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1. BEVEZETES

A hatéanyagok nazdlis bevitele az elmult évtizedekben kiillondsen kutatott teriiletté valt,
amelynek okai az orr egyediilalldo anatomiai- és fiziologias tulajdonsagaiban keresendéek. Az
orron, mint alternativ beviteli kapun keresztiil, a leginkabb ismert lokalis hatas mellett,
szisztémas ¢és kdzponti idegrendszeri (KIR) hatés is kivalthat6. Annak ellenére, hogy a piacon
lévé termékek nagy része még mindig lokalis hatds kivaltasara alkalmas (pl.
dekongesztansok), a szisztémads €s KIR hatéssal bird készitmények is egyre nagyobb szamban
vannak jelen a klinikumban. Tovabba a tény, hogy a nazalis készitményekkel nemcsak lokalis
példaul az epilepszia, amely soran egy roham esetében kiilondsen fontos a gyors és megfeleld
beavatkozéas. Az orron keresztiili hatdanyag bevitel elényei kozé tartozik egyebek mellett,
hogy ezen készitmények hasznalata nem fajdalmas és gyors hatas érhetd el alkalmazasukkal,
amely megnovekedett betegadherenciat eredményezhet.

Manapsag a legtobb hatdéanyag a Biopharmaceutical Classification System (BCS) II-es
kategoridba esik, amely azt jelenti, hogy ezen anyagok gyenge vizoldékonysaggal és magas
permeabilitassal rendelkeznek. Ennek megfeleléen az egyik legnagyobb kihivas az ilyen
hat6anyagok oldékonysaganak javitasa, amelyre szamos modszer 1étezik. Ezek koziil az egyik
gyakran alkalmazott modszer a szemcseméret csOkkentés és azon beliil is, a nanonizalas.
Nanoméretli hatéanyagokkal- a szemcseméret csOkkenésnek és az ezzel parhuzamosan
bekovetkezd fajlagos feliilet novekedésnek koszonhetden- megnovelt biohasznosulds érhetd
el. Munkank soran kétféle nanonizalasi modszert alkalmaztunk: a nazalis porokat (NP) ko-
Orléssel, mig a nanokapszulakat precipitacids technologiaval allitottuk elo.

A Quality by Design (QbD) egy holisztikus és szisztematikus mindségiranyitasi modszer,
ahol a fejlesztés kockazat- ¢és tudasalapi. A QbD vezérelt fejlesztés kulcseleme a
kockazatelemzés (RA). A jo RA eredmények elengedhetetlenck a fejlesztési folyamat
hatékonyabb és gazdasdgosabb tervezésé¢hez és nagyban hozzijarulnak azok kornyezetbarat,
id6- és koltséghatékony kivitelezéséhez. A disszertacid két olyan, nanoméretli lamotrigint
(LAM) tartalmazo nazalis Osszetétel eldallitasat és vizsgalatat targyalja, amelyek alternativat

crer

készitményekkel szemben.
2. CELKITUZESEK

Ph.D. munkdm célja nanonizalt LAM-tartalmu nazalis Osszetételek eldallitasa és vizsgélata

volt szisztémdas és KIR hatas kivaltasanak céljabol. Ennek megfeleléen, a célkitlizés olyan

crer

alkalmazott, piacon 1év0 tablettdknak. A munka a kovetkezd elemekbdl allt:



v A nazalis gyogyszerbevitel, a nanorendszerek és a QbD metodika szakirodalmi attekintése
annak érdekében, hogy Osszegezziik a nanonizalt LAM-tartalmu nazalis Osszetételek, QbD
alapu fejlesztésének elméleti hatterét. A teriilet feltérképezését azért tartottuk fontosnak, mert
bar a nazalis készitmények alkalmazasanak szamos elénye ismert, mégis kevés nazalis por
vagy orron keresztiil alkalmazott nanokapszula alapt formulacio talalhato a piacon.

v QbD alapu kockazatelemzés elvégzése orrpor fejlesztése céljabol. Ennek részét képezte az NP
mindségét befolyasold faktorok Osszegyiijtése, rendszerezése és priorizalasa, valamint az
Osszetétel kidolgozasa. A minta eldallitasanak optimalizalasa Design of Experiment (DoE)
modszerrel, amely a Design Space (DS) meghatarozasat és validalasat foglalta magaba.

v Az orrpor mikrometriai és strukturalis vizsgalatai, valamint in vitro és in vivo vizsgalatok
kivitelezése. Parhuzamosan egy in vitro permeabilitast vizsgald modszer modositasa és
validalasa.

v" A LAM-tartalma nanokapszuldk mindségét befolyasolé faktorok dsszegylijtése, rendszerezése
¢és priorizalasa Ishikawa-diagram segitségével, majd ezek utan a leginkabb befolyasolo
tényezOk kivalasztasa. Ezek alapjan LAM-tartalmi nanokapszuldk eléallitasa, fejlesztése és
optimalizalasa, az Osszetétel meghatarozasa, az OsszetevOk ardnyanak, illetve a megfeleld
folyamatparaméterek kivalasztasa.

v' Az nanokapszuldk mikrometriai és strukturalis vizsgalatai, valamint in vitro és in vivo
vizsgalatok kivitelezése.

v Az NP ¢és nanokapszula Osszetételek Osszehasonlitisa és javaslattétel a terapids

felhasznalassal kapcsolatosan, amely az §sszetételek in vivo eredményein alapul.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Anyagok
3.1.1. Hatoanyag
Munkam soran hatéanyagként LAM-t, egy gyenge vizoldékonysagu (0,17 mg/ml, 25 °C-on),
masodik  generacids, fenil-triazin szerkezetli antiepileptikumot hasznaltam (Teva
Gyogyszergyar Zrt.,Budapest, Magyarorszag).
3.1.2. Segédanyagok
A NP segédanyagai polivinil-pirrolidin  (PVP) (Mw=24000), polivinil-alkohol (PVA)
(Mw=27,000) (ISP Customer Service GmBH., Koln, Németorszag) és natrium-hialuronat
NaHA (Richter Gedeon Nyrt., Budapest, Magyarorszag) voltak.
A nanokapszuldk segédanyagai a ko vetkezék voltak: Gliceril-monooleat (Type 40) (Peceol®)
és Dietilén-glikol-monoetil-éter (Transcutol HP®) (Gattefossé, St. Preist, Franciaorszag),

Polyoxietilén (40)-monosztearat (PEG-sztearat 40) (Croda, Kelet-Yorkshire, Egyesiilt



Kiralysag), Kitozan-hirdroklorid (HMC+, Halle, Németorszag), Mannit (Sigma-Aldrich, New
York, USA).

3.2. Az NP-k és nanokapszulik fejlesztésének elozetes kockazatelemzése

Az elézetes RA kivitelezésének elsd Iépése a terméktdl elvart mindségi profil (Quality Target
Product Profile, QTPP) megalkot4sa, majd ezutan a kritikus mindségi paraméterek (Critical
Quality Attributes, CQA) és a kritikus folyamat paraméterek (Critical Process Parameters,
CPP) kivélasztdsa. A QbD mddszertan részeként, Ishikawa-diagramot allitottunk fel annak
értekében, hogy rendszerezzilk a szakirodalomban fellelhetd, NP ¢és nanokapszula

formulaciok mindségbefolydsolo tényezdit.

3.3. Az NP mintak eloallitasa ko-orléses eljarassal

A termékek eldallitasa soran segédanyagként PVP-t, PVA-t és NaHA-t alkalmaztunk annak
érdekében, hogy a LAM nanorészecskék aggregaciojat elkeriiljiik. A LAM és a segédanyagok
kiilonb6zd aranya porkeverékeit (1:1, 1:2 és 2:1) turbula keverdbe helyeztiik (Turbula System
Schatz, Willy A. Bachofen Maschinenfabrik, Svajc), ahol 60 rpm-en, 10 percig
homogenizaltuk 6ket. Az igy eldallitott fizikai keverékeket (PM) bolygémalomba helyeztiik
(Retsch PM 100, Retsch, Németorszag). A malomban 2 o6ran keresztiil 400 rpm-en, 10
acélgolyoval 6roltiik az osszetételeket.

A folyamat optimalizalasa soran a végs6 Osszetételben a LAM:PV A arany 1:0,8 volt, amely

porkeveréket 1,5 6ran keresztiil, 400 rpm-en Oroltiik (nanoLAMpowder).

3.4. A nanokapszulak eléallitasa

A nanokapszuladk eloallitasa koacervacios eljarassal

Az 1. abran a nanokapszulak koacervacios eléallitasanak 1épései lathatoak. Az elkisérletek
soran, a szemcseméret alapjan legjobbnak itélt szerves fazist folyamatos kevertetés kozben
MilliQ vizhez csepegtettiik, majd a keletkezett nanoemulziohoz, szintén folyamatos magneses
kevertetés koOzben, kitozan-hidroklorid oldatot adtunk. A keletkezett nanokapszulakat
ultracentrifugaval (Hettich Universal 32 R; Tuttlingen, Németorszag) valasztottuk el
33000xg-n, 33 perc alatt 15 °C-on, majd az alulusz6 folyadékot fecskenddvel tavolitottuk el.
A nanokapszuldk (NC-k) Osszetétele az 1. tablazatban 1athato.



1. tablazat Az el6kisérletek soran formulalt NC-k 3sszetétele

LAM oldat(100 mg/ml) (ul) 100
Peceol® (ul 41,7

(")® romMiio .7 Z,m'h.lmgm.
Transcutol™(ul) 41,7 viz kitozan-hidroklorid

oldat 10 perc utan
PEG-sztearat 40 etanolos oldata (5,33

mg/ml) ad 1 ml

A fagyasztva-szaritott NC-tartalmu mintak eléallitasa

A fagyasztva-szaritast Scanvac CoolSafe 100-9 Pro type (LaboGene ApS, Lynge, Dania)
berendezésben végeztiikk. Az elkésziilt NC-khez 5 m/m%-os mennyiségben mannitot adtunk,
amely krioprotektans szerepet toltott be. A folyamatot szamitogép kontrollalta (Scanlaf

CTS16a02), amely folyamatosan rogzitette a hdmérsékletet- és a nyomas értékeket.

125-125 uL PEG-

300 uL Peceol és sztearat40 Nanokapszulék
LAM oldat Transcutol oldat ad 3 ml p
= T (NCs)
1\' ‘_J / // Kitoza
A% v
A 7
\ U é Fagyasztva
—_—— szaritas
Magneses - Magneses
keverés 6 ml MilliQ keverés
Ultracentrifugalas
N - 33000 rpm, 33 perc, Fag’yasztva
o 15°C -
szaritott NCs
(FDNCs)

1. abra Az NCk el6alliasanak folyamata

3.5. Mikrometriai vizsgalatok

Az NP-k és a mintaban lévo LAM részecskeméretének meghatarozasa

A termék méretének meghatarozasa Leica Image Processing and Analysis System (Leica
Q500MC; Leica Microsystems, Wetzlar, Németorszag) késziilékkel tortént.

A polimer matrixon 1év0 LAM részecskeméretének meghatdrozédsa pésztazod
elektronmikroszkopos (SEM) felvételek alapjan tortént (Hitachi S4700; Hitachi Ltd., Tokyo,
Japan), ImageJ software (1.50i; Java 1.6.0_20 [32-bit]; Windows NT) alkalmazasaval, kb. 500
részecske vizsgalataval.

A nanokapszulak részecskeméretének, polidiszperzitisi indexének és feliileti fesziiltésének
meghatdrozdsa

A nanokapszuldk szemcseméret és polidiszperzitasi index meghatarozasat fotonkorrelacids
spektroszkopidval végeztiik (PCS) (Zetasizer NanoZS®, Malvern Instruments; Malvern,
Egyesiilt Kirdlysag). A feliileti fesziiltség (ZP) meghatdrozasat ugyanezzel az eszkozzel

végeztiik, 1ézer Doppler aneometriat alkalmazva.



Az NP és NC igsszetételek morfologidjanak meghatdarozdsa pdsztazo elektronmikroszkopos
(SEM) képek alapjdan

4700, Hitachi Scientific Ltd., Japan). A szemcséket arany-palladiummal vontuk be (Bio-Rad
SC 502, VG Microtech, Egyesiilt Kiralysag), argon atmoszféraban 1,3-13,0 mPa nyomasu

leveg6t hasznaltunk.

3.6. Mikrometriai vizsgalatok

Differencidl pdsztizo kaloritmetria (DSC)

A termékek hére adott reakcidjat differencial pasztazd kalorimetriaval vizsgaltuk (Mettler
Toledo TG 821° DSC; Mettler Inc., Schwerzenbach, Svajc). 3-5 mg-nyi mintat DSC
mintatartokba mértlink, hermetikusan lezartuk, majd fedeliiket atszurtuk. A méréseket 25—
230 °C tartomanyban végeztiik 5 °C/perc hevitési sebességgel, folyamatos argon gaz aramlas
mellett, amelynek sebessége 150 ml/perc volt. A vizsgalatok eredményeinek kiértékelése
STARS® szoftver (Mettler Toledo; Mettler Inc., Schwerzenbach, Svajc) alkalmazasaval tortént.
A kristalyossagi fokokat a normalizalt integral értékekbdl szamitottuk, 100%-nak minden

minta esetében annak fizikai keverékét (PM) vettiik.
Porréntgen diffrakcios vizsgalatok (XRPD)

A porrontgen diffrakcios vizsgalatok soran Bruker D8 Advance diffraktométert (Bruker AXS
GmbH., Karlsruhe, Németorszag) hasznaltunk. Sugarforrasként Cu KAI sugarzast (A= 1.5406
A) alkalmaztunk, a detektor pedig VANTEC-1 detektor (Bruker AXS GmbH, Karlsruhe,
Németorszag) volt. A mintak beolvasidsa 40 kV fesziiltség és 40 mA aramerdsség
alkalamazasa mellett, 3°-t6l 40°-ig (20) tortént. A szkennelési sebesség 0,1°/min, a 1épéskdz
pedig 0,007° volt. A miszer korunddal lett kalibralva. Az eredményeink kiértékeléséhez a
DIFFRACTplus EVA szoftvert hasznaltuk. A diffraktogramokat Ka2-vel korrigaltuk,
simitottuk és az alapvonal-korrekciot elvégeztiik. A kristalyossagi fokot (Xc) az alabbi

egyenlet szerint szamoltuk, ahol A a gorbe alatti teriiletet jeloli:

A prista
XC _ kristalyos + 100

A kristalyos + Aamor}’

100%-nak minden minta esetében annak fizikai keverékét (PM) vettiik.

3.7. In vitro vizsgalatok

In vitro hatéanyag felszabadulas vizsgdlata az NP osszetételeknél

A LAM kioldodésat a termékekbdl és fizikai keverékekbdl az Europai Gyodgyszerkonyvben
hivatalos forgolapatos kioldokésziilékkel hataroztuk meg. A méréseket Pharmatest
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forgolapatos kioldokésziilékkel végeztem (100 rpm, 30 °C). A kioldo kozeg 50 ml foszfat
puffer (pH 5,6) volt. A mintavételt kovetéen, megfeleld higitas utan, a kioldodott hatéanyag
mennyis€égét  meghatdrozd  abszorbanciat  spektrofotométerrel (Unicam  UV/VIS
spektrofotométer) detektaltuk, 307 nm-es hulldmhosszon.

A nanokapszulak in Vitro hatéanyag felszabadulds vizsgdlata

A LAM kioldédasat a termékekbdl és fizikai keverékekbdl az Eurdpai Gyogyszerkonyvben
hivatalos forgolapatos kioldokésziilékkel vizsgaltuk. A méréseket Pharmatest forgolapatos
kioldokésziilékkel végeztiik (100 rpm, 30 °C). A kiold6 kézeg 50 ml foszfat puffer (pH 5,6)
volt. A mintak hatéanyagtartalmat HPLC moddszerrel hataroztuk meg (RP-HPLC-DAD
system, USA).

Az in vitro permeabilitas vizsgalo méodszer fejlesztése

Horizontdlis permeabilitas vizsgdlat

A LAM diffaziojat horizontalis diffizios késziilékkel (Side-Bi-Side™ Grown Glass, USA)
vizsgaltuk. A donor fazis 9 ml pH 5,6-os foszfat puffer, az akceptor fazis 9 ml pH 7,4-es
foszfat puffer volt. A vizsgalat folyamatos magneses keverés mellett, 30 °C-on zajlott.
Membranként regeneralt cellulozt (Whatman™) alkalmaztunk, amelyet izopropil-mirisztatba
(IPM) aztattunk. A mintak hatéanyag tartalmat spektrofotometriasan (Unicam UV/VIS
Spectrophotometer, Egyesiilt Kiralysag), 307 nm-es hullamhosszon hataroztam meg.

Modositott permeabilitasi vizsgalati modszer alkalmazasa

A modositasok elvégzése, validalasa és az eredmények értékelése utan megallapitasra kertilt,
hogy az el6z6 pontban alkalmazott paraméterekkel lehet optimalisan mérni a LAM
diffuziojat. Ennek megfeleléen az nanokapszulak esetében a difftizi6 mérése soran ugyanazt
az impregnaldsi mdédszert és membrant alkalmaztuk, mint az NP-k vizsgélata soran. A LAM
detektalasa viszont ebben az esetben inline modszerrel, Avalight DH-S-BAL
spektrofotométerrel (AVANTES, Apeldoorn, Hollandia) és AvaSpec-2048L transzmisszios
meriil6 szonda (AVANTES, Apeldoorn, Hollandia) alkalmazasaval tértént. Az NP-k inline
modszerrel torténd vizsgalata soran, Osszevetve az offline eredményekkel, elhanyagolhato
kiilonbségeket kaptunk, ezért ugy dontottiink, hogy az eredeti, offline adatokat hasznaljuk fel
az értékelés folyaman. Fontos azonban megjegyezni, hogy a kidolgozott mdédszer egy pontos,
konnyen kivitelezhetd, tobb informécidval szolgald eljaras, amelynek kdszonhetéen mérések

egyszeriibbé és hatékonyabba valtak.



3.8. Invivo vizsgalatok

Az in vivo vizsgalatok soran a nanoLAMpowder és a PM 0,555 mg, az NC készitmény 0,066
mg, mig az FDNC-k 0,039 mg LAM-ot tartalmaztak. Ezek a legmagasabb dézisok voltak,
amelyek egy patkany orrlyukaba bejuttathatoak. Az Osszetételeket 160—180 g-0s him,
Sprague-Dawley patkanyok (n=4) jobb orrlyukaba adtuk be egy kis spatulaval vagy
pipettaval. Kontrollként 0,555 mg LAM-ot tartalmazd, izopropillal késziilt oldatot (IV LAM)
adtunk patkanyoknak (n=4). Elére meghatarozott idépontokban (3, 6, 10, 20, 40 és 60 perc) a
LAM beadasa utan a vérmintakat heparinizalt csovekbe gytjtottiik, izofluran anesztézia alatt.
Ezutan az agyszoveteket gyorsan eltavolitottuk, bal és jobb féltekére osztottuk, tomegiiket
lemértiik és -80 °© C-on taroltuk az analitikai vizsgalatig. A kisérleteket az allatokon végzett
kisérletekrd] sz616 2010/63/EU iranyelv alapjan végeztiik, az Allategészségiigyi Kutatasi
Magyar Etikai Bizottsag jovahagyasaval (engedélyszam: 1V/1247/2017). A folyadék
kromatografias elvalasztas Agilent 1100 Series HPLC (Agilent; Santa Clara, USA)
rendszerrel, Kinetex C18 (2.6 um 100A, 50 x 2.1 mm) oszlop (Phenomenex; Torrance, USA)
alkalmazasaval tortént. A mintdk analizdlasa Q Exactive Plus tomegspektrométerrel zajlott,
(Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA). A mérési eredmények gytjtése és feldolgozasa
Xcalibur™ ¢és Quan Browser szoftverek (Thermo Fisher Scientific; Waltham, USA)
alkalmazasaval tortént.

A hatoanyag célbajuttatdsi hatékonysdgdanak vizsgdlata

A hatoanyag célbajuttatasanak hatékonysagat (DTE) a kdvetkezo képlettel szamitottuk ki:

AUChrain
UC blood

AUChrai
(Goceiood)”

IN
DTE = )

A DTE értéke —o és oo kozott lehet. Az 1,0-nal nagyobb értékek azt mutatjak, hogy az
intranazalis beadast kovetden a hatdbanyag nagyobb mennyiségben jut az agyba, mint iv.
beadés soran.

Az ido-koncentracio gorbék gorbe alatti teriiletének (AUC) kiszamitasa és statisztikai
elemzése

Az egyes allatcsoportokhoz tartozé idé (perc) - koncentracio (ug/L) gorbék AUC-jének
kiszamitasa PKSolver bévitménnyel, Microsoft Excel (MS Office 2010) alkalmazasaval
tortént. Az dsszes adat atlag £ SD forméban lett megadva.

3.9. Stabilitasi vizsgalatok

Az NP-k stabilitdsi vizsgalatat Binder KBF 240 (Binder GmbH, Tuttlingen, Németorszag)

berendezésben végeztilkk az International Council for Harmonisation (ICH) QI1A
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iranymutatdsa alapjan. Egy elektronikusan vezérelt, APT.line™ elémelegitd kamra és
hiitdrendszer biztositotta a hdmérséklet pontossagat 10 és 70°C kozott, és a relativ
paratartalmat (RH) 10 és 80% kozott. A stabilitasi tesztet 2542 °C, 50£5% RH mellett
végeztiik. Mintat 1 nap, valamint, 3 és 6 hoénap elteltével vettiink. A statisztikai elemzés
TIBCO Statistica® 13.4. szoftverrel tortént (Statsoft Hungary, Budapest, Magyarorszag). A
statisztikai szignifikancia meghatdrozasa Student-féle t-teszt szolgalt. A valtozasokat

statisztikailag szignifikansnak tekintettiik, ha p <0,05.

4. EREDMENYEK

4.1. Az NP osszetétel vizsgalatai

4.1.1. Az NP termékek elozetes kockazatelemzése

Meghataroztuk a QTPP-t, amely 0Osszegzi a kivant, nanoméretii LAM-ot tartalmaz6 NP
tulajdonsagait, valamint azonositottuk a CQA-kat és a CPP-ket is. Ennek eredményeként azt
allapitottuk meg, hogy a CQA-k kozott a részecskeméret és annak eloszlasa, valamint a
hatéanyag kioldodéasa, mig a CPP-k koziil az 6rlési id6, annak sebessége és LAM:segédanyag
aranya azon tényezOk, amelyek varhatdan a legnagyobb mértékben befolyasoljak a kivant NP
mindségét.

4.1.2. Az NP termékek részecskeméretének vizsgalata

A termékek vonatkozasaban legkisebb szemcseméretet a PVP-t tartalmazd por esetében, a
legnagyobbat a PVA-tartalm@i mintanal tapasztaltuk, amelynek mérete alig csokkent a
malomban torténé Orlés soran. A 2. tablazat adatai alapjan jol lathatdé, hogy a LAM
szemcsemérete az Osszetételekben 120 és 230 nm kozott, a céltartomanyban volt. A PM
mintakhoz képest az 6rolt mintaknal megfigyelheté volt, hogy a polimerek mindharom
esetben megakadalyoztak a LAM-részecskék aggregiciojat, valamint a polimerek és a LAM
részecskemérete is csokkent a ko-Orlés hatasara.

2. tablazat Az orolt mintdk (R) és a fizikai keverékek (PM), valamint a benniik 1évé LAM atlagos
szemcsemeéretei

Hossz (um) Szélesség (um) LAM itlagos szemcsmérete (Lm)
PM_LAM_PVP 26,80 18,96 7,63 £20,07
R_LAM_PVP 13,60 9,06 0,121 + 0,027
PM_LAM_PVA 26,90 17,05 13,88 £21,15
R_LAM_PVA 25,33 16,61 0,15 +0,042
PM_LAM_NaHA 37,07 18,75 26,17 +27,68
R_LAM_ NaHA 16,83 11,30 0,23 £0,016

4.1.3. A mintdk hatoanyag felszabadulasanak és permeabilitasanak vizsgalata

Az in vitro (2. abra) vizsgalatok esetében altalanosan elmondhato6, hogy a ko-6rolt mintak
magasabb kioldodasi és permeabilitasi értékeket mutattak, mint a PM-ek. A kioldodasi

vizsgalatok soran jelentds mértékben szabadult fel a LAM az 6rolt mintakbol (2. A ébra),
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valamint a hatéanyag diffizidja is (2. B abra) magasabb volt abban az esetben, amikor a minta
Orlésnek volt alavetve. Kiilondsen a PVA-t tartalmazd minta esetében detektalunk igazan
magas értékeket (100% hatéanyagkioldodds 5 perc utan, valamint 50 pg/cm?-nél magasabb

peremeabilitas 30 perc utan), igy ezt a polimert hasznaltuk a tovabbiakban segédanyagként.
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2. abra A mintak vizsgalata soran kapott kioldodasi (A) és permeabilitas (B) gorbék

4.1.4. A Design Space meghatarozadsa és validalasa

A munka kovetkezd 1épése az volt, hogy optimalizaljuk a minta eldallitasi modszerét, egy
koltség- és idOhatékonyabb eljaras kidolgozasaval. Ezt a szaraz Orléseses eljards Design
Space-ének (3. abra) Iétrehozasaval valositottuk meg. Eredményiil azt kaptuk, hogy az
optimalis Orlési id6 1,4 és 1,7 ora -, a PVA:LAM aréany pedig 0,77 ¢és 0,8 kozott van, tehat
ezen értékek kozott —a 3. dbran a zold régioban- valtoztatva a paramétereket mindig megfeleld
tulajdonsagi termékek allithatéak eld. Az Orlési sebességet allandonak, 400 rpm-nek
valasztottuk. A Design Space kozepe a 1,5 oras Orlési idénél és 0,8-as PVA:LAM aranynal

volt, igy ezt a paraméteregyiittest alkalmaztuk a nanoLAMpowder minta eldallitdsa sordn.

1
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3. abra A szaraz Orléseses eljaras optimalizalasa soran kapott Design Space

A validalasi folyamat soran a P7 (nanoLAMpowder) minta minden vizsgalat soran a legjobb
értékeket mutatta, amelyek koziil a legfontosabb a nagyon alacsony LAM részecskeméret
(97,46 nm) volt. A kis részecskeméretnek, a LAM részecskék homogén eloszlasanak és

kiilonallosaganak koszonhetéen a hatdanyag képes konnyebben elhagyni a polimer feliiletét,
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amely a legmagasabb kioldodasi értéket (97,3244,95% 10 perc utan) eredményezte a

vizsgalatok soran. Az validalas eredményeit a 3. tablazat tartalmazza.

3. tablazat A Design Space validalas soran elvégzett részecskeméret vizsgalat eredményei

Minta Y1- Atlagos LAM méret (nm) Y2- Széras (+ nm)
Por 1 (P1) 521,42 310
Por 2 (P2) 212,77 150
Por 3 (P3) 198,71 120
Por 4 (P4) 143,36 80
Por 5 (P5) 124,18 60
Por 6 (P6) 140,62 70
Por 7 (nanoLAMpowder) 97,46 60

4.1.5. In vivo vizsgalatok

A nanoLAMpowder formulaciot in vivo koriilmények kozott osszehasonlitottuk a PM-mel és
v. injekcidoval. Eredményiil azt kaptuk, hogy nanoLAMpowder alkalmazéisa szignifikdnsan
magasabb hatéanyag koncentraciot (2,16+0,21 pg/agy g) eredményezett az agyszovetekben,
mint tortént az a PM esetében (0,18+0,76 pg/agy g) (4. abra).

A készitmények agyi AUC értékeit tekintve az iv. injekcid beadasa eredményezte a
legmagasabb AUC értéket (253,60+7,66 pg/agy g*min), amely nem meglepd, hiszen ezen
beadasi mod esetében a hatdanyag kdzvetleniil a keringésbe jut, amely nagyobb mértékii agyi
jelenléthez vezethet. A LAM a nanoLAMpowder esetén kdzvetleniil, axonalis transzport tjan
is képes a KIR-be jutni (69,05+10,08 pg/agy g*min), és ott nagyobb AUC értékeket

eredményezett ezen minta alkalmazasa, mint a PM-¢ (54,01£15,39 pg/agy g*min) .
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4. abra Az agyszovetekben detektalt LAM koncentraciok és azok AUC gorbéi

4.1.6. A nanoLAMpowder stabilitdsi vizsgalata
A vizsgalt periodusban a nazalis por fobb tulajdonsagai nem mutattak jelentés valtozast. A 4.
és 5. tablazatban lathato a vizsgalt iddszakban végzett, részecskeméret vizsgalat eredményei.

A termék szemcsemérete (4. tablazat) minden alkalommal a nazalis bevitelnek megfeleld, 10—
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40 pm tartomanyban volt, és nem mutatott ndvekedést. A statisztikai elemzés alapjan a

szemcseméret valtozas nem szignifikdns.

4. tablazat A nanoLAMpowder termék részecskeméret-elemzésének eredményei stabilitasi vizsgalat
soran. Az n.s. rovidités jelentése, nem szignifikans.

A termék atlagos mérete (m) 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.

A termékben 1év6 LAM részecskemérete (5. tablazat) viszont enyhe ndvekedést mutatott,
valamint a szoras is ndvekedett, de ezen ndvekedés nem volt szignifikdns a statisztikai
elemzés eredményei alapjan az 1 napos mintahoz képest, illetve a részecskék mérete a 6.

honap végén is nano-mérettartomanyban maradt.

5. tablazat A nanoL AMpowder részecskeméret-clemzésének eredményei stabilitasi vizsgalat soran

A LAM itlagos mérete (nm) t-value p-value Szignifikancia
1. nap 97+60 1,2382 0,2347 n.s.
3. hénap 105+77 0,7934 0,4408 n.s.
6. hénap 120+ 84 -0,0408 0,9687 n.s.

A szerkezetvizsgalat eredményei azt mutattdk, hogy a LAM részlegesen amorf tulajdonsaga
megtartott maradt a vizsgalt periodusban, valamint 6 hénap utan is gyors és nagymértéki

hatoanyag-felszabadulast tapasztaltunk az dsszetételbol.

4.2. Az NC osszetétel fejlesztése

4.2.1. Az NCk részecskeméretének, polidiszperzitasi indexének és feliileti fesziiltségének
meghatarozasa

A vizsgalat soran a nanokapszula Osszetételek részecskermérete a 290-380 nm-es
tartomanyban volt, ami az FDA szabalyozasa szerint elfogadhat6, amely alapjan a
nanorendszerek részecskeméretének a 100-1000 nm-es tartomanyban kell lennie. Célunk
olyan nanokapszulak fejlesztése volt, amelyek ezen tartomany alsé részén vannak és homogén
részecskeméretet-eloszlast mutatnak (PDI <0,2). Ezeket a kdvetelményeket csak akkor
teljesiiltek, ha a folyékony lipid:feliiletaktiv anyag ardnya 1:1 volt. A zeta-potencial értékek
minden esetben hasonléak voltak, pozitivak ¢és nulldhoz kozeliek, ami fokozott
mukoadhéziohoz és a mukodiffiziohoz vezethet. A fagyasztva-szaritott készitmény a vizben
torténd rediszpergalas utan (50443 nm, 0,538 PDI) részecskeméret és a PDI ndvekedést
mutatott, amely a mannit jelenlétébdl adodhatott. A fagyasztva szaritott mintaban azonban
nem volt megfigyelheté aggregacio, mivel a részecskeméret ekkor 179462 nm volt. Az

eredményeket az 6. tdblazat tartalmazza.
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6. tablazat Az NC-k szemcseméretének és feliileti fesziiltség vizsgalatanak eredményei

Z-average (d. nm) PDI Zeta(pr);)\t/(;ntlal

Ures NCK centrifugalas utan (2:1 arany) 2815+ 159 0,795 0,99 +0,4
LAM NCK centrifugalas utan (2:1 arany) 1210 + 68 0,773 1,3+0,1
Ures NCKk centrifugalas utan (1:2 arany) 1477+ 72 0,643 0,80 +0,3
LAM NCK centrifugalas utan (1:2 arany) 1399 + 59 0,950 0,94 £ 0,5
Ures NCKk centrifugalas utan (1:1 arany) 294+ 9 0,175 0,39+0,2
LAM NCK centrifugalas utan (1:1 arany) 3057 0,188 1,0+0,3

Fagyasztva-szaritva:
FDNCs 19+62 5538 265409

Rediszpergalas utan:

504 +3

4.2.2. InVvitro hatoanyag felszabadulas és permeabilitas vizsgalat

Az in vitro felszabadulasi vizsgalat azt mutatta, hogy a LAM gyorsabban szabadul fel
mindkét nanokapszula 0sszetételb6l, mint tette azt a hatdbanyag onmagéaban (5. A abra). Az
NC- ez a végso, folyékony lipid:feliiletaktiv anyagot 1:1 ardnyban tartalmazé, fagyasztava
szaritas eldtti minta- mintabol tobb, mint 20% LAM szabadult fel 5 perc utan, ami ~ 60%-ra
emelkedett 15 perc utan. Az FDNC-k lassabb hatoanyag felszabadulast mutattak, mint az NC-
k, de joval gyorsabbat, mint a LAM 6nmagaban. Ebben az esetben ~ 40% LAM szabadult fel
10 perc, 50% pedig 15 perc utan. Ezutan elvégeztiik a permeabilitasi vizsgalatokat is annak
érdekében, hogy megtudjuk a kiilonboz6é készitményekbdl a LAM milyen mértékben képes
az akeptor fazisba keriilni (5. abra B). Az NC-k és az FDNC-k értékei rendkiviil kézel voltak
egymashoz ebben a vizsgalatban ¢s sokkal magasabbak voltak, mint LAM 6nmagéban torténd
alkalmazasa soran. Az NC készitmények esetében ~ 25 pglcm? LAM diffundalt at a

membranon, ami 2,5-szerese volt az volt az 6nmagaban alkalmazott hatbanyagénak.
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5. abra In vitro Az NC osszetételek és LAM por in vitro felszabadulasi (A) és permeabilitasi (B)
vizsgalata

4.2.3. In vivo vizsgalatok

A LAM nazalis adagoldsa az NCk esetében magasabb agyi gydgyszerkoncentraciot idézett
elé, mint az FDNCk-nél (6. dbra), amely a szignifikdnsan magasabb AUC-értékekben is
megmutatkozott (11,65+1,03 pg/g*perc, valamint 2,06+1,10 pg/g*perc). A NCk és az
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FDNCk AUC-értékeinek aranya 5,65 volt, ami azt jelenti, hogy az NCk-b61 a hatoanyag ~5,5-

szeres mennyiségben volt képes bejutni a KIR-be az FDNCk-hez viszonyitva.
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6. abra Az NCk in vivo vizsgalatai soran mért koncentracié és AUC értékek.
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4.3. Az NPk és NCk osszehasonlitasa az in vivo vizsgalatok soran kapott eredmények
alapjan

A 7. tablazat 6sszefoglalja a mintak f6 in vivo paramétereit. Lathato, hogy a nanoLAMpowder
esetében volt a legnagyobb LAM jelenléte az agyszOvetekben és a plazmaban is.
Altalénosségban, Osszehasonlitva az NP mintakkal, az NC készitmények esetében
alacsonyabb AUC értékek voltak kimutathatoéak. Ezen kivil a LAM KIR-be torténd
bejuttatasa aranyaiban is sokkal nagyobb mértéki volt az NPk esetében, ami az
AUC,y/AUCpiazma értékekbdl allapithatdo meg. Az NPk DTE értékei szintén magasabbak
voltak az NCk-hez viszonyitva, ami azt jelenti, hogy az LAM hatékonyabban érheti el a hatas
kifejtésének helyét, amikor por formajaban adagoljuk. A kiilonbségek a beadott dozissal is
magyarazhatok, amely sokkal nagyobb az NPk esetében, mivel az NCk esetében a hatoanyag
bekapszulazhatosaga korlatozott. A fentieknek megfelelden az NP készitmények alkalmazasa
elényos lehet az orrba juttathatdo magasabb dozis miatt.

7. tablazat A nazalis formulak kalkulalt in vivo értékei.

AUC.oy (min*pg/ g) AUC,mma(min*ng/mL)  AUCaq/AUCpama  DTE

PM 54.01+15,39 8.59+1.35 6,29 311

nanoLAM 1 ¢4 510,08 13.63+1,95 5,06 249
powder

NCk 11,65+1,02 6,13+0,52 1,90 0,94

FDNCKk | 2,06+1,10 0,50+0.16 413 204

5. OSSZEFOGLALAS

A disszertacio osszefoglalasaként a kovetkezo megallapitasok tehetoek a célkitiizésekkel

osszhangban:

v" A Kkutatasi téma részteriileteinek szakirodalmi attekintése utan ugy véltiikk, hogy a nazalis
bevitel, a nanorendszerek ¢s a QbD eldnyeinek kombinalasaval innovativ és megnovelt
biohasznosulasti, LAM-tartalmii készitmények fejleszthetéek. LAM-tartamt, tablettdkkal

szembeni alternativa kifejlesztése azért indokolt és sziikséges, mert a piacon csak bevont-,
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szajban diszpergalodo- és ragotablettak talalhatoak, amelyek azonban valamilyen felszivodasi
zavar vagy akut hasmenés esetében hatastalanok lehetnek. A szakirodalom attekintése utan
azt talaltuk tovabba, hogy a nazalis porok alkalmazasanak elonyei-, a kutatasukban rejlé nagy
potencidl-, valamint a folyékony formékkal szembeni elényeik ellenére, elenyészé a piacon
1évo készitmények szama. Tovabba, a fellelt informaciok szerint, nazalis nanokapszuldk
fejlesztésével az orron keresztiili bevitel hatranyai kikiiszobolhetoek lehetnek.

A termék mindségét befolyasold faktorokat egy Ishikawa-diagram segitségével rendszereztiik.
A kockazatelemzés eredményei azt mutattak, hogy a CQA-k koziil a szemcseméret €s annak
eloszlasa, illetve a hatéanyag felszabadulasa, mig a CPP-k esetében a LAM:segédanyag
arany, valamint az Orlési id6 és sebesség a legkritikusabb paraméterek az NPk eléallitasa
soran. Az elokisérleteket kovetden, a részecskeméret, az in vitro hatdéanyagfelszabadulas és
permeabilitas vizsgalatdnak eredmények alapjan a PVA bizonyult a legigéretesebb
segédanyagnak, igy a késObbiekben segédanyagként ezt alkalmaztunk Osszetételiinkben. A
szaraz Orléses eljaras optimalizalasat DoE moddszerrel végeztiik, amely soran meghatdroztuk
¢s validaltuk a ko-Orlés Design Space-ét, igy kidolgozva egy i1d0 és anyagfelhasznalas
szempontjabol gazdasagosabb mintaeldallitasi modszert.

A nanoLAMpowder Osszetételt, a fizikai keverékével egyiitt tovabbi teszteknek vetettiik ala.
A mikrometriai vizsgalatok azt mutattak, hogy a LAM szemcsemérete a nanoLAMpowder
esetében a nano-mérettartomanyban volt (97£60 nm), mig a hatdéanyag aggregalodott a fizikai
keverékben. Az in vitro hatoanyagfelszabadulds és permeabilitas vizsgalatok soran az
optimalizalt mintab6l gyors ¢és nagymértéki LAM felszabadulast és permeabilitast
detektaltunk. Az in vivo vizsgalatokban az IV minta alkalmazasa soran nagyobb mértékben
jutott be a hatdanyag a szisztémas keringésbe, mint a nazalisan alkalmazott &sszetételeknél,
amelyek k6zott nem volt szamottevd kiilonbség. A nazélis készitményekbdl a LAM gyorsan
¢s detektalhato mennyiségben jelen volt viszont a KIR-ben, igy feltételezhetd, hogy a
hatéanyag axondlis transzporttal jutott be az agy szdveteibe. Kiilonosen nagymértékii volt a
LAM jelenléte az agyban a nanoLAMpowder alkalmazasa soran, amelyet a magas AUC érték
(69,05£10,08 pg/agy g*min) mutat. A minta stabilitasvizsgalatanak eredményei azt mutattak,
hogy az NP fontos tulajdonsagai (részecskeméret, kristalyossagi tulajdonsagok, in vitro
hatéanyagfelszabadulds profilja) nem mutattak szignifikdns valtozast a vizsgalt periddusban.
Célkitlizéseinknek megfelelden sikeriilt egy inline, modositott horizontalis diffuziés modszert
fejleszteni, amely egy preciz, konnyen kivitelezhetd, tobb informaciot nyujté in vitro eljaras,
amelynek kdszonhetden a mérések megvalositasa egyszeriibbé és hatékonyabba valt nazalis

koriilmények kozott.
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v A késObbiekben a hatdanyag nanokapszuldkba torténé becsomagolasat tiiztiik ki célul. Egy
Ishikawa-diagram segitségével 0Osszegyljtottiikk, priorizaltuk a mag-héj nanokapszulak
fejlesztésének kritikus paramétereit, majd kidolgoztuk azok Osszetételét. Az eldkisérletek,
majd a részecskeméretre torténd optimalizalas utan egy kitozanba csomagolt, LAM-tartalmua
nanokapszula dsszetételt allitottunk eld, amelyet folyékony és fagyasztva-szaritott formaban
is vizsgaltunk.

v/ Ezutan a szilardfazisu termék optimalizalasat tiiztik ki célul, amelynek eredményeként a
mannitot valasztottuk krioprotektansként. A vizsgalatok sordn a LAM gyorsan €s nagy
mennyiségben szabadult fel az 6sszetételekbdl, valamint azok in vitro diffuzioja is magasabb
értékeket mutatott az onmagaban alkalmazott hatdanyaggal szemben. Az in vivo vizsgalatok
soran bebizonyosodott, hogy a LAM képes volt az NC 0Osszetételekbdl eljutni az agy
szOveteibe. A farmakokinetikai és biodisztribiicios adatok arra engednek kovetkeztetni
minket, hogy a hatdanyag axonalis transzporttal —is- bejutott a KIR-be, amely azt jelenti, hogy
képes eljutni a hatas kifejtésének helyére.

v' Az é16 szervezetben a nanorendszerek a kisebb szemcseméretiiknek és nagyobb fajlagos
feliiletiiknek koszonhetéen egyrészt nagyobb feliileten képesek a nyalkahartyakkal vald
érintkezésre, masrészt a kisebb szemcseméretnek koszonhetéen az oldodasi sebesség is
javulhat, ezek egyiittese pedig magasabb felszivodashoz ¢s megemelkedett biohasznosulashoz
vezethet. A nanoLAMpowder esetében a PVA mukoadheziv, j61 nedvesed6 komponensként
torténd alkalmazasa, valamint amiatt, hogy a PVA megfeleld6 matrixként szolgalt a LAM
nanorészecskék szamara a ko-6rlés soran, kimagaslo in vitro és in vivo eredményeket
kaptunk. Az nanokapszulak esetében a kitozan, mint héjalkoto, képes a nazalis nyalkahartyan
amely esetlinkben jelentds hatéanyag jelenléthez vezetett az agy szdveteiben, ahol a
hatdanyag a fesziiltségfliggd natrium-csatornak gatlasan keresztiil tudja kifejteni hatasat.

v Az in vivo vizsgalatok eredményeinek értelmében elmondhatd, hogy a LAM nagy
koncentracidban volt jelen a hatas kifejtésének helyén a porforma alkalmazasa soran,
valamint jol targetalhatdo az NPk esetében. Az NCk esetében a hatdanyag
bekapszulazhatosaga limitalt, mivel egy kapszula nem képes nagy mennyiségii hatdéanyagot
befogadni. Ezzel szemben az NP formula esetében sokkal nagyobb a bevihetd hatdéanyag
mennyisége, amely esetiinkben magasabb agyi koncentraciot és jelenlétet eredményezett.
Ezen okbol, illetve az egyszerli, egylépésben torténd, gazdasagos és kornyezetbarat eldallitasi
modszer miatt, véleményiink szerint az NP Osszetétel képes lehet alternativaként szolgalni a

piacon lév0 tablettak szdmara, ha azok alkalmazéasa valamilyen okbdl nem lehetséges.
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A munka ujdonsag tartalma:

v Mivel nagyon kevés nazalis por van jelen a piacon- Magyarorszadgon csak egy forgalomba
hozott termék taldlhaté-, a rendelkezésre all6 informacid mennyiség is limitalt az
alkalmazasukban rejld nagy potencial ellenére. Megallapithato, hogy jobb stabilitassal
rendelkeznek, mint a folyékony formak, magasabb a beadhatd ddzis, a nyalkahartyan vald
tartozkodasi idejiik hosszabb, formuldlasukhoz kevesebb segédanyag sziikséges. Ezen
Osszetételek specidlisak abbdl a szempontbol is, hogy fejlesztésiik €s optimalizalasuk soran a
beadashoz alkalmazott eszkdz figyelembevétele is fontos, igy a tézisben talalhatéd
informaciok nagymértékben hozzajarulnak a gydgyszerforma megismeréséhez.

v" A QTPP meghatarozésa orrpor esetében, a legfontosabb CQA-k (szemcseméret és annak
szorasa, LAM kioldodésa az Osszetételbdl) és CPP-k (LAM:segédanyag arany, Orlési id6 és
sebesség) Osszegyiijtése. Ezek alapjan innovativ, részlegesen amorf, nanoméretii LAM-
tartalma, KIR-targetalt nazalis por fejlesztése, amely alternativaja lehet a piacon 1évo, oralis
tablettaknak. Az Osszetétel kifejlesztése azért volt fontos, mert a piacon 1évé LAM-tartalmu
készitményeknek nincsen alternativajuk beviteli kapu szempontjabol, csak per os adagolhaté
készitmények talalhatdéak a klinikumban. Tovabba az optimalizalt mintael6allitasi modszer
alapjan készitett 6sszetétel képes azonnali és nagymértékli hatdbanyag leadésra.

v' A permeabilitdsi vizsgalati modszer adaptalasa, fejlesztése és validalasa. A moddositott
diffuzios modell alkalmas inline, valos idejii detektalassal, a nazalis koriilményekhez
igazodva, kis térfogatban, megfeleléen impregnalt membran alkalmazasaval a hat6anyag
diffuziojanak monitorozasara, ezaltal az akceptor és a donor fazisban 1év6 koncentraciojanak
meghatarozasara. Ezeknek megfeleléen sikeriilt egyszertien kivitelezhetd, konnyen
reprodukalhato, preciz, nagy informaciés mennyiséggel szolgald, idohatékony modszert
kifejlesztentiink.

v' LAM-tartalmu, nazélisan alkalmazni kivant mag-héj nanokapszula Osszetétel kifejlesztése,
amely folyékony ¢és szilard formédban is adagolhat6. A készitmény jo alternativa lehet a
LAM KIR-be torténd bejuttatasara, mivel a hatdanyag az agy szoveteiben is megjelent,
Otvozve a nanorendszerek és a nazalis gyogyszerbevitel elnyeit.

v A fejlesztett Osszetételek alkalmasak lehetnek —kiilonosen az NP formula- tovabbi
vizsgalatok utdn a LAM-tartalmu tablettak, rovid tavi helyettesitésére epilepszia terapidban,

valamilyen felszivodasi zavar vagy akut hasmenés esetében.
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