VALASZ
Prof. Dr. Marosi Gyorgy akadémikusnak

»dzemceseméretcsokkento eljarasok a modern gyogyszerfejlesztésben; nazalis és
pulmondlis hatéanyagbevitel” cimii az MTA doktora fokozat elnyerésére benyujtott
értekezésem biralatara

Tisztelettel koszondm Marosi Gyorgy Professzor Ur alapos, szakmai és formai szempontbol
IS épitd jellegli biralatat. Koszondm a téma és az eredmények jelentdségének méltatasat,
elismerd szavait, amelyekkel megerdsiti a gyogyszertechnologiai kutatdsok fontossagat.

A dolgozattal kapcsolatos észrevételekre, szakmai kérdésekre az alabbiakban valaszolok:

A szertedagazo munka szamos érdekességet tartalmaz, s a szerzo valamennyi teriileten
igyekezett Ujat mondani, ami viszont azt eredményezte, hogy a terjedelmi korlatok miatt tal
sok eredményt kellett limitalt terjedelembe beszoritani. Ennek kdvetkezményeként nem
lehetett minden vizsgalati eredményt bemutatni, igy esetenként az olvasonak el kell hinne a
nem tul konkrét megéllapitasokat.

Egyetértek a megjegyzéssel. Valoban a terjedelmi korlatok miatt nem tudtam minden
vizsgalati eredményt részletesen bemutatni, bizom benne, hogy a publikalt kozleményekkel
alatamaszthat6 a munka hitelessége.

.tul nagy szamban fordul elo anglicizmus, idegenszeriinek érzett, az angol nyelv sajatos
szerkesztésmdodjdra emlékeztetd szohaszndlat, szokapcsolat és nyelvtani szerkezet. Emellett
joval nagyobb szamban fordul elo helyesirdsi hiba

Kdszondm Opponensem  kritikai  észrevételeit, amelyek a nyelvhelyességi hibakra
vonatkoznak. Nagyon sajnalom, hogy legnagyobb igyekezetem ellenére is maradtak
szembetling elirasok.

Tézispontok elfogadéasa:

Az Uj tudomanyos eredménynek bemutatasara szolgalo tézisek szama 17, amelyek szamat a
birald véleménye szerint csokkenteni lehetett volna. Az 1-3 téziseket 6sszevonva, a konkrét
hatoanyagokra vonatkoztatva lett volna jobb ismertetni az daltalanos jellegii megfogalmazas
helyett. E tézisek esetleges elfogadasrol a védés soran szeretnék donteni.

Természetesen csokkenthetd lett volna a tézispontok szdma, azonban a disszertacio szakmai
tartalmat tekintve Gigy gondoltam, hogy a téma soksziniiségét jobban lefedi a nagyobb szamu
tézispont.

Az 1-3 tézisek dsszevonasat az alabbiakban teszem meg:

T1-3. Bolygdmalomban, a meloxikdm szaraz ko-Orléssel torténé nanonizalasa sorén, az
acélgolyok mellett alkalmazott ko-6rlé segédanyagok (PVP K25/C30, PEG 6000/20000),
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mennyiségiiktdl fliggden, csokkentik az {itkozés altal atadott kumulativ Orlési energiat, és
stabilizaljak a terméket (K1). Az amorf (PVP), a szemikristalyos (PVA) és a kristalyos
(mannit) ko-6rl6 segédanyagok alkalmazdsaval, a vizsgélt hatéanyagok (meloxikéam,
lamotrigin, nifluminsav) szemcseméret csokkentésén tul, azok kristalyszerkezet letorésenek
mertéke, valamint oldodasi sebessége is befolydsolhato (K1, K2, EK1).

A széraz ko-0Orlés kritikus min6ségi paraméterei (CQA-K) kozil a szemcseméret és annak
eloszlasa, illetve a hatéanyag felszabaduldsa, mig a kritikus gyartasi folyamat-paraméterek
(CPP-k) esetében a hatéanyag:segédanyag arany, valamint az 6rlési idé és sebesség a
legkritikusabb paraméterek a lamotrigin nanorészecskék eldallitasa soran. A Design Space
(tervezési tér) validalasaval koltség ¢€s id6hatékony modon a mintaeldallitasi modszer
optimalizélhato (K2, K3, EK2).

A megfogalmazasokat a tobbi tézis esetében is lehetne javitani (pl. a 8. tézisben kiemelni az
weletroporlasztas és plazma-szintézis a részecskék aggregdaciojaval jar, amit
preformulalas soran ki lehet védeni” ujnak tekintheté megdllapitast), azokat
magyarosabban lehetne megfogalmazni, de mivel szakmailag korrekt megallapitasokat
tartalmaznak, elfogadhatoak szamomra.

K6szondm a megjegyzést, valamint a 8. tézispont szakmai tartalmanak megerdsitését.

A 9. tézissel kapcsolatban megnyugtaté lenne annak megadasa, hogy a vizsgalt eljarasok
miben térnek el a Yamasaki, K.; Kwok, P.C.; Fukushige, K.; Prud’homme, R.K.; Chan,
H.K. Enhanced dissolution of inhalable cyclosporine nano-matrix particles with mannitol
as matrix former. Int. J. Pharm. 2011, 420, 34-42, valamint a Duret, C.; Wauthoz, N.;
Sebti, T.; Vanderbist, F.; Amighi, K. New inhalation-optimized itraconazole
nanoparticlebased dry powders for the treatment of invasive pulmonary aspergillosis. Int. J.
Nanomed. 2012, 7, 5475-5489 kdzleményekben ismertetett megoldasoktol?

A tiid6 kezelésére szolgald nanorészecske-alapu készitmenyek kutatasa és fejlesztése a 2010-
es években vett lendiletet. Opponensem altal feltlintetett kdzleményekben Yamasaki €s
munkatarsai etanolos oldatb6l antiszolvens Kicsapassal, 4 csatornds keverdberendezés
alkalmazasaval laktoz, lecitin és mannit segédanyagokkal képezték a prediszpeziot, majd
Biichi mini porlasztoval szilardfazisu inhalacios terméket allitottak el6. Duret és kollégai
nagynyomast homogenizatorral, szintén szerves oldoszer felhasznaldsaval (izopropanol)
képeztek prediszpeziot, majd Biichi mini porlasztoval szilardfazisa terméket allitottak eld,
segedanyagként mannit, natrium-taurokolat és tokoferol-polietilén 1000 szukcinat ker(lt
felhasznalasra.

A szerves oldoszeres technikakat mar tulhaladta az id6, s a Szub-mikronos részecskék is
mélyebbre jutnak a Iégutakban, a nanonizalt hatéanyag pedig nagyobb mennyiségben képes
eléerni a célsejteket. Ezért a fejlesztés soran arra torekedtink, hogy a készitmény
hordozoémentes legyen, tovabba kdrnyezetbarat, tehat az elallitas soran nem hasznaltunk
szerves olddszert, valamint alkalmazasa se igényeljen hajtdgazt. Jelenleg még kevés
hordozOmentes készitmény van forgalomban, azonban elényds tulajdonsagaiknak
koszonhetben, egyre elterjedtebbé valnak a terdpiaban. Az altalunk fejlesztett kétlépéses



eléallitasi technologia (kombinalt nedves 6rlés + nano porlasztva-szaritas) dsszekapcsolasa
hatékony rossz vizoldékonysagl hat6anyagok inhalaciés por formulécidinak el6allitasara,
amely az ipar szdméra is alkalmazhaté technoldgiai Gjitds. Az in vitro aerodinamikai
mérésekkel 80 %-os emittéalt frakcid értéket, és 90 %-os finom részecske frakcid értéket
értiink el, amely meghaladja a példaként emlitett kutatasok eredményeit.

Eszrevételekre és kérdésekre adott valaszok:

1. A ,FOGALMAK MAGYARAZATA” részben a ,,nanoanyag” definiciéja nem tartalmaz a
részecskeméretre vonatkozo utalist. Késébb, a 3.1. fejezetben szerepel az EMA és FDA
szerinti meghatarozas eltérése, de joO lett volna egyértelmiien kijelenteni, hogy a disszertacio
az FDA definiciojat koveti.

Kdszondm a megjegyzest, valoban célszerii lett volna feltintetni, hogy a disszertacié a
nanoanyag vonatkozasaban az FDA definici6jat kdveti.

2. A 3.1.2. fejezetben (és az egész dolgozatban) a plazmakezelés és a mikrohullam
alkalmazésa kapcsan nem relevans a szintézis sz6 alkalmazasa. Bar hasznalatosak ezek a
technikak kémiai szintézisek megvaldsitasara is, itt azonban Uj vegytiletek (varhatdéan) nem
keletkeznek. A mikrohullam egyébként nem a ,minta egyenletesebb melegitésének
kdszonhetden” noveli a reakciosebességet és a termékhozamot, hanem éppen ellenkezdleg,
un. , hot spot” centrumok jelenléte miatt.

Az alternativ energiak alkalmazasaval valojaban az olddszer minél gyorsabb elparolgatasa
volt a célunk. Az alkalmazott eszkdzok esetében fizikus partneriinkkel a kommunikacio soran
a ,,szintetizalo reaktor” megnevezést hasznaltuk, ebb6l adodott a félreértheté megfogalmazas.

Elfogadom Opponensem azon megjegyzéset is, miszerint vitathatd a minta egyenletesebb
melegitése, éppen a ,,hot spot” centrumok jelenléte miatt.

-Radacis N. et al Microwave-Assisted Evaporative Crystallization of Niflumic Acid for Particle Size Reduction
Cryst. Growth Des. 2013, 13, 10, 4186-4189

3. A 4.2. fejezetben hidnyzik a felhasznalt szerves olddszerek tisztasaganak megadasa.
Professzor Ur megjegyzésére az oldoszerek mindségét illetéen a kovetkezd valaszt adom:

Szerves olddszerek: etanol — Ph.Eur. 11,1 96 %; metanol-analitikai reagens, HPLC tisztasagu;
aceton - analitikai reagens; etil-acetdt HPLC tisztasagu >99,7%, benzil-alkohol >99%, FCC,
FG, triacetin- 99%, FCC, FG (Sigma Aldrich, Magyarorszag/VWR International Kft.,
Magyarorszag)



4. Az 5.1. fejezetben ellentmondds van a kivetkezd részben: ,,egyendramu tapegyseget
alkalmaztunk. Egyenaram és valtbdram biztositotta a potencidl kiilonbséget.” Gondolom
valtédramot nem alkalmaztak, mert ahhoz kulonleges biztonsagi kértilmenyekre lett volna
sziikség.

A modszer leirasat igyekeztem tomoren kozolni, ez okozhatta, hogy nem volt teljesen
egyértelmii a folyamat. Impulzusos valtéaraml fesziiltség létrehozédsaval valdsult meg a
plazmakezelés kuldnleges biztonsagi kortlményekkel felszerelt plazma laborban. Az
elrendezés megépitését an. plazma-fizikusok végezték, amelyrél az alabbi publikacioban
kdzoltek mérési adatokat.

-Radacsi N et al Nanoparticle generation by intensified solution crystallization using cold plasma ChemEng.
Proc. 2013. 71, 51-58

5. Az 5.4. fejezetben felsorolt kioldokizegek ,,mesterséges gyomornedv, bélnedv, nazalis,
illetve tiidofolyadék” dsszetételérdl jo lett volna valami informdciot megadni.

A terjedelmi korlatok miatt nem adtam meg az dsszetételeket. A kioldo kozegek Osszetételérdl
a referdlo kozleményekbdl, Gyogyszerkdonyvbdl lehet informaciot kapni. Az alabbiakban
részletezem:

pH 1,2 puffer oldat:

NaCl 2g/l; 37 % HCI 7,884 ml/|

EUROPEAN PHARMACOPOEIA 7.0 4.1.3. Buffer solutions pp. 489-493

pH 7,4 puffer oldat:

NaCl 8,0 g/I; KCI 0,20 g/l; Na2HPO4 * 2 H20 1,44 g/l; KH2PO4 0,129/I
EUROPEAN PHARMACOPOEIA 7.0 4.1.3. Buffer solutions pp. 489-493
Mesterséges nazalis elektrolit oldat:

NaCl 8,77 g/l; KCI 2,98g/l; CaCl» 0,59¢g/1 pH=5,6-ra allitva sdsavval

Castile J. et al Development of in vitro models to demonstrate the ability of PecSys®, an in situ nasal gelling
technology, to reduce nasal run-off and dripDrug Dev Ind. Pharm. 2012. 39, 816-824

Mesterséges tiidéfolyadék pH 7,4

NaCl 0,68 g/l, NaHCOs 2,27 g/l, Glicin 0,37 g/l, NaH,PO4 0,1391 g/l, CaCl, 0,02 g/l, H2SOx4
0,1 M 556 ml (H.SOs Mw= 98,079 g/mol)

-Parlati Ch. Respirable microparticles of aminoglycoside antibiotics for pulmonary administration PhD theses
2008. University of Parma p. 143



6. A 8. tablazatban szerepld polimerekre milyen hatdst gyakorolt az 6riési eljards (KUlonos
tekintettel a tobbinél kisebb stabilitast hialuronsavra)?

Kdszondm kérdéset. Egy szakdolgozati munka részeként megvizsgaltuk az 6érlés polimerekre
gyakorolt hatasat. A ko-6rlé anyagok (PVP-amorf, PVA-szemikristalyos, NaHA-amorf)
esetében el6kisérleteket végeztink. 2 oéran keresztiil 6riiltik (R, Retsch malmos 6rlés) 400
rpm-en az anyagokat, majd a termékeket mikrometriai és kristalyszerkezeti, termodinamikai
és kémiai azonositasi (méret, morfoldgia, XRPD, DSC, FT-IR) értékelésnek vetettiik ala. A
szdraz ko-Orlés esetén azt tapasztaltuk, hogy a malomban 20-25 °C -rél 40-45 °C-re
emelkedett a hOmérséklet, illetve a paratartalom is valtozott 38 % RH-rél 44 % RH-ra.

Megallapitottuk, hogy az 6rlési eljaras csupan a polimerek szemcseméretét befolyésolta. s
még a kisebb stabilitasi HA sem szenvedett szerkezeti valtozast.

A polimerek atlagos szemcsemérete a felére csdkkent, s valtozott a habitusuk is. A polimerek
amorf sajatsaga (PVP, HA), valamint a PVA szemikristalyos szerkezete megtartott csupan a
PVA rontgen diffrakcios csucs intenzitasa csokkent és kissé kiszélesedett. Ennek az az oka,
hogy az 6rlés hatasara a PVA-lancok kozotti intermolekularis kdlcsonhatas csokkent és ez a
kristalyossagi fok minimalis csokkenését eredményezte. Ettdl fliggetleniil a PVA megtartotta
szemikristalyos jellegét az Orlés utan is. A masik két segédanyag diffraktogramja alapjan
mindkét esetben megmaradt a PVP-K25 eés NaHA amorf tulajdonsidga, melyet a DSC
méréseink is alatamasztottak. Mivel a jellegzetes FT-IR csucsok mindharom esetben
megjelennek az Orélt mintakban valtozatlan pozicidban, 0sszességében elmondhatd, hogy
nem tortént bomlasra vagy 0j kolcsonhatas kialakulasara utald valtozas, még a csoportban
legkisebb stabilitasu hialuronsav tartalmu minta esetén sem.

PEG polimer vonatkozasdban ilyen jellegli vizsgédlatokat nem végeztiink, azonban a
hatdanyag-PEG fizikai keverékeivel 0sszevetve az 6rolt mintaknal azt tapasztaltuk, hogy a
PEG kristalyos allapotaban valtozas nem tortént, illetve FT-IR jellemz6 csucsai valtozatlan
pozicioban talalhatok.

A kapcsolodo vizsgalati eredményeket/adatokat a kovetkez6kben mutatom be:
A méret és morfoldgiai valtozas az elektronmikroszkopos képeken jol lathato.

PVP_K25 NaHA

e

A segédanyagok szemcséinek kiindulasi és 6rlés utani morfologidja



Az XRPD eredmények azt mutattdk, hogy a PVA-ra jellemzé cstcs 260=19< szorési szognél
jelent meg, amely a tipikusan szemikristalyos szerkezetet jelzi. Az 6rolt mintak esetén a PVA
diffrakcids cstlics intenzitasa csokkent és kissé kiszélesedett. Ennek az az oka, hogy az 6rlés
hatasara a PVA-lancok kozotti intermolekularis kdlcsonhatéas csokkent és ez a kristalyossagi
fok minimalis csokkenését eredményezte. Ettdl fliggetlenil a PVA megtartotta
szemikristalyos jellegét az 6rlés utan is. A masik két segédanyag diffraktogramja alapjan
mindkét esetben megmaradt a PVP és NaHA amorf tulajdonsaga, melyet a DSC méréseink is
aldtdmasztottak.

Relativ
intenzitds
(%)

20 skdla

XRPD diffrakcios mintazat

A 3000-2800 1/cm tartomanyban a kiindulasi €s 6rolt mintak esetén is megjelennek a PVP-re
jellemzé C-H nyujtorezgések atfedd jelei, amelyek a szimmetrikus és aszimmetrikus CH>
nyujtorezgésekhez illetve a harmadrendii szénatom jellegzetes rezgéséhez rendelhetd. Ezen
kival az 1659 1/cm-nél 1év6 legintenzivebb csucs az amid-karbonil csoport rezgéséhez
rendelhetd, mely szintén valtozatlan pozicidban jelenik meg az 6rolt minta esetén. Az 1463—
1424 1/cm-nél illetve 1317-1271 1/cm-nél 1évé csucsok a CHz deformacios rezgéseinek
jellegzetes pozicidiban mutatkoznak.

Abszorbangi

Hullamhossz (1/cm)

A PVP kiindulasi és 6rlés utani FT-IR spektruma

A tiszta PVA referencia és az 6rolt minta FT-IR spektruma egyarént tartalmazza a PVA-hoz
kapcsolhat6 karakterisztikus csucsokat. A szabad- és hidrogénkdtésekkel kapcsolt tipikus O-H
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s&v 3660-3000 1/cm kozott lathatd. Megfigyelheté az alkil csoport széles C-H nyujtd savja
(2990-2800 1/cm) is. Ez a valtozas a molekulalancok kozotti H-hidak részbeni felszakadaséra
utal, ami 6sszhangban van az XRPD eredményeivel.

-Abdelghany AM. et al. Combined DFT/FTIR structural studies of monodispersed PVP/Gold and silver nano
particles. Journal of Alloys and Compounds, 2015. 646 326-332

Abszorbankia

e s

Hullamhossz (1/cm)

A PVA Kkiindulasi és 6rlés utani FT-IR spektruma

A hialuronsav spektrumat vizsgalva szintén a 3600-3000 1/cm tartomanyban az —OH
mutatkozik, csatolva az N-H nyujtérezgéssel, 2900-2800 1/cm tartomanyban pedig a —CH>
nyujtorezgések jelennek meg. 1650 és 1400 1/cm kornyekén jelennek meg a
karbonilcsoporthoz tartozo szimmetrikus és aszimmetrikus rezgések, mig a csucs 1040 1/cm-
nél a C-O-C nyujtorezgéshez rendelheté mindkét minta esetén.

-Herman S. Characterization of poly(vinyl alcohol)/poly(ethylene glycol) hydrogels and PVVA-derived hybrids by
small-angle X-ray scattering and FTIR spectroscopy. Polymer, 2004. 45, 7193-7202

Abszorbangia

Hulldmhossz (1/cm)

A NaHA kiindulasi és 6rlés utani FT-IR spektruma



-Gieszinger P Nanonizalt lamotrigin tartalmt nazalis por eldallitasa ko-6rléssel SZTE GYTFI Szakdolgozat
2016

-Jamal AA. etal. Characterization of enzymatically digested hyaluronic acid using NMR, Raman, IR, and UV—
Vis spectroscopies. J Pharm Biomed Anal 2003, 31, 545-550

7. A 6.1.1. fejezetben targyalt anyagok esetében hogyan tortént a részecskeméretek
meghatdrozdsa? Az ,,optimalizdcios folyamat” bizonyosan globdlis, vagy esetleg lokalis
optimumot eredményezett?

A szemcseméret meghatarozast rendszerint tobbféle vizsgéalati maddszerrel végeztik,
minimum 3 péarhuzamos méréssel (eltér6 mintavételi helyekkel). A végtermék méretének
(hosszUsag, szélesség) meghatarozasa optikai mikroszkopos (LEICA) méréssel tortént 500-
1000 szemcse analizaldsaval. A  szemcseméret-eloszlas  vizsgalat  elveégzéséhez
lézerdiffrakciot, Mastersizer 2000 késziiléket alkalmaztunk. A porkeverékek vizsgélatanal
szaraz feltétet (Scirocco egység szaraz mintakhoz) hasznaltunk. A termékekben lévé
hatdanyag méretét Image J képanalizalo program segitsegével is meghataroztuk pasztazo
elektronmikroszkopos felvételek felhasznalasaval minimum 500-1000 szemcse esetén.

A fentiek alapjan az optimalizacios folyamat globalis optimumot eredményezett.

8. ,,Szerekezeti (1) vizsgalatokkal igazoltuk, hogy mig a kiinduldsi anyagok érlést kovetoen
szerkezeti valtozdst nem mutattak...” — milyen vizsgalatokra kertlt sor? A kémiai szerkezet
stabilitasat igazoltak-e HPLC-al?

A termékeket spektroszkdpiai vizsgalatnak vetettiik ala, s ott mindig a kiindulasi termékhez
viszonyitva értékeltiik az eredményeket. Ezen tul XRPD, termoanalitikai és oldodasi sebesség
vizsgalatokat is vegeztlink. Szakteriiletlinkon ezek az altalanosan elfogadott vizsgalatok a
kutatasi fazisban. Az itt kapott eredmények természetesen nem poétoljak a kémiai stabilitasi
vizsgalatot, amit altalaban a termékfejlesztés (Iéptékndvelés) fazisban vegzink el.

A termoanalitikai vizsgalatok szerint a lamotrigin (LAM) szerkezeti letérése az 6rlés hatasara
nem ment végbe, hiszen az 6rlés nélkiili és a ketté oran keresztiil 6rolt mintaban (R_LAM) is
az olvadaspont, illetve a normalizalt integral alapjan kristalyossadga nem valtozott.

w R_LAM_2

50

mw LAM

30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 °C

A LAM Kkiindulasi és 6rlés utani DSC gorbéi



A kristalyszerkezeti vizsgélat alapjan a LAM karakterisztikus csucsai 12,57; 27,04; 27,19 és
28,92 26-nal voltak megfigyelhetok, amelyek intenzitdsa és helye Orlés hatdsdra nem
véltozott, tehat az anyag megtartotta kristalyos sajatsagat.

Relativ
intenzitds
(%)

R_LAM ‘ 1) il
LAM | “m '
3 10 20 30 40

20 skdla

A LAM kiindulasi és 6rlés utani XRPD karakterisztikus csUcsai és azok intenzitasa

Abszorbangia

0.8

2500 2000
Hullamhossz (1/cm)

A LAM kiindulasi és 6rlés utani FT-IR spektrumai

A kezeletlen és 6rolt LAM-t is tartalmazd FT-IR spektrumok dsszehasonlitasa esetén a LAM
f0 karakterisztikus abszorpcids csucsai mind megjelennek az 6rolt mintdkban valtozatlan
pozicidban, vagyis azt feltételezziik, hogy nem tdrtént bomlasra vagy uj kdlcsonhatas
kialakulasara utald valtozas.

A LAM:PVA diszperzié esetén HPLC modszerrel torténé kémiai tisztasagi vizsgalatot is
vegeztink. Az eredmények azt mutattak, hogy a kromatogramokon nem jelent meg 0j csucs,
ami bomlastermék keletkezésére utalna. Tovabba, sem a cstcsok alakjaban, sem a retencids
idében, sem pedig a csUcs intenzitasokban-csucs alatti teriiletekben nem tortént jelentOs
valtozas, ami a LAM esetleges szerkezeti valtozasara utalna.

A vizsgélat részletei a kovetkezok:

A széraz Orléssel készitett LAM:PVA 0sszetétetlek esetében Agilent 1260 tipusd nagy
teljesitmény?i folyadékkromatografias vizsgalatot alkalmaztunk (Agilent Technologies, Santa
Clara, Amerikai Egyesiilt Allamok)). Az all6fazis Kinetex® EVO C18 oszlop volt (5 um, 150



mm X 4.6 mm (Phenomenex, Torrance, CA, Amerikai Egyesult Allamok). A LAM
vizsgalatdhoz 10 pl mintat injektaltunk és izokratikus ellciét alkalmaztunk 30°C-on, 1
ml/perc aramlasi sebesseéggel. Eluensként 10 mM KH2PO4 puffer oldatot (pH 3,5
ortofoszforsavval bedllitva) (A) és metanolt (B) hasznaltunk, 70:30 A:B aranyban. A
kromatogramok detektalasa 275 + 4 nm hullamhosszon, UV-Vis diddasoros detektorral
tortént. Az adatokat ChemStation B.04.03 szoftverrel (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) értékeltiik ki.

LAM referencia

T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 mic

LAM:PVA 6rolt minta

Kémiai tisztasagi vizsgalat szaraz 6rléssel késziilt lamotrigin mintak esetén

9. A 13. téblazatban a stabilitassal kapcsolatban csak részecskeméret adatok szerepelnek.
Kristalyosodds nem volt megfigyelhet?

A stabilitasi vizsgalat soran a kristalyszerkezet valtozasat is vizsgaltuk.

Az XRPD diffraktogramok alapjan a PVA-val torténd egyiittes 6rlés kovetkeztében a
lamotrigin (LAM) kristalyossaga csokkent (71,38%), azonban tarolas kovetkeztében
rekrisztallizacio nem tortént (abra A része).

A
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LAM, fizikai keverék (PM), tarolt mintak kristalyossaganak tanulmanyozasa
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A Kkezeletlen LAM olvadaspontja 216°C volt, amely a PVA ¢és Orlés hatasara
kristalyszerkezeti letorés kovetkeztében az olvadas alacsonyabb hdmérsékleten kezdddik és ~
204°C-on megy Vvégbe. Az endoterm csucs karaktere, terlilete és normalizélt integrélja
azonban minden mintavizsgalati pontban kdzel azonos a nanonizalt készitmeny esetén (&bra B
része). Ez azt jelenti, hogy a termoanalitikai gorbék entalpiavaltozasai alapjan ez az érték nem
véltozott. A mintak kristalyossagi foka a fizikai keverékhez képest 70% és 75% kdzott volt.

-Gieszinger P. et al Stability study of nasal powder formulation containing nanosized lamotrigine, Acta Pharm
Hung. 2020. 90, 27-31

10. Jo6 hir, hogy a PVA és PVP megfelelé ko-orlé segédanyagoknak bizonyultak, de
tanulsagos lenne azt is tudni, hogy a PEG és a HA miért nem.

A vizsgalataink alapjan a PEG és HA alkalmazéasa esetén is megvaldsithatd a hatéanyag
nanonizalasa, ko-6rl6 segédanyagként alkalmazhatoak ezek a segédanyagok is. Azonban a
gyogyszerforma 0Osszetétel meghatarozasanal az in vitro preformulaciés vizsgalati
eredmények alapjan, a hatdanyag kedvezObb kioldodasi sebességét és permeabilitasat
figyelembe véve, a PVP és a PVA Kkerlilt kivalasztasra.

Jelen munka Kimutatta, hogy a nanorészecskékké torténd egyiittes 6rlés soran az 6rlési energia
csokkentésére hasznalt polimerek csokkenthetik a meloxikam (MEL) kristalyossagéat. Ezek a
polimerek kiilonb6zd mértékben képesek a hatdanyagot amorfizalni. Az XRPD mérések
igazolték, hogy a ket kiilonb6z6 tipusu PEG (PEG 6000 és 10 000; 2:0,5, 1:1; 1:2 aranyok)
nem volt szignifikans hatassal az MEL kristalyossagara. A PEG szemikristalyos, 6rlés soran
bevonatot képez (alacsony olvadaspont miatt), ezaltal a hatéanyag kristalyossaga megtartott,
az oldodasi sebességet kevésbé befolyasolja. A SEM-felvéetelek igazoltak a nagymértékii
részecskemeret-csokkenést és a kiilonb6zé polimerekkel késziilt mintak kristalyszerkezetre
gyakorolt hatasat.

-Mértha et al, Effects of polymers on the crystallinity of nanonized meloxicam during a co-grinding process, Eur
Polimer J. 2013. 49, 2426-2432

Lamotrigin (LAM) modell vegyilet esetében PVP K25, PVA és HA Kko-6rl6 segédanyagok
hatasat vizsgaltuk. A ko-6rlés minden esetben nanoméretii hatdoanyag szemcsék eldallitasat
eredményezte, csupan a hatdanyag kristalyossaganak csokkenésében volt kilonbseg. A LAM-
PVA formulacié kivalasztasa a tovabbi vizsgalatokhoz szintén az in vitro kioldodasi és
permeabilitasi eredmények alapjan tortent.

A HA-val torténé ko-6r6lt minta esetében azt tapasztaltuk, hogy a HA visszatartotta a
hatéanyag kioldddasat és csdkkentette a permeabilitast, ezért annak ellenére, hogy mint ko-
Orld anyag segiti nanorészecskék eldallitast a tovabbi formuldldsi 1épéseknél nem ezt az
anyagot valasztottuk.
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11. A 6.1.2. fejezetben ismertetett nedves Kko-driéssel eléallitott részlegesen Kristalyos

diszperzio kristilyossdgi foka hogyan viltozik az iddvel? A késobbi liofilizdlas hatassal volt-
e a kristalyossagi fokra?

Az alabbi abra szemlélteti a ,.friss” meloxikdm nano-diszperziéban (nanoMel) a hatéanyag
kristalyossagi fokéat, ami 13,43 %, az éatlagos szemcseméret 130,04 nm és a hidrodinamikai
atméré pedig 284,13 nm. Ezek az adatok ugyan 2 hétig (25°C+1°C) nem valtoztak, de
célszert a diszperzio stabilizalasat, szilard fazist termékké alakitasat, 24 6réan belil elvégezni.
Mi ezt a protokollt kovettlk.

A téblazatban feltintetett eredmények azt mutatjak, hogy a fluidizaciés technika (hordozo:
mikrokristalyos cellul6z) alkalmazésaval a kristalyossagi fok 6 honap alatt nem valtozott. A
liofilezés viszont 3-szoros kristalyossagi fok novekedést mutatott a kiindulasi diszperziéhoz
viszonyitva, ami 6sszefiiggésbe hozhatd a hossza miiveleti idejével (74 6ra).

E
= -— 3
Sj' 120 ‘ E 300 1
7] - - -
o ! 0 g‘.lu %0
= 80 © w0
£ A g
g 60 s 50
c 40 N 100
& fluidMel  fluidMel 50 IlyoMel
2 I fresh stored stored
0 0
Minta Mel kristalyossagi foka (%) Mel kristalyossagi foka
(friss termék) 6 honapos tarolas utan (%)
nanoMel 13.43 -
fluidMel 12.98 13.02
IvoMel 40,11 40,16

—> nincs szignifikdns kildnbség a fluidMel és a nanoMel szemesemérete és kristdlyossdgi foka kozott, s tarolds sordn sincs véltozds
~= a lyoMel és a nanoMel paraméterei szignifikdns kiilonbséget mutatnak, tirolds sorin azonban nincs véltozds

Friss és tarolt mintak szemcsemérete és kristalyossagi foka (23+°C és 45£5%, 6 honap)

-Bartos C et al Transformation of Meloxicam containing nanosuspension into surfactant-free solid compositions
to increase the product stability and drug bioavailability for rapid Analgesia, Drug Design,Develop Ther 2019.
13, 4007-4020

12. Ellendrizték-e HPLC-vel, hogy a 14. tablazatban szerepld feliiletaktiv anyagok nem
okoztak-e a hatéanyagbomlést azaltal, hogy ,mnévelik az drlogolyok mozgasi
sebességét/energidjat nedves orlés soran”?

Tény és vald, hogy a fellletaktiv anyagok csdkkentik a viz, a golydk és a hatéanyag kdzotti
feliileti fesziiltséget. Emiatt a golyok konnyebben gyorsulnak a centrifugélis erd hatasara,
ezéltal n6 az itkdzési energia, ami a hatéanyag bomlasdhoz vezethet.
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Ismerve ezt, s figyelembe véve azt a tényt, hogy a késdbb tervezendd gyogyszerforma
szempontjabol a feliiletaktiv anyag mentesség elonyt jelent, ebben a munkaban a hatéanyagon
kiviil csak Orlést elésegité anyagokat, elsésorban polimereket, alkalmaztunk. Meloxikdm
(MEL) nedvesérlését ezért 6rlogyongyokkel végeztiik PVA polimer jelenlétében.

Ebben az esetben a kordbban bedllitott HPLC-s vizsgalat igazolta, hogy bomlas nem
feltételezhet6 az Orlés hatasara (lasd abra). A MEL vizsgélatahoz 10 pl mintat injektaltunk és
kétlépeses gradiens eltciot hasznéltunk 30°C-on, 1 ml/perc aramlési sebességgel. Eluensként
65 mM KH2PO4 puffer oldatot (pH 2,8 ortofoszforsavval beallitva) (A) és metanolt (B)
hasznaltunk. A 20 perces gradiens program a kovetkezok szerint futott: 0. perc 50:50 A:B; 14.
perc 25:75 A:B; 20. perc 50:50 A:B. A kromatogramok detektaldsa 355 + 4 nm
hulldmhosszon, UV-Vis diédasoros detektorral tortént.

MEL referencia

T T T T T T T
2 4 L] 8 10 12 14 min

MEL-PVA 6r6lt termék

Kémiai tisztasagi vizsgalat nedves orléssel késziilt meloxikdm minta esetén

Alkalmaztunk azonban feluletaktiv anyagokat (Poloxamer, Tween, Solutol) is a szénikus és a
hidrodinamikai kavitacios Orlés esetében azzal a céllal, hogy a szemcsék aggregaciojat
megakadalyozzuk.

A legkisebb részecskeméretet a Poloxamerrel értilk el a szonikus kavitacid soran ahol az
atlagos méret koriilbeliil 11 pm volt. A Poloxamer alkalmazisakor ez a stabilizdtor erds
(pl. Poloxamer) fontos funkcidja, hogy mechanikai és termodinamikai gatat képeznek a
hatarfellileten, ami késlelteti az egyes emulzidcseppek kozeledését és dsszeolvadasat.

Poloxamer kristalyosodasgatlo hatasa kifejezett mind szénikus mind hidrodinamikai kavitacio
alkalmazasanal az alacsony olvadaspont( ibuprofen illetve magas olvadasponti meloxikam
hat6anyagok esetén.

Osszeségében az elvégzett kristalyszerkezeti, termoanalitikai vizsgalatok alapjan nem
feltételeztiink kavitacié hatasara bekovetkezé bomlast, nem tartottuk indokoltnak a HPLC
vizsgélatot.
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13. A 6.1.3.1 fejezetben ismertetett eljarasok esetében vizsgéltdk-e a maradékoldoszert a
termékekben?

A szerves oldoszer eltavolitasa céljabdl, szobahOmérsékleten 24 oran at kevertettiik a
loratadin (LOR) tartalmd nanoszuszpenziét (LOR 1 ml etanolos oldata - 40 ml 0,2%
Poloxamer tartalmu vizes fazis szonikalasa).

Az EMA ICH guideline Q3C (R8) on impurities: guideline for residual solvents
(https://www.ema.europa.eu/en/ich-q3c-r8-residual-solvents-scientific-quideline)
irAnymutatasa alapjan a 3. osztalyba tartozé oldoszerek megengedett mennyisége 50 mg per
nap vagy kevesebb, ami megfelel 5000 ppm-nek vagy 0,5%-nak. Ugy gondoljuk, hogy a
maradékoldoszer ez az érték alatt van, hiszen 0Osszevetve a szakirodalomban fellelheto
koncentraciokkal, 10 % alatti etanol alkalmazésdval maradék old6szer nem vagy a
megengedett mennyiség alatt mutathatd ki. Természetesen a termék fejlesztési szakaszéban a
maradék olddszer meghatarozasatol nem lehet eltekinteni.

-Akira T. et al. Influence of Ethanol on Physical State of Freeze-Dried Mannitol, Pharm Research 2009. 261112-
1120.

-Shuying Ji et al. Investigation of factors affecting the stability of lysozyme spray dried from ethanol-water
solutions, Int J Pharm 2017. 534, 263-271.

A nanoprecipitacios eljarasoknal szonikus kavitacié alkalmazasa soran LOR) hatéanyag
mellett szintén hasznaltunk feliletaktiv anyagkent Poloxamert. Az etanol vizzel -t6rténd
elegyedését és elparologtatasat kovetéen kémiai stabilitasi vizsgalatot végeztiink. A LOR
vizsgalatdhoz 50 pl mintat injektaltunk és izokratikus ellciot alkalmaztunk 30°C-on, 1
ml/perc aramlasi sebességgel. Eluensként 10 mM KH2PO4 puffer oldatot (pH 3,6
ortofoszforsavval beallitva) (A) és acetonitrilt (B); hasznaltunk 53:47 A:B aranyban. A
kromatogramok detektalasa 275 + 4 nm hullamhosszon, UV-Vis diddasoros detektorral
tortent. Az eljaras utan nem mutathatd ki bomlastermék.

LOR referencia
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Kémiai tisztaségi vizsgalat nanoprecipitacioval készilt loratadin tartalmd minta esetén
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14. A 6.1.3.2 fejezetben ismertetett eljardsok sordn FTIR, XRPD vizsgalatokkal igazoltak,
whogy a folyamat sordn kémiai valtozds nem tortént”. Megfeleld érzékenységiinek talaltak
ezeket a vizsgalatokat?

Ezeknek a mintaknak a kémiai szerkezeti stabilitasat sajnos HPLC vizsgalatokkal nem volt
lehetségiink alatimasztani, ezért a nemzetkozi szakirodalmak gyogyszer-nanotechnoldgiai
témaju  kozlemények vizsgalati mddszertanat kovetve, mikrometriai, Kkristalyszerkezeti
(XRPD), termoanalitikai (DSC) és kémiai egyezdségi (FT-IR) valamint gydgyszerforma
vizsgalatokat végeztiink el az alapkutatasi fazisban.

Az XRPD vizsgaloberendezésiink (Bruker D8 Advance) esetén a gyartd altalanossagban 1-2
m/m% kimutatasi hatart allapitott meg, de ez anyagfliggd, egyes esetekben 0.2% m/m is
elérhet6. Kristalyszerkezeti valtozasok nyomon kdvetése, amorf és polimorf mddosulatok
tanulmanyozasara megfeleld az eszkoz.

Az FT-IR méromiiszer (AVATAR 330) esetében a 3,5 ppm (3,5 mg/kg) érzékenyseg is
elérhetd. Az abszorbancia 0,1 és 1 kozé kell, hogy essen.

Megjegyezném azonban, hogy az utobbi idében a lézeres ablacioval (anyagréteg lézersugarral
torténd eltavolitasa) kezelt mintak vonatkozdsdban a magas hémérsékletli plazmafelhd
keletkezése miatt indokoltnak tartottuk a HPLC modszerrel torténd tisztasagi vizsgalatok
elvégzést. Azt tapasztaltuk, hogy az ablalt meloxikam részecskék FT-IR és Raman spektrumai
tobbnyire megegyeztek a referenciaértékkel, ami a meloxikam dominans jelenlétét jelzi az
ablalt mintakban. Méréseink kimutattdk az FT-IR és Raman spektroszkopidk korlatait is,
amelyek nem tudtdk kimutatni az eredeti molekuldban 1év6 kis mértékii szennyezddés
jelenlétét. Az ablalt mintakban a meloxikam B-szennyez6 csak HPLC-MS-sel volt
azonosithaté 5% alatti mennyiségben. A meloxikam B-szennyezé (kémiai neve: 2-amino-5-
metiltiazol), a meloxikam egyik f0 Iigos metabolitja, heterociklusos épitdelem, elsddleges
gyogyszereszeti standard.

Vizsgalataink és szakirodalmi adatok alapjan feltételezzilk, hogy a kordbban optimalizalt
prediszperziébdl formulalt gyogyszerformak bomlasterméket nem tartalmaznak, mivel
alézeres ablaciohoz képest kiméletesebb technoldgiai eljarasokkal késziltek (nedves / szaraz
6rlés, hidrodinamikai kavitidcid). Azonban a Kutatds és fejlesztési fazisban vizsgalt
Osszetételek esetében mindenképpen indokolt a tisztasagi vizsgalatok elvégzése.

15. A kémiai stabilitds kérdése a mikrohullami kezelés soran is felmertl, mert a
homérséklet lokdlisan magasabb lehet a mért értéknél és az oldoszer teljes elparolgasa
esetén a szilard anyag beégése is megtorténhet. Nem tapasztaltak kémiai stabilitasi
problémékat?

Az eljaras paramétereit korabbi tanulmany alapjan hataroztuk meg kooperal6 partnereinkkel.
Amikor mikrohullamu kezelést hasznaltunk az oldészer elparologtatasara, az 5 ml-es oldat 4
masodpercen belil a maximalis mikrohullamu teljesitmény mellett (300 W), a maximalis
mikrohullamd teljesitmény (150 W) felénél pedig 8 masodpercen belul forrni kezd. Az
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old6szer 300 W-on 21 mésodpercen beliil teljesen elparolog, 150 W-on pedig 43 masodpercen
belul. Az oldoszer elpéarolgasakor a berendezést azonnal leéllitottuk.

-Radacsi N. et al Microwave-assisted evaporative crystallization of niflumic acid for particle size reduction
Cryst. Growth Des. 2013. 13, 4186-4189

A nifluminsav (NIF) szerves olddszeres oldata mikrohulldm( kezelés soran 70°C és 150 °C
homérsékletii volt, a hatéanyag olvadaspontja 203 °C. A NIF 220-340 °C intervallumban
bomlik hé hatasara. DSC, XRPD és FT-IR vizsgalatokat tudtunk végezni szerkezeti analizis
celjabol, amelyek alapjan a hatéanyag bomlasat nem feltételeztik, kristdlyossaga nem
valtozott, azonban PVP jelenlétében amorf szerkezettel jellemezhetd.

-Irina Kacso et al. Structural characterization of ambazone salt with niflumic acid , Spectroscopy 2012. 27, 49—
58

A NIF:PVP tartalmi mikrohullammal kezelt minta HPLC vizsgalatdhoz 10 pl mintat
injektaltunk és kétlépeses gradiens eldciot alkalmaztunk 30°C-on, 1 ml/perc aramlasi
sebességgel. Eluensként 65 mM KH2PO4 puffer oldatot (pH 2,8 ortofoszforsavval beéllitva)
(A) és metanolt (B) hasznaltunk. A 20 perces gradiens program a kovetkezOok szerint futott: 0.
perc 50:50 A:B; 8. perc 25:75 A:B; 15. perc 50:50 A:B. A kromatogramok detektalasa 355 +
4 nm hullamhosszon, UV-Vis diodasoros detektorral tortént. Az adatokat ChemStation
B.04.03 szoftverrel (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
értékeltuk ki.

NIF referencia
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Kémiai tisztasagi vizsgalat nifluminsav tartalmd minta esetén

16. A 6.2.1. fejezetben (a 85. oldalon) tett megallapitas szerint ,lassu felszivoddsa a
disszocialt formanak alacsony transzepitelialis aktivitasaval magyarazhat6, ami
csokkentette a mukoadhéziot”. Nem forditott az ok-okozati 0sszefliggés?

Igen, kdszondm a megjegyzeést, a hidrofil s6-forma a kismértéki mukoadhézio és lipofilitas
kovetkeztében alacsony transzepitelialis aktivitast mutatott.
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17. A 31. &bra (valojdban tablazat) szerint a hatéanyag intranazdlis bejuttatisa ,,a
készitmény nagyobb relativ felhalmozddéasat (% DTE) eredményezte az agyban az axonalis
(orr-agy” és BBB (,,vér-agy”) transzport révén, mint az 1V adminisztracio”. Hogy kell
érteni és mi befolydsolja a ,,felhalmozoddast”?

A nanonizalt meloxikdm (MEL) és s6formajabol elballitott készitményt in vivo vizsgélatok
segitségével vizsgaltuk patkdnyokon. A  vérplazméaban illetve az agyban a
gyogyszerkoncentréacié valtozasat tanulmanyoztuk az id6 fiiggvényében a spray forma nazalis
beadasa és kontrollként az IV injekcié beadésa utan.

A hatdanyag targetalasi hatékonysaga a kovetkez6képpen szamithato:

_ (AUCagy/AUC vér)IN

DTE =
(AUCagy/(AUC vér)IV

ahol az AUCagy a hatoanyag koncentracio / id6 gorbe alatti teriilete az agyban (a teljes
agyban, annak egy meghatarozott részében vagy az agyfolyadékban), az AUCVér a
koncentraci6 alatti teriilet vs. a gydgyszer idogorbéje a szisztémas keringésben (vér, plazma
vagy szérum), intranazalisan (IN) es intravénasan (1V)(vagy mas parenterélis uton). A DTE
érteke —oo és oo kozott valtozhat, és az 1-nél magasabb értékek az intranazalis beadast
kovetden hatékonyabb gyogyszerszallitast jeleznek az agyba, mint a szisztémas adagolas.

-Kozlovskaya L et al. Quantitative analysis of drug delivery to the brain via nasal route J. ContRelease (2014)
189, 133-140

Az agyban torténd felhalmozdodast nem csak az axonalis transzport biztositotta, hanem a vér-
agy gaton is érkezett anyag. Tehat a nevezdben levd 100 % hatdéanyag az IV beadasra
vonatkozik, s ezt haladja meg az IN. Az intranazalis beadads sordn a nanoméretii MEL és
polimer molekulak, példaul HA, PVA a nyalkahartyaban 1évé mucin lancokkal kdlcsénhatast
eredményeznek, ezert figyelemreméltobb mukoadhezivitast és hosszabb tartozkodasi id6t
mutatnak. Mindkét esetben a gydgyszerek szabalyozott felszabaduldsat figyeltik meg egy
oraval az IN spray-készitmenyek beadasa utan.

18. A 6.2.1.2. fejezetben tett megdllapitas szerint a (részlegesen kristalyos nanoLAM)
whanorészecskék fontos tulajdonsdgai” pl. a ,,kristdlyossagi tulajdonsdgok” ,,nem mutattak
szignifikdns valtozdast”. Milyen korilmenyek kozott és mennyi ideig torténtek ezek a
vizsgalatok?

A stabilitasi teszteket Binder KBF 240 (Binder GmbH, Tuttlingen, Németorszag)
berendezésben, allandé klimakamraval végeztik 25 + 2 °C-on, 50 *+ 5% relativ paratartalom
mellett. A mintavétel 0, 3, 6, 9, 12 és 18 honap elteltével tortént.

A vizsgalati eredményeket a 9. kérdésre adott valaszban ismertettem.
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19. A 33. tablazat szerint jelentos eltérés adodott, amikor . két analitikai miiszert (offline,
inline spektrofotometria)” alkalmaztak. Mi volt konkrétan ez a kétféle miiszer és mi az oka
az eltéréseknek?

-Offline spektrofotométerrel végzett mérések

A mérés soran az akceptor fazisbol meghatarozott idépontokban (5, 10, 15, 30, 45 és 60 perc)
2,0 ml-es mintat vettiink, amit visszapdtoltunk, igy az akceptor fazist minden alkalommal
higitottuk, ami magyarazatot jelenthet a mérések kozotti eltérésekhez. Az oldott hatbanyag
mennyiségét spektrofotometridas meréssel hataroztuk meg (PerkinElmer, Lambda 20
spektrofotométer, Dreich, Németorszag). Az optikai Ut hossza 1 c¢cm volt. A meloxikdm
(MEL), lamotrigin (LAM) és levodopa mennyiségét 366 nm, 307 nm és 281 nm
hulldmhosszon hataroztuk meg.

-Inline mérések optikai szalas spektrofotométerhez csatlakoztatott szondaval

Egy AvalLight DH-S-BAL optikai szalas spektrofotométert (AVANTES, Hollandia)
AvaSpec-2048L transzmisszids meriildszondahoz (AVANTES, Hollandia) csatlakoztattunk a
hatdbanyag mennyiségének meghatarozasahoz. Az optikai Ut hossza 1 cm wvolt. Az
elrendezesek szordsat a 3 parhuzamos meéres alapjan szamitottuk ki, amelyek az offline
vizsgalatok soran egy idében (5, 10, 15, 30, 45, 60 perc) torténtek.

Az inline és offline diffuziés mérések 6sszehasonlithatosaga érdekeben abrazoltuk mindkét
hatdanyag esetében a pufferrel kezelt membran (A, B) és az izopropil-mirisztattal impregnalt
membran (C, D) esetében is a 15. percben mért fluxus értékeket (lasd abra)

B
A MEL pH 7,4 LAM pH 7.4
! m Metricel® o m Metricel®
° i T offline
°o° offline ** ‘
% 8 m Metricel® g u Metricel®
&4 inline Q.68 inline
2 = |sopore™ 2% misopore™
T 2 offline T8 offline
5 = |sopore™ 5w = |sopore™
E} inline % inline
= + = \Whatman™ S m\Whatman™
o offline oo = offline
N - = \Whatman™ 2 . = \Whatman™
membran h membran inli
inline inline
c MEL-IPM D LAM-IPM . ®
) m Metrice
98 ok m Metricel® 88 offline
i - T8 .
T orine e = Metricel®
=78 m Metricel® 5 68 inline
@ s ge
68 inline =T
:::S . = [sopore™ 0 ZS I|SOPOI’e"‘"
= 48 * offiine = . -ofﬂme y
m| ™ E Isopore
38 Isopore S ) e
L
S 28 inline [=2] .
213 ' = \Whatman™ f ’: . lg\gfmigman
= 3 offline -
5 — ﬁ - = \Whatman™ 2 - I - = Whatman™
membran inline membran inline

MEL pufferrel kezelt membranon (A) és az izopropil-mirisztattal impregnélt membréanon (C),
valamint a LAM pufferrel kezelt membranon (B) és az izopropil-mirisztattal impregnalt
membranon (D) keresztili fluxus értékeke a mérés 15. percében
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Az eredmények alapjan megéllapithatd, hogy jellemzéen az inline mérés sorén rendre
magasabb fluxust kaptunk. Az offline mérés soran hatranynak tekinthet6 a pipettazasbol eredd
hiba és a nagymérték(i higulds befolyasa az eredményekre. Tekintettel arra, hogy a 9 ml-es
akceptor térfogatbol minden mintavételi idépontban 2 ml aliquotot le kellett venniink a
spektrofotometrids meghatarozashoz (amit friss pufferrel visszapotoltunk) a detektélt
abszorbancia értékek rendre alacsonyak voltak (< 0,1) a mérés kezdeti fazisdban, ami a
Lambert-Beer torvény linearitdsi hatardn van. Ez a tény is meger6siti korabbi
megallapitasunkat, miszerint az inline rendszerrel, amellett, hogy automatizalhaté a mérés,
megbizhatobb difflzids adatok kaphatdk.

Az inline/valos ideji mérések a folyamatok hatékonyabb iranyithatosagat, valos idejii
monitorozasat eredményezik. Az in vivo és az in vitro adatok kozotti szoros korrelacié miatt
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a maodositott cellarendszer inline analitikaval
rendelkez6 elrendezés alkalmas az orrpor penetracios vizsgalatokra.

20. A ,,mdodositott horizontdlis cella” miben tér el a ,,Side-Bi-Side” cellatol? A VIII.
fejezetben talalhaté utalds szerint az eltérés: ,real time”, membran impregnalas, Kis
térfogat. Mit jelent ez?

Diffuzids cellak 6sszehasonlitasa

A Side-Bi-Side™ horizontalius difflzios

. s A modositott horizontalis cella tervezése
cella kialakitasa

Cella térfogat 3mi 9mi

Membran

2 2
beilleszthetdsége 0,69 cm 0,785 cm

Magneses keverd

. A mintatérben A mintatér alatti Gregben
idomok

Mintavételi portok, Tal szik mintavételi port a szonda A mintavételi port kialakitdsa a szonda
mérés bemenetéhez, pipettaval Kkivett minta bemenetéhez illeszkedik, valds idejii mérés
mérése

A mobdositas soran valtoztattunk a geometriai elrendezésen: a donor és akceptor fazis
térfogata 9 ml volt, és 0,785 cm? teriiletii membranfeliiletet hasznaltunk (az orriiregben
torténd felszivodas modellezésére), amelyet egy sziikitovel kisebb feliiletet igényld, ex vivo
mérésekhez is alkalmassa tudunk tenni. A valtoztatasok célja az orr fiziologias kdrnyezetének
modellezése és a folyamat pontosabb monitorozésa volt. A kamrak geometriai kialakitasan tul
a tér alkalmas valos idejii (real time) analizisre meriildszonda bemenettel. A berendezést
vizkOpeny termosztalta. A homérsékletet 32 °C-ra allitottuk be, ami az emberi orriregben
szokasos homérséklet. Magneses keverOket a folyadék alatt helyeztik el egy specialisan
kialakitott Uregben, és az oldatok homogenitasanak elérésére, valamint az orr intenziv
légaramlasanak imitalasa céljabol. A magneses keverérudakat CS-DSD1 digitalis magneses
keverével mozgatjuk 2 x 6 pozicioval (CS-Smartlab Devices Ltd., Magyarorszag). Javaslatot
tettlink membran tipusokra (azok jellemzésével) illetve izopropil-mirisztattal és foszfat
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pufferrel torténé impregnalasra. A porok diszpergaldsa megfeleléen biztositott a donor
fazisban, ami a reprodukalhaté mérések feltétele.

I Analitika: mintavétel helye I

Termosztdl6 ki-és
bevezetocsdve

Termosztdl6 ki-és
bevezetocsbve

Vizkopeny

| Donor cella Mégneses keverdk Akeeptor cella

Modositott horizontélis cella
A vizsgalatokhoz harom kiilonb6z6 membran tipust alkalmaztunk:

- Metricel® (0,45 pm, 25 mm) -kevert cellul6z-észter
- Isopore™ (porus mérete: 0,40 um, 25 mm), polikarbonat membran
-Whatman™ (0,45 pm, 25 mm), regeneralt cellul6z membran

Két hasonlé membran (Metricel® és Isopore™) és egy polarisabb membran (Whatman™)
alkalmazhatdsagat vizsgaltuk két impregnaldszer hasznalataval, eltérd lipofilitasu (kiilonbozo
logP) hatdanyagok esetében.

21. A 34. téblazatban megadott termelési adatok szerint adddd veszteségeket mi okozta?
Elkeriilhetik-e ezek egy esetleges tizemi gyartas soran?

A 34. tablazat Biichi Mini porlasztoval eléallitott mikro-formulaciok jellemz6it mutatja be. A
gyartoi és irodalmi adatok alapjan altalaban a laborméret(i berendezés 50-70 %-0s kitermelést
biztosit. Gyartoi informacio szerint minél nagyobb térfogatban végezzik a porlasztast, annal
nagyobb kitermelés érhet6 el (200-500 ml minta esetén akar 80-85 %). A veszteség megoszlik
a porlasztd kiilonb6z6 egységeiben: kimeneti sziir, aspirator, Uveg egysegek réseiben. A
porlasztoban maradt nedvesség, minta esetleges ragacsos szerkezete szintén rontja a
kitermelés mértéket.

Az altalunk vizsgalt dsszetételeket 20-50 ml oldatbdl vagy szuszpenziobdl porlasztottuk.

Az ipari méretll porlasztas azonban nagy mintatartalybol, megfeleld szorofej alkalmazasaval,
egyedi kialakitasu szarit6 kamraval, masodlagos szaritasi mechanizmus biztositasaval tudja
csokkenteni a veszteség mértékeét.
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Megjegyzem, hogy a laboratériumi szaritds gyartasi Uzemesitésére a berendezést gyarto
cegnek sajat ajanlasa van.

22. Az ammoénium-bikarbondat (AB) ,,melegités hatdsara COz-ra és H>O-ra bomlik”
megallapitas pontatlan, mert ammonia is keletkezik az endoterm bomlas soran.

A segédanyag bomlasaval kapcsolatos helyesbitést kdsz6ném szépen.

Akadémikus Urnak ismételten koszoném, hogy a tézispontok elfogadasaval a munkamat
hitelesnek és értékesnek talalta, és az értekezés nyilvanos vitara tlizését, sikeres védés esetén
pedig szamomra az MTA doktori fokozat megitélését tamogatja.

D AL Cdo

Szeged, 2024. februér 29.

Dr. Ambrus Rita
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