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FONTOSABB FOGALMAK MAGYARAZATA

Aggregatum: erés kotésben 1évo vagy egymassal egyesiilt szemcesékbdl allo részecske (EU definicio).

Agglomeratum: gyenge kotésben 1év0 részecskék vagy aggregitumok halmaza, amelynek kiilsé
feliilete az egyes alkotoelemei kiilso feliileteinek 6sszegével hasonld méretii (EU definicio).

Diszperzitasfok: a szemcsék méretének (atmérd, hossz) reciproka.

Generikumok: bioekvivalens készitmények azonos gyogyszerformaban és dozisban; generikum plusz
esetében innovacio a format illetben; Szuper generikum esetében pedig csokkentett dozis, jobb
oldékonysag, gyorsabb oldodasi sebesség). Ez utdbbi esetében nem elegendd a bioekvivalencia vizsgalat
(teljes klinikai vizsgalatra van sziikség).

wHolding time”: a prediszperzid tarolasi id6tartama, amely alatt fizikai-kémiai sajatsagait a
gyogyszerformulalasig megtartja.

Innovacié: uj, vagy jelentdsen javitott termék (aru vagy szolgaltatas) vagy eljaras; j marketing-
modszer, vagy Uj szervezési-szervezeti modszer bevezetése - Oslo kézikdnyv alapjan (OECD és az
Europai Bizottsag -Eurostat altal késziilt kézikonyv 3. kiadésa, 2015).

Kavitaciés o6rlés: nagyintenzitasti ultrahang (UH) vagy nagynyomasti homogenizalas (HPH) altal

srer

Ko-érlés: hatoanyag/ok és segédanyag/ok térben és id6ben torténd egyiittes 6rlése. Ko-6rlé anyag(ok)
az(ok) a segédanyag(ok), amely(ek) az 6rlés hatékonysagat befolyasoljak.

Ko-porlasztas: hatoanyag/ok és segédanyag/ok térben és id6ben egyiittes porlasztva-szaritasa.

Nanoanyag: olyan természetes anyag, szandékolatlanul el6allitott mesterséges anyag vagy szandékosan
eléallitott anyag, amely dnmagaban vagy azonosithatd alkotérészecske formajaban aggregatumokban
vagy agglomeratumokban jelen 1évo szilard részecskékbdl all (EU definicio).

»Nano-in-micro/extrafine” inhalaciés forma: nanoméretii hatéanyagrészecske mikroméretii (5-10
um) vagy extrafinom (1-2 um) hordozoban.

Orlé anyag/érlétest: a szaraz és nedves kozegben végbemend mechanikai erShatas kivaltasara
alkalmas, nagy kopasallosagu, eltérd anyagl és méretii golyok/gydngydk (acél, keramia, cirkonium

sth.).

Prediszperzié: szemcseméretcsokkentéssel eldallitott mikro- vagy nanoméretii hatdéanyagot tartalmazo
diszperzid, amely optimalizalast kovetden gydgyszerforma eldallitasahoz hasznalhatd fel.

Részecske/szemcse: a kornyezetétdl fizikailag egyértelmiien elhatarolhato kicsiny anyagdarab; 6nallo
molekulak nem mindsiilnek részecskének (EU definicio).

»Ready-to-use” termék: szemcseméretcsokkentd eljaras soran optimalizalt prediszperzio, amely
inhalacios terapiaban alkalmazhat6 szerelékkel hasznalatra kész formulaciot képez.
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AB ammonium-bikarbonat

ACIl  Andersen Cascade Impactor, Andersen-
féle kaszkadimpaktor

ANOVA Analysis of Variance,
varianciaanalizis

API Active pharmaceutical ingredient,
hatéanyag

AUC  Area under the curve, gorbe alatti teriilet

BBB  Blood-brain barrier, vér-agy gat

BCS  Biopharmaceutical Classification System,
biofarmaciai osztalyozasi rendszer

CD ciklodextrin

Cud Drug concentration, hatéanyag-
koncentracid

Ct koncentracié adott idépontban

Ci Constant characteristic of the material,
anyag allando tulajdonsaga

Cl Kristalyossagi index

CMA Critical Material Attributes, kritikus anyagi
tulajdonsag

Cmax  maximum koncentracid

CMP  Critical material parameter, kritikus anyagi
tulajdonsag

CNS  Central nervous system, kozponti
idegrendszer

COPD Chronis obstructive pulmonary disease,
kronikus obstruktiv tiidébetegség

COST Change One Separate factor at a Time, egy
idében egy kiilon faktor valtoztatasa

CPPs  Critical Process Parameters, kritikus
folyamat paraméterek

CQAs Critical Quality Attributes, kritikus
mindségi paraméterek

d diameter, atméro

D10 az a méret, amelynél a szemesék 10%-a
kisebb

D50 az a méret, amelynél a szemcsék 50%-a
kisebb, median

D90 az a méret, amelynél a szemcsék 90%-a
kisebb

DE Dissolution efficiency, a kioldasi gorbe
alatti teriilet, meghatarozott iddpontok
kozott

DLN  Dried loratadine nanoparticle, szaritott
loratadin részecske

DLVO Derjaguin-Landau-Verwey-Overbeek
kolloidkémiai elmélet

DoE  Design of experiments, kisérlettervezés

DPI Dry powder inhaler, szaraz porinhalacids
rendszer

DSC  Differencial scanning calorimetry,

differencialis pasztazo6 kalorimetria
Designe Space tervezési tér

DTE  Drug Targeting Efficiency, hatéanyag
targetalasi hatékonysaga

EF Emitted fraction, emittalt frakcio

Exi Kinetic energy, kinetikus energia

10

Doktori értekezes

EMA European Medicines Agency, Eurdpai
Gyogyszerligynokség

EU Eurdpai Unio

Fadn Adhézios erd

F68 Pluronic F68, Poloxamer 188

FD Fast dissolving, gyors kioldodasa

FDA  Food and Drug Administration, az
Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és
Gyogyszeriigyi Hivatala

FESs Free energy surfaces, feliileti
szabadenergia

FRF  Fine Particle Fraction, finom részecske
frakcid

FTIR Fourier-transform infrared spectroscopy,
Fourier-transzformacids infravoros
spektroszkopia

GEM  Gemfibrozil

Gl Gasztrointesztinalis

GRAS Generally Recognized As Safe, altalanosan
biztonsagosnak elismert

GSD  Geometric standard deviation, geometria
SzOras

HA Hyaluronic acid, hialuronsav

HPH  High pressure homogenizator,
nagynyomasu homogenizator

HPLC High-performance liquid chromatography,

nagy hatékonysagu folyadékkromatografia
HPMC Hidroxipropil-metilcelluloz
HPBCD 2-Hidroxipropil-béta-ciklodextrin
IBU Ibuprofén
ICH  The International Council for
Harmonisation of Technical Requirements
for Pharmaceuticals for Human Use,
Emberi Felhasznalasra szant
Gyogyszerekkel kapcsolatos Miiszaki
Kovetelmények Harmonizacios
Nemzetkozi Tanacsa
Inhalac70, lakt6z szaraz porinhalacios
célra
IN Intranazalis
IPM  lzopropil Mirisztat
IUPAC International Union of Pure and Applied
Chemistry, (Nemzetkozi Elméleti és
Alkalmazott Kémiai Szovetség
v intravénas

IH70

IVIVC In vitro in-vivo korrelacio

J Fluxus

KIR  K&zponti idegrendszer

Kp Permeabilitasi koefficiens

LAM  Lamotrigin

LC-MS/MS Liquid Chromatography with

tandem mass spectrometry,
Folyadékkromatografia kapcsolt tandem

tomegspektrometria
LIO  Liofilizalt
LNS  Loratadin nanoszuszpenzi
logP  megoszlasi hanyados
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LOR Loratadin

LPS  Lipopoliszacharid

M Mannit

MDT Mean dissolution time, id6, ami a
hatéanyag 50%-anak felszabadulasahoz
sziikséges

MEL Meloxikdm

MELK Meloxikam-kalium

MgSt Magnézium-sztearat

micro Mikroméret(i

MMAD Mass Median Aerodynamic Diameter,

MTT

MW
Mw
MXP
nano
NF
NIF

atlagos aerodinamikai atmérd
Tetrazoliumso reagens sejt életképesség
vizsgalathoz

Mikrohullam

Molekula tomeg

Meloxikam-kalium

Nanoméretli

Nazalis formulacié

Nifluminsav

NSAIDNonsteroidal anti-inflammatory drug, nem

OCA
Op
PBS

PCS

PDI
PEG

szteroid gyulladascsokkentd

Optical Contact Angle, optikai peremszog
Olvadaspont

Phosphate buffer solution, foszfat puffer-
oldat

Photon Correlation Spectroscopy, foton
korrelacios spektroszkopia
Polidiszperzitasi index

Polietilén-glikol

p-érték Szignifikancia érték

pKa
PM
PVA
PVP
QbD

QbT
QTPP

R
RA

Savi disszocidcios allando

Physical mixture, fizikai keverék
Polivinil-alkohol
Polivinil-pirrolidon

Quality by Design, holisztikus
mindségligyi fejlesztési modell
Quality by Testing,

Quality Target Product Profile, termékt6l
elvart mindségi profil

Sugar

Risk Assessment, kockazatértékelés
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RH
rpm
RPMI

SD
SEM

spd
SSA

TRE
Tween

UH
UK
USA

Xe
Woagh
We
XRPD

Z-érték
ZP
ZrO;
aCD
AU

pm
pMEL

Doktori értekezes

Relative dissolution, relativ kioldodas
Referencia

Relativ biologiai hasznosithatosag

rate per minute, fordulatszam

Roswell Park Memorial Institute medium,
sejttenyészté taptalaj

standard deviation, szOras

Scanning electron microscope, pasztazo
elektronmikroszkop

Spray-dried, porlasztva szaritott
Specific surface area, fajlagos feliilet
Homérséklet

Glass transition temperature, livegesedési
hémérséklet

Trehaldz

Tween 80, poly(oxyethylenesorbitan
monooleate)

Ultrahang

United Kingdom, Egyesiilt Kiralysag
United States of America, Amerikai
Egyesiilt allamok

Kristalyossagi fok

adhézios munka

kohéziés munka

X-ray powder diffraction, porrontgen
diffrakcio

A mintaelem eltérése a minta atlagatol
Zeta potencial

cirkonium-dioxid

alfa ciklodextrin

rendszer belsd energidjanak megvaltozasa
mikrométer

mikronizalt meloxikam
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l. BEVEZETES

A modern gyogyszertechnologia célja olyan stabil készitmények kutatisa és fejlesztése,
amelyek hatoanyaga megfeleld helyen és idOben szivodik fel €s fejti ki hatasat. A korszeri
szemcseméretcsokkentd eljarasok (mikro-, szubmikro- és nano-mérettartomany) alkalmazasa

mindségi ugrast jelent a meglévd gyogyszerek hatds-optimalizaldsdban, valamint ujabb

crer

A hatéanyagok mikronizalasaval €s nanonizaldsaval gyorsabb oldddasi sebességet érlink
el, s ezzel novelhetjiik a készitmény bioldgiai hasznosithatosagat. Azonban a kivant méret
elérése kiilonleges szemcseméretcsokkentd (dezintegrald és integrald) eljarasokat igényel,
kiilonds tekintettel a nanotechnologiara. Ez utobbi esetében a nagyobb energiabefektetés és a
hosszabb miiveleti id6 egyarant fokozza az adhézios és kohézids erdk miikodését, ami a
prediszperzidk instabilitdsdhoz vezethet. A termékek stabilizalasara a miveleti paraméterek
optimalizalasa mellett segédanyagok jelenlétére is sziikség van. Nem véletlen, hogy a
gyogyszeripar folyamatosan kutatja és fejleszti azokat a szemcseképzési eljarasokat (particle
engineering), amelyek a gyogyszerforma és beviteli kapu szempontjabol optimalis terméket
eredményeznek. Ezt a folyamatot tdmogatja a mindség alapu kisérlettervezés (QbD), ami
magaba foglalja a kritikus gyartasi folyamat mutatoit, valamint a kritikus termékparamétereket

is. Ez az 0j tendencia a tervezési tér (Design space) ismeretét is megkoveteli.

A megnovelt bioldgiai hatékonysagi mikro- és nanorészecskék mar alkalmasak arra,
hogy akar alternativ beviteli kapukon (tiid6, orr), a mdj (emésztdtraktus) megkeriilésével
jussanak el a receptorhoz. A modern gyodgyszerfejlesztés jovdje tehat az innovativ eljarasokkal
eléallitott termékek iranyaba mutat, amelyek akar csokkentett hatéanyagtartalmat, bizonyos

esetben célzott terapiat és gazdasagosabb gyartast jelenthetnek.

Az alternativ beviteli kapuk vonatkozasaban a mikrorészecskék kutatdsa és fejlesztése
els6sorban a pulmonalis terdpidban jelent 0j vonatkozasokat, kiilonds tekintettel a tiidot érintd
kronikus tiidobetegedésekben (helyi hatas). A nanorészecskéket tekintve a szisztémas és
centralis hatas elérése céljabol pedig az intranazalis bevitel keriilt el6térbe.

A jovobeni tendencidkat tekintve, jelen munka hozzajarulhat a hozzédadott értéket képviseld

gyogyszerkészitmények fejlesztéséhez, lehetdvé téve szamos korkép hatékonyabb kezelését.

12
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1. CELKITUZES

A kedvezdtlen fizikai-kémiai sajatsagu hatdoanyagok hagyomanyos uton torténd formuldlasa és
gyogyszerbevitele a szervezetbe nem megfeleld biohasznosithatosagu készitmények
alkalmazasaval jar. Ezen problémafelvetés technoldgiai megoldasaira doktori értekezésemben

az alabbi célok megvalositasat tiiztem ki (1. abra).

- Kedvezotlen méret, morfologia, feliilet, oldhatosag (1)
- Hagyomanyos gyogyszerforma, tradicionalis bevitel hatranyai (2)
- Nem megfelel6 biologiai hasznosithatosag (3)

- Szemcseméretcsokkentés: mikronizalas €s nanonizalas
integrald/dezintegrald eljarasok optimalizalasa
(kisérlettervezés, fizikai-kémiai sajatsagok modositasa)

- Prediszperzié: mikro és nanoszuszpenzidk kutatasaés fejlesztése
- Szilardfazist termékek optimalizalasa, koztitermék=végtermék
(oldoszer evaporacid, szaritasi eljarasok, citotoxicitas )

-Preformulalas/gyogyszerformulalas: nazalis/pulmonalis bevitel
-Oldadasi sebesség, permeabilitas, in silico, ex vivo, in vivo
(minbségi tervezés, hatosagi elvarasok)

- Dazis redukceid, szisztémas mellékhatas mérséklés/megsziinés, stabilizalas
szilard fazist mintaval; piacon 1év6 termékek szupergenerikumai
- Uj indikacids teriilet, egyszerii alkalmazas; kezelés koltségesokkentés

CELELELE

)
TERAPIAS ELONYOK

1. abra: Doktori értekezés célkitiizései, varhato terapias elonyei

Korszerii, innovativ szemcseméretcsokkentd eljarasok kutatasa és fejlesztése,
modell hatéanyagok fizikai-kémiai sajatsagainak megvaltoztatasaval, prediszperziok
eloallitasara. Kisérlettervezéssel megjelolni az ipar sziamara 1is hasznosithato
technologiakat, valamint vizsgalati modszerek (in vitro, ex vivo és in silico) fejlesztése altal
olyan ismeretanyag megszerzése, amely segiti a modern gyogyszerkészitmények

fejlesztését és gyartasat.

13
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1) A szaraz/nedves Orlési paraméterek és a nano-precipitaciot befolyasold faktorok
monitorozasa, olddszer elparolgatason alapuld alternativ energiaforrasok alkalmazésa,
Osszetételek és eloallitasi paraméterck tervezése 1-5 pm, illetve 100-500 nm
szemcseméret-tartomanyok elérése céljabol a rendszerek stabilizalasa polimerekkel, a

fizikai-kémiai kolcsonhatasok tanulmanyozasa.

2) Kiilonboz6 szemcseméretcsokkentd eljarasok kutatasa és fejlesztése innovativ
technoldgiai megoldasokkal (adott habitusi szemcsék képzése) prediszperziok
(nanoszuszpenziok folyékony, illetve szilard formulacioi) eldallitasa, a termékek, egyes
esetben a koztitermék végtermékként torténd optimalizalasa (stabilizaloszerek, szaritasi

eljarasok, dsszetétel, toxicitas), preformulélésa.

3) Tovabba preformulacios vizsgalatokkal meghatarozni az alternativ bevitel (pulmonalis,
nazalis) szempontjabol is sziikséges additiveket és azok alkalmazhatd koncentracioit
kiilonb6z6 gyodgyszerformak esetén. Ezeket alapul véve innovativ, nanoméretii
hatdéanyagot tartalmaz6 termékdsszetételek kutatasa €s fejlesztése, amelyek alkalmasak
lehetnek intranazalis és pulmonalis bevitelre pl. neurodegenerativ és allergias korképek
(meloxikam-, lamotrigin-, loratadin-tartalmt orrpor és orrspray), valamint kronikus

obstruktiv tiidébetegségek kezelésére (meloxikam-tartalmua inhalaciés por).

Osszeségében a végsd cél tehat a szemcseméretcsdkkentd eljarasok és az alternativ
kapuknak megfeleld formulaciok kettds terapias eldnyének kihasznalasa (doziscsokkentés,
ezaltal mellékhatasok mérseklése, valamint a hordozérendszereknek koszonhetden targetalas
megvalositasa). Ezaltal ) lehtdségek nyUjtasa pl. gyors fajdalomcsillapitds és gyulladas,
valamint a kozponti idegrendszeri korképek kezelése.

A formulalasi stratégidnak és beviteli kapunak koszonhetéen Uj indikacids utak
megnyitasa mar meglévo farmakon esetében, ezaltal modosult terapias protokollok és korszerti
gyogyszerkészitmények hatékony alkalmazisara, valamint hosszitdvon a kezelés

koltségesokkentése is varhato.
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1. IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Szemcseméretcsokkentés jelentésége, a mikro- és nano-mérettartomany elérésének
technologiai iranyelvei

A vizben rosszul 0ld6do, mér ismert hatéanyagok €s farmakon-jeldltek nem megfeleld biologiai
hasznosithatosdga egyre nagyobb kihivast jelent a generikus ¢és az originalis
gyogyszergyartasban. Eppen ezért, az eddig alkalmazott formulalasi lehetéségek mellett (j
stratégiakat kell alkalmazni a hatékonysag novelése érdekében, ami a nanotechnolégia és az

alternativ gyogyszerbeviteli kapuk irdnyaba mutat.

Az eddig alkalmazott formulalasi lehetdségek kozott szerepel pl. a soképzés, ko-
kristalyositas, amorfizalas, szilard diszperziok eldallitasa és komplexalas [1-5]. A
szemcseméretcsOkkentd eljarasok széles korben alkalmazottak az anyagok fizikai-kémiai és
biofarmaciai tulajdonsdgainak javitdsa érdekében. Mikroméretli részecskék eldallitasaval
modosithatdé a gyenge vizoldékonysdgu hatdanyagok kioldodasi profilja és permeabilitasa,
ezaltal biohasznosithatosaga is [6, 7]. A hatéanyagok fizikai-kémiai sajatsagaira a
szemcseméret-eloszlas, s azok specifikus feliilete és az egyes szemcsék morfologiai sajatsaga
nagy befolyassal van [8]. Kiemelendd, hogy a részecskék habitusanak (alak, méret, feliilet) meg
kell felelnie egyes formulalasi és felhasznalasi kdvetelményeknek is.

A hagyomanyos mikronizalasi miiveletek mechanikai iton megvalosuld dezintegraciot, illetve
integralt moédon molekuldrisan eloszlatott hatéanyagbdl szemcseképzést foglalnak magukba
altalaban 1-10 um tartomanyban [7, 9].

Uj lehetdség a modern gyogyszerfejlesztésben a mikronizalassal analég modon olyan
nanotechnologiai eljardsok alkalmazisa, amelyek nanokristdlyokat eredményeznek. A
hatéanyag nanonizalasaval, nanoanyag (1-100 nm) vagy szubmikronos méretii (100-1000 nm)
rendszer hozhato 1étre, amellyel méretb6l/feliiletb6l adodoan még gyorsabb oldddasi sebesség

érheto el [10-16]. A mikronizalas és a nanonizalas 6sszehasonlitasat a 2. abra szemlélteti.
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2. dbra: A befektetett energiadozis nagysaganak befolyasa a a fajlagos feliilet novekedésére és a

részecskeméretre [10]

A nanoanyag, az Europai Unié mddositott ajanlasa alapjan (2011/696/EU, modositva
2022. junius 10.), olyan szilard részecskékbdl all, amely részecskéknek a darabszam szerinti
méreteloszlas alapjan legalabb 50%-a megfelel az alabbi feltételek legalabb egyikének: 1) a
részecske egy vagy tobb kiilsé mérete az 1 nm-t6l 100 nm-ig terjedé mérettartomanyba esik; ii)
a részecske hosszukas, mint példaul egy rad, rostszal vagy cs6, amelynek két kiils6 mérete
kisebb, mint 1 nm, masik mérete pedig nagyobb, mint 100 nm; iii) a részecske lemezszerii
formaval rendelkezik, amelynek az egyik kiilsé mérete kisebb, mint 1 nm, a tobbi mérete pedig
nagyobb, mint 100 nm. A darabszam szerinti részecskeméret-eloszlas meghatarozasakor a
legalabb két 100 um-nél nagyobb ortogonalis kiils6 mérettel rendelkezd részecskéket nem kell
figyelembe venni. A 6 m?/cm®-nél kisebb térfogategységre vetitett fajlagos feliileti anyagok
azonban nem mindsiilnek nanoanyagnak. Az EU ajanlasat vette 4t az EMA, az Eurdpai
Gyogyszeriigynokség [17], [18]. Az FDA ajanlasa szerint a 1-1000 nm tartomanyban 1évo
részecskék nanoanyagnak tekinthetdk, amennyiben kedvezd fizikai, kémiai, biologia
sajatsagaik a nanodimenziohoz kothetok.
Meg kell jegyezni, hogy az EU ajanlas a nanoanyag definialasa mellett az aggregatum és

az agglomeratum fogalmak jelentését is meghatarozta (lasd Fogalmak fejezet).
Tehat a mikronizalassal és a nanonizalassal 1étrejott szemcseméretcsokkentett termék nagyobb

aktiv feliilettel rendelkezik és alkalmas nagyobb telitési koncentracid elérésére. A Noyes-

Whitney osszefiiggés [19] alapjan igazolhatd, hogy egy adott anyag akkor oldodik gyorsabban,
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ha nagyobb feliileten érintkezik az olddszerrel. Az oldoszerrel érintkezd aktiv feliilet jelentésen
fligg a nedvesithetdségtdl és a szemcsemérettdl:

dc_AxD
dt h

x(Cs X ©)

(dc/dt: oldodasi sebesség, A: aktiv feliilet, D: diffuzids koefficiens, Cs: telitési oldhatosag, C:
koncentracio, h: diffuzios réteg).

Az Ostwald egyenlet [20] kozvetleniil leirja az Gsszefliggést a hatdanyag telitési oldhatosaga és
a részecskeméret kozott. 1000 nm alatti részecskékkel a telitési koncentracié ndvelhetd a
kovetkezd 6sszefliggés alapjan:

1 Cs 20V
%8 .~ 2.303RTpr

(Cs: telitési oldhatosag, Co: oldékonysag, V: molaris térfogat, R: konstans, o: hatarfeliileti
fesziiltség, r: részecske sugara, T: abszolut hdmérséklet, p: siirliség).

Fontos megjegyezni azt is, hogy a szemcseméretcsokkentés a kristalyszerkezet letorését
is eredményezheti, ami tovabbi oldddasi sebesség-ndvekedést idézhet eld, a kristalyt sszetartd
racsenergia csokkenése, hianya miatt [21].

A fajlagos felillet novekedése a részecske adhezivitasat is noveli, amely az
adszorpcid/mukoadhézido fokozodasdhoz vezet. Azonban a megnovekedett feliilet a
szabadenergia, a részecskék kozotti kohézid, a feliileti toltés €s az aggregacido novekedését
indukalja. Ezért van sziikség stabilizal6, nedvességfokozo segédanyagok alkalmazasara [22].
A nanokristalyok eldallitasanal tehat az FDA altal javasolt in. GRAS (generally recognized as
safe — altalaban véve biztonsagos) segédanyagok alkalmazasara van sziikség, ebbdl adéddan
,tiszta” hatdanyagrol nem beszélhetiink. Az igy nyert koztitermékbol, prediszperziobol adott
gyogyszerforma allithato eld. Alapvetéen az anyagi sajatsagok pl. nedvességtartalom,
héérzékenység, keménység, illetve a kiindulési €s az elérni kivant szemcseméret hatarozza meg
a méretcsokkentd eljaras modjat és energia-kozlés kivaltasara alkalmas berendezés tipusat.

A kristalyok méretének és habitusanak valtoztatasa két Iényeges technoldgiai iranyvonal
alapjan csoportosithato, dezintegralo ,,top down” és molekularis szintrdl kiindulva integralo
,,bottom up” technologiak szerint.

Gyogyszertechnologiai eljarasok alkalmazasaval elsodleges célunk, anyagi és
technolégiai paraméterek optimalizalasaval, pl. a szemcseméret csokkentésével az

oldékonysag, oldodasi sebesség és a permeabilitas fokozasa. A Kkiilonb6z6 technoldgiai
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eljarasokkal eloallitott folyékony, vagy szilard fazisu prediszperziok stabilizalasa, majd

formulalasa (3. abra).

» Szaraz/Nedves Orlés
(bolygoémalom, kolloid malom)

* Szonikus/Mechanikus

(nano porlasztas, szuperkritikus
technologia)

D
E
z
1
N
5 7 o T
kavitacid E
(UH., HPH) c | K
. ’1z R (o}
* Lézeres fragmentalas i [ °
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.
s I ® e ©
— e ®
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3. abra: Nanotechnolégiai eljardsok alkalmazasa hatéanyag bevitel céljabol [23]

"o

A nanokristalyok/nanoszuszpenzidk eldallitdsa szamos eljarassal valosithatdé meg. A fobb
technolégidk szabadalom alatt allnak és mar forgalomban 1évd készitmények eldallitasanal
alkalmazzak azokat [24]. Az ujabb nanotechnoldgiai eljarasok kutatasa és fejlesztése azonban
még nem fejezddott be, amihez hozzdjarul a technika fejlédése is. A kovetkezdkben a

fontosabb, értekezés eredményeihez kotheto eljarasokat mutatom be.

3.1.1. Dezintegralo eljardsok

A nanonizélasi technikdk gyakran mechanikai hatdsokon (nyomads, surlodas, iitkozés)
alapulnak, amelyek végbemehetnek mind szaraz, mind nedves kdzegben egyarant. Az Orlés
soran a fellép6 igénybevétel soran megvaltozhat a szemcseméret, a fajlagos feliilet és a feliileti
energia; a repedések és hibak szdma a szemcsékben. Az Orléses eljaras, amely sordn mechanikai
er0 hatasara a kiilonféle részecskék torhetnek, deformaldodhatnak, aminek kovetkeztében
csokken az egyedi részecskék mérete €s né a fajlagos feliiletiik [6].

Az Orlés altalanos torvényszeriiségét Walker és munkatarsai definialtak [25]:

dx
dE = —C;

ahol E az egységnyi tomegre jutd 6rlési energia, x a részecskeméret, C és n pedig az anyagra
¢s Orlémalomra jellemzd konstansok. Az apritasi energia mennyiségének €s hatasossdganak

elméleti leirasaval ezt kovetden Rittinger, Bond, Kick és Kirpicsov foglalkozott. Matematikai
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Osszefliggésekkel definialtak a tomeg- vagy térfogategységre esd apritasi munkat a kiindulasi
és elérni kivant szemcsenagysag figyelembevételével [26-29].

Malomban torténd szaraz orlés esetén a kovetkezd szempontokat célszerti figyelembe
venni. Az Orlési 1d0 fiiggvényében vizsgalva a diszperzitasfokot azt latjuk, hogy a folyamat
kezdetén az 6rlési idovel megkdzelitdleg aranyos az 6rlemény diszperzitasfoka, azaz a 1étrejott
uj feliilet nagysaga (4. abra, ’a’ szakasz). Ezen az Un. Rittinger-szakaszon a részecske-
kolcsonhatds elhanyagolhatd. Az o6rlési id6 novelésével megkezdddik a részecskéknek az
Orldtestekre €s a malom falara, valamint egymashoz valo tapadasa. A diszperzitasfok gorbéje
ellaposodik, ami arra utal, hogy az 6rléshez sziikséges munka és a 1étrejott U feliilet kozotti
aranyossag megsziinik, de a diszperzitasfok novekedése még mindig jelentds (4. abra ’b’
szakasz). A ’b’ szakaszra jellemz6 a keletkezett 0j szemcsék aggregalodasa, ami a van der
Waals-féle erék jelenlétével hozhatdo Osszefiiggésbe. Tovabb novelve az Orlési id6t a
diszperzitasfok csokken, s az 6rlemény agglomeralodik (4. abra, °¢’ szakasz). Tarjan G. (1978)
szerint az agglomeralodas elsésorban elektrosztatikus és van der Waals kohézids erék
kovetkeztében jon létre, ami a részecskék igen tomor, sokszor ,.irreverzibilis” dsszetapadasat

jelenti, pl. 6sszekristalyosodas, olvadékhidak 1étrejotte stb. [30, 31].

a, br c,

TN

Diszperzitasfok

v

Orlési ids

4. abra: A diszperzitasfok valtozasa az érlési idé fiiggvényében [32]

A szaraz orlés (5/A abra) alkalmazasakor tehat hatékony megoldas lehet a
segédanyagokkal megvaldsitott egylitt-Orlés. Kiilonbozd tipusti, méretli és mennyiségi
Orl6golyd hasznalhatd a termelési igénynek megfelelé méretii Orldkamraban [33].
Szubmikronos részecskék eldallitasa céljabol 1992-ben védték le az un. IDD-PTM technologiat
(Insoluble Drug Delivery-Particles) gyenge vizoldékonysagu hatéanyagok esetében. Ezt a

technikat alkalmaztak szdmos forgalomban 1évd készitmény eldallitasdnal. Ebben az esetben
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mikrofluidizalas valosult meg légsugarmalomban, 50-100 cikluson keresztiil az Y és Z alaka
kamrakban, amelyekben 500-1700 bar nyomas alatt cirkulal az érlendd anyag. Az egymashoz
titkoztett részecskék nyiras és kavitacio kovetkeztében tovabb apritodnak [34, 35].

Bizonyos hatéanyagok esetében célszerli a szaraz Orlést nedvesre valtani, amennyiben az
6rlendé anyag nem érzékeny a nedves kozegre. A nedveskozegii orlést Liversidge és
munkatarsai tanulmanyoztak elészor 1992-ben [36], majd a kiilonb6z6 elven miikodé malmok
alkalmazasaval 2000-t6]1 az elsé nanoszuszpenzidés készitmények is piacra Kkeriiltek
(Nanocrystal®, Nanomill®) [12, 37, 38]. A NanoCrystal® technolégiat az ,.élan Drug
Discovery” (Elan Corporation, plc Ireland) szabadalmaztatta. Az 6rlé berendezés kamrajaban
a méretcsokkentésért felel6s nyird erék generalasa keramia, rozsdamentes acél, iiveg, esetleg
polisztirén gyantaval fedett gyongyokkel/golyokkal torténik. Az 6rlési id6 meghatarozasat (10
perctdl akar napokig) jelentdésen befolyasolja a hatéanyag keménysége, a viszkozitds, a
hémérséklet, az energia-bevitel, az 6rl6 kozeg mérete €s a segédanyag-koncentracio. Az eljaras
hatranya az, hogy id6vel az 6rlo kozeg errodaldodhat, héérzékeny anyagok esetében nem
alkalmazhat6 ¢és gyakran mikroméretii frakcio is talalhat6 a termékben.

Miiller és munkatérsai fejlesztették ki a mechanikai kavitacion alapul6 nedves kozegti,
nagynyomasu Dissocubes® technoldgiat [39]. A nagynyomasi homogenizalas soran (5/B
abra) egy Un. preszuszpenzio vagy -emulzio nagy nyomas hatasara megy keresztiil sziik nyilasa
szelepen. A sziikitésben a nagy nyomaskiilonbség hatasara a minta rendkiviili modon felgyorsul
(2-300 m/s), ezaltal er6s mechanikai hatasok 1épnek fel (kavitacio, nyiras, itk6zés), amelyek
szemcse/cseppméret-csokkentést eredményeznek. A nyomads, a hdmérséklet és az atpréselési
ciklusok szamanak valtoztatasaval szabalyozhat6 a miivelet hatdsossaga. A f6 limitalo tényezd
egyes esetekben az, hogy az anyag kristalyszerkezete megvaltozik €s né az amorf frakcio
aranya, amely stabilitasi problémakat eredményezhet [40]. Abban az esetben, amikor a
diszperzios kdzeg nem vizes alapt, un. Nanopure® technol6giardl beszéliink (folyékony vagy
olvasztott polietilén-glikolban, illetve glicerol-viz vagy etanol-viz elegyben megvaldsuld
diszpergalas), amelynek kovetkeztében a homogenizalas alacsony homérsékletii és kavitaciotol
mentes [40, 41].

Az ultrahangot mikro- és nanoméretii kristalyok eldallitasara is hasznaljak, amely
eljarasnak szamos elénye van egyéb méretcsokkenté modszerekhez képest, pl. az, hogy magas
hatasfoka miatt [ényegesen kisebb teljesitményt igényel. A méretcsokkenés dezintegracio révén
a szonikus kavitacio eredménye. Az ultrahangos kavitacié (5/C. abra) nagy nyirder6t general,

ami képes szétszakitani a részecske-aggregatumot, legydzve a részecskék kozotti vonzoerdket.
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Az ultrahangos kezelés altal elérhetd a részecskék homogén eloszlasa is. A részecskeméret 500

um-rél akar 10 nm-re is csokkenthetd [42—44].
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S. dbra: Szaraz és nedves kozegii orlési folyamatok bolygomalomban (4), nagynyomasu
homogenzdtorban mechanikus kavitacioval (B) és szonikus kavitacioé hatdsara (C) [45]

Uj lehetSséget jelent a szaraz és nedves 6rlés vonatkozasaban a hatoanyagok 1ézeres
fragmentalasa. Az ablacid soran nagyteljesitményii impulzuslézer nyalabjat adott feliiletre (pl.
komprimatum) fokuszaltatva, a besugarzas hatasara plazmadllapotii anyagfelhd 1ép ki. A
folyamatot befolyasoljak az alkalmazott 1ézer paraméterei (hullamhossz, energiastiriiség,
impulzushossz) és a célfeliilet optikai, termikus, morfologiai és anyagai tulajdonsagai [46].
Nedves kozegben, viz alatt végbemend fragmentalassal hatdanyag mikro/nano diszperzidja

képezhetd, amelyekbdl kiilonboz6 gyogyszerformak formulalhatok.

3.1.2 Integralo eljardasok
Az integralo, szemcseképzd folyamatok sordn a molekularisan oldott anyagokbdl mikro- vagy
nanoméretii részecskék épiilnek fel. E folyamatok folyadék-fazisok elegyitésével szilard fazisu

terméket képezve valosulnak meg.
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Nanoprecipitacios folyamatok

A kovetkezd tényezok, pl. az oldoészer, a keverési mechanizmus, a nukleacid, az aggregaciod
mértéke, a Szuperszaturacio stb. befolyasoljak a képzddott szemesék méretét, méreteloszlasat
¢és stabilitasat. A nanoprecipitacié alapjai tulajdonképpen a kisdzasos (salting-out)
kristalyositashoz kapcsolodnak, ahol a kis6zoszer egy anti-oldoszer (antiszolvens) [47]. A
,hanoprecipitacio” esetében az anti-oldoszeres eljarasnal a nukleaciot kovetden a
szemcsenOvekedés sokkal rovidebb id6 alatt zajlik le, mint a hagyomanyos kristalyositasi
eljarasoknal. A szemcsendvekedés kondenzacidval torténik, azaz a molekulak diffundalnak az
éppen novekedo feliiletekre és feliileti integracidjuk valosul meg, amig a kritikus méretiiket el
nem érik [48-50]. A gyors keverés és rovid keverési id6 kulcsparaméterek a nagy thltelitettség
létrehozasahoz. A nanoprecipitaciot indukald szuperszaturacio (S) az alabbi Gsszefiiggéssel
jellemezheto:

S =CJ/C*,

ahol C a hatéanyag valos idejli koncentracidja a szerves oldoszer és az anti-oldoszer elegyében,
a C* pedig a hatoanyag telitési oldhatosaga az oldatban. Amikor az anti-oldoszerrel valo gyors
elegyités utan az oldott anyag koncentracidja a telitési koncentracioig (C*) emelkedik és eléri
a kritikus gocképz6dési koncentraciot (Cn), a kicsapodasi folyamat kezdetét veszi. Ebben a
szakaszban a nukleacid, a koagulacié és kondenzacid kovetkeztében szemcsék képzddnek,
amelyek aggregaciora hajlamosak ezért segédanyagokkal torténd stabilizalasra van sziikség (La

Mer model 6. abra) [51].

hatéanyag,
oldészer,

anti-oldészer, 09
Tlflltelft!tt oldat Ll Nanorészecskék
| | stabilizalas

novekedés | |

aggregacio

precipitacié

Oldott anyag koncentracié (C)

1d6

6. abra: Nanorészecskék képzése oldoszer-antioldoszeres precipitdcioval [51]
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Az oldészer-antioldészer precipitiacio esetén a kivant mérettartomany egyszeri
keveréssel is elérhetd, azonban a hémérséklet-kiilonbség hatasara (hatdanyag melegitett oldata-
hiitott antioldoszer) nagyon gyors nukleacié indukalhatd, amelynek kovetkeztében szférikus,
amorf nanorészecskék is keletkezhetnek [1]. A technoldgiat Nanomorph® eljarasként [52]
szabadalmaztattdk. Az Un. emulzi6-diffuzié modszernél a hatéanyagot tartalmazd vizzel
részben elegyedd oldoszerrel az alkalmazott stabilizald oldat mikroemulziot képez, amelyet a
masodik 1épésben vizzel teljes elegyedésig oldva hatdéanyag nanokristalyok kivalasa torténik
meg [53-55]. Az ,,olvadék emulgealasos” eljarasnal alacsony olvadasponta hatéanyagot a vizes
stabilizal6 oldatban szuszpendaljak, majd melegitéssel, energiakdzléssel mikro-emulzid késziil,
amelybdl a nanorészecskék hiitéssel nyerhetéek ki [56].

Esetenként kombinaciés technikakkal, a precipitdlason til nagy energiakozlés mellett
(nagy nyomast homogenizalas, nagy intenzitast ultrahang, nagy sebességii keverés) rovidebb
id6 alatt megkozelitéleg 200 nm-es méret elérése megvaldsithatd, tobb esetben eldkezelés is
alkalmazhato (Nanoedge™ technika, H42, H69, H 96 kombinaciok, ,.SmartCrystal”
technologia) [41, 57].

Integralas oldészer evaporacioval
Hatéanyagok nanonizadldsanak kovetkez6 modja szuperkritikus allapoti  olddszerek
hasznalataval, gaz anti-oldoszer atkristalyositassal, porlasztott gyors-injektalassal és az
expandalt folyékony szerves oldat nyomascsokkentésével valosithatd meg [37, 58, 59].
Ujszerii lehetéség az oldészer evaporacién alapuld un. plazma-szintézis [60] és az
elektroporlasztasos precipitacié [61-63]. Az eljarasok soran magas fesziiltség, illetve plazma
generalasaval pillanatszerien oldoszer parologtathatd el, amely a cseppeket elektromosan
feltolti (7/A és 7/B abra). A Coulomb-robbanas kovetkeztében a cseppek mérete csokken, majd
precipitacio révén hatdbanyag nanokristalyok valnak ki [64].
Az elektromagneses hullamok kozé tartozd mikrohullam alkalmazasaval pillanatszerii
oldoszer evaporacid végezhetd, amelynek folyaman gyors kioldodast, amorf nanorészecskék
elallitasara van lehet6ség [65, 66] (7/C abra). A mikrohullamu sugarzas a dipolusok
polarizacidja és ionvezetés révén képes hot termelni, az energiakozlés nem konvektiv, hanem
ugynevezett bels6 hokeltésen alapuld energiakozlés. A minta egyenletesebb melegitésének
koszonhetden novelhetd a reakciosebesség €s a termékhozam a hagyomanyos homelegitéshez
képest. A mikrohullamu szintézis drasztikusan csokkentheti a reakcididot.
Az eljarasok elénye, hogy rovid id6 alatt - 1éptékndvelhetd mdodon - hosszu tavon stabil,

szilardfazisu formulélasra alkalmas koztitermék allithat6 eld. A 7. abran bemutatott integralo
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eljarasok tovabbi lehetoségeket vetitenek eld hatdbanyagok szemcseméretcsokkentésében, ezért

keriiltek kivalasztasra kisérleti eredmények bemutatasara.

U
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1. dabra: Alternativ energiak alkalmazasa oldoszer evaporacio céljabol (A: elektro-porlasztas, B:
hideg plazma szintézis, C: mikrohullamu szintézis) [65]

A folyékony nanodiszperziok stabilizalasanak egyik lehetdsége a szilard termékké
torténd alakitas, ami hagyomanyos ,,Mini” porlasztva-szaritd berendezéssel valosithatdo meg.
Ez a szaritasi eljaras a nanoméretli hatdoanyag szemcséket mikroméretii aggregatumokka
alakitja. A hagyomanyos laboratoriumi porlasztva-szaritasnal a folyékony minta atomizacioja,
a folyadékcseppek keveredése forrd szaritd levegdvel és részecske-képzddés, majd a széraz
részecskék elkiilonitése a szaritokozegt6l valosul meg. A cseppképzddés révén a nagy fajlagos
feliilet elosegiti a szaritd levego €s a folyadékeseppek kozotti hoatadast, ami az olddszer nagyon
gyors elparolgasat eredményezi. A parolgas eldszor a csepp feliiletén megy végbe, ezért az
oldoszer-molekulak a csepp magjabol a csepp felszinére diffundalnak [62]. A szaritas utani
lehiilt levegd tovabbitja a széraz részecskéket a rendszerben. A szdriton beliili turbulencia

bizonyos részecskéket magasabb homérsékletnek tesz ki, ezért minden készitménynél

sziikséges a bemeneti és kimeneti hdmérséklet kontrolalasa.
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A szilard, mar végterméket is eredményez6 un. ,,Nano” porlasztva-szaritas eldallitasi
technolégidjanak ijdonsaga a piezoelektromos miikodési elv, illetve a 4,0, 5,5 és 7,0 pm
atméréjii  fuvoka tipusok megvalasztisa. A szaritogdz dramlasa a részecskéket az
elektrosztatikus részecskegyiijtohoz iranyitja. A megszaradt részecskék elektrosztatikusan
feltoltodnek. Az elektrodak kozé kapcsolt nagy fesziiltség elektrosztatikus mezét hoz 1étre,
amely felgyorsitja a negativ toltésti részecskék lerakodasat a részecskegyiijtd elektroda belsd
falara. A finom por a gytjtéelektrod belso feliiletérdl konnyen eltavolithatd. A végtermékek
szemcsemérete 300 nm €s 5 um kozott van. A kétféle szaritasi eljaras dsszevetése a 8. abran

lathaté [67-71].
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8. dbra: Kiilonbozo elven alapulé porlasztva-szarito berendezések

A két berendezés alapvetd kiilonbsége az eldallitando részecskék méretében rejlik: amig
a ,,Mini” porlasztva-szaritd késziilék 2-60 pum, addig a ,,Nano” porlasztva-szarito akar
szubmikron méretii részecskék eldallitasara is alkalmas. A ,Nano” porlasztva-szarito
maximalisan alkalmazhatd6 bemeneti hémérséklete joval alacsonyabb, viszont az
elektrosztatikus részecskegytijtéje nagyobb kitermelésre képes, mint a ,,Mini” porlasztva-

szarit6 ciklon gytjtdje. A ,,Nano” porlasztva-szaritd6 minimalis mennyiségii minta szaritasara is
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alkalmas, mert termékhozama ez esetben is nagy. Az 1. tablazatban a Biichi Mini B-290 és

Nano B-90 HP porlasztva-szarito késziilékek fobb paramétereit hasonlitom dssze.

1. tablazat: Kiilonb6z6 elven miikddo porlasztasi technikak dsszevetése

»Mini” Spray Dryer B-290 »Nano” Spray dryer B-90 HP
Elonyok Hagyomanyos porlasztva-szaritd Kismennyiségi, finom részecskék
eljaras eléallitasa
Méret 2-60 um 0,3-5 um
Max. bemend hém. 220 °C 120 °C
Viz evaporacio 1 kg/h, szerves oldoszerek esetében  Max. 0,2 kg/h, szerves olddszerek
gyorsabb esetében gyorsabb
Favoka tipus kettés/harmas/ultrahangos fivoka piezoelektromos-elvii nebulizer
Szemcseszeparacid ciklon elektrosztatikus gyiijt6 (ionos
fiigg a mintatdmegtol feltoltés)
fiiggetlen a mintamennyiségtol
Kitermelés 50-70 % 70-90 %
Min. mintatérfogat 30mi 3ml
Max. minta viszkozitas 300 cps 10 cps

3.1.3 Prediszperziok stabilitdsa és stabilizdlasa

A hatéanyag kristalyos allapota, kristalyossdganak mértéke nagy mértékben befolyasolja a
gyogyszerkészitmény oldddasi sajatsdgait, stabilitdsat és hatékonysagat. A nagy energidju
szemcseméretcsOkkentd technikdk esetében kisebb vagy nagyobb mértékben amorf
hatéanyagfrakcio képzodhet. A nagy energiaji amorf részecskék instabilak, s a tarolas soran
rekrisztallizalodhatnak, tehat alacsony energidju kristalyos allapotot vesznek fel. Ezt a
folyamatot a rendszerben 1évé/maradt kristalyok oltokristalyként katalizalhatjak. Ugyanazon
szuszpenziods rendszerben 1év6 amorf és kristalyos nanorészecskék telitési oldhatosaga eltérd,
ezért a diffuzios folyamat az amorf nanorészecskék kristalyos allapotba torténd atalakulasaval
jarhat [72, 73].

A stabilizalasnak fontos szerepe van mind a prediszperzid eldallitdsdnal, mind a
preformulalas esetében, mivel a nanorészecskék nagy feliileti energidja és a kozottik 1évo
kohézids erd aggregaciot indukalhat. Formulaldshoz a prediszperzidk azonnal felhasznalhatok
vagy tarolhatok adott hdmérsékleten és relativ paratartalmon (,,holding time”-eltartasi id6). A
nanokristalyos rendszerek hosszl tav stabilitasat kiillonb6z6 segédanyagokkal lehet biztositani
(2. tablazat). Stabilizalo szerek koziil a feliiletaktiv anyagok és a polimerek az aggregacio
kivédését biztositjak. A stabilizatorok az ujonnan keletkez6 feliiletekre torténd adszorpciojat
termodinamikai és kinetikai jelenségek befolyasoljak. Ha a segédanyag nagy affinitassal
adszorbealodik a részecske feliiletére, kis részecskék keletkezhetnek. A fizikailag stabil
készitmény eldallitasa soran a stabilizatorok biztositjak a feliiletek nedvesitését, valamint az

Ostwald-féle érés  (kristalynovekedés kolloid szuszpenzidkban) és agglomeraciod
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megakadalyozasat (Sztérikus vagy ionos gatlas). A stabilizaloszerek (példaul polimerek)
kiilonb6z6é koncentracioi befolydsolhatjak a viszkozitast és a részecskék elektrokinetikai

tulajdonsagait is a DLVO (Derjaguin, Landau, Verwey, Overbeek) elmélet szerint [74].

2. tablazat: Gyakran alkalmazott stabilizal6o segédanyagok

Polimerek Feliiletaktiv anyagok Kombinalt stabilizal6
rendszerek
Arabmézga [82] Cremophor® EL [83] Eeél]llet aktiv anyagok kombinacioi

Hidroxipropil-celluloz,
Hidroxipropil-metil-cellul6z,
Metil-celluléz, Hidroxietil-celluldz
(84], [85],

Polivinil-alkohol [87]

. Feliiletaktiv anyagok és polimerek
Lecitin [36] Kombindcioi [76]
Poloxamer 188, Poloxamer 338,

Poloxamer 407 [22,41,83,88,89]
Polietilénglikol 6000,

Polictilénglikol 20000 [79] Natrium-lauril-szulfat [90]
Povidon K15 [91] Tween® 80 [92,93]
PVP/VA  kopolimer  (polivinil- Poloxamin 908 [81]

pirrolidon-ko-vinil-acetat) [94]
Poligliceril-10 laurat [95]

Tiloxapol [96]

Koélsav [97]
Natrium-dokuzat [22,77]
Natrium-deoxikolat [98]

A polimerek felhalmozddnak a részecskék kozotti hidrodinamikai rétegben (pl. nedves
Orlés soran), gatolva ezzel az {itkdzéseket és masodlagos novekedésiiket. A nagyobb molekula-
tomegii és viszkdzusabb polimerek elonydsebbek méretcsokkentés céljabol. A polimerek
esetében kiemelendd tovabba, hogy az orlési hatékonysagot is fokozzak (pl. szdrazodrlés).
Stabilizalas soran a sztérikus taszitas mértékének novelése, a van der Waals-erok csokkentése
és interszegmentalis er6k mérséklése dominal a polimer lancok kozott [75-79].

Feliiletaktiv anyagok esetében a feliileti fesziiltség csokkentése ndveli a nukleacio
sebességét. Masrészrdl a feliiletaktiv dgensek mérséklik a hidrofob erdket (van der Waals erdk)
ilyen moédon aggregaciogatlas valdosulhat meg. A nagyobb segédanyag-koncentracié — a
megnovekedett koncentracio-gradiensnek koszonhetéen — gyorsabb adszorpciot és kisebb
méretet biztosit. A feliiletaktiv anyagok segitik a részecskék nedvesitését és igy csokkentik az
aggregacios hajlamukat [80, 81]. A feliiletaktiv anyagok hatranya lehet, hogy novelik az
Orlégolyok mozgési sebességét/energiajat nedves orlés sordn, ami a hatdéanyag bomlasahoz

vezethet.

A nanorészecskék képzéséhez hasznalhato oldoészerek esetében meghatarozok a fizikai

tulajdonsagok, valamint az, hogy milyen mértékben képes a polimert és a hatdéanyagot
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feloldani. A gyogyszerészetileg elfogadhato és kevésbé veszélyes vizzel elegyedd oldoszerek
elonyosebbek a hagyomanyos szerves oldoszerekkel szemben. A gydgyszeriparban
biztonsdgosan alkalmazhatd oldoszerek  attekintése és  kimutatasuk a  végsod
gyogyszerkészitményben az Egyesiilt Allamok Gyogyszerkonyvében és az Eurdpai
Gyogyszerkonyvben is megtalalhatd, valamint az ICH maradékolddszerre vonatkozo iranyelvei
IS iranymutatéak [99, 100].

Nanorészecskét tartalmazo prediszperzié stabilizalasa két modon valosithatdo meg.
A mar bemutatott médon, a hatéanyag molekuldrisan diszpergalt rendszerbdl az oldoszer gyors
elparologtatasaval integralhatd, szilard terméket képezve (plazma-szintézis, elektroporlasztés
mikrohulldm, nano porlasztva-szaritas). Illetve, a prediszperzi6 hagyomanyos formulalasi
eljarasokkal megegyezden, szaritasi folyamatoknak vethetd ald (vakuum-szérités, liofilezés,
porlasztva-szaritas, granulalas, fluidizalas) [101-106]. A gyogyszerforma jellemz6it6l és a
végs6 adagolasi forma kivant tulajdonsagaitol fiiggéen mind a szaritasi folyamattal, mind a

stabilizalashoz hasznalt segédanyagokkal a nanorészecskéket stabilizalni kell.

3.1.4 Gydgyszertechnoldgiai kisérlet-tervezés

Gyogyszerkészitmények preformulalasa és formuldldsa esetén célravezetd technologiai
kisérleti tervek alkalmazasa, figyelembevéve az optimalizalni kivant paramétereket és a
végtermék jellemzait.

Az ipari gyakorlatban jol alkalmazhat6 faktorialis tervekkel tobb faktor egyidejii
vizsgalatat lehet megvalodsitani. A faktorok szamat altalaban kettdre korlatozzak a megvizsgalni
kivant beallitasok esetén. Ez elegendd a faktorok jelentdségének kimutatasdhoz €s sok esetben
az optimalis beallitasi tartomany meghatarozasahoz is [107—-109].

A tobbvaltozos folyamatokat gyakran a COST (Change One Separate factor at a Time)
madszerrel optimalizaljak: egy kivételével minden paraméter rogzitett és a rendszer valaszat a
valtozo fliggvényében vizsgaljak. Az egyes valtozokat ilyen modon szkenneljiik €s optimalis
értékiik kombinacidjat fogadjuk el altalanos optimumnak. Egy tobbvaltozos folyamat atfogo
optimuméanak megtaldlasdra jO stratégia a valaszfelillet illesztése a jol megvalasztott
paraméterkészletekbdl kapott valaszok alapjan. Mivel barmely egyedi valtozo6 hatasa altalaban
masodrendli polinomokkal szamolhatd, a paramétereket harom kiilonb6zd szinten szokas
tesztelni: magas, kozepes és alacsony beallitassal [110, 111].

A gyogyszeriparban jelenleg szemléletvaltas zajlik, a Quality by Testing (QbT) mddszer
helyébe a Quality by Design (QbD) szemlélet 1épett [112, 113]. A formulalas soran a QbD

alapt szemlélet kovetésével mar a kutatds kezdeti fazisaban megszabjak a célként kitlizott
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termék sajatsagait, amelyek bizonyos hatarokon beliil valtoztathatéak [114]. A QbD
alkalmazasa sordn a kockazat-becslés, kockazat-elemzés és a kockdzat menedzsment is
rendkiviil fontos elemzési folyamat.
Els6 1€pés meghatarozni azokat a faktorokat, amelyek a gyartas folyaman befolyasoljak

a céltermék mindségét, majd a Quality Target Product Profile (QTPP), azaz a termék lényeges
jellemzdinek mindségi alapon torténd definidlasa kovetkezik. A kritikus mindségi paraméterek
(Critical Quality Attributes, CQAs) meghatarozasanal olyan biologiai, fizikai, kémiai vagy
mikrobiologiai tényezOket vizsgalnak, amelyek jelentés befolyast gyakorolnak a céltermék
mindségére. A Kritikus gyartasi folyamat-paraméterek definialasa (Critical Process Parameters,
CPPs) minden esetben egyedi modon keriilnek meghatarozasra.
A QbD soran a kockazat-becslésnek (Risk Assesment, RA) és annak értékelése soran fel kell
tarni a kapcsolatokat az egyes QTPP-k és CQA-k, illetve a CQA-k és a CPP-k kozott és
értékelni kell egymasra gyakorolt befolyasat, valamint annak fokat [115].

A jol meghatarozott QTTP-k, CQA-k és CPP-k ismeretében definialhatd a tervezési tér
(Design Space). Megszabja a gyogyszer olyan Osszetételbeli és mindségi valtozasait,
amelyeken beliil maradva a céltermék mindsége nem sériil, azaz felhasznalds szempontjabol

fontos jellemz6i megmaradnak [116-119].
3.2 Intranazalis gyogyszerbevitel formulalasi aspektusai

Az orr mint alternativ beviteli kapu, nagy permeabilitasanak koszonhetden a terdpidban széles
korben alkalmazhatd, mivel lokalis, szisztémas, valamint kozvetlen idegrendszeri hatas is
elérhetd a bevitel soran. A nazalis készitmények esetében harom fontos tényezd befolyasolja a
farmakonok nazalis transzportjat: az enzimek okozta bomlés (degradécid), a jelentds
csilloszoros aktivitas (muco-ciliaris clearance, MCC), valamint a kis permeabilitas a szoros
kapcsolatok (a ,tight junctions”) kovetkeztében. E tényezok megfeleld iranyba torténd
valtoztatasaval jelentdsen javithatd a farmakonok szisztémas €s akar kozponti idegrendszeri
hatékonysaga. Az egyik legjelentdsebb eldnyiik, hogy egyes hatéanyagok kozvetleniil a
szagloidegen keresztiil — megkeriilve a vér-agy gatat — képesek a kdzponti idegrendszerben

hatast kifejteni (9. abra) [120-126].
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9. dbra: Intranazalis hatéanyag abszorpcio [127, 128]

Az intranazalis bevitel eldnyeit, kihivasait a 3. tablazat szemlélteti. A beviteli kapu
biofarmaciai elényeinek koszonhetden intenziv kutatdsok folynak azzal a céllal, hogy
gyogyszertechnologiai eljarasok fejlesztésével, nanoformuldciokkal tdmogassak kiilonbozo

korképek kezelését [129].

3. tablazat: Az intranazalis bevitel el6nyei, kihivasai és formulalasi kovetelményei [130]

Elényok Kihivasok Kovetelmények
Kénnyen hozzaférhet, nem invaziv Orryslkahértya irritacié gﬁfﬁ;kemémt =10 pm
Gyors és nagy -felsziv()dési feliilet a Rovid ta_rt(')zkodés az orrban Viszkozitas. ozmolalités
szisztémas keringésbe MCC miatt ’

Kozvetlen ut a kézponti idegrendszerbe ~ Egyszeri adag 25-200 pl lehet Mukoadhezivitas

Patologias allapot megvaltoztatja a
felszivodast

Enzimatikus barrier

Nincs ,first pass effektus” Permeabilitas-fokozas

A nazalis gyogyszerformak (spray, gél, kendcs, por) olyan segédanyagokat tartalmaznak,
amelyek igazodva a biofarmaciai hattérhez a hatéds és stabilitds szempontjabol meghatarozoak
[131]. Kilonféle szakirodalmi tanulmanyok szamolnak be szilard/folyékony fazisa
nanoszuszpenziok orrba juttatasardl, ahol kiemelten fontos az alkalmazott segédanyagok
tipusanak és mennyiségének optimalizalasa. Példaul carvedilol tartalmi nanoszuszpenzid in

situ gél formulalasa [132], vagy resveratrol alapi nanoszuszpenzio eldallitasa agyi tartgetalas
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céljabol [133]. Az oldhatosag ¢és a permeabilitds is hatékonyan fokozhato
szemcseméretcsokkentéssel [134]. A biofarmaciai korlatok feloldasara szolgald megoldasok
koz¢ tartozik a mukoadheziv szerek alkalmazasa a mukociliaris clearance csokkentésére [135,
136]. A mukoadhézi6 fokozasara leggyakrabban alkalmazott szerek példaul karbomerek [137],
kitozanok [138], tiomerek [139], az alginat [140], polietilén-glikol-akrilat [141] és Poloxamer
[88]. A natrium-hialuronat (HA) meghosszabbitja a készitmény és az orrnyalkahartya
érintkezési idejét, ezaltal hozzajarul a novekedett gyogyszer felszivodasahoz [142]. Masrészt a
HA biokompatibilis, bioldgiailag lebomlo.

A polimerek igen jelentds hordozo szerepet toltenek be a gyogyszerformulalas tertiletén,
ezzel biztositva a megfeleld hatas elérését, kivaltképpen a polimer alapi nanohordozdk
kapcsan, ahol a becsomagolt hatéanyag célbajuttatasa programozhatd illetve megfeleld
stabilitas biztosithat6 [143, 144].

Hangsulyozni Kkell, hogy nanoszuszpenziok optimalizalasat kdvetden az alkalmazott
formaadd technolégidk (pl. spray-, gél-, por-formak eldallitasa) és a segédanyagok nagy

mértékben hozzajarulnak a bioldgiai hasznosithatosag €s stabilitas fokozasahoz.
3.3 Pulmonalis gyogyszerbevitel formulalasi aspektusai

A pulmonalis bevitel a tiido fiziologids sajatsagainak kdoszonhetden lokalis €s szisztémas hatas
kivaltasara alkalmazhato (4. tablazat). A tiid6be juttatott farmakonok elkerilik a
gasztrointesztinalis rendszer metabolikus folyamatait, a gazdag érhalozat és a nagy felszivod
feliilet lehetové teszi megfeleld formulaciok terapids felhasznaldsat, ezért mind a kronikus
obstruktiv tiidobetegségek (COPD) helyi, illetve pl. inhalacidés inzulin vagy levodopa
alkalmazasaval szisztémas korképek kezelése megvalosithato [145-149].

Pulmonalis hatdanyag-szallitds a gépi porlasztok és tulnyomasos aeroszolok mellett a
szaraz porinhalacios készitmények (DPI-0K) hasznalataval is megoldott [150-152]. A DPI-ok
olyan stabil por formuléaciok, amelyek megfeleld, hajtogdzmentes inhalacids szerelékkel €s
beteg altal elsajatitott 1égzési mandverrel gyermek és felndtt paciensek kezelésére
alkalmazhatok. Azonban a forgalomban 1évo készitmények csak kis szazaléka jut le a tiido
mélyebb rétegeibe, amelyet a 20-50 %-0s finom részecske frakcio értékek (FRF, finom

részecske frakcio) bizonyitanak [153].
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4. tablazat: A pulmonalis bevitel elényei, kihivasai és formulalasi kovetleményei [154, 155]

Elényok Kihivasai Kovetelmények
Nagy fe}’szwofelulet, nincs ,,first pass Inhaldcios szerelékek Részecskeméret <5
effektus pum

N L Hajtogazas rendszerek C
Per os dozis tizede sziikséges N . Kis siirliség

kornyezetszennyezése

Adagoloészelepes alkalmazasnal erds . , .,
hatast szerek is adhatok Beteg ,,compliance Mukoadhezivitas
Lipidoldékony anyag diffuzio a Belégzési paraméterek hatast J6 aerodinamikai
membranon at befolyasolod szerepe sajatsag
Vizoldékony anyag felszivodasa A légzobtraktus effektiv
vizzel telt porusokon térfogatanak valtozasa

A 1égutak 0-t6l 16-o0s generaciodjaig, a 1égesotdl a termindlis bronchiolusokig tart a vezetd
zona. A 17. generaciotol a 23.-ig, a respiracids bronchiolusoktol a 1éghodlyagocskakig tart a

gazcsere zona (10/A abra) [156, 157].

A, Részecskedepoziciés mechanizmusok

@ >10um
® 210um szedimentacio
Belélegzés o 2um diffazio

Lerakodott részecskeméret

B, TiidGbetegségek

7 P it el Légcss

Vezet6 régié

Bronchidlis fa
Branchiole
\

(0-16 vezeté zéna)

.............................................

\ Léguti alveolaris régié
Légdtl alveoldris ___..... A

4 \ "”-._. <reg|o ( \\‘
\) [\ \ {\‘I\‘/eolusok--L\.-...'f ohve ‘1

crer

Itt az alveolaris makrofagok fagocitaljak az 1,5-3 mikrométeres szemcséket. Ezen a
mechanizmusok mellett a sikeres abszorpcidhoz a farmakonnak at kell jutnia a ,,surfactant”

rétegen is. A tiidéfolyadékbdl kiilonbozé oldékonysagh hatdanyagok képesek felszivodni az
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epitel sejtekbe, majd esetleg a keringésbe is bekeriilnek. A lipidoldékony farmakonok képesek
atdiffundalni a membranokon a keringésbe, amelynek sebessége kozel megegyezhet az
intravénas bevitelével. A vizoldékony anyagok a membranokon talalhaté pérusokon keresztiil
szivodnak fel [154, 158]. Els6sorban a részecskék mérete, aecrodinamikai atmérdje és stirlisége
a meghatarozé a tiidédepozicid esetében, ezaltal kiilonbozd tiidomegbetegedések kezelésére

szant készitmények fejlesztésében (10/B. abra).

Kiilonb6zo technologiai eljarasok alkalmazasaval az inhalacios partikulomok habitusa
modosithatd, ezaltal a részecskék alkalmasséd vélnak hordozé alapt és hordozd mentes
formulaciok tervezésére [159-161]. A 11. A abra bemutatja, hogy a DPI rendszer
hatékonysagat legfoképp a beteg egyiittmiikodése és a DPI formulacio sajatsagai befolyasoljak,
valamint az inhalacids szerelék kialakitasa is befolyasolja a diszpergalas, majd a depozicio
hatakonysagat.

A hagyomanyos, hordozé alapu szarazpor-inhaldtorok a legszélesebb korben

alkalmazott készitmények, ahol a nagyméretli hordozoszemcsék és mikronizalt hatéanyagok
interaktiv fizikai keverékét alkalmazzak [162—-164]. Elsésorban masodlagos kotderd (van der
Waals) tartja meg a hatéanyagot a hordozo feliiletén és engedi leszakadni a belégzés folyaman.
Tul erds kapcsolat és gyenge belégzés esetén a hatdoanyag a hordozo feliiletén maradva kitapad
a felso légutakban, csokkentve ezzel a hatékonysagot.
Szamos tanulmany foglalkozik hagyomanyos, hordozo alapu készitmények fejlesztésével,
amelyekben elsésorban a hordozé feliiletkezelésével modosithatd a hordozé és hatdanyag
kozott 1étrejove interpartikularis kolcsonhatas, ezaltal a tiidédepozicid mértéke. Adi és
munkatarsai [165], kezeletlen hordoz6 és porlasztva szaritott gyogyszer keverékét hasznalt,
Hazare munkatarsaival magnézium-sztearattal feliiletkezelt laktoz hordozora vitték fel a
porlasztva szaritott hatéanyagot. Az FRF-értékek azonban 50%-nal kisebbek voltak.
Ugyanakkor azt is meg kell jegyezni, hogy a forgalmazott hordoz6 alapu DPI készitmények
még mindig csak a finom részecskefrakcio 20-30%-aval rendelkeznek [166].

A hordozémentes rendszerek esetében megfeleld segédanyagok és korszerli technoldgiai
megoldasok alkalmazasaval kikiiszobolhetdvé valt a hagyomdnyos nagyméretli hordozok
sziikségszertisége [167, 168]. Ilyen 0j formulalasi lehetéségek kozé tartoznak (11. abra) pl. a
réteges felépitésii bevont részecskék, nem-porozus (bevont részecskék, szferoidok, PulmoSol™
technologia) [169, 170], és porozus rendszerek (nagyporusu szemcsék, nano-pordzus
mikrorészecskék, nano-porézus  mikrorészecskék, = PulmoSphere™  technoldgia,

nanoagglomeratumok [171-174] 11. B. abra.
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11. dbra: Szaraz porinahldcios rendszerek formulalasa [175, 176]

Az eljarasok célja csokkenteni a részecskék kozotti adhéziot és a kialakitott szerkezettel
megfeleld aerodinamikat biztositani a hatékony inhalacidhoz [177]. A konnyen iranyithatd
részecskék és a pontosan adagolhatod készitmény eldallitasaban alkalmazhatd segédanyagok
novelik az aeroszolizaciot (pl. aminosavak, mannit) [178], szerkezet stabilizalok (PVA,
hialuronsav és mas polimerek) vagy siiriiség csokkenték (ammonium-karbonat, illékony
olddszerek €s mas porozitas ndvelok) [179] (5. tablazat).

Mivel szamos készitmény szabadalmi oltalma lejar, valamint a tiidébetegségek
kezelésében 1j terapids protokollokra van sziikség. Ezért mind a hordoz6 alapl, mind a
hordozomentes formulalés teriiletén igény van arra, hogy jabb dsszetételekkel és formulalasi
megoldasokkal (integralas, dezintegralas) mikro- (1-3 pum) és nano- (100-800 nm) méretii

rendszerekkel optimalis aerodinamikai sajatsagu formulaciokat fejlessziink.
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5. tablazat: Példak a leggyakrabban hasznalt segédanyagokra hordozomentes DPI készitmények
esetében [180]

Tipus Példa Funkcié Referencia

D vagy L-leucine Minne et al., 2008 [181]

Aminosavak Glicin dlerperl;tZ%Sfi({l:qssi ¢ Prota et al., 2011 [182]
Alanine acroszolizaciot Simon et al., 2016 [183]
PLGA métrixkénzé Tewes et al., 2010 [184]
NaHA cxep Yand et al., 2012 [169]
. filmképzd
. Kitozan S Iskandar et al., 2009
Polimerek stabilizalo
PVA hosszantart6 hatast biztosit [185]
PVP Martinelli et al., 2017
PEG [186]
DPPC ‘;:‘th)lr’l‘é‘zlr’lz‘; Scalia et al., 2013 [187]
Lipidek PC abszorbciéoiozé Mehta, 2016 [188]
DSPC Lam et al., 2013 [189]
Dellamary et al., 2000
Etanol iriiséocsdkkents [190]
, . Ammonium- surusegesokkento . Ogienko et al., 2017
Porusképzok . . aeroszolizaciot javitd porozus
bikarbonat e kékh [191]
eszecskerhicz Weers and Tarara, 2014
[172]

Parlati et al., 2009 [192]
Yuetal., 2018 [193]

Makhlof et al., 2010

Magnézium-sztearat nedvességvédd

: . , 194]
Egyéb Kitozan finom hordozo [
segédanyagok ?ilgg?tar etal., 2020
Angelo et al., 2009
DKPF finom hordozé [196]

Kaur et al., 2008 [197]

PLGA: poli(laktat-ko-glikolsav), PVA: Poli(vinil-alkohol), PVP: polivinil-pirrolidon, PEG: polietilén-glikol,
DPPC: dipalmitoil-foszfatidil-kolin, PC: foszfatidil-kolin, DKPF: diketopiperazin-fumarat, perflubron: perfluor-
oktil-bromid, DSPC: disztearil-foszfatidil-kolin
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IV. FELHASZNALT ANYAGOK

4.1 Hatéanyagok

Doktori értekezes

A kutatasok soran alkalmazott modell hatéanyagok (6. tablazat).

6. tablazat: Hatoanyagok jellemzoi

Cl o

etil 4-(13-klor-4-
azatriciklo[9.4.0.0*%]pentadeka-
1(11),3(8),4,6,12,14-hexaén-2-
ilidén)piperidin-1-karboxilat

Hatoéanyag Képlet, IUPAC név logP pKa | Viz- Op Ty
oldhatésag | (°C) | (°C)
T: 25°C
Meloxikam 3,54 4,08 | 22 mg/l, 255 | 63,5
(Sigma- Aldrich o o
Kft, X7
Magyarorszag) e
Muw(g/mol): —~
351,40 ﬁ/\?
4-hidroxi-2-metil-N-(5-metil-1,3-
tiazolil)- 2H-1,2-benzotiazin-3-
karboxamid-1-1-dioxid
Meloxikam ni. ni. 13.1 mg/ml | 170 | ni.
kalium 0
_ ol /
monohidrat =5—N 0
(Egis Zrt, N
Magyarorszag) N—( ]\
Mw(g/mol): o " s
389,49 K+
4-hidroxi-2-metil-N-(5-metil-2-
tiazolil)-2H-1,2-benzotiazin-3-
karboxamid-1,1-dioxid, kalium s6
Nifluminsav 4,43 2,26 19 mg/l 203 ni
(Richter Nyrt, O~_OH 4,44
Magyarorszag) R F H
Mw(g/mol): N
282,22 F S
N =
2-[3-(trifluormetil)anilino]piridin-3-
karboxil sav
Ibuprofén CHy 3,97 4,45- 21 mg/l 76 -
(Sigma- Aldrich o 51 42,5
Kft) i
Muw(g/mol):
206,29 0
H,C
2-[4-(2-metilpropil)fenil propan sav
Loratadin 5,2 433-| <1mg/ml | 135 | 40,4
(Sigma- Aldrich OO 5
Kft) N
Mw(g/mol):
382,88 2
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Lamotrigin 1,93/257* | 57 170 mg/I 179 ni
(Sigma- Aldrich
Kft,)

Mw(g/mol):
256,09
6-(2,3-diklorfenil)-1,2,4-triazin-3,5-
diamin
Gemfibrozil 4,387/3,4* | 4,5 11 mg/l 60 -
(Sigma- Aldrich /g 0 29,2
Kft)
Mw(g/mol): O/\%DH
250,33
5-(2,5-dimetilfenoxi)-2,2-
dimetilpentan sav

ni: nem ismert

A gyogyszertechnologiai eljarasok paramétereinek befolyasan tul, az alkalmazatott

hatdéanyag oldhatésagi, permeabilitasi, kristalyossagi jellemzoit a segédanyagok is jelentOs

mértékben modosithatjak. A kristalyos anyagokkal ellentétben az amorf anyagok — rendezetlen

allapotuk miatt — nem rendelkeznek karakteres olvadasponttal (Op). Ezek az anyagok

felmelegitve egy adott tartomanyban, az tiveges atmenetnél (Tg) fokozatosan meglagyulnak. Tg

alatt az amorf anyagok ridegek, kemények, felette rugalmasak, viszkozusak. Instabilak és nagy

hajland6sagot mutatnak a rekrisztallizaciora, tovabba higroszképosak és kémiai aktivitasuk

meghatéarozd. Bizonyos segédanyagok alkalmazésa a hatdéanyagok kristalyossaganak letorését

is eredményezheti.

A 6. és 7. tablazat a kutatasok soran alkalmazott technoldgiai protokollok paramétereinek

¢s a materidlis jellemzOk meghatarozas szempontjabol fontos adatokat mutatnak be [198],

[199].

4.2 Segédanyagok

A kutatasok soran alkalmazott segédanyagok (7. tablazat).

7. tablazat: Segédanyagok jellemzdi

Segédanyag IUPAC név Mw Op Tg
(g/mol) O O

Poli(vinil-alkohol) poli(1-acetiloxietilén) 27000 | 212-267 | 60-85
PVA
(Sigma Aldrich Kft)
Poli(vinil-pirrolidon) polivinilpirrolidon 34 000 13.9 155
PVP K25
(BASF, Németorszag)
Poli(vinil-pirrolidon) polivinilpirrolidon 58 000 13.9 168
PVP C30
(BASF)
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Poliszorbat 80 polioxietilén (20) szorbitan- 1310 -25 na
Tween 80 monooleat
(VWR International Kft,

Magyarorszag)
Poloxamer 188 2-(2-propoxipropoxi)etanol 162,23 52-57 -60
(Sigma Aldrich Kft)
Polietilén-glikol poli(oxietilén) 3500- 56 -22,37
PEG 4000 4500
(Sigma Aldrich Kft)
Polietilén-glikol poli(oxietilén) 5400- 60 -22,71
PEG 6000 6600
(Sigma Aldrich Kft)
Polietilén-glikol poli(oxietilén) 20 000 57.5 -34,63
PEG 20 000 -41
(Sigma Aldrich Kft)
Natrium-hialuronat * 1400 Da | 241-247 65
(Richter Nyrt)
Mannit (2R,3R,4R,5R)-hexan-1,2,3,4,5,6- | 182,17 | 166-168 8,8-
(Sigma Aldrich Kft) hexol 12,6
Hidroxypropil-beta-ciclodextrin ** 972 290-300 90
Alfa-ciclodextrin falalel 1134 83,38
(Cyclolab, Magyarorszag)
Leucin (2S)-2-amino-4-metilpentan sav 131,17 294 na.
(Sigma Aldrich Kft, Budapest)
Ammonium-hidrogén-karbonat ammonium-hidrogén-karbonat 79,06 41,9 na.
(Molar Chemicals Kft,
Magyarorszag)
Laktoz B-D-galaktopiranozil-(1—4)-D- 360,32 202.8 101,2
InhalLac® gliikoz
(Meggle excipients and technology,
Németorszag)
Trehal6z dihidrat (2R,3S,4S,5R,6R)-2- 378,33 97 20
VWR International Kft., (hidroximetil)-6-
Magyarorszag) [(2R,3R,4S,5S5,6R)-3,4,5-

trihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-2-

ilJoxioxan-3,4,5-triol;dihidrat

Natrium-sztearat natrium oktadekanoat 306,46 245-270 na.
(Roth Hungary, Magyarorszag)
Magnézium-sztearat magnézium oktadekanoat 591,27 88 204

(Roth Hungary)

na: nincs adat

*natrium;(2S,3S,4S,5R,6R)-6-[(2S,3R 4R 5S,6R)-3-acetamido-2-[(2S,3S,4R 5R,6R)-6-[(2R,3R 4R 55,6R)-3-

acetamido-2,5-dihidroxi-6-(hidroximetil)oxan-4-ilJoxi-2-karboxi-4,5-dihidroxioxan-3-ilJoxi-5-hidroxi-6-

(hidroximetil)oxan-4-yl]oxi-3,4,5-trihidroxioxan-2-karbonsav

**15,3R 5R,6S,8R,10R,11S,13R, 15R, 16S,18R,20R,21S,23R 25R 26S,28R,30R,31S,33R,35R,36S,375,385,39S,40S,41S,425,43S, 445,453, 4
6S,475,483,495)-5,10,15,20,25,30,35-heptakis(2-hidroxipropoximetil)-2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,27,29,32,34-
tetradekaoxaoktaciklo[31.2.2.23,6.28,11.213,16218,21.223,26.228,3 | Jnonatetrakontan-36,37,38,39,40,41,42,43,44,45,46 47 48,49-tetradekol

***(1S,3R,5R,6S,8R,10R,11S,13R,15R,16S,18R,20R,21S,23R,25R,26S,28R,30R,31R,32R,33R,34R,35R,36R,37R,38R,39R ,40R ,41R,42R -
5,10,15,20,25,30-hexakis(hidroximetil)-2,4,7,9,12,14,17,19,22,24,27,29-
dodekaoxaheptaciklo[26.2.2.23,6.28,11.213,16.218,21.223,26]dotetrakontan-31,32,33,34,35,36,37,38,39,40,41,42-dodekol

Szerves oldoszer: etanol, metanol, aceton, etil-acetat, benzil-alkohol, triacetin (Sigma Aldrich,

Budapest).
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V. TERMEK ELOALLITASI ES VIZSGALATI MODSZEREK

5.1 Mintak eléallitasa céljabol hasznalt Kkisérlettervezés, szemcseméretcsokkenté
eljarasok és modszerek

Kisérlettervezés, a QbD-alapu megkozelités alkalmazdsa formuldcio fejlesztéshez
Az optimdlis anyagi és technologiai paraméterek megvalasztdsdhoz kétszinten vagy
haromszinten faktorialis kisérlettervezést alkalmaztunk.

Kisérlettervezésnél alkalmazott programok: Minitab 14 (Minitab® Statistical Software,
Minitab, LLC, USA), MODDE 11.1 Software (Umetrics, Svédorszag), Lean QbD Software®
gbdworks.com (2014 QbDWorks LLC., USA).

A QbD-alapu gyogyszerfejlesztés soran meghataroztuk a QTPP, a CQA, a CPP ésaCMA
tényezoket. A tudastérfejlesztéshez (Design space) és az RA-hoz szdmos mindségi eszkdz
hasznalhato, mint példaul Ishikawa-diagram, folyamatabra, dontési fa, Pareto-diagram stb. A
QbD-alapti megkozelités nazalis és pulmonalis adagolast készitmények esetében egyarant

alkalmazhato.

Szdraz orlés sordn alkalmazott éridberendezések (dezintegrdlds)
Fritsch Pulverisette 6, (Fritsch GmbH, Németorszag) és Retsch PM 100 MA bolygomalom,

(Retsch GmbH, Németorszag) acél 6rlégolyok alkalmazasaval.

Nedves orlés soran alkalmazott berendezések
Retsch PM 100 MA bolygémalom, (Retsch GmbH, Németorszag) cirkéniumoxid
orlégyongyokkel.

Nagy intenzitdsu ultrahang (UH) (Hielscher UP 200S, 200W, Németorszag) statikus és
dinamikus elrendezés, homérséklet (Julabo, Németorszag), amplitudd és ciklus kontrollal
perisztaltikus pumpa (Heidolph PD5006 Pumpa, Anglia) kettosfala atfolyo rendszer.

Nagy nyomasu homogenizator (HPH) (Avestin Emulsiflex C3, Kanada), maximum 1000

bar nyomas, manualisan szabalyozhato ciklusszam, hémérséklet kontrollal.
Integralo eljardasok berendezései oldoszer evapordcio biztositasdara

Kombinalt precipitacios eljaras keretében az oldoszer-antioldoszer elegyitésével a hatbanyag

precipitacio folyamatat kombinaltuk nagy intenzitasu ultrahang (UH) (Hielscher UP 200S,
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200W, Németorszag) és nagy nyomasi homogenizator (HPH) (Avestin Emulsiflex C3,
Kanada) alkalmazasaval.

Uj lehetéségek a szervesolddszer evaporacio teriiletén az elektroporlasztas, plazma-
szintézis és mikrohullam tanulmanyozasa.

Egy és nyolcfuvokas (Aitecs SEP-10S fecskendé pumpa, Litvania) elektroporlaszto
berendezés Osszeallitds fuvokatartobol, egy foldelt rozsdamentes acél gylijtélemezbdl, egy
Meredos TL-EAD perisztaltikus pumpabol (Baoding Shenchen Precision Pump Co.,Ltd, Kina)
allt, biztositotta az oldalaram egyenld eloszlasat a fuvokakon és egy Wallis £10 kV egyenaramt
tapegységet alkalmaztunk. Egyenaram és valtoaram biztositotta a potencial kiilonbséget. A
hasznalt fivokak hossza kb. 25,4 mm, belsé atmérdje 0,33 mm.

Egyedi 6sszeallitasu hideg plazma reaktorkamra oxigéntartalmanak mérésére Driager X-
am 3000 tipusu gaz detektort alkalmaztunk. Az argongazt Collison porlaszton (BGI Inc., USA)
szallitottuk és az oldatot aeroszolos permet formdjaban a plazmakamraba vittik. A
reaktorkamra rozsdamentes acélbol késziilt, egyik végéhez a porlasztd rogzithets. A
dielektromos kisiilésti lemezfeliilet 20 db egymashoz kapcsolodé 1 mm széles, 50 um vastag
platinacsikbol all, amelyet keramialapon helyeztiink el. A valtakozé fesziiltség (3-5 kV)
létrehozasahoz Xantrex XFR 600-4 DC tapegységet hasznaltunk, amely egy szigetelt kapu
bipolaris tranzisztort (IGBT) tartalmazo hazi AC tapegységhez csatlakozik [200].

CEM Discover (CEM Company, Anglia) kémiai szintetizalo laborméreti mikrohulldmu
berendezés, magnetron frekvenciaja 2450 MHz. Pulzalas-mentes teljesitménye 300 W.

Az egyedi elrendezések osszedllitasat Dr. Radacsi Norbert kooperdcioban valdsitotta meg.

Szaritasi eljardasok eszkozei
A porlasztva-szaritast Biichi B-191 ,,Mini” porlasztva szarit6 és B-90 ,,Nano” porlasztva-
szarito6 (BUCHI Labortechnik AG, Svdjc) berendezéssel végeztiik; hémérséklet, pumpa
sebesség; aspirator ¢s sliritett levegd aramlasa valtoztathato.

A fagyasztva-szaritdé berendezés Scanvac CoolSafe 100-9 Pro tipusu (LaboGene ApS,
Lynge, Dania) volt, ahol a folyamatot szamitogép kontrollalta (Scanlaf CTS16a02) a

hémeérséklet és a nyomas detektalasaval.

Interaktiv fizikai keverékek eloallitasa
A hat6- és segédanyagok fizikai keverékeit az eldallitott mintadkkal megegyezd aranyban
Turbula keverében (Turbula WAB, Systems, Svajc) 50 rpm-mel 10 percig kevertettiik, majd

kontrollként alkalmaztuk kiilonb6z6 fizikai-kémiai és biofarmaciai vizsgalatok kiértékelésénél.
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5.2 Fizikai-kémiai tulajdonsagok meghatarozasa

Szemcsemeéret analizis
A mintak méretének (hosszusag, szélesség) meghatarozasa optikai mikroszkdpos méréssel
tortént (Leica Q5S00MC; Leica Microsystems, Németorszag).

A szemcseméret-eloszlas vizsgalat elvégzéséhez Malvern Mastersizer 2000 (Malvern
Instruments Ltd., Egyesiilt Kiralysag) késziiléket alkalmaztunk. A folyékony prediszperziok
szemcseméretének meghatarozasahoz nedves kozegli diszpergald egységet hasznaltunk. A
porkeverékek vizsgalatanal szaraz feltétet (Scirocco egység szaraz mintakhoz) alkalmaztunk.
Ily médon a program segitségével megkapjuk a szemcsék méret szerinti eloszlasat kifejezo
D10, D50, D90 értékeket, amelyek megadjak, hogy a por hany %-a (10 %, 50 %, 90%) kisebb
az adott um-nél. A polidiszperzitasi index (PDI) és fajlagos feliilet (SSA) értékek szintén
értékelhetdek.

A szemcseméret, polidiszperzitasi index és felileti fesziiltség (Zéta-potencial, ZP)
meghatérozasat fotonkorrelacios spektroszkopidval végeztik (PCS) (Zetasizer NanoZS®,

Malvern Instruments Ltd; Egyesiilt Kiralysag).

Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalat

Scientific Ltd., Japan). A szermcsék feliiletét arany-palladiummal vontuk be (Bio-Rad SC 502,
VG Microtech, Anglia). Az elektromos vezetés kialakitasara 1,3-13 mPa nyomasu levegot
hasznaltunk. A mérés 10 kV fesziiltségen €s 10 mA dramerdsségen tortént kiilonbozod
nagyitasokkal. A részecskék méretét Image] programmal (1.50i; Java 1.6.0 20 [32-bit];
Windows NT) hataroztuk meg.

Stiriiség-meghatdrozds

A mintak latszélagos ¢€s  tomoritett sliriségének  meghatirozasat Engelsmann
Stampfvolumeterrel (J. Engelsmann AG, Németorszag) (Ph. Eur., 2022) végeztiik. A 250 cm®
—es mérdhengerbe helyezett por tomegét lemértiik, majd kiillonbozd letitésszamok utan Gjra
leolvastuk a térfogatukat. Minden mintabol harom parhuzamos mérést végeztiink el, majd

porreologiai szamitasokat végeztiink.
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Nedvesedési peremszog vizsgalat

A nedvesedési peremszOg meghatarozasdit OCA cseppkontir analizald késziilékkel
(Dataphysics OCA 20, Dataphysics Instruments GmbH, Németorszag), ,,Sessile-drop”
modszerrel végeztiik. A porokbdl 0,10 g-ot kimérve és hidraulikus prést alkalmazva 1 tonna
préserdvel pasztillat préseltiink (Specac Inc., USA). Minden mintabodl hat korongot préseltiink.
Wu modszere alapjan, két eltérd folyadékban, desztillalt vizben és dijodmetanban detektalt
nedvesedési peremszog felvételével a mintak hatarfeliileti/feliileti szabadenergiajanak (ys)
kiszamolédsa, majd a polaritas, kohézios munka (W¢), adhéziés munka (Wa) és adhézids erd
(Fadn) meghatarozasa lehetséges [201]. A kohézidos munka (Wc) egyszeriien szamolhatd a
feliileti szabadenergia (ys) kétszereseként:

Wc =2 Xy

A két kiilonboz6 anyag (képletben 1-es €s 2-es szdmokkal jelolve) kozott értelmezhetd
adhéziés munka (Wa) meghatarozhaté az anyagra jellemzd diszperzios (y9), illetve polaris

komponens ( yP) értékekbdl:

[ viys L viv)
Wa=4|3 Gt
YiTtY2 YitY,

Az adhézios erd (Fagh) meghatirozasara tobb modell is ismeretes, munkank soran a
Derjaguin-féle megkozelitést vettilk igénybe, amely a gyogyszertechnologiaban rendszerint
alkalmazott [202],

R4Rp

A8 \w,
R, + RB> adh

Fadh = 271'(

ahol Ra és Rg az A ¢és B részecske sugara, amelyek kozotti adhézios kolesonhatast vizsgaljuk.
R méretét felhasznalt alapanyagonként a szemcseméret-analizis sordn meghatarozott D50 érték

feleként hataroztuk meg [203-206].

Oldékonysag, hatéanyagtartalom és pH-meghatdrozds

Az oldékonysdg meghatarozasa céljabol a mintakat 25 °C-on 24 6ran at magneses keverdvel
kevertettiik, majd 0,1 um-es fecskenddszlirén lesziirtiik (FilterBio PES Syringe Filter Labex
Ltd., Magyarorszag). A feloldodott hatdbanyag mennyiségét spektrofotometriasan hataroztuk

meg (Unicam UV/VIS, Thermo Fisher Scientific Inc., MA, Egyesiilt Allamok) (n = 3).
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A kémhatas meghatarozasa Orion 3 star pH-méré alkalmazasaval (Thermo Fisher
Scientific Inc., MA, Egyesiilt Allamok) tortént.

5.3 Szerkezeti vizsgalatok

Porrontgen vizsgalat

A porrontgen diffrakciés mérése (XRPD, X-ray powder diffraction) Bruker D8 Advance
diffraktométerrel (Bruker AXS GmbH., Németorszag) végeztiik. A sugarforras: Cu KAl
sugarzas (A= 1,5406 A). Egységesen 40 kV fesziiltségen és 15 mA aramerdsségen tortént a
beolvasas 3°-t61 40°-ig (20). Eredmények feldolgozasahoz DIFFRACT plus EVA szoftvert 28
hasznaltunk. A kristalyossagi fok (Xc) szemikristalyos anyagok esetében azok
diffraktogramjanak amorf és kristalyos teriilete (A) vagy intenzitdsa kozotti arannyal adhato
meg [207]:

Akristélyos

X, x 100

Akristélyos + Aamorf

Termoanalitikai vizsgalat

A termoanalitikai méréseket Mettler Toledo STAR® termoanalitikai késziilékkel (Mettler Inc.,
Schwerzenbach, Svéjc) végeztiik. A differencidlis péasztazd kalorimetria (DSC, differencial
scanning calorimetry) méréseket argon gaz aramoltatasaval (10 1/6ra), 2-3 mg-0s
mintamennyiséggel 25-300 °C kozott, 5-10 °C/perc fiitési sebességgel hajtottuk végre.
kristalyossagi index (CI) a kristalyossag kvantitativ mutatoja, amely a DSC gorbe normalizalt

integral értékekbdl hatarozhaté meg [208].

Fourier-transzformdcios infravoros spektroszkopids mérés (FT-1R)

A kialakult kdlcsonhatasok, kémiai stabilitas vizsgalatira AVATAR330 FT-IR spektrométert
(Thermo Nicolet, Unicam Magyaroroszag Kft., Magyarorszdg) hasznaltunk 400-4000 cm™!
intervallumon, 4 cm™! optikai felbontas mellett. A mintakbdl 0,15 g KBr hasznalataval 10 t
préserdt alkalmazva pasztilldkat préseltiik. E pasztilladkon 4thaladé infravords sugarzas

abszorbanciajat detektaltuk.
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5.4 Gyogyszerforma vizsgalatok

In vitro kioldodas vizsgalatok

A termékekbdl torténé hatdanyagfelszabadulast a Magyar Gyodgyszerkonyvben is hivatalos
forgolapatos kioldokésziilék (Hanson SR8 Plus, ABLE JASCO, Magyarorszag) 900 ml-es
illetve moédositott térfogata (25-150 ml) valtozataval hataroztuk meg. Adott hatdbanyagtartalmu
terméket kioldokozegbe helyeztiik (mesterséges gyomornedv, bélnedv, nazalis, illetve
tud6folyadék). A késziiléket 100 fordulat/perc fordulatszamon miikodtettiik. A termékre 3
parhuzamos mérést végeztiink az adott iddintervallum utdin UV-VIS spektrofotométerrel
megmértiik az abszorbanciat (hatéanyagoknak megfelelé hullamhosszokon), amelybdl

meghataroztuk a kioldodott hatbanyag mennyiségét adott iddintervallumot kdvetden.

Permeabilitas vizsgdlat in vitro és ex vivo

A diffuzios vizsgalatokat vertikalis Franz diffizios cellaval végeztiik puffer-oldatok
alkalmazasaval (Hanson Microette Topical and Transdermal Diffusion Cell and Autosampling
System, Hanson Research, Egyesiilt Allamok). Az atdiffundalt (impregnalt szintetikus
Fisher Scientific Inc., Egyesiilt Allamok). A hatéanyag flux (J) és permeabilitasi koefficiens
értékeit (Kp) is meghataroztuk. A donor fazisban maradt hatéanyag mennyiséget Agilent 1260
RP-HLPC-vel detektaltuk.

A hatdanyag diffaziojat horizontalis diffuizios késziilékkel (Side-Bi-Side™ Grown Glass,
USA) is vizsgaltuk. A donor fazis 9 ml pH 5,6-os foszfat puffer-oldat, az akceptor fazis 9 ml
pH 7,4-es foszfat puffer-oldat volt. A vizsgalat folyamatos magneses keverés mellett, 30 °C-on
tortént. Membranként regeneralt cellulozt (Whatman™) alkalmaztunk, amelyet el6zetesen
izopropil-mirisztatba (IPM) aztattunk. A mintak hatéanyag-tartalmat spektrofotometriasan
(Unicam UV/VIS Spectrophotometer, Egyesiilt Kiralysag), adott hullamhosszon hataroztuk
meg.

Flux (J): a membranon atdiffundalt hatéanyag mennyiségének, a membran feliilletének és
az 1d6 hanyadosa.

Permeabilitasi koefficiens (Kp): A Flux ¢és a donor fazisban 1évé hatdanyag

Modositott permeabilitasi vizsgalati modszer fejlesztése (geometriai paraméterek
véltoztatasa és valos idejli mérés kivitelezése), validalasa és az eredmények értékelése utan

megallapitottuk, hogy az el6z6 pontban alkalmazott mérési paraméterekkel lehet optimalisan
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crer

AvaLight DH-S-BAL spektrofotométerrel (AVANTES, Hollandia) és AvaSpec-2048L
transzmisszios meriilé szonda (AVANTES, Hollandia) alkalmazasaval tortént.

AZ ex vivo mérésekhez a permeabilitasi tesztet human orrnyalkahartyan (mucoperiostium)
végeztiikk (etikai engedély szama: 1V/3880-1/2021/EKU) a legmagasabb in vitro diffaziot
mutatd készitmények esetében. Az orrnyalkahartya darabjait napi klinikai rutinszerti orr- €s
arciiregi mutétek soran (septoplasty, FESS) gytijtotték altalanos vagy helyi érzéstelenités alatt.
A mitéti teriiletet 1%-0s Lidocain-Tonogen lokalis injekcidval inflitraltak és a nyalkahartyat
raspatorium segitségével emelték ki az alapjardl. A preparalt orrnyalkahartyat a modositott
difftzios késziilékbe helyezve, a vizsgalati paraméterek megegyeztek az eldzéleg ismertetett

paraméterekkel.

Temperalo
cs6hoz
csatlakozo rés

Temperald
cs6héz
csatlakozé rés

Membrén

l

Vizdramoltatd
réteg

Donor fazis Akceptor fazis

Maégneses keverdk

12. abra: Modositott diffuizios késziilék elrendezése

A permeabilitas-vizsgéalatokat pulmondlis formulaciok esetében szintén modositott
horizontalis diffazios késziilékkel valositottuk meg. A rendszert 37 °C-on temperaltuk, a
mintakat 9 ml tiidfolyadékot tartalmazé donor fazisba tettiik. Egy 2 cm? feliiletii izo-propil-
mirisztattal impregnalt cellul6z-membranon keresztiil jutott 4t a minta a 9 ml térfogatt akceptor
fazisba, amely foszfat-puffert tartalmazott. Mindkét fazis pH-ja 7,4 volt. Az akceptor fazisban
120 percen keresztiil mértiik az abszorbanciat, on-line Avaspec 204 BB spektrofotométerrel
(Avantes, Hollandia).

Kioldo kézegek, donor és akceptor fazisok: mesterséges gyomornedv pH: 1,2, foszfat
puffer pH: 5,6, mesterséges bélnedv: pH: 6,8, foszfat-puffer pH: 7.4, mesterséges tiidéfolyadék
pH: 7,4, mesterséges nazalis fluidum pH: 5,6.
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In vitro aerodinamikai vizsgalatok

Az Andersen-féle késziilék (ACI, Andersen Cascade Impactor) a Gyogyszerkonyvben hivatalos
(,,D” késziilék, Copley Scientific LTd., Egyesiilt Kiralysag), amely alkalmas a készitmények
aerodinamikai tulajdonsagainak meghatarozasara, tiidd6 depozicio prediktalasara (13. abra). A
vizsgalat elvégzéséhez a formulaciét kemény zselatin kapszuldba (transzparens, 3-as méret,
Capsugel, Németorszag) toltottik és Breezhaler® tipusi porinhalator segitségével
,,inhalaltattuk” vakuum pumpa (High-capacity Pump model HCP5, Critical Flow Controller
Model TPK, Copley Scientific Ltd., Egyesiilt Kiralysag) és aramlasméré késziilék (Flow Meter
Model DFM 2000, Copley Scientific Ltd., Egyesiilt Kiralysag) segitségével.

Vakuum-pumpa
{

Szajfeltét
Aramlasméré

’ Idékapesold szelep ‘ | Andersen-féle kaszkadimpaktor |

13. abra: Andersen impaktor elrendezése [209]

A mérések megkezdése eldtt a felfogo talcakat feliiletaktiv anyaggal vontuk be, hogy a
kitapadt szemcsék fennmaradjanak a talcakon, lehetdvé téve igy a tobbszori belélegeztetést. A
talcakon igy kitapadt hatdanyag mennyiségét vizsgaltuk, ezaltal jol szemléltethetdé a
belélegeztetett formulacid eloszlasa a légzdrendszerben. Az UV-VIS spektroszkopia
eredményekbdl Kaleida Graph/Inhalytix program segitségével szamitottuk a finom részecske-
frakciot (FRF: belélegzett hatdanyag tomegének hany szazaléka rendelkezik 5 pm-nél kisebb
aerodinamikai atmérével) és az atlagos aerodinamikai atmér6t (MMAD, mass medium

aerodinamic diameter: részecskék belégzés soran kialakulo atlagos atmérdje pm-ben).

In silico tiidémodell

Az in silico vizsgalatokat a Wigner Kornyezetfizikai Laboratoriuma altal tovabbfejlesztett
sztochasztikus tiiddmodell alkalmazasaval végeztiik, amely a 1égutakba belélegzett részecskék
ki az inhalalt részecskék, valamint a kilélegzett frakcié is meghatarozhatd. A szamitasokhoz

egyénre szabott modon adhatok meg adatok a kor, nem és betegség fiiggvényében. A
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szamitasokhoz felhasznaltuk a részecskék jellemzdit (stirliség, alak, aerodinamikai jellemzdk)
¢s a beteg 1égzési mintazatat (belélegzett levegd térfogata, belégzés ideje, benntartas ideje,
kilégzés ideje). Vizsgalataink soran kronikus obstruktiv tiidébetegségben szenvedo felnott férfi
¢s noi betegek 1égzési paramétereit (belégzési és kilégzési 1do: 1,3-3,2 s, benntartasi 1d6: 5-10
s, belélegzett térfogat: 1700 ml) vettiik alapul és az Andersen-féle kaszkadimpaktor modellel
kapott eloszlasi eredményeket hasznaltuk fel [210-214].

5.5 Sejtkultira vizsgalatok

A sejt-életképességi vizsgalatokat A549 human alveolaris epitélsejt eredetii adenokarcindéma
sejtvonalon végeztiik (ATCC®, USA, A549 a tiidé6 adenokarcinéma sejtvonal) és RPMI 2650
nazalis epitelidlis laphdmsejtes sejtvonalon vizsgaltuk. A mintdkat eltéré hatoanyag-
koncentraciok szerint adtuk a sejttenyészetekhez ¢és az expozicidos id6 utan a sejtek
¢letképességét MTT teszt segitségével vizsgaltuk. Gyulladascsokkentd hatds vizsgalata soran
in vitro, az RPMI 2650 sejteket 6 lyuka lemezre oltottuk 1x106 sejt/lyuk siirliségben és a
legnagyobb nem citotoxikus koncentracidval kezeltiik azokat. A kisérlet soran az LPS-t, mint
gyulladast indukal6é anyag hasznaltuk pozitiv kontrollként. Az interleukin IL-6 egy citokin,
fontos szerepet jatszik a gyulladasban, tobbek kozott az epitelialis sejtek is termelik. A
génexpresszio vizsgalatahoz valds idejii qPCR-t végeztiink (Bio-Rad CFX96) 5x HOT
FIREPoI® EvaGreen® gPCR Supermix-szel (Solis BioDyne, Esztorszag). génexpresszios

vizsgalat eldtt az amplifikacios specificitas ellendrzésére olvadasgorbe-elemzést végeztiink.
5.6 In vivo mérések

Az in vivo vizsgalatokat patkanyokon végeztiik per os, IV és intranazalis beadast kovetden,
igazodva a hatdanyag terapias dozisahoz €s a testtomeghez. A vérbe és agyba jutott hatdéanyag-
koncentraciot elemeztiik. A vérmintdkat heparinizalt csovekbe gyljtottiik, mély izofluran
anesztézia alatt. Az agyszoveteket eltdvolitottuk, bal és jobb féltekére osztottuk, tomegiiket
lemértiik és az analitikai vizsgalatig -80 °C-on taroltuk. A kisérleteket az allatokon végzett
kisérletekrél szoloé 2010/63/EU iranyelv alapjan végeztiik, az Allategészségiigyi Kutatasi
Magyar Etikai Bizottsag jovahagyasaval (engedélyszam: 1V/1247/2017). A mintak analitikai
elemzése LC-MS-MS technikdval tortént. A vér-mintdkban 1évé hatdéanyag mennyiségét
Agilent 1260 HLPC-vel detektaltuk. Az eredmények alapjan in vitro—in vivo korrelaciot
(IVIVC) szamoltunk Microsoft Excel (Microsoft Corporation, Egyesiilt Allamok) és Statistica
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for Windows (StatSoft GmbH, Németorszag) alkalmazasaval. A mérési eredmények gyiijtése
¢és feldolgozasa Xcalibur™ és Quan Browser szoftverek (Thermo Fisher Scientific; Egyesiilt
Allamok) alkalmazasaval tortént.

Plazmakoncentracio - id6 gorbe a f6 paraméterekkel: AUC-gorbe alatti teriilet (0-t, O -
), Cmax: csticskoncentracio, Tmax: csticskoncentracié idépontja. A hatdanyag célbajuttatasanak
hatékonysagat (DTE) a kovetkezd képlettel szamitottuk: DTE= (AUCagy/(AUC
vér))IN/(AUCagy/AUCvér) IV A DTE értéke —oo és oo kozott lehet. Az 1,0-nal nagyobb értékek
azt mutatjak, hogy az intranazalis beadast kovetden a hatbanyag nagyobb mennyiségben jut az
agyba, mint IV beadas soran. Az egyes allatcsoportokhoz tartozo id6 (perc) - koncentracid
(ng/l) gorbék AUC-jének kiszamitasa PK Solver bévitménnyel, Microsoft Excel (MS Office

2010) alkalmazasaval tortént.
5.7 Stabilitasi vizsgalat

A stabilitas-vizsgalatokat nemzetkozi iranyelvek alapjan terveztiik meg (ICH - International
Conference on Harmonization Q1A/R2/ - Stability Testing of New Drug Substances and
Products, 2003) Binder KBF 240 (Binder GmbH, Németorszag) berendezésben. A tesztet 2542
°C, 40-50-75+£5% RH érték mellett végeztiik. A mintavételi idépontok 0. nap €s 6 honap kozott
voltak.

5.8. Statisztikai analizis

A statisztikai elemzést TIBCO Statistica® 13.4. szoftverrel végeztiik (Statsoft Hungary,
Budapest, Magyarorszag). A statisztikai szignifikancia meghatdrozasa Student-féle t-teszt
szolgalt. A valtozasokat statisztikailag szignifikansnak tekintettiik, ha p <0,05. A statisztikai
értékelést a Statistical for Windows programmal végeztiik és az eredmények kozott tapasztalt
valtozasokat egyszempontos varianciaanalizissel hatdroztuk meg. Akkor tekintettiik az értéket

szignfikansnak, ha a p érték < 0,05.

A kutatasok soran alkalmazott kisérleti és vizsgalati modszerek részletes leirasa a K1-K32
kozleményekben megtalalhato. 4 sejtkultiras (Dr Deli Mdria és mtsai, Dr Burian Katalin és
mtsai), az in silico (Dr Farkas Arpdd) és az in vivo (Dr Gdspdr Robert és mtsai) vizsgdlatokat

kooperdcios partnereink valositottdk meg.
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V1. UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Az egyes fejezetek bevezetése (Osszefoglald tablazat alkalmazasaval) elOrevetiti az adott
kutatasi téma meghatarozo technoldgiai és materialis paramétereit, fizikai-kémia és in vitro
jellemzoket (prediszperziok és optimalizalt termék eldallitasa céljabol). A fobb kisérleti
eredmények bemutatasat kovetden diszkusszidval keriil lazarasra a fejezet. Az értekezés

tézispontok szereinti f6 megallapitasait a VII. fejezetben foglaltam Gssze.

6.1 Innovativ szemcseméretcsokkenté eljarasok kutatasa és fejlesztése. Prediszperziok

eloallitasa és vizsgalata

A gybgyszertechnoldgiai kutatasok egyik 0 teriilete a hatéanyagok fizikai-kémiai sajatsaganak
valtoztatasa a jobb terapias cél elérése érdekében. Ebben a vonatkozéasban a szemcseméretnek,
a szemcseméret-eloszlasnak, a hatdanyag oldodasi sebességének és permeabilitasanak
meghataroz6 szerepe van. Szdmos eljaras (Orlés, kristalyositds) ismert a mikroméretii
hatdéanyag szemcsék (1-10 um) eldallitasara és azok alkalmazhatdsagara, viszont az 1-3 pm-es
szemcsék hagyomanyos eljarassal torténd eldallitdsa nem minden esetben megoldott, a
szemcsék aggregacidja miatt. Az utobbi id6ben azonban a hatéanyagok nanonizéldsa is a
kutatas kozéppontjaba keriilt, ami mind az eljarasok, mind a termékfejlesztés szempontjabol

ujabb kihivast jelent a gyogyszeripar szamara.

Munkénk célkitlizése tehat olyan dezintegrald, szaraz/nedves Orléses, illetve integralo,
kombinalt precipitacios €s oldoszer evaporacios eljarasok kutatasa €s fejlesztése volt, ahol az
eléallitott prediszperziok (koztitermék) vizsgalatdval hatidroztuk meg az eljards kritikus
paramétereit, valamint optimalizaltuk a koztitermék Osszetételét, ami szorosan kapcsolodik a
végtermék preformulaldsahoz €s a végsd gyogyszerforma kialakitasdhoz. Az alkalmazott hato-
¢s segeédanyagok megvalasztasakor figyelembe vettilk azok alkalmazhatdsagat a

gyogyszergyartasban, valamint a terapias célt és a beviteli kaput is.

6.1.1 Szemcseméretcsokkentés lehetoségeinek tanulmdnyozdsa dezintegrdlo eljarasokkal,
mMikro- és nanodiszperzio elédllitisa szdaraz ko-orléssel és kavitacion alapulo technologidaval
A hatéanyagok méretcsOkkentése gyakran szdrazorléssel érhetd el, de a lehetséges

méretcsokkentés a részecskék aggregacidja miatt 3 um koriilire korlatozodik. Kisérletek

torténtek arra, hogy a részecskeméretet a mikron alatti régioig csokkentsék additivekkel valo
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egyiittes Orléssel. A dezitengral6 eljarasok szakirodalomat tekintve még kevés cikk talalhato a
kombinalt eljarasokrol, ahol kiilonbozo eljarasokkal gydgyszeranyagokat egyiitt 6roltek pl.
segédanyaggal. Munkank soran szisztematikusan tanulmanyoztuk azokat a materialis és
technoldgiai paramétereket, amelyek befolyasoljak a bolygomalomban szaraz ko-orléssel
eldallitott hatéanyag nanorészecskék fizikai-kémiai sajatsdgait. Modellanyagként a
meloxikamot és a lamotrigint valasztottuk (8. tablazat). Orlést el6segitd segédanyagként pedig
amorf és szemi-kristalyos polimereket alkalmaztuk: PVP K25, PVP C30, PEG 6000, PEG 20
000, PVA, HA. A 8. tablazat 6sszegzi az orlési paramétereket, a prediszpeziok osszetételét,

valamint az optimalizalt termék jellemzoit.

8. tablazat: Polimerek befolyasa a fizikai-kémiai sajatsagokra szaraz ko-0rlés optimalizasa soran

Szaraz ko-6rlés bolygoémalomban

Malom Fritsch Pulverisette 6 Retsch PM 100 MA
bolygémalom bolygdémalom
Dezintegracios energia orl6 golyok katarakt és kaszkad hatdsa, nyiras, ziizas, torés,
hajszalrepedések mentén
Orléidom 25 db 10 mm atmérdji golyoval 10 db 10 mm atmérdji acél
SizNa golydval,
Tégely 80 mi 50 ml
Orlési idé 2 6ra 2 6ra
Fordulatszam, rpm 200, 300, 400 200, 300, 400, 600
Hatbéanyag Meloxikam (MEL) Lamotrigin (LAM)
Kiindulasi méret ~40 um ~8 um
Segédanyag PVP K25, PVP C30, PEG 6000, PVP K25, PVA, HA
PEG 20 000
Hatéanyag: segédanyag arany 1:0,5,1:1, 1:2 1:1,1:2,2:1
Kisérlettervezés COST 3 szinten faktorterv DoE
Optimalizalt 6sszetétel MEL:PVP C30 (1:1) LAM:PVA (1:1,5)
Optimalizalt paraméterek 400 rpm, 2 h 400 rpm, 1,5 h
Kristalyossag amorf kristalyos (CI-72,45 %)
Meéret 140,4+69,2nm 97,46+60 — 140,62+70 nm
Oldodasi sebesség 130 perc=65% t30 perc =100%

MEL PEG 6000 (1:2)
szemikristalyos
173,8 nm+60,3 nm
tao perc:8%
Javasolt alkalmazasi méd Nazalis folyékony/félszilard (gél)  Nazalis por forma
forma

A  meloxikam (MEL) esetében az Orlési eljards paramétereit faktorialis
kisérlettervezéssel optimalizaltuk, amelyek a kovetkezOk voltak: az alkalmazott polimer tipusa,
a hatéanyag: polimer aranya (1:0,5, 1:1, 1:2) és az Orlési sebesség (200, 300, 400).
Célparaméterként jeloltiikk meg a szemcseméret tartomanyt (100-500 nm) és a sziik (legkisebb)

szemcseméret szorast, amit a relativ standard deviacioval (SD%) fejeztiink ki (K1).
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A bolygémalomban az elsddleges hatds a golyok altal kifejtett nagyerejii iitkdzésbol
adodik. Az eredmények azt jelezték, hogy iitk6zés kovetkeztében, az drlendd anyagnak atadott
kumulativ 6rlési energia [215, 216] 2,85 és 68,50 kJg™! kozotti tartomanyban volt (9. tablazat).
Megallapithatd, hogy az Orlési energia csOkkentése ¢és a termék stabilizalasa céljabol a
meloxikam szaraz Orléssel torténd nanonizdldsa sordn a polimerek alkalmazasa
elengedhetetlen. A polimerek mennyiségének novelésével az iitkozés altal atadott kumulativ

Orlési energia tovabb csokkenthetd, amely kiméletes Orlési eljarast eredményezhet.

9. tablazat: Polimerek mennyiségének befolyasa az Orlési energiara

Kumulativ 6rlési energia (kJg?)
Meloxikam:segédanyag arany

Fordulatszam Kollizid 1:0 1:0,5 1:1 1:2
(rpm) frekvencidja (st)

200 240 8,56 571 4,28 2,85
300 360 28,89 19,27 14,45 9,63
400 480 68,50 45,67 34,25 22,83

Mivel itt tobbvaltozos rendszerrdl van sz, ezért az eredmények kiértékeléseéhez a COST
(Change One Separate factor at Time) megkozelités keriilt alkalmazasra. Az 6rlési- és anyagi
paraméterck atlagos méretre és SD%-ra gyakorolt befolyasat kolcsonhatasi diagrammok
elemzésével tanulmanyoztuk (K1).

Az optimalizaciés folyamat eredményét a 10. tablazat foglalja Gssze. Tehat a PVP
esetében a nagyobb molekulatomegli (PVP C30), a PEG-t tekintve pedig a kisebb
molekulatomegii polimer bizonyult hatékonyabbnak az Orlés szempontjabol. Az
Osszehasonlitashoz feltiintettem a PVP K25 és a PEG 20000 Orléanyagok befolyasat a
szemcseméretre és a szemcseméret eloszlasra (SD%), ami jol mutatja a mintak kozotti

kiilonbséget (10. tablazat).

10. tablazat: Optimalizalt termékek eljarasparaméterienck jellemzoi, atlagos részecskeméretiik

Orléanyag MEL-érléanyag arany Fordulatszam (rpm) Részecskeméret (nm)
PVP C30 11 400 140,4+69,2

PVP K25 11 400 246,4+108,5

PEG 6000 1:2 400 173,8+60,3

PEG 20 000 1:2 400 338,8+151,0

Az optimalizalt termékek elektronmikroszkdpos képét a 14. abra szemlélteti. Lathato, hogy
PVP C30 polimer jelenlétében a részecskék individualitdsa megtartottabb, mint PEG 6000

alkalmazasakor.
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14. abra: A nanoMEL_PVP C30 (A) és nanoMEL_PEG 6000 (B) tartalmu mintak SEM képe

XRPD analizis soran arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a meloxikdm és a nagyobb
molekulatomegii PVP C30 ko-6rlése amorf mintat eredményez. A PEG 6000 alkalmazasaval
pedig a mintakban 1évé MEL kristalyszerkezete kevésbé torik le, mivel az 6rl6 anyag bevonatot
képez a kristalyok feliiletén, kiméletesebb behatast eredményezve.

Kutatocsoportunk tovabbi XRPD vizsgalatokat végzett a megjelolt polimerekkel a
termékek kristalyossagi fokanak meghatarozasa céljabol [79]. Az eredmények azt mutattak,
hogy az eltéré molekulatomegii PVP mintakban levé meloxikdm kristalyossagi foka 10 %-ra
csokkent, 2 Oras ko-Orlést kovetéen. A PEG-ek esetében ez az érték 90 %-nak adddott.
Osszehasonlitas céljabol a hatéanyag és a polimerekkel késziilt fizikai keverékek XRPD

ujjlenyomata is feltiintetésre keriilt (MEL_PVP C30 és MEL_PEG 6000) (15. abra).
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15. @bra: A PVP C30 ¢és a PEG 6000 befolyasa a nanonizalt meloxikam amorfizalodasara

A kivalasztott PVP C30 és PEG 6000 tartalmu 6sszetételekbdl a meloxikam kioldodéasat
Osszevetve megallapithatd, hogy a nanoMEL PVP C30 amorf minta kiold6dasi sebessége 16-
Szorosara, mig a kristalyos nanoMEL PEG 6000 mintaé¢ csupan kétszeresére novekedett a
fizikai keverékekhez képest. A nanoMEL_PVP C30 minta oldodési tulajdonsagait tovabb
vizsgalva eredményként azt kaptuk, hogy mind a termék oldékonysaga (CwmeL), mind a

kioldodas sebessége megnovekedett (16. abra).
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16. abra: PVP C30 tartalmu fizikai keverék (MEL PVP) oldékonysaga és oldodasi sebessége (pH 7,4)

Megallapitottuk tovabba, hogy az 6rlés hatékonysaga novelheto, a polimer mellett,
kristalyos segédanyag alkalmazasaval. Nifluminsav esetében mannit képezte a kristalyos
segédanyagot (EK 1). A hatéanyag kristalyossagi foka megtartott volt. Szemcseméret 80 pm-
rél 252 nm-re csokkent. A hatdéanyag-felszabadulas mesterséges gyomor- és bélnedvben 90-
100 % volt 30 perc alatt (t3o perc).

Ezt kovetéen masik hatéanyag, a lamotrigin (LAM) esetében tanulmanyoztuk azokat az

anyagi és technologiai paramétereket, amelyek befolyasoljak a bolygémalomban (Retsch PM
100 MA, Retsch GmbH, Németorszag) szaraz ko-orléssel eldallitott részecskék fizikai-kémiai
sajatsagait (K2, K3).
Eldzetes vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a hatéanyag és a segédanyagok dnmagukban torténd 2
oréds Orlést kovetden fizikai-kémiai valtozast nem mutattak (XRPD, DSC, FTIR jellemzés
alapjan). LAM megtartotta kristalyossagat, PVA szemikristalyos, valamint PVP és HA amorf
sajatsagat. Optikai és elektronmikroszkopos elemzésekkel morfologiai valtozas és kisebb
mértékii méretcsokkenés volt tapasztalhato.

QbD szempontokat figyelembe vevO kisérlettervezés ¢és  kockazatbecslés
alkalmazaséaval, LAM hatoanyag ko-0Orléssel torténd szemcseméretcsokkentését optimalizaltuk,
ahol segédanyagként PVP K25-t, PVA-t és HA-t alkalmaztunk. A LAM ¢és a segédanyagok
kiilonb6z6 aranyt porkeverékeit (1:1, 1:2 és 2:1) egyiitt-6rdlve elmondhato, hogy a polimerek
¢s a LAM részecskemérete is csokkent (120-230 nm) az egyiittérlés hatasara. Az 6rolt termékek

vizsgalata soran lathatd, hogy dnmagaban a hatéanyag-segédanyag fizikai keverékhez (PM)
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viszonyitva a termékek oldékonysaga novekedett a fajlagos feliilet novekedése altal, valamint

hidrofil sajatsaguk révén oldhatdsagi és kioldodasi paraméterek javultak (11. tablazat).

11. tablazat: A mintak fizikai-kémiai és in vitro sajatsagai Osszevetve a fizikai keverékekkel

Oldékonysag vizben LAM atlagos mérete a A termék atlagos

megll\lﬂe:::sése* F}mglsngg matrixban (um) atmérdje (um) %E:CSO
PM_LAM_PVP_K25 0,0024 +0,0026 7,63 £20,07 26,80 £7,73 38,65
nanoLAM_PVP K25  0,2848 + 0,0061 0,121 + 0,027 13,60 + 3,32 39,93
PM_LAM_PVA 0,0010 + 0,0007 13,88 £21,15 26,90 +£ 6,91 16,09
nanoLAM_PVA 0,1515 +0,0152 0,15 + 0,042 25,33 +3,47 91,69
PM_LAM_HA 0,0267 + 0,0202 26,17 + 27,68 37,07 £ 14,29 6,69
nanoLAM_HA 0,1059 + 0,0320 0,23 +0,016 16,83 + 5,37 36,14

DE:Dissolution Efficacy 30 min (old6das hatékonysaga 0-30 perc)

Az R LAM PVA minta kiemelkedd oldékonysagi ¢és kioldodéasi eredménye az alabbi
elektronmikroszkdpos felvétellel (17/C ébra) magyarazhat6, ahol a hatdanyag nanorészecskék

egyediségiiket megdrizve, egyenletes eloszlasban helyezkednek el a PVA matrixban (17. abra).

10.0kV 13.1mm x50.0k SE(V)

17. d@bra: Orélt LAM (A), 6rolt PVA (B) és R_LAM_PVA ko-driemény SEM felvétele 2h Grlési idét
kovetden
Kijelenthetd, hogy a termék mindségét a szemcseméret és annak eloszlasa, a hato-
és segédanyagtipus, azok aranya, valamint az 6rlési paraméterek befolyasoljak. Ezen
tényezOk kivalasztdsa utan (1:1 ardnyu termékek, nanoméretli hatéanyag, 2 6ras Orlés, 400
fordulatszdm) utan sikeriilt ko-6rléssel olyan termékeket eldallitani, amelyekben a LAM

szemcsemérete 120-230 nm. Szerekezeti vizsgalatokkal igazoltuk, hogy mig a Kiindulasi
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anyagok orlést kovetoen szerkezeti valtozast nem mutattak (LAM Kkristalyos allapota
megtartott), addig az érolt LAM_PVP minta teljesen amorf volt, a LAM_HA (50%-ban
amorf) és LAM_PVA (72 %-ban kristalyos) mintakban a hatéanyag Kristalyszerkezete
letort.

A nanorendszerek és a QbD eldnyeinek kombinalasaval szaraz ko-6rléssel, egylépésben
lamotrigin-segédanyag tartalmu termékeket allitottunk eld, mint tovabbi formulalasra alkalmas
prediszperziokat. A szaraz Orléses eljaras optimalizalhaté DoE moddszerrel, amely soran
meghataroztuk ¢és validaltuk a ko-6rlés Design Space-ét, igy kidolgozva id6 ¢és
anyagfelhasznalas szempontjabdl gazdasdgosabb mintaeldallitasi modszert, ahol az 6rlési idot,
fordulatszamot és PVA:LAM ardnyt jeloltik meg, illetve célértékeket is meghataroztunk méret
és kioldodas szempontjabol (18. abra). Eredményeink alapjan az optimalis 6rlési id6 1,4 és 1,7
ora, a PVA:LAM arany pedig 0,77 és 0,8 kozott van, tehat ezen értékek kozott valtoztatva a
paramétereket mindig megfeleld tulajdonsagu termékek allithatdak eld (18. abra zold teriilete).
Az 6rlési sebességet allandonak, 400 rpm-nek valasztottuk meg. A Design Space kdzepe a 1,5
orés Orlési idonél és 0,8-as PVA:LAM aranyndl volt, azonban célunk 100 nm-t meghalado
hatéanyagszemcsék eldallitdsa volt, igy az 1,4 d6ras paraméteregyiittest javasoljuk tovabbi

felhasznalasra szant minta el6allitasra.

Jellemzé Paraméterek Min Max Célérték
Fakorszint |-1 |0 +1 ::;;’0_5 ;’f”' 350 nm 250 nm
Orlési ido Standard
2 +2 +
0)- X1 0.5 1 Deviacié— Y2 00 nm 100 nm
S perc utan
Fordulatsz3
orauiatsza | H00 | 300 | 400 Kioldédott 70 % 85 %
m (rpm)- X2
LAM % — Y3
PVA: LAM 10 perc utan
arany (m/m | 0.5 0,75 1 kioldédott 85 % 100 %
%)- X3 LAM % — Y4

PVA:LAM arény

"Grlésiidé (h) “

18. d@bra: A szaraz orléseses eljaras optimalizalasa soran kapott Design Space
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Az in vitro hatéanyagfelszabadulas és permeabilitas vizsgalatok soran az optimalizalt
mintabol gyors és nagymértékii LAM felszabadulast detektaltunk a megndvekedett fajlagos

feliiletnek, illetve a segédanyag nedvesedésfokozo hatasanak kdszonhetden (12. tablazat).

12. tablazat: Design Space felallitaisa LAM_PVA Kko-6rlés soran

Orlési  Fordulatszim  PVA:LAM Y1- Atlagos Y 3- Kioldédott

id6 (h) (rpm) arany LAM LAM
szemcseméret mennyiség 5
(nm) perc utan (%)
Ko-6rlemény 1 (P1) 0.6 521,42+310 71,24+3,19
Ko-6rlemény 2 (P2) 0.9 212,77+150 61,06+6,03
Ko-6rlemény 3 (P3) 1.0 198,71+120 64,67+6,14
Ko-6rlemény 4 (P4) 11 400 0,8 143,36+80 77,04+3,00
Ko-6rlemény 5 (P5) 1.2 124,18+60 66,20+3,33
Ko-6rlemény 6 (P6) 1.3 140,62+70 63,69+3,48
Ko-6rlemény 7 (P7) 1.5 97,46+60 80,48+3,66

Igazoltuk, hogy 400 rpm, 90 perc Orlési idd, 0,8 segédanyag:hatbanyag arany esetén a
megnovelt és nedvesitett fajlagos feliilet pillanatszer(i hatdanyagfelszabadulast eredményezett.
Az optimalizalt nanonizalt porkeverék stabilitasat tekintve (15 °C, 50 % RH) elmondhatd,

hogy a habitusa, szerkezete és in vitro sajatsagai a terméknek megtartott (13. tablazat) (EK2).

13. tablazat: A nanonizalt LAM termék részecskeméret-elemzésének eredményei stabilitasi vizsgalat
soran (25 +2 °C, 50 + 5% RH, ICH Q1A)

A termék atlagos mérete (um) t-érték p-érték Szignifikancia
1. nap 29,91+15,85 -0,1435 0,8883 n.s.
3. honap 28,48+12,81 0,2994 0,7690 n.s.
6. honap 26,52+11,14 0,9064 0,3801 n.s.
LAM atlagos mérete (nm)
1. nap 97+60 1,2382 0,2347 n.s.
3. hénap 105477 0,7934 0,4408 n.s.
6. honap 120+ 84 -0,0408 0,9687 n.s.

Az n.s. rovidités jelentése, nem szignifikans

Diszkusszio

Hatdanyagok bolygdémalomban acél Orldgolyokkal végzett szemcseméretcsokkentése
(nanonizalasa) altalaban hosszu ideig tartdé nagy mechanikai behatést igényel, ami a hatdéanyag
kristalyos szerkezetének letorését is eredményezheti. A malomban fellépd adhézios és kohézios
erok aggregacidhoz, esetenként agglomeraciohoz vezetnek. Ezért olyan ko-6rlé anyagokra van
sziikség, amelyekkel a miiveleti paraméterek optimalizalhatok, a keletkezett nanoszemecsék
egyedisége megtarthatd, valamint a kristalyszerkezet letdrésének mértéke is befolyasolhato.

Meéretcsokkentés szempontjabol az alkalmazott polimerek (PVP, PVA, PEG, HA) ko6ziil a PVA
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¢s PVP megfeleld ko-0rl6 segédanyagoknak bizonyultak, mind a két hatdéanyag
vonatkozasaban. A szaraz prediszperzio tovabbi feldolgozasa alapjan (gydgyszerforma, beviteli
kapu, biofarmaciai hattér) javasoljuk azokat az optimalizalt termék Osszetételeket definialni,
amelyek kioldddasi és permeabilitasi in vitro eredményekkel is alatamasztjak a kedvezé
sajatsagokat.

Meloxikam és Lamotrigin nanorészecskék (100-500 nm) eléallithatoak polimerekkel
torténé szaraz ko-orléssel. MEL esetében a PVP C30 bizonyult eredményes ko-6rlo
anyagnak. Megallapitottuk, hogy az érlési energia csokken a segédanyag aranyanak
novelésével, illetve alacsony fordulatszam alkalmazasakor, amely meghataroz6 Iehet
héérzékeny hatdoanyagok esetében. Igazoltuk, hogy a segédanyag tipusa és mennyisége a
méreten til a habitust és kristalyossagot is befolyasolja. Az eleve amorf sajatsagi PVP jol
stabilizdlja a szerkezetet és a hatdéanyag amorf karakterét. A szemikristalyos polimer (PVA)
alkalmazasaval késziilt termék DE értéke 90% koriil van (11. tablazat). Ezzel szemben a PVP
K25 DE értéke csak ~ 40%. Orlés hatasara a segédanyagok morfologiai struktaraja valtozik, az
amorf sajatsagit PVP ¢és a szemikristallyos PVA Or6lt struktirajaban a nanoméretii
hatdéanyagszemcsék eltéré modon rendezédnek.

Megallapitottuk, hogy a kritikus minéségi paraméterek (CQA-k) koziil a szemcseméret
¢s annak eloszlasa, illetve a hatéanyag felszabadulasa, mig a kritikus gyartasi folyamat-
paraméterek (CPP-k) esetében a LAM:segédanyag arany, valamint az drlési id6 és sebesség a
legkritikusabb paraméterek a nanorészecskék eldallitasa soran. Design Space validalasaval
koltség és idohatékony modon mintaeldallitasi modszert optimalizaltunk.

Az optimalizalt termékekbdl a nanoMEL PVP C30 és nanoLAM PVA jelzési
Osszetétel bizonyult a legjobbnak (8. tablazat), a hatdanyag oldékonysaga és oldodasi sebessége,
permeabiltidsa egyarant megnovekedett, ezaltal alkalmasak lehetnek intranazalis formak

kialakitasaara.

Tézispontok: T1-T3
Tézisekhez kapcsolodo kozlemények: K1-K3 (IF: 2,08+2,935+2,367=7,382), EK1, EK2
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6.1.2 Szemcseméretcsokkentés lehetoségeinek tanulmdnyozdsa dezintegrdlo eljarasokkal,
Mikro- és nanoszuszpenzio elddllitasa kombindlt nedves Ko-drléssel és kaviticion alapulo
technologiakkal

A segédanyag jelenlétében torténd szaraz ko-Orlés mintdjara nedves ko-Orléssel is
foglalkoztunk mechanikai és kavitacids eréhatasasok befolyasat tanulmanyozva. A 14. tablazat
prezentalja azokat a technologiai paramétereket, optimalizalt prediszperziokra ¢&s
nanoszuszupenziora jellemzé sajatsagokat, amelyek a mechanikai és kavitacios Orlés soran

kiemelhetd.

14. tablazat: Nedves Orléses eljarasok 0sszegzése

Mechanikai orlés Kavitacios orlés

Nedves ko-érlés

Szonikus

Hidrodinamikai

Kivitelezési mod bolygomalom dérlogyonggyel statikus/dinamikus UH nagynyomasu
(Retsch PM100) (Hielscher S200) homogenizdtor
(Avestin Emulsiflex
C3)
Dezintegralé surlodas, nyiras ultrahang hullam keltett hidrodinamikai
energia gyongyok titkozési/torési kollapszus kavitacio
hatasa
Technologiai id6, gyongytomeg térfogat, pozicid, rpm, ciklusok szama,
paraméterek frekvencia, id6, hémérséklet 1d6, hémérséklet
Anyagi hatéanyag ¢és segédanyag koncentracioja
paraméterek
Hatéanyag meloxikam meloxikam meloxikam
Segédanyag PVA (M,27 000) PVP K25, Poloxamer, Tween  PVP K25,
80, Solutol HS 15 PEG 4000,
Poloxamer
Kisérlettervezés faktorialis tervezés faktorialis tervezés DoE
3 szinten (id6, rpm) kisérlettervezés
Optimalizalt
osszetételii 1% MEL-0,5% PVA 0,2 % MEL-0,5% PVP 0,75 % MEL-

prediszperzié

1% Poloxamer

Optimalizalt prediszperzio-gyongy arany statikus:70% Amplitado, UH 10 perc
eljarasi (1:1 (m/m), az 6rl6 tégely 25 ml térfogat, 30 perc 70 %
paraméterek fordulatszdma (437 rpm) és szonikalas, 0,75-0s pozicio, HPH 2 ciklus 500
Orlési id6 (43 perc) 36 °C bar
dinamikus: 70% Amplitado,  HPH 20 ciklus
25 ml térfogat, 30 perc 1000 bar
szonikalas, 50 rpm, 36 °C
Kristalyossag 18% (Xc) kristalyos kristalyos
(100% -X) (1009%Xc)
Méret 126-140 nm 10-14 um 463 nm
Oldodasi sebesség  t30=82 % 130=100 %
Javasolt -prediszperziok elballitasa per os bevitel

alkalmazasi mod

per os és nazalis bevitel

-mikronizalas

Uj megoldasként a bolygomalmot (Retsch PM 100 MA) kombinaltuk a
gyongymalomban hasznalt 6rl6testtel (0,3 mm atméréji ZrO2 gyongyok), s ujszerti nedves ko-

orléses eljarast fejlesztettink. Azt vartuk, hogy az 6rlégyongy kis atmérdéjének és a
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bolygémalom nagy mechanikai behatasanak koszonhetoen az ujszeri orlési technika
reprodukalhaté prediszperziot eredményez. Meg kell jegyezni, hogy az 6rlendé nedves
massza tomény szuszpenzid, ami a hatdéanyagot és a gyongyoket is tartalmazza. Az 6rlési 1d6
végén a szuszpenzidt tizszeresére higitottuk, majd a gyongyoket 150 pm-os szitaval

eltavolitottuk. A higitott szuszpenzid képezte a prediszperzidt, mint kozti terméket.

Els6é Iépésként tanulményoztuk a hatdanyag vizes diszperzidjanak orlését 0-90 perc
id6tartamban (10 % hatdanyagtartalom, 400 rpm, 50 ml 6rlétégelyben) 0/10/20/50/150g
gyongytomeg jelenlétében. Megallapitottuk, hogy a gyongytomeg 20 g felett mar nem
idézte el6. Azonban kijelentheté, hogy 10 perces 6rléssel mar mikronizalt minta 4llithato

el§ (15. tablazat).

15. tablazat: MEL szemcseméret-megoszlasa és specifikus feliilete (SSA) 20 g gyongytomeg esetén
vizes diszperzios kozegben

Orlési idé D10 (um) D50 (um) D90 (um) SSA (m%(g)
(perc)

0 11,40 34,26 73,59 0,332

10 1,76 3,55 8,69 1,89

50 2,72 6,13 19,56 1,15

90 2,51 5,55 18,88 1,25

Az aggregicid gatlasa és a tovabbi méretcsokkentés elérése céljabol polimer jelenlétében,
allando fordulatszamon az 6rlési idonek, a gyongytomegnek és a segédanyag
koncentracionak szemcseméretcsokkentéo hatasat vizsgaltuk. Megallapitottuk, hogy az
oOrlési 1d6tol fiiggden mikronizalt (nanorészecskék aggregatuma, szabalytalan morfologia-10
perc) és nanonizalt (szabalyos, sima felszinli részecskék-50 perc) hatdanyagot tartalmazo
prediszperzio allithato el6 (16. tablazat). PVA az érlés hatékonysagat noveli, stabilizalja a
prediszperziot. Az 6rlési 1d6 novelésével a kristalyszerkezet letorését idéztiik eld, 10 perc utan
dontden kristalyos, majd 50 percet kdvetden az amorf szerkezet dominal (K4). A kezelés soran
a hatoanyag kristalyossagi foka lecsokkent (kb. 33%-a maradt kristalyos), amelyet szerkezeti

vizsgalatokkal igazoltunk (Xc).
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16. tablazat: MEL szemcseméret-megoszlasa 0, 10 vagy 20 g gydngytomeg esetén 2,5%-0s PVA-
oldat diszperzios kdzegben

Orlési id6 0 g gyongy 10 g gyongy 20 g gyongy
(perc)
D10 D50 D90 D10 D50 D90 D10 D50 D90
(nm) (um) (um) (um)  (um) (um) (um)  (um)  (um)
0 11,40 34260 73,590 11,400 34,260 73,590 11,400 34,260 73,590
10 10,199 26,616 52,668 0,255 2,934 10940 0,115 1,625 5,669
20 9,239 25285 55202 0,108 1,254 4775 0,070 0,151 1,951
30 11,207 28,768 54,147 0,080 0,151 2,156 0,068 0,140 1,223
40 8,585 23,848 45489 0,069 0,146 1,667 0070 0,135 0,729
50 7,871 24,025 50,346 0,068 0,143 1,280 0,072 0,126 0,271
60 5203 14,269 27,548 0,068 0,141 1,082 0,069 0,129 0,295
70 5161 15,047 29542 0,067 0,135 0,618 0,070 0,131 0,292
80 8,966 25478 47,930 0,067 0,135 0,538 0,068 0,127 0,288
90 5,805 17,627 34,196 0,069 0,132 0,317 0,068 0,126 0,277
A 19. abra szemlélteti, hogy a PVA koncentracioéjanak csokkentése (2,5%-rol 0,5%-ra)

nem védte meg a hatdanyag részecskéket az aggregaciotdl, nanomérettartomany nem érheto el.
Elmondhatd, hogy viszkozusabb PVA-oldat az Orlés hatékonysagat ndveli. A
szemcseméretcsokkentés, illetve a 2,5 % PVA jelenléte gyors hatdanyagfelszabadulast

eredményezett in vitro (82 % 30 perc elteltével) koriilmények kozott (K4).

Méreteloszlas

- 20 g gyongy

- 0,5% PVA 2,5% PVA
Orlésiidé D10 D50 D9 D10 D50 DY D10 D50 D90
(perc) (um)  (pm) (pm) (pm) (um) (pm) (um)  (um)  (um)
0 10,82 34,03 7581
10 - - - 0.096 1373 4.515 0.115 1.625 5.669
50 - - - 1.156 3.109 251.9 0.072 0.126 0.271

Kristalyossag

kiindulasi MEL

Relativ intenzitas (%)

MEL-PVA PM

ikronizalt MEL
B i AN sl
nanonizalt MEL
A /\/\._,/\v\* A
3 10 20 30

2 theta

19. dbra: A kombinalt kKo-6rlés hatisa a meloxikam fizikai-kémiai sajatsdagaira
(A-kezeletlen, B-10 perces driés, C-50 perces 6riés)
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Az el6z0 eredmények alapjan tovabbi célul tliztik ki az eljarasi paraméterek
optimalizalasat (3° faktorialis terv), a folyamat robusztussaganak elSrevetitését, valamint a
PV A mennyiségének (2,5-7,5 %) optimalizalasat. Kritikus eljarasi paraméternek tekintettiik
a hatdanyag ¢és a gyongy aranyat a prediszperzidoban, ami az optimalizacié soran 1:1 (m/m)
adodott, tovabba az 6rlési idot (43 perc) €s az Orld tégely fordulatszamat (437 rpm). Az Orlés
robusztussaganak meghatarozasanal figyelembe kell venni, hogy a hatbanyag mennyiségének
novelésével az 0rlé gyongyok mennyisége csokkenthetd, ezzel a hatdanyag kristalyossaga is
kontrollalhato. A 200-szoros szemcseméretcsokkenés (~130-135 nm) igazolja az eljaras
hatékonysagat, amely el66rlés és feliiletaktiv anyag nélkiil, PVA jelenlétében valosult meg (17.

tablazat).

17. tablazat: Orlési paraméterek (prediszperzid:gyongy arany) optimalizalasa

Prediszperzié és gyongyok mennyiségének aranya (w/w)

1:0,5 1:1 1:2 1:4
Szemcseméret (D50) (um)
10 perc 4,015+0,060 2,426+0,029 2,383+0,016 0,149+0,030
30 perc 0,293+0,008 0,145+0,007 0,190+0,003 0,137+0,006
50 perc 0,202+0,003 0,140+0,004 0,140+0,002 0,130+0,004

Megallapitottuk, hogy kis PVA koncentracié esetén (< 4%) az Orlés hatékonysaga nem
(> 5%) szintén csokken a hatékonysag, mivel a szemcesék feliiletén képz6dd polimer film gatolja
azok fragmentalddasat. Figyelembe véve az eredményeket, 5% PVA tartalom bizonyult
megfelelonek a kivant szemcseméret kritérium eléréséhez (D90 < 500 nm). A prediszperziot
szilard fazist termékké alakitottunk (18. tablazat).

18. tablazat: Orlési paraméterek és PVA mennyiségének optimalizalasa, hatasa a stabilitdsra és a
kristalyossagra

D10 (um) D50 (um) D90 (um) Zeta Potencial (mV) Kristilyossag
(%)
MEL PVA 0% 2,508+1,100 5,762+2,700 135,640+12,900 -30,7 100
MEL PVA 0,25% 0,070+0,001  0,150+0,009 1,478+0,004 -20,9 75,82
MEL PVA 0,50% 0,067+0,001 0,130+0,005 0,371+£0,010 -16,1 51,44
MEL PVA 0,75% 1,2354+0,006 2,611+0,018 5,560+0,070 -15,7 13,43

Az eredmények azt mutattdk, hogy maga a mechanikai hatds nem valtoztatta meg a
polimer oldatok viszkozitasat, igy a PVA lancok szerkezete nem valtozott az 6rlés soran. Tehat
a PVA koncentracigja hatdssal van a diszperziok viszkozitdsara, a MEL szemcseméret-
eloszlasara és a részecskék elektrokinetikai sajatsagéra (zeta potencial) (18. tablazat), valamint

a termék stabilitdsdra. Az in vitro kioldddasi vizsgalatok pedig igazoltak, hogy a MEL
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szemcsemérete és kristalyossagi foka egymassal 6sszefliggd ¢€s a kioldodasi profilra nagy hatast

gyakorl6 paraméterek (20. abra).
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146 (min) 146 (min)
0% PVA-0,25%PVA-0,5%PVA-0,75%PVA 0% PVA-0,25%PVA-0,5%PVA-0,75%PVA

20. dbra: A PVA mennyiségének befolydasa a MEL in vitro kioldoddsi sebességére mesterséges
gyomornedvben (A) és mesterséges bélnedvben (B)

Megallapitottuk, hogy rovid miiveleti idével, hatékonyan torténhet a MEL
nanonizalasa, valamint 5 % PVA és 10 % meloxikam Koncentracioval mell6zhet6 volt egyéb
feliiletaktiv anyag jelenléte az 6rlés soran.

Az intermedier (prediszperzid) stabilitasa/stabilizalasa: a MEL és a PVA Kkozott nem
volt kimutathato interakcio, bomlasra utalé jel sem volt lathaté (FT-IR). A MEL homogén
eloszlast mutatott a kiilonb6z6 PVA tartalmt diszperzidkban. Feliiletaktiv anyag nélkil is
megtartottak a szemcsék az egyediségiiket (RAMAN vizsgalat). A termék 2 hétig stabilnak
bizonyult, tehat ez id6 alatt alkalmas a végtermék/gyogyszerforma eldallitasara (K5).

A prediszperzid stabilizalasa megoldhato szilard hordoz6 feliiletére torténd rogzitéssel
is pl. szaritd eljarasok alkalmazasaval. A nanoszuszpenzi6é szilard formava torténd
transzformalasa példaul liofilezéssel (374 nm, 40,11 % kristdlyos frakcio) trehaldz
alkalmazasaval vagy fluidizalassal (144 nm, 12,98 % kristalyos frakcid) mikrokristalyos
celluloz jelenlétében 1j lehetdséget jelent a nanorészecskék stabilizalasara, tovabba lehetdvé
teszi szilard gyogyszerformak eldallitasat (pl. por, tabletta, kapszula). Az in vivo
allatkisérletekkel bizonyitottuk, hogy a nanonizalt hatéanyag a szilard termékekbdl passziv
transzcellularis transzport altal gyorsan felszivodik a gyomor barrieren keresztiil. A fluidizalt
és liofilezett termékek biohasznosuldsa a nanonizalt MEL értékének 6tszordse volt, szajon at
torténd bevitel esetében. Az in vitro és in vivo vizsgalatok kozotti szoros korrelacio igazolja a

nanoszemcsék hordozé feliiletérdl torténd gyors oldodasat majd a telitési koncentracio gyors
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elérését mind mesterséges gyomornedvben, mind pedig az allat gyomraban (KB6).
Megallapitottuk, hogy 6 honapos szobahdmérsékleten torténd tarolas utdn a nanoszuszpenziot
tartalmazo szaritott termékek mérete és kristalyossagi foka nem modosult.

Az oOrlés robusztussaganak meghatarozasahoz figyelembe kell venni, hogy az 6rlo
gyongyok mennyisége csokkentheté a hatéanyag mennyiségének novelésével, valamint
ezzel a hatéanyag kristalyossaga is szabalyozhaté. Ebben az esetben a DSC mddszer javasolt
a kristalyossagi fok meghatarozasara, mivel a nagy amorf tartalom esetében ez a modszer

biztonsagosan alkalmazhat6 [217].

Kovetkez6 munkankban tanulmanyoztuk a szintén nedves 6rlésnek szamito szonikus
kavitacié szemcseméret-csokkentd hatdsat ultrahang hulldm altal keltett kollapszus
létrehozasaval. Mivel az irodalomban elsdsorban kristalyositasi folyamatok hatékonysdgat
tamogatd eljarasként mutattak be, esetleg el6-Orlésként alkalmaztdk korabban [218], igy
szervesoldoszer-mentes dezintegrald technikaként ujdonsagot hordozhat magaban. Az
elévizsgalatok soran a statikus szonikéaciot (Hielscher 200 W Ultrasound system, Németorszag)
alkalmaztuk ibuprofen (IBU) és meloxikam (MEL) hatéanyagok esetében, ahol optimalizaltuk
az eljarasi paramétereket és az Osszetételt (hdmérséklet, amplitddd, szonikacids idd és
segédanyag tipusa/mennyisége) (19. tablazat). A hatéanyagok kiindulasi szemcseméretéhez
képest a kavitacid hatasara szemcseméret-csokkenést tapasztaltunk, de tovabbi meéret-
csokkentéshez segédanyagra (PVP K25, Poloxamer, Tween 80), hémérsékletcsokkentésre
és nagyobb amplitudoéra volt sziikség (IBU-Poloxamer: D50 = 11 um; MEL-PVP: D50 = 4
pm). Megallapitottuk, hogy statikus szonikacioval, segédanyag jelenlétében a vizsgalt
hatéanyagok esetében mikrométer tartomanyba csokkentheté azok szemcsemérete (K7,
EK3).

19. tablazat: Az eldkisérletek paraméterei

Folyamatparaméterek
Homérséklet (°C) 25,18
Amplitudé (%) 30; 50; 70
1d6 (perc) 10; 20; 30
Koncentracio (m/v%) 1; 0,25 (IBU)

0,5; 0,25 (additiv)

A statikus és a dinamikus (szonikalas kozben duplafala aramlasi cellaban folyamatosan
cirkulaltatott minta) moédon megvalésulé szonikacié Osszehasonlitdsdnal az eljarasi
paramétereket faktorialis kisérleti terv alapjan optimalizaltuk (f6- és kereszthatasok

monitorozasaval). A szonikacios id6 (30 perc), az amplitudo (70%), a hdmérséklet (36 °C) és
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az alacsony hatdanyag-koncentracio (2 mg/ml) meghatarozé szerepet jatszott a szemcseméret-
csokkentés szempontjabol (21. abra). Az optimalizalt paraméterekkel eléallitott mintakban a
MEL morfologiai sajatsagai valtoztak, a szonikacio kerekded, mikroméretii részecskéket
eredményezett. A hatdanyag kristalyos szerkezete a kezelés hatasadra nem valtozott meg, bomlas
nem tortént. A szonikaci6 elsésorban a hatéanyagok mikronizalasara alkalmas, azonban
diszperzios kozeg igénye nagy, ezért kevésbé ajanlott kozti termék eldallitasara. Az eljarés
kiméletes nedves orlésként jellemezhetd, amely kristalyos mikrorészecskéket eredményez

(K8).

Statikus Dinamikus
szonikacio szomikacio
Teérfogat (ml) 25;100 100
Pozicio*® 0.23;0,75 023
Pumpa sebesség (rpm) - 30; 100
MEL koncentricid (mg/ml) 2:18 2:18
Homerseklet (°C) 0; 36 0; 36
Amplitadd (%) 30: 70 30: 70
Idé (perc) 10- 30 10: 30 —
10
- 8
+
= &
&
8 4
]
2
E.Ol 0.1 1 10 100 1000 3000
Szemcsemdrel (pm)

= kiinduldsi MEL — MEL Stat, === MEL Din.

21. dabra: A statikus és dinamikus szonikdcio paraméterei

Pre-szonikalas, mint elé-6rlési eljaras és hidrodinamikai kavitacio (nagynyomasa
homogenizalas (HPH), Avestin Emulsiflex C3, Kanada) alkalmazasaval DoE metodikaval
optimalizalt meloxikdm-tartalmu nanoszuszpenziot allitottunk eld, ahol kiemeltiik a stabilizalo
szer tipusanak és koncentracidjanak fontossagat a hatoanyag Kioldodasi sebessége
szempontjabol (22. abra).

A stabilizaloészereknek biztositaniuk kell a hidrofob felilletek nedvesitését és az
agglomeracios folyamat aktivalasi energiajanak novelését, ezaltal képesek annak mértékét is

befolyéasolni. Kisérleti tervvel optimalizaltuk az eldallitds minden 1épését.
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33 Kisérleti terv: osszetétel és eljarasi

Uiasomsd| paraméterek:

ystem | x1 . Xz .
Stab. Stab.
tipusa aranya
PVP K25 0,25 %

PEG 4000 1%
Poloxamer 1,75%

188

2 ciklus 500 bar

20 ciklus 1000 bar

Méret/HPH 463,549,71 453 ——
(nm) ‘

PDI 0,31240,014 0,302 [Cm

rlummﬂb

CQA: Kritikus mindségi
jellemzdk

Experimentdlis  Prediktalt Y1,  D50; PDI—HPH utén

22. dbra: Eljaras folyamatai, technologiai és anyagi paraméterei

Eldszor 10 perc szonikélassal (dezintegrald elkezelés), stabilizald segédanyagokkal
nedvesitettiik a kezelendd6 MEL-t. mikroszuszpenziokat (D50: ~6 pm), mint prediszperziokat
allitva el6. Majd nagynyomasti homogenizalassal paraméterck optimalizalasaval értiik el a
kivant, szubmikronos mérettartomanyt (20. tablazat).

A vizsgalni kivant szinteken, azaz a -1 és +1 szinten kiviil a szoftver kozépszintii
kisérleteket rendel hozza, de a kvalitativ tényezok koziil csak kettéhoz, a Poloxamer-hez és a

PVP-hez.

20. tablazat: Kavitacio és segédanyagok befolyasa a szemcseméretre

D50 (um) D50 (nm) PDI
UH 10 perc HPH HPH

MEL 13,65 - -
MEL PVP 0,25% 5,92 496,80 0,412
MEL PVP 1% 5,98 609,63 0,290
MEL PVP 1,75% 8,28 780,83 0,461
MEL Polox 0,25% 6,49 700,86 0,460
MEL Polox 1% 5,68 463,50 0,312
MEL Polox 1,75% 6,28 503,43 0,384
MEL PEG 4000 0,25% 6,53 854,06 0,631
MEL PEG 4000 1,75% 14,34 1125,00 0,793

A 463 nm-es szemcseméretet tartalmazo prediszperzio stabilizalasat fagyasztva-szaritassal
(VirTis Advantages Plus SP Scientific, USA) mannit krioprotektanssal végeztiik.

Tanulmanyoztuk a stabilizatorok és a krioprotektans hatdsat és egy optimalizalt osszetételt
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allitottunk eld (preformulacid) tervezési tér segitségével, ahol a szemcseméret és a
polidiszperzitasi index a legalacsonyabb értékkel rendelkezik (477-1232 nm, PDI: 0,29-0,88).
Az optimalizalt 6sszetétel javasolhato orodiszperz liofilizatumok fejlesztésére. A készitmény
optimalizalasakor azt a polimert valasztottuk, amely az orodiszperz készitmény esetén
sziikséges mechanikai szilardsagot és gyors MEL-oldodast eredményezett. Mivel a Poloxamer
meghatarozo méretcsokkentést biztositott, mikozben megorizte a MEL Kkristalyossagat,
ezért az optimalizalt készitményhez ezt hasznaltuk fel, amely végiil 1% Poloxamert és 5%
mannitot tartalmazott a fagyasztva szaritas el6tt. Az optimalizalt készitmény, 3,33 masodperc
alatt szétesett, és 2 perc elteltével a MEL 77,14%-4t szabaditotta fel. A mindségi tervezés (QbD)
biztositotta a gyogyszerforma mindségét és az eldallitasi folyamat megértését, megfeleld

alkalmazasat (K9).

Diszkusszio

Az értekezésben bemutatott nedves koézegili, modositott mechanikai és kavitacios Orlésen
alapul6 eljaradsok kiméletesek, ipari léptékben is megvaldsithatéak. Elényként emelhetd ki a
rovidebb orlési idé alkalmazasa, kiméletes kezelés (minta homérséklete 60 °C alatt),
szerves oldoszer, illetve feliiletaktiv anyag-mentes modszer és aggregaciogatlas biztositasa
védépolimerekkel (innovativ technologia) megvalosithatd. Eljarasonként szemléltettiik a
méretcsokkentést eredményezo behatas jellegét, a kritikus technoldgiai €s anyagi paramétereket,
illetve optimalizalast (faktoridlis terv, DoE) szemcseméret szempontjabol. Megéllapitottuk,
hogy minden esetben segédanyag alkalmazéaséara van sziikség.

Az orlogyongyok hasznalataval modositott nedves 6rlés kritikus paramétereinek a
prediszperzio-gyongy arany, orlési ido és a polimer koncentracio tekinthetd. A hatéanyag
kristalyossaga az Orlési id6 valtoztatasaval kontrolalhatd, nanoméret elérése (~140 nm)
kristalyszerkezet nagymétékii letorését (Xc:16%) eredményezte. Az ultrahangos kavitacio altal
kristalyos mikropartikulomok képezhetok az amplitudo, szonotrod pozici6 és szonikalasi 1d6
kontorllalasaval, mig a hidronamikai kavitacio ennél hatékonyabbnak bizonyult. A DoE
kisérlettervezés alapjan Poloxamer-rel stabilizalt 460 nm-es prediszperzi6 allithato eld.

A gyodgyszertechnoldgia teriiletén preformulalds és formulalas soran alkalmazhato
prediszperziok kombinalhatok szaritasi folyamatokkal, amelyek koziil példaként
emlitettiink néhanyat. Ez 0j lehetdséget jelent a nanoszuszpenzi6 szilard formava torténd
transzformaldsara, kivaltképpen az amorf részecskék stabilizaldsdra, tovabba lehetové teszi

feliiletaktiv anyag alkalmazésa nélkiil is kivald biohasznosulast szilard féazisu termék
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eloallitasat, ami fontos szempont bizonyos betegcesoportok esetében pl. a gyors

fajdalomcsillapitas elérése céljabol (innovativ termék).

Tézispontok: T4-T6
K4-K9 (IF: 2,861+3,208+3,216+1,005+2,154+3,466=15,91), EK3

6.1.3 Nanotechnologiai eljarasok tanulmanyozasa integralo eljardsok alkalmazdsaval
Az utobbi néhany évben keriiltek igazdn gyakorlatba a hatéanyag oldatabél torténo

precipitaciora épiilé technikak, illetve eljaras-kombinaciok habitus valtoztatasa, illetve
hatoanyag-felszabadulas, permeabilitas fokozasa céljabol. Szonikus, illetve hidrodinamikai
kavitaciot alkalmaztuk mikro- és nanoprecipitacié indukaldsra (kombinalt eljaras)
meloxikam és loratadin, valamint gemfibrozil modellanyagok és stabilizalé segédanyagok
bevonasaval. A szerves olddszer evaporacido megvalositasa alternitiv technologiadkkal tovabbi
lehetéséget jelent a hatéanyag szemcsék preformulalasa teriiletén (nifluminsav). Tovabba az
integralo folyamatok koziil a szerves olddszer-mentes szemcseképzés, a hano porlasztva-
szaritas emelhetd ki, amely eljarast megfeleld habitusu részecskék formulalasa céljabol

alkalmaztuk (meloxikam).

6.1.3.1 Kombindalt precipitacios eljarasok

Célunk volt a munka folyamédn nano-, illetve mikrométeri szemcsék felépitése, oldoszer-
diffazi6é, valamint az ,oldoszer-antioldoszeres Kkicsapas”-0S eljarasok tanulmanyozasa,
paraméterek optimalizélasa folyamatos energiakdzlés biztositdsaval, kiillonb6zé modell
anyagok alkalmazasaval (21. tablazat). Tovabba az elballitott prediszperziok stabilizalasa

szaritési eljarasokkal.
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21. tablazat: Kombinalt precipitacios eljarasok alkalmazasa modell hatdanyagoknal

Meloxikam Loratadin
Precipitacios oldoszerdiftuzio oldoszer-
eljaras antiolddszer
nagynyomast homogenizator,
Energiakozlés HPH (Emulsiflex C3) szonikalas

szonikalas (Hielscher S200

(Hielscher S200

UH) UH)
Kiindulasi méret 34 um 4,6 um
Op 256 °C 135°C
Vizoldékonysag 4,4 pg/ml 3,03 pg/ml
Prediszperzio oldoszerdiftuzio: oldoszer-
eléallitasa etilacetat vagy benzilalkohol antioldoszer:
etanol-viz

Energia kozlése

PVP K25, Tween, Poloxamer

800 Bar 10 perc HPH

vagy
6 perc szonikus kavitacid

Poloxamer, PVP
K25

30 perc

szonikus kavitacio

Osszetétel

Optimalizalt

MEL_Tween/Poloxamer

800 Bar 5-5perc HPH

LOR_Poloxamer

30 perc

eljaras vagy szonikus kavitacio

paraméterek 6 perc szonikus kavitacio

Prediszperzio porlasztva-szaritas fagyasztva-szaritas

stabilizalasa fagyasztva-szaritas (trehal6z)
(trehal6z)

Méret 500 nm 350-450 nm

Kristalyossag amorf amorf

Oldodasi sebesség  130=100% t30=40%

Oldoszer-diffiziés modszerrel meloxikdm nanoszuszpenzid eldallitasat befolydsolo
Osszetétel €s eljaras-paramétereket tanulmanyoztuk. Az energiak6zlés modja (hidrodinamikai
kavitacid nagynyomasi homogenizatorral (HPH) és szonikus kavitacid, nagyintenzitasu
ultrahanggal (UH)), az olddszer (etilacetat, benzilalkohol) és stabilizal6 tipusa és mennyisége
(Tween 80, Poloxamer 188, PVP K-25) alapjan 300-800 nm-es szemcséket tartalmazo
diszperziokat képeztiink. A 22. tablazat mutatja be ezek alapjan, hogy tovabbi felhasznalas
céljabol 0,5 % Tween 80 és Poloxamer 188 stabilizalok jelenlétében, oldoszer-diffuzid és
kavitacid6 kombinalasaval 300-600 nm-es meloxikam részecskéket allitottunk eld, amelyek
kialakulasat az oldoszer tipusa nem befolyasolta. Tehat a stabilizalészer nagyobb
koncentracioban torténé alkalmazasa meghatirozo tényezének szamit precipitacids

eljarasok esetében (22. tablazat).
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22. tablazat: Segédanyok tipusdnak és mennyiségének befolyasa a részecskeméretre, PDI-re

Segédanyag koncentracidja: 0.2% 0.5%
Meéret (nm) PDI Meéret (nm) PDI

Etil acetat

Tween 80 864,6=117,90 0,414+0,33 788+17,30 0,732+0,42
Poloxamer 188 704,1+14,60 1 595,5+21,90 0,541+0,38
PVP K-25 Kicsapodas - Kicsapodas -

Tween 80 + Poloxamer 188 599,3+30,40 0,730+0,43 799+45,60 0,304+0,28
(1:1) 0,452+0,50 895,8+99,10 0,577+0,39
Tween 80 + PVP K-25 (1:1)  /03:7%41,20

Benzil alkohol

Tween 80 406,0+11,30 0,823+0,10 294,5+28,30 0,495+0,20
Poloxamer 188 300,7+3,30 0,363+0,17 292,9+2.80 0,188+0,16
PVP K-25 604,94+57,40 0,578+0,22 605,6+116,90 1

Tween 80 + Poloxamer 188 430,3+6,50 0,502+0,34 416,4+13,90 1

(&l 509,6+18,40 0.898+0,18 382143870 0,655£0,38

Tween 80 + PVP K-25 (1:1)

Megallapitottuk tovabba, hogy a prediszperzié stabilizalasa soran liofilezéssel (L1O)
és porlasztassal (SPD) (hordozoként trehalézt alkalmazva) eléallitott szilard fazisa
mintak kozel azonos méretii 500 nm-es Kristalyos szerkezetii szemcséket eredményeztek,

100%-os hatoéanyagfelszabadulassal az els6 10 percet kovetden pH 7,4 pufferben (23. tablazat).

23. tablazat: Nanoméreti MEL tartalmu szaritott mintak és referencia termékek méreteloszlasa

d (um)

D10 D50 D90
MEL 24,80 + 2,94 85,39 + 6,63 237,92 +28,44
Porlasztott SPD-NS 0,14 + 0,09 0,46 +0,23 2,71 40,91
SPD-REF 5,62 + 3,18 42,00 + 6,21 50,00 +4,37
Liofilizalt LIO-NS 0,17 + 0,04 0,53 0,11 3,60 +1,26
LIO-REF 22,83 42,15 59,17 +3,44 68,87 +1,06

NS:nanoszuszpenzid

A szaritas tipusa a termék morfologiajat igen, de a végtermék kioldodasi profiljat nem
befolyasolta. Tovabba jol lathato, hogy az azonos Osszetételll, kezelésmentes fizikai keverékbol
(referencia, REF) id6ben elhtizodva kisebb koncentracioban szabadult fel a hatéanyag (23.
abra) (K10).
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Szaritassal stabilizalt mintak kioldédasa

1dé (perc)
—4— MEL —— SPD-REF —&— SPD-NS ——LIO-NS —¥- -LIO-REF

MEL nanorészecskék a szaritott prediszperzioban

23. abra: Szilard fazisu nanodiszperzio in vitro kioldodasi profilja

A szonikalassal asszisztalt precipitacié folyamatanak tanulmanyozasa, az alkalmazott
paraméterek beallitasa meghatarozo a minta-el6készités soran, kiilondsen a hémérséklet, pH és
id6tartam vonatkozasaban [219]. Ezek a paraméterck befolyasoljak a részecske habitusanak
modositasat. A szonikaldsi id6 novelésével a részecskeméret-csokkentés hatékonysaga nd. A
homérséklet kontrol fontos paraméter alacsony olvadaspontu hatdanyagok esetében (a
gemfibrozil alacsony olvadaspontt, 61 °C, ezért fizikai allapota valtozhat). Az olddszer-
diffaziés modszerrel egyiitt alkalmazott energiak6zlés soran ezért hdmérséklet-kontrollra van
sziikség. A pH valtozdsa megvaltoztatja a gemfibrozil, GEM oldhatosagat. Etilacetat
jelenlétében és hosszabb ideig (10 percig) végzett ultrahangos kezeléssel a pH 6-rol 3,5-re
csokkent. Elokisérletek utan a homérsékletet kontrolalva az eljaras a hatéanyag olvadaspontja
alatt valosult meg folyamatonként 7,5 percig 30 % amplitidéval miikodo szonikalas mellett
(Hielscher UP 200S Ultrasonic processor, Németorszdg). GEM esetében alkalmazott oldoszer-
diffuziés modszernél 2 ml etilacetat oldoszerben 500 mg hatéanyagot feloldva, majd 15 ml
0,5% PVP K25 vizes oldatot hasznalva emulziot képeztiink, amelybdl ezt kovetden 33 ml vizzel
elegyitve precipitaltattuk a hatdanyagot.
megfeleléen (porlasztva-szaritas, liofilezés, mannit hozzaadasaval) amorf vagy kristalyos

szerkezetii, kerekded, mikornizalt (D50- 2,89 um) vagy tiis nagyobb méretii (D50- 38,30um)
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szemcséket képeztiink az altalgosan 65 pm-es GEM részecskékbol. A nedvesedési vizsgalat
eredményei alapjan elmondhatd, hogy a vizzel felvett peremszog-értékek csokkenését, a
polaritds 47%-ra torténé novelését eredményeztiik, amely a mikronizalt minta hidrofil
karakterét tiikkrozi. Az in vitro kioldodasi vizsgalatok esetén a pH 1,2 pufferben a mikroméretii
termék 58%, mig pH 6,8-on 100% hatéanyagfelszabadulsat eredményezett az els6 15 percben
(K11, K12).

Hat6anyagok oldatbol torténd precipitalasaval, folyamatos energiakdzlés alkalmazasaval
adott habitusii mikro- és nanorészecskék képezhet6k nifluminsav modellanyag hasznalataval

(EKA4).

Oldoészer-antioldészeres ultrahang-precipitalas alkalmazasat tanulmanyoztuk loratadin
(LOR) tartalmt nanoszuszpenziok (LNS) eldallitasa céljabol, ahol a szemcseméretet, a
polidiszperzitasi indexet, a zéta-potencialt, az oldddasi sebességet jeloltik meg kiemelten
koncentracidja, az oldoszer:antiszolvens arany, illetve az ultrahangos kezelési id6, a
homérséklet és a teljesitmény, mint kritikus eljarasi paramétereket (CPP) optimalizaltuk. Az
elokisérletek alapjan etanolt alkalmaztunk szerves olddszerként, mig stabilizatorként PVP K25,
HPMC, Poloxamer Kkeriiltek kivalasztasra. A 24. tablazatban feltiintetett el6allitasi

paraméterek befolyasoltdk a nanorészecskék képzését, valamint a szemcseméretet.

24. tablazat: Kritikus eljaras paraméterek

Precipitacio Szonikalas, UH kezelés Liofilizalas
Oldoészer:antioldoszer arany  HOm 1d6 Amplitudo  Hém 1d6 P
°0) (perc) (%) (°C)  (h) (mbar)

1:20 1:40 1:60 4 25 10 20 30 50 70 100 -40 36 0,01

Megallapitottuk, hogy a LOR kiindulasi szemcseméretét (4,6 um) a precipitacio, illetve
0,2 % PVP, valamint HPMC alkalmazasa nem befolyasolta. Azonban 0,2% Poloxamer

stabilizalo hatdsa elegendd volt ahhoz, hogy 246 nm-es szemcséket képezziink. A Poloxamer

crcr

crer

alkalmazasaval a diszperzio ZP értéke, ezaltal a stabilizalasa javithato (25. tablazat).
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25. tablazat: Segédanyagok befolyasa az atlagos méretre, PDI és ZP értékekre

LOR Stabilizalo tipusa Stabilizo6 Atlagos méret PDI ZP (mV)

(mg) (%o wiv) (nm)
LOR 100 - - 4607,5+41,7 0,71+0,18 -7,7£5,28
LNS1 100 PVP-K25 0,2 4900+71,98 0,98+0,028 -13,4+4,02
LNS2 100 HPMC 0,2 4212+14,14 0,767+0,18 -11,9+4,51
LNS5 100 Poloxamer 0,2 246,5+1,83 0,133+0,03 -6,5+3,98
LNS6 100 Poloxamer 0,4 288,3+37,33 0,104+0,01 -6,4+4,45
LNS7 100 Poloxamer 0,6 325,4+28.20 0,198+0,01 -12,1+£5.91
LNS10 50 Poloxamer+PVP K25 0,2+0,2 306,7+14,97 0,158+0,11 -27,8+5,08
LNS11 75 Poloxamer+PVP K25 0,2+0,2 276,5+2,69 0,108+0,02 -4,8+4,11
LNS12 100 Poloxamer+PVP K25  0,2+0,2 253,4+1,27 0,123+0,01 -11,1+4,89
LNS13 100 Poloxamer+PVP K25 0,2+0,4 265,6+20,79 0,122+0,03 -18,1+3,85
LNS14 100 Poloxamer+PVP-K25 0,2+0,6 307,25+7,28 0,166+0,01 -23,6+5,07

LNS: LOR tartalmi nanoszuszpenzio

A megjelolt osszetételek ,holding time” értéke 7 nap (276-294 nm). A fagyasztva-
szaritott mintak (DLN) rediszpergalast kdvetéen kismértékben tapasztaltunk szemcseméret-
novekedést (353-441 nm). A szerkezeti és termikus vizsgalatok azt mutattak, hogy a
fagyasztva-szaritasi modszer kiemelked6en befolyasolta a minta tulajdonsagait, amorfizaciot
eredményezve. A szaritott nanorészecskék oldékonysaga javult, fokozott felszabadulast
mutattak a kiindulasi hatéanyaghoz képest, az amorf karakternek és a nagy fajlagosfeliiletnek
tulajdonithatoan (26. tablazat) (K13).

26. tablazat: Oldékonysagi és in vitro adatok (DE-kiod6dasi hatékonysag, MDT- atlagos kioldodasi
id6)

Minta pH 7,4 (ng/ml) viz (ng/ml) %DE30 MDT (perc)
LOR 0,49+0,001 2,2240,001 3,309 16,439

PM1 1,87+0,008 2,13£0,001 13,567 6,615

PM2 4,26+0,011 7,060,024 8,873 16,882
DLN5 4,57+0,063 12,17+0,007 36,662 5,0185
DLN12 3,90+0,008 19,11+0,045 27,153 0,514
DLN13 4,19+0,001 34,26+0,004 32,876 1,218

(DLN= fagyasztva-szaritott minta, PM1= DLN5 osszetétel fizikai keveréke; PM2= DLN13 0Osszetétel fizikai
keveréke)

Diszkusszio

Nanoprecipitacios eljarasokat vizsgaltunk hasonld logP és pKa értékekkel rendelkezd, gyenge
vizoldékonysagu, illetve jO permeabilitasi sajatsaghh hatoanyagok esetében, amelyek
olvadaspontja kiilonbozd (62/256/135 °C). Az eldzetes oldhatosagi vizsgalatok megjelolt
szerves oldoszerekben befolyasoljdk a hatdéanyag alkalmazhaté koncentraciojat. A
szemcseméretcsokkentd eljarasok soran befolyasolhatok a kristalyosodasi folyamatok, mint

példaul a gyors primer gocképzddeés, a kristalyméret csokkentése, a monodiszperz

72



Artia79 68 23

Ambrus Rita Doktori értekezés

méreteloszlas biztositasa, a morfologia valtoztatasa és az aggregéacio gatlasa segédanyagokkal.
A hatéanyag molekulak diffuzioja lasst, ezaltal a stabilizalok gyors feliileti adszorbcidja révén
a nukleacid sebessége nd, mig a kristalynovekedés gatlasa kovetkezik be. A segédanyagok
koziil PVP ¢és Poloxamer alkalmazasat javasoljuk 0,2-0,2 %-ban a formulacidok Osszetétel
tervezéséhez, ezaltal a hatdanyag szempontjabdl ~300 nm-es szemcséket tartalmazo
szuszpenzi6 eldallitasa biztosithato. A rovid ,,holding time” (7 nap alatt) kdvetkeztében szaritasi
eljarasok alkalmazasara van sziikség, amely nagyobb stabilitast, jobb feldolgozhatdsagot, am

kismértékli méretndvekedést €s amorfizaciot eredményezhet.

Tézispont: T7
K 10-13 (1F:2,962+1,394+3,516+3,532=11,404), EK4

6.1.3.2 Uj lehetbségek az oldészer evapordcios eljdrdsok teriiletén
Gyors oldoszer evaporacio kivaltdasa ,, alternativ” energidk kézlésével

Hatéanyagok nanonizaldsanak egyik ujszeri lehetdsége alternativ energidk bevitelével
végbemend folyamatok eszkozoése pl. elektroporlasztasos, hideg plazma szintézissel vagy

mikrohulldmmal asszisztalt kristalyositas.

27. tablazat: Uj megoldasok Gsszegzése szervesoldoszer gyors elparologtatisara

Elektro-porlasztas Plazma-szintézis Mikrohullim
Eléallitasi AU=4.7 kV; AU=3.7 kV; Powder:  150W/300
paraméterek c=20 mg/ml-aceton,  c=20mg/ml-aceton, w
d=0,33 mm frequencia: 10kHz c=20-48 mg/ml-
aramlas: 1,8ml/h argon gaz aramlasi seb: :11 €tanol
T: 25 C° L/m Precipitacios 1d6:
T: 40-70 °C 1.4/2.8 sec
T:120-150 °C
Hatéanyag ~200-800 nm ~400-1000 nm ~200- 25 000 nm
Szemcsemérete, koncentraciofiiggd: tlis v.  szférikus szférikus
morfologia szférikus
Stabilizalas Mannit-Poloxamer Mannit-Poloxamer PVP matrixban/
feliileten feliileten feliileten
Kristalyossag kristalyos (85%) kristalyos (80%) amorf
Oldodasi sebesség t30=60% t30=90% t30=60%

Mivel ezen ,alternativ”’ energiak alkalmazasa 0j lehetdséget jelent gyogyszeranyagok

szubmikronos méretcsokkentésére, vizsgaltuk alkalmazhatosagukat (27. tablazat). Kritikus
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paraméterek a kapillaris-geometria, koncentracio, fesziiltség-kiilonbség, fokozott kohézio, a

preformulalashoz segédanyag sziikséges (mannit-poloxamer).

Munkank kovetkezé6 motivacidja a precipitacios eljarasok tovabbfejlesztése volt
alternativ energiaforrasok hasznalataval, a meglévé modszerek ujragondolasa ¢és Uj
(koltséghatékony és gyors) lehetdségek megnyitasa céljabol, gyenge vizoldékonysagu
nifluminsav (NIF) modellhatéanyag (D50: 80 pm) alkalmazéasaval. Elektromos térben
véghbemeno oldoszer evaporacios moédszereket tanulmanyoztunk (elektroporlasztas, plazma-
szintézis, mikrohullam-evaporaci6). Hatdéanyagok nanonizalasanak egyik 1j lehetdsége az
elektroporlasztasos precipitacid, illetve a hideg plazma szintézis, amelyek sordn magas
fesziiltség vagy plazma generdldsdval olddszer elpérolgatds eszkozolhetd, mikdzben a
képzddott cseppek elektromos feltdltése (Coulomb-robbands) megy végbe. Az
elektroporlasztasos és plazmaprecipitaciot leginkabb befolyasoldé paraméterek a favoka
atmérodje (d), az aramlasi sebesség (¢), a kezdeti oldat koncentracio (c), a fesziiltség kiilonbség
(AU), a kapillaris és a foldelt talca tdvolsaga (D). Az elektroporlasztidsos eljards esetén a
hatdéanyag acetonos oldatat alkalmazva, vizsgaltuk a koncentracié (10-20-30 mg/ml), a fivoka

atmér6 (0,33 mm és 0,41 mm), a fesziiltség kiilonbség (+4,7 KV, + 4k V) és az aramlasi sebesség

® s N
3 2 - -
A ﬂ NIF-elektroporl. (B)
P Y -}uu'ﬂ |, W
1 NIF (A)

24. abra: Elektronmikroszkopos felvételek kezeletlen nifluminsav (A), elektroporlasztott aggregatumok
(B, C) és hordozo feliiletén eloszlatott de-aggregalt nanokristalyok (D); XRPD mintazat

Osszehasonlitottuk  az elektroporlasztasos eljardst hagyomdnyos kristdlyositési

eljarasokkal. Referenciaként a hatdanyag acetonos oldatat (20 mg/ml) elegyitettiik vizzel
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(24 000 rpm, 10 perc IKA Staufen, Németorszag), igy oldészer-antioldoszeres modszerrel 7,4
um-es tiis kristalyokat, mig oldoszer elparologtatasaval (HM Dryer MH915020, Siemens,
Németorszag) 46,2 um-es tlis kristalyokat kaptunk. Szerkezeti vizsgalatokkal (FTIR, XRPD)
igazoltuk, hogy a folyamat soran kémiai valtozas nem tortént. Azonban formulalas
szempontjabol kiemelendd, hogy a kohézids erdk altal a nanorészecskék kb 30 pm-es
aggregatumokba ,,rendezédtek” (24. abra) és ezaltal az in vitro kioldodasi sebesség a kezeletlen
anyaghoz képest nem javult. Ezért 10 perces Turbula keveréssel segédanyag
(NIF:mannit:Poloxamer, 1:2,5:0,25 tomegaranyban) feliiletére vittikk fel a szemcséket de-
aggregalas céljabol. Ennek kovetkeztében a kioldodasi sebesség haromszorosara fokozdodott az
elsé harminc percet kdvetden Osszevetve a kezeletlen hatdanyaggal, a nanoaggregatummal és
NIF:mannit:poloxamer keverékekkel foszfat pufferben pH 1,2 vizsgalva (K14, K15).
Atmoszférikus nyoméson végzett hideg plazmaszintézis szintén egy 0j lehetdség hato- és
segédanyagok szemcseméretének csokkentésére. Al,Oz keramia lapon (amelyet 20, egymassal
Osszekapcsolt platina szalag borit) elektromos kisiilés hozhato 1étre a nagy felsziiltségnek
koszonhetden (Xantrex XFR 600-4 generator, Spellman SL-1200 + 10 kV USA valtoaram). A
hatdéanyag oldatat (20 mg/ml NIF acetonban) 70 mm hosszl fivokan keresztiil 2 bar nyomason
nebulizer porlasztja (4,5 ml/perc) be a plazmareaktorba (AU=3.7 kV; ¢=20 mg/ml-aceton,
frequencia: 10 kHz, argon gaz aramlasi sebesség: ¢:11 L/m). Az eljaras soran 400-1000 nm
tartomanyban kristalyos szemcsék keletkeztek. Poloxamer 188 segédanyag acetonos oldatat is
kezeltiik kiilon a reaktorba, ezaltal 1-3 um-es részecskéket képezve (P-plasma). Majd 10 perces
Turbula keveréssel segédanyag (NIF:mannit:Poloxamer+1:2,5:0,25 tomegaranyban) feliiletére
vittik fel a szemcséket de-aggregalas céljabol. Az in vitro kioldodasi vizsgalatot pH 1,2
kozegben végezve elmondhato, hogy a kezeletlen hatdanyag, az aggregalddott nanorészecskék
¢s referencia fizikai keverék 20-30% hatoanyagfelszabadulast, mig a mikronizalt Poloxamert
¢€s nanonizalt hatdanyagot tartalmazo keverékbdl 90% hatdanyagfelszabadulast detektaltunk 30

perc elteltével (25. abra) (K16).
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NIF (%)

0 20 40 60 80 100 120

I1d6 (perc)
—+ NIF-plazma -+ NIF-plazma+M+P-plazma
-= NIF+M+P-plazma -<NIF
— NIF+M+P

25. dbra: Hideg plazmaszintézissel eléallitott, valamint NIF és a NIF-mannit+Poloxamer mintdk
kioldodasi vizsgdlat eredménye pH 1,2 kézegben

Laboratoriumi mikrohullamt szintetizalo berendezéssel (CEM Discover) hatdéanyagra
nézve 20 mg/ml etanolos oldatbol evaporacidval amorf nifluminsav nanorészecskéket (200 nm)
allitottunk eld. Vizsgaltuk az energiakozlés mértékenek (150 és 300 W / 120 ¢és 180 °C), a
koncentracionak és a precipitacios idének (2,8 és 1,4 sec) szemcseméretre gyakorolt hatasat. A
300 W-o0s mikrohullami kezelés soran hdmérséklet kontrollal 180 °C helyett 70 °C-ot tudtunk
biztositani (T const). Ez alapjan 25 illetve 17 um-es atlagos méretet értiink el. Azonban gyors
energiakozlés (1,4 masodperc oldoszer parolgédsi id0) hatasara, illetve PVP segédanyag
hasznalataval (NIF-PVP-MW) 200 nm-es szemcsék épiiltek fel, a hatdbanyag amorf formaban
van, amely szerkezeti sajatsag a PVP matrix stabilizalasnak koszonhetden hosszitavon
megtartott (12 honap). Az els6 harminc percet kdvetden 60 % hatdanyag felszabadulas érhetd

el (26. abra) (K17).
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26 [deg] 4= NIF == NIF-MW == NIF-MW-Tconst == NIF-PVP-MW

26. dbra: Mikrohullam-indukdlta nanoprecipitdcio eredményeinek dsszegzése

Oldoszer elpdrologtatdas nano porlasztva-szaritassal

A porlasztva-szaritas az egyik legelterjedtebb, jol ismert integralo eljaras a gyogyszeriparban,
hasznalata nélkiil. Lehetéve teszi szilard fazisu termék eldallitasat még hoérzékeny vegyliletek
felhasznalaséval is.

A nano porlasztva-szaritais 1j, hatékony modszer a  gyogyszerek
biohasznosithatdosaganak novelésére, mivel a nanorészecskék nagy fajlagos feliilettel
rendelkeznek méretiikhdz képest, amely megnovekedett oldhatdsagot és jobb felszivodasi
sebességet eredményezhet. A BUCHI Nano Spray Dryer B-90 laboratoriumi méretii berendezés
alacsony mintaigénnyel lizemltethetd, amely 0,2-5 um mérettartoméanyba esd (szub)mikronos
részecskéket allit eld. Célunk az volt, hogy egy lépésben, integralé eljarassal hasznalatra
alkalmas (tovabbi formulalast nem 1gényld) szilardfazisti inhalaciora szant terméket allitsunk

el6.

A kovetkezOkben nanoszuszpenziobol torténd szemcseintegralas eredményeit
Osszegzem. A kiinduldsi MEL hatoanyag szemcseméret-csokkentését kordbban optimalizalt
nedves Orléssel végeztiik el (K5). Bolygdémalomban (Retsch Planetary Ball Mill PM 100 MA)
cirkénium gyongyok jelenlétében Oriiltiik a hatdbanyagot, stabilitast biztositd polivinil-alkohol
(PVA) vizes oldataban szuszpendalva. A porlasztast 4,0 pm-es porlasztofej atmérd, 100%-0s

levegdaramlas, 80 °C-os szaritd6  hOmérséklet alkalmazasa mellett végeztiik.
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Nanoszuszpenziobol kiinduld ko-porlasztasnal Leucint (LEU) alkalmaztunk kiilonb6zo
koncentracioban (0-0,5-1%) a porlasztds soran segédanyagként a diszperzitasfok javitasa

céljabol (28. tablazat).

28. tablazat: Az Orolt prediszperzid és a nano porlasztva-szaritott mintak szemcseméreteloszlasa,
Span és SSA értékei

Minta D 10 (um) D 50 (um) D 90 (um) Span SSA (m?/g)
prediszperzio (MEL_PVA) 8:881 . 8?(1)(332 . 8:;?.(5) : gjggg : g??:ifsi :
Nanospd (MEL1 PVA LEUO0) gggi = (1)(1)(6)2 * i;gg * ijﬁé N 06ogg0 :
Nanospd (MEL1_PVA_LEUO0.5) 8:8?? * (l):ggg = (z)féé - 3332 - 0,56(1325 :
Nenosp (MELLPVA LEUD) 0782 1495 0en® Y otor

A 27. abra SEM felvételei és adatsorai mutatjak, hogy a porlasztott termékek mérete
extrafinom tartomanyban talalhat6 1,1-1,4 um, amelyben amorf, nanoméretli MEL szemcsék
aggregatuma talalhat6. A segédanyagok mennyisége befolydssal bir a fizikai-kémiai
sajatsdgokra (oldékonysagfokozas, stabilizalas). A 21-24 mV ZP-értékek a nanoméretii

részecskék szuszpenzidban 1évo stabilitasat tamasztjak ala.

Minta D (nm) PdI Zéta-potencial (mV)
Orolt prediszperzio[MEL_PVA] 359,75+12 0,3403+0,057 -23,70+0,85
nanospd[MEL1_PVA_LEUO] 676,70+47 0,543 +0,055 -21,35+5,27
nanospd[MEI1_PVA_LEUO,5] 743,25+27 0,502+0,074 -23,30+2,74
nanospd[MEL1_PVA_LEU1] 526,90+20 0,381+0,031 -24,50+ 1,47
Minta Oldékonyséag [mg/mL]

MEL 0,502 + 0,002

nanospd[MEL1_PVA_LEUO] 0,701 + 0,003

nanospd[MEI1_PVA_LEUO0.5] 0,695 + 0,002

nanospd[MEL1_PVA_LEU1] 0,701 + 0,004

crer

oldhatosagara és stabilitasara (A:-MELI_PVA _LEUO; B: MEL1 PVA _LEUO,S5;
C:MEL1_PVA_LEU1)
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A 28. abran lathato kioldodasi profil jol szemlélteti a nanonizalt mintak oldodasi sebességének
szignifikans javulasat a referencia termékekhez képest. Az els6 5 perc elteltével 70 %, mig 30 percet

kovetden 100 % hatdbanyagmennyiség felszabadult.

nano(MEL1_PVA_LEUO)
nano(MEL1_PVA_LEU0.5)
nano(MEL1_PVA_LEU1)
pm(MEL1_PVA_LEUO)
pm(MEL1_PVA_LEU0.5)
pm(MEL1_PVA_LEU1)
MEL

¢RI OKRBO

Released MEL (%)

T
0 20 40 60
Time (min)

28. abra: In vitro kioldodasi profil pH 7,4—en

A permeabilitasi vizsgéalatok sordn a nanoméretli részecskék altal biztositott nagy feliilet
volt a 6 tényezd, amely befolyasolta a passziv difftizié sebességét. A Nanospd mintak
diffuziéja nagyobb értéket ért el, mint a kontrol mintaké. Az eredmények (85-110 pg/cm?)
kiemelked6ek voltak, ha azokat a tiidé teljes feliiletére interpolaljuk. A termékek szignifikansan
megnodvekedett fluxust (J) és permeabilitasi egyiitthatot (Kp) mutattak a referencia mintdkhoz
képest (29. tablazat). Ezért a nanoporlasztoval szaritott formulaciokkal megndvelt mennyiségii

MEL kertilhet a tiid6epitél rétegébe.

29. tablazat: In vitro permeabilitasi eredmények

Mintak J (ng/em?/h) Kp (cm/h)
MEL 28,23 0,1394
pm (MEL1_PVA_LEUO) 34,69 0,2081
pm (MEL1_PVA_LEUO.5) 37,45 0,2247
pm (MEL1_PVA_LEU1) 33,25 0,1995
Nanospd (MEL1_PVA LEUO0) 97,11 0,5827
Nanospd (MEL1 PVA LEUOQ.5) 108,32 0,6499
Nanospd (MEL1_PVA_LEU1) 85,57 0,5134
Diszkusszio

Uj alternativ lehetdségeket tanulmanyoztunk nanoméretii hatéanyagszemcsék képzése céljabol.

Minden esetben a szerves vagy vizes oldészer evaporacidjaval indukaltuk a hatdanyag-polimer
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szilardfazisu részecskéinek felépiilését. Igazoltuk, hogy elektroporlasztas és plazma-szintézis
folytan kristalyos, mig mikrohulldm, illetve nanoporlasztas sordn amorf sajatsagl részecskék
képezhetok. Ez azzal is magyarazhat6, hogy mig az els6 két esetben a precipitacios folyamat
soran segédanyagot nem alkalmaztunk (amely a kristdlyosodast meggatolna), addig
mikrohulldim ¢és nanoporlasztds esetében a nanomérettartomany elérése segédanyagok
jelenlétében valosulhatott meg, ahol egylittesen kezeltiik azokat. Valamint az utobbi esetekben
2-3-szor magasabb homérsékleten ment végbe az eljaras, ami szintén befolyasolta a minta
amorfizalodasat. A nagy fesziiltségen végbemend ecletroporlasztas és plazma-szintézis a
részecskék aggregacioval jar, amit hordozo feliiletén interaktiv fizikai keveréssel ki lehet
védeni. Mivel a mikrohullimmal végzett parologtatads pillanatszer, igazoltuk, hogy egy
polimer matrixban egyedi nanorészecskék alakulhatnak ki, amely az aggregicidogatld polimer
jelenléte miatt stabil mdédon amortfizalt karaktert biztosit a hatéanyagnak.

Nano porlasztva-szarito berendezéssel preszuszpenzidbdl kiindulva a jovében pulmonalis
formulalashoz sziikséges segédanyagok alkalmazasaval redy-to-use (hasznalatra alkalmas)
termékek képezhetdek, ahol a szemcseképzés folyaméan szubmikronos hatéanyag partikulum

biztositja az oldhatdsag, és a permeabilitas javulasat.

Tézispont: T8-T9
K14-18 (4,689+2,829+4,689+2,979+5,112=20,298)

6.2 Prediszperzidk innovativ gyogyszerformainak terapiaspecifikus fejlesztése alternativ
beviteli kapukon keresztiil

Az eldzéekben altalunk tanulmanyozott 1jabb eljarasok alkalmazédsa hatékonyabb
készitmények eldallitasat teszi lehetdvé. Szemcseméretcsokkentéssel, illetve korszerli
hordozorendszerek (DDS) alkalmazasaval a hagyomanyos beviteli kapuk (pl. per oralis,
parenteralis) mellett alternativ mddon nazalis és pulmonalis gyogyszerbevitellel is lehetséges
a hatéanyagokat gyorsabb, célzott hatas elérése céljabol a szervezetbe juttatni. A
kovetkezOkben a  korabbi fejezetekben bemutatott optimalizalt prediszperziok
gyogyszeformanak és beviteli kapunak megfeleld segédanyagokkal torténé formulalasa,
szemcseméretcsokkentésbol adodo terapids eldnyok lehetdségeinek bemutatisa keriil sorra. A

megjelolt hatdoanyagok terapiaspecifikus formulalasanak 1étjogosultsagait is részletezem.
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6.2.1 Nazdlis gyogyszerformadk fejlesztése, in Vitrolin vivo vizsgdlatai

A nazalis bevitel szamos terapias elényének koszonhetden egyre nagyobb figyelmet kap az
utobbi idében a gyodgyszerfejlesztésben. Nanodiszperzid alkalmazasa a nazalis gyogyszerforma
eloallitasaban 1) lehetdség a hatdéanyag jobb biohasznosuldsa céljabol. Megfelel6 nazalis
gyogyszerformak fejlesztése szamos ismert hatéanyagnak 01j indikacios teriiletet nyithat meg €s
a farmakon-jeloltek bejuttatasi problémait is megoldhatja. Az orrnyalkahartya szerkezeti
felépitésének koszonhetdéen a gyogyadszatban mar megtaladlhatok a szisztémas alkalmazasra
szant Osszetételek (nose-to-blood). Azokban az esetekben a nazalis gyogyszerbevitel
elényosnek mondhatd, ahol azonnali gyors hatas kivaltasara van sziikség, mint példaul
stirgdsségi fajdalomcesillapitasra migrén esetén, vagy neurodegenerativ korképek hosszu tava
gyogyszeres kezelése indokolt (nose-to-brain). Ezaltal kiilonb6z6 vegyliletek az orriiregbdl
kozvetleniil az agyszovetbe juttathatok, megkeriilve a vér-agy gatat. A kovetkezo fejezet a
nazalis gyogyszerformak preformulaciojahoz kapcsolodoan a hatéanyagok (meloxikam,
loratadin, lamotrigin) szemcseméretcsokkentésének befolyasat mutatja be in vitro és in
Vvivo vizsgalatok alapjan. Alternativ bevitel céljabdl nazalis formulaciokat allitottunk el6
(viszkozus folyadék, por) és vizsgaltunk, valamint 6sszehasonlitast végeztiink a hatéanyag
mikronizalt, nanonizalt és s6 formajabol készitett nazalis formulaciok vizsgalati

eredményei esetében (30. tablazat).

30. tablazat: Prediszperziok intranazalis formulalasa preformulacios és preklinikai vizsgalatok

elvégzése céljabol
Prediszperzié
eléallitasa; hatéanyag
szemcsemérete

Preformulalt 6sszetétel =~ Nazalis gyogyszerforma Jellemzék

Szaraz Kko-orlés
(MEL:PVP C30
1:1 m/m%)

140 nm MEL

Nedves ko-6rlés
(1% MEL, 0,5%PVA)
1,5 um MEL

Nedves ko-6rlés
(1% MEL, 0,5%PVA)

MEL -PVP -HA
1 mg/ml -1 mg/ml —
5 mg/ml

MEL-PVA-HA-
1 mg/ml-0,2 mg/ml-
5 mg/ml

MEL-PVA-HA-
1 mg/ml-0,2 mg/ml-

folyékony nazalis forma

folyékony nazalis forma

folyékony nazalis forma

nanoszuszpenzi6 alapt
viszkozus folyadék

mikroszuszpenzi6 alapt
viszkozus folyadék

nanoszuszpenzié alapu
viszkozus folyadék

130 nm MEL 5 mg/ml

Séképzés, MELK-HA folyékony nazalis forma  viszkozus oldat

oldott MELK 1 mg/ml-5 mg/ml

Kombinalt (UH) LOR-2,5 mg/mi folyékony nazalis forma  nanoszuszpenzié alapt
precipitalas, Poloxamer- viszkozus folyadék

311 nm LOR HA-5 mg/ml

Szaraz orlés, LAM-1g orrpor szilard fazist diszperzio
97 nm LAM PVA-0,8g
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6.2.1.1 Optimalizalt prediszperzio tartalmu intranazalis folyékony gyogyszerforma fejlesztése
Meloxikam tartalmu intranzalis készitmények

Nem szteroid gyulladascsokkentd-tartalmu intranazalis rendszerekrdl az irodalomban kevés
adat all rendelkezésre (pl. ketorolak-trometamin tartalmu oldat [220]. Az NSAID-ok, beleértve
a MEL-t is, sulyos gasztrointesztinalis mellékhatasokat okozhatnak [221]. Ezért a nazalis
beadasi utvonala eldonyOsebb a gasztrointesztinalis mellékhatasok csokkentése és a majban
torténd first-pass metabolizmus megkeriilése érdekében [222]. A hatéanyag gyenge oldodasi
tulajdonsaga korlatozé tényezo a felszivodasi sebesség és a hatds kezdete szempontjabol. A
MEL parenteralis készitményét (15 mg/1,5 ml) olyan esetekre fejlesztették ki, amelyek gyors
fajdalomcsillapitast igényelnek, mint példaul akut mechanikus derékfajas, isidsz ¢€s az
osteoarthritis akut fellangolasa [223].

Az optimalizalt prediszperziot eldzetes szaraz ko-6rléses eljarast kovetden (2 ora, 400
rpm orlési idé, MEL:PVP 1:1 tomegardanyban, 140 nm-es hatoanyagszemcsék) allitottuk el
porkeverékként, majd nanoMEL PVP+HA folyékony nazalis gyégyszerformat formulalva
vizsgaltuk. A nazalis készitmény MEL-t 1 mg/ml koncentracioban és HA-t (Natrium
hialuronat) 5 mg/ml koncentracioban tartalmazott, a vivéanyag foszfatpuffer (pH 7,4) volt. A
HA természetes anionos polimerként, viszkozitasndveld és a sztérikus gatlas folytan stabilizald
funkciot tolt be. Az amorf MEL nanorészecskék termodinamikai oldhatdsaga 1,2 mg/ml-re
emelkedett (0,55 mg/ml-r6l), masrészt a hatoanyag teljes kioldodasa 15 perc alatt volt
megfigyelhetd. Franz cellas diffazios rendszeren tesztelve a MEL nanorészecskéket és HA-t
tartalmazo készitménybdl gyorsabb volt a diffiizio, a MEL 25%-a diffundalt (25 mg/1,8 cm?) a
nanonizalt format tartalmazo készitménybdl vs. 10% fizikai keverék esetén. A tiszta
hatéanyagot vagy nanonizalt MEL-t tartalmazo6 gyodgyszerkészitmények a human RPMI 2650
sejtek életképességét nem csokkentették (kiillonbozé MEL-tartalmu folyékony készitményekkel
az alkalmazott koncentracidkban, 6sszehasonlitva a kontrollcsoporttal, amelyet a készitmények
vivéanyagaként hasznalt tapkozegével kezeltiink). Ezekkel az eredményekkel igazoltuk, hogy
a preformulalt nazalis 6sszetétel nem befolyasolja az orrhamsejtek életképességét. A MEL
ataramldsa a human RPMI 2650 sejtrétegeken szignifikdnsan megndvekedett a

nanorészecskéket és HA-t tartalmazo nazalis készitmény esetében (29. abra).
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In vitro diffuzio Sejtéletképesség vizsgalat
751
89
£ iy JISSIITE — Kontroll
E i nanoMEL_PVP C30+HA
= 2
2-
0 y T T T T T T 1
0 60 120 180 240 300 360 420 480
1dé (perc) ~T | e s s e e e TR TX-100
= anoMEL PVP C30+HA -120-60 0 60 120 180 240 300 360 420 480

-+ MEL_PVP C30+HA a6 (pere)

In vivo vizsgalatok

intranazalis MEL intranazalis nanoMEL
(MEL_PVP C30+HA) (nanoMEL_PVP C30+HA)
tax (PErC) 312,0+107,3 50+0,0
Crmax (HM) 2,92+0,96 7,95+0,23
AUGE-L 3342,0+1236,0 4838,0 +384 4
(umol*perc/l)

29. dbra: In vitro és in vivo eredemények intranazalis nanoMEL_PVP C30+HA alkalmazdsa esetén

Ezen MEL nanorészecskéket tartalmazo nazalis és referenciaként oralis formulaciok
patkanyoknak torténd beadasat vizsgaltuk. A 60 ng MEL/allat intranazalis €s oralis kezelést
nanorészecskék nazalis beaddsa esetén magas, kb. 8 uM-0s MEL plazmaszintet figyeltiink meg
5 perc elteltével. A nazalis €s oralis adagolasi mod kozotti kiilonbségek 30 perc elteltével szinte
megszintek, de a két készitmény teljesen eltérd kinetikai profilt mutatott, a MEL atlagos
plazmaszintje 6 uM (intranazal) vs. 2 uM (per 0s) volt. Igazoltuk tovabba az AUC és a Cmax
szignifikans emelkedését, abban az esetben, ha a MEL-t patkanyoknak nazalisan adagoltuk
nanorészecske forméjaban, Osszehasonlitva a hatdanyag és a segédanyagok per oralisan
alkalmazott fizikai keverékével (2-szer magasabb AUC, 4-szer magasabb C max) (29. abra)
(K19).

A vizsgalt technikak koziil ezt kovetéen a nedves kozegili orlés alkalmas volt
mikronizalasra (10 perc, 400 rpm, 1,5 um) és nanonizalasra (50 perc, 400 rpm, 130 nm)
egyarant, ezért az optimalizalt eljarasi paraméterekkel (,holding time” 1 nap) az
orrnyalkahartyanak megfelelo kémhatason (pH 5,6) tovabbi mikronizalt és nanonizalt
MEL-t tartalmaz6 prediszperziot készitettiink (MEL_PVA+HA- 1 mg/ml-0,2 mg/ml-5
mg/ml), és mukoadheziv sajatsagii anyag hozzaadasaval folyékony nazalis gyégyszerformat

allitottunk el6. A szemcsék nanoméret-tartomanyba csokkentése megnovekedett telitési
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koncentraciot (3-5 szorosére), ez a HA és a MEL kozotti interakcidval magyarazhato, amely
komplexet eredményezett a HA-ban 1évé karboxil-csoportok és a MEL-ben a protonalhaté
csoportok kozott [224], gyorsabb oldodasi sebességet és fokozott feliillethez valdé adhéziot
mutatott, Osszehasonlitva a mikronizalt hatéanyagot tartalmazo prediszperzioval.
Megallapitottuk, hogy a részecskeméret és a novekedett feliilet jelentés hatassal volt a
passziv diffaziéra is. A fluxus (J), amely a membran 1 cm?-én 1 oran beliil atjuto MEL
mennyiségét mutatja, szignifikdnsan megnétt a nanorészecskéket tartalmazo nazalis
készitmény esetében, a mikronizalt vagy kezeletlen MEL-t tartalmazé folyékony formakhoz
képest. A nanonizalt MEL fluxus adataibol szamitott permeabilitasi egyiitthatd (Kp) is
szignifikansan magasabb volt, mint a masik két esetben. A szabalyozott hatdanyag
felszabadulast a HA-PVA rendszer javitotta [224]. A PVA-val bevont részecskék szerepet
jatszottak a gyogyszer felszabadulasaban, Ding szerint a szintetikus polimerek csokkentik a
természetes polimerek lebomlasi sebességét és megakadalyoztak azok gyors oldodasat a
biologiai folyadékokban [225]. A MEL nanorészecskéket tartalmazo készitmény esetében 5
perc elteltével haromszor magasabb MEL plazmaszintet mértiink, mint a kezeletlen vagy
mikronizalt MEL-t tartalmaz6 készitményeknél (30. abra).

Flux (J) és permeabilitasikoefficiens (Kp):

J C Toax
(ng/cm?h)  (pg/ml)  (perc)

max

MEL_PVA+HA 3.41 0,28 15
készitmény

mikro MEL_PVA+HA 425 0,41 30
keészitmény

nano MEL_PVA+HA 9.43 0,92 30

készitmény

8
II

E
2
In vivo AUC értékek: )
8
g2
<
o .
mikroMEL_PVA+HA
MEL_PVA+HA nanoMEL_PVA+HA

30. d@bra: Mikro- és nanoMEL nazdlis formuldciok in vitro és in vivo jellemzése

A plazmakoncentraciok az els6 koriilbeliil 30 percben lassan emelkedtek, de a nanonizalt
vagy mikronizalt MEL-t tartalmaz6 készitmények kozotti 3-szoros kiillonbség a kezelést kovetd
60 percben megmaradt. Az AUC értékek és a MEL fajlagos feliilete k6zott linearis korrelaciot

allapitottunk meg. Az in vitro és in vivo vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy a hosszabb
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tartdzkodasi id6 és a nanonizalt MEL homogén eloszldsa a mesterséges membranon ¢és az

orrnyalkahartyan fokozott difftiziot, nagyobb AUC értéket eredményezett (K20).

Ezt kovetden célunk volt az intranazalisan alkalmazott MEL és soformaja, a
meloxikam kalium (MELK) transz-epitelialis abszorpciojanak Osszehasonlitdo vizsgalata a
szisztémas keringésbe juttatast kovetden. Ez esetben a soképzés j megkdzelités lehet az
oldhatosag és az oldodasi sebesség novelésére, valamint a gyors felszivodas elérésére az
orrnyalkahartyan keresztiil a véraram elérése céljabol. Kiemelendd, hogy az EGIS altal Gjonnan
szabadalmaztatott MELK nazalis formulalasi lehetéségeivel kizardlag kutatocsoportunk
foglalkozik. Oldhatésagi vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a viz pH-at a MELK 5,8-rol 8,15-re
eltolja. Osszevetve a MEL 0,04 mg/ml oldhatésagaval a MELK 13,10 mg/ml oldhatésagi
koncentraciét mutatott, mig pH 5,6 és 7,4 pufferben ezt a jelenséget nem tapasztaltuk, az
oldhatdsagi adatokban jelentds valtozas nem volt kimutathat6. Kisérletekkel alatamasztottuk,
hogy a so6forma hasznalata gyorsabb (6-szoros) kioldodast és kozel 7-szer nagyobb fluxus
értéket eredményezett. Mind az in vitro, mind az in vivo eredmények azt mutattak, hogy az
MELK javasolhat6 intranazalis folyékony adagolasi forma kifejlesztésére (EKD).

Osszehasonlités céljabol a nanonizalt MEL-t (MEL_PVA+HA) és annak s6formajat
(MELK_PVA+HA) tartalmazé folyékony nazalis készitményeket HA alkalmazasaval
allitottuk elé. A soforma és a nanonizalt MEL kapcsan is gyors kioldodasat tapasztaltunk. A
nanonizalt MEL jobb felszivodast ¢és dalland6 plazmakoncentraciét mutatott a
gyogyszerkészitménybdl 5 perccel beadas utan, mint a MELK. Ez §sszefiigg a nano MEL nagy
fajlagos  feliiletével, fokozott telitési oldhatosagaval, valamint a kiemelkedd
mukoadhezivitasaval. Az in vivo tesztek soran a MEL intravénas (IV MEL) beadasaval is
Osszevetettilk az eredményeket, vizsgalva a plazméban és agyban detektalhatd koncentracio-
értekeket. A MEL részecskeméretének nano tartomanyba valo csdkkentése a feliiletekhez valod
fokozott tapadast eredményezett, amely biztositotta a hatébanyag gyors megjelenését a
vérplazmaban. A MELK kezdeti lassu felszivodasa a disszocidlt formanak alacsony
transzepitelialis aktivitasaval magyarazhato, ami csokkentette a mukoadhéziot. A plazma AUC
értékei hasonloak és szignifikdnsan alacsonyabbak voltak az intranazalis forméak alkalmazésa
esetén, mint a MEL tartalmu IV injekcional. Megallapithat6, hogy az ,,orr-plazma” utvonal
meghataroz6 a MEL transzportjaban. Ez 6sszhangban van az irodalmi adatokkal is.

A MEL axonalis transzportjat az igazolja, hogy a hatéanyag nazalis alkalmazasat
kovetd elsd 0t percben megjelent az agyszdvetekben. Az agyi AUC értékek tekintetében a nano

MEL forma abszolut biohasznosulasa 100% volt az IV injekcidhoz képest. A MEL és a MELK
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intranazalis beadésa a készitmény nagyobb relativ felhalmozodasat (% DTE) eredményezte az
agyban az axondlis (,,orr-agy” és BBB (,,vér-agy”) transzport révén, mint az [V adminisztracid
(31. A/B abra).

Az Alzheimer-kor megel6zését célzo NSAID-0K intranazalis alkalmazasardl kevés adat
all rendelkezésre. Ez gyulladdscsokkentd hatdsukkal hozhaté Osszefiiggésbe, ami egy Uj

megkozelités az agy NSAID-okkal torténé megcélzasara (K21).

Plazma
Flux (J) o Croax AUC
ug/cm?/h (perc) (nm) (perc*ng/ml)
(in vitro)
IV MEL - 5 10554+147 1351000482000
nano MEL_PVA+HA
e 20 5 3105+255 492007195176
készitmény
MEl,'KH,'A 98 60 3007+309 538393+105892
készitmény
BI
Agy
tae Corox AUC AUCagy/ | AbsBH | DTE (%)
(perc) (nM) (perc*ng/ml) AUC vér agy (%)
IV MEL 5 0,62 35,7212,35 2,644*10-5 100 100
nano
MEL_PVA+HA 5 0,88 35,72+¢8,79 | 7,26*10-5 100 274,58
készitmény
ML 60 0,34 21,14£4,73 | 3,93*10-5 | 59 148,64
készitmény

3L. abra: In vitro diffuizio és in vivo mérési eredmények dsszevetése az IV MEL, nano MEL és MELK
esetében

Osszevetve tehat sikeresen preformulaltunk mikro- vagy nanoméretii MEL, illetve
MELK tartalmu folyékony nazalis formakat. Megallapitottuk, hogy szintetikus és természetes
polimerek interakcidja befolyésolja a hatdéanyag felszabadulasdnak modjat, a PVP-HA tartalmt
formulacioé gyors, mig a PVA-HA alkalmazasa esetén szabalyozott kioldodast tapasztaltunk.
Minden esetben igazoltuk, hogy a nanorészecskék feliiletekhez vald fokozott tapadasa elésegiti
mind a transzepitalis, mind az axonalis transzportot.

A nanonizalt MEL-t tartalmazé prediszperziok alkalmasak lehetnek innovativ
intranazalis gyogyszerforma eldallitasara, ezaltal Gjabb lehetdséget teremtve pl. a fajdalom

gyors csokkentésében.

86



Artia79 68 23

Ambrus Rita Doktori értekezés

Loratadin nanoszuszpenzio intranazalis formuladlasa

Az integralo eljarasok koziil az ultrahanggal kombinalt precipitacion alapulé technologia
eljarasi és anyag-paramétereit optimalizaltuk és formulalasra alkalmas loratadin (LOR)
tartalmu prediszperziot allitottunk eld. A LOR-t altaldban kiilonféle allergias allapotok
kezelésében alkalmazzak, foleg szezonalis allergidk esetében. A LOR a BCS II. osztalyaba
tartozik és gyengén bazikus hatdbanyagnak mindsiil, ezért pH-fliggé oldhatosagot mutat. A LOR
oralis adagolasa valtozé és biologiai hasznosithatésaga gyenge (10-40%) rendelkezik [226].
Nazalis adagolasi formaban a kozforgalomban nem elérheté. Kiilonbozo kisérletek
torténtek mar LOR nazalis forma eléallitasara, példaul in situ orrgél formulalasaval [227], B-
ciklodextrin zarvanykomplexalasal, Carbopol 943-mal és Poloxamer 407-tel [228], valamint
kitozan-etilcelluloz mikrogombok [229] formulalasaval.

Tanulmanyunk célja egy LOR nanoszuszpenziot (LNS) tartalmaz6 nazélis készitmény
kifejlesztése volt. A LOR-t etanolban (200 mg/ml) oldottuk fel oldoszeres fazisként és
Poloxamer vizes oldatahoz (antiszolvens fazisként 0,2 m/v%) adagoltuk (UP 200 S Ultrasonic
processzor Hielscher Ultrasonics GmbH, Németorszag) 30 percig 4 °C-on és 50%-0S
amplitadoval kezeltiik. Az prediszperzioban a LOR:Poloxamer témegarany 2,5:1 volt. A
nanoszuszpenzié alapu loratadin tartalmu nazalis készitményt 1 vagy 2,5 mg/ml LOR
illetve 1 vagy 5 mg/ml HA koncentracioban allitottuk el6 a prediszperziobol. A HA szignifikans
hatassal volt a méretre és zéta potencial (ZP) értékre (31. tablazat). A részecskeméret ezen
novekedése a részecskék HA altali feliileti bevonasanak tulajdonithat6 [230]. A PDI értékek
szlik szememéret tartomanyra utal. Ezenkiviil a HA jelenléte a készitményben novelte a negativ
toltést [231]. A mintak pH-ja 6,3-6,4 volt, amely az intranazalis készitmények esetében

elfogadhat6 tartomany (az orrnyalkahartya pH-ja 4,5-6,5).

31. tablazat: Nazalis folyékony Osszetételek (NF) jellemz6 paraméterei

Minta pH Hatoanyagtart. D50 PDI ZP
LOR:HA (%) (nm)

(mg/ml)

NF1 6,28+0,05 98,98+1,2 327,3+8,23 0,25+0,04 -55,10+5,67
1:1

NF2 6,38+0,19 97,66+4,2 437,27+28,6 0,31+0,07 -50,3+6,68
1:5

NF3 6,36+0,23 95,15+3 .4 341,6+11,84 0,25+0,04 -45,9+6,36
2,5:1

NF4 6,31+0,14 92,99+2.8 450+24,30 0,26+0,03 -52,2+6,91
2,5:5
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A legnagyobb LOR és HA koncentracioju NF4 osszetétel a referenciahoz (REF: azonos
aranyt makroszuszpenzio) képest 8-szoros mukoadhéziot eredményezett (a komponensek
interakcidjanak koszonhetéen fokozott nyalkahartya adhézido varhatd), ezért a tovabbi
vizsgalatokat ezzel a formulacidval végeztiik (32. abra). Kiemelendd, hogy a LOR ~ 80%-a az
els6 15 perc alatt felszabadult a készitménybdl, elérevetitve kedvezd biologiai
hasznosithatosagat. Az in vivo vizsgalatok azt mutattak, hogy a nazalis bejuttatas kedvezobb
beadasi mod a per os alkalmazashoz viszonyitva (Cmax 3-szorosdra, mig az AUC érték 6-
szorosara novekedett). Stabilitasi vizsgalatokkal igazoltuk, hogy 4 °C tarolasi hdmérsékleten a
fizikai-kémiai sajatsagok nem valtoztak. Megallapithatd, hogy az antihisztamin tartalmu

Osszetétel in vivo vizsgalati paraméterei nazalis bevitel esetén tobbszorosére novekedtek (K22).

Kioldddott LOR (%) Diffundalt LOR pg/cm?)

10 3 —_—

=

-NF4 _—

Released LOR [%]

Diffused LOR [pg/em?]

+REF4 “+-REH

n §
0 *k/ 0 - - - - —
0 0 n n ] 0 0 0 0 n 0 n Q0 ©
1dé (perc) 1d6 (perc)
Peros Intranazalis
REF4 NF4 REF4 NF4
AUCo.= [h nmol/L] 17.81=1.96 36.59£9.79 110.35£1041  202.71£43.31
Cuax [nM] 6.3942.21 13.29+5.72 38.36+9.78 39.99+14.18
ke [01] 0.24£0.03 0.24£0.03 0.24+0.09 0.12£0.01

Trax=25-30 perc

32. abra: Loratadin tartalmu nazalis készitmény és referencia minta in vitro és in vivo jellemzése

6.2.1.2 Optimalizalt lamotrigin prediszperzio tartalmu orrpor gyogyszerforma fejlesztése

Elmondhat6, hogy nagyon Kis szamt nazalis por készitmény van jelen a kozforgalomban, a
rendelkezésre allo6 tudomanyos-hattérinformacié mennyiség is limitalt az alkalmazasukban
rejlé nagy potencial ellenére is. Pedig a por formulaciok jobb stabilitassal rendelkeznek,
mint a folyékony formak, nagyobb a beadhat6 dozis, a nydlkahartyan valo tartozkodasi idejiik
hosszabb, formulalasukhoz kevesebb segédanyag sziikséges. A BCS II. osztilyba tartozo
lamotrigint epilepszia, Lennox-Gastaut szindroma és bipolaris betegség kezelésére alkalmazzak
monoterdpiaban vagy adjuvansként. A gyomor-bél traktusbol szivodik fel, szajon at bevéve 2,5

lamotrigin-tartalmt készitményeknek beviteli kapu szempontjabol nincs alternativajuk, csak
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per os alkalmazhato készitmények talalhatok a klinikumban [232, 233]. Korabbi munkanink
soran optimalizalt mintaeldallitasi modszer alapjan készitett nanonizalt osszetételt (400 rpm,
1,5 ora, LAM:PVA/1:0,8 ¢és 97+60 nm-es LAM részecskék), mint nazalis por forma

(nanoLAMpor) keriilt alkalmazasra. A meghatarozott szemcseméret 6 honap utan sem valtozik

szignifikansan.
n Plazma Agy
a ’ I cmax tmax cmax tmax
H ] (mg/ml)  (perc) (mg/ml)  (perc)
-
: T v 238 3 582 10
3
s nano 0,27 3 216 3
g LAM
< L por
: : : -~ PM 025 60 0,92 60
0 10 0 30 50 [
1déd (min)
=V ——nanolAMpowder —-PM
AUCygy (min*pg/ g) AUGums(min*pg/ml)  AUC,o/AUCpym,  DIE
PM 54.01415,39 8.5051 33 6.0 311
nanolLAM 69,05:10,08 13634195 5.06 249
por

33. d@bra: Nanonizalt LAM nazalis por jellemzése és in vivo vizsgadlati eredményei

Az in vitro hatéanyagfelszabadulas- és permeabilitas-vizsgalatok soran az optimalizalt
mintabol gyors és nagymértékii LAM felszabadulast és permeabilitast detektaltunk. Az in vivo
vizgsalatok esetében nanoLAM por és a fizikai keverék kontroll (PM) is 0,555 mg LAM-ot
tartalmazott. Ezt az adagot 160-180 g-0s him Sprague-Dawley patkanyok (n = 4) jobb
orrlyukaba adtuk be kis spatulaval. Az in vivo vizsgalatokban az IV minta nagyobb mértékben
jutott be a hatdanyag a szisztémas keringésbe, mint a nazalisan alkalmazott dsszetételeknél,

amelyek k6z6tt nem volt szamottevo kiilonbség (33. abra).

A nazalis készitményekbdl a LAM gyorsan és detektalhatd mennyiségben jelen volt
viszont a KIR-ben, tehat a hatéanyag axonalis transzporttal jutott be az agy szoveteibe.
Kiilondsen nagymértéki LAM koncentracio volt az agyban a nanoLAM por alkalmazasa soran.
A minta stabilitds vizsgalatanak eredményei azt mutattdk, hogy a nanorészecskék fontos
tulajdonsagai (részecskeméret, kristalyossagi tulajdonsagok, in vitro hatéanyagfelszabadulas

profilja) nem mutattak szignifikdns valtozast. Véleményiink szerint a nanonizalt dsszetétel
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képes lehet alternativaként szolgalni a piacon 1évo tablettak helyett, ha azok alkalmazasa

valamilyen okbol kifolyolag nem lehetséges (K23).

6.2.1.3 Permeabilitas vizsgalo modszer fejlesztése

A nazalis formulaciok fejlesztésénél alkalmazott vizsgalati protokoll része a hatéanyag-
diffuziés mérési modszer, amelyre nem talalhato hivatalos gyogyszerkonyvi leiras. A
szakirodalomban szédmtalan diffizios késziilék talalhatdé a permeabilitasi vizsgalatokhoz. A
bemutatott modellek szerint a legfontosabb paraméterck az akceptor-donor fazisok orientacioja,
az alkalmazott térfogat, a hémérséklet és a keverési sebesség szabalyozasa, valamint a
folyamatelemzés modja (inline, atline, online és offline).

A uFLUX diffazios cella (Pion Inc., Billerica, Egyesiilt Allamok) horizontalis késziilék,
amelyben a kompartmenteket szintetikus membran osztja ketté és alkalmas lehet nazalis
adagolasi formak vizsgalatara is. A Franz diffuzios vertikalis cella a hivatalos gyogyszerkonyvi
adagolasi formak vizsgalatanak egyik leggyakrabban alkalmazott modszere a szakirodalomban,
elsésorban gélek esetén. A horizontadlis Side-Bi-Side cella kis térfogati donor és akceptor
rekeszekkel rendelkezik, amelyek, mint nazalis adagolasi formak, lehetové teszik kis
mennyiségii minta mérését [234].

Els6 célunk két Kiilonbozo fazisorientaciéju in vitro vizsgalati modell
osszehasonlitasa volt; vertikalis rendszerként a Franz diffazios cellat (Hanson Microrette
Diffusion Cell, Egyesiilt Allamok), horizontalisként pedig a Side-Bi-Side (Side-Bi-Sde™
Grown Glass, Egyesiilt Allamok) rendszert valasztottuk abbol a szempontbol, hogy
alkalmazhatok-e kiilonbozo intranazalis adagolasi formak: viszkozus folyadékok, gélek
és porok vizsgalatara. A por-, folyékony- és gélformak osszehasonlité vizsgalatai soran
arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a Side-Bi-Side cella alkalmas a porokbol és
folyadékokbdl torténé gyogyszerdiffuzio vizsgalatara, kiilonosen a szuszpenzidok
vizsgalatara. A donor fazis folyamatos keverése révén biztosithatd a hatdanyagszemcsek
homogén eloszlasa. Megjegyzendd, hogy az orrporok egyre fontosabba valnak az orrba torténd
beadasnal, mivel e gyogyszerforma megvalasztasaval egyes hatdoanyagok stabilitasi problémai
kikiiszobolhetok (K24, EKG6). A 32. tablazat adatai alapjan igazoltuk, hogy gélek esetében a
vertikalis, mig szuszpenzidk és porok vizsgalata soran horizontélis cellan javasolt diffuzios

méréseket végezni.
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32. tablazat: Intranazalis készitmények fluxus (J) értékei Franz és Side-Bi-Side diffuzios
cellakon

Franz cella Side-Bi-Side cella
Sample J (ng/em?/h) J (ng/cm?/h)
nanoMEL_PVP C30 por nem mérhetd 38,26
nanoMEL_PVP C30 foly 16,20 72,61
nanoMEL PVP C30 g¢l 212,44 37,97
MEL_PVP C30 por nem mérhetd 36,96
MEL_PVP C30 foly 9,14 25,93
MEL_PVP C30 gél 40,90 13,48

Ezt kovetéen a Side-Bi-Side cella mintajara alkalmassa tettiik sajat tervezésii,
modositott geometriai elrendezési diffuzios cellat nazalis porok és szuszpenzidok valos
idejii vizsgalatara inline (vizsgalati protokoll Kkidolgozasaval), amely ex vivo human
orrnyalkahartya adaptalasat is lehetévé teszi. A donor és az akceptor fazis maximalis
térfogata 9 ml, a membran feliilete csokkentett, 0,785 cm 2 volt. A kamrakat ugy alakitottuk ki,
hogy a teret alkalmassa tegyiik a valds idejii mérésre, meriilészonda bemenettel. Magneses
keverdket a folyadék alatt egy specialisan kialakitott tiregben helyeztiik el (12. abra).

A bedllitds tovabbi optimalizalasiahoz, valamint az eredmények elemzéséhez és
értelmezéséhez haromféle hatoanyagot (MEL, LAM, levodopa) és haromféle membrant
(Metricel®, Isopore™, Whatman™), két impregnalasi médszert (pH 7,7 puffer, izopropil
mirisztat, IPM) és két analitikai miiszert (offline, inline spektrofotometria) hasznaltunk
(33. tablazat). A permeabilitasi vizsgalati modszer adaptalasa, fejlesztése és validalasa is
megtortént. A modositott diffizidos model alkalmas inline, valds idejii detektalasra, a nazélis

koriilményekhez igazodva (szimulalt nazalis elektrolit oldat), kis térfogatban, megfeleléen

fizikai-kémia sajatsagaihoz, kivalaszthato a megfelel6 membran tipus és impregnald kozeg.
Ezeknek megfelelden sikeriilt egyszeriien kivitelezhetd, konnyen reprodukalhato, valos idejti,

preciz és id6hatékony modszert kifejleszteniink (K25).
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33. tablazat: Offline és Inline diffuzids eredmények modositott elrendezésii cella alkalmazhatosaga
céljabol

Offline Inline

J (ng/ecm?/15 perc)

. Membr’afl Metricel® Isopore™ Whatman™ Metricel® Isopore™ Whatman™
impregnalasa
pH=7.4 0,91 2,20 1,18 -0,37 2,44 3,12
MEL
IPM 1,25 8,54 551 69,41 32,00 39,62
pH=7.4 55,21 41,73 30,17 0,18 53,48 45,20
LAM
IPM 2,38 15,84 25,56 8,98 11,12 57,04

Relativ szorasok szamtani atlaga (%)

iml\]/)[:::gtl)lg:ilsa Metricel® Isopore™ Whatman™ Metricel® Isopore™ Whatman™
MEL pH=74 81.44 40.53 93.00 84.53 21.27 62.97
IPM 66.33 57.79 78.98 14.72 22.86 38.77
LAM pH=74 17.00 63.02 22.09 89.23 76.39 35.92
IPM 58.66 14.15 54.90 16.67 27.67 19.54

Az in vitro-in vivo korrelaciot (IVIVC) vizsgalva, a modositott horizontalis elrendezéssel
mért diffuzidos eredményeket Gsszehasonlitottuk korabbi Side-Bi-Side cellas eredményekkel
valamint in vivo eredményeinkkel (kutatocsoportjaink korabbi publikacio alapjan) is. Igazoltuk,
hogy a modositott horizontalis elrendezés offline mérési eredményei szorosabb korrelaciot
mutatnak (R = 0,9580) az in vivo adatokkal, mint a Side-Bi-Side™ késziilékkel (0,9532). Ezen
tilmenden, a modositott horizontalis elrendezés inline eredményei (R = 0,9727) korrelaltak a
legszorosabban az in vivo eredményekkel. Ez a statisztikai Osszehasonlitas a késziilék altal
meghatarozott mintavételi pontok kozotti AUC-értékeken alapult, amelyek az azonos

mintavételi pontok kozotti in vivo AUC-értékekkel korrelaltak (K25).

A modositott horizontalis elrendezés kialakitasat alkalmassa tettiik ex vivo mérések
elvégzéséhez is. A permeabilitasi tesztet human orrnyalkahartyan (mucoperiostium) végeztiik
(etikai engedély szama: 1V/3880-1/2021/EKU) a legnagyobb in vitro diffiziéot mutatod
készitmények esetében. Az orrnyalkahartya darabjait napi klinikai rutinszerti orr- és arciiregi
miutétek soran (septoplasty, FESS) gyiijtotték altalanos vagy helyi érzéstelenités alatt. A mutéti

teriiletet 1%-0s Lidocain-Tonogen lokalis injekcioval inflitraltdk és a nyalkahartyat
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raspatoriummal emelték ki az alapjabol. A miit6bdl torténd szallitast fiziologias sdoldatban
tortént (K26).

Az in vitro és ex vivo eredmények tanulmanyozasat integralassal képzett intranazalis
porformulécid szerves olddszermentes nano porlasztva-szaritassal késziilt, ahol a hatdanyagot
(meloxikam-kalium MELK) segédanyagokkal porlasztottuk. Tanulmanyoztuk tovabba, hogy
a mukoadheziv polimerek, mint hialuronsav (HA) vagy polivinil-alkohol (PVA) milyen
modon befolyasolja a nanokompozit fizikai-kémiai sajatsagait, illetve a hatéanyag
felszabadulasat.

A ciklodextrinek (CD-k) novelhetik a nyalkahartya permeabilitasat, igy javulhat a
hatéanyagok felszivodasa és csokkenthetik azok irritativ hatdsat is, ezaltal alkalmazasuk
kedvezd lehet nazalis készitményekben [235]. Sikeresen allitottunk el6 a kiindulasi 52 pm-es
MELK-bol nanokompozitokat (600-800 nm), amelyekben a MELK amorf allapotban volt
jelen. Maésodlagos kolcsonhatdsok alakultak ki a hatéanyag és a CD-k kozott minden
termékben, a MELK komplexalodhatott. A porlasztva-szaritast kovetéen a MELK-hoz és a-
CD-hez tartoz6 diffrakcids csucsok intenzitasa jelentésen csokkent, ami az amorfizaciojukra és
komplexek kialakulasara enged kovetkeztetni. 3 honapos laboratériumi koriilmények kozott
torténd tarolas utan valtozas a termékek kristalyossdgaban nem volt megfigyelhetd.

A PVA-t tartalmaz6 mintak nagyobb mukoadhézidt mutattak, mint a HA-tartalmutak, az
Osszes termék kozil az aCD MELK PVA spd rendelkezett a legjobb mukodhézios
tulajdonsaggal. Az in vitro fluxus 15 percnél nagyobb volt a HP-B-CD-t tartalmazoé mintak
esetén, mint az o-CD-t tartalmazoknal, kivéve a PVA-tartalma termékeket. Az
aCD MELK PVA spd-bdl volt a MELK permeacidja a legnagyobb mértékii (209 pg/cm? 60
duzzadas visszatartd hatdsa miatt, mig a PVA jelenléte mindkét CD tartalmti minta esetében
jelentdsen megnovelte az in vitro permeaciot. A Kiilonbség az aCD_MELK_PVA _spd és a
HPBCD _MELK PVA_spd mintak kozott az ex vivo mérések soran jobban érzékelhetd
volt (1,47 ng/mm? és 0,45 pg/mm?) (34. abra), ami az a-CD HP-B-CD-nél nagyobb permeécid
fokoz6 hatasanak tudhatd be. A két fent emlitett formulacio a vizsgalt koncentraciokban nem

volt citotoxikus a nazalis epitélsejtekre és szignifikans gyulladascsokkentd hatast mutatott.
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34. abra: In vitro és ex vivo mérési eredmények a szférikus MELK-tartalmu nanoszféra formuldacio
esetében

Diszkusszio

A hatdéanyagok nanonizédldsa termodinamikai oldhatéosdguk és permeabilitasuk jelentds
novekedéséhez vezetett. A nanorészecskék lényegesen jobb oldddasi tulajdonsdgaihoz tobb
tényezd is hozzajarulhat, nevezetesen (i) a részecskeméret csokkenése, (ii) a fajlagos feliilet
novekedeése, (ii1) a hidrofil polimerek jelenléte, (iv) az amorfizacio, (v) a gyogyszer €s a polimer
segédanyag kozotti kdlcsonhatas.

Szaraz ¢és nedves Orléssel, kombinalt nanoprecipitacio és nanoporlasztoval torténd
szemcseképzés alkalmazasaval optimalizaltuk a meloxikam, a lamotrigin és a loratadin
hatéanyag-nanodiszperziok eléallitasat, majd ezen prediszperziokb6l mukoadheziv
segédanyag (HA) felhasznalasaval viszkozus nazalis folyékony format, illetve orrport
formulaltunk. A preformulacios viszgalatok, bevitelnek megfeleld in vitro és in vivo tesztek
igazoltak a nazalis bevitel alkalmazhatosagat.

Igazoltuk, hogy intranazalis beadassal a nanoméretnek koszenhetéen a hatéoanyagok
mind a transzepitalis, mind az axonalis transzporton keresztiil plazmaba és az agyba

Juttathatok.
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Nazalis gyogyszerformak megfeleld tesztelése céljabol diffuzios vizsgalatra alkalmas
késziilékeket hasonlitottunk Gssze. Bebizonyitottuk, hogy Side-Bi-Side cella alkalmas a
porokbdl ¢és folyadékokbdl torténd gyogyszerdiffuziod vizsgalatara, kiillondsen a szuszpenziok
vizsgalatara. Permeabilitast vizsgald modszert fejlesztettiink egy modositott horizontalis cella
tervezésével, alkalmassa tettiik nazalis szuszpneziok és porok valos idejl in vitro és ex vivo
vizsgalatara. Vizsgalati protokollt dolgoztunk ki.

Eredményeink azt mutatjak, hogy a nanoméretli MEL javasolhaté innovativ intranazalis
folyékony adagolési forma kifejlesztésére az akut fajdalom csokkentésére, vagy adjuvansként
a fajdalomcsillapitds fokozdsdra. LAM-tartalmt tablettdk, rovid tava helyettesitésére
epilepsziaban, valamilyen felszivodasi zavar vagy akut hasmenés esetében javasolhato a
fejlesztett orrpor formulacio. LOR-tartalmi nanoszuszpenzio alapu viszkdzus oldat nazalis

aplikalas alternativaja lehet per os antihisztamin készitményeknek.

Tézispontok: T10-13
K19-26 (3,005+3,944+3,06+4,412+5,875+6,525+6,525=33,346), EK5-6

6.2.2 Hatéanyagot szallito mikroméretii hordozo rendszerek kutatdsa és fejlesztése
pulmonadlis alkalmazas céljabol
Aktualis fejlesztési feladatnak tekinthetd korszeri porinhalacios Osszetételek (dry powder
inhalation-DPI) formulalasa, lokalis és szisztémas hatas elérése céljabol (kivaltképpen gyenge
vizoldékonysdgi hatéanyagok esetén). A pulmonalis gydégyszerbevitel szempontjabol
kritikusnak mondhat6 szemcseméret-tartomany (1-5 um) és aerodinamikai jellemzok (in vitro
tiidé depozicié mértéke) a tradiciondlis modszerek mellett ) technoldgidkkal optimalizalhato.
A mikro- vagy nano-méretii hatéanyagot a tiidé centralis vagy periférias teriileteire
mikroméretii hordozorendszerek segitségével juttathatjuk, a nanorészecskék dnmagukban
kilégzésre kertilnek. Kutatomunkéank soran inhalécios porok fejlesztésével foglalkoztunk, ahol
a szemcseméretcsokkentés €s preformulédlas egyiitt valosult meg (dezintegrald és integralod
eljararasok). Alapul véve az elézetesen mar optimalizalt prediszperzi6 Osszetételeket, illetve a
ko-porlasztva szaritas soran az elényds szemcseképzési technologiat 1j dsszetételek fejlesztése
valdsithato meg.

A porinhalécios készitmények jelentds hanyada hordozo6-alaptu, amelyben a mikronizalt
méretll hatéanyag nagy feliiletli laktozzal alkot fizikai keveréket. A fejlesztésben ujszerii

hordozé alapi megkozelités az altalunk alkalmazott formulalasi technoldgia, ahol mind a
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hatéanyag, mind a hordozo6 habitusa megvaltozik. Kutatasaink soran kidolgoztunk egy olyan
segédanyagokkal torténé ko-porlasztasos eljarast, amely alkalmas vizben jol és rosszul
oldodé hatoanyag mikronizalasara/manonizalasara (micro-in-micro/nano-in-micro), a
hordzozomentes pulmonalis alkalmazasnak megfelelé szemcseméretii mikrokompozit
(por6zus, nem pordzus morfologia) eldallitasara. A 34. tablazat a fejezet els részében
bemutatott formulaldsi vonalak mikronizalt hatéanyagtartalmi DPI termékek jellemzdit
foglalja 6ssze (6.2.2.1 és 6.2.2.2).

Hat6anyagként a meloxikamot valasztottuk, mivel korabban optimalizalt mikro- és
nanoméretli prediszperziok eldallitasara alkalmas technologiai protokollok — alltak
rendelkezésiinkre, amelyekre a preformulalasi 1épések alapozhatok. Gyulladasgéatld hatdsa
érvényesithetd kiilonbozd lokalis tiidobetegségek kezelésében. Farmakologiai vizsgalatok
igazoljak antioxidans, antifibrotikus és analgetikus hatasat. Cisztas fibrozis kezelésében a
részecskék eljutnak a tiid6 apikalis részére, valamint atjutnak a viszkozusabb nyakon is. Nano
méretli DPIként formuldlva hatasa a kiilonb6zé korképekben fokozhato. Nem Kis sejtes
tiidékarcinomaban carciogenezis soran befolyasolja a magasabb a ciklooxigenaz-2
kifejezOdést, ezért a meloxikam hasznalhaté a terapiaban citosztatikummal kombinalva is, a
nanonizalt hatéanyagokkal pedig megcélozhatoéak a tumor sejtek [236, 237]. Az 0j tipush
koronavirus eljut az mélyebb 1égutakba és az alveolusokba, a 2-es tipusti pneumocitakban
replikalodik. Gyulladast indukal, ami sz6védményekhez vezet [238, 239], nanonizalt hatbanyag
formuléléasa 4ttorést jelenthet a terapia szempontjabdl. A 6.2.2.3 részben inhalaciora alkalmas
nanoméretii hatdanyagot tartalmazo formulaciok eléallitasat in vitro és in silico aerodinamikai

karakterizalast mutatom be.
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34. tablazat: Mikronizalt hatdanyagot tartalmazo DPI-ok fejlesztése

Hordozé alapu Micro-in-micro” Nem-porézus Poroézus
L ,,Micro-in-micro 1z 1
formulalas formulalas formulalas
Hatbéanyag MELK: 0,29 MEL: 50 mg/ml MELK: 20 mg/ml MEL: 1,5 mg/ml
Segédanyagok IH70:2 g PVP: 0,25 mg/ml LEU: 20-40 mg/ml  LEU: 0,75
mg/ml
MgSt: 0,044 g Tween 80: 0,5 mg/ml PVA: 2-2,5 mg/ml g
_ AB: 1,5-2
LEU: 2 mg/ml mg/ml
PVA: 0,1 mg/ml HA: 0.15-0.3
Mannit: 50 mg/ml mg/ml
Eljaras Porlasztva- Ultra-Turrax, Oldatkészités, Oldatkészités,
szaritas, Turbula o Porlasztva-szaritds ~ Porlasztva-
keverd Nagy nyomasu szaritas
homogenizator,
Hordozé Porlasztva-szaritas
feliiletkezelése
Kitermelés 54,3% 7577% 60-64% 61-70%
Optimalizalt MELKspd + MEL-M-PVA-LEU MELK_LEU_PVA  MEL-LEU-
IH70_MgSt HA%15-AB2
osszetétel MEL-M-PVP-LEU
Morfolégia Szférikus, godros  Szférikus, egyedi Kagylo-alak, Szférikus,
felszin részecskék, Tween 80: egyenetlen felszin porozus
] rétegzddés szerkezetli
Sima felszinda,
szogletes
hordozo
Geometriai MELK: 2,1 pm, 3-3,5 um 3,0-3,8 um 4,9-5,6 um
atméro Hordoz6: 215 pm
Kristalyossag Amorf Kristalyos Amorf Amorf
Siiriiség - - 0,30-0,42 g/cm?® 0,09-0,16 g/cm?®

In vitro kioldas

Gyors (t5=100%)

Gyors (ts=80%)

Gyors (ts=100%)

Citotoxicitas Nem toxikus Nem toxikus Nem toxikus Nem toxikus
In vitro aerodinamikai tulajdonsagok:

EF 87% 40-48% 67-78% 77-90%
FRF 73% 53-58% 42-53% 54-70%
MMAD 3,11 um 3,05-3,3 um 2,6-3,0 um 2,2-2,8 um
In silico aerodinamikai tulajdonsagok (tb-n=10 mp):

Felso léguti 40% - 22-24% 21-25%
Tid6é/Centralis 65% - 48-51% 51-52%
Kilélegzett/Periféria 10% - 26-27% 23-27%

IH70:ihaldcios laktoz, MgSt: magnézium-szteardt; LEU: L-leucin; AB: ammoénium-hidrogén-karbondat

EF: emittalt frakcio, FRF': finom részecske frakcio, MMAD: dtlagos aerodinamikai dtméro, to.n: benntartdsi ido
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6.2.2.1 Osszetett hordozé alapii DPI rendszerek formuldldsa

A munkank célja egy innovativ, kordbban még nem alkalmazott hordoz6 alapti, MELK-t
tartalmazd DPI rendszer kifejlesztése volt, amely soran hordozémentes és hordozo alapu
technikak elényeinek felhasznalasaval, porlasztva-szaritott MELK-t alkalmaztunk
felilletmodositott hordozéval homogenizalva. Kiemelendd, hogy az EGIS éltal Gjonnan
szabadalmaztatott MELK pulmonalis formulalasi lehetdségeivel kizarélag kutatocsoportunk
foglalkozik. Négyféle modon készitettiink termékeket: a referenciaként szolgalé mintaknal
Szdaraz orléssel mikronizalt meloxikam-kaliumot (WMELK- 3,6 um) Turbula-keveréssel vittiik
fel a nagyméretii hordozo6 (inhalacios laktoz-IH 70-215 um) feliiletére, egy masik termék
esetében pedig MgSt-vel feliiletkezelt IH70-et hasznaltunk fel (35. abra/a, b). Ezt kdvetéen az
elézetesen porlasztva-szaritott (Biichi Mini Dryer B-191) hatéanyagbol (MELKspd- 2,11 um)
¢és IH 70-bdl allo interaktiv fizikai keveréket (35. abra/c) készitettiik el. Eldallitottuk az emlitett
formulaci6 olyan valtozatat is, ahol a hordozét elézetesen magnézium-sztearattal (MgSt)
feliiletkezeltiik (4 oras Turbula keverés) (35.abra/d). A termékek elballitasi paramétereit
irodalmi adatok alapjan deffinialtuk, igy a hordozo-hatdéanyag arany minden esetben 10 az 1-
hez [192] volt. Tehat az inhalaciéra alkalmas részecskék mikronizalasat dezintegralo
szaraz Orléssel, illetve integral6 porlasztassal, azaz szemcseképzéssel valésitottuk meg. Ez
utobbi esetben a hatéanyag teljes habitusat kedvez6 modon befolyasoltuk.
Megallapitottuk, hogy a magnézium-sztearat a hordozo6 aktiv helyeit betdltve moddositotta a
hatéanyag hordoz6 feliiletén valo elteriilését és ezaltal az interpartikularis kdlcsonhatasokat is

befolyasolta.

% MELKspd—-

Porlasztott
hatéanyag szemcse

Hordozé szemcse

feltiletén l1évé bevonat

35. dbra: Orléssel és porlasztva-szaritassal mikronizalt hatéanyag felvitele feliiletkezelt hordozéra
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Kimondhato, hogy ha a hatéanyag aggregaciora hajlamos (pl. MELKspd), ezaltal nagy
kohézios munka (W¢) jellemzi, de az adhézidja a hordozohoz kismértékii, javasolt hordozo-
alapt formulalas alkalmazasa. Ugy véljiik, ilyen esetben a hordozo preventive segiti azt, hogy
a hatéanyag ne tapadjon 0ssze, de a kismértékii adhézidé miatt inhalacié soran konnyen le tud
szakadni a farmakon a hordoz¢ feliiletérél. Igazoltuk, hogy magnézium-sztearatot tartalmazo
minta esetén csokkent a polaritas, az adhéziés munka (Wadn) és az adhézios erd (Fadn) is. Az
interpartikularis kélcsonhatasok modosultak, inhalacié soran a hatéanyag konnyebben levalhat
a hordoz¢ felszinérdl inhalacié soran.

A tiidédepozicio (FRF) mértéke novelhetd a kedvez6 habitusu (szférikus morfologia,
mikronos szemcsék, kis siitriiség) porlasztva-szaritott meloxikam-kalium (MELKspd)
hordozoén valo alkalmazasaval. Ezzel ellentétben az 6rléssel mikronizalt meloxikam (WMEL)
esetén a hordozo jelenléte rontotta a tiidédepoziciot (35. tablazat). A magnézium-sztearattal
torténd feliiletkezeléssel az FRF értéke szintén javithato. Az atlagos aerodinamikai atmérd
(MMAD) vonatkozasaban kijelenthetd, hogy forditott aranyossag figyelhetd meg a szemcsék
mérete és a depozicid mértéke kozott. Megallapitottuk, hogy a hatdanyag szférikus
morfologidja, a hordozé feliiletkezelése és a részecskek kozott 1évo kolesonhatds egylittesen
jatszik szerepet a termék aerodinamikai sajatsagainak befolyasolasaban, a deponalodott

hatéanyag mértékének javitasaban.

35. tablazat: Interpartikularis kolcsonhatasok é€s in vitro aerodinamikai jellemz6k

Mintik Weadn Fan W FRF (%) FRF (%) MMAD
[MN/m]  [mN] [MN/m] <5 pm <3 pm (nm)
UMEL 118,76 271’;12i 150”562; 6,54+ 0,15
WMEL + TH70 10116 o5 2‘82? 1‘8’72? 7,18 +0,06
WMEL + TH70 MgSt 3 11’,50? 1%”147; 743 20,11
MELspd 146,74 591’,‘;? 3%’,63? 3,41+0,18
MELKspd + IH70 102,67 (1)’(?37 - 5%%%* 350’,6281i 3.82£0,16
MELKspd + IH70_MgSt 76,80 (1),0439* 720’,3724i 460’21? 3,11 % 0,09

Osszeségében megallapitottuk, hogy a fejlesztett és innovativ, hordozo alapt rendszerek
koziil az amorf sajatsagh MELKspd + IH70 MgSt készitmény kiemelkedd in vitro
tiidédepoziciot mutatott — FPF < 5 pm (72,32%) és FPF < 3 um (46,05%), amit in silico

mérésekkel is alatamasztottunk (K27).
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Igazoltuk, hogy a hordozomentes formulaciok fejlesztése mellett még mindig vannak
lehetéségek a hordozoalapi DPI-k tovabbfejlesztésére kombinalt technologiak
alkalmazasaval. NSAID kutatasi vonalunk mellett antibiotikum-tartalma DPI fejlesztések (EK
7, EK 8) is igazoltak e technolodgia alkalmazhatosagat, ahol a formulalas utolsé 1épéseként az
inhalacios kapuszala tipusokat is tanulmanyoztuk, ennek koszonhetden a jovOben a CF- és

COPD-terapia hatékonysaganak javitasa is eldrevetitheto.

6.2.2.2 Innovativ ,,micro-in-micro”’ porinhaldciés formuldciok fejlesztése

A klasszikus formulalasi megkozelitéssel ellentétben (porkeverék eldallitasa) kovetkezd
1épésként a MEL-tartalmu mikrokompozitokat a hatdéanyag/segédanyagok ko-porlasztasaval
kétlépéses folyamatként allitottuk eld (37. abra). Ez az eljaras 1j tendenciat képvisel a szaraz-
porinhalécios készitmények formuldldsdban. Innovativ technologiaval a vizben rosszul old6dé
meloxikdm hatéanyagot, vizes mikroszuszpenziébol a tiidében biztonsagosan alkalmazhatd
segédanyagokkal (kiilonb6z6 kombinaciokban: PVP, PVA, TWEEN, LEU) ¢és
mikrohordozoéval (mannit, M) egyiitt porlasztottuk, aj-tipusi mikrokompozitot (micro-in-
micro formulacio) eredményezve. A szemcseméret csokkentést nedves orléssel hajtottuk
végre (Ultraturrax -UT-6500 és 24000 rpm 10 perc). Az elballitott pre-szuszpenziobol
mikroszuszpenziot (1,5-5 um) készitettiink nagy nyomast homogenizator (Avestin Emulsiflex
C3, Kanada) alkalmazasaval, majd porlasztva-szaritassal képeztiik (Biichi Mini Dryer B-191)
az inhalacios gyogyszerformat. A két 1épésben kialakitott mikrokompozitok szemcsemérete a
pulmonalis alkalmazéasnak megfeleléek (~ 3 pm). a polimerek (PVA és PVP) kedvezden
modositjak a mikrokompozitok feliiletét, aggregacio-gatlast biztositva az dsszetételben, ezzel a
szemcsek egyediségét megdrizve. Megallapithatd, hogy a LEU alkalmazasaval a deponalodott
frakcio novelhet6, az in vitro aerodinamikai vizsgalatok soran kedvezé kitapadas figyelhetd
meg a bronchialis traktusnak megfeleld szinteken. A hatéanyag feliiletén segédanyagokkal
kialakitott hidrofil réteg elosegiti a MEL pillanatszerii kioldodasat a bronchialis traktust
modellezé hidrofil kornyezetben (80% MEL-felszabadulas 5 perc elteltével, amely tobb, mint
25-szorosére fokozodott a kezeletlen anyaghoz képest). A végtermék kristalyos sajatsaganak
megtartasa elonyds a stabilitas (40 °C, 75 % RH, 6 honap) szempontjabol. Innovativ terméket
fejlesztettiink, a képzett mikrokompozitok 1j tendenciat képviselnek a pulmonalis
hatéanyagszallitas teriiletén (36. abra). A MEL-M-PVA-LEU 0&sszetételit mikrokompozit a
gyorsitott stabilitasi vizsgalatok sordn fizikai és kémiai szempontbol stabil és a vizsgalt
tulajdonsagok szignifikdns valtozast nem mutatnak, az FRF értéke meghaladja a jelenleg

forgalomban 1év6 készitmények aerodinamikai paramétereit (53-57%) (37. abra), valamint a
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terapias céllal tiidobe juttatott koncentraciok citotoxicitasi vizsgalatai alapjan a Calu-3 tipust

sejtek életképességét nem befolyasoltak (K28, K29, EKD9).

T

MX preszuszpenzio  Mikroszuszpenzio formulilisa  Végso forma, a mikrokompozitok MEL-M-PVA-LEU
eloallitasa UT-al nagyvnyomasui homogenizatorral kialakitasa ko-porlasz tissal

Minta D(0,1) (um)  D(0,5) (um)  D(0,9) pm)
MEL 8,56 30,85 63,71
M 5,32 36,37 6545
MEL-M 1,38 3,09 243,68
MEL-M-PVP 1,65 3,29 6,19
MEL-M-PVP-LEU 1,53 3,05 5,68
MEL-M-TWEEN 248 5,09 10,52
MEL-M-TWEEN-LEU 2,08 4,16 8,88
MEL-M-PVA 1,57 3,11 5,81
MEL-M-PVA-LEU 1.72 334 7.9

"o

36. dbra: Micro-in-micro rendszerek eldallitdasi folyamata és a termék mérete, morfolégidja

40 °C 75 % RH 180 nap

MEL-M-PVA-LEU

Relativ abszorbancia

Tirolis elott

3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Hullimszim 1/cm

Atlagos aerodinamikai

FRF
Minta atméro

(%)

(um)

MEL-M-PVP-LEU tdrolas el6tt 53,05+1,13 352+0,13
MEL-M-PVP-LEU tarolds utdn 41,16 =281 391+045
MEL-M-PVA-LEU tarolas elétt 57,50+ 1,0 3,04+0,17
MEL-M-PVA-LEU tarolds utan 525+22 3,39£0,11

37. abra: Micro-in-micro rendszerek szerkezeti és aerodinamikai jellemzése stabilitasi vizsgalatok

sordn

101



Artia79 68 23

Ambrus Rita Doktori értekezés

Munkam folytatasaként az ujonnan szabadalmaztatott meloxikam-kalium és az in situ
(pH eltolassal) képzett meloxikam vizes oldataibél eléallitottunk hordozomentes DPI-
formakat. A korabbi mikro-szuszpenzidés Ko-porlasztast kovetéen tehat jelen esetben, az
eloallitott vizes oldatot porlasztva-szaritottuk, ezaltal nagy kitermeléssel (60-70%), jol
reprodukalhaté amorf termékekhez jutottunk.

Elvégeztik a MELK-LEU/MELK-PVA ¢s MELK-LEU-PVA szervesoldoszer-mentes
oldatanak ko-porlasztasat kiilonbozo Osszetétel-aranyokat vizsgalva. Megallapitottuk, hogy
integrald eljarassal D (0,5): 2,5-4,4 um-es szemcsék képezhetok, amelyek Kkerekded,
kagyszloszerii morfologiaval jellemezhetok. A DPI-ok strliségének kontrollalasa is
befolyasolja aerodinamikai profiljukat. A DPIl-részecskék kisebb stirlisége jobb folyasi
sajatsagot és nagyobb depoziciot biztosithat a mélyebb légutakban. A mintaban 1év6 nagyobb
mennyiségli LEU tovabb csokkenti a siiriiséget, e részecskék feliiletének érdessége is
erdteljesebb. A PVA jelenléte csokkenti a siiriséget. E segédanyagok kombinaldsa esetén a

3 ald csokkent. A DPI-k siirlisége altalaban 1 g/lcm?® ezért sajat

strtiség 0,153 g/cm
formulaciodink kis stiriségii készitményeknek tekinthetok. Az in vitro és in silico aerodinamikai
mérések soran megallapitottuk, hogy LEU-PVA segédanyagok hasznalataval a FRF érték 70%
f61¢ emelhetd, MMAD: ~ 2,5 um. Javasolt a LEU nagyobb koncentracidoban és a PVA kisebb
mennyiségben torténd alkalmazasa. 30/60/80 l/perc-es aramlasi sebesség beallitasaval is
meghaladtuk a gyari készitmények FRF értékeit minden Osszetétel vonatkozasaban, ezzel

crer

megvalositasara, eltérd ellenallast szerelékek hasznalataval is (K30).

Kovetkezd célunk hordozomentes, meloxikdm tartalmt, nem poréozus (MEL-LEU
és/vagy HA), illetve por6zus (MEL-LEU-HA-AB -ammonium-bikarbonat-) DPI-ok el6allitasa
1,5 és 2,0 mg/ml) adtunk, amely porogén anyagként miikodik, melegités hatasara COz-ra és
H20-ra bomlik. Az AB-t 5 perccel a porlasztva szaritas elétt feloldottuk (2 perc keverés, 200
ford./perc), hogy minimalizaljuk a porlasztva-szaritas el6tti bomlasat.

Megallapitottuk, hogy a Kkisebb siiriiségii (<0,19 g/cm®) és nagy geometriai
atméroji porozus osszetételek aerodinamikai tulajdonsagai (EF>76,1% és FRF>77,5%)
kedvezobbek, a kisebb méretii, de tomorebb szerkezetii nem-poréozus formulaciékhoz
viszonyitva (EF<61,7% és FRF<41,2%) (36. tablazat). Mind a nem-por6zus, mind a porézus
Osszetételek kiemelkedd in vitro és in silico aerodinamikai tulajdonsagokkal rendelkeztek,

amelyek meghaladjék a jelenleg forgalomban 1év6 inhalécios készitmények hasonlo érekeit.
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36. tablazat: Mikrometriai és aerodinamikai értékelés

D (0,5) Valodi Tomoritett MMAD FRF EF
(um) siirliség siirliség (um) (%) (%)
(g/cm®) (g/cmd)

Nem poro6zus DPI

MEL-LEU 3,4+0,02 0,27+0,01 0,45+0,05 2,52 41,2+3,3 61,7+4,1
MEL-LEU-HA?? 4,3+0,01 0,28+0,01 0,47+0,03 2,71 36,2+4,2 57,1+1,8
MEL-LEU-HA%15 3,9+1,07 0,27+0,01 0,42+0,10 2,95 35,6+2,7 59,9+1,7
Porézus DPI

MEL-LEU-HA%® ABY® 5,6+0,73 0,09+0,01 0,14+0,01 2,74 54,5+2,1 79,5+4,2
MEL-LEU-HA%5ABLS 5,0+0,60 0,09+0,01 0,15+0,01 2,57 57,4+5,6 77,5+6,8
MEL-LEU-HA%® AB? 5,6+0,06 0,07+0,02 0,10+0,02 2,41 59,7+4,0 79,5+5,5
MEL-LEU-HA%> AB? 4,9+0,60 0,10+0,02 0,19+0,05 2,32 65,8+3,2 82,8+6,8

*felsd index szamértéke: HA és AB mg/ml koncentracidt jeloli, MEL: 1,5 mg/ml és LEU: 0,75 mg/ml

Kiilonb6z6 segédanyag koncentracidokat Osszehasonlitva, megallapitottuk, hogy 2,0
mg/ml  AB-koncentracioju porozus részecskék alacsonyabb MMAD-t (2,32-2,41 um)
mutatnak, mint az 1,5 mg/ml-es (2,57-2,74 um). A nagyobb mennyiségli porogén pozitivan
befolyasolta a részecskék folyasi sajatsagait, igy kisebb aerodinamikai atmérdt eredményezett.
Ezzel szemben nincs szignifikdns kiilonbség az MMAD értékben a 0,15 és 0,30 mg/ml HA
koncentraciok kozott. Az in vitro aerodinamikai elemzéssel Osszhangban 1év6 depozicid
prediktalhato6 az in silico vizsgalatokkal is. A tiidédepozicio a levegd bentartasi id6 novelésével
fokozhato (38. abra). A459 tiiddsejt kulturan tesztelve ezeket az Gsszetételeket, sejt toxicitast
adott koncentracioban nem mutattak, 1 mg/ml-koncentracio alatt alkalmazhatok. Ennélfogva
alkalmassa valnak fibrozis, COPD és egyéb tiidot érinté gyulladasos megbetegedések lokalis
kezelésére (K31, EK10).

" 5 s levegé benntartds: 10 s levegd benntartds :

55 . ;
~ 50 — T 50 - ' "
£ 4 T <3 ) |
< 40 2 40
g 3 : s 35
S 30 [ s 2 30 \
,:S: 25 1 diaid K25 411 b 8 .
= 20 III 50 . 1 I III

15 15 m '
Felsé  Tidd  Ki Felsé Tiudé  Ki L

Nem-poroézus formuldlas / Porézus formuldlas \‘

MEL-LEU-HAO3 MEL-LEU-HA®3 AB2 Porozus

MEL-LEU-HAO1> MEL-LEU-HA%1>_AB2

38. abra: Porozus és nem-porozus formulaciok in vitro és in silico aerodinamikai jellemzése
(Felsdléguti (Felsé), Bronhidlis és alveolaris (TiidG), Alveoldris és kilélegezhetd (Ki))
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Diszkusszio

Eléallitasi technologidkat vizsgaltunk hordozdalapu és hordozomentes mikrorészecskék
preformulacidja soran. Dezintegralo és integrald eljarasokat alkalmazva inhalaciora alkalmas
MEL-tartalmt DPI termékeket képeztiink, inhalaciora alkalmazhaté segédanyagokkal (pordzus
¢s nem porozus részecskék oldatbol és szuszpenzidobol ko-porlasztassal). A porlasztva-szaritas
55-75%-0s kitermeléssel amorf szemcséket eredményezett 2,51-5,6 pm-es geometriai
atmérével, kivétel a mikroszuszpenzio porlasztasa, ahol a kristalyossag megtartott volt. In vitro
és in silico aerodinamikai vizsgalatokkal prediktaltuk a depozicié mértékét.

Tovabbfejlesztettiink egy hagyomanyos, hordozé alapu formulalast, ahol a hordozo
feliiletkezeld eljarasat (a feliilelten 1évo aktiv helyek bevonésaval) kovetden elézetesen
beallitott, megfelel6 habitust porlasztott hatdanyaggal interaktiv fizikai keveréket allitottunk
el6. Minden esetben a ko-porlasztott hatdanyag ¢és a felhasznalt segédanyagok biztositottak az
egyedi morfologiat, a megkovetelt mikronos geometriai és aerodinamikai Aatmérot.
Megallapitottuk, hogy aggregaciora hajlamos szemcsék esetén a részecskék kozott nagy a
kohézios munka (W¢), azonban az adhézié a hordozohoz kismértékii, javasolt az altalunk
alkalmazott hordozo-alapti formulalasi technologia. Igazoltuk, hogy magnézium-sztearatot
tartalmazo minta esetén csokkent a polaritas, az adhézios munka (Wadn) és az adhézios erd (Fadh)
is. Az interpartikularis kolcsonhatasok méddosultak, a hatéanyag konnyebben levalhat a hordozo
felszinérdl inhalacio6 soran.

Korszerli, innovativ technologidk alkalmazasaval hordozémentes porinhalacios
készitményeket (,,micro-in-micro” kompakt/nem porozus, illetve pordzus) formulaltunk
vivéanyagot (M) a szemcsék egyediségének biztositasara, polimereket és nedvesedést fokozd
segédanyagokat (PVA, HA, Tween) a morfologia befolyasolasa céljabol, illetve aminosav
hozzaadasat (LEU) az aerodinamikai sajatsagok novelése érdekében sziikséges a készitmény
Osszetétel tervezésénél alkalmazni. A LEU magyobb koncentracioban tovabb csokkenti a
stiriséget, e részecskeék feliiletének érdessége is erdteljesebb, kagyloszerii morfoldgia dominal.
Porusképzé AB-t szintén nagyobb koncentracioban javasolt alkalmzni, ezaltal 5-6 um-es 0,1
g/cm? kisstirtiségli részecskék 70%-os FRF értéket mutattak. Olyan technologiai eldallitési
protokoll 1épéseket alkalmaztunk, amelyek mind hidrofil, mind lipofil sajatsagi hatdéanyagok
pulmonalis terapiaban valé alkalmazhatosagat vetitik el6. Vizsgalati protokoll részét képez6 in
silico aerodinamikai modellezés alapjan elsésorban a centralis tiidd régio érintettsége

prediktalhato, ami a krénikus obstruktiv tiddmegbetegedések hatékony kezelését biztositja.
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6.2.2.3 Szubmikronos (,, nano-in-micro/extrafine””) porinkaldacios rendszerek fejlesztése
kronikus tiidobetegségek hatékonyabb kezelésének céljabol kombinalt nanotechnologiai
eljarasokkal

A nanorészecskék DPI formuldldsdnak megoldésa uj lehetdségeket biztosit az inhaldcios

terapiaban, forgalmazott készitmény azonban jelenleg nincs piacon. Kovetkezd 1épésben
meloxikam-tartalm( hordozomentes ,,nano-in-micro/extrafine” formulalast valositottunk
meg, megfeleld segédanyagokkal kialakitott részecskék képzésével. Nedves Orléssel
(MEL_PVA) elgallitott prediszperzioval, majd kiilonb6zé elven alapuld, mikro- és nano-
porlasztva szaritdssal nanonizalt hatéanyag tartalmu inhalacios port (MEL, PVA és LEU
tartalmt) formulaltunk. A porlaszt6 tipusa alapjan ,,Mini porlaszt6” — 165 °C illetve ,,Nano
porlaszté” — 80 °C-os szaritd levegd homérséklet alkalmazasa mellett végeztiik a 138 nm-es

prediszperzid szilard fazisu szemcsévé torténd integralasat (37. tablazat).

37. tablazat: Nanonizalt MEL-t tartalmazo prediszperzié DPI formulalasa

,»Nano-in-micro” formulalas ,Nano-in-extrafine” formulalas
Hatdéanyag MEL: 1,5 mg/ml MEL: 1,5 mg/ml
Segédanyagok LEU: 20-40 mg/ml LEU: 20-40 mg/ml
PVA: 2-2,5 mg/ml PVA: 2-2,5 mg/ml
Eljaras Nedves 6rlés-prediszperzidé 138 nm,  Nedves 6rlés-prediszperzié 138 nm
Porlasztva szaritas Nano-porlasztva szaritas
(165 °C) (80 °C)
Kitermelés 45-58% 61-64%
Morfologia Szférikus, fankszert, egyenetlen Szférikus, egyenetlen felszin
felszin
Geometriai atméro 3,1-4,4 um 1,1-1,5 pm
Kristalyossag Részben amorf (29-58%) Részben amorf (54-69 %)
Stirliség 0,20-0,28 g/cm?® 0,30-0,32 g/cm?®
In vitro kioldas t30= 82% t30= 100%)
Citotoxicitas Nem toxikus Nem toxikus
Gyulladascsokkentd - Jelent6s
hatas
In vitro aerodinamikai tulajdonsagok
EF 72-84% 30-81%
FRF 73-76% 62-95%
MMAD 1,5-2,4 pm 1,2-2,2 um
In silico aerodinamikai tulajdonsagok (tb-n=10 s)
Fels6 léguti 10-22% 5-34%
Tiid6/Centralis 22-47% 16-29%
Kilélegzett/Periféria 32-68% 29-67%
Terapias alkalmazasi Kronikus obstruktiv tiidébetegség, Covid-19 okozta tiidégyulladas, Nem
javaslat Cisztas fibrozis kissejtes tiidokarcinoma

A MEL nanorészecskéket (138 nm) tartalmazo6 nanoszuszpenziobol kozel gomb alak, 3-

4 um méretli mikrorészecskéket integraltunk ,,Mini” porlasztéval (uspd). LEU hozzdadéasaval
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(0-20-40 mg/ml) a porlasztva szaritas hozama (58%) javithato. A mintak fajlagos feliilete (1,7-
2,2 m?/g) nétt a MELhez (1,09 m?/g) képest. A kis siirtiségii (0,20-0,27 g/cm?®) készitményekkel
megfeleld aerodinamikai tulajdonsagokat értiink el. A PVA alkalmazéasaval megnétt a mintak
polaritasa, a LEU a részecskék kohézidjat csokkentette. Az XRPD és DSC mérésekkel a MEL
amorf allapotat tamasztottuk ald. A fajlagos felillet novekedése, az amorfizacié és a
segédanyagok hatasara mesterséges tiidéfolyadékban a kioldodas 23%-rdl 82%-ra javult és in
Vitro permeabilitas is haromszorosara fokozodott. A mintak jo acroszolképz6 tulajdonsagokat
mutattak az in vitro aerodinamikai mérések soran: 72% feletti FPF, 1,55 és 2,33 um kozotti
MMAD, 72% feletti ED. A LEU alkalmazasa noveli a mélyebb 1égutakban torténd depoziciot
(38. tablazat).

38. tablazat: ,,Nano-in-micro” DPI-ok fizikai-kémiai és in vitro jellemzése

D Valodi  Tomoritett W J t30 MMAD FRF EF
(0,5)  siirtiség stiriiség  (MN/m)  (ug/cm?/h) (%! (um) (%) (%)
(um)  (g/cmd) (g/cm®) 30perc)
MEL-
3,186 0,177 0,262 146,76 2,33 75,67 72,42
LEUO 61,80 56
+0,02 +0,02 +0,01 + 1,40 +0,08 +3,46 +3,05
pspd
MEL-
3,800 0,156 0,274 123,68 1,74 72,81 83,47
LEU20 86,90 67
+0,014 +£0,01 +0,01 +1,02 +0,35 =+1,46 =+1,33
pspd
MEL-
4,396 0,147 0,204 99,96 1,55 73,63 75,22
LEU40 73,58 82
q +0,03 +0,01 +0,01 +1,94 +0,06 +0,96 1,75
usp

Az in silico szamitasokat 5 s és 10 s benntartasi id6vel szamoltuk. 10 masodperces
I1¢legzetvisszatartast alkalmazva a lerakodott frakcio mértéke minden esetben javult. A LEU
tartalmi termékek javult diszperzitdsfokanak koszonhetden az extrathoracalis depozicid

csokkent. Az in silico aerodinamikai értékek a termékek légutakban valdo mély depozicidjat

bizonyitottak, ami az acinaris régioban magasabb volt a bronchialis régidhoz képest (K32).

Ezt kovetden ugyanezeket a formulacidkat ,,Nano” porlasztdval is integraltuk (nanospd)
azzal a céllal, hogy a végtermék extra finom méret-eloszlassal, kdzel 1 mikronos részecskéket
tartalmazzon. A termékek atlagosan 1-1,5 pm-es részecskékbdl alltak, amelyben a MEL
nanoméretli aggregatumként detektalhatd. A mintdk zéta-potencidlja -21 és -25 mV kozott volt,

ami azt mutatja, hogy stabil szuszpenzios rendszert képeznek. A negativ zéta potenciallal
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rendelkezd Osszetételek jobban lebomlanak a tiidében, ezért nem okoznak tovabbi fertdzést
vagy fibrozist a hosszl retencio miatt. A kioldddasi és permeabilitasi profilok alapjan a Nano

porlasztoval térténd integralas elényosebbnek mondhato6 (39. abra).

. Zéta-potencial Tomdoritett
Minta d (nm) (mV) siiriiség (g/cm’)
MEL-LEU20
743,05+ 27 -23,30x2.74 03180=+1.,32
nanospd

100 — MEL

90 4+ MEL-LEU20 nanospd
80 +
70 +
60 +
50 +
40 +
30 +
20 +
10 +

g (%)

&)

Felszabadult hatdanya

} + t + !
0] 5 10 15 30 60
1dé (pere)

39. dbra: Szubmikronos porinhaldcios rendszer fejlesztése (nano-in-extrafine)

Az eléallitott ,,nano-in-extrafine” DPI kiemelkedd tiidédepoziciot mutat, acrodinamikai
atméréje nanométeres, megcélozhatok vele az alveolusok. Az eldallitott minta FPF értéke
96,17% volt egészséges tiidokapacitas mellett és 90,17% csokkent 1égzésfunkcidéval. Ezen
értékek meghaladjak a jelenleg forgalomban levd készitmények értékeit. Az aerodinamikai
részecskeszamlalé modszer is igazolta az extrafinom partikulomok jelenlétét. Az alkalmazott
gyulladascsokkentd hatasa alapjdn az alveolaris gyulladasok lokalis kezelésében lehet
alkalmazni (39. tablazat).

Az in silico szamitasokat sztochasztikus tiidémodell segitségével végeztik. Az
eredmények korrelalnak az in vitro aerodinamikai értékekkel. A formulaciobol 25% jutott a
centralis 1égutakba és majdnem 70% a perifériara (alveolusokba). A formuléaciok stabilak,
aerodinamikai paramétereikben 6 és 12 honap alatt sem mutattak szignifikans valtozast. A

modszer adaptalhaté mas hatdéanyagok formulalaséra is, tagitva a kezelhetd betegségek korét
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(asztma, tuberkuldzis). A nanotechnologiai megoldésok alkalmazdsa még magasabb szintre
emeli a készitmények hatékonysdgat. A szubmikronos részecskék mélyebbre jutnak a

légutakban, a nanonizalt hatoanyag pedig nagyobb mennyiségben képes eléri a célsejteket
(K18).

39. tablazat: ,,Nano-in-micro” DPI-ok fizikai-kémiai és in vitro jellemzése

Toméoritett We

D (0,5) o J ts0 MMAD  FRF EF

ey (TN uglemh) (96/30pec) ) (8) (%)
MEL_LEUO 1,168 0,3036 1367 o8 % 2,151 6593 30,50
nanospd + 0,004 + 0,002 ' +0,106 +0,226 +1,131
MEL-

1,307 0,3180 1,344 86,99 58,77
LEU20 10036 o001 L1048 107 % L0231 +2086 +1106
nanospd
MEL-

1,429 0,3155 1,265 9491 80,90
LEU40 +0,088  +0,006 97,38 81 % +0,072 +0,812 +10,97
nanospd

Diszkusszio

Osszegzésként elmondhatd, hogy a porlasztva-szaritas mechanizmusa azonos Osszetétel
ellenére eltérd karakteri DPI terméket eredményezett, azonban a nanoméretli hatéanyagnak
koszonhetden az in vitro és az in silico aerodinamikai eredmények kovetkeztében, mind a
,hano-in-micro”, mind a ,nano-in-extrafine” termékeket javasoljuk terapia-specifikus
készitmények kutatasa és fejlesztése céljabol. A nano porlasztva-szaritassal a kitermelés
fokozhatd, az eljarassal szubmikronos aggregarumok képezhetok.

A Mini porlasztoval készitett mintak magas deponalodast mutattak a horgoket
modellezd 3. és 4. szinten. A nano-porlasztoval szaritott LEU nélkiili mintak aggregalodtak és
lerakodhatnak a felsd 1égutakban. Ebben az esetben a LEU-t tartalmazo termékek viszont
kimagasloan nagy mennyiségben jutottak el az alveolaris régidba. A LEU hozzaadasa novelte
a kitapadt hatéanyag mennyiséget a sziirdn, amely jol szimulalja az alveolusok szintjét. Az
aerodinamikai atméré mikro- és nano-tartomanyban volt. Az FRF értékek a mikrometrikus
mintaknal 70%-0t, a nanoaggregarumoknal pedig 90%-ot kaptunk. A kozel 80%-0s
emittalt frakcio-érték mind a két esetben elérhet6. Az alacsonyabb 1égzési paraméterck
mellett is magas tiidoddepoziciot biztositdo DPI készitmények alkalmasak lehetnek a tobb millid
kronikus tlidobeteg életmindségének javitdsira, ezzel komoly tarsadalmi és gazdasagi

problémakra nytjtananak megoldast.
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Osszeségében elmondhatd, hogy formulalési és vizsgalati protokollt dolgoztunk ki (hazai
szinten els6ként), amely az inhalaciora szant termékek teljes korti fizikai-kémiai, szerkezeti,

morfologiai és acrodinamikai (in vitro és in silico) analizisét teszi lehet6vé (40. abra).

\ Fizikai-kémiai \ \ In vitro Ny Invitro F_ormal ‘ In silico
/ caistss S/ vizsoa ; / /  vizsgélat / /
/ sajatsagok // vizsgalatok // sejtvonal // 58 / /
/ f/ / ,.’ / ;,«" :" / // 4 ,.’ / ,.’ 4 ,.’ /
Méret, eloszlds  o1dakonysag Pulmonalis epitel ~ Aerodinamikai Individualis
kultara vizsgalatok szimulacios
Morfoldgia, Hatoanyag
e . Sejtkapcsolat vizsg.  Porreologia modellek
suruseg felszabadulas Jtap »8 g
Interpartikuldris  permeabilitas Efflux pumpa Kapszula tipus
kolcsonhatasok Toxicitas Stabilitas: ICH Topic
. 1A(R2
Szerkezet, Calu 2 sejtvonal Q1A(R2)
viztartalom

Gyulladascsokkentd
hatas

40. dbra: Inhaldacios porok kutatasanak és fejlesztésének vizsgalati protokollja

Tézispontok:T14-17
K18+K27-32 (6,525+6,321+2,967+3,242+3,862+4,845+5,112=32,874) EK7-10
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VIlI. MEGALLAPITASOK TEZISPONTOKBA RENDSZEREZESE

T1. Bolygémalomban, szaraz ko-Orléssel tOorténd nanonizalds soran, az acélgolyok mellett
alkalmazott ko-6rl6 segédanyagok csokkentik az iitk6zés altal atadott kumulativ 6rlési energiat, és

stabilizaljak a terméket (K1).

T2. Amorf és/vagy kristalyos nanorészecske eldallitasat az Orlési eljards optimalizalasaval,
valamint az amorf, szemi-kristalyos, illetve kristalyos ko-6rl6 segédanyagok helyes
megvalasztasaval lehet elérni. A ko-6rl6 segédanyagok (pl. PVP, PEG, PVA, mannit)
alkalmazasaval a szemcseméret csokkentésén tul a kristalyszerkezet letorésének mértéke, valamint
a hatéanyagok (MEL, LAM, NIF) oldddasi sebessége és oldékonysaga is befolyasolhato (K1, K2,
EK1).

T3. A szaraz ko-0rlés kritikus mindségi paraméterei (CQA-k) koziil a szemcseméret €s annak
eloszlasa, illetve a hatéanyag felszabadulasa, mig a kritikus gyartasi folyamat-paraméterek (CPP-
k) esetében a hatdanyag:segédanyag arany, valamint az Orlési id6 €és sebesség a legkritikusabb
paraméterek a nanorészecskék eldallitasa soran. Design Space (tervezési tér) validalasaval koltség

¢s idéhatékony modon mintaeldallitasi modszer optimalizalhato (K2, K3, EK2).

T4. A bolygomalom és a gyongymalom eldnyeinek kombinalasaval fejlesztett nedves Orléses
eljaras alkalmas a hatdéanyagok kiméletes nanonizalasara. Az alkalmazott polimer-oldat
viszkozitdsa, valamint a 0,3 mm atmérdju cirkonium-oxid gyongyok egyiittesen teszik lehetdvé a
muveleti id6 csokkentését, el6-0rlés és feliiletaktiv anyag alkalmazasa nélkiil eredményeznek kivant
szemcseméretll terméket (100-500 nm). Az 6rl6 gyongydk mennyisége csokkenthetd a hatdoanyag
mennyiségének novelésével, valamint ezzel a hatdanyag kristalyossaga is szabalyozhato. A
prediszperzio stabilizalasa szilard hordozo feliiletére torténd rogzitéssel vagy szaritasi eljarasokkal

valdsithato meg (K4, K5, K6).

T5. Az ultrahangos kavitacio alkalmas, alacsony hémérsékleten végbemend (~40 °C) nedves
Orléses eljaras segédanyag jelenlétében torténd mikronizaldsra. A hatdéanyag kristalyos szerkezete
a kezelés hatasara nem torik le, kristalyossagi foka nem valtozik, bomlas nem prediktalhatd. Mind
a statikus, mind a dinamikus elrendezés esetén igazoltuk, hogy a kis mintatérfogat, nagy amplitudo,
0,75 szontrdd pozicid eredményezi a fajlagos feliilet ndovelését, mikrorészecskék eldallitasat (K7,

K8, EK3).
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T6. Pre-szonikalassal, feliiletnedvesito stabilizalo (0,2-1% koncentracio) jelenlétében eldallitott
mikroszuszpenzi6 (6-7 pm) nagynyomast homogenizalasa nanodiszperziok (400-500 nm)
eloallitasat teszi lehet6vé, ahol mindségtervezéssel (QbD, DoE) igazoltuk a prediktalt, illetve
alkalmazasa, a gydgyszerforma eléallitasara alkalmas prediszperzié mindsége biztositott, szaritasi

folyamattal kombinalva szilard orodiszperz gyogyszerformaként stabilizalhato (K9).

T7. Kiilonb6z6 sajatsaghh modellanyagok esetében kombinalt integrald eljarassal, kavitacid altal
asszisztalt mikro/nano hatéanyagprecipitacid érhetd el. A hatéanyagszemcsék megndvekedett
fajlagos feliiletének feliileti nedvesitése és amorf jellege az oldékonysag €s oldodasi sebesség
novekedést eredményezte. Igazoltuk, hogy az oldoszer-antioldoszeres precipitacié soran a
folyamatos energiakozléssel a stabilizalok gyors feliileti adszorpcidja révén a nukleacié sebessége
nd, mig a kristalynovekedés gatlasa kovetkezik be, a PVP K25, illetve Poloxamer stabilizal6 szerek
(0,2%) fizikai-kémiai kolcsonhatasba keriiltek a hatéanyaggal, a keletkezett amorf
nanorészecskéket megfelelé modon stabilizaljak, ezaltal 7 napos ,,holding time”-ot is biztositva

(K10, K11, K12, K13, EKA4).

T8. Alternativ energiaforrasok, 6sszehasonlitva hagyomanyos kristalyosito eljarassal (kristalyositas
megvaldsitasa, elektrosztatikus tér, nagyfesziiltségii hideg plazma szintézis, illetve elektromagneses
sugarzas altal indukdlt oldoszer evaporacid), Uj lehetdségként alkalmazhatok hatéanyagok
szemcseméretcsOkkentése céljabol.

szubmikronos szemcsék (200-1000 nm) eldallitasat teszi lehetévé, mivel kristalyosodasgatlo
védOpolimert a folyamat sordn nem haszndltunk fel. A nagy fesziiltségen végbemend
interaktiv fizikai keveréssel preformulalas soran ki lehet védeni.

A pillanatszeri oldészer-elparolgatast eredményezé mikrohullamu szintézisnél a PVP
stabilizal6 polimer egyedi, amorf hatéanyagszemcsék képzését teszi lehetévé. Alternativ integralo
technoldgiak javasolhatok gyenge oldékonysagu hatdanyagok esetében farmakonjeldltek klinikai
tesztelése, hatéanyaggyartas teriiletén, illetve re-formulalas, biohasznosithatosag javitasa céljabol

(K14, K15, K16, K17).

T9. Optimalizalt, nedvesdrléssel eldallitott nano-prediszperziobol (138 nm) a szemcsék nano
porlasztva-szaritassal torténé integralasa kozvetlen alkalmazasra hasznalhat6 végterméket biztosit.

Javaslatot tettiink szerves oldoszermentes dsszetételekre (szuszpendalt hatdanyag, mukoadheziv és
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diszperzitast fokozo segédanyagokat tartalmazva —PVA-LEU-), amelyek 1-2 mikronos termékként,
nanorészecskék agglomeratumait tartalmazva, a gyenge vizoldhatosagu hatdéanyag oldékonysagat,
oldodasi sebességét és permeabilitasat 3-4-szeresére javitja. llyen formulaciokat tudomasunk

szerint még nem képeztek és nem vizsgaltak (K18).

T10. lgazoltuk mikronizalt és nanonizalt meloxikam-tartalmu prediszperziok alkalmazhatdsagat
innovativ folyékony nazalis gyogyszerkészitmények fejlesztésére. Fizikai-kémiai vizsgalatokkal
elészor mindsitettilk ¢és vizsgaltuk meloxikam-kalium alternativ beviteli kapukon torténd
alkalmazasat (EGIS altal szabadalmaztatott termék). Megallapitottuk, hogy szintetikus és
természetes polimerek interakcidja befolyasolja a kioldodast, a PVP-HA tartalmt formulacié gyors
("fast release”), mig a PVA-HA alkalmazasa esetén a hatdanyagfelszabadulds szabalyozott
(,,cotrolled release”). A nanoOMEL-PVA és a MELK intranazalis beadasa a készitmények nagyobb
relativ felhalmozddasat (% DTE) eredményezte az agyban az axonalis transzport révén, mint az IV

adminisztracio (K19, K20, K21, EKYS).

T11. A szonikalassal kombinalt anti-olddszeres kicsapas alkalmas eljarasnak bizonyult loratadin-
tartalmu prediszperzidé preformulalasara. Tudomasunk szerint eldszor allitottunk eld loratadin
nanoszuszpenziobol formulalt intranazélis készitményt. Mukoadheziv anyagként HA javasolhato
kiilonb6z6 koncentracidban, amely befolyasolta a rendszer fizikai-kémiai-reologiai sajatsagait.
Stabilitas vizsgalat soran meghataroztuk a tarolasi homérsékletet, amely révén megtartotta kedvezd
sajatsagait a forma. In vivo tesztekkel igazolva a készitmény terapias hatékonysaga tobbszorosére
nétt a bevételre szant készitménnyel dsszehasonlitva (K22).

A vizsgalt nazalis készitmények (T10-11) nem befolyasoljak az orrhamsejtek életképességét.
MTT-teszt ¢s valos ideji vizsgalat segitségével eldszor igazoltuk, hogy a hatéanyag
nanorészecskéket €s natrium-hialurondtot tartalmazo folyékony gyogyszerkészitmények nem

toxikusak az emberi orrhamsejtekre (K22).

T12. Szaraz ko-Orléssel optimalizalt nanonizalt lamotrigin-PVA prediszperzié mint végtermék
nazalis porkészitményként alkalmazhatd, amellyel igazoltuk, hogy bejut a kozponti idegrendszerbe.
A PVA megfelel6 matrixot szolgaltat a LAM nanorészecskék szamara a ko-0Orlés soran, ezzel

segitve kimagaslo in vitro és in vivo eredmények elérését (K23).

T13. Kifejezetten szuszpenzido- és por forma teszteléséhez diffuzios vizsgaldé modszert
fejlesztettiink. Osszehasonlitd méréseket végeztiink a vertikalis Franz Cella és az altalunk

kifejlesztett horizontalis cella alkalmazhatosagaval kapcsolatban. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt
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mikro- és nanoszuszpenziok, szilard diszperziok esetében a horizontalis cella alkalmazasa javasolt,
mivel kisebb szérds mellett, nagyobb farmakon diffiziot biztosit, koszonhetéen a geometria
elrendezésnek, a donor fazis folyamatos keverhetoségének ¢€s az in-line hatbanyag-meghatarozas
analitikai hatterének. A modositott diffuziés modell alkalmas a nazalis/pulmonalis koriilményekhez

igazodva (szimulalt elektrolit oldatok), kis térfogatban (3-9 ml), hatdéanyagnak megfeleld

cyey

crer

€s ex vivo mérési alkalmazhatdsagat. Mérési protokollt dolgoztunk Ki, amit validaltunk (K24, K25,
K26, EK6).

T14. Eljaras- és 0sszetételfejlesztést végeztiink inhalacios porok hordozoalapu és hordozoémentes
formulalasi 1épéseinek kombindldsaval. Igazoltuk, hogy interpartikularis kolcsonhatasok
befolyasolasaval (hordozo feliiletkezelése, hatéanyag habitus modositasa, interaktiv fizikai
keverés) kiemelkedden magas tiidédepozicio (~75 % FRF) érhetd el, ezaltal 0j lehetdséget javasolva

a hordozodalapt készitmények re-formulalasara (K27, EK7, EKS).

T15. Igazoltuk, hogy egylépéses eljarassal mikroszuszpenziobol, ,,micro-in-micro” hatékony DPI
rendszerek képezhet6k. Megallapitottuk, hogy a LEU alkalmazasaval a belélegezhet$ frakcio
novelhetd, polimerekkel (PVA, PVP) moédosithatd a feliilet, mig a mikronos hordozéoval (M)
befolyasolhatd a méret és a szférikus morfoldgia. A kidolgozott eljaras kifejezetten alkalmas a
vizben rosszul 0ldodo hatéanyagok szemcseméretének csokkentésére és ko-porlasztva szaritassal
stabil kristalyos és a pulmonalis alkalmazasnak megfelel habitusi mikrokompozit fejlesztésére
(K28, K29, EKO9).

Oldatbol segédanyagok hozzdadasaval (LEU, PVA, HA, AB) eldszor allitottunk eld
inhalaciora alkalmas NSAID tartalmu porézus és nem pordzus DPI-ket. Megallapitottuk, hogy a
porézus ¢és nem-porozus formulacid biztonsagosnak tekinthetd AS549-es human alveolaris
sejtvonalon 1 mg/ml-es koncentracié alatt. Osszehasonlitd vizsgalatok eredményei alapjan
kijelenthetd, hogy a kis stiriiségli, nagyobb geometriai atmérdvel rendelkezd porodzus részecskék az
in vitro és in silico aerodinamikai analizise szerint elonyosebb formulacionak tekinthet6, mint a

nem porozus (K30, K31, EK10).

T16.  Optimalizalt  prediszperzi6 nano  porlasztva-szaritdssal — torténd  integralasa
(diszperzitasfoknoveld  segédanyag alkalmazasaval) nano-DPI formuldlasat (,,nano-in-
micro/extrafine”) valositottuk meg, az innovativ termék nanorészecskék agglomeratumait

tartalmazva kis striiségi, kozel 1 pm MMAD-val rendelkezve, kimagaslo aerodinamikai
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sajatsagokkal, magas tiidédepoziciot jelez eldre in vitro és in silico. A kétlépéses elballitasi modszer
Osszekapcsolasa adaptalhatd gyenge vizoldékonysagu hatdéanyagok esetén (oldodasi sebesség €s
permeabilitas fokozasaval) inhalacios porok eldallitasara, ami az ipar szamara is alkalmazhato

technoldgiai wjitas (K18, K31).

T17. Olyan vizsgélati protokoll keriilt kidolgozasra, amely az inhal4ciora szant szarazpor
készitmények kutatdsdhoz és fejlesztéséhez teljes kort fizikai-kémiai, szerkezeti, morfologiai és
aerodinamikai (in vitro és in silico) analizist foglal magaba. Az in silico aerodinamikai modell
preformulalasi protokollba illesztését el6szor javasoltuk, amely lehet6vé teszi az egyénre-szabott

gyogyszerfejlesztés korai fazisban torténé megvalositasat (K28, K29, K30, K31, K32).

VIIl. AZ EREDMENYEK GYAKORLATI RELEVANCIAI

1. Szemcseméretcsokkentés: mikronizalas és nanonizalas integralo/dezintegralo eljarasok
optimalizalasa: innovativ technoldgia

Szemcseméretcsokkentd eljarasok és technologidk paramétereinek optimalizalasa (100-500
nm) fontos kutatasi és fejlesztési feladat. Az egyes eljarasok vonatkozasaban in. mindség
alapu tervezést (QbD) alkalmaztunk és a szabalyozasi hatteret is megvizsgaltuk a termék
hasznosithatosaga céljabol (EMA, FDA). Ezek az eljarasi protokollok minden olyan anyag
esetében javasolhatok, ahol a szemcsék habitusanak, fizikai-kémiai sajatsdgainak modositasara
van sziikség, amely révén biologiai hatékonysag és feldolgozhatosag is javithatd. Ezaltal
gyogyszeripari szakember gyari fejlesztési munkaja, illetve szabadalmak bejelentése
tamogathato.

Meghataroztuk a szarazorlés kritikus paramétereit, kockazatbecslést, illetve részletes
mindségi analizist végeztiink. A bolygomalom zart teret biztosit, un. kiporzas-mentes
eljarasnak tekinthetd, ezért az erds hatasu hatéanyagok esetén is adaptalhaté. Kutatasi
eredményeink Ujdonsagat az Orlési paraméterek €s a polimer mennyiségének optimalizalasa
jelenti a hatéanyag adott szemcseméretének eléréséhez (Orlés hatékonysaga), a
nanoszuszpenzio, mint koztitermék egy lépésben torténd kornyezetkimélo eloallitasahoz
(innovativ technoldgia). A nanomérettartomany ko-0rl6 segédanyagok (polimerek,
feliiletaktivanyagok) jelenlétében érhet6 el.

Két technika el6nyeit kombinalva tettiink javaslatot Gjszeri nedves ko-orléses eljaras
modszerére, amelyre a kis diszperzios kdzeg-igény, nagy hatékonysag és 1éptékndvelhetdség

jellemzg, mikronizalt €s nanonizalt hatéanyag tartalmu koztitermék allithato eld.
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A statikus szonikacié nem méretndvelhetd, ezért kis mennyiségli minta eléallitdsara
alkalmas (preklinikai mintaelokészités). Dinamikus szonikaciéval nagyobb mennyiségii
minta is kezelhetd, a modszer standardizalhaté és méretnovelheto.

Az integralo eljarasok koziil a kombinalt precipitacios technologiak kis mennyiségii
minta nanoprecipitacidjara (kis dézisu anyagok) javasolhato.

Az alternativ energiaforrasok koziil az elektroporlasztissal és plazma-szintézissel
segédanyag alkalmazasa nélkiil képezhet6k nanoméretii kristalyos szemcsék, amelyek
hordozofeliiletén torténd eloszlatasat javasoltuk a preformulalas soran, uj lehetoségeket
biztositva gyartasban és preformulalasban.

Nano porlasztva-szaritassal végzett oldoszer elparologtatas technologiai és anyagi
paramétereit definidltuk nanoméreti hatéanyagot tartalmazo6 szemcsék képzése céljabol, amely
mar hasznalatra alkalmas végtermék eloallitasat is eredményezheti.

A bemutatott szemcseméretcsokkentd eljarasok gyodgyszerkészitmény fejlesztésre
alkalmas prediszperzid eldallitasara alkalmazhatoak (pl. szarito eljarast kovetden meloxikam

nanorészecskéket tartalmazo orodiszperz liofilizatum).
2. Prediszperzio: mikro- és nanoszuszpenziok kutatasa és fejlesztése: innovativ termék

A tanulmanyozott folyamatokkal nagy kitermelés érheté el, kiméletes, 1éptékndvelhetd
eljarasok (laborméret, pilot lizem).

A prediszperzio (koztitermék) stabilizalasa anyagi és technologiai paraméterek
optimalizalasaval megvalosithatd. Folyamatkovetés és -ellendrzés prediszperziok eldallitasa
soran (ipari alkalmazhatosag, reprodukélhatosag, robosztussag).

Szarazorlés alkalmazasaval ,mikro méretli” kristalyokb6l amorf nanorészecskék
allithatoak eld, amely koztitermékbdl nazalis viszkdzus folyadék formulalhato.

A Kkisebb diszperziés kozeg-igényili cirkonium oxid gyonggyel torténd nedves Orlés
nagyobb hatékonysdgi és kifejezetten ajanlott kiilonb6zé szemcsméretli hatdanyagot
tartalmaz6 prediszperziok eldallitdsara, amelybdl per os, nazalis és pulmondlis forma is
fejleszthetd.

Uj eljarasi protokoll kidolgozasa nanorészecskék tiidbe juttatisara. ,,nano-in-
micro” inhalacios termék fejlesztése (innovativ termék).

Horizontalis diffiizio modell fejlesztése, validalasa szuszpenzidk, porok vizsgéalatira
(geometria elrendezés, ,real time”, membran impregnalds, kis térfogat). Inhalacios

készitményfejlesztési vizsgalati protokoll ajanlasa, in silico acrodinamikai modell beépitésével.

115



Artia79 68 23

Ambrus Rita Doktori értekezés

3. Preformulalas/gyogyszerformulalas/terapias elonyok: ,,value added” készitmények

Orodiszperz és per os alkalmazast készitmények re-formuldldsaban mindségi ugrast jelent
nanorészecskék eldallitasa, ezaltal doéziscsokkentés, mellékhatas mérséklése és biologiai
hasznosithatosag novelése érhetd el (meloxikam, gemfibrozil, nifluminsav).

A szisztémads hatdsu nazalisan alkalmazott gyogyszerek szaima egyre novekszik. Olyan
betegségek esetén érdemes ilyen készitményeket hasznalni, amikor azonnali gyors hatasra
van sziikség (pl. slirgdsségi fajdalomcsillapitas, epilepszias gorcsok), a betegség a bélmotilitast
is érinti, igy az enterdlis felszivodds valtozik, valamint amelyek esetén hosszantartd
gyogyszeres terapia sziikséges €s ezzel az egyszerli adagoldsi mdddal novelhetd a beteg
,compliance” (meloxikam, loratadin). Kiilon elényt jelent hatéanyagok intranazalis agyba
juttatasa, kozponti idegrendszeri hatas Kkivaltasa céljabol neurodegenerativ korképek
kezelése (meloxikam, lamotrigin).

A meloxikdm elséként valaszthatd nem szteroid gyulladdscsokkentd szer, mivel
pulmonéalis alkalmazasa soran az acetil-szalicilsavra jellemzd hiperszenzitivitasi reakciok nem
¢észlelhetdk. Azonban ilyen indikacioval meloxikam-tartalmi készitmény nincs
forgalomban, el6szor vizsgaltuk annak lehetéségét, hogy inhalacios dsszetétel formulalasaval
gyulladasgatlok is alkalmazhatok a lokalis gyulladdsos folyamatok visszaszoritdsara, igy
ujonnan fejlesztett készitmények eljuttatva az alveolusokig potencialis szerepldi lehetnek a
terapianak. Kiilonb6z6 korfolyamatok hatékonyabb vagy kiegészitd kezelése: cisztas fibrozis,
COPD, tiidogyulladéas stb. A munka ujdonsagat jelzi az SZTE Innovacios palyadijanak

elnyerése (2023) és ipari megkeresés az osszetétel és technologia vonatkozasaban.
A kutatasi teriilet hazai-nemzetkozi-ipari partnerségi kapcsolatokat erdsitette. Az eredmények

segithetik originalis nanogyogyszerek generikus forméaban torténd gyartasat, illetve esetleges

originalis nanogyogyszer fejlesztését.
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