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1. BEVEZETES
A hatéanyagok fizikai-kémiai és biofarméaciai sa@minak valtoztatasdra szamos
gyogyszertechnoldgiai megoldas ismeretes (Maghseotdal., J. Pharm. Biomed. Anal.,
2008). A kulonboé szemcseméret-csokkértechnikak az integralo (felép)tés dezintegrald
(rombold) eljarasok csoportjara oszthatok. Intexgéboran molekularis szidtrkiindulva,
kivalt mikro- és nanorészecskék keletkeznek a martben. Dezintegrald eljarasok
alkalmazasakor a részecskék szemcseméretének ngéddkecnergia befektetéssel, apritas
atjan valosul meg (Ambrus et alnt. J. Pharm.,2009). Azérlés, ezen belll a szaraz és a
nedvesorlés a dezintegralo technikak kozé sorolhatd. Nedviés soran a hatéanyag vizzel
vagy szerves olddszerrel készilt diszperzidjat IKezé nedves 6rlés hatékonysaganak
biztositasahoz segédanyagra minden esetben szikagg flggetlendl attdl, hogy
mikronizalas vagy nanonizalas a cél. A segédanyagdénak megvalasztasa hatbanyagonkeént
és formulalasonként valtozik. A stabilizalé segé@dmok elektrosztatikus vagy sztérikus
gatlas révén megakadalyozzak a hatéanyag szemggékeeracidjat. A nedveérlés soran
keletke®d prediszperziobdl szaritdssal szilard fazisa kdsimék allithatdé &l (por),
ugyanakkor koézvetlenldl felhasznalhaté folyékony watglszilard (spray vagy gél)
gyogyszerforma éhllitasara is.

Az orr, mint alternativ gyogyszerbeviteli kapu atkas szisztémas hatasu
készitmények alkalmazdsara (Prommer and Thomp$atient. Pref. Adher.,2011).
Intranazalisan por (Kaye et all, Control. Release2009), gél (Osth et al.J. Control.
Release2002) és folyékony (csepp and spray) (Baumann.eEar. J. Pharm. Biopharm.,
2012) gyodgyszerformék alkalmazhatdak. Az orrspragsktében, az oldott allapotbandév
hatbanyag fejti ki leggyorsabban hatasat. Azonbarha#banyagok kb. 40%-a rossz
vizoldékonysagu (Beig et aEur. J. Pharm. Biopharm2012). A probléma kikliszobolése
prediszperzié készitésével valdsithatdo meg, amébagyenge vizoldékonysagu hatéanyag
kivant szemcseméret-eloszlasa kulordborechnikak segitségével érbetel, a jo
biohasznosithatosag érdekében. A prediszperzio eiénil alkalmas folyékony
gyogyszerforma fejlesztésére. A szisztémas hatagsa céljabol, kilonbézsegédanyagok
alkalmazasa szikséges, amivel a hosszabb tartGikimdg mukoadhéziét (Horvat et al.,
Eur. J. Pharm. Biopharm 2009), fokozott permeabilitast (Chunga et @arbohyd. Polym
2010) és bizonyos esetben a hatbanyag kontrodiglitdbadulasat biztositani tudjuk.

Nagy kihivast jelent a gyogyszertechnoldgia szanwdyan szerves olddszer-mentes,

koltség- és if-hatékony szemcseméret-csokkentechnika fejlesztése, ami megfélel



minésédi prediszperzido készitésére alkalmas és beéfiithegydgyszerforma édllitas

folyamatéba.

2. CELKITUZES

Kutatomunkank soran célulaztik ki 0j nedvesdérlési technikak vizsgalatat, s azok
szemcseméret-csokként hatasanak tanulmanyozasat. Prediszperzidksallghsaval,
kilénbuz szerves olddszer-mentes technikakat hasonlitotigake (szonikacié és kombinélt
nedvesorlés) és meghataroztuk a folyamat paraméterek smaméretre gyakorolt hatasat.
Vizsgaltuk a hatdanyagok fizikai-kémiai és biofaniaé sajatsagainak valtozasat a kulorib6z
érlési technikak esetében. Modellanyagként gyengeldékonysagu, kristalyos nem-szteroid
gyulladasgatiokat (meloxikamEL és ibuproferiBU) valasztottam. Szuszpendalt
hatbanyagot tartalmaz6 intranazalis spray formakejlesztettink és kulonbéz

vizsgalatoknak vetettik ala.

A kisérletes munka lépései tehat a kdvetkemltak:

I. Szonikus kavitacié, mint szerves oldoszer-menteatikas nedvesorlési
technika alkalmazasa szemcsemeéret csokkentés @é{glvizsgalatok: 1BU
és MEL).

. A statikus és a dinamikus szonikacié szemcseméritkend hatasanak
0sszehasonlitasa, faktorialis kisérleti terv alagpMEL).

iii. Bolygbmalom és gyongymalomhoz valé gyongyok kombidjanak
alkalmazasa, mikronizalt és nanonizélt MEL-t tan@atd prediszperzidk
eléallitasara.

iv. Intranazalis gydgyszerforma fejlesztése kdzvetlazielkészitett, mikronizalt
€s nanonizalt hatéanyagot tartalmazd prediszpdigipka spray formak
vizsgalata.

V. Javaslattétel innovativ intranazélis gyogyszerforeiééllitasara, fajdalom-

kezelés céljabadl, kontrollalt hatbanyag-felszabasliztositasaval.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok

MEL: EGIS Gyodgyszergyar (Budapest, Magyarorszaglj:IAldrich Chemie (Deisenhofen,
Németorszag); poly(vinylpyrrolidone) K-253PYP): ISP Customer Service GmBH (Kaln,
Németorszag); Poloxaniegs Solutdl: BASF (Ludwigshafen, Németorszag); TweerR 80
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(Tween): Hungaropharma (Budapest, Magyarorszag); poly(vialcohol) 4-98 PVA)
(Mw ~ 27,000) és nétrium-hialuronatHA) (M;=1,400 kDa): Richter Gedeon Nyrt.
(Budapest, Magyarorszag); mucin (ll. tipusu seggsmor mucin): Sigma Aldrich (Sigma
Aldrich Co. LLC, St. Louis MO, US).

3.2. M6dszerek

3.2.1. Termékek éhllitasa kilonbd nedvesiriéses technikakkal

3.2.1.1. BEdvizsgalatok statikus szonikacioval az IBU és a MEtemcseméretének
csokkentése céljabol

A mintéak eballithsara nagy intenzitasu ultrahangot (Hielsdiér200S, 200W, Németorszag)

alkalmaztunk. A kezelést szoldmhérsékleten vagy jegesités mellett (18 °C) végeztik. Az

amplitadét 30 és 70 % kozott valtoztattuk. 10, i28tve 30 perces szonikaciot végeztink. Az

O0sszetétel meghatarozasahoz kulovbgegédanyagokat (PVP, Poloxamer, Tween, Solutol)

alkalmaztunk (Bartos et aFarmacia,2014).

3.2.1.2. A statikus és dinamikus szonikaci6 szem@ree csokkerit hatasanak
0sszehasonlitasa

A két modszer dsszehasonlitdsa soran hatéanyagkBtEL-t valasztottuk. Minden minta
esetében diszperzios kdzegként 0,5%-o0s PVP olddktatmaztunk. A mintak éhllitasara
nagy intenzitdsu ultrahangot (Hielscher UP 200)V20 Németorszag) hasznaltunk. A
statikus és dinamikus szonikacié 6sszehasonlitétszikti részleges faktorialis kisérleti terv

alapjan tortént. Az eljarasi paraméterek az 1atéiban lathatok.

1. tbl4zai Vizsgélt paraméterek a statikus és dinamikus &Acid

esetében

Statikus szonikacio Dinamikus szonikacié
Térfogat (ml) 25; 100 100
Pozicié* 0,25; 0,75 0,25
Pumpa sebesség - 50; 100
(rpm)
MEL koncentracio 2,18 2;18
(mg/ml)
Homérséklet (°C) 0; 36 0; 36
Amplitadé (%) 30; 70 30; 70
Idé (perc) 10; 30 10; 30

"Pozici6 0,25: a teljes folyadéktest 1/4-éig mersit@notrod
Pozici6 0,75: a teljes folyadéktest 3/4-éig marékonotrod



3.2.1.3. Prediszperzié Allitdsa kombinalt nedvegléses eljarassal

A MEL szemcseméretét bolygdmalomban (Retsch PM 108, Retsch GmbH,
Németorszag) csokkentettlérlést ebsegit anyagként a gyongymalom 0,3 mm atépér
cirkénium-dioxid ¢rO2) gyongyeit alkalmazva. AZrlést 90 percen at végeztik, 10-
percenkénti mintaveétellel. Vizsgaltuk adés idtartamanak és a gyongyok tomegének (0, 10,
20, 50 és 150 g) szemcseméretre gyakorolt hat@sdtapott termékek szemcseméretét
kozvetlenll a prediszperzobdl hataroztuk meg.

3.2.1.4. Prediszperzié &Allitasa nazalis gyogyszerforma fejlesztéséhez

Az eldvizsgalatok alapjan a mikronizalt- és nanonizélt IMBartalmazé prediszperzidkat
kombinalt nedvesdriéses eljarassal allitottuk ¢elPVA-5,6 pH-ju foszfat-puffert (2,5%)
alkalmazva diszperzids kozegkeént, biztositva ezatamazalis korulményeknek megféiel
kbzeget. A keletkezett oldatban 2,0 g MEL-t szusdaddunk. A szuszpenziot 400-as
fordulatszdmon 10 és 50 perdigltik, ZrO, gyongyoket alkalmazvérléanyagkeént.

3.2.1.5. Nazalis gyogyszerforma@dalitasa

A nazalis gyogyszerformakat kdzvetlenll a prediszp&bdl allitottuk eb. A prediszperzidk
3,0 ml-ét foszfat-pufferrel higitottuk abbdl a adlbhogy a spray végskoncentraciéja a
hat6anyagra nézve 1 mg/ml legyen. Minden mintaébset 0,15 g HA kerllt hozzaadasra, igy
a vegsé gyogyszerforma 5 mg/ml koncentracioju HA-t tartalott. A spray-ket 24 oran at
hitében, 8 °C-os dmérsékleten taroltuk. A szuszpendalt MEL-t tartadhantranazalis spray-

ket adott protokoll szerint vizsgaltuk.

3.2.2. Szilard fazisu termékek fizikai-kémiai viasatai
A kulonboz nedvesirleses technikakkal &llitott prediszperziokat megszaritottuk, a szilard

fazisu termékek fizikai-kémiai vizsgalata céljabol.

3.2.2.1. Szemcsemeéret-megoszlas és fajlagos felétgtatarozas

A MEL szemcseméretét és méreteloszlasat |ézeaHdids modszerrel, Malvern Mastersizer
2000 keszulékkel (Malvern Instruments, Worcesteestitgyesilt Kiralysag) hataroztuk meg.
A D10, D50, D90 értékeket térfogat szerinti mératemissel hataroztuk meg. A fajlagos
felllet a szemcseméret megoszlas eredmééblyeilit szarmaztatva.



3.2.2.2. Elektronmikroszképos felvételek (SEM)
Szaritast kovéen a szilard mintak morfoldgiai jellemzése pasztélaktronmikroszkoppal
tortént (Hitachi S4700, Hitachi Scientific Ltd. p#m).

3.2.2.3. Porrontgendiffrakcios vizsgalatok (XRPD)

A hatbéanyag kristalyos jellegét porrontgen diffrdiscvizsgalattal hataroztuk meg (Miniflex

Il Rigaku porréntgen diffraktométer, Rigaku Co. Yok Japan).

A kombinalt médszer esetében a szaritott mintakbestcsteruletek csokkenését alapul véve,

a MEL kristalyossagat szemi-kvantitative hatarozhdg.

3.2.2.4. Differencidl pasztazé kalorimetrias mékégaSC)

A termékek termoanalitikai sajatsagait Mettler TmeSTAR® termoanalitikai késziilékkel
(Mettler Inc., Schwerzenbach, Svajc) hataroztuk .n2e§ mg mintat vizsgaltunk, 25-300 °C-
os fbmérséklet tartomanyban.

3.2.2.5. Fourier-transzformacios infravéros spekopia (FT-IR)
FT-IR méréseket Bio-Rad Digilab Division FTS-65896 FT-IR spektrométerrel (Bio-Rad
Digilab Division FTS-65A/869, Filadelfia, Egyesifitlamok) végeztiik.

3.2.3. Nazalis gyoégyszerforma fejlesztésehéalktott prediszperziok vizsgalata

3.2.3.1. MEL oldékonysaganak vizsgalata a predrzapidban

A prediszperziokat 25 °C-on 24 éran at magnesewrées! kevertettik, majd 0,Am-es
fecskendsziron lesdirtik (FilterBio PES Syringe Filter) (Labex Ltd., &apest,
Magyarorszag). A feloldodott hatdbanyag mennyiségpéktrofotometriasan hataroztuk meg
(Unicam UV/VIS) (Thermo Fisher Scientific Inc., Weam, MA, Egyesiilt Allamok)r(= 3).
Meghataroztuk a nazdlis spray-k kémhatasat is (O8ostar pH-meter), (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, Egyesiilt Allamok).

3.2.3.2. A prediszperzidk tarolhatésagi idejénelgmagarozasa
A prediszperziokat zart Gvegekben, szdlmérsékleten taroltuk (25 = 1 °C) 3 napig. A MEL
szemcsemeéret-eloszldsat a készités napjan, illatiedvetked 3 napban minden nap

ellendriztik.



3.2.4. Nazalis gyogyszerformak vizsgalata
A gyoégyszerformak kémhatdsa minden spray esetélsghatérozasra kerilt (Orion 3 star
pH-meter), (Thermo Fisher Scientific Inc., Walthavi®\, Egyesiilt Allamok).

3.2.4.1. Reoldgiai és mukoadhézids vizsgalatok

A reologiai vizsgélatokat Physica MCR101 Rheometérvégeztik (Anton Paar GmbH,
Ausztria). Frekvenciafldg oszcillaciés teszt segitségével hataroztuk meg iatakn
viszkoelasztikus sajatsagait. A mintak folyasgé@bépyancsak meghataroztuk.

A MEL szemcseméretének mukoadhéziéra gyakorolishaia vizsgaltuk. A mukoadhéziot a
polimer és a mucin kdzotti reolégiai szinergizmuepgn hataroztuk meg. A szinergizmus
paramétert (bioadheziv viszkozitds komponeps), szamolassal allapitottuk meg (Bartos et
al., Int. J. Pharm.2015B).

3.2.4.2. In vitro diffazids vizsgalatok

A vizsgalatokat vertikalis Franz diffuziés cellawadgeztik (Hanson Microette Topical and
Transdermal Diffusion Cell and Autosampling Systdianson Research, Chatsworth CA,
Egyesilt Allamok) Az atdiffundalt MEL koncentracibj spektrofotometriasan meértiik
(Unicam UV/VIS) (Thermo Fisher Scientific Inc., WWam, MA, Egyesiilt Allamok). A
hatéanyag flux J) és permeabilitasi koefficiens értékeKp) is meghataroztuk. A donor
fazisban maradt MEL-tartalom meghatarozasahoz abré@mszimulalt nazalis folyadékkal
volt impregnalva (Jug and Bieevi¢-Lacan, Comb. Chem. High T. Scr2007). A donor
fazisban maradt MEL mennyisége Agilent 1260 RP-HiMeCkerllt meghatarozasra.

3.2.4.3. In vivo vizsgalatok

Az in vivo vizsgalatokat 160-180 g tomiedhim Sprague—Dawley patkanyokon veégeztik.
60ug MEL-t tartalmazd nazalis spray kerllt beadasradldetok jobb orrlyukaba pipetta
segitségéveln(=5). A beadast kovét5., 15., 30. és 60. percben tortént a vérvétel a
patkanyok farok-vénajabol. A vér-mintakbandéMEL mennyisége Agilent 1260 HLPC-vel
volt detektalva. A farmakokinetikai paraméterek B#lver 2.0 szoftver segitségével kerultek

meghatarozasra (Zhang et @agmput. Meth. Prog. Bio2010).



4. EREDMENYEK

4.1. A statikus szonikaciéval végzetbwksgalatok eredményei

Az elévizsgélatok soran a statikus szonikus kavitacioulrahang hullamok altal kialakitott
gézbuborékok kollapszusa) szemcseméret csokkbatasat vizsgaltuk az IBU és a MEL
esetében. A legjelefdebb méretcsokkenést mindkét hatdéanyag esetébars jHgest
alkalmazva, 70%-o0s amplitidoval (a legnagyobb eaetgefektetés) tudtam elérni. Az
amplitidé ndvelése soran (3T0%) a jeges ités megvédte a szuszpenzidkat a jéent
homeérséklet emelkedést A szonikacio idejének novelése @0 perc) meghatarozobb volt
a méretcstkkenés szempontjabdl, mint a megnovedtitaotd és a jegesiites kombinacioja.
Az id6 tovabbi ndvelése (2B30 perc) a szemcseméret szempontjabdél nem vokamse
egyik hatébanyag esetében sem.

Az 0Osszetétel vizsgalata soran négy kulob&egédanyag szemcseméretre gyakorolt
stabilizalé hatasat tanulmanyoztuk. A kisérlet saa&zuszpenziokban a MEL koncentracioja
minden esetben 300 mg/ml volt, a szonikaciét fixapzéterekkel végeztik, flggetlen
valtozoként jeges fufd, 70 %-os amplitudot és 20 perces kezelést alkalmaAz 1BU
esetében a legkisebb szemcseméretet Poloxameséggyiel értik eld50 ~ 11um), mig a
MEL-nél a PVP bizonyult a leghatékonyabb segédamgagd50 = 4 um). A segédanyagok

V4

4.2. Statikus és dinamikus szonikacio 6sszehagasalit

Az elévizsgalatok utan, 6sszehasonlitottuk a statikus digamikus szonikacié szemcseméret
csokkend hatasat. Dinamikus szonikacié soran a mintat aelksz alatt folyamatosan
cirkulaltattuk, perisztaltikus pumpa segitségével.szonikaciot legjeleisebb mértékben
befolyasolo paramétereket faktoridlis kisérletvtatapjan hataroztuk meg. A hosszu ideig
tarto kezelés (30 perc), a nagy amplitudo (70%hagasabb dmérséklet (36 °C) és a kisebb
hatéanyag koncentracio (2 mg/ml) fontos szerefdstzgdtak a szemcseméret csokkentésben
(2. és 3. tablazat).



2. tablazat Statikus szonikacio eredmeényei
Térfogat Szonotréd Koncentraci6 Hémérséklet Amplitadéd Idé D10 D50 D90

(m) pozicio (mg/mi) (&) (%) (perc) (um)  (um)  (um)
- - - - - - 10,82 34,03 75,81
25 0,75 2 36 70 30 151 10,149,53
100 0,75 2 0 30 30 4,81 23,046,88
25 0,25 2 0 70 10 2,75 18,4%2,87
100 0,25 2 36 30 10 592 26,533,39
25 0,75 18 36 30 10 3,95 19,621,51
100 0,75 18 0 70 10 519 24,146,98
25 0,25 18 0 30 30 3,53 17,129,22
100 0,25 18 36 70 30 7,19 20,836,62

3. tablazat Dinamikus szonikacio eredményei
Pumpa sebesség Koncentraci6 Hdémérséklet Amplitddo Idé D10 D50 D90

(fordulatszam) (mg/ml) (°C) (%) (perc) (um) (um) (um)

- - - - - 10,82 34,03 75,81
50 2 36 70 30 2,20 14,6035,02
50 2 0 30 30 456 24,2247,05
100 2 0 70 10 570 26,9061,92
100 2 36 30 10 5,90 26,1%2,20
50 18 36 30 10 4,40 22,6%3,54
50 18 0 70 10 6,27 23,5446,77
100 18 0 30 30 9,06 29,3145,58
100 18 36 70 30 2,87 16,738,03

4.2.1. Szemcseméret-megoszlas és fajlagos felilet

A kivalasztott prediszperzibkban a MEL szemcsem@égregoszlasat és fajlagos fellletét
hataroztuk meg (1. abra). A fajlagos felilet mirtdkéddszer esetébensth a kiindulasi
hatoanyagok fellletéhez képest. A statikus szok@dEL Stat.) a dinamikussal szemben

(MEL Din.) kisebb szemcseméretet eredményezett.

10

Térfogat (%)

%m 0.1 1 10 100 1000 3000
Szemcseméret (pm)

= kiindulasi MEL m IEL Stat. == MEL Din.

1. dbraKiindulasi MEL és szonikalt MEL szemcseméret-elasa a prediszperziokban



4.2.2. Morfologiai sajatsagok

Az elektronmikroszkopos képek alapjan megallapithdbgy a kiindulasi MEL kristalyai
nagy, hasab alaktak. A szilard fazisu termékektddgiai mikrométer tartomanyba dés
részecskék, mindkét modszer esetében szabalytalainak, egyenetlen fels4iak, a fellleti

oldédas miatt lekerekedés figyelbeheg a kezelést és szaritast kbeat(2. abra).

2. &bra A kiindulasi MEL (A), a statikusB) és dinamikus@) szonikaci6 szilard fazisu

termékeinek elektronmikroszkoépos felvételei

4.2.3. Porrontgendiffrakcios felvételek

A porrontgen-diffrakcios vizsgalatok a szaritotinitak kristalyos jellegét bizonyitjak, mivel a
karakterisztikus csucsok (13,22, 15,06, 26,46 é8728) a kiindulasi anyagnal és a szaritott
termékekben is megjelennek (3. abra). Szonikaciarsa MEL kristalyos maradt mindkét
tipusu kezelést kovéen. A szonikacioval éhllitott mintdkban viszont a csucsok intenzitasa
kisebb a kiindulasi MEL csucsaihoz képest, ami seted80kkenéssel magyarazhato.

Relativ intenzitas (%)

|

2 theta

3. dbra A kiindulasi MEL és a szonikalt szaritott termékmkrontgen felvételei



4.2.4. DSC felvételek

A szilard fazisi mintdk gorbéin mindkét mobdszeriadzelt hatbanyag esetében jol
meghatarozott endoterm csucs lathat6 (MEL Stat8,625°C és MEL Din.: 259,81 °C),
amivel a MEL kezelést kovétkristalyos jellege bizonyithatd. A termékekbenadanyag
olvadaspontja nem tér el jelést mertékben a kindulasi MEL olvadaspontjahoz képest
(259,11 °C). A kristdlyossagi fok nem csokkent née mértékben egyik kezelés

kovetkeztében sem.

4.2.5. Kémiai stabilitas (FT-IR)

Az FT-IR vizsgalatok alapjan megallapithatd, hodseaelés soran bomlas nem tortént, sem a
statikus, sem a dinamikus modszer esetében. A dtbmel anyagnal megjelén
karakterisztikus csucsok lathatok a két termék ébset is (3289,76, 1550,04, 1530,36,
1346,73, 1265,88 és 1184,90 1/cm-nél).

4.3. A kombinalt nedveérlés ebvizsgalatainak eredményei

4.3.1. Kombinalt nedve&léssel végzett 8Vizsgalatok eredményei

Az elévizsgalatok soran a bolygdmalom és a gyongymalombioaciojanak szemcsemeretre
gyakorolt hatasat vizsgaltuk a MEL esetében. Seagédn jelenlétében (PVA), allando
fordulatszamon (400 rpm) adrlési id5, az alkalmazott gyongytdmeg és a segédanyag
koncentracié szemcseméretre gyakorolt hatasat nemyloztuk. A mintdk szemcsemeéret-
megoszlasa adrlést koveben a 4. tablazatban lathato. Adési idotél flggéen mikronizalt

(10 perc,D50 = 1,625 um) és nanonizalt (50 peb50 = 0,126 um) termék allithatdselA
leghatékonyabrlést 20 g gyongy alkalmazasakor értik el, a gytimggg tovabbi ndvelése

s

,,,,,
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4. tablazas MEL szemcseméret-megoszlasa kilortb@yongytomegek esetén (0, 10 vagy 20 g),
2,5%-0s PVA-oldatot alkalmazva diszperzios kézegkén

Orlési idé Gyongy nélkil 10 g gydngy 20 g gybngy
(perc)

D10 D50 D90 D10 D50 D90 D10 D50 D90
(Hm) (Hm) (gm)  (pm)  (um)  (@m)  (um)  (pm)  (pm)

0 11,40 34,26 73,59 11,40 34,26 73,59 11,40 34,26 5973,
10 10,199 26,616 52,668 0,255 2,934 10,94,115 1,625 5,669
20 9,239 25,285 55,202 0,108 1,254 4,775 0,070 0,1519511
30 11,207 28,768 54,147 0,080 0,151 2,156 0,068 0,140223

40 8,585 23,848 45489 0,069 0,146 1,667 0,070 0,1357290
50 7,871 24,025 50,346 0,068 0,143  1,2800,072 0,126 0,271
60 5,203 14,269 27,548 0,068 0,141 1,082 0,069 0,1292950
70 5,161 15,047 29,542 0,067 0,135 0,618 0,070 0,1312920
80 8,966 25478 47930 0,067 0,135 0,538 0,068 0,1272880
90 5,805 17,627 34,196 0,069 0,132 0,317 0,068 0,1262770

4.3.2. Morfoldgiai sajatsagok

Az elektronmikroszkopos képek alapjan lathatdo (dbrap hogy a mikronizalt
(D50 = 1,625 um) MEL-t tartalmazé szilard fazisiniék kristalyai szabalytalan alakuak,
egyenetlen felsziiek és nanomérnethatbanyag aggregatumokat is tartalmaz. A nandnizal
MEL-t tartalmazd szaritott pre-diszperzié kristdlydD50 = 126 nm) az 6rlésnek

k6szonheien szabalyos alaklak, egyenletes felszin

10.0kV 12.3mm x15.0k SE(V)

4. abra A kiindulasi MEL (A) és a mirkonizalt-B) és nanonizalt MEL-tQ) tartalmazé

széritott termékek elektronmikroszkdpos felvételei

11



4.3.3. Porrontgendiffrakcios felvételek

A porrontgen-diffrakcids felvételeken a MEL karakidetikus csucsainak intenzitasa a PVA-
val készllt fizikai keverék (MEL-PVA PM) esetébesdkkent, ami a PVA jelenlétével
magyarazhato. A szaritott mintakbandéMEL kristalyossagat szemi-kvantitative hataroztuk
meg, 2 karakterisztikus csucs (5,99 és 185aatti tertlet csokkenésének atlagabol. A
hatbanyag kristalyossaga lecsokkentédés hatasara, kb. 33%-a maradt kristalyos mind a
mikronizalt, mind a nanonizalt hatbanyagot tartatntermék esetében (5. abra).

kiindulasi MEL ’\ M “ A "
)\MEL-PVAPM } A “ ‘l \ J\.
"

mikronizalt MEL
.

nanonizalt MELM A
A\

— T — T
3 10

Relativ intenzitas (%)

T T
20 30 40

2 theta
)

5. &bra A kiindulasi MEL, a MEL-PVA PM és a mirkonizaltsé& nanonizalt MEL-t

tartalmazo szaritott termékek porrontgen felvételei

4.3.4. DSC felvételek

A kiindulasi MEL gorbéjén jol meghatarozott endatecsucs lathaté (259,11 °C), amely
intenzitasa a fizikai keverék (MEL-PVA PM) (256,92) esetében a PVA hatasara lecsokken.
A szilard fazisu termékek goérbéjén tovabbi inteditsokkenés és a csucs kiszélesedése
figyelnetb meg, ami a MEL kristalyossdgdnak csokkenésével yaraghato. A MEL

olvadaspontja a mikronizalt termék esetében 23980 perc), a nanonizalt esetében pedig
240,08 °C (50 perc) volt.
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4.4. Intranazalis gyogyszerforma vizsgalata

4.4.1. Prediszperziok vizsgalata

4.4.1.1. MEL oldékonysaganak vizsgalata a predizzaficban

A szemcseméret csokkenés oldékonysagra (oldékongghag 0,2 ng/ml) gyakorolt hatasat
25°C-on, és pH5,6 kémhatason vizsgaltuk. A migidlas nem eredményezett
oldékonysagbeli valtozast (oldékonysag: 6,6 £ 0¢ml). A nanonizalt MEL esetében
tapasztalt oldékonysdg novekedés (oldékonysag: 0,83 pg/ml) nem jelefis a

gyogyszerforma szempontjabdl.

4.4.1.2. A prediszperziok tarolhatésagi idejénekma¢arozasa

A vizsgalat soran a prediszperzié elkésziti#ssramitott 24 6rén belll nem tapasztaltam
aggregaciot (mikro MEL prediszperzioD90= 6,462 um; nano MEL prediszperzio:
D90= 0,270 um). A masodik napon aggregatumok voléddn] mindkét rendszerben (mikro
MEL prediszperzioD90 = 1035,340 um; nano MEL prediszperdd®0 = 695,767 um), ezek
szama és mérete mégn a tarolds harmadik napjara. Megallapitottuk, yhog

prediszperzidkat 24 éran beldl fel kell hasznalni.

4.4.2. Nazalis spray formék vizsgalata
A nazalis spray-k kémhatdsa nem véltozott meg jé&semértékben a HA hozzdadéséat
kéveten (pH 5.5) a prediszperziok kémhatasahoz kepkisb ).

4.4.2.1. Reologia és mukoadhézio

A spray-k viszkoelasztikus sajatsagait frekvendghl oszcillacios teszt segitségével
hataroztuk meg. A hialuronat tartalmu gélekre jalté ,keresztk6tott pontok” a gérbéken
nem lathatéak (Berkd et alEur. Polym. J.,2013). A G’ és G’ aranya (egymashoz
viszonyitott értéke) a mintak szol allapotat bizitjay ami a formak kémhataséval (pH = 5.6)
és az alacsony HA koncentracioval magyarazhatd.efyes mintak folyasgorbéi nem
mutattak jeleriis eltérést egymashoz viszonyitva. A MEL jelenléiletve eltéb
szemcsemerete a készitmények viszkozitasat nertyasdtta.

A mukoadhézids vizsgalatok soran a mintakat muctikegertik 6ssze (5% mucin tartalom)
€s a reoldgiai szinergizmust jelletnzparamétert #p) hataroztuk meg. Vizsgéltuk a
mukoadhéziét a PVA nélkili HA-oldat, a HA nélkulVR oldat, a HA-t és PVA-t egyarant
tartalmazo oldat (vak) és a harom kulonbézemcsemeéret MEL-t tartalmazo termék

(kiindulasi MEL spray, mikro MEL spray, nano MEL ray) esetében. Az eredmények
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alapjan megallapithatd (6. abra), hogy a nanoniliL-t tartalmazé minta esetében a
mukoadhézié a kétszereséfdtra hatbanyagot nem tartalmazé oldathoz képestgyreszt a
nanomérdt részecskek felllethez valé megnovekedett adhé&zabjaagyarazhaté (Miller et
al., Eur. J. Pharm. Biopharm2011), masrészt a nanorészecskék mérete a pohiolekulak

meérettartomanyaba esik, ezéltal olyan struktura Igire, amely a mukoadhéziot tovabb
noveli.

450

400 T
= 350
% |
E. 300
E; 250
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& 200 T
(3]
2 150 J
vy
: |
£ 100
B l
E 50
b

0
o HA oldat PVA oldat vak kiindulasi MEL mikro MEL ~ nano MEL

spray spray spray

6. abra Szamitott reoldgiai szinergizmus paraméterek adtthat, PVA-oldat, HA-PVA oldat

és a kilénbtx szemcsmérétMEL-t tartalmazo spray-k esetében

4.4.2.2. In vitro diffazios vizsgalatok eredményei

Megallapitottuk, hogy a kulonbézszemcseméngt MEL-t tartalmazo termékek kozul a
nanonizalt hatbanyagot tartalmazoébdl volt a legigleebb a hatéanyag diffazidja, ami a kis
szemcsemeretnek koszonhelyors oldodassal magyarazhato (7. abra). A naatimzEL-t
tartalmazo mintabdl a diffizi6 mar az &% percben megfigyelh&t A flux (J) és a
permeabilitasi koefficiensK(p) értékek jeleriis mértékben megndvekedtek a nanonizalt
hatbanyagot tartalmazé spray esetében (5. tahld2atdonor fazisban maradt MEL

mennyisége a spray-k esetében a MEL szemcsemeéseladaval volt dsszefliggésben.
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Diffundalt MEL (ug/cm?)
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| =4¢=kiindulasi MEL spray =se=mikro MEL spray =ill=nano MEL spray |

7. abra A MEL in vitro diffuzidja a kilonb6é szemcsemeérgéthatdanyagot tartalmazé spray

formak esetében

5. tablazat A kulonbdz szemcseméretMEL-t tartalmazo spray-k flux és permeabilitaselaiens
ertéekei

J (ng/cn/h) Kp (cm/h)
kiindulasi MEL spray 3,41 0,00341
mikro MEL spray 4,25 0,00425
nano MEL spray 9,43 0,00943

4.4.2.3. In vivo vizsgalatok eredményei

A vizsgéalat eredményei ugyancsak o6sszefliggésbenakaa MEL szemcseméretével és a
nanonizalt hatbanyag gyorsabb oldédasaval. A plaanentracio-névekedés lassu a beadast
koveth elss 30 percben mindharom, kulonldbzszemcsemérét MEL-t tartalmazé spray
esetében, viszont a nanonizalt hatéanyagot tartd@imeszitmény plazmakoncentracioja
haromszor nagyobb, mint a mikronizaltat tartalmé&gszitményeé (8. abra). A szabalyozott
hatbanyag-leadas a szemcsemétetnlddd megndvekedett adhézidval és a jol struktura
rendszer létrehozasaval magyarazhato.

A szamolt AUC (gorbe alatti tertlet) értékek is twa® Osszefiggést mutatnak, a

szemcsemeéret csokkenéssel az AUC éréék n
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8. &bra A plazmakoncentracié valtozasa aé fiiggvényében a kilénbéz

szemcsemerg@tMEL-t tartalmazo nazalis spray-k adagolasat kéeet

5. OSSZEFOGLALAS

Munkank © célja kulonbo# nedvesorléses eljarasok vizsgélata és optimalizélasa ¥dit.
eredmeények alapjan elmondhatd, hogy a nedvéses technikak alkalmasak szemcseméret-
csokkentésre és prediszperzid, mint kozti termééliéasara, ami kozvetlenul felhasznalhato
folyékony gyogyszerforma @&hllitdsara. Nanoszuszpenzidk intranazalis alkalseazagj

kihivast jelent a gyogyszertechnologusok szamara.

I. A szonikus kavitacié (az ultrahang hullamok Rltkialakitott ghzbuborékok
0sszeroskadasa) szemcsemeéret-csokkaatiisat tanulmanyoztuk. Azéelzsgalatok soran a
statikus szonikaciot vizsgaltuk az IBU és a MEL tésen, optimalizaltuk az eljarasi
paramétereket és az Osszetételin{érséklet, amplitidd, szonikacidssides segédanyag
tipusa/mennyisége). A hatéanyagok kiindulasi szemésetéhez képest (IBD50 = 153um

and MEL: D50 = 85um) a kavitacié hatdsara szemcseméret-csokkenéstziatunk (IBU:
D50=25um and MEL:D50= 14um), de tovabbi méret-csbékkentéshez segédanyagta vol
szikség (IBU-Poloxamemld50= 11um; MEL-PVP: D50 = 4um). Megallapitottuk, hogy
statikus szonikacioval, segédanyag jelenlétébeizs&it hatbanyagok esetében mikrométer
tartomanyba cstkkentlteazok szemcsemérete.

il. A statikus és a dinamikus szonikacié (szonikdtézben duplafald aramlasi celldban
folyamatosan cirkulaltatott minta) 6sszehasonlitdb&z eljardsi paramétereket faktorialis

kisérleti terv alapjan optimalizaltuk. A hosszu rskéciés id (30 perc), nagy amplitado
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(70%), magas dmérséklet (36 °C) és az alacsony hatéanyag-koramat(2 mg/ml) fontos
szerepet jatszott a szemcsemeéret-csokkentés szgaimbnAz optimalizalt paraméterekkel
eléallitott mintdkban a MEL morfolégiai sajatsagai teatak. Elektronmikroszképos
vizsgalatokkal igazoltuk, hogy a szonikacié kerekdemikromérei részecskéeket
eredményezett. A porrontgen-diffrakcios felvétetska DSC vizsgalatok viszont igazoltak,
hogy a hatbéanyag kristalyos szerkezete a kezel@sdra nem valtozott meg. Az FT-IR
eredmények arrdl tanuskodtak, hogy a szonikaci@rsbomlas nem tértént. Megallapitottuk,
hogy mindkét modszer alkalmas szemcsemeéret csddmentA statikus szonikacié azonban
nem meretndvelhét ezért kis mennyiségminta eballitdsara javasolhato pl. preklinikai
vizsgalatokhoz. Dinamikus szonikacioval nagyobb ny&sedi minta kezelhdt, a modszer
standardizélhatd, méretndvelbiet

iii. A kombindlt nedves 6rléses eljarast a MEL esetében vizsgaltukrléé
bolygomalomban, 6rléanyagként a gyongymalom 0,3 mm atéér ZrO, gybngyeit
alkalmazva). Segédanyag jelenlétében, alland6é Fashamon azoérlési idének, a
gybngytomegnek és a segédanyag koncentraciénak cseaeréret-csokkefit hatasat
tanulmanyoztuk. Megéllapitottuk, hogy @rlési idétél figgéen mikronizalt (10 perc) és
nanonizalt (50 perc) hatéanyagot tartalmazé predizzo allithatdo €. A vizsgalt mintak
esetében a gyongytomeget 20 g félé novelvérbs hatékonysaga nem valtozott. A PVA
elektronmikroszképos képek alapjdn megallapithabibgy a mikronizalt hatéanyag
nanomérdt szemcsék aggregatumat is tartalmazza (D50 = L16D5 a nanonizalt hatbanyag
(D50 = 126 nm) pedig szabalyos, sima feliiletistalyokbdl all. A porrontgendiffrakcios és
DSC felvételek alapjan elmondhatd, hogy a kezetéansa hatdanyag kristalyossagi foka
lecsokkent (kb. 33%-a maradt kristalyos). A kombintechnika alkalmas folyékony
(prediszperzio) és (szaritast kédeat) szilard fazisa kozti termékadllitasara, mely tovabbi

gyogyszerforma fejlesztésére alkalmas.

iv. A vizsgalt technikdk kozul a kombinaliriés volt alkalmas mikronizalasra és
nanonizalasra egyarant, ezért az optimalizalt adjgparaméterekkel, az orrnyalkahartyanak
megfeleb kémhatason (pH 5,6) mikronizalt és nanonizalt MBirtalmazo6 prediszperziot
készitettiink, majd mukoadheziv sajatsdgu anyag (R@9zaadasaval folyékony nazalis
gyogyszerformat allitottunk & A szemcseméret nanoméret-tartomanyba cstkkentése
megnovekedett telitési oldhatosagot, nagyobb okiskbességet és fokozott fellilethez vald

adhéziét eredményezett, 0Osszehasonlitva a mikilbnizdatéoanyagot tartalmazé
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prediszperziéval. Az AUC értekek és a MEL fajlagediilete kdzoétt linearis korrelaciot
allapitottunk meg. Azn vitro ésin vivo vizsgalatok alapjan elmondhaté, hogy a hosszabb
tartozkodasi id és a nanonizalt MEL homogén eloszlasa a mesteys@égenbranon és az
orrnyalkahartyan fokozott diffuziot, nagyobb AUQGéket eredményezett. A nanonizalt MEL-

t tartalmazo prediszperzié alkalmas lehet innovatggyszerforma éhllitasara, ezaltal G

irAnyvonalat teremtve a fajdalom kezelésében.

V. Megallapithatd, hogy a nedvéslés alkalmas prediszperzioséllitasara, amelydd

kozvetlenll gydgyszerforma fejleszthet A szonik&ci6 eldsorban a hatéanyagok
mikronizalasara alkalmas, azonban diszperzios kégégye nagy, ezért kevesbé ajanlott
kozti termeék adallithsara. A szonotrod kopasabdl érédédmszennyezés jelenléte a mintaban

nem zarhato ki.

Ezzel ellentétben, a kisebb diszperzios kozegyigekombinalt nedvesérlés
nagyobb hatékonysagu és kifejezetten ajanlott Kiddh szemcsmérét hatdanyagot
tartalmaz6 prediszperzidkédllitdsara, amelyld szemcseméret-fuggkontrollalt hatéanyag
felszabadulasu intranazalis terapias rendszeskjiet.

Nanoszuszpenzio alkalmazasa a nazalis gyogysmeftejlesztésben ] iranyvonalat
jelent a gyodgyszertechnoldgiaban. Nem szteroid lggtdbcsokkedttartalma intranazalis
rendszerekil az irodalomban kevés adat all rendelkezésrekgbrolak-trometamin tartalmu
oldat, Li et al.,Int. J. Pharm.,2015). Szabadalom kerult beadasra, amiben a M&Hdt
formaban alkalmaztak intranazalisan (Castile etVabrld Intellectual Property Organization
patent WO 2005021041, 2005), azonban nazalisan Inasdkatt MEL-tartalmu

nanoszuszpenziorodl nincs elémpublikacio.
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