék kdzegben? Lehetséges, hogy oldott anyag formaban volt, amely a
szaritas soran nem tudott szabdlyos kristdlyrdcsba rendez6dni vagy részecskék voltak, amik az
ablacio soran vesztettek kristalyossagukbdl és ezen részecskék aggregalddtak/ agglomeralddtak a
csepp viztartalmanak elparolgasakor. Tovabbi lehet&ségként felmeril, hogy az anyagtomeg a HPLC-
MS vizsgdlat soran (6.2.1 Kémiai analizis) azonositott meloxicam impurity B vagy ezen melléktermék
és a meloxicam keveréke, és ezen eltéré kémiai Osszetételnek koszonhet6 a kristalyostdl eltéré
morfoldgia. Mivel a HPLC-MS azt mutatta, hogy a meloxicam mennyiségéhez viszonyitva is
szignifikdns aranyban van jelen a meloxicam impurity B a femtoszekundumos PLAL esetében, igy
feltételezhetjlk, hogy ez a morfolégiaban is megmutatkozhat. A lekerekitett élek kapcsan felvetédik
a termalis hatds, esetlegesen részleges olvadas, lagyulds lehetGsége is.

A részecskék alakja mellett az ablalt céltargy felszinét is vizsgaltuk. Alacsonyabb ismétlési frekvencia
(f=10 Hz) alkalmazasakor a megmunkalt felszint tlszerl és lemez jellegli, laminaris térmelék
boritotta (55. dbra), aldtdmasztva a mechanikai aprézasi modellt.

Mx. PLAL

10.0kV 13.0mm x50.0k SE(U)

55. dbra SEM képek a PLAL (Mx. PLAL) eljarassal (F = 1,5 J/cm?, f = 10 Hz) megmunkalt meloxicam
tabletta felszinrél, amit tliszerl és laminaris részecskék boritanak. Nagyitasok: (a): 10k; (b): 50k.
[155]
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Megemlitendd, hogy az f novelésével az ablalt felllet jellege is drasztikusan megvaltozott. Az
f=1 kHz ismétlési frekvencia esetén az ablalt felszint lekeritett kérvonalakkal rendelkezd, karfiol
jellegl finomstruktura boritotta (56. dbra), ami a szignifikdnsabb maradvany hg, olvadas eredménye
lehetett.

Mx. PLAL

10.0kV 15.5mm x10.0k SE(V) X 1 1.00um

56. abra SEM képek a PLAL (Mx. PLAL) eljarassal (F = 1,9 J/cm?, f = 1 kHz) megmunkalt meloxicam
tabletta felszinrél, amit lekeritett korvonalakkal rendelkezé, karfiol jellegl finomstruktura boritott.
Nagyitdsok: (a): 10k; (b): 50k. [157]

A femtoszekundumos PLA eljards soran keletkezett részecskék gémb alakja azonban mar nem
magyarazhatéd a mechanikai aprézéddsos modellel. A gobmb alak kialakuldsdra a legintuitivabb
keletkezési mechanizmus a halmazallapot valtozashoz, olvadashoz, parolgashoz kothet6.

A femtoszekundumos PLA (f =10 Hz) esetében megfigyelt harom f6 részecsketipus (50. abra)
feltehet6en kilonbozéképpen alakult ki.

A sima gombok (50. abra B) megolvadt és Ujra megszilardult részecskék lehetnek. Az olvadt
allapotban energetikai szempontbdél a gomb alak a legkedvez6bb, amely forma felvétele utan olyan
gyors dermedés zajlodhatott le, hogy a kristdlyrdcs nem tudott kialakulni. A
lamellakkal/téglatestekkel boritott gombok (50. abra a) esetében feltételezziik, hogy a kezdetben
sima gomb felszinén kialakult egy gdcpont, egy kristdlymag és a kristalyracsba rendezddés
megkezd6dott ebbdl a pontbdl. Ezzel magyarazhatdk a viragszer(ien, sugarirdnyba el6retord
tombok, amik a ,bokros"/ ,feny6tobozszer(" részecskék létrejottét eredményezték. Megemlitendd,
hogy az, hogy a részecske felszinén bekovetkezik-e ez a fajta kristalyosodas, re-krisztallizacio, az
fligghet a részecske térfogatatdl, hiszen ezen két tipus tagjai mas mérettartomanyba estek.
Morfoldgiailag ezek a részecskék hasonldsagot mutatnak a porlasztva szaritott részecskékkel [250]—
[252], azonban eltérés, hogy a PLA generdlt részecskék kisebb méretliek és nem tartalmaznak
adalékanyagot.

A halészerld strukturat alkotd kis gomb alaku részecskék (50. abra y) korabban megolvadt
cseppekbdl aggregalédhattak vagy a gazfazisbél kondenzalédhattak. Hasonld morfoldgiat irtak le az
irodalomban kilonbo6z6 szervetlen anyagok ablacidja soran. A femtoszekundumos lézer ablacioval
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elGallitott szilicium- és grafit nanorészecskék részletes vizsgalata alapjan a keletkezési
mechanizmust tobb alapfolyamatra osztottak fel: fellleti olvadds, atmenet tulkritikus folyadékba,
parolgas, anyagfelhé képz6dése, tultelitett gbz létrejotte, nanorészecske képz6dés kondenzacid
utjan, végiil a nanorészecskék 6sszekapcsolddasa hdldszerl aggregatumma [253]. Lézeres ablacidval
létrehozott szén aeroszol részecskék esetében fraktdl aggregatumokat irtak le [254], amelyek
hasonldak a SEM felvételeinken lathatd lancos, haldszer( strukturdkhoz. Az emlitett tanulmany
szerint az ilyen részecskék/képz6dmények kialakulasa egy haromlépcsGs egyszer(isitett modellel
irhaté le [255]: nukledcid, koagulacid és aggregacid, amely folyamat egészét az kedvezd energetikai
feltételek vezérlik. A |ézeres ablacidval létrehozott plazmaadllapotban az atomok 6sszelitkdzhetnek,
osszekapcsoldédhatnak, |étrehozva a nanorészecske magokat. Ezek az elsédleges részecskék ezutan
utkéznek egymassal, formalddnak és nagyobb gombdoket hoznak Iétre, amig a fellilet/térfogat arany
el nem éri az idedlis értéket. Ezt kovetben fraktdlos aggregdtumok jelennek meg, mivel az (itk6z6
részecskék kozott gyengébb, masodrend(i kotések alakulnak ki. [254]

Az ablacids frekvencia megnovelésével a morfolégidban is tapasztaltunk valtozast. A kristalyokkal
boritott gombdk (50. abra a) és a nanoaggregatum lancok (50. abra y) nem voltak tipikusak, széles
mérettartomanyt lefedd sima felszinl gombok (52. dbra n), illetve kristalyos jelleg, tlszer( palcikak
(52. abra 0) voltak jelen. Ez feltehet6en a nagyobb ismétlési frekvencidnak kdszonhetd, aminek
hatdsara a létrehozott anyagfelhd lokdlis s(irisége megndétt, a kordbban aggregatum lancokat
képezb részecskék nagyobb eséllyel ttkoztek és igy novekedtek. A kHz-es besugdrzas hatasara a
céltargyon bekovetkezd termalis hatds is intenzivebb lehetett a maradvanyhé miatt, igy a kordbban
esetleg visszamarado kristalyos gécok is teljesen megolvadhattak, nem keletkeztek ,toboz jellegli”
fellletek. A kristalyos fazist a tlszerd részecskék képviselték, amik feltehet6en nem térés, hanem
korlatozott kiterjedés(i re-krisztallizacié eredményei, hiszen kozel egységes dimenzidkkal
rendelkeznek.

Az elemi nanorészecskék kialakuldsanak iménti modelljét 6sszehasonlitva a megfigyeléseinkkel,
tegylik fel, hogy az a meloxicamra is alkalmazhatd. Mivel azonban a meloxicam egy h6érzékeny
szerves molekula, szlikségszerl megvizsgdlni az anyag kémiai kdrosodas nélkili fazisvaltozdsanak
lehet6ségét. Adatbazisok szerint a meloxicam olvadaspontja atmoszférikus kornyezetben T = 254 °C
és elvileg ezen a h6mérsékleten el is bomlik [25]. Ahogy azt a termalis modellnél mar lathattuk, ezt
a hémérsékletet magasan meghaladja a felszini h6mérséklet az ablacié soran, de az FTIR (42. abra
és 43. abra) és Raman spektroszképia (44. abra és 45. abra) a vizsgalt részecskékben nem mutatta
ki a meloxicam kémiai bomldsat és a HPLC-MS (46. abra) is kis relativ mennyiségben detektdlta a
meloxicam impurity B-t. A magas hdmérséklet miatt a felszini réteg el kellett parologjon, s
feltehet6en el is bomlott, de a bomlastermékek dontGen illékony formaban johettek létre, nem
hagyva mérhet6 maradvanyt a részecskében, a részecskéken. Mindezek mellett az is feltehetd, hogy
az ablaciod soran kialakult h6mérsékleti és nyomdsviszonyok a fazisdiagram egy olyan részére estek,
ahol a fazisatalakulds a bomlasi hémérséklet elérése nélkiil bekdvetkezik. Ezaltal 6sszeegyeztethet6
lenne a halmazallapotvaltozas, ami sziikségszerlinek tlinik a gémb alakhoz, és az irodalomban
feltlintetett bomlasi h6mérséklet.
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Normal atmoszferikus nyomason (~p =101.300 Pa) végeztiink hevitési kisérleteket a referencia
meloxicammal, majd a visszamaradd mintat elektronmikroszkdppal vizsgaltuk, hogy lassuk, hogy
milyen strukturat kapunk kilonb6z8 hémérsékleteken. A mintdk hevitésére a korabbiakban is
alkalmazott laboratériumi kemencét hasznaltuk, néhany milligramm gyari meloxicam port 10 percre
az olvadaspont (Tm) alatti (T1) és feletti (T2) hémérsékletli kemencébe helyeztiink, majd FTIR (57.
abra (a)), Raman (57. dbra (b)) és SEM (58. abra) vizsgdlatoknak vetettiik ala.

A T1 (<Tm) h6fokra melegitett minta a hevités hatdsara enyhe elszinez6dést mutatott, barnas
arnyalat adddott az eredeti sarga szinhez, de megérizte por jellegét. Az elektronmikroszképos
képeken a morfoldgia és méret [ényegében azonos a gyari poréval és az FTIR és Raman spektrumban
sem volt eltérés. Ezzel szemben T, (>Tm) hémérsékletre melegitett meloxicam elszenesedett, a
kezdeti sarga por egy fekete filmszerd réteggé alakult at. A SEM felvételeken &sszefliggd, sima
felszint és benne egy-egy repedést lehetett megfigyelni, mig az FTIR és Raman spektrumokbdl
elveszett az 6sszes karakterisztikus csucs, feltehet6en a h6kdrosodds miatt. Ez megerdGsitette, hogy
atmoszferikus nyomason az irodalomban szereplé olvadaspont egybeesik a meloxicam boml3si
hémérsékletével, illetve, hogy ez a degradacio FTIR és Raman spektroszkdpiaval kimutathato.

a) b)
Mx. T2
- i
g = Mx. T2
(o)) —_
2, 0
© pe
2 §
S |IMx.T1 Q
] = Mx. T1
S £
< I
o
Mx. ref. Mx. ref.
T T T T T T T T T T T T T T
1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Hullamszam [1/cm] Raman eltol6das [1/cm]

57. abra A meloxicam por T1 (<Tm) (Mx. T1) és T2 (>Tm) (Mx. T2) h6fokokra hevitésének hatasa az (a)
FTIR és (b) Raman spektrumra, a meloxicam referencidhoz (Mx. ref.) viszonyitva. Az
Osszehasonlithatdsag érdekében minden (a) FTIR spektrum az 1550 1/cm kordli cstcsra, mig
minden (b) Raman spektrum az 1530 1/cm koéruli csticsra normalt.
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Mx. T1 Mx. Tz
a) b)

[ . = E”-I;.llllvurll
10.0kV 14.7mm x500 SE(U) 100um 10.0kV 14.5mm x500 SE(V) am

58. abra SEM képek (a) T1 (<Tm) (Mx. T1) és (b) T2 (>Tm) (Mx. T2) h6fokokra hevitett kemencébe
helyezett meloxicam porrdél. Nagyitasok: (a)-(b): 500.

A levegGbeli ablacio esetén is megvizsgaltuk az ablalt tabletta felszint. PLA esetén az alacsonyabb
ismétlési frekvencia (f =10 Hz) alkalmazasakor véletlenszer(i vagy virag alakba, sugarasan
elhelyezkedd tombszerii/lamindris struktarakat figyeltink meg (59. abra (a)), amik feltehetéen re-
krisztallizacio eredményei. Emellett az abldlt tablettdk egyes részeit korilbelil 1,8 um
periddustavolsagu, parhuzamos vonalak boritottdk (59. abra (b)), amelyek nagy hasonldsagot
mutatnak a lézer altal indukalt periodikus fellleti struktura (laser-induced periodic surface
structure, LIPSS) jelenségével, amely gyakran el6fordul a kiilonb6z6 anyagok femtoszekundumos
ablacidja kovetkeztében [256].

Mx. PLA

’h v al'g _\

- 4 1 \ -
10.0kV 13.4mm x10.0k SE(U) 10.0kV 13.2mm x10.0k SE(U)

59. dbra SEM képek a PLA (Mx. PLA) eljarassal (F = 1,5 J/cm?, f = 10 Hz) megmunkalt meloxicam
tabletta felszinrél, amit (a) random vagy sugaras elhelyezkedés(i témbok és (b) helyenként
parhuzamos vonalakbdl all6, LIPSS jellegli struktura borit. Nagyitasok: (a)-(b): 10k. [155]
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A PLA eljaras soran a megnovelt ismétlési frekvencia (f = 1 kHz) esetén az ablacios godor vizsgdlata
céljabol félbetortink egy megmunkalt tablettat, hogy a felszint (60. abra (a), (c)) és a
keresztmetszetet (60. abra (b), (d)) is tudjuk elemezni.

Felllnézetben az ablacids nyom a megmunkalatlan felllettél jol elkiilonitheté gédor volt (60. abra
(a)). A mélyedés korvonaldt repedés ovezte, ami utalhat hétagulds okozta folyamatokra. A godor
felilete igen sima volt, de elszértan tombszer( kristalyok emelkedtek ki a felszinbdl vagy
helyezkedtek el a felszinen, amiket tobb esetben sugariranyu, eldgazo tiskék vettek koril (60. abra

(b)).

10.0kV 11.5mm x50 SE(U)

' : . | [ Y S |
10.0kV 14.6mm %250 SE(U) 10.0kV 11.5mm x250 SE(V) 200um

60. dbra SEM képek a PLA (Mx. PLA) eljarassal (F = 1,9 J/cm?, f = 1 kHz) megmunkalt meloxicam

tabletta (a), (c) felszinérdl, feltinézetbdl és (b), (d) keresztmetszetérdl, oldalnézetbél. Nagyitasok:
(a)=(b): 50; (c)—(d): 250. [157]

Az ablaciés godor keresztmetszeti képén (61. dbra) jol elkiilonithet6 két tartomany: a mélyebben
elhelyezkedd, a tablettazas soran 6sszepréselt, gyakorlatilag érintetlen kristalyokbdl allé réteg (61.
abra (b), (e)) és a tomor, néhany félgomb alaku Ureget tartalmazd, sima fellletli, homogén felsé
réteg (61. abra (c), (f)). Ezen felil, a felszin oldalnézeti képén megfigyelhetbk toret szerd, kristalyos
darabok (61. abra (d), (g)) amik vagy visszahullva beagyazddtak, vagy az ablacids nyombdl néttek ki
re-krisztallizacio révén.
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A feluleti réteg jellegét tekintve a |ézeres ablacio soran tipikusan kialakulé hékarosodott/hGérintett
zénara (heat-affected zone, HAZ) hasonlit. Ez az a térfogat, ahol a lézeres besugarzas h6éhatasa
jelentkezik, mig alatta az érintetlen tombi anyag foglal helyet. A HAZ esetlinkben elérte akar a
200 um vastagsagot is, ami messze meghaladja a termdlis szamitasok soran szamolt mikrométer
nagysagrend(i optikai behatoldsi mélységet. Mindez feltehet6en a nagy ismétlési frekvencia
eredménye. Az f = 1 kHz ismétlési frekvencia esetén a betaplalt energia héként akkumulalédhatott,
az egyes impulzusok kozott nem telt el annyi id6, hogy a termadlis egyensuly visszadlljon. A
visszamaradd, folyamatosan melegedd felszini réteg igy fokozatosan meglagyult, majd megolvadt,
aminek eredményeképpen a beesd impulzusok mar egy olvadék técsat ablaltak és az ebbdl
kiszakado cseppekbdl is keletkezhettek a felfogott részecskék.

a)

10.0kV 11.5mm x250 SE(U)

50.0um

- v - i
10.0kV 11.5mm x5.00k SE(U) 10, Llum 10.0kV 11.5mm x5.00k SE(U) 10.0um 0 4mm x5.00k SE(U)

61. dbra SEM képek a PLA (Mx. PLA) eljardssal (F=1,9J/cm? f=1 kHz) megmunkalt meIOX|cam
tabletta (a) keresztmetszetérdl: (b), (e) tombi anyag, (c), (f) tomor, hékarosodott (HAZ) réteg, (d),
(g) a felszinbdl kiemelkedd toret jellegdi, kristalyos darabok oldalnézetbdl. Nagyitasok: (a): 250;
(b)—(d): 1 k; (e)—(g): 5 k. [157]
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A PLA ablaciés nyom vizsgalata megerdsitette, hogy termalis folyamatok dontéek lehettek a
levegbbeli femtoszekundumos lézeres ablacid soran. A termalis folyamatokat kisérhette
amorfizacié, a keltett részecskék morfolégidja 0Osszhangban van az FTIR, DSC és XRPD
eredményekkel, amik a kristalyossag megvaltozasara utalnak.

6.2.4 Gydgyaszati alkalmazhatosag

A femtoszekundumos impulzuslézeres ablacidval el&allitott részecskék oldddasi tulajdonsagait
vizsgdlva megallapithattuk, hogy mind a PLA, mind a PLAL eljards esetén megndvekedett a
meloxicam telitési koncentracidja a referencia porhoz viszonyitva pH 7,4 puffer kozegben (62. abra).
A referencia meloxicam telitési koncentracidja 0,0490 mg/ml értékrél 0,0611 mg/mi-re nétt a PLA,
mig 0,1168 mg/mi-re a PLAL eljaras kovetkeztében.

o
=
o

0.10 4

0.05 4

A meloxicam telitési koncentracidja [mg/ml]

o

o

S
I

Mx. ref. Mx. PLA Mx. PLAL
Vizsgalt mintak

62. abra A kilonboz6 kozeg telitési meloxicam koncentracidra gyakorolt hatdsanak vizsgalata a
leveg6beli (Mx. PLA) és a desztillalt viz kozegbeli (Mx. PLAL) impulzuslézeres ablaciéval
(F=1,9J/cm?, f =1 kHz) el&éllitott mintak, illetve a referencia meloxicam por (Mx. ref.) esetén.
[157]

A femtoszekundumos lézeres ablaciéval keltett részecskék oldékonysagbeli javuldsa kisebb
mértékl, mint amit a nanoszekundumos mintak (39. dabra) esetén tapasztaltunk. A PLAL esetén a
szamottevd aggregacid/agglomeracié és a meloxicam impurity B nagyobb aranyu jelenléte is
befolyasolhatta a kapott meloxicam oldékonysag értéket. Mivel egységi volt mindegyik mintabdl
bemérve és relativen a PLAL mintdban volt a legnagyobb aranyban jelen a bomldstermék, igy a PLAL
eljardssal elGallitott meloxicam részecskék oldékonysaga valéjdban jobb volt, mint a szdmérték, amit
mértiink. A PLA esetén megfigyelt gébmb alak a felilet/térfogat arany szempontjabdl igen
kedvezGtlen, ami alacsonyabb oldékonysagot eredményezhetett.
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6.2.5 Osszefoglal6 a femtoszekundumos ablaciérél

A meloxicam femtoszekundumos impulzuslézeres ablacidja levegS (PLA) és desztillalt viz (PLAL)
kdzegben is effektiv részecskeméret csokkentd és oldékonysagot fokozo eljarasnak bizonyult.

A PLA és PLAL technikakkal el6allitott részecskék spektrumdban megtalalhatdk voltak a meloxicamra
jellemzé FTIR és Raman csucsok. A PLA részecsék Osszetételbeli vizsgdlata soran tapasztaltunk
eltérést az abldcidés és a referencia mintdk FTIR spektruma kozott, amit azonban nem kémiai
degradacid, hanem feltehetéen a kristalyossag valtozasa okozott. A HPLC-MS vizsgalatok soran, a
nanoszekundumos abldciéhoz hasonldan, a meloxicam impurity B azonositasa tortént meg, aminek
a meloxicamhoz viszonyitott relativ aranya rendre <5% és ~20% volt a PLA és PLAL technikak esetén.
A vizbeli ablacié sordn tapasztalt megnovekedett ardnyd kémiai roncsolddds a nagy ismétlési
frekvencia esetén bekdvetkezett |ézeres fragmentacié eredménye lehetett.

Az elektronmikroszképos felvételek, valamint a DSC és XRPD vizsgalatok megerésitették azt a
feltevést, miszerint a femtoszekundumos l|ézeres ablacié soran a létrehozott részecskék
kristdlyossagi allapota megvaltozott, megjelent egy feltehet6en amorf fazis. A jelentGs
részecskeméret redukcié mind a PLA, mind a PLAL esetén megfigyelhetd volt, bar a morfoldgia
jelent6sen fliggott a kdzegtdl. LevegSben tobbnyire gombok keletkeztek, mig a vizben a toret jelleg
és az amorf jellegli anyagtomeg 6sszessége dominalt. A mechanizmus vizsgalatanal elsésorban a
részecskék és a megmunkalt tabletta alapjan tudtunk kovetkeztetéseket levonni. A PLA sordn a
tabletta felszine feltehet6en meglagyult, megolvadt és a részecskék olvadék cseppek gyors
megszilarduldsa vagy részleges/teljes re-krisztallizacidja sordn keletkezhettek. A levegSben a
termikus hatdsok domindlhattak. A PLAL esetén a besugarzas altal kivaltott |okéshullam és a
termikus effektusok mellett a lézeres fragmentacié is donté szerepet jatszhatott.

Mind a két kozeg esetén novekedett az oldékonysag a referencia mintdhoz viszonyitva. Bar a PLA
esetén igen kis mérték(i volt ez a javulds, a részecskék mérettartomanya és aerodinamikailag a gomb
alak igen kedvez6 lehet tiidGbe juttatds esetén. A PLAL esetén a telitési koncentracid a kiindul3si
anyagra jellemzé érték kétszerese lett, de a fellép8 aggregacid/agglomeracié miatt sziikségszerd
lehet tovabbi formulalasi [épések alkalmazasa.
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7. Osszegzés

A vizben rosszul oldédé hatdanyagok gydgyszeripari térnyerése miatt szamos eljarast dolgoztak ki,
amelyek az oldékonysagot, s ezdltal a bioldgiai hasznosithatdsagot kivanjak novelni. A mddszerek
alapjat képezheti tobbek kozott a részecskeméret csokkentés, ami a megnovekedett aktiv feliilet
révén, valamint az amorfizalas, ami pedig a kristalyracs felbontasa révén éri el a kivant javulast.
Kutatdsaim sordan megvizsgdltam, hogy a nanotechnolégidban elterjedt lézeres ablaciot, mint
részecskeméret csokkent6 és amorfizdld eljardst lehet-e gydgyszerhatéanyagok esetén is
alkalmazni. A lézer ablacids médszer hatékonysaganak teszteléséhez modell hatéanyagként a nem-
szteroid gyulladascsokkent6k kozé sorolt, gyenge vizoldhatésaggal rendelkez6 meloxicam
vegylletet vdlasztottuk. A keltett részecskéket széleskorld kémiai, morfoldgiai és hatdstani
vizsgalatoknak vetettem ald, valamint a mogottes mechanizmust is feltérképeztem. Munkdm
eredményeit az aldbbi tézispontokban dsszegzem.

T1. Meloxicam céltargy desztillalt viz kozegbeli nanoszekundumos impulzuslézeres ablaciéjanak
(PLAL) vizsgdlata: részecskék generdlasa és karakterizalasa

Vizsgdltam a nanoszekundumos lézeres ablacié paramétereinek a részecskék keltésére gyakorolt
hatdsat. A céltargyat képez6 préselt meloxicam tablettat kiilonb6z6 |ézer hullamhosszak (A = 248,
532 és 1064 nm) és energias(irliségek (~F = 4-13 J/cm?) alkalmazdsa mellett sugaroztam be.

T1/A A PLAL eljarassal generalt részecskéket, valamint a gyari referencia port FTIR és Raman
spektroszkdpiai mdédszerekkel analizdltam. Az eredményeket 0sszevetve megallapitottam, hogy a
|ézeres ablaciéd nem idézett el6 szamottevs valtozast a spektrumokban, vagyis a keltett részecskék
tulnyomorészt megdrizték kémiai 6sszetételliket. Az egylttm(ik6dé partnerek altal végzett HPLC-
MS mérés megerdsitette, hogy kis aranyu volt csak a detektalhatd degradacid, a meloxicam impurity
B melléktermék volt csak jelen detektalhatd mennyiségben. [S1] [S3]

«se s

felvételek alapjan jellemeztem, a kristalyossagot XRPD mddszerrel vizsgaltam. Megmutattam, hogy
a PLAL technika alkalmazhato részecskeméret csokkentd eljarasként: téredezett kristalydarabokra
hasonlitd, néhanyszaz nanométer és néhany mikrométer k6zotti méretli részecskéket allitottam elg,
mely mérettartomany optimalis a tliid6be juttatdashoz. A |ézeres ablacid sordn nem ment végbe
kimutathatdé amorfizacid, a részecskék a kiindulé anyaghoz hasonldan kristalyos szerkezetlek
maradtak. [S1] [S3]

T1/C Spektrofotométeres extinkcidos vizsgalatok informaciot szolgaltattak az Ulepedési és az
oldédasi folyamatok parhuzamos zajlasardl, melyek idébeli lefutdasa fontos paraméter a tovabbi
formuldlas tervezéséhez. Kimutattam, hogy az ablacidval létrehozott mintabdl tébb meloxicam
keriil az oldatba, mint ugyanolyan mennyiség(i referencia porbdl. Az egylittm(ikodé partnerek altal
végzett oldékonysdgi vizsgdltok is megerGsitették ezt: a referencidhoz viszonyitva az altalam lézeres

ablacidval elGallitott mintdk oldhatdsaga a tobbszorosére (4—8—9-szeresére) nétt. [S1] [S3]
100



T1/D Az dltalam elGallitott és elGkészitett mintdkon az egyuttmiikéd6 partnerek altal végzett
citotoxicitdsi és gyulladascsokkentd hatast vizsgdld mérések adatai alapjan megallapitottam, hogy a
PLAL eljarassal elGallitott részecskék gyulladascsokkenté hatdsa nagymértékben meghaladta a
kiindulasi, kereskedelemben kaphaté meloxicamét. A kapott oldhatdsagi, citotoxicitdsi és
gyulladascsokkentd tulajdonsagok alapjan arra szdmitunk, hogy a PLAL technikaval apritott
részecskék alkalmazdasaval |ényegesen kisebb gydgyszerddzis mellett is elérhetS ugyanaz a terapids
hatas. [S3]

T2. A meloxicam céltargy desztillalt viz kozegbeli nanoszekundumos impulzuslézeres ablacidja
soran lezajld részecskekeltési mechanizmus leirasa

T2/A Kozelit6 termdlis modellt dolgoztam ki a besugarzott céltargyban végbemend
hémérsékletvaltozds leirdsdra, amihez az ellipszométeres mérésekkel meghatarozott abszorpcids
egyltthatdt és a modositott Lambert-Beer torvényt hasznaltam fel. A termalis szamitasok azt
mutattak, hogy a bees6 impulzus hatdsdra a céltargy legfelsé rétege (~100 nm — par um) kozelitGleg
103-10° K hémérsékletet érhetett el, ami magasan meghaladta az anyag olvaddasi/bomlasi
hémérsékletét. [S1]

T2/B Az ablaciés folyamat feltarasa érdekében 6sszeallitottam egy pumpa-préba gyorsfényképezd
elrendezést, mellyel végig tudtam kovetni a lézeres ablacid soran létrejové |0késhulldam akusztikus
hulldmma alakulasat, a kavitacidés buborékok keletkezését és pulzalé méretvaltozasat, majd az
anyagfelhd folyadék kdzegbe vald kiszabadulasat. A felvételek alapjan megerGsitettem azt a korabbi
felvetést, hogy a részecskekeltésben a l6késhulldm mechanikai apréz6 hatasa a meghatarozé. [S3]

T2/C A kisérleteink alapjan megallapitottam, hogy a nanoszekundumos PLAL eljarassal torténd
meloxicam részecskekeltés mechanizmusa az aldbbi f6bb |épésekbdl all: a) A lézerimpulzus
energidja elnyel6dik a céltargy felszini rétegében, melynek anyaga felheviil, elparolog, elbomlik. b)
A gyorsan bekovetkez6 hémérséklet-, nyomasvaltozas, tagulds |6késhulldmot eredményez,
amelynek visszahatdsa a visszamaradt felszinbdl részecskéket szakit ki. c) A 16késhullam terjedési
sebessége lecsdkken az akusztikus hulldam tartomanyaba, valamint a folyadékban létrejon a
kavitacidos buborék. d) Bekovetkezik a kavitacids buborék pulzdld méretvaltozasa, ami tovabbi
aprozodast eredményezhet. e) A kavitacids buborék 6sszeomldsat kovetGen a keltett részecskék
eloszlanak a folyadék kozegben. [S1] [S3]

T3. Meloxicam céltargy desztillalt viz és levegé kézegbeli femtoszekundumos impulzuslézeres
ablacidja: részecskék generaldsa és karakterizdlasa

Vizsgdltam a femtoszekundumos lézeres ablacié paramétereinek a részecskék keltésére gyakorolt
hatdsat. Kulonboz8 kdzegek (desztilldlt viz és levegd), energias(riiségek (~F =0,7-1,9 J/cm?) és
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ismétlési frekvencidk (f = néhany Hz vagy 1 kHz) alkalmazasa esetén allitottam el6 részecskéket
meloxicam tabletta céltargy besugarzasaval.

T3/A Az FTIR vizsgalatok kimutattak, hogy az alkalmazott energias(ir(iségtdl és ismétlési
frekvenciatol figgetlendl a leveg6beli ablacio (PLA) esetén a karakterisztikus FTIR csucsok helyzete
megegyezett a referencidval, mikézben a relativ intenzitasuk valtozott, mig vizbeli ablacié (PLAL)
esetén a spektrumok minden jellemzGjiikben jé egyezést mutattak a kiinduldsi anyagéval. A Raman
spektrumok esetén a lézeres ablacidval el6allitott mintak spektrumai mindkét kézeg alkalmazdsakor
megegyeztek a referencidéval. Az egylttm(ikodé partnereink altal végzett HPLC-MS mérések
alapjan megallapitottam, hogy a PLA és PLAL mintdkban egyardnt jelen volt melléktermékként a
meloxicam impurity B, mely a meloxicam molekula téredéke lévén nehezen mutathato ki az FTIR és
Raman spektroszkopiai médszerekkel. [S2] [S4]

e sz

JelentGs kiilonbséget tapasztaltam a leveg6 és a desztillalt viz kozegben el&allitott részecskék kozott.
Kimutattam, hogy PLA esetén az ismétlési frekvencia mddositasa kihatott a részecskék jellegére.
Ekkor dontéen gomb alaku részecskéket kaptunk széles mérettartomanyban (~0,1 — néhany um
atméragjli), valtozatos felllettel (sima vagy kristalytombokkel boritott). Ezzel szemben a PLAL esetén
a részecskék egy része kristalyos jellegl volt, toredezett lGivegdarabokra hasonlitott, mig voltak
lekerekitett élekkel rendelkez6, amorf jellegli részecskék és alaktalan, 6sszeallt anyagtomeg is. [S2]
[s4]

T3/C Az alacsony ismétlési frekvenciaju levegGbeli ablacié soran doént6en szubmikrométeres
részecskéket allitottam el6 és megallapitottam, hogy az energiasirlség valtoztatdsa az adott
tartomanyon belilil csak a kihozatalt befolydsolta, a méreteloszlast nem. Ezt az egylttmi{kodé
partnerek altal végzett SMPS mérések igazoltak. [S2]

T3/D A lézeres ablacidval elGallitott mintdk XRPD és DSC gorbéit osszevetettem a referencia
anyagéval. Azonos tomeg(i PLA és PLAL mintak XRPD spektrumaiban a karakterisztikus csicsok helye
nem valtozott, mig intenzitasuk jelent6sen csokkent a referencidhoz viszonyitva. A mintdk DSC
gorbéinek vizsgalata alapjan kimutattam, hogy az endoterm olvadasi csUcsuk az alacsonyabb
hémérsékletek felé tolddott, illetve ellaposodott, kiszélesedett. Mindkét vizsgalati médszer esetén
a PLA minta tért el jobban a referenciatél. Az FTIR és SEM vizsgalatok eredményeit is figyelembe
véve a valtozasok arra utaltak, hogy részleges amorfizacié is lezajlddhatott, mikozben az anyag
jelentds része megdrizte a kiindulasi polimorf médosulatat, ami az enolos/ | forma (mddosulat) volt.
[S2] [S4]

T3/E Az altalam elGallitott és el6készitett mintdkon az egyuttm(ikddé partnerek altal végzett
koncentracido mérések alapjan igazoltam, hogy a kiindulé porral 6sszehasonlitva mind a PLA, mind
pedig a PLAL mddszerrel el6allitott részecskék oldékonysaga javult. [S4]
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T4. A meloxicam céltargy desztillalt viz és levegs kozegbeli femtoszekundumos impulzuslézeres
ablacidja soran lezajlo részecskekeltési mechanizmus leirasa

T4/A Termalis szamolasok alapjan megallapitottam, hogy az alkalmazott energias(irliségen mind a
PLA, mind pedig a PLAL estében a céltargy felszini rétegének hémérséklete jelentésen meghaladta
a meloxicam olvaddsi hémérsékletét. Hevitési kisérletekkel igazoltam, hogy normal |égkori
nyomason valdban egybeesik a meloxicam olvadasi és bomlasi h6mérséklete, tovabba azt, hogy a
degradacid FTIR és Raman spektroszkdpidval is kimutathatd. A mechanizmust a keltett részecskék
és a megmunkalt tabletta felszinek pdasztazé elektronmikroszképos felvételei, valamint az egyéb
analitikai vizsgalatok soran kapott eredmények és a szakirodalom szintézisébdl torekedtem
megalkotni. Megallapitottam, hogy a kozeg alapvetéen meghatdrozza a részecske aprozas jellegét.
[S2] [s4]

T4/B A levegébeli ablacié esetén a keltett részecskék gomb alakja és a megmunkalt tabletta felszin
egyarant olvaddsra utalt, ami alapjan megallapitottam, hogy a termalis hatasok meghatdrozdak
voltak a részecskekeltés folyamataban. A kémiai analizis megerGsitette, hogy a keltett részecskék az
olvadas ellenére sem degradaldodtak. Ez feltehet6en a femtoszekundumos ablacié esetén kialakult
specidlis nyomas és hémérséklet paraméterek eredménye lehetett, ami lehet6vé tett egy bomlasi
hémeérséklet alatti, de mar olvadassal jard fazisdtmenetet. [S2] [S4]

T4/C Kimutattam egy szerves molekula, a meloxicam esetén nanoaggregatum lancok keletkezését,
amely jelenség eddig csak elemi 6sszetevék esetén volt leirva. Ezen felll segédanyagtél mentes
meloxicam gémboket tudtam el6dllitani, amelyek aerodinamikai szempontbdl és méretiik alapjan
is idedlisak a tlid6be juttatashoz. [S2] [S4]

T4/D A desztillalt viz kozegbeli ablacié soran a toret jelleg(i kristalyok és az amorf jellegl részecskék,
anyagtomeg jelenléte alapjan megallapitottam, hogy az ablacids folyamat soran tébb mechanizmus
is szerepet kapott. Mechanikai hatasként az ablaciés |I0késhullam részecskéket szakithat ki a tombi
anyag felszinébdl, illetve emellett taldlhatunk a termalis hatdsra utald jeleket is. Megnovelt ismétlési
frekvencidanal szamottevé lehet a mar szuszpenzidban [év6 részecskék lézerrel torténd
kdlcsénhatdsa, a lézeres fragmentacio is. [S2] [S4]
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8. Summary

The rising number of poorly water-soluble active substances in the pharmaceutical industry has led
to the development of a number of processes to improve solubility and thus bioavailability. These
mechanisms include particle size reduction, which achieves the improvement through increased
active surface area, and amorphization, which achieves the desired outcome through the dissolution
of the crystal lattice.

In my research, | have investigated whether laser ablation, which is widely used in nanotechnology,
can be applied as a particle size reduction and amorphization technique for active pharmaceutical
ingredients. To test the effectiveness of the laser ablation method, meloxicam, a non-steroidal anti-
inflammatory drug with poor water solubility, was chosen as a model drug. The generated particles
were subjected to extensive chemical, morphological and pharmaceutical applicability studies,
additionally the underlying mechanism was also investigated. The results of my work are
summarized in the following thesis points.

T1. Nanosecond pulsed laser ablation of a meloxicam target in distilled water (PLAL): particle
generation and characterization

| have investigated the effect of nanosecond laser ablation parameters on particle generation. | have
generated particles by irradiating a meloxicam tablet target with different wavelengths (A = 248,
532 and 1064 nm) and fluences (~F = 4-13 J/cm?).

T1/A | have analyzed the PLAL generated particles and the reference meloxicam powder by FTIR
and Raman spectroscopy. Comparing the results, | have found that laser ablation did not induce
significant changes in the spectra, the generated particles predominantly retained their chemical
composition. HPLC-MS measurements performed by our collaborating partners confirmed that only
a small amount of degradation was detectable and meloxicam impurity B was the only identifiable
by-product. [$1] [S3]

T1/B The morphology and size distribution of the generated particles were characterized by
scanning electron microscopy and crystallinity was investigated by XRPD. | have demonstrated that
the PLAL technigue can be used as a particle size reduction technique: particles resembling broken,
fragmented crystal pieces, ranging from a few hundred nanometers to a few micrometers in size
were produced, which is the optimal size range for pulmonary drug delivery. No detectable
amorphization took place during laser ablation and the particles remained crystalline in structure,
like the initial material. [S1] [S3]

T1/C The spectrophotometric extinction studies provided information on the parallel occurrence of
sedimentation and dissolution processes, the time evolution of which is an important parameter for
further formulation design. | have demonstrated that from the laser ablation generated sample
more meloxicam can be dissolved than from the same amount of the reference powder. This was

confirmed by the solubility tests performed by our collaborating partners: compared to the
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reference, the solubility of the laser ablation produced samples increased by several-fold (4-8-9-
fold). [S1] [S3]

T1/D Based on the cytotoxicity and anti-inflammatory effect measurements performed by our
collaborating partners on the samples | have generated and prepared, | have concluded that the
anti-inflammatory effect of the PLAL generated particles was significantly greater than that of the
initial commercially available meloxicam. On the basis of the determined solubility, cytotoxicity and
anti-inflammatory properties, it is expected that the same therapeutic effect can be achieved at a
significantly lower drug dose using the particles produced by the PLAL technique. [S3]

T2. Characterizing the particle generation process/ mechanism of the nanosecond pulsed laser
ablation of a meloxicam target in distilled water

T2/A | have developed an approximate thermal model to describe the temperature change in the
irradiated target, using the absorption coefficient determined by ellipsometry measurements and
the modified Lambert-Beer law. The thermal calculations have indicated that due to the irradiation
the top layer of the target (~100 nm — a few um) could reach a temperature of approximately 103—
10° K which is highly above the melting/ degradation temperature of the material. [S1]

T2/B In order to explore and describe the ablation process, | have built a pump-probe fast
photography system to monitor the evolution of the shock wave after laser ablation into an acoustic
wave, the formation and pulsating size changes/ rebounding dynamics of the cavitation bubbles,
and the particle release into the liquid medium. Based on the measurements | have confirmed the
previous hypothesis that the mechanical disintegrating, shredding effect of the shock wave is the
dominant mechanism in particle generation. [S3]

T2/C Based on our experiments, | have determined that the mechanism of meloxicam particle
generation by nanosecond PLAL process consists of the following main steps: a) The energy of the
laser pulse is absorbed by the surface layer of the target, where the material is heated, it evaporates
and decomposes. b) The rapid changes in temperature, pressure and the expansion result in the
generation of a shock wave and the emerging recoil forces tear out particles from the residual
surface. c) The propagation velocity of the shock wave decreases to the acoustic wave range and a
cavitation bubble is formed in the liquid. d) The pulsating size changes/ rebounding dynamics of the
cavitation bubble occur, which can lead to further size reduction. e) After the collapse of the
cavitation bubble, the generated particles are dispersed in the liquid medium. [S1] [S3]
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T3. Femtosecond pulsed laser ablation of a meloxicam target in distilled water (PLAL): particle
generation and characterization

| have investigated the effect of femtosecond laser ablation parameters on particle generation. |
have generated particles by irradiating a meloxicam tablet target in different media (distilled water
and air), with different fluences (~F = 0.7-1.9 J/cm?) and repetition rates (f = a few Hz or 1 kHz).

T3/A The FTIR studies have shown that regardless of the applied fluence and repetition rate, in the
case of ablation in air (PLA) the positions of the characteristic FTIR peaks were identical with the
reference although their relative intensities varied, while for ablation in water (PLAL) the spectra
matched well with the spectrum of the initial material in all their properties. The Raman spectra of
the laser ablation generated particles matched the reference spectrum for both media. Based on
the HPLC-MS measurements performed by our collaborating partners, | have concluded that both
PLA and PLAL samples contained meloxicam impurity B as a by-product, which, being a fragment of
the meloxicam molecule, is difficult to detect by FTIR and Raman spectroscopy. [S2] [S4]

T3/B The morphology of the particles was characterized using scanning electron microscopy. | have
observed significant differences between particles produced in air and in distilled water media. |
have demonstrated that in the case of PLA, the change of the repetition rate affected the
morphology of the particles. In this case, predominantly spherical particles were obtained over a
wide range of sizes (~0.1 — a few um in diameter) with a varied surface texture (smooth or covered
with crystal blocks). In contrast, in the case of PLAL, some of the particles were crystalline in nature,
resembling broken glass pieces, while there were also amorphous-like particles with rounded edges
and shapeless, aggregated/ agglomerated mass as well. [S2] [S4]

T3/C As the result of the low repetition rate laser ablation in air (PLA) | have produced
predominantly sub-micrometer particles and concluded that changing the energy density within the
investigated range only affected the yield, not the size distribution. This was confirmed by the SMPS
measurements performed by our collaborating partners. [S2]

T3/D | have compared the XRPD and DSC curves of the laser ablation generated samples with those
of the reference material. In the XRPD spectra of PLA and PLAL samples of the same weight, the
position of the characteristic peaks did not change, while their intensities decreased significantly
compared to the reference. Based on the examination of the DSC curves of the samples, | have
observed that their endotherm melting peaks shifted towards lower temperatures, flattened and
broadened. In both measurements, the PLA samples deviated more from the reference than the
PLAL samples. Together with the results of the FTIR and SEM studies, the changes suggest that
partial amorphization may have occurred, while significant part of the generated material retained
its initial polymorphic form, which was the enolic form/ form I. [S2] [S4]

T3/E Based on the concentration measurements performed by our collaborating partners on the
samples | have generated and prepared, | have verified that the solubility of both PLA and PLAL

generated particles has improved compared to the initial powder. [S4]
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T4. Characterizing the particle generation process/ mechanism of the femtosecond pulsed laser
ablation of a meloxicam target in distilled water and in air

T4/A Based on thermal calculations, | have demonstrated that at the applied fluences, for both PLA
and PLAL, the temperature of the surface layer of the target significantly exceeded the melting
temperature of meloxicam. | have verified with heating experiments that the melting and
decomposition temperatures of meloxicam do coincide at normal atmospheric pressure and that
degradation can be detected by FTIR and Raman spectroscopy. | have aimed to describe the
mechanism based on a synthesis of scanning electron microscopy images of the generated particles
and the ablated tablet surfaces, as well as other analytical studies and literature. | have concluded
that the medium in which the ablation took place fundamentally determines the nature of the
particle generation process. [S2] [S4]

T4/B In the case of ablation in air, both the spherical shape of the generated particles and the
surface of the ablated tablet were indicating previous melting, which led me to conclude that
thermal effects were dominant in the particle generation process. The chemical analysis confirmed
that the generated particles were not degraded despite melting. This was presumably the result of
the specific pressure and temperature parameters of femtosecond laser ablation, which allowed a
phase transition (melting) below the decomposition temperature. [$2] [S4]

T4/C | have described the formation of nanoaggregate chains for an organic molecule, meloxicam,
a phenomenon previously described only for elementary compounds. In addition, | have
demonstrated the production of excipient-free meloxicam spheres, which are aerodynamically and
dimensionally ideal for pulmonary delivery. [S2] [S4]

T4/D Based on the presence of crystalline-like, amorphous-like particles and aggregated/
agglomerated mass in the samples generated by ablation in distilled water medium, | have
concluded that several mechanisms were involved in the ablation process. As a mechanical effect,
the ablation induced shock wave could tear out particles from the surface of the bulk material, and
in addition, we can observe indications of a thermal effect. At the increased repetition rate, the
interaction of particles already in the suspension with the laser irradiation, i.e., laser fragmentation,
may also be significant. [S2] [S4]
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