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A nanotechnoldgia mint uj iranyvonal a hatéanyagkristalyok
formulalasaban

AMBRUS Rita, POMAZI Anita és SZABONE REVESZ Piroska’
Szegedi Tudomdnyegyetem, Gyogyszertechnologiai Intézet, Eétvis utca 6, Szeged

1. Bevezetés

Az utébbi években a gyogyszertechnologia 1) és
kiemelten fontos iranyvonaldva valt a nanotechnoldgia.
Az elmult tiz év nanorészecskékkel foglalkozd kutatasai
igazoltak a gyogyszerészeti alkalmazasok fontossagat. A
nanotechnologiai moddszerek fejlesztése ¢s alkalmazasa
a hatoanyagkristalyok formuldldsa teriiletén, illetve az
alapanyag-gyartdsban mindenképpen indokolt. A rossz
vizoldékonysagu hatéanyagok oldddasi sebességének
novelése fontos az optimalis  biohasznosithatosag
szempontjabol. A farmakon oldodasi sebessége alapvetéen
az oldékonysag ¢és a részecskeméret fiiggvénye. A
kedvezotlen  vizoldékonysagi  hatdanyagokrol — szo6lo
tanulmanyok igazoljak, hogy a részecskeméret mikrométer
alatti tartomanyba valo csokkentésével lehetéség adodik
arra, hogy Iényegesen javuljon a biohasznosithatdsag,
esetenként az alkalmazott dozis, s ezzel a mellékhatasok is
csokkenthetoek.!

A modern gyogyszertechnologia célja olyan készitmények
formulalasa, amelyek hatdanyaga megfeleld helyen és
idoben maximalis hatdsossaggal rendelkezik. Ebben a
megkozelitésben a rossz vizoldékonysagu Osszetételeket
nanométeres tartomanyba tartozod részecskékké alakitjak.
Az alkalmazott technologiai eljarasokkal a nanorendszerek
sajatsdgos  jellemzok révén kilonféle csoportokba
sorolhatoak. Az ipar szamara els6sorban nanokristalyokat,
nanokristalyos rendszereket javasolt formulalni. Néhany
olyan gyogyszert, ami korabban nem felelt meg a klinikai
vizsgalatokon (pl. generikumok), jra lehetne formulalni
nanotechnoldgiai modszerek segitségével. A legnagyobb baj
ezekkel a hatéanyagokkal az, hogy nehezen oldhatdak fel
¢és/vagy rossz a felszivodasuk. Ha azonban nanokristalyokba
rendezziik 6ket, vagyis molekularis méretii (100-1000 nm)
kristalyos rendszert hoznak létre, maris kikiiszobolhetd az
oldékonysag és a permeabilitas problémaja. Nanokristalyok
formulalasaval megcélozhatd az intranazalis és a
pulmonaris terdpia is. Pulmonaris gydgyszerbevitelben
is alkalmazhat6 a nanorészecske, megfeleldé hordozd
segitségével, amelyeket porként (szaraz porinhalator) vagy
szuszpenzioként formuldlnak. Ezek a nanokristalyokat
hordozé rendszerek konnyen iranyithatoak a légutakban,
igy olyan betegségek kezelésében is alkalmazhatdak,
mint az obstruktiv tiidébetegségek, a genetikai zavarra
visszavezethetd korfolyamatok, és olyan fertéz6 léguti
megbetegedések, mint a tuberkuldzis. Kozismert, hogy a
hatéanyagok kozponti idegrendszerbe jutasat a vér-agy -gat
megakadalyozza. A nanokristalyos rendszerek intranazalis
alkalmazasa ujabb lehetdségeket biztosit pl. a farmakonok
szagldideg mentén torténd agybajuttatasara.*

Jelen  tanulmdany a  nanokristalyok  formulaldsanak
lehetbségeit mutatjia be, valamint protokoll megadasaval
szemlélteti az eléallitas lépéseit. Kisérletes munkank pedig
rossz vizoldékonysdgu modell hatéanyag szemcseméretének
nanoméret-tartomdnyba csékkentését célozza meg top
down” modszer alkalmazasaval.

2. Eléallitasi modszerek

A nanokristalyok eléallitasanak két lehetséges modja a
felépitd ,,bottom up” és a részecske lerombold ,,top down”
technoldgia.> A felépitd molekularis szintr6l kiindulva,
kivalt nanorészecskéket eredményez a rendszerben, mig
a leépitd technoldgia dezintegrald miiveletnek tekinthetd.
Az 1. tablazat ecloallitasi eljaras alapjan Osszegzi a
nanotechnologiai mdodszereket.®

2.1. Felépité (bottom up), precipitacion alapulé
eljarasok

Az utobbi néhany évben keriiltek igazan a gyakorlatba a
hatéanyag-precipitaciora €piild technikak, illetve eljaras
kombinaciok. Minden modszer a hatéanyag oldatabdl
indul ki és a megfelelo kicsapdszer és/vagy stabilizalo
oldat alkalmazasaval van moéd, precipitalas altal, a nano-
mérettartomany elérésére.” A valtozatossag az alkalmazott
energia kozlés modjaban (ultraturrax, nagyintenzitasu
ultrahang, nagynyomasu homogenizator), az olddszer
eltavolitasanak  lehetdségeiben  (porlasztva  szaritds,
liofilezés, vakuumszaritas) rejlik. Ez alapjan a fobb technikak
kozé az olddszer/emulzid diffizio és az SCF (szuperkritikus
folyadékok) eljarasok tartoznak.*® Az Gin. emulzid/oldoszer
diffuzié modszer alkalmazasakor ki kell valasztani azt a
vizzel részben elegyedd olddszert, amelyben a hatdanyag
jol oldodik. Az elsd 1épésben alkalmazott stabilizald oldattal
mikroemulzié képzdédik - ahol a hatdéanyag oldott formaban
van az emulgealt cseppekben -, amelyet a masodik [épésben
vizzel kell higitani addig, amig az olddszer-viz teljes
elegyedése kovetkeztében a hatéanyag-nanokristalyok
kivalasa megtorténik.

2.2. Részecske
eljarasok

rombolé, leépité (top down)

A mechanikai hatdson alapuld, részecske rombold
eljarasok dezintegracios erdk hatasa révén, alapvetden
két fo iranyvonalat képviselnek: o6rlés és nagynyomasu
homogenizalas. A hagyomanyos szaraz Orléses eljarasok
1-10 um szemcseméret tartomanyban hasznalhatéak. A

* Fészerzd. Tel.: 06-62-545-575 fax: 06-62-545-571; e-mail: revesz@pharm.u-szeged.hu.
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nanorészecskék eléréséhez és stabilizalasahoz azonban
mindenképpen nedves orlésre van sziikség. Liversidge €s
munkatarsai vizsgaltak eloszor azokat a paramétereket,
amelyek elég energidaval rendelkeznek ahhoz, hogy a
kristalyos hatdanyagbdl nanorészecskék keletkezzenek.!'
Célszerli a folyamatot szakaszosan végezni, mivel a nagy
energia kovetkeztében a rendszer talmelegedhet, éppen ezért
a homérséklet ellendrzése feltétleniil sziikséges (< 40 °C).
A nedves Orlés elonyosen alkalmazhato eljards, mivel
egyszerl, alacsony koltségli ¢s lizemesithetd. Azonban,
mindenképpen hatranyai k6zé tartozik a polimorf atalakulas,
anyagszennyezés ¢s a polidiszperzitds. A nagynyomasu
homogenizalas alkalmazasa igen kozkedvelt technika
nanoszuszpenziok eléallitasara, laboratoriumi és nagyiizemi
méretben egyarant, szemben a mikrofluidizalassal, ahol a
tapasztalatok azt mutattdk, hogy igen sok 50-100 ciklus
utan is a szemesék 50 %-a 2-3 pm-es tartomanyba esett.

1. Tablazat. A nanokristalyok eléallitasanak f6 iranyvonalai.

A nagynyomasi homogenizalasi eljaras soran egy un.
preszuszpenzié vagy -emulzid nagy nyomas hatasara
megy keresztiil a szabalyozhato, sziik nyilast szelepen.
A sziikitésben a nagy nyomadskiilonbség hatasara a minta
rendkiviili médon felgyorsul (2-300 m/s), ezaltal erds
mechanikai hatasok 1épnek fel (kavitacio, nyiras, {itkozEs),
amelyek szemcse/csepp méret csokkentést eredményeznek.
Ezenkivil gazbuborékok is keletkeznek, amelyek a
szikitésbdl kiérve, a nyomascsokkenés kovetkeztében
berobbannak, ezzel nanoszuszpenzidt ill. mikroemulziot
képezve. Altalaban hiarom f6 1épés kiilonitheté el a
nagynyomasu homogenizalas soran: elokeverés ultraturrax-
al, alacsony nyomast és nagynyomasu Orlés. A nyomas,
hémérséklet és atpréselési ciklusok szamanak valtoztatasaval
szabalyozhat6 a miivelet hatasossaga.' A 6 limitald tényezd
egyes esetekben az, hogy az anyag kristalyszerkezete
megvaltozik és nd az amorf frakcid, amely stabilitasi
problémakat eredményezhet.

»Bottom up” Kombinacié »Top down”
Fé o Homogenizalas Orlés/ N L
. 0 " Precipitacié h agynyo.m,als,u
médszere majd precipitacio Nedves 6rlés omegenizalas
1. olddszer/emulzio- 1. kombinaciok 1. orlés 1. piston-gap
diffuziéo modszer homogenizacio
Eljarasok 2. SCF-szuperkritikus 2. golyos Orlés 2. CFC-kontrollalt
folyadék technologia aramlasos kavitacio
nagy intenzitasu
ultrahanggal
4. kevert-kozegii 6rlés
Nanorészecs- | Hydrosol® Nanoedge™ Nanocrystal™ Dissocubes®- vizes
ke tipusa Nanomorph™ kozeg Nanopure®-
nemvizes kozeg,
kevert kozeg
2.3. Emulgealdson alapulé moddszerek (kombinalt NANOKRISTALYOK |
eljarasok) ECORITARS
DEZINTEGRALO PRECIPITACION ALAPULG
ELJARAS ELJARAS

Az o/v és v/o mikroemulzidk alkalmazésa szintén jol bevalt,
kozkedvelt modszer elssorban szilard-lipid nanorészecskek,
illetve nanoszuszpenzidk eloallitasara. A stabilizalashoz
szintén emulgenseket, polimereket lehet alkalmazni. A
modszer specialis valtozata az ,,olvadék emulgealasos”
eljaras, alacsony olvadaspontii hatéanyagok esetén. Itt a
vizes stabilizalé oldatban szuszpendaljuk a hatdanyagot,
majd a rendszert felmelegitjiik a hatéanyag olvadaspontja
folé. Ezt kovetden energiakozléssel mikro-emulzio késziil
majd a nanorészecskék hiitéssel nyerhetbek.’

2.4. Eléallitasi protokoll

A nanokristalyok formulalasaval kapcsolatos eddigi
kisérletes munkank alapjan un. eldallitasi protokollokat
dolgoztunk ki mind a dezintegrald ,,top down”, mind a
precipitacion alapuld ,,bottom up” moédszerre (1. abra). A
termékkészitések soran kiilonbozé hordozokat (mannit,
trehaloz, laktéz) ¢és stabilizalokat (polivinilpirrolidon,
Tween 80, Poloxamer 188) alkalmazunk a nanokristalyok
egyediségének biztositasa céljabol. Jelen kozleményben a
dezintegrdacion alapulo modszerrel kapott eredményeket
mutatjuk be.

ALKALMAS ADDITIVEK
KIVALASZTASA

NEDVESORLES ULTRATURRAN-SZAL

KAVITACIO

NANOSZUSZPENZIO EA.

FAGYASZTVA-SZARITAS

TERMEK SZEMCSEMERETENEK

OPTIMALIZALASA

l

ALKALMAS Am_a-ri'iw.x iés OLDOSEER
KIVALASZTASA

OLDOSZER-DIFFUZIO
MODSZER
KAVITACIO

NANOSZUSZPENZIO EA,

FAGYASZTVA/PORLASZTVA
SEARITAS

TERMEK SZEMCSEMERETENEK
OPTIMALIZALASA

1. Abra. Alkalmazott eléallitasi protokollok.

3. Kisérleti rész

Az altalunk alkalmazott modell hatéanyag a meloxicam
volt, amely egy nem-szteroid gyulladascsokkentd é&s
fajdalomesillapitd szer. A farmakon rossz vizoldékonysagu,
ezért a szemcseméret nanométeres tartomamyba valo
csokkentése feltétleniil indokolt az oldhatosag és
biohasznosithatosag javitasa céljabol.!>
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2. Tablazat. A termékkészités jellemzd paraméterei.

Termékek Osszetétel "Dlszperzrlos Eljaras Kavitacio Szaritas
kozeg/Oldészer
MEL,
Dezintegrald £t
T1 Mannit, viz Nagynyo.mé,isu liofilezés
nedvesérlés homogenizator
PVP K-25
MEL,
Mannit, Dezintegrald o
V) viz Fagynyom?su liofilezés
Tween 80, nedvesorlés omogenizator
PVP K-25
3.1. Anyagok rontgen diffraktométer, Rigaku Co. Tokyo, Japan). A mérési

Meloxicam (MEL): EGIS Ltd., (Budapest, Hungary);
Polyvinylpyrrolidone (PVP) K-25: BASF (Ludwigshafen,
Germany); Tween 80 (polysorbate 80) és B-D-mannit:
Pannon Pharma Rt, Hungary.

3.2. Eléallitas dezintegralé miiveletekkel

Nedvesorlés alkalmazasaval 1 g mannit, 1g MEL és 0,25g
PVP K-25 (T1) vagy 0,25g PVP K-25+0,05g Tween 80
ad 20 ml viz (T2) tartalmi preszuszpenziot ultraturrax-
szal (Janke & Kunkel, IKA Labortechnik, Germany)
24000 fordulatszamon 20 percig kezeltiink. A nanoméret-
tartomanyt nagynyomdsu homogenizator (APV-2000,
Invensys, Denmark) alkalmazéasaval 1000 bar nyomason,
15 ciklussal értiik el. A nanokristalyok szaritasa liofilezéssel
(Crist Beta 1-8 K, Germany) tortént. A termékkészités
jellemzo6 paramétereit a 2. tablazat foglalja ssze.

4. Vizsgalati médszerek
Szemcseméret-megoszldas, morfologia

A kristalyok méretét és méreteloszlasat Malvern Mastersizer
méretanalizatorral (Malvern Instruments, Worcestershire,
UK) végeztiik (300 RF, MS14 diszpergald feltét).

srer

vizsgaltuk (Hitachi S4700, Hitachi Scientific Ltd., Japan).
A szemcsék bevonasa a Bio-Rad SC 502 (VG Microtech,
Anglia) késziilékkel tortént, a termékek feliiletén az
elektromos vezetés kivaltasara 1,3-13 mPa nyomasu levegot
alkalmaztunk.

Szerkezeti sajatsdgok

A DSC méréseket Mettler Toledo STAR® termoanalitikai
késziilékkel végeztik (Mettler Toledo DSC 821°¢ thermal
analysis system, STAR® thermal analysis program
V9.0 Mettler Inc., Schwerzenbach, Svijc), argon gaz
ataramoltatasaval (10 1/6ra). A vizsgalatokat 2-5 mg-os
mintaval 25-300 °C kozott, 5 °C /perc fiitési sebességgel
végeztik.

A mintakban 1év0 hatoanyag kristalyos allapotat por-rontgen
diffraktometriaval hataroztuk meg (Miniflex II Rigaku por-

paraméterek a kovetkezok voltak: CuKa = 1,5405 A; 30 kV;
15 mA.

In vitro kioldodas

A vizsgalathoz a Magyar Gyogyszerkényvben hivatalos
forgdlapatos kioldokésziiléket hasznaltuk. A méréseket
100 ml foszfat pufferben pH = 7,4 végeztiik. 5, 10, 15, 20,
30, 60, 90 és 120 perc utan 5-5 ml mintat vettink — ezt a
kioldd kozeggel potoltuk — szirés (0,2 pm) és higitas utan
ATI UNICAM UV-VIS spektrofotométerrel A = 362 nm
hullamhosszon a hatéanyagtartalmat meghataroztuk.

4. Eredmények értékelése
Szemcseméret-megoszlds, morfologia

Elvégeztiik a hatdanyag szemcsék méretének meghatarozasat
(3. tAblazat). Osszevetve a kiindulasi MEL 86 pm-es atlagos
szemcseméretét a termékekben talalhatd MEL méretével,
szignifikans valtozast tapasztaltunk. A dezintegrald eljaras
a megadott Osszetételekkel alkalmas volt a hatdanyag
nanonizalasara. Az eredeti mérethez képest a szemcsék 60%-
a nano-mérettartomanyba esett, valamint a specifikus feliilet
140-szeresére novekedett, ezzel eldre vetitve a kioldddas és
permeabilitas javulasat is.

3. Tablazat. Hatoanyag és termékek szemcseméret-megoszlasa és
specifikus feliilete.

D) DS D09  Pe

Termékek fel.
pm pm pm m’g"!

MEL 24,80 86,39 237,92 0,09
T1 0,14 0,42 3,00 12,53
T2 0,14 0,96 6,34 10,20

Az clektonmikroszkopos felvételek célja, a hatdanyag
eloszlasanak és habitusanak jellemzése. A felvételek jol
szemléltetik, hogy a kiindulasi MEL-re oszlopos jellegl,
hexagonalis kristalyhabitus jellemzd. A felvételen jol latszik
a mannit irdnyitott kristalyosodéasa és mind a T1 mind a T2
mintadkban az egyenletesen eloszlatott hatéanyagkristalyok
(2 abra).
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2. Abra. MEL és a termékek elektronmikroszképos felvételei.
Szerkezeti sajdtsdagok

A mintak szerkezetét termikus analizissel jellemeztiik. A 63-
D-mannit esetében az olvadaspont 165 °C, mig a PVP amorf
sajatsagat mutatja, hogy gorbéjén olvadas nem lathatd. A
hatéanyag DSC gorbéjén 260 °C-nal éles endoterm csucs
detektalhatd, amely olvadaspontjat jelzi, majd az ezt kovetd
exoterm csucs alapjan rekrisztallizacidt alapitottunk meg. A
vizsgalattal igazoltuk, hogy a termékekben mind a MEL,
mind a vivoanyag kristalyos formaban van. Tovabba azt
tapasztaltuk, hogy a MEL olvadaspontja 30 °C-kal csokkent,
tobbek kozott a jelentds méretcsokkenés miatt. A mannit
esetében a fagyasztva-szaritds a (-D-mannit modosulat &
polimorf mddosulatat eredményezte (3. abra).

et
PVP K26 ‘—\
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3. Abra. MEL, segédanyagok és termékek DSC gorbéi.

A porrontgen felvételek alapjan igazoltuk, hogy a
hatéanyag a termékekben kristalyos formaban van, illetve,
hogy a hordozd liofilezése valdban & modosulat keletkezését
eredményezte (4. abra). A meloxicam kristalyossagat
jellemzd csucsok 13,22, 15,06, 26,46 és 26,67 20 értékeknél
olvashatdk le. A mannit két kristalymddosulata por-rontgen
segitségével is azonosithatd.

In vitro kioldodds vizsgdlat

A termékek kioldddasa szignifikdnsan nétt a kiindulasi
farmakonhoz viszonyitva (5. abra). A kioldodas sebessége

a hatdanyag esetén elhuzodo, a vizsgalati id6 alatt a bemért
MEL kevesebb, mint 30%-a oldodott fel. A T1 és T2
termékek kioldddasi profiljan a burst-effect figyelhetd meg,
azaz az els6 5 percben a farmakon 100%-a robbandsszertien
oldodik ki.
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4. Abra. MEL, mannit, T1 és T2 termékek por-rontgen felvételei.
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5. Abra. MEL és termékek in vitro kioldodasa.

6. Osszegzés

Osszegzésképpen elmondhato, hogy az éltalunk valasztott
modellanyag esetén a dezintegrald moddszer alkalmazhatd
szubmikroszkopos szemcseméret elérésére. A dezintegralo
eljarasok eldnye, hogy olddszermentes, azonban a sziikséges
energia biztositdsdra nagynyomasu homogenizatorra van
sziikség. A nanokristalyok el6allitasahoz minden esetben
elovizsgalatok sorozatara van sziikség, hogy a megfeleld
hatéanyag-segédanyag kombinaciokat, megfeleld
eljarasi  paraméterekkel kombinaljuk. A  hatdanyag
szemcseméret-megoszlasa alapjan a részecskék 60%-a nano
mérettartomanyba esett. Az in vitro kioldodasi vizsgalatok
pillanatszeri  90-100 %-os hatéanyag felszabadulast
mutattak. Ezen kisérletek alapjan a tovabbiakban a
dezintegrald eljarasok alkalmazdsa javasolt nanokristalyos
MEL tartalmu gyogyszerformak eloallitasara.

Koszonetnyilvanitas

A munka megvaldsitasit a Magya-Szlovén Korménykdozi
kooperacio (TET) mobilitasi project (HU-SLO-7/2006) tette
lehetdve.
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Submicronization can be classified into two main categories, the
bottom-up and the top-down technology. The bottom-up technology
sets out from molecules which are dissolved and precipitated by
adding solvent and non-solvent, while the top-down technology
involves disintegration through the application of stress.

This study focuses on the possible procedures for the formation
of nanocrystals of Meloxicam, a poorly water-soluble drug with a
large particle size. Use of the top-down method for the preparation
and investigation of Meloxicam nanocrystals is discussed.
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