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1. BEVEZETES

A korszerii gyogyszerhordozok fejlesztését szamos tényezd igényli, csakugy, mint a
folyamatosan novekvd betegelvaradsok, a mar forgalomban 1év0 hatoanyagok kedvezotlen
fizikai-kémiai tulajdonsagai és a gyogyszeripari kihivasok a feldolgozhatosag terén. Ez
kiilonosképpen igaz a nano gyodgyszerhordozé rendszerekre, mint példaul a polimer micellakra,
amelyek, mint nanohordozok képesek a szervezet nehezen elérheté teriileteire bejuttatni a
hatéanyagokat (pl. kozponti idegrendszer) és kivaltani farmakodinamiai hatasukat.

A gyodgyszerfeliigyeleti elvarasok és limitaciok a nanomedicinalis készitményeket is
érintik. Fontos, hogy strukturalt és megfeleld tervezéssel rendelkezd kutatas-fejlesztési
folyamatokat kell végrehajtani, amelyek igazodnak a hatalyos iranyelvekhez. Azonban a
nanohordozokra vonatkozé el6irasok nem specifikusok, és inkabb csak a vizsgalni kivant
paramétert, mint a termékleirdsra szolgdld eszkozt definidljdk, mintsem a vizsgéalathoz
sziikséges modszertant. Ezért mindségfejlesztési technikdkat kell alkalmazni mar a fejlesztés
korai stadiumban is. Ahhoz, hogy megfeleldé mindséggel, biztonsagos alkalmazassal ¢és
hatékonysaggal rendelkezzen a készitmény, a Quality by Design (QbD) vezérelt
kockazatbecslési eljarasok megoldast jelenthetnek. Igy az altalanos nanorészecske sajatsagok
mellett figyelembe kell venni a beviteli kaput, a felépité ko-polimer fizikai-kémiai sajatsagait,
magat a hatéanyag jellegét és a kivant farmakokinetikai profilt.

Ezek alapjan elvarés, hogy az alacsony molekulatomegili hatéanyagokkal toltott polimer
micellak, amelyek a kdzponti idegrendszerbe torténd hatdoanyag depoziciot tlizik ki célul, ezen
szemlélet alapjan legyenek fejlesztve. A nazélis gyogyszerbevitel kihivasaira a polimer
micellak képesek megoldast szolgaltatni, mivel nagymértékli szolubilizacid kivaltasara
képesek, 1igy gyors hatdanyag-leaddst tudunk veliik elérni. Osszehasonlitva mas
nanohordozdkkal, a polimer micelldk nagyobb stabilitassal jellemezhetdek, kiillondsen a
polietilén-glikol oldallancokkal felvértezettek. A megfeleld stabilitas pedig kulcsfontossagt a
hatdanyag célszervbe torténd juttatsa esetén.

A polimer micelldk szdmos klinikai igényt tudnak ezaltal kielégiteni, és szemben allnak
azzal a problémaval, hogy megannyi potencialisan hatékony hatéanyag megbukik a klinikai
vizsgélatokon a megfeleld hordoz6 hidnyaban. Tovabba az invaziv eljarasokat is el lehet kertilni
azaltal, hogy a beteg szamara kényelmes adagolasi modok is megvaldsulhatnak. Azonban
ahhoz, hogy e végcélok megvalosuljanak, Ggy a klinikai és ipari elvarasokon alapuld,
mindségiranyitott fejlesztési folyamatoknak érvényben kell lennilik a terapidsan optimalis

beviteli kapun torténd hatéanyag adminisztracié kivalasztasa soran.



2. CELKITUZESEK

Jelen Ph.D. munka egy nazalisan alkalmazhatd, korszer(i, innovativ meloxikam tartalmu
polimer micella nanohordozo fejlesztését tiizte ki, amely mindség-orientalt fejlesztési €s
vizsgalati folyamat eredményeként képes a kozponti idegrendszerbe magasabb hatéanyag
koncentraciot bejuttatni, szemben a forgalomban 1évé készitményekkel. Az értéknovelt
farmakokinetikai profil eléréséhez sziikséges a megfeleld kolloidikai és részecsketulajdonsagok
megléte, amelyek a fokozott vizoldékonysagbol adodd gyors hatdanyag-leadasi és
permeabilitasi profilhoz vezetnek. Ezaltal a kutatds az alabbi célkitlizéseknek megfeleléen

zajlott:

. Korabbi munkankat alapul véve tudastér fejlesztést kovetden egy kockazatbecslési
eljaras kivitelezése a kivalasztott hatéanyaggal, segédanyagokkal és beviteli kapuval
kapcsolatban. A QbD alapu moddszertan alkalmazasa és adaptacidja, amely kivaldan
alkalmazhato preklinikai kutatas-fejlesztési folyamatokban.

1. A magas kockézati faktorok figyelembevételével az eldallitdsi folyamatot és az
Osszetétel optimalizalasa faktoridlis kisérlettervezéssel, az optimalis Osszetétel
kolloidalis és részecsketulajdonsagainak meghatarozasa, valamint a nazalis
gyogyszerforma kovetelmények pl. ozmolalitas, viszkozitas vizsgalata.

I1l. A vizoldékonysag novekedés kvalitativ és kvantitativ jellemzdinek mérése és leirasa,
tovabba hosszu tavu fizikai stabilitds vizsgalatot végrehajtasa és értékelése.

IV. A nazilis gyogyszerforma vizsgélatok elvégezése a hatdanyag utjat lekovetve, kiilonds
tekintettel az in vitro hatéanyag-leadasra ¢€s in vitro mukoadhézios jellegre. In vitro
citotoxicitas €s permeabilitds meghatarozasa RPMI 2650 nazalis epitél sejtvonalon,
tovabba ex vivo human orrnyalkahartyan keresztiil torténé permeabilitas vizsgalata.

V. Végezetiil, in vivo farmakokinetika leirasa és a kapcsolat paraméterek kiszamitasa. A
preklinikai vizsgalatok harmonizacidja, korrelacio feltérképezése az in vitro, ex vivo és

az in vivo vizsgalatok kozott.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1.  Felhasznalt anyagok

Modell hatéanyagként a meloxikamot (MX) (4-hidroxi-2-metil-N-(5-metil-2-tiazolil) -
2H-1,2-benzotiazin-3-karboxamid-1,1-dioxid) valasztottuk (EGIS Gyogyszergyar Zrt.,
Budapest, Magyarorszag). Polimer micella képzé ko-polimerként Soluplus® (SP) (BASF
GmbH, Hanover, Németorszag) keriilt kivalasztiasa. Szerves oldoszerként 96 %-0s etanol
(Merck Kft., Budapest, Magyarorszag) keriilt alkalmazasra. A mikrokristalyos natrium-
hidroxid (NaOH), a krioprotektans D-trehaloz dihidrat (D-Tre), a szimulalt nazalis elektrolit
oldat (SNES) ¢és a foszfat pufferelt sooldat (PBS) komponensei a Sigma-Aldrich Co., Kft.,
Budapest, Magyarorszag altal keriiltek beszerzésre. A SNES 0Osszetétele az alabbi: 8,77 g/l
natrium-klorid (NaCl), 2,98 g/l kalium-klorid (KCl), 0,59 g/l vizmentes kalcium-klorid (CaCly).
A PBS 7,4 pH értékli volt, melyet dindtrium-hidrogén-foszfait (NazHPOs4) és kalium-
dihidrogén-foszfat (KH2PO4) sok alkottak. A formulacid és a mérések soran a tisztitott vizet a
Millipore Milli-Q® (Merck Kft., Budapest, Magyarorszag) Gradient Water Purification System
reverz ozmozis elven miikddo viztisztitokésziilék segitségével sziirtiik. Minden egyéb vegyszer

szintén a Sigma-Aldrich Co., Kft. 4ltal keriilt beszerzésre amennyiben masképp nincs indikalva.
3.2.  Quality by Design alapii kockdzatbecslés

A QbD egy tudas- és kockazatbecslés kozponti mindségfejlesztési modszertant foglal
magaban, igy kvalitativ és kvantitativ faktorok osszegytijtése sziikséges. A kockéazatbecsléshez
a LeanQbD® (QbD Works LLC, Fremont, CA, Amerikai Egyesiil Allamok) szoftver keriilt
alkalmazasra. E16szor interdependencia alapon tortént a kdlcsondsségi viszony meghatarozasa
a céltermék mindség profilja (QTPP) és a kritikus mindségi paraméterek (CQA) k6zott, majd a
CQA eclemek és a kritikus anyagi (CMA) ¢és gyartasi paraméterek (CPP) kozott. Ehhez egy
haromszintes skalat alkalmaztunk, és minden kapcsolatot ,,Magas” (M), ,,Kozepes (,,K) és
Alacsony (,,A”) jelzOkkel illettiink. Ezt kdvetden eléfordulasi valoszinliség, azaz probabilitas
alapjan szamszertisitettiik a kockazati tényezdket és egy rangsort tudtunk ezaltal felallitani. A
kiszamitott sulyossagi fokok szdzalékosan kerliltek megadasra, amelyek az interdependencia

alapt kockézatbecslési matrixok keretein beliil keriiltek bemutatasra.
3.3.  Meloxikam tartalmu polimer micellak eléallitasa

Els6 1épésként 15 mg MX-t 10 ml etanol és 3 ml NaOH oldodszer elegyében oldottuk
folyamatos kevertetés mellett (750 rpm, 25 °C). Ezt kovetden a keletkezé MX oldatban 100 mg

SP-t oldottunk. 1 6ra inkubaci6 utan a szerves oldoszert rotacios vakuumbeparlassal (Biichi R-
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210 (Biichi, Flawil, Svajc) eltavolitottuk, igy egy polimer filmet kapva a gémblombikban. A
beparlasi homérséklet 50 °C volt és a nyomas értéket folyamatosan csdkkentettiik 1000 mbar
értékrél 100 mbar nyomasig 50 mbar/perc sebességgel. Ezt kovetden 10 — 15 perces szaritas
tortént 100 mbar nyomason és 50 °C-on. A hidratacié 6 ml tisztitott vizzel tortént, majd a pH
értéket 5,6 és 7,4 kozé allitottuk be megfelelve a nazélis tartomanynak. Ezt kdvetéen az
oldatot1-1 ml alikvotokra osztottuk, majd fagyasztva szaritottuk 5 m/m% D-Tre hozzaadasaval
(ScanVac CoolSafe 100-9 (Labogene, ApS, Lynge, Dania). Els6 1épésként megfagyasztottuk a
mintakat — 40 °C-on 12 6ran keresztiil 0,013 mbar nyomas mellett, majd 3 oran keresztiil
utoszaritottuk 25 °C-on. A fagyasztva szaritott mintakat kdzvetlen a tovabbi vizsgalatok elott 1
ml tisztitott vizzel visszaoldottuk, igy az MX nominalis koncentracioja 2,5 mg/ml volt (SP-MX
formulacio). Minden beallitott paraméter egy 3-faktoros, 3-szintes Box-Behnken faktorialis

kisérlettervezést kdvetden keriilt meghatarozasra.

3.4. Micella karakterizacio

3.4.1. Az extempore rediszpergalt termék karakterizacioja

Az atlagos hidrodinamikai atméré (Dn) €és a polidiszperzitasi index (Pdl) a dinamikus
fényszoras (DLS) elvén keriilt meghatarozasra (Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Worcestershire, Egyesiilt Kiralysag). A formulaciok zéta potencial értéke (()
szintén ezen késziilék segitségével volt mérve. A formulaciokat 1 ml tisztitott vizben oldottuk,
majd 25 °C-on, 1,720 refraktiv index mellett mértiik kapillaris iivegkiivettdkban. Harom
parhuzamos mérést végeztiink és azokat atlagoltuk.

A porampullak rekonstittcios idejét 1 ml vizben mértiik folyamatos keverés mellett (100
rpm, 25 °C), amig egy tiszta oldatot nem kaptunk. A rediszpergalt oldat pH értékét a WTW®
inoLab® pH 7110 (Thermo Fisher Scientific, Budapest, Magyarorszag) kézi, automatikus pH
mérd eszkdzzel mértiik. Az ozmolalitdst automata ozmométer (Knauer Semi-micro
Osmometer, Berlin, Germany) segitségével mértilk. A viszkozitas méréseket 35 °C-on
viteleztiik ki RheoStress 1 HAAKE instrument (Kalrsuhe, Germany) eszkozzel, kiplemez
geometriai beallitassal (sugar: 49,9 mm, szog: 1°, rés: 0,052 mm). A latszolagos viszkozitast
0,01 — 100 s nyirasi sebesség kozotti sopréssel hataroztuk meg. Harom parhuzamos mérést

végeztiink €és azokat atlagoltuk.
3.4.2. Termodinamikai oldhatosag meghatarozasa

Az kiinduldsi MX hatéanyag ¢és az SP-MX formulacié termodinamikai oldhatdsagat 3

kiilonboz6 értéken vizsgaltuk szimuldlva a tarolasi, a nazalis és a vérben taladlhaté pH és



hémérséklet viszonyokat. Az alabbi folyadékokban keriilt meghatarozasra az oldhatdsagi érték:
tisztitott vizben (pH 6,4, 25 °C), SNES-ben (pH 5,6, 35°C) és PBS-ben (pH 7.4, 37 °C). A
vizsgalathoz 1-1 ml folyadékokot hasznaltunk, majd szemmel lathato telitettséget kdvetéen 72
oran keresztiil 100 rpm allandé keverési sebességgel inkubaltuk a rendszereket. Ezt kvetden a
szuszpenzidkat 0,22 um porus atmérdji poliéter-szulfon membransziirén keresztiill megszirtiik
¢s meghataroztuk az oldott hatéanyag tartalmat. Harom parhuzamos mérést végeztiink és azokat

atlagoltuk.
3.4.3. Bezarasi hatékonysag meghatdrozdsa

A bezarasi haté¢konysdg (EE) meghatarozasdhoz az indirekt mddszert alkalmaztuk. A
polimer micellakat centrifugalas segitségével elkiilonitettik a Hermle Z323 K magas
teljesitményii, hiithetd centrifuga (Hermle AG, Gosheim, Németorszag) alkalmazasaval 17500
rpm fordulatszam és 4 °C hdmérséklet beallitasaval 45 percen keresztiil. A feliiluszobol tortént
a mennyiségi meghatirozas harom parhuzamos mérés sordn és az alabbi képlet segitségével
hataroztuk meg a bezarasi hatékonysagot:

Xiiinawssi (Mg) — MXferisze (Mg)
MXyiinauasi (mg) .

EE(%) = d 100 )

3.4.4. Nedvesedesi sajatsagok és polaritas meghatarozasa

A formulacié nedvesedésének megvizsgalasahoz kontakt nedvesedési peremszog
mérésen alapulé modszert alkalmaztunk (DataPhysics OCA 20, DataPhysics Inc., GmbH,
Filderstadt, Németorszag). A mérések soran 0,10 gramm fagyasztva szaritott por keriilt
kimérésre majd 1 tonna préserd mellett pasztillakat préseltiink Specac® hidraulikus
présszerszam (Specac Inc., Fort Washington, PA, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével.
Az érintkezési sz0g mérésére hasznalt folyékony kdzeg a bidesztillalt viz (a polaris komponens
hatarfeliileti fesziiltsége (yi’) = 50.2 mN/m, az apolaros komponens hatarfeliileti fesziiltsége
(vi%) = 22.6 mN/m) és dijod-metan (yi® = 1.8 mN/m, vi® = 49 mN/m) keriilt felhasznalasra. A
préselt mintdk érintkezési szogeit Wu modszerével hatdroztuk meg. A szilard feliileti
szabadenergia a polaris (yi?) és az apolaris (yi¥) komponensek &sszege a Wu egyenletet
alkalmazasaval kertilt Kiszamitasra (2. Egyenlet):
4ydvD) | 40m)

Y TR

Ahol O a kontakt nedvesedési peremszog szog, vs a szilard feliilet szabadenergiaja és ) a

(14 cos®)y, = (2)

folyadék feliileti fesziiltsége.



A szazalékos polarits a yP és y értékekbdl az alabbi egyenlet alapjan szamithaté ki:

p
Polaritas (%) = YT 100 3)

3.4.5. Raman spektroszkopias vizsgalat

A polimer micellak Raman spektroszkopiai mérésére a Thermo Fisher DXR konfokalis
Raman mikroszkoép (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt
Allamok) eszkoz keriilt hasznalatra, melyet egy toltés-csatolt eszkoz (CCD) kameraval és 780
nm-en miikodo dioda 1ézerrel szereltek fel. A Raman méréseket 12 mW 1ézertejlesitménnyel,
25 um-es optikai réstavolsaggal végeztiik. Az értékeléshez hasznalt Raman spektrumok 2 s
beallitott expozicios idovel, 6 s felvételi idovel és 6sszesen 32 spektrum atlagolasaval késziilt
a 3500 — 200 cm™ spektrumtartomanyban kozmikus sugarzas és fluoreszcencia korrekciokkal.
A Raman spektrumokat normalizéltuk, hogy kikiisz6boljiik a mért teriiletek kozotti intenzitas

eltérést.
3.5.  Hosszu tavu fizikai stabilitas vizsgalata

A fagyasztva szaritott szilard termék fizikai stabilitisanak meghatarozasahoz az ICH
Q1A iranyelvnek megfelelden hosszl tdva stabilitdsi vizsgalatot végeztiink hiitészekrényben
torténd tarolassal 12 honapig, 5 £ 3 °C-on. Minden honapban egy porampullat feloldottunk
tisztitott vizben, majd a DLS modszer segitségével meghataroztuk a Dy és PdI értékeket. Hairom

parhuzamos mérést végeztiink.

3.6.  Nazalis alkalmazhatosagi vizsgalatok

3.6.1. Invitro hatéanyag-leadds vizsgalata

Az SP-MX formulacio hatéanyag-leadas vizsgalatdra modositott forgdlapatos modszert
(Hanson SR8 Plus (Teledyne Hanson Research, Chatsworth, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
alkalmaztuk, referenciaként a kiindulasi MX hatéanyagleadasi profiljat hasznaltuk, amelyet 0,1
m/v%-0s natrium-hialuronat (molekulatomegl400 kDa) oldatban szuszpendaltunk. A
vizsgalathoz 1-1 ml oldatot és szuszpenziot dializis zsdkba toltdttiink (Spectra/Por® Dializis
membran, MWCO: 12-14 kDa (Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, CA, Amerikai
Egyesiilt Allamok)), kioldokozegként 100 ml SNES-t alkalmaztunk és a mérést 35 °C-on

végeztiikk. Hairom parhuzamos mérést végeztiink.



3.6.2. Invitro sejtéletképességi és permeabilitdsi vizsgalat humdan RPMI 2650 sejtvonalon

Az in vitro sejtvonalas vizsgalatokhoz human orrhamsejteket (RPMI 2650; ATCC cat.
no. CCL 30) hasznaltunk. A permeabilitas mérésére a hamsejteket human vaszkularis endothel
sejtekkel egyiitt tenyésztettiik, hogy fiziologidsan megfelelobb gatat hozzunk Iétre,
reprezentalva az orrhdmot és a nyalkahartya alatti vaszkularis endotéliumot. Az ¢l6 gatképzd
sejtek sejtkarosodasanak és/vagy védelmének nyomon kovetésére €s a tapado sejtek
¢letképességének szamszerisitésére valdos idejii  sejtelektronikus érzékelési technikat
alkalmaztunk. A sejtrétegek impedanciajanak regisztralasahoz RTCA-SP késziiléket (ACEA
Biosciences, Amerikai Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. A regisztracio 10 percenként tortént, és
a sejtindexet a kovetkezéképpen hataroztuk meg: (Rn -Rp)/15, ahol Ry, a sejteket tartalmazo fal
sejtelektrod impedanciaja, Rp pedig a hattér impedancia. A 96 lyuk( és beépitett
aranyelektrodakkal ellatott E-lemezeket 0,2 m/v%-os zselatinnal vontuk be, és 20 percre az
inkubatorba helyeztiik. Az inkubalés utan a zselatint eltavolitottuk, és 50 ul taptalajt helyeztiink
minden lyukba. Az adagolt RPMI 2650 sejtszuszpenzi6 siirtisége 2 x 10* sejt/lyuk volt. Amikor
a sejtek elértek az egyenletes ndvekedési fazist, az SP-MX formulacid és az azt felépitd
komponensek oldatai keriiltek felhelyezésre. Az oldatokat a sejttenyésztd tapkozegben

allitottuk elo.

A permeabilitas mérésére RPMI 2650 sejteket tenyésztettiink 12 lyukt lemezekre helyezett
inszerteken (Transwell, polikarbonat membran, 3 pm pérusméret, 1.12 cm?, Corning Costar
Co., MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) endotél sejtek jelenlétében 5 napig. Az egyiitt
tenyésztett modell elkészitéséhez endotél sejteket passzaltunk (1 x 10° sejt/cm?) alacsony
novekedési faktorral bevont, Matrigelt (BD Biosciences, NJ, Amerikai Egyesiilt Allamok)
tartalmazé szdvettenyésztd inszertek alsd oldalara és orrhdmsejteket oltottunk be (2 x 10°
sejt/cm?) a patkanyfarok kollagénnel bevont membranok felsé oldaldhoz. A permeabilitasi
kisérletekhez 1,5 ml Ringer-Hepes puffert helyeztiink el az akceptor rekeszekben. A donor
rekeszbe 0,5 ml MX szuszpenzié vagy SP-MX micellaris oldat keriilt. A lemezeket vizszintes
razogépen (120 fordulat/perc) tartottuk a vizsgalatok soran, amely 60 percig tartott. Mindkét
kompartmentbdl mintdkat gylijtottiink, majd a meloxikdm koncentraciét meghataroztuk. A
latszolagos permeabilitasi egyiitthatd kiszamitasa sordn az alabbi tényezok keriiltek szdmitasba:
az akceptor fazis koncentraciovaltozasa 60 percen beliil (A[C]a), a donor kompartment
koncentracidja a kiindulasi idépontban ([C]p), az akceptor kompartment térfogata (Va; 1,5 ml)
és a felszin (A; 1,1 cm?) (4. Egyenlet).
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A permeabilitas mérésére 2,5 mg/ml MX szuszpenziéo ¢s SP-MX formulacié keriilt

felhasznalasra, valamint a 10x-es higitasuk is Ringer-Hepes pufferben.
3.6.3. ExVvivo nazalis permeabilitas vizsgalata

A nazalis passziv diffazidé ex vivo koriilmények kozotti vizsgalatat modositott, Side-Bi-
Side® tipust horizontélis diffiizios cellan keresztiil hajtottuk végre. Az MX szuszpenzi6 és az
kisérletek a Szegedi Tudomanyegyetem intézményei etikai bizottsdganak jovahagyasaval
(ETT-TUKEB:1V/3880-1/2021/EKU) torténtek. Az orrnyalkahartyat 0,785 cm? diffizios
feliilettel a donor és az akceptor kompartment kdzé helyeztiik. A donor fazist ugy allitottuk eld,
hogy 1 ml készitményt felhigitottunk 8 ml SNES-sel, mig az akceptor fazis 9 ml 7,4 pH értékii
PBS volt, szimuldlva a nazalis koriilményeket. A kamradk homérsékletét fiitdcirkulatorral
(ThermoHaake C 10-P5, Sigma-Aldrich Co., Kft., Budapest, Magyarorszag) 35 £+ 0.5 °C-ra
szabalyoztuk. A kompartmentek folyamatos keverés alatt alltak 100 rpm fordulatszammal. Az
akceptor fazisbol elore meghatarozott idépontokban 100 pl-es alikvotokat vettiink, és azonnal
visszapotoltuk. A fluxust (J) az orrnyalkahartyan atdiffundalt hatbanyag mennyiségbdl (mt), a
felszinbdl (A) és a mintavételi 1dObOl (t) szadmitottuk ki (5. Egyenlet). A permeabilitési

crer

definiéltuk (6. Egyenlet).
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3.6.4. Invivo farmakokinetika vizsgalata

Az allatkisérleteket az Allatkisérleti Tudomanyos Etikai Tanacs (AKTB) jovahagyaséaval
végeztik (engedély szdma: 1V/1247/2017). Az allatok kezelése az Eurdpai Kozosségek
Tandcséanak iranyelvei (2010/63/EU) és az 1998. évi XXVIIIL. torvény az allatok védelmérdl és
kiméletérdl alapjan torténtek. A kisérlet soran 160 — 180 g testtomegii, him Sprague Dawley
patkanyokat hasznaltunk fel, melyek jobb orrlyukdba 60 pg MX doézist tartalmazé SP-MX
formulaciot pipettaztunk (n=24). Elére meghatarozott idépontokban (5, 15, 30, 60, 120, 240

perc) a patkanyok vérét (izoflurdn érzéstelenités alatt) heparinizalt csévekbe gylijtottiink



szivpunkcioval. Ezutdn az allatokat lefejeztiik, az agyszdveteket eltavolitottuk, jéghideg PBS-
ben oblitettiik majd tdmegmérést kovetden az analitikdig — 80°C-on taroltuk.

A farmakokinetikai paraméterek meghatarozasat a PK Solver 2.0 szoftverrel végeztiik a
mért agyi és plazmaadatok nem kompartmentalis elemzésével. Az 1d6 — koncentracid gorbékbol
a gOrbe alatti tertileteket linearis trapezoid illesztésen alapulé modszerrel hataroztuk meg (n=4).
3.7. A meloxikam mennyiségi analizise
Meéréseink soran az MX koncentracidjanak szamszerlsitésére nagy teljesitményli
folyadékkromatografiat alkalmaztunk (Agilent 1260 (Agilent Technologies, Santa Clara,
Amerikai Egyesiilt Allamok)). Az allo6fazis egy Kinetex® EVO C18 oszlop volt (5 pm, 150 mm
x 4.6 mm (Phenomenex, Torrance, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)). Az elvalasztishoz
kétlépéses gradiens elucidt alkalmaztunk, eluensként 0,065 M KH2PO4 oldatot (pH 2,8) és
metanolt hasznaltunk. A kromatogramok detektalasa 355 + 4 nm hulldmhosszon, UV-Vis
diddasoros detektorral tortént. Az adatokat ChemStation B.04.03 szoftverrel (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) értékeltiik ki.

Az MX Kvantitativ analizisét az in vivo vizsgalatokhoz a Waters Acquity [-Class UPLC™
rendszerrel (Waters, Manchester, Egyesiilt Kirdlysag) végeztiik, Q Exactive™ Plus Orbitrap
tomegspektrométerhez (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)
csatlakoztatva, fitott ESI ionforrassal feleszerelve. Belsd standardként piroxikamot
hasznaltunk. A gradiens kromatografids elvalasztast szobahdmérsékleten Acquity BEH C18
oszlopon (50 mm x 2,1 mm; részecskeméret: 1,7 um) végeztiik, amelyet C18 védéoszloppal (2
x 2 mm, Phenomenex, Torrance, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) védtiink. Eluensként 0,1%-
os vizes hangyasav oldatot és hangyasavas acetonitrilt alkalmaztunk. A tomegspektrométert
pozitiv lizemmodban hasznéltuk a fiitott ESI forrdas aldbbi paramétereivel: permetezési
fesziiltség — 3,5 kV, kapillaris hdmérséklet — 256 °C, segédgaz flitdelem hdmérseklete — 406
°C, kopenygaz aramlasi sebessége — 47,5 I/h, segédgaz aramlasi sebessége 2,25 1/h és S-lencse
radi6 frekvencias szintje 50,0. Parallel reaction monitoring modot hasznaltunk a
szamszerUsitéshez a kovetkez6 atmenetek monitorozasaval: m/z 352 2 115 MX és m/z 332 -
95 piroxikdm esetében. Az adatgytijtés és feldolgozas Xcalibur és Quan Browser (4.5.474.0
verzi0) szoftverrel (Thermo Fisher Scientific, San Jose, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok)

tortént.



4, EREDMENYEK ES DISZKUSSZIO

4.1.  Quality by Design alapu kockazatbecslés

A QbD alapt fejlesztések elsé részeként egy megfeleld tudastér kialakitasa a
kulcsfontossagu 1épés, majd ezt kdvetden az Osszegyljtott paraméterek kritikai elemzését
kockazatbecsléssel kell végrehajtani. Kutatomunkdnk soran kordbban beszamoltunk egy
altalanos tudastér-fejlesztésrdl a polimer micellakrol, ahol szamos irodalmi adatot elemeztiink,
hogy megtalaljuk az 6sszes olyan valtozot, amely befolydsolja ennek a specifikus nanohordozo
rendszernek a mindségét, biztonsagos alkalmazhatosagat és hatékonysagat. Megallapitasaink
soran az Europai Gyodgyszeriigynokség direktivaira is hagyatkoztunk, €s Osszegyljtésre
keriiltek a QTPP, CQA, CMA ¢és CPP elemek. Az azonositast kdvetden interdependencia
alapon kdlcsonosségi viszonyokat hataroztunk meg a QTPP és CQA elemek kozott, majd azok

sulyossagi fokat szamoltuk ki szoftveresen és jellemeztiik szazalékosan (1. Abra).

QTPP s .
Indikécié | Populicié | Beviteli kapu | Hatés helye | Feiszivédasi | Leadasi |\, 00 076
profil profil
CQA
Micella mérete KOZEPES 21,84
Segédanyagok KOZEPES KOZEPES 17,51
Oldékonysag KOZEPES KOZEPES 11,49
gatcanyadiicadae KOZEPES | KOZEPES 8,92
ideje
Eermoabiitas KOZEPES | KOZEPES 8,49
mértéke
Bezarasi
el KOZEPES KOZEPES KOZEPES KOZEPES 8,03
Nedvesedés KOZEPES KOZEPES KOZEPES KOZEPES 6,26
Szerkezet KOZEPES KOZEPES | KOZEPES | KOZEPES 575
Fizikai megjelenés KOZEPES KOZEPES KOZEPES 5,06
Stabilitas KOZEPES 3,77
Toxicitas KOZEPES 2,88

1. Abra. A QTPP és CQA elemek kozotti kolesonds fiigg6ség értékelése. Minden kapcsolat
magas/kézepes/alacsony relacioval van jellemezve. Az utolsé oszlop a CQA elemek

sulyossagi fokat mutatja szazalékos aranyban az dsszesitett silyossagi fokokhoz képest.

Az els6 interdependencia értékelés azt mutatta, hogy a részecskék jellemzoi sokkal,
magasabb kockazattal jellemezhetéek, mint az orriiregen keresztiili adminisztraciohoz
kapcsolddo tényezOk. Ez a késdbbiekben nagymértékben alatdmasztasra keriilt, hiszen a
faktorialis kisérlettervezés sordn e tényezdket vettiik figyelembe, mint filiggé faktorok.
Mindségi kritériumként lefektettiik, hogy a részecskeméret 10 és 200 nm kozott legyen és a

méret eloszlasa monodiszperz legyen. A segédanyagok, mint példaul az SP, elére
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meghatarozott volt, igy annak ellenére, hogy a kockazat magas, meghatdrozott mindségi
vonatkozasokkal rendelkezik, mennyiségileg azonban optimalizalni kell. Az els6 oszlop listajan
szerepld CQA elemek a késdbbiek soran megvizsgalasra kertiltek. A kovetkezd 1épés annak
meghatarozasa volt, hogy mely CMA/CPP elemek jellemezhetéek magas kockazati értékekkel

a CQA elemekkel szemben, mely értékelés a 2. abran lathato.

CMA/CPP — Keversl Rotécis Rotécis Rota
CQA id6é nyomas hémérséklet | sebesség
Micella mérete KOZEPES KOZEPES KOZEPES
Segédanyagok KOZEPES KOZEPES
Oldékonysag KOZEPES KOZEPES
Hatsanyagjleadds KOZEPES KOZEPES
ideje
gemmeaniliias KOZEPES | KOZEPES KOZEPES | KOZEPES
mértéke
Bezarasi
hatékonység KOZEPES KOZEPES
Nedvesedés KOZEPES KOZEPES KOZEPES
Szerkezet KOZEPES
Fizikai megjelenés | KOZEPES | KOZEPES KOZEPES
Stabilitas
Toxicitas KOZEPES KOZEPES
47,78 21,88 15,39 7,82 7,13

2. Abra. A CQA és CMA/CPP elemek kozotti kolesonds fliggdség értékelése. Minden
kapcsolat magas/kdzepes/alacsony reldcioval van jellemezve. Az utolsé sor a CMA/CPP

elemek sulyossagi fokat mutatja szazalékos aranyban az 6sszesitett sulyossagi fokokhoz képest.

Az optimalizalt polimer micellak kialakitasat célz6 vékonyréteg film hidratacios
moddszernél meghatarozott kockéazatbecslés értékelése alapjan kideriilt, hogy az id6 mellett a
készitmény Osszetétele alkotja a legmagasabb kockazati tényez6t. Ezért késdbbiekben az egyes
segédanyagok Osszetételét a faktorialis kisérlettervezés részeként valasztottuk ki, mint
fiiggetlen faktorok. Az MX koncentraciojat elére definialtuk 2,5 mg/ml értékre. A keverési idot
nem allitottuk be az optimalizalasi folyamat el6tt, mivel a térfogatok az olddszeres extrakciot
megel6zden valtoztak. A kritérium az volt, hogy megfeleld kivonas utan lathatéoan szaraz

legyen.

4.2.  Micella karakterizacio

4.2.1. Az ex tempore diszpergalt termék karakterizacioja

A Box-Behnken faktoridlis kisérlettervezéssel végzett optimalizdlas utan a vizben
rediszpergalt nazalis készitmény karakterizalasat végeztiik el. A mért atlagos hidrodinamikai

atmérd (Dn) értéke 111,6 £ 3,0 nm volt, ami optimalis €s a polimer micelldkra jellemzd
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részecskeméret tartomanyban (10 €s 200 nm kozott) talalhato. Ez a részecskeméret csokkentés
a nanokapszulazasi technikak k6z¢é sorolhatd, ahol a csokkenést tovabbi segédanyagok, példaul
a vizsgalatunkban alkalmazott SP ko-polimer segitségével érik el. Nemcsak a megnovelt
oldhatosagu és feliiletii nanorészecskék eldnyeit hordozza magaval, hanem az épité ko-polimer
elonyos tulajdonsagai is felszinre kertilnek. Mivel az SP micellak hidrofil koronaja polietilén-
glikol, igy noveli a stabilitasat a keringésben és a biologiai eloszlas sordn. Ezenkiviil
megndvelné a vérben torténd tartdozkodasi 1doét is, anélkiil, hogy lebomlana, ezaltal
meghosszabbitva a hatékony kezelési idot. A micellaméret mellett annak az eloszldsa is
kulcsfontossagu paraméter. A Pdl a micellaméret eloszlasra utal, amely az SP-MX készitmény
esetében 0,114 £ 0,06 volt. A 0,3 alatti PdI értékek monodiszperznek mindsiilnek, ezért
készitményiink megfelelt ennek a kritériumnak. Nemcsak a nanohordozé kolloid szerkezetére
¢s tulajdonsagaira van hatassal, hanem a hatdanyag felszabadulasi és permedcios profiljara is.
Az egyenletes hatdanyag-leadds és permeédcio csak akkor lehetséges, ha a készitmény
monodiszperz, mivel a polidiszperz eloszlas esetén a valtozod szemcseméret eltérd kinetikai
profilokat vonz maga utdn. A zéta potencial a folyékony halmazallapotu kolloid rendszer
feliileti toltési tulajdonsagaira utal. Az SP-MX készitmény esetében a mért zéta potencial — 25,2
+ 0,4 mV volt. Ez egy viszonylag magas abszolut érték, amely megakadalyozza a
toltés nélkiili polimer micelldk az orrnyalkahartyan keresztiil penetralodé hordozok kozé
tartoznak, ahol a nyalkaréteg lehetévé teszi a micellaris hordozo felszivodasat transzcitozissal
vagy paracellularis transzporttal.

A fagyasztva szaritott SP-MX formulacié rekonstitiicios ideje 2 s volt, ami joval
meghaladja az Eurdpai Gyodgyszerkonyv (Ph. Eur. 10) kdvetelményeit, amely szerint a
fagyasztva szaritott porampulldknak megfeleld olddszer hozzaadasa utan 3 percen beliil fel kell
oldddnia teljesen. Az orr fizioldgids pH-ja 5,6 és 7,4 kozott van, ami lehetévé teszi a normal
csilld miikodést. Ebben az enyhén savas kornyezetben is kifejti kedvezd hatasait a lizozim,
amely egy természetes antimikrobidlis enzim az orriiregben. Az SP-MX készitmény pH érteke
6,49 volt, ami megfelel a kritériumoknak. A nazalis készitmények altaldban izotonidsak (kb.
290 mOsmol/l), de az izotdéniatdl vald eltérés is eldnyds lehet. A hipertonids oldatok
zsugorodast okozhatnak a hamsejtrétegben ¢és gatolhatjdk a normalis csillo aktivitast.
Esetiinkben hipoténids oldatot (240 £ 12 mOsmol/l) kaptunk, ami ndvelheti a hatéoanyag
felszivodasat. A készitmény viszkozitasa 32,5 + 0,28 mPas volt, ami elég alacsony ahhoz, hogy

orrsprayként torténd alkalmazasa is megvaldsuljon, valamint ne okozzon diffuzios gatat.
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4.2.2. A termodinamikai oldhatosag és a bezarasi hatékonysag meghatarozasa

Az SP-MX készitmény termodinamikai oldhatosagat a kiindulasi MX-hez viszonyitva
telitési modszerrel hatdroztuk meg 3 kiilonb6z6 pH és homérsékletviszonylatban, amelyek
reprezentaljak az orriiregi, a tarolasi és a vérkeringésben jelenlévo kondiciokat. A szamitott
oldhatosagi tényezOket az 1. tablazatban lathatjuk az indirekt moddszerrel meghatarozott
bezarasi hatékonysag értéke mellett. Lathato, hogy jelentdésen novelte a micellaképzddés a
hatéanyag vizoldékonysdgat, amely a magas bezarasi hatékonysagnak ¢€és a nano

mérettartomanynak kdszonheto.

1. Tablazat. SP-MX termodinamikai oldhat6saga (Stt) szemben a kiindulasi MX hatéanyaggal
(Sw), valamint a bezarasi hatékonysag (EE). Az adatok atlagot és szorast jelolnek (n = 3).

pH Sw (mg/l) Stot (Mg/I) EE (%)

5,6 6,92 +£0,19 5419,7 £ 1,284 89,4+2,7

6,4 6,99 + 0,45 5527,0 £ 1,197 92,1+1,5

7,4 7,09 £ 0,33 5775,9 £ 0,789 89,9+ 3,6

4.2.3. Nedvesedési sajatsagok és polaritas szamitasa

A nedvesedési sajatsagok vizsgalata és pozitiv értékelése kiemelkedden fontos, ha a cél
egy vizben gyorsan diszpergalodd termék kifejlesztése. Az MX vizzel szembeni érintkezési
szoge nagy, ami nagy hidrofobitast mutat, mig az SP polimer micellaképzd ko-polimer és az
SP-MX formuléacio viszonylag alacsony érintkezési szoggel rendelkezik (2. Téblazat). A
szamitott polaritasértékek is azt igazoljak, hogy az MX nanohordozdval torténd szolubilizalasat
kovetden a polaritdis novekedése tapasztalhatd. A polaritds novekedés oka lehet a
készitményben 1év6 polaris D-Tre nagy térfogat- és tdomegaranya, valamint az SP-nek a magas
polaritdsa. A magas polaritas €s bezarasi hatékonysag magyarazza a rovid idén beliil torténd

rekonstiticidt és a megndvekedett termodinamikai oldhatosagot is.

2. Tablazat. Az SP-MX készitmény érintkezési szogei, szamitott feliileti szabadenergiai és
polaritasa a kiindulasi MX és SP ko-polimerhez képest. Az érintkezési szogek adatai atlagot és

szorast jelolnek (n = 3).

Minta O.viz [°] Ouijsa-metin [°] Y [MNM?]  yP[MNmM?] y[mNm?] Polaritis (%)
MX 75,3+5,2 16,2 +£ 3,3 44,7 9,3 54,0 17,1
SP 33,4+0,3 16,4 +0,0 44,02 29,20 73,22 39,6
SP-MX 11,3+£0,5 23,4+0,1 42,08 37,13 79,21 47,0
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4.2.4. Raman spektroszkopias vizsgalat

A kiindulasi MX, SP, a fizikai keverék az SP-MX formulécié Raman spektrumai a 3. dbran
lathatoak. A benzotiazin aromas gytiri rezgése 1598 cm™-nél talalhaté az MX spektrumaban,
amely a CH: hajlitasi rezgésébol szarmazik, valamint C=C és C=N csoportok nyujtorezgésébol.
Egy éles cstics is talalhaté magas intenzitdssal 1532 cm™-nél, ami a molekula tiazol gyiiriijében
1évé C=N nyujtorezgését jelzi. Néhany tovabbi karakterisztikus csoport az alabbi csucsoknal
talalhato: 1305 cm™ (von), 1267 cm™ (ven-c) és 1164 cm™ (ve.s). Az SP-MX dsszetételében
eltolodas talalhato: az 1305 cmt-nél elhelyezkedd sav a deprotonacié kovetkeztében magasabb
energiaértékre keriilt 1394 cm™®-nél. A fenolos OH deprotonodiléddsa miatti 0j csucs
megjelenése megvaltoztatta a C=C és C-N kotések rezgémozgasat. Ez a 89 cm™ egységgel
torténd eltoldodas a 6-tagl heteroatomhoz kapcsolodd OH csoportot tiikrozi, amely részt vesz az

SP-vel kialakul6 hidrogénkdtésben.

SP
A Voo Ve-oc Fizikai keverék B =
Vel VNH:C=0 | ——SP-MX i S¥
’ R o —MX o |—— Fizikai keverék|
Nl R : Eltolédas ~ ——sp-mx

~
3 3
s 8
- \ «
= \ b '
2 £
= o
- :
: :
< Ve=N=
o C=N . VoH -4

Ve=c; c=N VeN-C
o ﬂl
by 4
L / ; t-‘\\J
T T

T T T T T T 1 T ~ 5 T . T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 0 1800 1600 1400 1200 1000

Raman eltolédas (cm™) Raman eltolédas (cm™)

3. Abra. (A) Az MX, SP, a fizikai keverék és az SP-MX készitmény Raman spektrumai és

(B) a szerkezeti valtozast szemléltetd metszett spektrumrészletek.
4.3.  Hosszu tavu fizikai stabilitds vizsgalata

A szilard halmazallapoti fizikai stabilitds vizsgalatara egy hossza tavl stabilitasi
vizsgalatot végeztiink 12 honapon keresztiil. Mivel a {6 cél egy ex tempore rediszpergalhaté
nazalis készitmény fejlesztése volt, igy minden honapban a fagyasztva szaritott formulécio egy
részét tisztitott vizben oldottuk, majd DLS méréseket végeztiink. A {6 kritikus paraméterek,
tehat a Dy és PdI értékek valtozasat vizsgaltuk és az abszolut valtozas kiszdmitasdhoz a frissen
készitmény mért értékét levontuk a végsd, 12. havi mérési pontbol. A Dy 3,31 nm-rel, a Pdl
0,016-tal n6tt 12 honapos tarolas utan. Az eredmények azt is igazoljak, hogy az 5 m/m%-ban

alkalmazott D-Tre megfeleld valasztas volt, mint krioprotektans segédanyag.
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4.4.  Nazalis alkalmazhatosagi vizsgalatok

4.4.1. Invitro hatéanyag-leadas vizsgalata

Az in vitro hatéanyag-leadas vizsgalatot szimulalt nazalis koriilmények kozott végeztiik.
Az SP-MX készitmény nagyobb hatéanyag felszabaduldsa a megndvekedett szolubilizalt
koncentraciora vezethetd vissza, amely megegyezik az MX termodinamikai oldhatésagéaval a
készitményben a kiindulasi MX-hez képest. Az els6 15-20 percben a gyors hatdanyag-leadasa
rendszerekre jellemz6 burst effektus tapasztalhato (4. Abra). Ez kritikus az orriiregen keresztiili
adminisztracio6 esetén, mivel az altalanos tartézkodasi idé hozzéavetdlegesen kevesebb, mint 20

perc. Ezért az SP-MX készitmény megfelelt ennek a kritériumnak.
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4. Abra. Az SP-MX formulaci6 in vitro hatéanyag-leadasi gorbéje a kiindulasi MX
szuszpenzidhoz viszonyitva, dializis zsdkban (MWCO: 12-14 kDa) mérve. Minden adat

atlagot és szorast jelol (n = 3).
4.4.2. InVvitro sejtéletképességi és permeabilitasi vizsgalat human RPMI 2650 sejtvonalon

A sejtéletképességi vizsgalat bebizonyitotta, hogy az SP-MX készitmény Osszes
komponense €s maga az SP-MX nem toxikus a vizsgalt human RPMI 2650 sejtvonalon. Ezt
megerdsiti az SP kedvezd biztonsagi profilja, mivel klinikai vizsgalatok bebizonyitottak, hogy
114 mg/ttkg SP biztonsdgosnak tekinthetd. Az 5. d4bra a normalizalt sejtindexet mutatja a pozitiv
kontroll fiziologias sdoldathoz és a negativ kontroll Triton-X 100 detergenshez viszonyitva. Ez
is bizonyitja a polimer micellaképzd ko-polimerek fels6bbrendiiségét a klasszikus feliiletaktiv

anyagokkal szemben, mivel kisebb valdszinliséggel okoznak irritaciot és toxicitast.
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5. Abra. Az RPMI 2650 nazalis epitélium sejtek sejtéletképessége az SP-MX és a
komponenseivel torténd kezelése utan. Az értékeket a kontrollcsoport szazalékaban €s
atlagban szorassal (n = 6-12) adjuk meg. Statisztikai elemzés: ANOVA, majd Dunett-teszt
segitségével tortént (***p <0.01).

Az MX permeabilitisa a nazalis modellen keresztiil kortilbeliil 6tszords novekedést
mutatott a kiinduldsi MX-hez képest az 1 6ras kezelés utan. Az MX Papp értéke 8,265 x 10®
cm/s, mig az SP-MX készitmény esetében 5,1116 x 10 cm/s volt. Ezt a szignifikAnsan
magasabb (***, p <0,001) latszolagos permeabilitasi egyiitthato értékeket a nano
részecskemérettel és a vizoldékonysdg novekedésével lehet magyarazni, valamint nem
elhanyagolhat6 a SP permeabilitast fokozo hatésa is.

4.4.3. Exvivo nazalis permeabilitas vizsgalata

Ex vivo permeabilitas méréseket végeztiink az SP-MX készitmény passziv diffuzios
tendencidjanak leirasara a kiindulasi MX-hez képest. Az alikvot mennyiségek HPLC-vel
torténd kvantifikdlasa utan kiszdmitottuk a kumulativ permeabilitast, és az id6 fliggvényében

abrazoltuk, ahogy az a 6. dbran lathato.
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6. Abra. A human orrnyalkahéartyan keresztiil végzett ex vivo kvantitativ permeabilitis mérés
eredménye egy Side-bi-Side® tipust horizontalis diffizios celldban. Az SP-MX kumulativ

permeabilitasa az MX-hez viszonyitva az id6 fiiggvényéként keriilt dbrazolasra. Minden adat

atlagot és szorast jelol (n = 3).

A magasabb kumulativ permeabilitasi értékek a készitmény gyors €s nagyfoku hatéanyag-
leaddsabol erednek, szemben az alacsony permeécios tendencidval jellemezhetd kiindulasi MX
esetében. A nano mérettartomany eldsegiti a hatdéanyagok nyalkahartya-gatakon valo atjutasat,
ahogy eredményeink ezt igazoljak. A mérés els6 15-20 percében burst tipust hatéanyag-
permeaciot tapasztalhatunk, hasonldan a leadasi vizsgdlatainkhoz. Ez is bizonyitja, hogy a
mérsékelt mukoadhézié nem befolyasolja ezt a kivant célt. Mivel a burst tipust leadas és
permeécio is ugyanannyi 1d6 jelentkezik, nem varhat6 az azonnali felszivodast gatlo késleltetési
1d6. A szadmitott permeabilitasi egyiitthatd 0,493 cm/h és a szamitott fluxus a végsd idopontban
410,54 pg/cm? az SP-MX készitmény esetében. Ezek az értékek szignifikansan magasabbak a
referencia kezdeti MX-hez képest, ahol e paraméterek 0,068 cm/h és 77,491 pg/cm? voltak (**,
p < 0,001 mindkét esetben).

4.4.4. InVivo farmakokinetika vizsgadlata

In vivo farmakokinetikai vizsgalatot hajtottunk végre a nazalisan beadott formulacié plazma
€s agyi kinetikdjanak leirdsara. A plazma és agyi koncentracidkat LC-MS/MS moddszerrel

hataroztuk meg. A kapott koncentracid —1d6 gorbek a 7. abran talalhatdak.
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7. Abra. Sprague Dawley patkanyokon végzett in vivo mérések eredményei az SP-MX
készitmény intranazalis beadéasa utan. (A) A plazmakoncentracié szintjei és (B) az MX agyi

koncentracioszintjei. Az adatok atlagot €s szorast jeldlnek (n = 4).

Referenciaadatként kutatocsoportunk korabbi intranazalis (IN) és intravénas (IV) hasznaltuk
fel az eredményeink diszkusszidja soran. A plazmaszintek nem érték el az IV beadott referencia
szintjét, ami egyértelmiisiti a beadas helye kozotti kiillonbségeket. Az agyi konentracié azonban
meghaladja a korabbi eredményeinket. Korabban fizikai modszerekkel torténd részecskeméret
csokkentési technikakat alkalmaztak meloxikam esetében, ahol a porlasztva szaritott termékek
kevesebb volt, mint 1 nM mind IN, mind pedig IV beadast kovetden. A magasabb AUC értékek
szintigy indikaljdk, hogy magasabb koncentraciot értiink el az agyban az SP-MX formulécio
esetében. A porlasztva szaritott korabbi formulacio kb. 35 nM X min értéket vett fel, mig a mi
esetiinkben ez kb. 50000 NM % min volt. A nanohordozdk felsébbrendiisége a klasszikus, csak
fizikai méretcsokkentési technikakkal szemben tehat bebizonyosodott. Amint azt kordbban
emlitettiink, az in vitro és ex vivo vizsgalataink soran, az IN beadast kovetéen burst tipust
leadast és permeaciot tapasztalhatunk. Ez itt is megjelenik az agyi koncentraciok tekintetében,
hiszen az els6 maximum 5 percnél jelentkezik. Ezt koveti egy méasodik maximum 60 percnél,
ami jelezheti a vérkeringésbdl a vér-agy gaton keresztiili transzportot, hiszen késleltetési idot
is tapasztaltunk. A hatas gyors kezdete jelzi azonban a direkt utvonal jelenlétét is. A végso
id6épontban enyhe novekedés figyelhetd meg, ami azt jelenti, hogy elhuzo6do hatast is varhatunk.

Az alatdmasztd farmakokinetikai paraméterek a 3. Tablazatban talalhatoak.
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3. Tablazat. Az IN beadott SP-MX készitmény szamitott farmakokinetikai paraméterei.
Minden adat atlagot és szorast jeldl (n = 4). Roviditések: Ke — eliminacids sebességi allando;
tip — felezési id6; AUCo.t — gorbe alatti teriilet értéke 0 és a mérés idGtartama (t) kozott;
AUCq., - gorbe alatti teriilet 0 és végtelen idépont kozott; Cl — Clearance; MRT — atlagos

tartdzkodasi 1do.

Farmakokinetikai Plazma Agy
paraméter
Ke (mint) 0,00091 £2,2 - 104 0,00132+3,6 - 10°
tu2 (h) 804,143 + 22,362 525,174 + 14,378
AUCot (umol/ml X min) 811,228 + 12,281 5,263 + 0,051
AUCo. (umol/ml x min) 5115,035 + 124,78 22,991 £ 0,674
Cl (ng/kg)/(nmol/ml)/min 7,6-10°+1,6 - 10° 0,0163 +4,8 - 10*
MRT (min) 1197,25 + 315,44 796,337 £ 23,17

A szamitasok alapjan az agy AUC értékei szignifikdnsan magasabbak, mint a korabban emlitett
porlasztva szaritott készitményeknél, ahol csak fizikai szemcseméret csokkentési modszereket
alkalmaztak. A készitmény Clearance ¢s MRT értékei lassu eliminaciot jeleznek. Ez
magyarazhatd azzal, hogy a polimer micella kiilsd héja polietilén-glikolbdl tevédik Ossze,
amely jelentdsen novelheti a tartdzkodasi id6 €s a keringési stabilitast. Amint azt kordbban
emlitettiik, a negativ zéta potencial eldsegiti az orrnyalkahartyan keresztiili hordozdval egyiitt
torténo felszivodas lehetdségét. Ez a gyors felszivodas pedig eldkapuja annak, hogy direkt Giton
is, axonalis transzporttal bejusson a hatdanyag a kdzponti idegrendszerbe. Ezt alatdmasztottak

az in vitro sejtvonalas és ex vivo nazalis gyogyszerforma vizsgalataink is.
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5. OSSZEFOGLALAS

Mivel a forgalomban 1évé hatdéanyagok rossz fizikai-kémiai tulajdonsagai korlatozzék a
neurodegenerativ betegségek hatékony kezelését, a polimer micelldk, mint intelligens
hordozoérendszerek képesek megbirkozni ezekkel a kihivasokkal, valamint javitani tudjak a
betegadherencidt az intranazéalis adminisztracido révén. Kutatdsi céljainkkal Osszhangban
létrehoztunk egy értéknovelt formulacidt és egy megoldasi lehetdséget QbD modszertan
alapjan, amely a kozponti idegrendszerbe képes hatdanyagot effektiv modon bejuttatni. A {6

kovetkeztetések a kovetkezd pontokban foglalhatoak Gssze:

l. Sikeresen meghatdroztuk a termék mindségét, biztonsagossagat ¢és hatékonysagat
befolyasold kritikus tényezdket. Ennek bizonyitdsara egy kétlépcsds kockazatbecslést
hajtottunk végre, amely interdependencia és probabilitas alapjan tortént.

Il. A faktorialis kisérlettervezés eredményei alapjan a tervezési teret értékeltiik és a polimer
micelldk megfelelden alacsony, 111,6 nm-es micellamérettel és — 25,2 mV zéta
potencial értékkel stabil, monodiszperz karakterisztikaval jellemezhetdek. Az SP-MX
készitmény megfelelt az ex tempore diszpergalhatd, fagyasztva szaritott porok
kritériumainak. A pH érték illeszkedik az orr pH tartomanydhoz. A készitmény
viszkozitasa alapjan alkalmas orrspray szorofejen keresztiil torténé alkalmazasra is, és
hipotdnias jellege lehetdvé teszi a hatdanyag gyors felszivodasat.

II. Magas bezarasi hatékonysagot értiink el, kb. 90%-ot, ami hozz4jarult a nagymértéki
vizoldékonysag novekedéséhez a kiindulasi MX-hez képest. A készitmény fizikai
stabilitasa kielégitd, mivel az MX ¢€s a micellaképz6 ko-polimer, az SP kozott
hidrogénkotéseket véltiink felfedezni.

V. In vitro hatbanyag-leadasi vizsgalat bebizonyitotta, hogy az SP-MX készitménnyel
gyors felszabadulas érhetd el. Az in vitro sejtéletképességi vizsgalatok alapjan
biztonsdgosan alkalmazhato a készitmény €s fokozott permeéciot mutat, csakiagy, mint
ex vivo nazalis permeacios vizsgalataink soran.

V. In vivo koriilmények kdzott vizsgalva bebizonyosodott, hogy a 6 célt sikeriilt elérni és
egy olyan hordozoét fejlesztettiink, amely képes effektiv koncentracioban hatéanyag
juttatni a kdzponti idegrendszerbe. Kutatocsoportunk korabbi munkaira hivatkozva fény
deriilt tovabba a nanokapszuldzdsi modszerek folényére a klasszikus fizikai

modszerekkel végzett részecskeméret-csokkentéssel szemben.
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