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1. Bevezetés

A ciklodextrinek (CD) hat, hét vagy nyolc a-D-gliikopiranoz-
egységbdl allo ciklikus oligoszacharidok. A gliikopiranoz
egységek szamatol fiiggden alfa-, béta-, illetve gamma-CD
néven ismertek, ezek az un. alap ciklodextrinek. A CD-k
csonkakup alaku, belsd ureggel rendelkezd nanoméretii
molekulak. A szerkezeti elrendezddés kovetkezményeként
ez az ureg apoldris; a molekula pereme ¢s kulso felulete
polaris. A CD-k asszocidcids tipusu, un. zarvanykomplexeket
képezhetnek kiilonboz6 kémiai szerkezetli (elsésorban
egy, vagy tobb apolaris csoportot tartalmazo) ionokkal,
gyokokkel vagy molekuldkkal, de klasszikus értelemben
vett kémiai kotés kozottik altaldban nem jon létre.
Megfelelé korilmények kozott a zarvanykomplex konnyen
disszocidlhat, ¢s ekkor a szabadda valt vendégmolekula
visszanyeri eredeti fizikai-kémiai sajatsagait.?

A Magyar Kémiai Folyoirat hasabjain elsé alkalommal
1978-ban jelent meg ciklodextrin témaji kozlemény,
melyben Szejtli Jozsef ¢s munkatarsai elemezték a CD-
komplexképzés szinezékek spektralis sajatsagaira gyakorolt
hatasat, valamint javasoltak e jelenség kihasznalasat CD-
tartalmu oldatok analitikai vizsgalatara.®

A CD-k sajatsagait targyaldo tudomanyos kozlemények
(cikkek, monografidk) szamottevé hanyada kapcsolodik
gyogyszeripari alkalmazashoz,* mert SZamos
gyogyszermolekula alkalmas komplexképzo partner a CD-k
szamara. A ciklodextrinekkel torténd komplexképzés egyik
leggyakoribb velejaroja, hogy a bezart vegyiilet oldékony-
sdga vizes fazisban (akdr sokszorosan) felilmulhatja
a komplexalatlan vegyitletét. Sok kevéssé oldhato
hatoanyagbol nehéz eldallitani vizes kozegii injektalhato
készitményt. Tovabbi probléma lehet, ha az alkalmazando
vegytletek illékonyak, hé  hatdsara  elbomlanak,
érzékenyek az oxidaciora, fényre, bizonyos ionokra, illetve
9sszeférhetetlenek mas dsszetevokkel. Ezekben az esetekben
sikerrel alkalmaztdk a CD-ket gyogyszerformulalasi
segédanyagként. A CD-k alkalmazasan alapuld technoldgiai
jellemzok javulasa a vendégmolekuldk CD komplexen
beliili molekularis szintli diszperz allapotaval indokolhato.
A kialakulé komplex egésze hidrofil kémiai karakterti lesz,
¢és a hatéanyag védett mikrokornyezetbe kertil.

Ciklodextrinekkel — célszertien  szabalyozhatok — egyes
hatéanyagok farmakokinetikai jellemzoi is.> A forgalomba
kerult ciklodextrin-farmakon komplexeket tartalmazo
gyogyszerkészitmények jelentds része tabletta, kapszula,
illetve drazs¢ formaban keril kiszerelésre.® Ilyen
készitmények  kritikus  jellemzéje a hatdanyag(ok)
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felszabadulasi és oldodasi sebessége, valamint a bioldgiai
felszivodas mértéke.

A vizben rosszul oldodo farmakonok bioldgiai hasznosuldsa
gyakran csekély mértékii. A hatéanyag azonban jol
oldodo ciklodextrin zarvanykomplexébdl gyomornedvvel
érintkezve perceken belil felszabadulhat, valamint a
felszivodas szempontjabol kedvezd magas szabad farmakon-
koncentracio hosszu ideig biztosithatd. A hidrofil komplex
asszocidtum, valamint maga a CD gyakorlatilag nem
szivodik fel a tapesatornabol.”

Tovabbi elonyos sajatsaga is lehet a CD-komplexbe
zart farmakonoknak. A gyogyszerhatoanyagok jelentds
része kellemetlen iz vagy szagu, alkalmazasuk sulyos
mellékhatassal jarhat, irritalhatjadk a gyomorfalat vagy a
nyalkahartyat. A problémak részleges vagy teljes megoldasat
a hatéanyag CD-be torténd bezarasa kinalja.®

Kedvezd komplexképz tulajdonsagaik, jo vizoldhatosaguk
és csekély aggregacios hajlamuk miatt szamos forgalomban
1évo gyogyszerészeti készitményben alkalmaznak kémiailag
modositott  ciklodextrin-szarmazékokat  is,  példaul
2-hidroxipropil-B-ciklodextrint (HPBCD), és szulfobutiléter-
B-ciklodextrint.’ E termékek talnyomo tobbsége parenteralis
készitmény vagy szemcsepp, melyekkel szemben szigoru
hatosagi  kovetelményeket tamasztanak. Ezek koziil
kiemelendd, hogy szemmel detektalhaté részecskék nem
lehetnek jelen a termékben. E formulaciok fejlesztésekor
az  aggregicios  sajatsdgok  vizsgalatdnak  kiemelt
jelent6sége van, mivel az aggregatumok a hatéanyag
kikristalyosodasanak gocai lehetnek.

A ciklodextrinek komplexképzd sajatsaga kedvezden
hasznosithato biologiai aktivitdst mutaté makromolekulak
és peptidek stabil, injektalhatd vizes oldatainak
el6allitasara.’® Kiemelkeds gyogyaszati jelentdségli, de
alacsony oldékonysagi, idével aggregalédd polipeptideket
pl. interleukin-2-t (IL-2); tumor nekrozis faktort (TNF),
makrofag kolonia stimulalo faktort (M-CSF), inzulint és
eritropoietint (EPO) tartalmazo vizes oldatok hosszabb ideig
tarolhatok, ha adalékanyagként HPBCD-t is tartalmaznak. A
stabilitdsnovekedés ugyanakkor nem csokkenti a polipeptid
oldatok biologiai hasznosuldsi aranyat.!

ACD-kgyogyaszatifelhasznalasajelentds paradigmavaltason
ment keresztiil a 2000-es évek forduldjan, miutan gyakorlati
alkalmazast is nyert a felismerés, hogy bizonyos CD-
szarmazékok onmagukban is alkalmas vegyiletek orvosi
kezelés céljara. A CD-kutatas torténetének ezen izgalmas
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fejezetét Szente Lajos foglalta 9ssze e folyodirat egy évvel
korabbi szamaban.'?

2. A ciklodextrinek és komplexeik aggregacids viselked ése

A CD-kbdl készilt vizes oldatok idealistol eltérd
ozmozisnyomas-adataibol szamolt aktivitasi egyttthatok
alapjanjapan kutatok maraz 1980-as évek elején feltételezték,
hogy ezen oligoszacharid molekuldk onszervezddésre
(legalabbis dimer képzésére) hajlamosak.'?

A miiszeres vizsgalati lehetéségek szélesedd tarhazanak (pl.
az uj fényszorasos technikak, atomeré mikroszkopia (AFM),
elektron-mikroszkopia, elektron spin rezonancia (ESR)
spektroszkopia, stb.) bovilésével, és az egyre érzékenyebb
modszerek elérhetévé valdsdval az intermolekularis
kolesonhatasok részletesebb jellemzésére nyilt lehet6ség. '+
Az aggregitumok méreteloszlasanak ¢és stabilitasanak
vizsgalata gyakorlatban is kiaknazhaté eredményeket
szolgaltatott a gyogyszerfejlesztd szakemberek szamara.

Az 1990-es években tobb kozlemény is foglalkozott azzal a
felismeréssel, hogy szamottevo kiillonbség lehet az alap CD-
k, illetve szarmazékaik aggregacios hajlama kozott. Az alap
CD-k vizes oldatban meglehetdsen hajlamosak aggregaciora,
az aggregalt részecskék atmérdje akar a néhany mikrométert
is elérheti.’® Kulonosen figyelemreméltd, hogy a gamma-
ciklodextrin akar néhany szazalékos vizes oldata napokon
beliil szabad szemmel is lathaté opaleszcenciat mutat és
tlepedé diszperz rendszert képez."”

Hidrofil CD-szarmazékok kevésbé aggregalnak, mint
a megfelel6 alapvegyiilet, mivel a CD-molekuldk
peremein talalhato -OH csoportok teljes vagy részbeni
szubsztitucioja miatt csokkenhet az intermolekuldris
hidrogénhidak létrejottének lehetdsége.'® Amennyiben
hidroféb oldallancokat épitink a CD-molekulédkra, a vizben
val6 oldékonysag csokkenése mellett vizes oldatukban az
aggregacio mértékének novekedésére szamithatunk. !>

Szabad hatoanyag

7
\_/  szabad ciklodextrin
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1. Abra. Polimerrel stabilizalt ciklodextrin-hatoanyag komplex sematikus
abrazolasa.

A ciklodextrinek aggregaciora vald hajlama (alkalmas
koralmények kozott) gyogyszerformulalasi szempontbol
akar elényos is lehet. Nanoméretii CD- vagy CD-komplex
aggregatumok  vizoldhaté  polimerekkel — sztérikusan

stabilizalhatok. A polimer burokkal védett aggregatumok
tovabbi osszeépiilésre mar nem hajlamosak, a polimerekkel
stabilizalt aggregatumok inkdbb az asszociacios kolloid
rendszerekkel mutatnak szerkezeti analégiat (1d. 1.
abra). Ilyen tipusi formulaciokat a gyakorlatban vizes
kozegben melegitéssel, majd visszahitéssel 4llitanak
el6. A gyogyszerészet mellett a kozmetikum-, illetve
novényvéddszer-formulalas soran is hasznalhaté eljaras
szabadalmi oltalomban is részesiilt.”!

Jelen kozleményben néhany sajat (a Cyclolab Kft-nél
elvégzett) ciklodextrin-aggregacios vizsgalatot mutatunk be.

3. Vizsgilati médszer

Az aggregatumok méreteloszlasat Malvern Zetasizer
Nano ZS késziilékkel (Malvern Instruments Ltd, Egyesilt
Kiralysag), dinamikus fényszoras mérés (fotonkorreldcios
spektroszkopia) modszerrel  vizsgaltuk. A készulék
Iézerforrasa 633 nm-es HeNe lézer, a folyadéktarto 1,00
x 1,00 cm méretii tivegkiivetta volt. A részecskeméret-
eloszlasokat kozvetleniil a késziilékbdl nyert autokorrelacios
fuggvényekbol Zetasizer Software 6.2 verzioju szoftverrel
értékeltuk.

A folyadék mintakat kozvetlenil vizsgalat elott precizios,
szott, egyszalu, 10 pm-es névleges résméretii szitaszoveten
(Medifab, SEFAR AG, Svéajc) szfirtiik a szemmel érzékelhetd
lebegd szennyezddések eltavolitasa végett.

4. Felhasznalt anyagok

A kisérletek soran hasznalt ciklodextrinek a CycloLab
Ciklodextrin Kutato Fejleszté Laboratorium Kft. (Budapest,
Magyarorszag) termékei. Adalékanyagokként a Molar
Chemical (Budapest, Magyarorszdg) p.a. mindségl
finomvegyszereit hasznaltuk fel.
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2. Abra. Az éret valtozasa a hdmérséklet fiiggvényében az

alap CD-k vizes oldataiban (a kisérleti adatok hibahatara: + 20 nm).

5. Eredmények

homérséklet fuggvényében. A harom, leggyakrabban
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alkalmazott (un. alap) CD vizes oldataban 1év6 aggregatumok
fényszorassal meghatarozott méretét a 2. abran mutatjuk be.
A CD-k koncentracioit ugy valasztottuk meg, hogy azok
kozel legyenek a telitési értékhez, mivel leggyakrabban ilyen
oldatokat alkalmazunk preparativ céli komplexképzés soran,
amennyiben oldat fazisu technikat valasztunk. Mindharom
esetben azt tapasztaltuk, hogy az atlagos aggregatummeéret
— némileg eléré mértékben — csokken a homérséklet
emelkedésével. A vizsgalt homérséklet-tartomanyban egyik
esetben sem értiik el a teljes mértékl de-aggregaciot, azaz a
homozgas kinetikai energiaja még 80 °C koril sem elegendo,
hogy e CD-molekulak ¢sszekapcesolodasat megakadalyozza.

A CD-k aggregacios allapotanak vizsgalatabol nyert
adatok nemcsak gyogyszertechnologiai fejlesztések soran
hasznosithatok. Az élettudomanyok ¢s a biotechnolégia
jonéhany teriletén alkalmaznak CD-ket elsdsorban
szolubilizal dszerként, illetve sejtmembran-osszetétel
modosité agensként. A szolubilizalt gyogyszermolekulak

fizikai allapota jelents hatassal lehet e szallitdst végzo
(,,carrier’”) molekuldk hatékonysagara, ¢s a megcélzott
terillet elérhetéségére is az un. ,fokozott permeabilitas
és visszatartds” hatas miatt.? Nanoméretli részecskéket
tartalmazd ~ gyogyszerformulaciok — alkalmazasaval a
nehezen atjarhato biologiai gatrendszereken keresztiil
is atjuttathatdo a kivant hatéanyag.®?* Az 1. tablazatban
biologiai alkalmazasokban gyakran alkalmazott
adalékanyagok (hidrogénhid kotést perturbaldé karbamid,
makromolekuldk, savak) és koszolvensek hatasat vizsgaltuk
alap B- és y-CD-k, ¢s egy kivalasztott szovetbarat, alacsony
felderitésére végeztiik el a vizsgalatokat, hogy pusztin ezen
adalékanyagok alkalmazasaval célzottan modosithatok-e a
CD-k aggregacios sajatsagai.

A vizsgdlt adalékanyagok és koszolvensek de-aggregald
hatdasa kétféleképp nyilvanulhat meg. Egyfelol az
aggregatumok mérete csokkenhet, vagy az aggregatumok
mennyisége csokken véltozatlan atlagos atméré mellett.

1. Tablazat Kilonbozé sajatsagi segédanyagok és koszolvensek hatasa a ciklodextrinek aggregacios sajatsagaira (25 °C)

Ciklodextrin S

yag /| (

Hatis

Aci6)

citromsav (0.1 = 1.0 %)

De-aggregal6 hatas

citromsav (0.1 = 1.0 %)

80 °C-ra melegités, majd 25°C-ra visszahiités utan

Jelentds de-aggregalo hatas

B-ciklodextrin dimetil formamid (0,1 — 1.0 %)

De-aggregal6 hatas

karbamid (1,0 %)

Nincs hatassal az aggregaciora

dimetil szulfoxid (1,0 %)

Nincs hatassal az aggregaciora

polivinil pirrolidon K-30 (0,1 %)

De-aggregal6 hatas

citromsav (0.1-1.0 %)

Aggregalo hatas

karbamid (1.0 %)

Nincs hatassal az aggregaciora

v~ ciklodextrin —
dimetil formamid (1.0 %)

Nincs hatassal az aggregaciora

polivinil pirrolidon K-30 (1,0 %)

De-aggregal6 hatas

1,0% citromsayv / citrat puffer (pH=6)

NaCl (0,9 %)

KH,PO, (1.0 %)

EDTE (1,0 %)

Foszfat pufferelt sooldat (PBS)

X . X borsav (1,0 %)

2-hidroxipropil-p-
ciklodextrin, atlagos
szubsztituciofok: ~ 4

arginin (1.0 %)
frukt6z (5.0 %)
glicerin (1.0 %)
etanol (1,0-15 V%)

Nincs hatassal az aggregaciora

natrium tetraborat (1,0 %)

Aggregalo hatas

polivinil pirrolidon K-17 (1,0 %)

De-aggregal6 hatas

polivinil pirrolidon K-17 (1,0 %)
+ etanol (5,0-20 V%)

Jelentds de-aggregalo hatas

Citromsav jelenlétében a B-CD aggregaciora valo hajlama
csokken, kiilonosen melegités hatasara. Azonban meglepd
moédon ellenkezd hatast tapasztaltunk y-CD esetében.
Nagy toménységben alkalmazott karbamid hidrogénhid-
kotésekre gyakorolt hatdsa kozismert, az oldatbeli

alkalmazott alacsonyabb (1,0%) koncentracioban még az

érzékeny dinamikus fényszorasméréssel sem tapasztaltunk
szignifikans aggregaciobeli valtozast.

Egy széles korben hasznalt makromolekularis adalékanyag
— a polivinil-pirrolidon (PVP) — jelentékeny de-aggregald
hatasat figyelhettik meg mindharom vizsgalt CD esetén.
E makromolekuldk gombolyagmérete fényszorasméréssel
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10-20 nm-nek adodott, ami legalabb egy nagysagrenddel
kisebb, mint a CD-aggregatumok jellemz6 mérete. Emiatt
a polimer molekuldkrol szérédo fény nem zavarta az
aggregacios vizsgalatok értékelését. PVP jelenlétében azt
tapasztaltuk, hogy az adalékanyagmentes CD-oldatokra
jellemzé mérettartomanyban nem, vagy alig észlelhetdk
aggregatumok. Pusztan a fényszorasos vizsgalatok
alapjan azonban nem adhato valasz arra, hogy a polimer
gombolyagok méretével osszemérhetd, vagy anndl kisebb
CD-aggregatumok (esetleg a polimer altal stabilizalt
formaban) tovabbra is léteznek-e az oldatban. A vizsgalat
soran hasznalt PVP-k molekulatomegét ugy valasztottuk
meg, hogy engedélyezési szempontbdl igazodjon a CD-k
felhasznalasi teriiletéhez. A per os alkalmazott p- és y-CD
aggregacios vizsgalatai soran oralis alkalmazasra javasolt
magasabb molekulatomegti (K-30 jeli) mintat, mig az
els6sorban parenteralis célra hasznalt HPBCD mellé
injektabilis PVP K-17 jelti anyagot vélasztottunk.

Mindkét PVP minta hatékony adalékanyagnak bizonyult a
CD-k onaggregacidjanak megakadalyozasara. PVP K-17
¢és HPBCD esetében vizsgaltuk etanol koszolvens hatasat
is. Az onmagaban de-aggregaciot nem okozo etanol PVP
jelenlétében a polimer de-aggregalo hatasat jelentosen
fokozta.

A mérési eredményeinkbdél levonhaté tapasztalatok
Osszhangban ~ vannak  Messner ¢és  munkatarsainak
membranpermedcios adatokbol levont kovetkeztetéseivel,
miszerint polimer adalékanyagokkal (karboximetilcelluloz,
hidroxipropilmetilcelluloz), valamint etanollal lehetséges
csokkenteni hatoanyag/ciklodextrin komplex aggregatumok
méretét.”’

6. Osszefoglalas

Fotonkorrelacios spektroszkopia alkalmazasaval tobbféle
ciklodextrin aggregacios sajatsagait vizsgaltuk vizes
oldatban.  Kiilonbozé kozegekben —0sszehasonlitottuk
az alap ciklodextrinek ¢és egy ciklodextrin szarmazék
(2-hidroxipropil-béta-ciklodextrin) onszervezodését. Ré-
szecskeméret elemzéseink alapjan megéllapitottuk, hogy
szokasos adalékanyagok alkalmazasaval (pl. citromsav,
polivinil-pirrolidon), illetve a hémérséklet valtoztatasaval
kontrollalhato a ciklodextrin molekuldk aggregaciora valo
hajlama.

Pharmaceutical use of cyclodextrins: advantages and
disadvantages of self-assembly

It has been known that cyclodextrin (CD) molecules are susceptible
to self-association since the 1980°s when Miyajima et al. reported
their observations on the non-ideal osmotic behavior of CD-
solutions.”® This phenomenon can cause problems in parenteral
drug formulations.

As various modern, sensitive instrumental analysis techniques
(laser light scattering, atomic-force microscopy, electron
microscopy) were developed, in-detail data on the characterization
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of intermolecular interactions became available. In the 1990’s
several publications dealt with the peculiarity of hydrophilic CD-
derivatives, that these compounds are less likely to form aggregates
compared to the starting material parent CDs.!*!¢ Szente et al.
conducted extensive investigations on the aggregation properties
of gamma-CD which shows opalescence in aqueous solution even
in few percentage concentration.'

Ability to control the aggregate state of CDs offers multiple benefit
for the pharmaceutical technologists. On one hand aggregation
phenomenon in injectable and ophthalmic preparations is often
sought to be eliminated since such aggregates might be seeds
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for the precipitation of the solubilized drug. However, if such
nanosized associates are kinetically stabilized by water soluble po-
lymer chains, then the apparent solubility of some drugs difficult
to formulate might be increased manifold." Such systems are
prepared by heating and cooling cycles and might be well utilized
in pharmaceutical, cosmetic and agrochemical applications.

In present work photon correlation spectroscopy has been employed
for the purpose of characterizing the aggregation behavior of CD
molecules. Parent cyclodextrins and a cyclodextrin derivative,
(2-hydroxy)propyl-p-cyclodextrin  (HPBCD) were studied in
different aqueous media. Based on particle size analysis data we have
demonstrated that the tendency of cyclodextrin molecules to form
aggregates may be controlled by both temperature and numerous
additives. Cyclodextrins are used in various pharmaceutical and
life science fields as solubilizers and membrane-composition
modifiers. The aggregate state of these carrier molecules may affect
or modify the performance of cyclodextrin-drug associates as well
as the availability to the targeted tissues.

The changes of the mean aggregate sizes as functions of temperature
(between 20 and 80 °C) were evaluated. Nearly saturated
solutions prepared from the three parent CDs were evaluated,
since we aimed modeling the circumstances applied upon liquid
phase complex preparation. It was found that the aggregate sizes
decrease by increasing the temperature in the studied range, but
complete deaggregation could not be reached. The reduction of the
mean sizes somewhat differed comparing the three parent CDs. It
could be seen that increasing the kinetic energy of the individual
cyclodextrin molecules may disrupt the aggregate architecture.

Eventual aggregative or anti-aggregative effect of representative
compounds of distinct chemical properties (hydrogen bond
breakers/modifiers, macromolecules, acids, cosolvents) present
as additives was also studied. When anti-aggregative effect was

observed, usually also the intensity of the scattered light attributed
to the aggregates was found to decrease besides the reduction of
the mean size.

Some additives behaved differently if the preparation of the solution
was followed by heat treatment: citric acid caused de-aggregation
of B-CD especially when the solution was heated to elevated
temperature. Surprisingly citric acid affected the aggregation
behavior of y-CD in a controversial way at room temperature. Urea
has earlier been reported to deaggregate B-CD due to its ability
to affect the intermolecular hydrogen-bond network of the CD,
however, this effect was only significant in somewhat concentrated
solutions (i.e. above 1 M). We have observed that urea applied in
dilute solution (1.0 w%) is practically inefficient.

A polymeric additive — polyvinylpyrrolidone (PVP) — widely
used in the pharmaceutical formulations showed anti-aggregation
effect. Solvated PVP macromolecules being in a coiled up
conformation scatter light themselves, but their size (10-20
nm) is smaller at least by one order of magnitude than that of
the typical CD aggregates. The deaggregation of CD molecules
was recorded as the particle population falling within the range
characteristic to CD-associates was less or no longer detectable
in the presence of PVP. Due to practical applicability purposes
the effect of a higher molecular mass PVP suitable for per os use
(K-30) was evaluated when anti-aggregation of -CD or y-CD was
studied whereas HPBCD was investigated in the presence of PVP
K-17 which represents the grade of highest molecular mass still
allowed for parenteral administration. Both PVP samples proved
to be an effective additive to prevent the self-aggregation of -CD,
v-CD and HPBCD. The de-aggregative effect of lower molecular
mass PVP could be enhanced by using ethanol as a cosolvent.

Based on the presented results it is anticipated that further
exploration of the characteristic aggregation state of cyclodextrins
may find its relevance in pharmaceutical and biological applications.
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