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BEVEZETES

A leggyakoribb gyogyszerbeviteli it a szajon atéi¥ adagolas. Az Uj vegyuletek 40%-a,
de mas irodalmi forrasok alapjan 90%-a vizben miseidodik. Ez azzal parosul, hogy a
felszivodasuk egyenetlen lesz és nem teljes. Eagrilyen hatdanyagokbol megfeiel
biohasznosulasu készitmény formulalasa gyakran vashielé allitta a gyégyszer-
technologusokat. Az optimalis készitmény fejlesztéz ebnyds lenne még, ha a farmakonok
farmakokinetikai tulajdonségait még a klinikai fak ebtt meg lehetne josolni.

A hatéanyagoknaler osadagolas esetén az alabbi tulajdonsagokkal ketlel&eznidk:
legyenek stabilak a gyomor- és bélnedvekben, me§feiértékben legyenek vizoldékonyak,
hogy fel tudjanak old6dni a gasztrointesztinalaktus (Gl) nedveiben, de zsiroldhatonak is
kell lennitk, hogy at tudjanak haladni a bélepiitnaion.

A hatdéanyagok terapias hatasukat csak akkor képé&gekeni, ha beadas utan a
gyogyszerkészitméngb szabadda valva és oldott allapotba kerllve fedshiak. A
felszivodas mértékét és sebességét kKéttéhyesd befolyasolja: a hatdanyag oldodasi
sebessége és a bioldégiai membranokon valo athalsaldsebessége. E két tulajdonsagon
alapul a BCS osztalyozasi rendszer. Munkam sorgnmregsodik generacids antihisztamin, a
loratadine (LOR) oldékonysaganak eés biohasznosighgtinak novelését vizsgaltam
ciklodextrinek (CD) és polividonok (PVP) alkalmaaaal. A loratadine a BCS besorolasa
szerint a Il. osztalyba tartozik, ami azt jelertipgy kicsi az oldékonysaga €s nagy a
permeabilitasa. A hatéanyag oldékonysagseam pH-fligg, és alkalmazasakor célsieaz
oldékonysag fuggetlenitése a kémhatastol.

A BCS Il. osztdlyba tartozé farmakonok esetén higbaviszonylag a membran-
permeabilitas, mivel a felszivodas sebességmeghzd@tdépése leggyakrabban a farmakon
oldédasa a Gl nedveiben, azonban medfefermulalassal ezen lehet javitani, ezaltal

novelhed az adott hatdbanyag biolégiai hasznosithatésagab(a).
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CELKITUZESEK

Munkam soran céluliztem ki:

kulonbo®d CD-szarmazékok oldékonysagndibatasanak a vizsgalatat;

ezek alapjan a kivalasztott CD-szarmazékkal terkékallitasat kilonbod keszitési
modszerekkel;

a termékek oldodasi sebességének meghatarozast, adapjan 0sszefiiggések
keresését (mely készitési madd illetve 6sszetdtdjabb);

a termékek oldékonysaganak pH-fuggéseének vizsgalata

a termékekben termoanalitikai (DSC, TG), FT-IR (Feutranszformacios infravoros
spektroszkdpia), tomegspektrometrias (ESI-MS) éBuzids ‘H-NMR (DOSY)
vizsgalatok segitségével a hato- és a segédanyagttk&ialakult interakcio
tanulmanyozasat;

a termékekn vitro permeabilitas vizsgalatat a felszivodagejkelzésére;

a termeékek felszivodasii vivo allatkisérletekben;

az eredmények értékeléseét.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Hat6anyaq:Loratadine (LOR)

El6allito: TEVA Magyarorszag Zrt.

Szerkezeti képlet: 2. abra
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2. dbra Loratadine szerkezeti képlete

Osszegképlet: £5H23CIN,O»

My: 382,89

Olvadasi tartomany: 132 — 135 °C

Védett nevek: Clarinase®, Claritine®, Claritine g&uErolin®, Flonidan®, Lorano®,

Loratadin Hexal®, Loratadiattopharm®, Roletra®
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tartozik, igy nincsenek szedativ mellékhatasaaliEzgia tlineti kezelésére alkalmazzak.

A BCS Il osztalyba tartozik. Kémiailag gyenge béazsmint ilyen, oldékonysaga a pH
csokkenésével novekszik. Alacsonyabb pH értekekemokekulaban |éf N protonaldédasa
altal vizoldhatébba valik. Azonban a modositott ensson—Hasselbach dsszefliggés szerint
~ pH 7 és efolotti tartomanyban teljesen nemioni@félszivodasra alkalmas) formaban van
jelen, igy a vékonybélh fog folszivodni, ahol viszont rosszul oldédik. fgm ezért a

megfeleb hatas eléréséhez sziikség van az oldékonysaganelkseére.

Segédanyagok:
« o-CD, B-CD, y-CD, random metilB—CD (RAMEB), 2-hidroxipropil—CD
(HPBCD), metil$—CD, hidroxi—butilB—CD és heptakis—(2,6—di—O—metf)}—
ciklodextrin (DIMEB); Cyclolab Ltd. (Budapest)

» B-CD-szulfobutil-éter (Captisol); CyDex Pharmacelidnc. (Lenexa, USA)

* 48/80 vegyllet (N-methyl-4-methoxy-phenethylamine$igma-Aldrich Logistic
GmbH (Németorszag)

e Egyéb anyagok, mint pl. metanol, etanol analitiisztasaguak (Spektrum 3D Kift.,
Debrecen)

Modszerek

El6kisérleteink soran tobb ciklodextrin-szarmazékn@b) vizsgaltuk a LOR-ra gyakorolt
oldékonysagnovél hatasat, melyek kozil a dimefifeiklodextrin (DIMEB) névelte

legnagyobb mértékben a hatéanyag oldékonysagategyin-300-szorosara.

Fazis-oldékonysag vizsgalatok

A fazis oldékonysagi gorbéket a Higuchi-Connors sz@&il alapjan vettik fel. Kulonbéz
hatbanyagot. A szuszpenziokat szabmbrsékleten, 72 oraig razattuk, majd 0d%-es
membransiréon sirtik. Higitast koveten spektrofotometriasan hataroztuk meg a hatéanyag

“ sz



Termeékkészités

A CD-es termékeket kulonbézanolekulaaranyban (hatéanyag:CD = 1:1; 1:2; 1.3pVdP-s
szilard diszperziokat pedig 1:1; 1:2; 1:4 és l:megaranyban készitettem a kovethkez
szerint.

Fizikai keverék (PM): LOR-t mozsarban a szikséges mennyiséDIMEB-bel
homogenizaltamGyurt termékek (KP):a fizikai keverékeket azonos mennyig&s0%-0s
etanollal szuszpendéaltam, majd az olddszert szwhérsékleten elparologtattam, majd a
szaraz terméket poritottamalikrohullamu termékek (MW):a gyurt termékekt az oldoszer
elparologtatas modjaban kulonbozik. Az oldészeavellitasat mikrohullam (150 W, 90 s,
60°C) és vakuum szaritas segitségével vegeidklasztva szaritott termékek (SD#
fizikai keverékeket a szikséges mennyisB§% etanolban oldottam, majd az oldoszert egy
Biichi Mini Spray Dryer B—191 tipusu porlasztva §ifasegitségével tavolitottam el (belép
leved@d hémérséklet: 105 °C, levégram: 800 L/h, fuvdka atm&r0.5 mm). Minden mintat
100um-es szitan atszitaltuk, majd szobatérsékleten taroltuk.

A PVP K-25-tartalmu szilard diszperziok (SE)oldészer elparologtatasos technikaval
készultek. LOR és PVP K-25 metanolban toftdaloldasat koveéten az oldatot 6 6ran
keresztll vakuum széritottam. A termékeket mozsagaitottuk, majd 10Qum-es szitan

atszitaltuk.

In vitro kioldédas vizsgalatok

A termékek oldédasi sebességének meghatarozasa 280€amg LOR tartalmi terméket
vizsgaltam 100 mL kioldo kézegben (mesterséges gyoith. bélnedv) 100 rpm fordulaton.
A vizsgalatot 120 percig végeztem, az alabbi miétalv iddpontokkal: 5, 10, 15, 30, 60, 90
és 120 min (5 ml mintatérfogat). 8&st és higitast kousn a LOR koncentraciéjanak
meghatarozasa spektrofotometriasan tortént.

Oldekonysag pH-fliggésenek vizsgalata
1,2 és 7,5 kozti pH-tartomanyban vizsgaltuk a LO&pinddzisanak (10 mg) oldodasat
900 mL 37 °C-os pufferben 100 rpm-en. Két 6ra mulaa mintakat sitik és

spektrofotometirasan meghataroztuk a LOR konceidjgic



Komplexképzés niiszeres vizsgalata

Termoanalitikai (DSC és TG), Fourier-transzform&cié infravorés  (FT-IR),
tdmegspektrometriai (ESI-MS) és diffazid$-NMR (DOSY) méréseket végeztink a
termékek jellemzésére, a komplex kialakulasanakzalgasara, valamint a keletkezett

komplexek sztochiometirajanak meghatarozasara.

In vitro membréan permeabilitas vizsgalat (PAMPA)

A PAMPA technika soran egy 96-lyuku plate-en hakmn&. A donor oldalrdl az akceptor
oldalra torténik passziv diffuzio egy PVDF membnankeresztil, melyet lipid-tartalmu
szerves oldészerrel (lecitin dodekanos oldatéledeltiink. A plate-et 16 éran at 25+1 °C-on
inkubaltuk, majd mind a donor, mind az akceptoratdd meghataroztuk a hatdanyag
(Va=300puL) oldalon pH 7.4-es puffert alkalmaztunk. A perioiditas sebessége dPaz
alabbi képlettel szamithato ki:

dru
logP, =log{C+ i@ A0 e,
[drUQ] equilibrium

Vb *Vy)

C=( :
(Vp +V,)Areas time

[drug]acceptor HA koncentracioja az akceptor oldalon
[druglequiibium: HA egyensulyi koncentracioja
Area: PVDF membran felllete

Time: inkubalasi id

In vivo allatkisérletek

Him 150 + 5 g-os Wistar patkanyokon vizsgaltuk adtkez anyagokat: LOR, DIMEB,
KP1:1 és KP 1.2 (LOR:DIMEB). A vizsgalati anyagok®,25% metilcellulézban
szuszpendalva adtuk be 10 mg/kg dozisban. Ezt &émel Oraval tortént meg a hisztamin-
liberator (48/80 jal vegyulet; 1Qug/0,1 mL) beadasa a jobb hatsé labba a gyulladésésio
kivaltasara. Ujabb 30 perc elteltével a gyulladaseskcio intenzitasat (6déma) mértik
pletizmométer segitésével, majd veért vettink aat@itol HPLC-s plazmakoncentracio
meghatarozas ceéljabdl. A kapott eredményeket PAginstatisztikai szoftver segitségeével,
ANOVA modszerrel értékeltik.



EREDMENYEK ES ERTEKELES

A fazis-oldékonysag vizsgalatok alapjan a gorbeis@dp A, ami azt jelenti, hogy
novekw CD-mennyiséggel egyenes aranybérar.OR oldékonysaga.

Tekintve, hogy a LOR savas kérilmények kozott jlalodik, az oldodasi sebesség
vizsgalatokat ligosabb pH-n, mesterséges bélnedvbgrztiik. Megallapitottuk, hogy az
0sszes készitett DIMEB-tartalmu termék novelte &dAsi sebességet, azonban ennek
meértékét nagymeértekben befolyasolta az dsszetétdekulaarany) illetve az &llitasi mod.

A legkisebb oldddasi sebesség névekedést az 1zkbtésali termékeknél tapasztaltuk, azon
belll pedig az alabbi sorrend adédott: PM<KP~MW<8B.1:2 (3. dbra) és 1:3 dsszetételek
esetében a fizikai keverékek kivételével mar ad & percben kioldodott a teljes vizsgalt
mennyiség, ezaltal ugyanolyan jo oldédast tudtuizkobitani a hatdbanyagnak a Gl traktus
teljes hosszaban. Ennek kdvetkeztében a felszi\gatfessségmeghatarozo lepése mar nem az
oldédas lesz, hanem a permeabilitds, ami a LORéleset |06, igy nagyobb mértigkés
egyenletesebb felszivodas varhatd edelliermékekdl.
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3. abra: LOR és 1:2 dsszetételermékek kioldodasi gorbéi mesterséges bélnedvben

A PVP-tartalma szilard diszperziok a LOR-ral haggniagy annal rosszabb
kioldodast mutatta. Az 1:4 és 1:6 dsszetéteimékeknél kezdetben van egy hirtelen oldédasi
sebesség novekedés, ami aztdn gyorsan le is csOkkerek magyarazata lehet, hogy a
kezdetben amorf hatdanyagnak gyorsabb az oldod#aa, visszakristalyosodik, ezaltal az
oldékonysaga pedig lecsokken. Mialtal a PVP-s t&kekéel nem sikertlt az oldodasi

sebességet pozitiv iranyban befolyasolni, a tovali@in nem vizsgaltuk ezen termékeket.



Az oldékonysag pH-fuggésének vizsgalatakor a najisd (10 mg) oldédasat
vizsgaltuk 2 ora elteltével. Az aldbbi 4bran jGhkto, hogy a LOR 6nmagaban alig oldédik a
vékonybélre jellem& pH-tartomanyban, igy a felszivodas varhatéan kisrkié Az 1:1
aranyu CD-es termékek csak a#san savas tartomanyban voltak képesek a teljearag
mennyiség oldatban tartasara, a magasabb pH éeélatonban a bevitt dozis 40-60%-a
oldoédott fol (4. abra). Ezzel szemben az 1:2 Osseletk (5. dbra) — a fizikai keveréket
leszamitva, ahol az oldédasi sebesség is jovabatgabb volt a tobbi készitési moédhoz
képest — a teljes vizsgalt pH-tartomanyban oldatialh a teljes hatéanyag mennyiség
(ugyanez a megallapitas igaz az 1:3 0OsszetéteigkreEzek alapjan kimondhato, hogy
bizonyos 0Osszetételek esetében a LOR oldékonységehdtastol fluggetlenné valt, igy

varhatdéan egyenletesebb és nagyobb méfedkzivodas érhétel.
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4. abra: LOR és 1:1 aranyu termékek oldékonysaganak pldésig
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5. abra: LOR és 1:2 aranyu termékek oldékonysaganak plgdsig



A termoanalitikai vizsgalatok alapjan a fizikai lesekek nem eredményeztek teljes
komplexalast, melyet az FT-IR vizsgélatok is ig&al

A KP, MW és SD termékeknél teljes komplexek alakkilki, melyet a DSC gdrbéken
a hatéanyag olvadaspontjara jellémendoterm csdcs hianya (6. abra), valamint az FT-IR
spektrumokon (7. dbra) a hatdéanyag karbonil cs@ariellem® rezgési savok eltolédasa
igazol. Ezek alapjan a karbonil csoport feltéheg a CD gyirii kiilss felszinéhez kapcsolodik
H-hidkdtéseken keresztlil, mig a molekula lipofisz& a bels Uregben helyezkedik el,
azonban ezeket FT-IR-rel nem lehet detektalni, maveDIMEB elfedi ezeket a rezgeési

savokat.
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6. abra 1:2 0sszetétéltermékek DSC felvételei
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7. abra: LOR és 1:2 dsszetételermékek FT-IR kulonbségspektrumai




A komplex sztéchiometridjanak meghatarozasara t8pwigrometiras (ESI-MS) és
diffiziés 'H-NMR technikékat alkalmaztunk. Az ESI-MS spektrikon (8. és 9. &bra)
lathato a tiszta hatdanyag és a DIMEB egyszereseitiyp toltési ionja [m/z 383, illetve
1331, mint (LOR)H és (DIMEB)H]. Emellett a molekulaaranytdl fiiggetlenil minden
esetben megjelenik egy Uj jel, ami a zarvanykompdgyszeres pozitiv toltésionja,
(DIMEB+LOR)H" m/z 1730-nal, ami 1:1 arany( sztochiometriara. daDOSY mérések
(10. abra) egyrészt igazoljadk a termoanalitikai FEsIR vizsgalatok mellett a hatéanyag
komplexalt allapotban valo 1étét, mert a hatéoangkghomplexalatlan formaban nagyobb
diffaziés allandéval kellene rendelkeznie, mint 8MEBB. Komplexalt formaban azonban a
DIMEB-bel azonos nagysagrendben, vele egyiitt diffinTekintve, hogy az 1:1 és az 1:2
aranyu komplexek azonos diffuzios allandét (D) rmak és a diffizids sebesség dsszefligg a
molekulatémeggel, megallapithatjuk, hogy a LOR:DBEomplexek sztéchiometrigja 1:1.
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8. dbra KP 1:1 termék ESI-MS felvétele 9. dbra: KP 1:2 termék ESI-MS felvétele
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10. abra KP 1:1 (szurke) és KP 1:2 (kék) termékek DOS Ykspenai



A PAMPA modellben végzett permeabilitds vizsgalasvkdményei az alabbiakban
0sszegezh8k: a DIMEB nodveké mennyiségével egyenesen aranyos volt a LOR
permeabilitasanak csokkenése. Ennek feltételezaglyanazata, hogy a membranon keresztl
kétiranya diffazio torténik és a komplex egyensilyiyamata az asszociacio iranyaba van
eltolva, igy a visszadiffundalo LOR Ujra komplexdila

Allatkisérletes vizsgalatok soran a DIMEB-nek Onéfzan nem volt 6démara
gyakorolt hatasa, igy a kapott értékek a komplenatibanyagnak tulajdonithatok. A LOR-hoz
képest mind a KP 1:1, mind a KP 1:2 szignifikhnseagyobb mértékben csokkentette a
kivaltott 6démat (11. abra). Ezen felll a KP 1:KR 1:1-hez képest is szignifikans hatast
mutatott. Az eredmények alapjan megéallapithatoyhsikerilt ténylegesen megnévelnink a
LOR biohasznosulasat. Az eredmények alatamaszffalsahogy a LOR felszivodasaban a
passziv diffazion kivil (PAMPA-val csak a passziffidion keresztll tortéh felszivodast
tanulmanyozhatjuk) aktiv transzport folyamatokasrgpet jatszanak. A DIMEB fellletaktiv
hatasa révén képes gatolni a P-glikoproteint, @ypélként csdokkenti a LOR felszivédasat. A
kisérleteink azt is bizonyitjadk, hogy a felesleghéné DIMEB (1:2) tovabb ndveli a

felszivodast azaltal, hogy a P-glikoprotein altatszapumpalt hatéanyagot képes uUjra

komplexalni.
1.2
n.s.
T Control (0.25% MC)
14 1.00 mL/150 g, p.o.

HEH bimes 70.2 mg/kg, p.o.
- LOR 10 mg/kg, p.o.
(T KP 1:1 10 mg/kg, p.o.
KP 1:2 10 mg/kg, p.o.

n.s.: not significant
***: p<0.001

**k%k

Oedema volume (mL)
o
o

0.4 - *kk
0.2 - V/T
O %

11. dbra LOR, KP 1:1 és 1:2 ddémacsokké&hiatasa patkanyban



OSSZEFOGLALAS

1. A 9 vizsgalt CD szarmazék kozil a DIMEB novelte jtdapan a hatéanyag
oldékonysagat, mintegy 300—szorosara, ezért a nmuskéan ezt hasznaltam.

2. Kilénbdz molekulaaranyokban (LOR:DIMEB=1:1,1:2 és 1:3) rfétg/termékkészité-
si modszerrel (PM, KP, MW és SD) allitottanté €D-es termékeket. Emellett négyféle
tomegaranyban szilard diszperziokat készitettenRIBYP K25 = 1:1, 1:2, 1:4, 1:6).

3. A legnagyobb mérték oldodasi sebességndvekedést a nagyobb DIMEB+artal
termékek eredményezték (1:2 és 1:3). A készitéslakdkozul csak a fizikai keverék
illetve a PVP-s szilard diszperzié nem mutatotyysiéikansan jobb oldédast.

4. A DIMEB alkalmazasaval a LOR oldékonysdgat keémhatasiggetlenné tettik
bizonyos 0sszetétel termékeknél (KP, MW, SD: 1:2 és 1:3), ezaltal joBb
egyenletesebb biohasznosulas varhato.

5. A komplexalas mértékét (részleges vagy teljesyakti(DSC, FT-IR, DOSY) és direkt
(ESI-MS) modszerekkel bizonyitottuk. A PM termékékreszleges, mig a KP, MW és
SD készitési eljarasokkal teljes komplexalds vadlosmeg. A komplexek
sztochiometrigja az ESI-MS és DOSY eredmények atapjl, ami egyébként a fazis-
oldékonysagi diagram alapjan is valosithet.

6. A KP és MW termékek hasonlé fizikai-kémiai tulajd@gokkal birnak, a
termoanalitikai és FT-IR eredmények bizonyitjakgyaa mikrohullam alkalmazasa
nem okozott fizikai vagy kémiai valtozast a LOR eilallajaban, .igy ez a gyorsabb
szaritasi eljaras biztonsagosan alkalmazhatésatliehs soran.

7. Az in vitro membran modell (PAMPA) igazolta, hogy a LOR felszidsaban a passziv
diffazién kivil egyéb ténydik is fontos szerepet jatszanak.

8. In vivo allatkisérletekben a KP 1:1 és 1:2 dsszdtémimekek szignifikans mértékben
csokkentettek a kivaltott 6démat az 6nmagaban addiR-hoz képest, vagyis novelték
a biohasznosulaséat: gyorsabb oldddasi sebessédhakéstol flggetlen oldédas és
felteheten a DIMEB P-gp-re gyakorolt gatlo hatdsa. Tovaiglaaoltuk, hogy sziikség
van a megfelél farmakolégiai hatas eléréséhez feleslegben alkaima DIMEB-et
(1:2), habar a komplex sztochiometriaja 1:1.

9. Az eredmények jol hasznosithatok a korai gyogysaatksban, mivel az Uj vegyuletek
tobbsége hidrofob, ezltal vizben rosszul oldodik,ionizaciéra képes csoportot is
tartalmaz, igy varhatéan az oldédasa fiigg a pHebdkben az esetekberdmyos lehet
a DIMEB valasztdsa az oldékonysag novelésére, igiegyulet alkalmassa teléet

toxikoldgiai és farmakoldgiai vizsgalatokhoz.
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