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1. BEVEZETES

A szemcseméret csOkkentése széles korben alkalmazott eljaras mikro- és nanorészecskék eléallitasara,
rossz vizoldékonysagi hatdoanyagok fajlagos feliilletének novelésére, ezaltal a kioldodasi profil
javitasara (Shegokar et al., Int. J. Pharm., 2010). Dezintegral6 eljarasok alkalmazasakor a részecskék
szemcseméretének csOkkentése energia befektetéssel, apritas Utjan valosul meg. Az Orlés egy
altalanosan alkalmazott eljaras mikro- és nanorészecskék eldallitasara. Az Orlésnek szdmos tipusa

ismert; megkiilonboztetiink szaraz- és nedvesodrlést (Dahiya, B. Pharm. Sci., 2017).

A nedves 6rlés mikronizalasra (Pomazi et al., Eur. Polym. J., 2013) és nanonizalasra is alkalmas eljaras
(Bilgili et al., Chem. Eng. Sci., 2006, Loh et al., Asian J. Pharm. Sci., 2015). Az tn. media milling
elterjedt 6rlési tipus a pigment-, fotd- és magnesiparban. A gyogyszeriparban a legismertebb ide tartozo
technologiat az “Elan Pharma International Ltd. (Dublin) fejlesztette NanoCrystal® néven, amivel
hosszu id6t- és nagy energiat igényld folyamat valosithatdo meg (Junghanns et al., Int. J. Nanomed.,
2008). A bolygomalom egy nagy energidju orléberendezés. Miikodés kozben a tégely a sajat, valamint
egy tarcsa tengelye kiir6l forog, igy valositva meg a bolygomozgast (Broseghini et al., J. Eur. Ceram.
Soc., 2016). A Retsch javaslatot tett a bolygomalom és az 6rl6gyongyok kombinacidjara, ami alkalmas

nanoméreti diszperzié un. nanoszuszpenzio eldallitasara (Retsch GmbH, Haan, Germany).

A nanoszuszpenzid a nanorészecskék kolloid diszperziojaként definidlhaté (<500 nm), amely
kiilonbozo eljarasokkal allithato el és eltéré segédanyagokkal stabilizalhaté (Miiller et al., Int. J.
Pharm., 1998). A nanoszuszpenzi6 alkalmazhaté folyékony gydgyszerformaként is, viszont ebben az
esetben tovabbi segédanyagok, pl. viszkozitds ndveld, izjavitd, feliiletaktiv anyag, tartositoszer
hozzaadasa sziikséges. Mindenesetre a nanoszuszpenzi6 stabilizalasa nem kis kihivas a fejlesztoknek.
A stabilizalas ellenére a nanoszuszpenziok eltartasi ideje rovid és azt sem szabad figyelmen kiviil
hagyni, hogy bizonyos betegcsoportok (iddsek és gyerekek) nem szivesen fogadjak el ezt a format,
illetve a tenzid(ek) jelenléte sem kivanatos. Az instabilitas és a tenzid probléma egyik megoldasa lehet
a ,,szaraz” szuszpenzio eldallitdsa, amit alkalmazas el6tt kell ,,rekonstrualni” (Fiilop et al. Eur. J.
Pharm. Sci., 2018). A vizes rediszpergalashoz azonban sziikség van a feliiletaktiv anyag jelenlétére is.
A masik lehetdség, ami mindkét problémara megoldasara nytjthat, az a nanoszuszpenzié kdzvetlen

szilard fazist termékké transzformalasa, majd gyogyszerformava (por, tabletta, kapszula) formulalasa.

Ez a munka bemutatja a hatéanyagok nanonizalasaval Osszefiiggd kombinalt nedves Orléses
technologiat, a nanorészecskék stabilizalasat feliiletaktiv anyag jelenléte nélkiil, valamint a termékek

bioldgiai hasznosithatosagat.



2. CELKITUZES

A Ph.D. munka célja a nedves 6rlés tanulmanyozasa volt, amely soran a bolygémalmot kombinaltuk
a gyongymalom technologiajaval. Célul tiiztiik ki az eljarasi paraméterek optimalizalasat, a folyamat
robusztussaganak elérevetitését, valamint a poli(vinil-alkohol (PVA) mennyiségének optimalizalasat.
A PVA-nak, mint véd6 polimernek kettds feladata volt, részben az 6rlés hatékonysaganak novelése
(el6kezelés nélkiili, felilletaktiv mentes mintak Orlése), részben pedig a meloxikam (Mel) tartalmt
nanoszuszpenzid, mint intermedier stabilizalasa. A vizsgalt formulaciok alkalmazhatosagat in vitro

sejtvonalas vizsgalatoknak vetettiik ala.

A munka tovabbi célja volt stabil, feliiletaktiv anyag-mentes termék eléallitasa a Mel tartalmu
optimalizalt  Osszetételi nanoszuszpenzié szilard formava vald alakitasaval.  Kritikus
termékparaméternek a hatéanyag szemcseméret-eloszlasat (d(0.9) < 500 nm), az 6rlés hatasara valtozo
kristalyossagi fok stabilizalasat, és a szilard fazisu termék gyomorbdl térténd gyors felszivodasaval a
biohasznosithatosag fokozasat tekintettiik. A Mel nanorészecskék gyors oldodési sebessége nagy
szaturacios koncentraciot eredményez, s ennek kovetkezménye a gyors felszivodas. A nanoszuszpenzid

szilard formava valo atalakitasat fluidizalassal €s liofilezéssel valositottuk meg.

A kisérletes munka fobb 1épései a kovetkezok voltak:

i. A kombinalt nedves Orlés kritikus folyamat paramétereinek optimalizalasa (a prediszperzio ¢és a
gyongyok aranya, Orlési id6, fordulatszam), Mel tartalmi nanoszuszpenzid, mint kozti termék

eléallitasa.
ii. A PVA mennyiségének az Orlés hatékonysagara, a szemcseméret-eloszlasra és a Mel kristalyossagi

fokara gyakorolt hatdsanak tanulmanyozasa a nanoszuszpenzioban.

iii. In vitro kioldodasi teszt és sejttenyészetes vizsgalatok elvégzése (sejtéletképesség és premeabilitas)

a PVA mennyiségének optimalizalasa céljabol.

iv. A kombinalt nedves Orlési eljaras robusztussaganak tanulmanyozasa a Mel mennyiségének

meghatarozasahoz és az 6rolt termék kristalyossagi fokanak tervezéséhez.

v. A feliiletaktiv anyag nélkiili Mel tartalmu nanoszuszpenzid szilard fazisu termékké alakitasa
fluidizalassal és liofilezéssel, valamint a termék stabilitdsanak (szemcseméret, kristalyossag) €s a Mel

in vitro felszabadulasanak vizsgalata.



vi. A termék biohasznosithatosaganak tanulmanyozasa, in vivo allatkisérletek alkalmazasaval.

3. MATERIALS AND METHODS

Mel: EGIS Gyodgyszergyar (Budapest, Magyarorszag); poly(vinyl alcohol) 4-98 (PVA)
(Mw ~ 27,000): Richter Gedeon Nyrt. (Budapest, Magyarorszag) Zirkonium oxid (ZrO,) gyongy
(0,30 mm): Netsch (Netsch GmbH, Selb, Németorszag). Mikrokristalyos celluloz (MCC) (Avicel® PH
101, FMC Biopolymer, Philadelphia, Egyesiilt Allamok); D-(+)-trehaléz-dihidrat: Roth GmbH + Co.
KG. (Karlsruhe, Németorszag).

3.1. A termék eldallitasa

A mintakat 50 ml-es acél tégelyben 6roltiik Retsch PM 100 bolygéomalommal (Retsch PM 100 MA,
Retsch GmbH, Germany), 0,3 mm ZrO; érlétestek jelenlétében. A prediszperzio-Orlétest arany (m/m):
1:0.5, 1:1, 1:2 and 1:4; az 6rlési id6: 10, 30 and 50 min. Ezen valtozo paraméterek esetében a PVA
koncentracidja 2,5% (m/m), a fodulatszam 400 ford/perc. Kovetkezo 1épésként egy haromszintes
kisérlettervben optimalizaltuk az 6rlési id6t (10, 30 és 50 perc) és a fordulatszamot (200, 350 és 500
ford/perc), mint figgetlen valtozokat.

3.2. A PVA koncentraci6 optimalizalasa

Az eljarasparaméterek optimalizalasa utan a megfelel6 PV A koncentraciot hataroztuk meg. Kiilonb6z6

mennyiségli PVA-t tartalmazo oldattal (2.5-7.5%) allitottunk el6 prediszperziokat.
3.3. Az eljaras robusztussaganak vizsgalata

Nyolc mintat készitettiink, 0,5 és 4,0 g kozotti Mel mennyiséggel, 0,5 g 1éptékkel. Minden esetben a

fenti kisérlet soran hasznalt 5%-o0s PV A oldattal egészitettiik ki az §sszetételt 20 g-ra.
3.4. A nanoszuszpenziok szilard formava alakitasa: fluidizacioé (fluidMel), liofilizalas (lyoMel)

A fluidizalas soran Avicel PH 101-t alkalmaztunk hordozoként a Strea-1 késziilékben (Niro Aeromatic,
Bubendorf, Svajc). A fagyasztva szaritast Scanvac CoolSafe 100-9 Pro (LaboGene ApS, Lynge, Dania)

fagyasztva szaritd késziilékben végeztiik.
3.5 Szemcseméret-eloszlas meghatarozasa.

A kiindulasi Mel- és a nanoszuszpenzié (nanoMel) szemcseméret-eloszlasat 1ézerdiffrakcios
modszerrel mértik meg (Malvern Mastersizer S 2000, Malvern Instruments Ltd, Worcestershire,

Egyesiilt Kiralysag). A szilard fazisu termékek esetében (fluidMel and lyoMel) a szemcseméretet



elektronmikroszkopos felvételek (SEM) alapjan hataroztuk meg (Hitachi S4700, Hitachi Scientific
Ltd., Tokyo, Japan). A nanoMel és lyoMel mintak Z-atlag szemcseméretét s a polidiszperzitasi indexét
(PDI) pedig Malvern Zeta Nano ZS (Malvern Instruments Ltd) miiszerrel vizsgaltuk.

3.6. Elektronmikroszkopos felvételek (SEM)

A mintdk morfologiai jellemzése pasztazod elektronmikroszkdppal tortént (Hitachi S4700, Hitachi

Scientific Ltd., Japan).
3.7 Porrontgendiffrakcios vizsgalatok (XRPD)

A Mel kristalyossagi fokat porrontgen diffrakcios vizsgalattal ellendriztiik (Bruker AXS GmbH,

Karlsruhe, Németorszag).
3.8 Stabilitasi vizsgalatok

A szilard termékeket (fluidMel and lyoMel) hat honapig szobahémérsékleten (23 + 2 °C, 45 + 5% rel
paratart.) taroltuk. Ezt kovet6en Osszehasonlitottuk a tarolt és a friss mintak szemcseméretét és

kristalyossagi fokat.
3.9. Differencial pasztazé kalorimetrias mérések (DSC)

A termékek termoanalitikai sajatsagait Mettler Toledo DSC 821e késziilékkel ¢s STARe szoftver

segitségével (Mettler Inc., Schwerzenbach, Svéjc) hataroztuk meg.
3.9. Raman spektroszkdpia

A spektroszkopiai vizsgalatokat Thermo Fisher DXR Dispersive Raman (Thermo Fisher Sco. Inc.,
Waltham, MA, Egyesiilt Allamok) késziilékkel végeztiik el.

3.10. Zeta potencial mérések

A nanoMel és lyoMel zeta potencialjat Malvern Zeta Nano ZS (Malvern Instruments Ltd,

Worcestershire, Egyesiilt Kiralysag) hataroztuk meg.
3.11. Reologiai mérések

A folyékony mintak reologiai sajatsagainak az 6rlés soran esetlegesen bekovetkezd valtozasait Physica

MCR101 reométerrel (Anton Paar, Austria, Graz) vizsgaltuk.



3.12. In vitro kioldodasi vizsgalatok

A Mel kioldodasi vizsgalatat keverdlapatos modszerrel végeztiik (USP kioldo késziilék, type Il Pharma
Test, Heinburg, Germany). A hatéanyagtartalmat spektrofotométerrel mértiik (ATI-UNICAM UV/VIS
Spectrophotometer, Cambridge, UK) 362 nm (mesterséges gyomornedv) 364 nm (mesterséges

bélnedv) hullamhosszokon.
3.13. In vitro sejtvonalas vizsgalatok

Caco-2 bél-epithél sejtek az ATCC-t6l (cat.no. HTB-37) szarmaznakA sejteket Dulbecco’s Modositott
Eagle’s kozegében (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, California, Egyesiilt Allamok) 10% marha
magzatszérum (Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, Németorszag) és 50 pg/ml gentamycin jelenlétében

tenyésztettiik, klimakamraban 5 % CO2 gaz alkalmazéasaval, 37°C hémérsékleten.

A sejt életképességi vizsgalatok impedancia méréssel tortént. Az impedanciat 10 kHz-en mértiik RTCA
SP berendezéssel (RTCA-SP késziilék, ACEA Biosciences, San Diego, CA, Egyesiilt Allamok).

A Mel permeabilitasi adatait a TEER értékek masnaponkénti mérésével ellendriztiik, EVOM volt-
ohmméterrel (World Precision Instruments, Sarasota, FL, Egyesiilt Allamok), Az értékeket a

rétegfeliiletek teriiletéhez viszonyitottuk.
3.14. In vivo vizsgalatok

Az in vivo vizsgalatokat 240-260 g tomegli him Sprague-Dawley patkanyokon végeztiik. 300
ug/kg Mel-t tartalmazo, 0,5 ml térfogati mintat adtunk be gyomorszondan keresztiil (n = 6). A

mintak analitikai elemzése LC-MS-MS technikaval tortént.

Az eredmények alapjan in vitro—in vivo korrelaciot (IVIVC) szamoltunk Microsoft Excel (Microsoft
Corporation, Redmond, Washington, Egyesiilt Allamok) és Statistica for Windows (StatSoft GmbH,

Hamburg, Németorszag) alkalmazasaval.

4. TEZISEK / EREDMENYEK

i) Kombinalt nedves orléses eljaras kritikus paramétereinek optimalizdlasa

A bolygémalom ¢s a gyongymalomban hasznalt 6rlotestek kombinacidjaval olyan nedves orléses
eljarast optimalizaltunk, amely alkalmas a modell NSAID hatdéanyag (jelen esetben a Mel)

nanonizalasara (d(0.9) < 500 nm). Az eredmények alapjan, kritikus eljarasi paraméternek tekintjiik a



prediszperzio-gyongy ardnyt, ami az optimalizacid sordn 1:1 (m/m) adodott, tovabba az 6rld tégely
fordulatszamat (437 rpm) €s az Orlési id6t (43 perc). Az eljaras hatékonysagat jol mutatja a 200-szoros

szemcseméret csokkenés (1. tablazat), ami a prediszperziok elddrlése és feliiletaktiv anyag nélkiil, PVA
jelenlétében valosult meg (1. abra).

1. tablazat. Mel szemcsemérete (d(0.5)) kiilonbozé gyongymennyiség, és érlési id6 utan (kiindulasi Mel
d(0.5): 34,260 + 4,860 m)

Prediszperzi6 / 6rlétest arany (m/m)

1:0.5 1:1 1:2 1:4

Szemcseméret (Lm)
10 min | 4,015+0,06 2,426+0,029 | 2,383+0,016 0,149+0,03
30 min | 0,293+0,008 0,145+0,007 | 0,190+0,003 0,137+0,006
50 min | 0,202+0,003 0,140+0,004 | 0,140+0,002 0,130+0,004

Fitted Surface; Vanable: y
2 3-level factors, 1 Blocks, 9 Runs; MS Residual=43.89771
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1. abra. A szemcseméret valtozasanak 3D leképezése az Orlési id0 és a fordulatszam fiiggvényében
faktorialis kisérlet soran.



ii. PVA mennyiségének optimalizdalasa az Orlési hatékonysag, a szemcseméret eloszlds és a

kristalyossagi fok fiiggvényében.

A PVA mennyisége szintén kritikus paraméternek adodott, mivel alapvetéen befolyésolta az Orlés
hatékonysagat, s ezzel parhuzamosan a termék paramétereit is. Megallapitottuk, hogy kis PVA
koncentracio esetén (< 4%) az 6rlés hatékonysaga nem megfeleld, kevésbé érvényesiil a gyongyok
itkozési/torési hatdsa. Nagy PVA koncentracional (> 5%) szintén csokken a hatékonysag, mivel a
szemcsék feliiletén képzddd polimer film gatolja azok fragmentalodasat. Figyelembe véve az
eredményeket, 5% PVA tartalom bizonyosult megfelelonek a kivant szemcseméret kritérium eléréséhez
(d(0.9) < 500 nm) (2. dbra). Az eredmények azt mutattdk, hogy a PVA koncentracioja hatassal van a
diszperzidk viszkozitasara, a Mel szemcseméret eloszlasara és a részecskék elektrokinetikai sajatsagara

(2. tablazat), valamint a termék stabilitasara.
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2. tablazat. A higitott termékek Zeta potencial értékének valtozasa a PVA koncentracié fliggvényében, és

a Mel szemcseméret eloszlasa a termékekben (=SD)



Szemcseméret eloszlas
Zeta
Mintak d(0.1) d(0.5) d(0.9) potencial
Szemcseméret (um) (mV)
Mel PVA 0% 2,508+1,1 5,762+2,7 135,640+12,9 | -30,7
Mel PVA 0,25% | 0,070+0,001 0,150+0,009 1,478+0,04 -20,9
Mel PVA 0,50% | 0,067+0,001 0,130+0,005 0,371+0,01 -16,1
Mel PVA 0,75% | 1,235+0,006 2,611+0,018 5,560+0,07 -15,7

A PVA mennyisége nagymértékben befolyasolta a Mel kristalyossagi fokat is. Az XRPD vizsgalatok
azt mutattak, hogy a Kis (2,5%) és nagy koncentracioban (7,5%) alkalmazott PVA nem eredményezett
kielégitd szemcseméret-csokkenést, s ezzel 6sszhangban a Mel kristalyossagi fokanak csokkenése is
elmaradt az 5,0 % PVA koncentracional meghatarozottol (3. abra). 2,5% PVA-t tartalmazé minta
esetében 75,82%-ra, 7,5% PVA alkalmazasakor pedig 51,44%-ra csokkent a kristalyossagi fok. Ezen
eredmények kapcsolatban allnak az 6rlési hatékonysaggal. Az 5% PVA tartalma termék kristalyossagi

foka a legkisebb (13,43%), ugyanakkor ez a koncentracio eredményezte a leghatékonyabb 6rlést.
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3. abra. A kiindulasi Mel, PVA és a szaritott diszperziok rontgendiffraktogramja

A RAMAN vizsgalatok azt mutattak, hogy Orlés soran a Mel nem bomlott és nem volt kimutathatd
interakcio a hatéanyag és a PVA kozott (4. abra). A RAMAN térképezés pedig a Mel homogén
eloszlasat igazolta a kiilonb6z6 PV A tartalmu diszperzidkban (5. abra). Tehat feliiletaktiv anyag nélkiil

is megtartottak a szemcsék az egyediségiiket.

F
>
I _— E
> =
i3 N C o - - - 2
£ 5
E
g g
E 4
e \ £ D
H | -
g —— = —_B e L:x-—L i P
‘ (A B
I l\
A Y '.‘ \ . A
L B VA W W, LYY e
3500 3000 2500 2000 1500 000 Raman shift (cm) 3500

4. abra. Raman spektroszkopias vizsgalatok soran mért spektrumok: 1. A: a kiindulasi Mel s B: a kiindulasi
PVA, C: a0,50% PVA tartalmu termék. 2. a kiindulasi anyagok (Mel, PVA) és a termékek sszehasonlitasa,



D: 1% Mel és 0,25 % PVA tartalmu termékek, E: 1% Mel és 0,50% PVA tartalmu mintak, F: 1% Mel és
0,75% PVA tartalmu termékek.
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5. abra. Raman spektroszkopias vizsgalatok soran mért spektrumok: 1. A kiindulasi Mel 6sszehasonlitasa
az O0rolt termékekkel, A: kiindulasi Mel spektrum, D: 0,25% PVA tart. minta, E: 0,50% PV A tartalm( minta,
F: 0,75% PVA tartalma termék, G: PVA mentes 6rolt minta, 2. kémiai leképezése az optimalis PVA
tartalma diszperzionak (1% Mel and 0.50% PVA) és a szaritott terméknek 2437 cm™-en.

Osszegzésként tehat elmondhatd, hogy az optimalizalt eljarasi paraméterekkel (lasd i) pont) eléallitott
tomény nanoszuszpenzid, a 10-szeres higitast kovetden (1,0 % Mel és 0,5 % PVA) teljesitette a kittizott
célt a Mel szemcseméret eloszlasat tekintve (d(0.1) 0,067pum, d(0.5) 0,130pum, d(0.9) 0,371 pm). Az
Orléssel azonban jelentdsen csokkent a MEL kristalyossagi foka, de a hatéanyag kémiai bomlast nem
szenvedett. Az igy eldallitott nanoszuszpenzié (nanoMel), mint kozti termék, két hét eltarthatosagot

(stabilitast) mutatott.
iii. In vitro kioldodasi teszt és sejttenyészetes vizsgalatok elvegzése a PVA mennyiségének ellenorzésére

Az in vitro kioldodasi vizsgalatok azt mutattadk, hogy a Mel szemcsemérete és kristalyossagi foka
egyméssal 6sszeﬁigg6 ¢s a kioldodasi proﬁlra nagy hatast gyakorl() paraméterek (6. ébra). A human
PVA-t tartalmaz6é mintak esetében, a segédanyag mentes termékhez viszonyitva, toxikus hatas nélkiil
(7. abra). A legjobb penetracios tulajdonsaggal a 0,05 % PVA tartalmti minta rendelkezett, ami megfelel

az optimalizalt 6sszetétell, 0,50 % PVA-t tartalmaz6 mintaval (8. abra).
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6. abra. A PVA mennyiségének befolyasa a Mel in vitro kioldodasi sebességére mesterséges

gyomornedvben (a)- és mesterséges bélnedvben (b)
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7. abra. Sejt toxicitasi kinetika eredmények (a) és a nyolcoras kezelést kovetéen mért értékek (b) Caco-2
bél-epithél sejteken, impedancia alapjan
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8. abra. A Mel egy Ora utan mért permeabilitas értékei human Caco-2 sejteken



iv. A kombinalt nedves orléses eljaras robusztussdaganak vizsgalata

A kutatas céljai kozott szerepelt a kombinalt nedves Orlés robusztussaganak tanulmanyozésa,
nevezetesen a hatdanyag mennyiségének csokkentése és novelése az adott rendszerben, az optimalizalt
értékhez viszonyitva (10,0 % Mel = 2,0 g Mel), valamint ennek befolyasa a Mel kristalyossagi fokara,
(DSC és XRPD vizsgalatok). A vizsgélatok soran szoros 0sszefliggést talaltunk a Mel tartalom és annak
kristalyossaga kozott. A Mel mennyiségének ndvelésével nott a kristdlyossagi fok. Megallapitottuk,
hogy a célul kitlizott szemcseméret eléréséhez a Mel mennyisége a kiindulasi 10%-r6l 17,5%-ra (m/m)
novelhetd, ezzel a PVA koncentracid pedig 5% és 4,58% kozott valtozik. Ebben a koncentracio
tartomanyban a Mel kristalyossagi fok 20 és 45% intervallumban van. A DSC ¢s XRPD mérések nem
mutattak szignifikans kiilonbséget 95%-o0s konfidenciaszinten (9. és 10. dbra), ami azt is mutatja, hogy

a DSC vizsgalatok ebben a kristalyossagi fok tartomanyban biztonsagosan alkalmazhatoak.
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9. abra. A kiindulasi hatéanyag és a kiilonb6z6 Mel tartalma mintak DSC gorbéje
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10. abra. A kiindulasi hatoanyag és a kiilonbozé Mel tartalmu mintak XRPD gorbéje

V. A tenzidmentes nanoMel minta szilard fazisu formava alakitisa fluidizacioval és fagyasztva

szaritassal

A nanoMel jelzésti nanoszuszpenzioban (1% Mel és 0,5% PVA) a Mel atlagos szemcsemérete tehat
130,04 + 5 nm, kristalyossagi foka pedig 13,43 %-nak adddott. A kéthetes tarolasi id6 egyértelmiien
azt mutatta, hogy a terméket stabilizalni kell annak érdekében, hogy az drlésnél adodott/beallitott
kritikus paramétereket biztositani tudjuk. Erre a nanoszuszpenzio szilard fazisa termékké valod
atalakitasa jelentett megoldast. Ennek megvalositasara eldszor a fluidizacios eljarast alkalmaztuk,
amely soran MCC-t hasznaltunk segédanyagként. A gyors transzformalasi eljarasnak kdszonhetden a
termék kritikus paraméterei nem valtoztak szignifikdnsan. A masik lehet0ség a fagyasztva szaritas volt,
ami egy id6igényesebb folyamat. Aa szaritas alatt a hordozéanyag (trehal6z) amorfizalodasa €s a Mel
részleges szemcseméret-novekedése és rekrisztallizacioja ment végbe. Ezzel 6sszhangban, az atlagos
szemcseméret szignifikansan nott ((Z-atlag: 284 nm-r6l 374 nm-re) és a kristalyossagi fok novekedés
érteke pedig elérte a 36,54 %-t. A hat honapos szobahdmérsékleten torténd tarolasi idé sordn

szignifikans valtozas nem kovetkezett be a termékekben (11. abra, 3. tablazat).
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11. abra. Balrol jobbra: A nanoMel (1ézer diffrakcios mérés), a friss fluidMel és a tarolt fluidMel atlagos
szemcsemérete (SEM felvétel alapjan becsiilt), valamint a nanoMel, friss és tarolt lyoMel mintaknak Z atlag
értékei (Zeta nano ZS)

3. tablazat. A Mel entalpia értékei (DSC), illetve az olvadasi entalpiaértékek alapjan szamolt kristalyossagi
fokok.

Minta Entalpia Kristalyossagi fok A tarolt mintak
/g) %) kristalyossagi foka (%)

nanoMel 12,24 13,43 -

fluidMel 11,83 12,98 13,02

lyoMel 36,54 40,11 40,16

vi. A termékek biohasznosithatosaga

A tenzid mentes Mel tartalmu termékek biohasznosithatosagat in vivo allatkisérletekkel igazoltuk Az
eredmények alapjan megéallapithatd, hogy a nanonizalt Mel a szilard termékekbdl (fluidMel, lyoMel)
gyorsan felszivodik a gyomor barrieren keresztiil, passziv transzcellularis transzport segitségével. A
szilard termékek Mel tartalma, az elméleti értékhez viszonyitva 95 %-nak adddott, ami teljes
mennyiségében feloldodott és felszivodott. A fluidMel és lyoMel mintak esetében a biohasznosulas a
nanoMel értékének 6tszordse volt, szajon at torténd bevitel esetében. Az in vitro és in vivo vizsgalatok
kozotti szoros korrelacié a Mel nanoszemcsék hordozo feliiletérdl torténd gyors oldodasa (fluidMel),
és a telitési koncentracio gyors elérését igazoljak, mind mesterséges gyomornedvben, mind pedig az

allat gyomraban (12. 4bra, 4. tablazat, 13. abra).



9,000.00

8,000.00

—8—i.v.injekcio

—8&— microMel
l nanoMel

—o—fluidMel

lyoMel

= 7,000.00
£
~—
2 ]
< 6,00000 | §
£
£
~ 5,000.00 l l l
he)
: |
©
£ 4,000.00
[
(]
2
§ 300000
)
= 2,000.00
T - - _ _ =
1,000.00 3
r——a—0— % *
0.00
0 50 100
I1d& (min)

150

200

12. abra. A mintak vérszintgérbéi a patkdnyoknak torténd beadast kovetden. A készitmények szajon at

(nanoMel, fluidMel and lyoMel) és iv injekcio formajaban keriiltek applikalasra 300 pg/kg koncentracioban,

az allat tomegére szamolt dozisban

4. tablazat. A patkanyok plazmajaban mért hatéanyag koncentraciok a megadott id6pontokban, és a szamolt

relativ biohasznosulasi értékek. A biohasznosulast a naoMel értékéhez viszonyitottuk

Minta Cismin C120min AUC. Relativ
(M) (M) (min-ng/ml) biohasznosulas (%)
nanoMel 1,090.02 1,123.31 190,584.52 100.00
fluidMel 2,338.44 5,811.33 945,834.99 496.28
lyoMel 5,712.98 5,219.52 923,117.95 484.36
IV injekcio Csmin 6,059.07 2,607.80 377,528.01 -
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13. abra. IVIV korrelacio. Megjegyzés: A feltlintetett értékek atlag = SD. Statisztikailag szignifikans
kiilonbségek: ***p<0.001, a nanoMel mintdhoz viszonyitva, kiilén az in vitro és in vivo eredményeket

tekintve; # p<0.05 a megjelolt oszlopok esetében.
A kutato munka uj megallapitasai

A kombinalt nedves 6rlés alkalmas eljarasnak igérkezik a hatdbaanyagok nanonizaldsara, ami egy 1épésben,
eléorlés és feliiletaktiv anyag alkalmazasa nélkiil eredményezi a kivant szemcseméretti terméket. Kutatasi
eredményeim jdonsagat az rlési paraméterek- és a PV A mennyiségének optimalizalasa jelenti a Mel adott
szemcseméretének eléréséhez (Orlés hatékonysaga), a nanoszuszpenzié (nanoMel), mint kozti termék egy

1épésben torténd eldallitasahoz (innovativ technoldgia).

Az 0Orlés robusztussaganak meghatarozasahoz figyelembe kell venni, hogy az 6rlé gyongydk mennyisége
csokkenthetd a hatdéanyag mennyiségének novelésével, valamint ezzel a hatéanyag kristalyossaga is
szabalyozhatd. Ebben az esetben a DSC modszer javasolt a kristalyossagi fok meghatarozasara, mivel a

nagy amorf tartalom esetében ez a mdodszer biztonsagosan alkalmazhato.

A nanoszuszpenzié szilard formava torténd transzformaldsa 0j lehet6séget jelent a nanorészecskék
stabilizalasara (szemcseméret, kristalyossagi fok), tovabba lehet6vé teszi feliiletaktiv anyag alkalmazasa
nélkiil is kivalo biohasznosulasu szilard fazisu termék eléallitasat (por, tabletta, kapszula), ami fontos

szempont bizonyos betegcsoportok esetében a gyors fajdalomcsillapitas elérése céljabol (innovativ termék).
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