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1. BEVEZETES
A nem konvencionalis gydgyszerformak kozé tartozd, inhalaciés készitmények
alkalmazasanak szamos el6nye ismert (Somogyi et al., 2016), tobbek kozott a minimalis
enzimatikus inaktivacio, kevés hatéanyaggal nagy helyi koncentracid elérése, igy a
pulmonalis gyogyszerbevitel kiilondsen fontossa valt a tiidobetegségek kezelésében (pl.
COPD, tidé6fibrozis) (Colombo et al., 2013). A tid6t érinté gyulladasos betegségek
kezelésére alkalmasak lehetnek egyes nem szteroid gyulladascsokkentdk, onalldan vagy
kombinacios terapidban mas hatéanyagokkal (Szabo-Révész et al., 2018, Pomdzi et al.,
2014). A DPI-ok kiemelked¢ stabilitasa és biztonsagos alkalmazasa miatt elterjedté valtak az
utobbi évtizedekben a lokalis és a szisztémas terapiaban is (Kondo et al., 2018). A
formuldlds szempontjabol, két nagyobb csoportositds szerint, klasszikus hordozé alapu és
ugynevezett hordozomentes rendszereket kiillonboztetink meg (Zhou et al., 2012). A
legijabb fejlesztések a hordozomentes DPI részesitik elényben, amelyeknél a megfeleld
additivekkel alakitjak ki a hatoanyagot is magaba foglalo komplex szerkezetet (Pilcer et al.,
2010). A hordozémentes készitmények igy nem igényelnek nagyméretii, inert hordozokat a
egyedi szerkezettel rendelkezd Osszetételek két kategoridkba sorolhatdak: nem-porodzus
(bevont részecskék, szferoidok, PulmoSol™ technologia) (Yang et al., 2012; White et al.,
2005) és porézus formulalasok (LPP, nano-porézus mikrorészecskék, PulmoSphere™
technologia) (Cruz et al., 2011; Tsapis et al., 2002). Mindkét formulalasi tipus célja, hogy
csokkentse a részecskék kozotti adhéziot és specialis szerkezettel megfeleld aerodinamikat
biztositson a hatékony inhalaciohoz (Hoppentocht et al., 2014). A konnyen iranyithatd
részecskék és a pontosabban adagolhatd készitmény eldallitasahoz specidlis segédanyagokat
alkalmaznak: aeroszolizacio noveloket (pl. aminosavak, mannit) (Moon et al., 2019),
szerkezet stabilizalokat (PVA, hialuronsav és mas polimerek) vagy siiriiség csokkentoket

(ammoénium-karbonat, illékony oldoszerek és mar porozitas novelok) (Vehring et al, 2008;

Roviditések:

AB — Ammoénium-bikarbondt; APl — Aktiv gyogyszerészeti hatéanyag; CFD — Numerikus dramldstan
(computational fluid dynamics); COPD — Kronikus obstruktiv tiidébetegség; D[0.5] — Geometriali
datmérd; DPl — porinhaldcios készitmény (dry powder inhaler); DMSO — dimetil-szulfoxid; EF —
Emittalt frakcié; FDA — az USA Elelmiszerbiztonsdgi és Gyogyszerészeti Hivatala (Food and Drug
Administration), FPF — Finom részecske frakcio; GSD — Geometriai standard devidcio; HA —
Natrium-hialuromat; \V — Belélegzett térfogat; LEU — L-leucine; LPP — Nagy atmérdjii porozus
részecske (large porous particle); MMAD — Atlagos aerodinamikai dtméré (mass median
aerodynamic diameter); MTT — 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2H-tetrazolium bromid; MX —
Meloxikdm; MXP — Meloxikam kalium; NG| — Next generation impaktor; PVA — Poli vinil alkohol; S
— Oldékonysag; SD — Porlasztva szaritott; tyn — Belégzést kéveté levegd benntartdsi idd; tex —
Kilegzési idG; tin — Belégzési idd; XRPD — Porréntgen diffrakcio.


https://hu.wiktionary.org/w/index.php?title=Food_and_Drug_Administration&action=edit&redlink=1
https://hu.wiktionary.org/w/index.php?title=Food_and_Drug_Administration&action=edit&redlink=1

Martinelli et al, 2017). Az optimalis formulalas és eléallitasi technologia mellett nagyon
fontos a megfeleld ellenérzo vizsgalatok elvégzése az inhalacios alkalmassag igazolasdhoz.
A leggyakrabban alkalmazott, gydgyszerkonyvben is hivatalos in vitro aerodinamikai
modszerek mellett (Andersen-féle kaszkadimpaktor, NGI) (Wong et al., 2010) lehetéség van
uj CFD alapu (Kerekes et al., 2013) és in silico modellek alkalmazasara is (Farkas et al,
2017). A modellezések realisztikus, betegre jellemz6 paramétereket (sprirometriai adatok) és
a szemcsék tulajdonsagait (morfologia, stirliség, aerodinamika) is figyelembe veszik, ezaltal
jol alkalmazhatéak mind a készitmények aerodinamikai hatékonysaganak ellendrzésére,

mind az Osszetételek optimalizalasara a formulaléas soran.

2. CELKITUZESEK

e A Ph.D. munka célja, olyan meloxikdm tartalmi hordozémentes DPI formulalasa,
amelyek vizes oldatbol allithatok elé, szerves oldoszer alkalmazasa nélkiil, a
kovetkezOképpen:

o az Egis Gyogyszergyar Zrt. altal szabadalmaztatott (Mezei et al., 2012), vizoldékony
meloxikam-kalium (MXP) felhasznalasaval és a meloxikim (MX) oldékonysag
novelésével lugos kdzegben.

e Mindkét hatéanyag esetében célunk volt sejtéletképességi osszehasonlité vizsgalatok
végzése A549 human alveolaris epitél eredetii adenokarcinoma sejtek alkalmazasaval.

e (Célunk volt tovabba, a meloxikam tartalma hordozomentes DPI eloallitasat, az FDA altal
javasolt (FDA guidance, 2018), iparban is alkalmazott porlasztva szaritassal végezni
(Biichi B-190 és B-290 késziilékek).

e (Célunk volt, a porlasztva szaritast kétféle hordozomentes DPI formulalassal megvalositani:

o a MXP formulalasat nem-porézus mikrokompozitok formajaban, amelyek 1-5 pm-
es részecskeméretliek és kozel széfikusak, valamint

o a MX formulalasat nagy atmérdjii porézus részecskék (LPP) formajaban, amelyek
5 um-nél nagyobb részecskemérettel rendelkeznek és Kis stirtiségiiek (<0,20 g/cm?).

e Célunk, osszehasonlitéo tanulmany végzése volt annak érdekében, hogy megallapitsuk az
eltéré formulalassal eldallitott mintak fizikai-kémiai (szerkezet, morfologia, siirliség) és
aerodinamikai tulajdonsagait. Az alkalmazott in vitro-in silico kombinalt modszerrel
realisabb koriilmények kozott igazolhatd a készitmények aerodinamikai viselkedése és
pulmonalis alkalmazhatosaga:

© az in vitro aerodinamikai tulajdonsagok meghatarozasait Andersen-féle
kaszkadimpaktor segitségével végeztiik, alacsony (30 1/perc-es) belégzési levegbaram
modellezésével (Eur. Ph. Online 9.6), mig
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o az in silico aerodinamikai modellezéseket az MTA Kornyezetfizikai Laboratoriuma altal
tovabbfejlesztett Sztochasztikus Tiidomodellel végeztiik, amelyhez felhasznaltuk

klinikai vizsgalatbol szarmazo COPD-s betegek spirometriai adatait is.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Alkalmazott anyagok
3.1.1. Modell hatéoanyagok
A formulalasra kivalasztott hatdbanyagok a meloxikam-kalium (MXP) és meloxikam (MX)

(Egis Gyogyszergyar Zrt., Budapest) (I. tdbldazat).

3.1.2. Segédanyagok

A formulalasoknal eltéré koncentraciokban alkalmaztunk L-leucint (LEU) (Sigma-Aldrich,
USA), polivinil alkoholt (PVA) (ISP Customer Service GmBH, Németorszag), natrium-
hialuronatot (HA) (Acros Organics, Belgium) és ammoénium-bikarbonatot (AB) (Sigma-
Aldrich, USA) (1. tablazat).

3.2. Minta eldallitas

3.2.1. Oldatkészités és porlasztasi koriilmények

3.2.1.1. Nem-porozus részecskék eloallitisa

A MXP-t 70+5 °C-os desztillalt vizben oldottuk (10 perc, 400 rpm, AREC.X fiithetd
magneses keverd, Velp Scientifica Srl, Olaszorszag), majd a 20 mg/ml-es vizes MXP
oldatokban a megfeleld mennyiségli LEU-t oldottuk és a PVA oldatokat elegyitettiik. Az I.
tablazatban feltlintetett paraméterek alkalmazasaval porlasztottuk az oldatokat (Chvatal et
al., 2017). Porlasztva szaritasi paraméterek: Biichi B-191 mini porlasztva szarito, szaritd
levegd 140 °C, aspirator teljesitmény 75%, levegddramlas sebesség 600 1/6ra, minta

adagolasi sebesség 2,5 ml/perc.

3.2.1.1. Porozus részecskék eloallitasa

A MX-ot pH 8,0+0,1 kémhatasi NaOH vizes oldatban, 1,5 mg/ml-es koncentracioban
oldottuk fel. LEU-t és eldzetesen készitett HA oldatot adtunk az elegyekhez. Az AB-t
kozvetleniil a porlasztds eldtt oldottunk fel. Porlasztdsokat az I. tdblazatban feltiintetett
paramétereken porlasztottuk (Chvatal et al., 2019). Porlasztva szaritasi paraméterek: Biichi
B-290 mini porlasztva szaritd, szaritd levegd 200 °C, aspirator teljesitmény 100%,

levegdaramlasi sebesség 414 1/6ra, mintaadagolasi sebesség 9 ml/perc.



|. tablazat: A hordozomentes DPI részecskék oOsszetétele a porlasztva szdritasra szant kiinduldsi
oldatokban (mg/ml). *Referensként porlasztott hatoanyagok.

Kiindulasi oldatok 6sszetételei/Felhasznalt anyagok
Nem-poraézus dsszetételek:

.. , Aerodinamika Szerkezet
Funkcid Hatoanyag javito stabilizalo B
Anyag MXP LEU PVA -
MXP-SD* 20 - - -
MXP/LEU® 20 20 - —
MXP/LEU* 20 40 - -
MXP/LEU®/PVA2® 20 20 2,5 —
MXP/LEU“/PVA*° 20 40 2,0 —
Porozus osszetételek:
Funkcio Hatoanyag Aer(;.g:}r};m tka sSthIZI;II(lZzeIZ Poruskeépzo
Anyag MX LEU HA AB
MX-SD* 1,5 - - -
MX/LEU/HA>*/AB® 1,5 0,75 0,30 1,5
MX/LEU/HA/AB 1,5 0,75 0,15 1,5
MX/LEU/HA>*/AB*° 1,5 0,75 0,30 2,0
MX/LEU/HA/AB?° 1,5 0,75 0,15 2,0

3.2.2. Porlasztva szaritds hatékonysdga

A porlasztva szaritds hatékonysdgat a bemért hato- illetve segédanyag tomegek ¢és a
mintagyiijto tartalyban felfogott porlasztott termék tomegének szézalékos ardnyaval fejeztiik
ki. A mintadk tényleges hatoanyag tartalmat (%) spektrofotometridsan ellendriztiik (ATI-
Unicam UV/VIS Spektrofotométer, Egyesiilt Kiralysag) 362 nm hullamhosszon. Minden

esetben harom parhuzamos porlasztast és mérést végeztiink (Chvatal et al., 2019).

3.3. Sejt-életképességi vizsgalat

A sejt-¢letképességi vizsgalatokat A549 human alveolaris epitélsejt eredetli adenokarcinéma
sejtvonalon végeztiik (ATCC®, USA). A mintinkat eltéré hatoanyag koncentraciok szerint
adtuk a sejttenyészetekhez, 1 6ras expozicids id6 utan a sejtek életképességét MTT teszt
segitségével vizsgaltuk. A sejtek életképességének mértéket 570 nm-en mértikk (Synergy
H'plate spektrofotométer, Biotek”™, VT) (Chvatal et al., 2018).

3.4. Szerkezeti vizsgalatok

3.4.1. Hatéanyag meghatdrozds (Raman spektroszkopia)

A porlasztva szaritott hatbanyag meghatarozasat Thermo Fisher DXR diszperziv Raman
spektrométerrel tortént (Thermo Fisher Scientific. Inc., Egyesiilt Allamok) (CCD kamera és
780 nm hullamhosszi diédalézer, 6-24 mW, 6 s expozicios id6, 3300200 cm™ kozott)
(Chvatal et al., 2019).



3.4.2. Porrontgen diffrakcios analizis (XRPD)

A porrontgen diffrakcids vizsgalatokat Bruker D8 Advance diffraktométerrel (Bruker AXS
GmbH., Németorszag) végeztiik. Cu KAl sugarzas (A= 1,5406 A), 40 kV fesziiltség és 40
mA aramerdsség alkalmazasa mellett 3 °-t6l 40 °-ig (20) tortént a szkennelés (sebesség 0,1

°/min, a l1épéskoz pedig 0,010 ©).

3.5. Pasztazo elektronmikroszkopia

A szemcsék habitusat pasztazé elektronmikroszkop segitségével vizsgaltuk (Hitachi S-4700,
Hitachi Scientific Ltd., Japan). A szemcséket arany-palladiummal vontuk be (Bio-Rad SC
502, VG Microtech, Egyesiilt Kirdlysag), argon atmoszféraban 1,3-13,0 mPa nyomast
leveg6t hasznaltunk (Chvatal et al., 2017).

3.6. Szemcseméret meghatarozas

A mintak szemcseméret eloszlasat Malvern Mastersizer 2000 Scirocco (Malvern Instruments
Ltd., Egyesiilt Kiralysag) késziilékkel vizsgaltuk. A program segitségével meghataroztuk a
szemcsék atlagos geometriai atmér6jét (D[0.5]), valamint a méret szerinti eloszlas

szélességét kifejezé Span értéket.

3.7. Siirtiségvizsgalat
A termékek tomoritett stiriiségét Pharma test PT-TD1 késziilék segitségével (Pharma Test
Apparatebau AG, Németorszag), 1000 {itést kovetdéen szamoltuk (Eur. Ph. Online 9.6).

3.8. Aerodinamikai tulajdonsiagok meghatarozasa

3.8.1. In vitro vizsgdlat

Andersen-féle kaszkadimpaktort (Copley Scientific LTd., Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztuk,
30+1 lI/perc-es aramlasi sebességet és t,=4 s allitottunk be (Breezhaler® egy adagos-
keresztiil). A Kitapadt hatbanyag mennyiségeket spektrofotometriasan hataroztuk meg (ATI-
Unicam UV/VIS Spektrofotométer, Egyesiilt Kiralysag) A=362 nm-es hullamhosszon. Az
abszorbanciakbol KaleidaGraph program segitségével szamitottuk az aerodinamikai
tulajdonsagokat (Chvatal et al., 2019): FPF (<5 um atmérdji és deponalodott részecskék %o-
a), EF (az impaktort elért hatbanyag-mennyiség %-a), MMAD (belégzés soran kialakult
részecskeméret, um) és GSD (Eur. Ph. Online 9.6, Chapter 2.9.18).

3.8.2. In silico modellezés

A mintdk in silico modellezéshez a tovabbfejlesztett Sztochasztikus Tiidémodellt

alkalmaztuk (Farkas et al., 2017). A teljes korti elemzéshez bemend adatként felhasznaltuk

a termékeink in vitro mért aerodinamikai paramétereit és COPD-s betegek spirometriai
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adatait (Chapman et al., 2011) a Breehzaler® egyadagos porbelégzén keresztiili inhalaciot.
A modellel idében valtozé 1égzésprofil adatai: atlagos levegéaramlas 50,1 I/perc, 1V=1,70 I,
tin=2,04 s, t,,= 5 és 10 s, 1,=3,0 s volt (Chvatal et al., 2018).

3.9. Stabilitas vizsgalat

Az aerodinamikai tulajdonsagokat ¢és azokat leginkabb meghatarozd paramétereket
(részecskeméret, stirtiség) 1 és 10 hetes tarolas utan is megvizsgaltuk. A mintakat kobalt-
kristalyos exikatorban, 23+1 °C-on taroltunk (Chvatal et al., 2019). Az értékelések az adott

eredményeknél kiilon-kiilon keriilnek targyalasra.

3.10. Statisztikai analizis

Minden vizsgalati eredményt harom parhuzamos mérésbél atlagoltuk (n=3), amelyek kozott
tapasztalt eltéréseket Social Science Statistics internetes program segitségével
egyszempontos varianciaanalizissel hataroztuk meg, 0,05 szignifikancia szinten (szignifikans

valtozas p<0,05 esetén)(Social Science Statistics Online).

4. EREDMENYEK
4.1. Hordozomentes DPI készitmények eloallitasa
A nem-pordzus és a pordzus formulaciokat is nagy kitermelési hatékonysaggal (>60%)
lehetett eldallitani, vizes oldatokbol kiindulva. A kitermelési értékek kis szorast mutattak
(S.D. <3), ami az eljaras reprodukalhatosagara utal. Az elméleti hatdanyagtartalmak jol

korrelalnak a porlasztott termékek hatdéanyag koncentraciokkal (< 10%-os eltérés).

4.2. Hatéanyagok sejt-életképességre gyakorolt hatasa

A vizsgélatban az MXP és az MX hatasat vizsgaltuk a sejtek életképességére. Osszevetve a
negativ kontrollal, mind az MXP és az MX jelentds toxikus hatast fejtettek ki a sejtekre >1
mg/ml-es koncentraciokban (Chvatal et al., 2017). A 0,1 illetve 0,01 mg/ml-es
koncentracidkban egyik hatéanyag sem volt toxikus a sejtekre. A vizsgalat bebizonyitotta,
hogy nincs kiilonbség az MXP és az MX sejtekre gyakorolt hatasa kozott (1. dbra).

L 100

S 80

[P

s MXP
&S 40 MX
£ 20

=

a0

10 5 2 1 0,1 0.01
Koncentraciok (mg/ml)

1. abra: A kezeletlen MXP és MX hatdasai AS49 tipusu sejtek életképességére. Az eredmények
datlagokat mutatnak, n=3, S.D. <0.1% (Chvatal et al., 2017).
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4.3. Szerkezeti vizsgalatok

4.3.1. Raman vizsgalatok

A kezeletlen és a porlasztva szaritott MXP Raman spektruma kozott nem talaltunk eltérést.
Ezzel ellentétben, a MX 1155, 1309, 1540 és 1595 cm™ mutattak karakterisztikus csucsokat.
A porlasztott MX Raman spektruma azonos volt az MX natrium s6janak spektrumaval (Bio-
Rad Laboratories, Inc. SpectraBase; Meloxicam sodium). Az eltérések arra utalnak, hogy
az MX in situ soképzéssel oldodik lugos kézegben (pH 8,0+0,1) és MXP formajaban lesz
jelen a porlasztott 6sszetételekben (2. dbra A).

MXP-SD ‘ ‘ 15,12
“ ‘ | = J|__W|LmﬁdwﬂJM-‘u-uadtﬂ‘iﬁw
1l 1
S| wmxsp E MXP-SD
g 5 MXP/LEU/PVA™
2 [ PO =
E E 26,46
2 Z
= J =
= MXP-raw ) | =
\ ‘ | r ’ MX-raw
1 |
M)i-raw ‘-'\ Wl ,r'h I A‘.‘J ) L N o - . MXSD
I_'M*v P VoL e U MUY MYX/LEU/HA™AB™
3000 2500 2000 1500 1000 500 . i 70 " 0
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2. abra: A nem-porozus és porozus formulalasok és a referens mintik Raman (A) és XRPD
spekrtumai (B). Porlasztva szaritott hatéanyag=-SD, kezeletlen hatéanyag=-raw.

4.3.2. Porrontgen diffrakcios analizis

A kezeletlen hatdanyagok kristalyos szerkezettel rendelkeznek, amelyet igazolnak az XRPD
spektrumok ¢éles csucsai az MXP (6,04°; 15,35°; 16,51°; 24,52°, 28,33°; 29,40° és 30,94° 2-
theta) (Chvatal et al., 2017) és az MX esetében is (13,22°; 15,06° és 26,46° 2-theta)
(Chvatal et al., 2019). LEU jelenlétében minden formulalas szemi-kristalyos szerkezettel
rendelkezik, amelyet igazol a hatoanyagok és a LEU (5,9° 2-theta értéknél) kisebb
intenzitasi karakterisztikus csucsainak megjelenése (2. dbra B). Az alkalmazott
koncentraciokban a polimereknek (PVA ¢és HA) nem volt hatdsa az Osszetételek

kristalyos/amorf szerkezeti valtozasaira.

4.4. Elektronmikroszkopos eredmények

A kezeletlen MXP és MX 50 pum feletti, szogletes kristalyos szerkezettel jellemezhetd,
amely alkalmatlan a terapias céli inhalaciora. Ezzel szemben a referensként porlasztott
hatdéanyagok (MXP-SD és MX-SD) enyhén egyenetlen felszini, kozel szférikus

morfologiaval rendelkeznek, mig a nem-pordzus Osszetételek horpadt felszini, fank-alaku



morfologiat mutatnak. A LEU Kis difftzios koefficiensének koszonhetéen felhalmozodik a
szarad6 csepp felszinén, kialakitva ezzel a jellemzden ,kagyld” vagy ,,fank” format (3.
dbra). A kialakitott specialis morfologiak stabilizalasaban a polimereknek (PVA és HA)
nagy szerepiik van, de jelentdsebb hatdsuk az egyedi szemcsék alakjara és felszini
tulajdonsagaira nincs. A porozus részecskék jelentdsen eltéré morfoldgiadval rendelkeznek a
nem-porozus részecskékhez viszonyitva, amely az AB tartalomnak kdszonheté. A porlasztva
szaritas folyaman az AB bomlasabol keletkezé CO, és NHj gazok ,.felfajjak” a szemcséket
¢s nagyméretll, széfikus gomboket alakit ki (3. dbra). Ennek eredményeként kisebb lesz a

szemesék kozotti adhézio és jol diszpergaltak a termékek.

MX/LEU/HA""/AB" s
= N,
N o N

o

10 pm | |10.0kV 13.0mmx2.25 SE(U)

: 10 p
3. abra: A nem-porozus és a porozus osszetételek elektronmikroszkopos képei.

4.5. Részecskeméret analizis

A referensként porlasztott hatéanyagok (MXP-SD és MX-SD) geometriai atméréje 3,0-3,2
pm. A 20 mg/ml LEU tartalmu nem-por6ézus formuldlasok atmérdje szintén 3 pm koriili.
Magasabb LEU koncentraciok novelték a részecskeméretet (40 mg/ml LEU tartalom esetén
3,6 um), azonban ez a valtozas mar nem volt szignifikans PVA jelenlétében (3,3-3,5 um).
Minden nem-porozus Osszetétel geometriai atmérdje a célul kitlizétt 1-5 pm-es
mérettartomanyba esik és monodiszperz méreteloszlassal rendelkezett (Spam <1,8). A
részecskeméret eloszlasok 1 €s 10 hét tarolas utdn sem mutattak szignifikans eltérést (I1.
tablazat). A pordzus Osszetételek esetében is elértik a célul kitiizott >5 pm-es
részecskeméret tartomanyt (4,9-5,7 um). A geometriai atmér6 jelentésen megnovekedett AB
¢s HA segédanyag kombinacidok alkalmazasa soran. A részecskeméret és nagyobb HA
koncentracio kozott egyenes ardnyossag (0,15 mg/ml esetén 5 pm, mig 0,30 mg/ml esetén
5,7 um), mig a részecskeméret ¢s AB koncentracio kozott nem volt kimutathaté aranyossag.

Minden pordzus formulalas esetében monodiszperz méreteloszlas volt detektalhatdo (Span



<2,0). A 10 hetes taroldas nem okozott valtozast a porozus formulalasok részecskeméret

eloszlasaban.

. tablazat: A hordozomentes DPI formuldlasok részecskeméret eloszlasa. Az értékek atlagokat
fejeznek ki + S.D., Nn=3. *Referensként porlasztott hatoanyagok.

D[0.5] (um) Span

1. hét 10. hét 1. hét 10. hét
Nem-porézus formulalas
MXP-SD* 3.1+0,07 3,0+0,03 1,3+0,10 1,4+0,32
MXP/LEU® 3,1+0,52 3,2+0,09 1,6+0,73 1,5+0,58
MXP/LEU® 3,6+0,06 3,4+0,15 1,8+0,04 1,8+0,17
MXP/LEU?/PVAZ%® 3,4+0,24 3,5+0,03 1,8+0,11 1,6+0,15
MXP/LEU*/PVAZ° 3,5+0,73 3,3+0,20 1,7+0,10 1,8+0,15
Porozus osszetételek
MX-SD* 3,2+0,08 3,0+0,03 1,4+0,08 1,5+0,10
MX/LEU/HA%*%/AB*® 5,6+0,73 5,6+0,09 2,0+0,10 1,8+0,11
MX/LEU/HA®/AB® 5,0+0,60 5,0+0,25 1,9+0,22 1,6+0,13
MX/LEU/HA%*%/AB%° 5,6+0,64 5,7+0,36 2,0+0,13 2,0+0,12
MX/LEU/HA’/AB?? 4,9+0,60 5,0+0,09 1,9+0,31 1,8+0,25

4.6. Siiriiség meghatarozasa

A referensként porlasztott hatoanyagok toméritett stiriisége atlagosan 0,37 g/cm? (4. dbra). A
nem-porozus Ssszetételeknek szignifikdnsan nagyobb a sfirlisége (>0,33 g/lcm®) a pordzus
dsszetételekhez viszonyitva (<0,17 g/lem®) annak ellenére, hogy a porézus részecskék sokkal
nagyobb geometriai atmérével rendelkeznek (4. dbra). A pordzus részecskék Kis siirisége
(0,09-0,16 g/cm®) az AB tartalomnak kdszonhetd, amely csokkentik a részecskék tomegét.
Sem az Osszetételek eltérd AB tartalménak, sem a felhasznalt polimereknek nem volt hatasa

a tomoritett stirliségre.

=DJ[0.5] ~ Stirliség
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E 6,0 : 0,40
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£
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2.5 0,05
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Nem porézus formulilds  Porézus formuldlds

4, abra: A geometriai atmerd (D[0.5]) osszehasonlitisa a részecskék tomdoritett stiriiségével (B:
MXP/LEU®, C: MXP/LEU®, D: MXP/LEU®/PVA?®, E: MXP/LEU*/PVA? G: MX/LEU/HA"?/AB"*,
H: MX/LEU/HAY™/AB™®, I: MX/LEU/HA®3/AB?, J: MX/LEU/HAY*/AB?). *Referens mintdk: A:
MXP-SD and F: MX-SD. Az értékek dtlagokat fejeznek ki + S.D., n=3



4.7. Aerodinamikai tulajdonsagok meghatarozasa

4.7.1. In vitro vizsgdlat eredményei

A referensként porlasztott hatéanyagok tulajdonsagai kedvezotlen aerodinamikai viselkedést
mutattak, ezért nem lennének alkalmasak inhalacios terapiara (EF <59,1% mig FPF <38,6%)
(5. dbra). A nem-pordzus Osszetételek joval meghaladtak az referensként porlasztott
hatéanyagok tulajdonsagait. A nagyobb LEU tartalmt Osszetételek (40 mg/ml) esetében
ndvekedett az emittalt dozis, mig az FPF értékek valtozatlanok maradtak. Osszehasonlitva a
nem-porozus Osszetételeket megallapithatd, hogy a csak LEU ¢és a LEU+PVA tartalma
mintak aerodinamikaja kozott nem volt szignifikans eltérés. A pordzus Osszetételek Kis
stirliségének és pordzus szerkezetének koszonhetéen kiemelkeddbb aerodinamikai
tulajdonsagok figyelhetéek meg FPF (54,5-65,8%). A legmagasabb tiidédepozicios érték a
2,0 mg/ml AB-t is tartalmazé MX/LEU/HA®"*/AB? minta esetében varhato (FPF=65,8%). A
nagyobb AB koncentracié magasabb emittalt frakciokat eredményezett (EF>79,5%). Ezzel
szemben az alkalmazott HA koncentracioknak nem volt szignifikans hatasa az

aerodinamikara (Chvatal et al., 2019).

-+EF -+ FPF -& Tomoritett stirliség
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Nem-porozus formuldlds  Pordzus formulilds

5. abra: Az emittalt (EF) és finomrészecske frakciok (FPF) dsszehasonlitasa a részecskék tomoritett
stiriiségével (B: MXP/LEU?, C: MXP/LEU®, D: MXP/LEU®/PVA?® E: MXP/LEU*/PVA? G:
MX/LEU/HAY/AB™®, H: MX/LEU/HA®**/AB"®, I: MX/LEU/HA®?/AB?, J: MX/LEU/HA***/AB?).

*Referens mintdk: A: MXP-SD and F: MX-SD. Az értékek dtlagokat fejeznek ki + S.D., n=3.

A 6. dbra jol szemlélteti a porozus részecskék formulaldsanak jelentdségét az inhalacios
terapiaban. Annak ellenére, hogy a porézus Osszetételek nagyobb geometriai atmérdvel
rendelkeznek (D[0.5]=4,9-5,7 um), mint a nem-poroézus részecskék (D[0.5]=3,0-3,6 um), az
MMAD értékek mindkét esetben a kdvetelményeknek megfelelé 1-5 pm-es aerodinamikai
mérettartomanyba estek. A nem-porézus részecskék MMAD értékének meghatarozo

tényezdje a geometriai 4&tmérd volt, mig a pordzus Osszetételek esetében a szerkezet novelte
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a részecskék aerodinamikai hatékonysagat. Amig a nem-porozus Osszetételek esetében
minddssze 1 pum kiilonbség van a geometriai és aerodinamikai atmérék kozott, addig a
porozus Osszetételek esetében ez atlagosan 2,8 um. Sem a HA, sem a LEU nem befolyasolta
az MMAD értékét, ezzel szemben az AB koncentracio ndvelése kedvezOen hatott az
acrodinamikara és kisebb MMAD értékeket eredményezett (2,3-2,4 pm), mint az
alacsonyabb AB koncentracio (2,6-2,7 um).

6.5
6.0
3:3 1. hét
5.0 ~+-MMAD
E o,
2 45 -=-D[0.5]
£ 40
= ~MMAD
3,5
~-D[0.5]
3.0 10. hét
2.5
2.0
A B C D E F G H
Nem-porozus formulalds Porozus formuldlas

6. dbra: A formulaldasok geometriai (D[0.5]) és dtlagos aerodinamikai dtmérdinek (MMAD)
dsszehasonlitasa: A: MXPILEU®, B: MXP/LEU®, C: MXP/LEU?/PVA%**, D: MXP/LEU*/PVA? E:
MX/LEU/HA®3/ABY®, F: MX/LEU/HA*®/ABY®, G: MX/LEU/HA®¥/AB?, H: MX/LEU/HA>**/AB?. Az

értékek atlagokat fejeznek ki = S.D., n=3.

A 10 hetes tarolas sem okozott szignifikans valtozast a nem-porozus és pordzus Osszetételek
aerodinamikai tulajdonsigaiban. Osszegzésként elmondhatjuk, hogy a kisebb sfiriiségii
(<0,17 glem®) és nagy geometriai 4tmérdjli pordzus osszetételek jobb aerodinamikai
tulajdonsaggal rendelkeznek (EF>76,1% and FPF>54,5%), mint a kisebb méretli, de

tomorebb szerkezetii nem-por6zus formulaciok (EF<62,1% and FPF<41,2%).

4.7.2. In silico modellezés

Az in silico modellezés soran megallapithatd, hogy a 10 s levegd benntartasi idé 5-12%-ak
magasabb tlidédepoziciot eredményezett (>48,9%), mint 5 s modellezések (<47,5%) (7.
dbra). A fels6léguti kitapadasban nem volt eltérés a két formulalasi tipus kozott és a
légzéssziinet idotartama se befolyasolta az eredményeket (21-25%). Ennek ellenére, a
pordzus Osszetételek kilélegzett frakcioi alacsonyabbak voltak (23-27%), mint a nem-
porozus Osszetételek esetében (26-27%). A tiidédepozicios eredmények jol Osszevethetdek
az Andersen-féle kaszkadimpaktorral szamolt FPF értékekkel. A 10 hetes tarolas nem
okozott szignifikans valtozast sem a nem-pordzus €s sem pordzus Osszetételek in silico
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aerodinamikai tulajdonsagaiban. A bemutatott hordozomentes Gsszetételek minden esetben

meghaladtdk a hasonldé modszerekkel vizsgalt forgalomban 1évé DPI tiidodepozicioit (Jokai
et al., 2016).

Nem-porozus formulalas  Porozus formulalds

MXP/LEU*/PVA™ MX/LEU/HA*"/AB"
MXP/LEU*/PVA* M MX/LEU/HA""/AB*
| 1 hét | L 10. hét |
~50
S 45 45 -
12 40 1 gg 1 .
835 - : b-h
830 - 30 - 5s
e B [ %8-11 i [~
15 15
ET LUNG EX LUNG
<% ] 23 ] I
S 50 *
:h 2 ] a
2 40 40 - t
g 35 35 - 105
330 . 30 - I -
225 | 1 26 1 I ]z -
220 - I - 20 - l
15 15 . :
LUNG EX ET LUNG EXH

7. dbra: In silico modellezés eredményei. ET=felsdléguti kitapadas, LUNG= tiidJ kitapadads és
EXH=fkilélegzett frakcio. Az értékek atlagokat fejeznek ki £S.D., n=3.

5. OSSZEFOGLALAS
A bemutatott Ph.D. munka célja volt, MX tartalmi hordozémentes DPIok fejlesztése. Az
oldatos formabol torténd eldallitds (porlasztva szaritdssal) nem igényelt szerves oldoszer

felhasznalast, ezzel kornyezetbarat technologiat biztositva.

Kidolgoztunk egy formulalasi és vizsgalati protokollt, amely az inhalaciora szant termékek
teljes kort fizikai-kémiai, szerkezeti, morfologiai és aerodinamikai (in vitro és in silico)
analizisét teszi lehetdvé. Az eldallitott nem pordzus és pordzus szerkezetll Osszetételek
kozott dsszehasonlitd vizsgalatokat végeztiink azzal a céllal, hogy meghatarozzuk az egyes

formulaciok alkalmassagat az inhalacios terapiaban (111. tdbldzat).

Megallapitottuk, hogy a modell hatdéanyag mindkét formaja (MXP és MX) biztonsdgosnak
tekinthetd A549-es human alveolaris sejtvonalon 0,1 mg/ml-es koncentracioig, igy alkalmas
lehet COPD ¢és egyéb tiidot érintd gyulladasos betegségek lokalis kezelésére. Az eldallitott
formulaciok in vitro mért és validalt in silico koriillmények kozott modellezett aerodinamikai

tulajdonsagai is kiemelked6é eredményeket mutattak, igy az eldallitott DPIok alkalmasak
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lehetnek hatékony inhalacios terapiara (Ill. tdblazaf). A vizsgalt termékek stabilitasi
vizsgalata is kedvezd eredménnyel zarult. A kombinacidés aerodinamikai analizis
alkalmazasanak kiemelkedden fontos szerepe lehet a jovobeli fejlesztések soran: nem csak
az Osszetételek optimalizalasat segiti, de a realisztikus paraméterek alkalmazasaval

elérevetiti a készitmények in vivo hatékonysagat is.

L. tablazat: A mintdk osszehasonlito vizsgalatanak eredményei.

Nem-porézus formulalas Porézus formulalas
Hat6anyag MXP: 20 mg/ml MX: 1,5 mg/ml

LEU: 40-20 mg/ml LEU: 0,75 mg/ml

Segédanyagok _ HA: 0.15-0.3 mg/mi
PVA: 2-2,5 mg/ml AB: 1,5-2 mg/ml
Kitermelés 60-64% 61-70%
Morfologia kagylo-alak, egyenetlen felszin szférikus, porozus szerkezet
Geometriai atmérd 3,0-3,8 um 4,9-5,6 um
Stirtiség 0,30-0,42 g/cm® 0,09-0,16 g/cm®
In vitro aerodinamikai tulajdonsdgok (30 l/perc):
EF 67-78% 77-90%
FPF 42-53% 54-70%
MMAD 2,6-3,0 um 2,2-2,8 um
GSD 1,3-15 1,7-2,0
In silico aerodinamikai tulajdonsdgok (t,,=10 s):
Fels6léguti 22-24% 21-25%
Tido 48-51% 51-52%
Kilélegzett 26-27% 23-27%

Az eredmények gyakorlati jelentosége:

e A munka tudoméanyos ujdonsaga, hogy els6ként allitottunk elé hordozémentes DPI-
format, a meloxikam vizes oldataibol szerves oldoszer felhasznalasa nélkiil: az ujonnan
szabadalmaztatott MXP és az in situ (pH eltolassal) képz6dott MX natrium so
alkalmazasai megkonnyitették a vizes oldatos formulalast és a porlasztva szaritas nagy
kitermelésii (60—70%), jol reprodukélhat6 termékeket eredményezett.

e Els6ként dolgoztunk ki formulalasi és vizsgalati protokollt két kiilonbozo tipusa (nem-
porozus és porozus) hordozémentes DPI eldallitaséra.

e Mind a nem-porozus és mind a porozus Osszetételek kiemelkedd in vitro és in silico
aerodinamikai tulajdonsdgokkal rendelkeztek, amelyek meghaladjadk a jelenleg
forgalomban 1év6 inhalacios készitmények hasonld érékeit. Ennélfogva alkalmasak
lehetnek pulmonalis fibrozis, COPD és egyéb tiid6t érintd gyulladasos megbetegedések

lokalis kezelésére.
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Egyesiilt Allamokbeli Toledé és Szeged gybgyszerészkarai kozott fenndllé egyiittmitkodésnek, a
Tempus Koézalapitvany és Emberi Erdforrdasok Minisztériuma altal kezelt Campus Mundi
programnek és a
SimInhale COST Action MP1404 — STSM tamogatasi programnak.

Koszonettel tartozom temavezetoimnek Szaboné Dr. Révész Piroskanak és Dr. Ambrus Ritanak,
valamint ko-operdacios partnereinknek a munkam sordn nyujtott szakmai tamogatdsért.



