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1. BEVEZETES

A félszilard gyogyszerhordozo rendszer sikerének biztositasa érdekében elengedhetetlen
megérteni és megismerni a készitmény hatds mechanizmusat és a felszivodasanak helyét. A
permeacios folyamat a hatoanyag (API) felszabadulasaval, a liberacioval kezdddik. Az API ezt
kovetden penetrdl a stratum corneum-ba illetve a tovabbi borrétegekbe. Ezt kovetden a
hatéanyag megoszlik az epidermiszben, illetve kifejtheti a hatasat a kivant helyen. A hatéanyag
egyensulyi felszabadulési sebességét félszilard formulaciobol in vitro felszabadulési tesztekkel
(IVRT) lehet jellemezni. Az IVRT egy jol bevalt technika a félszilard gyogyszerformak
elemzésére, viszont a valtoztatas az IVRT modszer paramétereiben eltérést okozhat a mért
felszabadulasi sebességben. Az API felszabaduldsi sebessége/visszatartdsa a lokalisan
alkalmazott készitményekben kritikus tényezének tekintendd a kivant hatas kialakitasaban. Egy
uj vagy generikus félszilard termék korai fejlesztési fazisaban az IVRT kiilondsen hasznos a
termék mikrostrukturajaban 1évé  valtozasok hatdsainak kimutatdsara, mivel ezek

befolyasolhatjak az API biohasznosulasat.

Az International Council for Harmonization (ICH) Q8 (R2) iranymutatasa a
gyogyszerfejlesztésrdl a Quality by Design (QbD) megkozelitést ugy hatarozza meg, mint ,,egy
szisztematikus fejlesztési megkdzelités, amely eldre meghatarozott célokkal kezdddik, a
termék- és folyamatmegértésre, valamint a folyamatirdnyitasra helyezi a hangstlyt, és
tudoméanyos alapokon és kockdzatmenedzsmenten nyugszik”. A gyogyszerfejlesztés célja olyan
termék tervezése €s gyartasa, amely kovetkezetesen megfelel az elvart kovetelményeknek. A
mindséget nem lehet a termékbe teszteléssel kialakitani, azt a fejlesztési folyamat soran kell a
termékbe épiteni. Az Analytical Quality by Design (AQbD) koncepcid a QbD kiterjesztése. FO
célja egy robusztus, célra megfeleld és jol ismert modszer kidolgozasa, amely a tervezett
teljesitményt nyqjtja életciklusa soran. Az AQbD elvek alkalmazéasaval az analitikai modszerek
fejlesztése soran analitikai oldalrol biztosithato az 0j és generikus termékek mindsége. Tovabba
ezen elvek alkalmazasa gyogyszertermék megbizhatosagat is javithatja, igy fontos szerepet

jatszhat a betegbiztonsagban.



2. CELKITUZESEK

Dolgozatom célja az AQbD alapt IVRT mddszerfejlesztés gyakorlati megvaldsitéasa, illetve
ezen koncepcio felhasznaldsaval a kiilonbozé IVRT késziilékek Gsszehasonlitdsa. Az elsd
AQbD iranymutatasokat 2022-ben tették kozzé, addig csak a QbD ICH Q8-Q11 irdnymutatasok

alltak rendelkezésre a gyogyszerkészitmény fejlesztéshez.

1. Ph.D. munkdm elsé részében a QbD koncepcidé alkalmazasa volt a cél az IVRT
modszerfejlesztés korai szakaszaiban a United States Pharmacopeia (USP) IV-es
késziilékével (félszilard adapterrel). Ezt az alabbi 1épések szerint kivantam
megvalositani:

v' bemutatni az AQbD koncepciot és annak megvalositasat az IVRT analitikai
modszerfejlesztés korai szakaszaban;

v meghatarozni az Analitikai Célprofilt (ATP) és a Kritikus Modszerjellemzoket
(CMAa-kat);

v azonositani és 0Osszegyiijteni a (Kritikus) Modszerparamétereket (MP-ket)
Ishikawa diagram segitségével;

v’ kezdeti kockazatértékelést végezni és a CMAa-k és (C)MP-k k6z6tti ok-okozati
Osszefiiggések alapjan priorizalni a paramétereket, valamint csokkenteni a
lehetséges kritikus paraméterek szamat a Hibamdd-és hataselemzés (FMEA)
segitségével (meghatdrozni az in vitro gyodgyszerfelszabadulédsi vizsgalatok
magas kockazata paramétereit);

v' 23 teljes faktoridlis kisérleti tervezés alkalmazasa a fiiggetlen tényezék (CMP-
k) lehetséges hatasanak feltérképezésére;

v' FMEA tablazat frissitése faktorok hatasanak elévizsgalatat kovetden.

2. 2022-ben megjelent a USP <1220> altalanos fejezet, majd 2023-ban elérhetdvé valt az
ICH Q14 irdnymutatas az analitikai eljarasok fejlesztésérdl, és az ICH Q2(R2) az
analitikai eljarasok validalasarol, amelyeket a Committee for Human Medicinal Product
(CHMP) fogadott el. Az 4j ICH Q14 ¢s a feliilvizsgalt ICH Q2(R2) dokumentumok
egylitt korvonalazzak az analitikai fejlesztési eljarast és annak validalasat az analitikai
¢letciklus menedzsment megkdzelitéshez. Ph.D. munkdm masodik részében az ICH
Q14 irdnymutatds és a USP <1220> altaldnos fejezetben foglaltak megvalositasat

tiztem ki célul, melyet az alabbi [épésekben terveztem megvalositani:



v' ATP meghatarozdsa nemzetk6zi ajanlasok segitségével az IVRT
vizsgalatokhoz;

v négy IVRT késziilék dsszehasonlitisa az ATP segitségével;

<\

sajat mérési eredményeink 6sszehasonlitasa az irodalomban talalhaté adatokkal;

v' megfelel6 IVRT késziilék kivalasztasa az analitikai modszer fejlesztéséhez.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Diklofenak-natrium krém ¢és hidrogél

Az IVRT vizsgélatokhoz diklofenak-natrium krémet €s hidrogélt hasznaltunk mintatermékként,
mindkét magisztralis félszilard terméket laboratériumunkban allitottuk eld. A diklofendk-
natriumot tartalmazé topikalis hidrogél matrixa tisztitott vizet, HPMC-t (hidroxipropil-metil-
celluloz) és propilénglikolt tartalmazott. A diklofenakot tartalmazo krém segédanyagai a
tisztitott viz, cetosztearil-alkohol, ricinusolaj, poliszorbat 60, metilparabén ¢és fehér vazelin
voltak. Diklofendk-natrium sé hatéanyag a Molar Chemicals Kft.-t6] keriilt beszerzésre
(Halasztelek, Magyarorszag). A hipromelldzt, a poliszorbat 60-at, a ricinusolajat, a fehér
petrolatumot, a cetosztearil-alkoholt, a metil-parabént és a propilénglikolt a Hungaropharma

Kft. biztositotta (Budapest, Magyarorszag).

3.2. IVRT és ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatogratias (UHPLC) mérésekhez

A natrium-kloridot, a dinatrium-hidrogén-foszfat-dihidratot és a natrium-hidroxidot a Molar
Chemicals Kft.-t61 szereztiik be. (Halasztelek, Magyarorszag). A kalium-dihidrogén-foszfatot a
Thomasker cégtdl (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. A felhasznalt vizet ELGA PURELAB
Chorus 1-gyel tisztitottuk és ionmentesitettiik (ELGA LabWater Headquarters, Lane End,
Egyesiilt Kiralysag). Az ortofoszforsavat a Mercktdl (Darmstadt, Németorszag) szereziik be. A
metanolt a Honeywell részvénytarsasagtol keriilt beszerzésre. (Charlotte, NC, USA). Az IVRT
teszt receptor kozege 7,4 pH-ju fosztat puffer volt (PBS), pH 6,9 PBS, pH 7,9 PBS, pH 7,4 PBS
+ NaCl, ¢és pH 7,4 PBS—NaCl. Az IVRT méréshez szintetikus (nitrocelluldz ¢és celluloz-acetat
keveréke) 25 mm (0,22 um poérusméret), 47 mm (0,22 um pérusméret), 47 mm atmérdji ME
membrant (porusméret 0,45 pm), és 25 mm-es poliéterszulfon (PES) membrant (0,45 pum

porusméret) alkalmaztunk. Az ME membrant a Labex Kft. biztositotta. (Budapest,



Magyarorszag), a Millipore PES membrant a Merck (Darmstadt, Németorszag) szallitotta.

Minden IVRT mérés el6tt a membranokat 30 percig aztattuk a receptor kézegben.

3.3. Statikus vertikalis diffuzios cella (Franz cella)

A 6 db cellabol allo (diffazios feliilet: 1,767 cm?) és automatikus mintavevdvel (Hanson
Microette Autosampler System) felszerelt vertikalis difftizios cellarendszert (Teledyne Hanson
Co., Chatsworth, CA, USA) hasznaltuk az in vitro gyogyszerfelszabadulds modellezésére
diklofenak-natrium tartalmu, helyileg alkalmazhat6 hidrogél és krém esetén. Koriilbeliil 320
mg gyogyszerkészitményt helyeztiink a 25 mm atmérdjii, 0,22 pm pérusméretii celluloz
membranra (Labex Ltd., Budapest, Magyarorszag). A receptor kdzegnek 7 ml, pH 7,4 + 0,05
vagy pH 7,9 £ 0,05 PBS értéki puffert valasztottunk, és 32 + 0.5°C-on tartottuk a mérések
soran. A keverési sebességet 400 rpm-re allitottuk be. Az akceptor fazisbol (800 pL) mintakat
gyujtottiink 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300 és 360 perckor, majd UHPLC-vel
elemeztiik. A potkozeg térfogata 1,1 ml pH 7,4 PBS vagy pH 7,9 PBS volt.

3.4. USP II késziiklék alameriildcellaval (USP 1)

Az USP II kioldokésziiléket (Vision® G2 Elite 8, Teledyne Hanson Co., Chatsworth, CA, USA)
0.53 ml-es alamertildcellaval hasznaltuk (Teledyne Hanson Co., Chatsworth, CA, USA). A
cellat (B modell) az USP <1724> altalanos fejezete mutatja be. Az 1.77 cm? membranfeliileti,
diklofenék krémet vagy hidrogélt tartalmazo alameriilécellat (a minta mérete: 600-700 mg) 150
ml-es laposalju edénybe helyeztiik. A 150 ml-es, pH 7.4 PBS vagy pH 7.9 PBS receptor kozeget
32,0 £ 0,5 °C-ra temperaltuk. A mini forgolapatos keverdket 250 fordulat/perc sebességre
allitottuk be. Az akceptor kdzegbdl 1,0 ml-es mintakat vettiink 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150,
180, 240, 300 ¢és 360 perc elteltével. Kozegpdtlas nem tortént, ezt az IVRT eredmények

szamitasanal figyelembe vettiik.

3.5. USP IV késziilék: Atfolyocella félszilard adapterrel

Az USP IV késziiléket (Sotax CE7 smart CY 7 dugattys pumpaval, Sotax Corporation, USA)
félszilard adapterrel (diffiizios feliilet: 1,54 cm?) hasznaltunk a diklofenak-natrium topikalis

hidrogélbdl torténd in vitro gyodgyszertelszabadulas modellezésére. A félszilard adaptereket

(kiilonbozd méretekben elérhetdk: 400 uL, 800 uL és 1200 pL) topikalis készitményekkel



toltottilk meg, majd a membranokat (porusméret 0,45 vagy 0,22 um) a csavaros adapterhez
illesztettiilk ¢és Osszecsavartuk. Az adaptereket a membrannal lefelé forditva a 22,6 mm-es
tablettacellakba helyeztiik, amelyeket elézdleg iiveggyongyokkel (1 mm-es liveggyongyok)
toltottiink meg. A USP IV késziiléket "nyitott" konfiguracioban hasznaltuk. A receptor
kozegeket levegdmentesitettiik, az &ramlasi sebesség 2 mL/min, 4 mL/min vagy 8 mL/min volt.
A teszthomérsékletet 32 + 0,5 °C-ra allitottuk be. A mintavétel (Sotax C 615 frakcidgyiijto,
Sotax Corporation, USA) 30, 60 120, 180, 240, 300 és 360 percnél, illetve 15, 30, 45, 60, 90,
120, 150, 180, 240, 300 és 360 percnél tortént. Az IVRT maddszer fejlesztéséhez 400 uL és 1200

nL-es térfogata félszilard adaptereket hasznaltunk.

3.6. Atfolyocellas diffuzios késziilék (FTDC)

A laboratériumban egyedi kialakitasu és dugattyus fecskenddvel felszerelt atfolyo diffuzios
cella, egy nyitott rendszert diffizios cella, amely alkalmas in vitro diffuzi6 és borpenetracio
mérésére is. Ez a késziilék csak egy mérési blokkot tartalmaz, egy spiralis diffizios cellat,
amelynek térfogata 875 pL, és egy idében csak egy mérést tesz lehetévé. A késziilék
szivargasmentes Osszeszereléséhez 0,22 um poérusméretli, 15,5 mm atmérdji és 1,76 cm?
diffuzios feliileti ME membrant (Labex Ltd., Budapest, Magyarorszag) hasznaltunk a mérések
kivitelezése soran. Az IVRT-t 6 6ran keresztiil végeztiik, és a mintat manudlisan gytjtottiik a
pH 7,4 PBS receptor folyadékbol 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 300 és 360 percnél. A
mintak hatéanyagtartalmat UHPLC-vel mértiink. A membran alatti dramlasi sebességet 2
mL/perc és 4 mL/perc értékre allitottuk be, a rendszer homérsékletét pedig 32 °C-on

temperaltuk.

3.7. Ultra-nagyhatékonysagu folyadékkromatografias modszer leirdsa

crer

hataroztuk meg, amely fotodioda (PDA) detektorral volt felszerelve. A detektalast 240 nm-en
végeztiik. A kromatografias elvalasztast egy Acquity UPLC BEH (etilén-hid hibrid) UHPLC
oszlop (2,1 mm x 50 mm, 1,7 pm, 130A, Waters Corporation, Milford, MA, USA) segitségével
végeztik. Az oszlophdmérsékletet 40°C-on tartottuk, a mozgofazis metanol és kalium-
dihidrogén-foszfat puffer keveréke volt (pH 2,5; 20 mM) (36/64 v/v). A kalium-dihidrogén-

foszfat puffert 0,22 pm-es szlirén szlrtiik at. A futasi id6 3 perc volt. Az aramlési sebességnek



0,45 mL/percet allitottunk be. A kalibracidohoz az injektalt térfogat 2 uL. volt, de az IVRT mintak
mérése soran kiilonb6zo injektalasi térfogatokat hasznaltunk a mintak diklofendk-natrium
koncentraciojatol fiiggéen. Minden in vitro felszabadulasi vizsgélatnal a kalibralast a 4-100

pg/ml koncentracio-tartomanyban hatdroztuk meg (R* > 0,995).

3.8. Az analitikai célprofil (ATP), a kritikus mddszerjellemzok (CMAa-k) és a kritikus

modszerparaméterek (CMP) megallapitasa

IVRT mérésekhez az analitikai modszerfejlesztés kezdeti szakasza az ATP (analitikai célprofil)
kialakitasaval kezd6dott. Az ATP meghatarozasa szerint: ,,az ATP tartalmazza a tervezett cél
leirasat, a termék mérendd jellemzdinek (attribuitumainak) megfeleld részleteit €s a relevans
teljesitményjellemzdéket a kapcsolodo teljesitménykritériumokkal egyiitt”. Az ATP-nek
magaban kell foglalnia az analit ¢és a termék meghatarozasat, beleértve olyan részleteket, mint
az adagolasi forma, hataserdsség, matrix komponensek ¢s az alkalmazas moédja. Illetve olyan
szempontokat, mint a tartomdny, elfogadhat6 torzitas és precizitas (a megengedett legnagyobb
kombinalt torzitds vagy a cél mérési bizonytalansag). A cél mérési bizonytalansag (TMU) a
jelentenddé eredmény maximalisan elfogadhaté bizonytalansaga, amelyet az analitikai
eljarasnak el kell érnie. ,,Miutdn meghataroztdk az elfogadhatd valdszintiségét annak, hogy
helytelen dontés sziilethet, és meghatiroztak egy dontési szabdlyt, a célzott mérési
bizonytalansdgot megadjak.” Korabbi modszerfejlesztési ismereteink és adataink alapjan a
CMAa-k (kritikus modszerjellemzdk) az ATP-bdl szdrmaztathatok. A CMAa-k a modszer
teljesitményének azon elemei, amelyeket mérni és/vagy értékelni kell annak érdekében, hogy a
kivant adatok rendelkezésre alljanak. A CMAa-k analégok a gyodgyszerfejlesztés kritikus
mindségi jellemzodivel (CQA-k). A CMAa-k meghatdrozédsa utan az 0sszes modszerparaméter
(MP) szisztematikusan 0Osszegyljthetd egy Ishikawa-diagram segitségével. Ennek a
modszernek a célja az 6sszes befolyasold tényezd 6sszegylijtése, majd az MP-k kategorizalasa

¢és vizualis abrazolasa.

3.9. Hibamad és hataselemzési modszer (FMEA) alkalmazésa

A kockazati matrix-szal becsiilhetjiik a MP-k hatasat és kockazatat a modszer teljesitményére
vonatkozoan. Az FMEA (hibamod-¢és hataselemzés) eredményei a kockézati prioritasi szdmok

(RPN-ek). Az RPN-¢ek az eléfordulas (O), a sulyossag (S) €s az észlelhetdség (D) szorzataként



szamithato ki. O a hiba bekdvetkezése vagy egy esemény bekdvetkezésének valdsziniisége. S
a sulyossag skala, amely alapulhat azon a hatdson, amelyet a variabilitas forrasai gyakorolnak
az analitikai eljards mérésére (az ATP kritériumainak vald6 megfelelés képessége). Az
¢észlelhet6ség a D, vagyis az, hogy mennyire konnyt a hibat észrevenni. A kockazatokat 1-t61
29 RPN-ig alacsony, 30-t6l 59 RPN-ig a kozepes, 60-t6l 125-ig RPN-ig pedig a magas
kategoridba soroljuk. Azok az MP-k, amelyek kozepes vagy magas kockazatiak, kritikus

modszerparamétereknek tekinthetéek.

3.10. Kisérlettervezés (DoE) IVRT modszerhez

A kisérlettervezés (DoE) egy modellezési eszkdz, amely a gyogyszerfejlesztési folyamatot
befolyasold tényezok kozotti lehetséges kolcsonhatdsok értékelésére szolgal, és ezéltal a
végtermék mindségét befolyasolja. A kritikus modszerparamétereket (CMP-ket) fiiggetlen
valtozokként ¢és a kritikus modszerjellemzoket (CMAa-kat) fliggd valtozokként kell
megvalasztani a faktoridlis tervezési folyamat sordn. Az FMEA ¢és az eldzetes kisérletek utan
egy 2° teljes faktorialis tervezést hajtottunk végre egy diklofenak-natrium hidrogél formulcié

IVRT modszerének optimalizalasara.

4. EREDMENYEK

4.1. Els6 kisérleti rész

4.1.1. Az ATP definialasa és a CMAa-k meghatdrozasa

A preformulacido készitményfejlesztésének tamogatdsa az analitikai oldalrol megfeleld
analitikai modszerekkel lehetséges, amelyek garantaljak a termék megfeleld mindségét. Ennek
megfelelden az IVRT-nek érzékenynek kell lennie a formulaciok véltozasaira és modositdsaira,
¢s az analitikai méréseknek pontosan és precizen kell meghataroznia a hatdanyag mennyiségét
az I[VRT mintdkban. Ennek okan meghataroztuk ezen célokat az ATP-ben (1. tablazat), majd az
ATP-kbdl szarmaztattuk a CMAa-kat (2. tdblazat). Az ATP lesz a mérvadd az analitikai
technologia kivalasztdsanal, esetiinkben az UHPLC, amely egy megbizhat6 és széles korben

hasznalt technika, ¢és képes kielégiteni az ATP kovetelményeit.



1. tablazat A diklofenak-natrium topikalis gél analitikai célprofilja.

ATP elem

Cél

Célminta (termék neve)

1%-o0s diklofendk-natium topikalis gél

Hatdanyag neve

Diklofenak-natium

Hatéser0sség 1 % (10 mg/g)
Adagolasi formak Hidrogél
Az adagolas modja Topikalis
Matrix Propilén-glikol (50 ’%), HPMC (1,5%), tisztitott
viz (47,5%)
Csomagolas Miianyag tubus

Hatosagi eldirasok

ICH, EMA (European Medicines Agency), FDA
(Food and Drug Administration)

Felszabadulas / In vitro
felszabadulas teszt

A felszabadulési teszteknek érzékenyeknek kell
lenniiik az 6sszetevok és a folyamatparaméterek
Iényeges valtozésaira.

Megfeleld felszabadulasi hatékonysag,
felszabadulasi profil és reprodukalhatosag.
Megfelel a szabalyozasi kovetelményeknek.
Pontossag RSD < 10 % (6 parhuzamos).

Analitikai mérések

Analitikai mérések: Az eljarasnak képesnek kell
lennie a diklofendk-natrium mennyiségi
meghatarozasara az IVRT-mintadkban a névleges
koncentraci6 25-200 %-a kozotti tartomanyban,
2,0 %-os pontossaggal.




2. tablazat A diklofenak-natrium topikalis gél kritikus médszerjellemzai.

CMA
o cél Indoklss
paraméterek
Felszabadulasi Az IVRT alapvet6 eszkoz a

hatékonysag 6 6ra Q(6h)>70% hatdéanyag felszabadulést
alatt befolydsold formuléacios tényezok
azonositasara, hatékony modszer a
gyartasi tételek kozotti valtozasok
¢s stabilitasi vizsgalatok nyomon

L 6 idépontot kell rogziteni a kovetésére a fejlesztés soran.
Felszabadulasi profil ) . . )
. . gyogyszer felszabadulasi Ezt a kritériumot egy a helyi
jellemzése .. , L , Y
profil linearis szakaszan | alkalmazast termékek mindségérdl

¢s egyenértékiiségrol szolo,
jelenleg draft verziojl iranymutatas

irja le.
A 6 parhuzamos
minta adott
intavételi . .
mt;f,z;;nl Az RSD % érték 10% alatti, ami az
pony RSD <10 % (6 IVRT médszer j6
felszabadult , , s 1
, parhuzamos) reprodukalhatosaganak jelzésére
hat6anyag ,
L szolgal.
mennyiségének
relativ szorasa
(RSD%)
UHPLC mérés esetén, a varhatd
Torzitatlansag 98-102 % kozott értek meghatarozas gyenge pontja a
torzitatlansag.
Sziikséges egy olyan
kromatografids rendszer, amelyben
az API megfelelden elvalik a
matrix komponensektdl. A
A kromatografias tanyérszam alapvetd hatassal van a
rendszer .| USP tanyérszam: N > 3000 mérési hiba, mé'rtékére’, mivel
rendszeralkalmassagi befolyésolja a cstics
tesztje integralhatdsagat. Ezért a

kromatografias modszernek
alkalmasnak kell lennie az API
kimutatasara az IVRT mintakban a
névleges koncentracid 25%-anal.




4.1.2. A moddszerparamétereinek (MPs) azonositasa az Ishikawa diagram segitségével

A meglévo tuddsunk alapjan a kovetkezo 1épésként szisztematikusan 0sszegytijtottiik az 6sszes
olyan MP-t, amely az IVRT modszeriinkre hatdssal lehet. Ehhez az Ishikawa diagramot
hasznaltuk, mint kockazatelemz6 eszkozt, hogy azonositsuk azokat a lehetséges valtozokat,
amelyek hatdssal lehetnek a CMAa-kra. Az Ishikawa diagram segitségével tobb mint 100
modszerparamétert azonositottunk, melyeknek hatasuk lehet a modszer teljesitményére ezaltal

a modszer mindségére.

4.1.3. Kezdeti kockazatértekelés FMEA hasznalataval (MP-k hatasa a CM Aa-kra)

Az FMEA elemzés soran az MP-k CMAa-kra gyakorolt lehetséges hatasat vizsgaltuk. Az
elemzést az Osszes MP esetében egyesével végeztiik el. A kockazatértékelés legfobb célja a
legmagasabb  kockdzati  prioritdsi szamokat (RPN) kapo, potencidlis kritikus
modszerparaméterek (CMP-k) azonositasa volt. Ezeket az eldkisérletek soran vizsgéljuk. Az
irodalmi adatok €s a kordbbi modszerfejlesztési tapasztalataink alapjan, az FMEA segitségével
azonositott legmagasabb kockdazati értéket mutatd (RPN > 60) kritikus mddszerparaméterek: az
ozmolalitds, a kdozeg pH-értéke, a membrantipus, az dramlési sebesség, a minta tomege (a SSA
térfogata), az egyes cellak egyedi aramlasi sebessége, az AP1% ¢és a termék Osszetétele. Az
elOkisérletek sordn csak a legmagasabb pontszamut paraméterek hatasat vizsgaltuk a CMAa-kra

egymastol fliggetlendil.

4.1.4. 23 teljes faktorialis kisérleti terv az IVRT-modszerhez

A magas kockdzati kritikus modszerparamétereket (CMP-k) fliggetlen valtozokként, mig a
kritikus moédszerjellemzdket (CMAa-k) fliggd valtozokként kell kivéalasztani a faktoridlis
kisérlettervezési folyamatban. Az eldzetes kisérletek alapjan az aramlési sebességet nem
talaltuk kritikusnak, de korabbi tapasztalataink alapjan a minta térfogata és az aramlasi sebesség
egylittes hatasa mar kritikus lehet, ezért az aramlasi sebességet fiiggetlen valtozoként vizsgaltuk
a faktorialis kisérleti tervben. Az aramlasi sebességet (X1), az SSA térfogatat (X2) €s a kozeg
pH-értékét (X3) fiiggetlen valtozoként, mig az in vitro felszabadulasi mértéket (IVRR) (Y1) és
a 6 ora alatti felszabaduléasi hatékonysagot (Y2) fliggd valtozonak valasztottuk. Az eldzetes
kisérletek alapjan az dramlasi sebesség (mL/min) nem bizonyult CMP-nek, bar a f6 hatasokon

kiviil kétszeres és/vagy hdromszoros interakciok is jelentések lehetnek. A 23 teljes faktoridlis
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statisztikai elemzés eredményei alapjan (n = 5 elemzésenként) a f6 paraméterek koziil az X2
(az SSA térfogata) és az X3 (pH) volt jelentds hatassal (p <0,05) az Y1-re (IVRR). Masrészt, a
statisztikai elemzés azt mutatja, hogy csak egy 6 tényezd, az X2 (az SSA térfogata) gyakorol
jelentds hatast (p <0,05) a 6 ora alatti felszabadulasi hatékonysagra (Y2). A tobbi tényezdnek

nem volt jelentds hatasa az Y2-re.

4.1.5. Az 1. kisérleti rész 6sszefoglalasa

Ph.D. tanulmanyom els6 részében bemutattam, hogyan alkalmazhaté az AQbD koncepcid az
IVRT modszerfejlesztés korai szakaszaiban a USP IV késziilék esetében. Az ATP
meghatdrozasa és a CMAa-k kivalasztasa utan (legaldbb a hatdoanyag 70%-anak felszabadulasa
6 ora alatt, hat idépont a hatdéanyag felszabadulasi profil linearis részében, és a 6 edénybdl
szamitott felszabadult mennyiség relativ szoérdsa legfeljebb 10%) egy kezdeti
kockézatértékelést  végeztiink  Ishikawa-diagram  segitségével  tobb, mint 100
modszerparamétert azonositottunk, amelyek befolydsolhatjak a modszer teljesitményét és az
eredmények mindségét. Az FMEA-t hasznéltuk a lehetséges paraméterek szdménak nyolc
tényezore torténd csokkentésére, melyek: az ozmolalitds, a kozeg pH-ja, membrantipus,
aramlési sebesség, minta tdmege (SSA térfogata), az egyes cellak aramlési sebessége, AP1% ¢és
a termék Osszetétele. Az eldkisérletek soran ezeknek a paramétereknek a CMAa-kra gyakorolt
hatasat egymastdl fiiggetleniil vizsgaltuk. Ezeket a CMP-ket (a kdzeg pH-ja és a termék minta

tomege) fliggetlen valtozoként vettiik figyelembe a teljes faktorialis kisérlettervezés soran.

A 23 teljes faktorialis kisérlettervezést alkalmaztunk az IVRR és a 6 6ra alatti felszabadulési
hatékonysag értékelésére. A vizsgalat utan a kockézatokat az eredmények alapjan
ujraértekeltiik, és rogzitésre keriiltek az aktualizalt FMEA tablazatban, igy sziikitve a
modszerparamétereket CMP-kre. Eredményeink alapjan a termék mennyisége ¢s a pH
egyértelmiien kritikus paraméterekként keriiltek meghatdrozasra az AQbD megkozelités
alkalmazésa sordn. A diklofendk-natrium legalabb 70%-os felszabaduldsa a hidrogélbdl
(minden parhuzamos minta esetén) 6 6ran beliil minden tesztelési koriilmény kozott megfeleld
volt, igy megfelelt az ATP kovetelményeinek. Az ATP képes kielégiteni az EMA iranyelv (a
topikalis termékek mindségi és egyenértékiiségi irdnyelvtervezete) kritériumait. Masrészt az
USP IV. késziilék miikddési modja lehetdveé teszi tobb mintavételi idépont alkalmazasat annak

érdekében, hogy teljesiiljon a ,,6 idOpontot kell rogziteni a gyogyszer felszabadulasi profil
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linearis szakaszan” kritérium. Kisérleteink elsé részének eredményeit Osszefoglalva
elmondhat6, hogy a nemzetkdzi iranyelveknek megfeleld, robusztus IVRT-tesztet lehet
kidolgozni az USP I'V-es késziilékkel, de minden esetben elemezni kell a kdzeg pH-értékének

¢s a minta tdmegének hatasat az [IVRT-eredményekre.
4.2. Masodik kisérleti rész

4.2.1. ATP definialasa az IVRT-hez

A topikalis diklofenak-natrium hidrogél és krém IVRT modszer fejlesztéséhez definidltunk egy
ATP-t (3. tablazat), az ICH Q14 iranyelv és a USP <1220> altalanos irdnyelvei szerint. Az
analitikai moddszer Kkifejlesztésének célja a diklofendk-natrium hatdanyag mennyiségi
meghatdrozasa volt egy IVRT mindségellendrzési (QC) vizsgalathoz. A hataserdsségek 1% és
2% voltak. Feltételezve a normalis eloszlast, a célmérési bizonytalansag (TMU) (o) kiszamitasa
a kovetkezd képlettel irhato le:

Xx—W _ 77% —70%
z 1,65

o= = 4,24%, if Quioiss = 70% (1)

ahol x is a pontossag felsd specifikacids hatarértéke (esetiinkben 110%, tehat Quioiss 70% esetén,
x érteke 77%), nu a varhatd érték (100%), és z a kiterjesztési tényezd (szimmetrikus, 90%
konfidencia intervallum esetén 1.65). Az IVRT-késziilék kivalasztasa ¢€s a kezdeti analitikai
ellendrzési stratégia (ACS) kialakitasa utan az 1. szakasz végén meg kell gy6zddni arrél, hogy

a kidolgozott analitikai eljaras jelentendd értékei megfelelnek az ATP-kritériumoknak.
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3. tablazat A diklofenak-natriumot tartalmaz6 krém ¢és hidrogél IVRT ATP-je.

Jellemz6(attribitum) Cél Indoklas
Torzitatlansag 90-110% Az eljarasnak képesnek kell lennie
A modszer pontosan meghatarozni a

pontossaga (az | RSD (%) az utolso | giyiofengk-natrium mennyiségét

IVRT utolso id6pontokban = az IVRT mintékban a névleges
mintavételi pontjan 10% koncentraci6 50%-atol 120%-aig
mérve) terjedd tartomanyban, biztositva,
Linearitas R>>0,97 hogy a mérések + 4,24%-on beliil

+20 % a megadott |  esnek a valos ertékhez kepest

Tartomany tartomanyon beliil 90%-os valosziniiséggel.
Az IVRT id6tartaménak
elegendonek kell lennie a
Az IVRT-kisérlet _ felszabadulasi profil
L, i jellemzéséhez, hat idépontban
végén felszabadulo oo .
. Qutolss = 70% gylijtott adatokkal a hatdanyag
kumulativ L. ., A
mennvisé felszabadulasi profiljanak lineéris
YIS szakaszaban. Idedlis esetben a
felvitt diklofendk-natrium
legalabb 70%-anak fel kell
szabadulnia.
Atlagos
meredekség
(ug*em2*min %) A diklofenak-natrium IVRR
apH 7,4 és pH 7,9 | atlagos meredeksége, amelyet pH
kozeggel, illetve 2 | 7,4 és pH 7,9 kozeggel és/vagy 2
Robusztussa ml/perc és 4 mL/min és 4 mL/min aramlasi
£ ml/perc kozeggel | sebességgel (2*6 mérés) mértiink,

végzett [VRT- nem térhet el tobb mint 15%-kal a
futtatas atlagos névleges mddszerparaméter
meredekségének + beallitasoktol.
15%-on beliil kell
lennie.

Az alapvetd fontossagi ATP meghatarozdsa utén,

teljesitményjellemzoket és a kapcsolodo teljesitménykritériumokat, a masodik 1épés az IVRT-

amely tartalmazza a relevans

modszer fejlesztéséhez sziikséges kezdeti technologia kivalasztasa volt.

13



4.2.2. Az IVRT technoldgia kivalasztasa

Esetlinkben, laboratériumunkban tobbféle analitikai technoldgia allt rendelkezésre az IVRT-
hez, négy IVRT-technologia koziil valaszthattunk (statikus vertikalis diffuzios cella, USP 11
késziilék alameriild cellaval, USP IV késziilék félszilard adapterrel és atfolyocellas diffuzios
késziilék). Az UHPLC mérési technikat valasztottuk az IVRT mintak méréséhez, mivel az UV
spektrofotometrids analitikai médszer nem alkalmazhat6 az UV aktiv matrix komponens
zavarasa miatt. Ha a termék fejlesztése €s az analitikai modszer fejlesztése parhuzamosan halad,
rengeteg mérési adat all rendelkezésre az analitikai technologia kivalasztasdhoz. Esetiinkben
minimalis eldzetes ismeret allt rendelkezésre a diklofendk-natrium in vitro felszabadulasi
sebességérdl a hidrogél és krém matrixbol. Az USP II alameriilé cella, a USP IV félszilard
adapterrel ¢és a statikus vertikalis difftzids cella (Franz cella) IVRT moddszer paraméterei
megfelelnek a sink condition kritériuméanak, de az FTDC nem. A sink condition feltétel
esetében, bar meg kell jegyezni, hogy a receptor fazis térfogata a legtobb esetben egy alapvetd
késziilék tulajdonsag, esetliinkben csak az FTDC nem tudta teljesiteni ezt a feltételt.
Mindazonaltal az FTDC (és a USP IV SSA-val) esetében a friss receptor kozeg folyamatos
cseré¢jének fenntartdsa konnyebben biztositja a megfeleld sink condition feltételeket a kisérlet

soran. Mindkét atfolyo cellas késziiléket nyitott konfiguracidban alkalmaztuk.

4.2.3. A diklofenak-natriumot tartalmazo krém ¢€s hidrogél in vitro vizsgalati

eredményei

Az 1% és 2% diklofendk-natriumot is tartalmazé krémeket és hidrogélt a kezdeti mérésekhez
hasznalt ,,szokasos” IVRT paraméterekkel mértiik, mind a négy késziilék esetében 7,4 pH-ju
PBS-t (koszolvens vagy feliiletaktiv anyag nélkiil) alkalmazva. Az eredmények a 4. tablazatban

¢és az 5. tablazatban lathatok.
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4. tablazat Az 1%-os és 2%-os diklofendk krém elére meghatarozott elfogadasi kritériumai és

eredményei az IVRT moddszer kivalasztasanal.

) 2%-0s
o/ ,
Késziilék Jellemz Ccél 1%-os diklofenak ;1) 6o sk lrém
krém eredményei .
eredményei
Franz cella 2,83 sikeres 4,06  sikeres
USP I, . )
alamerild cella Médszer RSD (% ) az utols6 4,50 sikeres 5,36  sikeres
USP1V, SSA pontossiga  idépontban<10% 244  sikeres 1,91  sikeres
FTDC 16,10 sikertelen 13,94 sikertelen
Franz cella Az IVRT-kisérlet 49,29 sikertelen 61,30 sikertelen
14 US..PI ,I,I’ 1 vegen 26,10 sikertelen 38,00 sikertelen
alamerulo cella felszabaduld Qfinal > 70% . .
USP 1V, SSA kumulativ 30,02 sikertelen 25,62 sikertelen
FTDC mennyiség 56,64 sikertelen 42,96 sikertelen
Franz cella 96,58  sikeres - -
, US.P ,I,I’ Torzitatlansag 90-110% 100,94  sikeres - -
alamerilo cella
USP 1V, SSA 99,04  sikeres - -
Franz cella ApH74¢épH79 -13,85 sikeres -0,68  sikeres
, US.I.) }I’ kozeggel Veggett -4,26  sikeres -2,94  sikeres
alamertiilo cella , IVRT-futtatas
Robusztussag ,
atlagos
USP IV, SSA o meredekscgének £ - 15 o3 G relen 9,81 sik
’ 15%-on beliil kel] ~ >’ Steerteien 2, Streres
lennie.
USP 1V, SSA A2ml/percés4  -6,55 sikeres -0,15 sikeres
ml/perc dramlasi
Robusztussag sebességii [VRT-
FTDC (dramlési futtatds dtlagos 4o o7 yerielen 20,58 sikertelen
sebesség) meredekségének +

15%-on belil kell
lennie.
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5. tablazat Az 1%-os és 2%-os diklofendk hidrogél eldre meghatarozott elfogadasi

kritériumai és eredményei az IVRT modszer kivalasztasanal.

1%-o0s 0 . ,
Késziilék Jellemz8 cél diklofenak ggl  20-0s diklofendk
L. gél eredményei
eredményei
Franz cella 3,74 sikeres 3,00 sikeres
USPII, , . . .
(o etn Modszer RSD (%) az utols6 4,43  sikeres 7,78 sikeres
aldmerdl§ cella ontossaga idépontban < 10%
USP 1V, SSA P g p =7 1,40 sikeres 0,88  sikeres
FTDC 6,32 sikeres 2,11 sikeres
Franz cella Az IVRT- 92,40 sikeres 91,74  sikeres
USP I, kisérlet végén . )
alameriild cella felszabadulo Qtina > 70% 86,47 sikeres 86,86  sikeres
USP 1V, SSA kumulativ 94,23 sikeres 100,57  sikeres
FTDC mennyiség 104,61 sikeres 98,74  sikeres
Franz cella 94,64 sikeres - -
, US.I.) }I’ Torzitatlansag 90-110% 102,00 sikeres - -
alamertiilo cella
USP 1V, SSA 97,08 sikeres - -
Franz cella ApH74¢pH79 -431 sikeres -3,57  sikeres
. US.I.) }I’ kozeggel Veg%ett 4,62 sikeres 8,85 sikeres
alamertiilo cella , IVRT-futtatas
Robusztussag ,
(pH) datll(agos .
meredekségének + . .
USP 1V, SSA 15%-on beliil kell 6,24 sikeres -9,49  sikeres
lennie.
USP 1V, SSA A 2 ml/perc és 4 -0,48 sikeres -8,90  sikeres
ml/perc dramlasi
Robusztussag sebességii [VRT-
FTDC (aramlast futtatds Atlagos 631 ikeres -23,93 sikertelen
sebesség) meredekségének +
15%-on beliil kell
lennie.

4.2.4. A 2. kisérleti rész dsszefoglalasa

A doktori tanulmanyom masodik részében négy IVRT késziiléket hasonlitottunk 6ssze (statikus

vertikalis diffuzids cella, USP II késziilék alameriilo cellaval, USP IV késziilék félszilard

adapterrel és atfolyocellas diffuzios késziilek) az ATP segitségével. Az ) ICH Q14 iranyelvet

¢s a USP <1220> altalanos fejezetet azért alkalmaztuk, hogy meghatdrozunk egy ATP-t az

IVRT-hez. A diklofenak-natriumot tartalmaz6 krém el6zetes IVRT kisérleteinek eredményei azt

mutattak, hogy a diklofenak-natrium felszabaduldsa a krém matrixbdl lasst volt mind a négy
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késziilekkel mérve és az ATP-ben leirt Quiwlso > 70% kritérium nem teljesiilt egyik esetén sem.

Ezért az IVRT mérést krém esetén legalabb 12 6ran keresztiil kellene végezni. Az USP 11

alameriild cella és a USP IV SSA megfeleléek voltak a diklofendk-natrium hidrogél és krém

mérésére. Eredményeink alapjan az USP II alamertiil6 cellas késziilék a legjobb vélasztas egy

analitikai IVRT modszer kifejlesztésére a diklofendk-natrium krémhez, ¢s az USP II

meriilécellas késziilék és/vagy a USP IV SSA a legjobb a diklofenak-natrium hidrogél esetén.

5. EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Doktori munkam célja az AQbD koncepcid gyakorlati megvaldsitdsa volt az IVRT fejlesztés és

a késziilékvalasztas korai szakaszaban. Doktori munkdm soran az aldbbi eredményeket értem

el:

Sikeresen alkalmaztam az AQbD koncepciot az IVRT analitikai
modszerfejlesztés korai szakaszaban.

Meghataroztam az analitikai célprofilt (ATP) és a kritikus mddszerjellemzoket
(CMAa-kat) IVRT esetén.

Az Ishikawa-diagram segitségével azonositottam és Osszegytjtottem az IVRT
(kritikus) modszerparamétereit (MP).

Kezdeti kockazatértékelést végeztem ¢és kritikussdg alapjan rangsoroltam a
CMAa ¢és (C)MP paramétereket, és csokkentettem az IVRT lehetséges kritikus
paramétereinek szamat.

Az IVRT-vizsgalatokra vonatkozé6 nemzetkézi ajanldsok segitségével
célértékeket hataroztam meg az ATP-ben, a négy IVRT-berendezés
Osszehasonlitasdhoz.

Kisérleteink alapjan kivalasztasra kertlt a félszilard készitmények fejlesztése

esetén megfeleld IVRT-késziilék egy analitikai eljaras kifejlesztéséhez.
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