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1. BEVEZETES

Hatéanyagleadd rendszerek, mint a mikro- és nanorészecskék, megfelelé valasztast biztositanak a
hatéanyag optimalis terapias vérszintjének tartds biztositisara, szabalyozott és célzott hatdanyagleadd
rendszerek eldallitasara. Szajon at adhatd, szabalyozott hatdanyag-felszabadulasi gydgyszerformaként
évek Ota ismert jelentdségiik. A csoporton beliil nagyvonalakban felsorolva a mikrorészecskék kozé
pelletek, mikrokapszulak és —szférak, liposzférak és makroemulziok tartoznak, mig nanorészecskék
gviijténéven tobbek kozott a lipid vagy polimer alapi nanorendszerek (kapszulak, és szférak),
mikroemulziok, liposzomak, kohleatok és a nioszomak ismeretesek. A hatéanyag polimer vagy protein
burokba, illetve matrixba agyazhatd, elobbi esetben kristalyos/aggregalt, utdbbi esetben molekularisan
diszperz formaban. Vizoldékony hatéanyagok bezarasa, illetve lipofil karakteri hatéanyagok
vizoldékonysaganak névelése a kilonb6zé mikrokapszulazasi technikak segitségével sikeresen
elvégezhets. Az utdbbi 15 évben szamos tanulmany kozolt kutatasi eredményeket biokompatibilis
polimerekrdl, mint hatéanyaghordozd rendszerekrél. A matrix szerkezeti mikroszférakbol torténd
hatéanyag-felszabadulas szabalyozhatd a matrix szerkezet valtoztatasaval, igy érzékeny hatéanyagok,
mint pl. peptidek vagy hormonok is megvédhetdk a biolégiai komyezet lebontd folyamataitol. A
mikrorészecskék a gydgyszerhordozo hosszi hatastartamat biztosithatjak, igy az adagolas gyakorisaga s

a mellékhatasok csokkenthetok.

2, CELKITUZES

PhD munkam célja a BCS (Biopharmaceutical Classification System) rendszer besorolasa szerint a 2.
osztalyba tartozd modell hatdéanyag mikroszférakba torténé sikeres bezarasa, és az igy eldallitott
termékek vizsgalata volt. Mivel a mikroszférak teriiletén a Gyogyszertechnologiai Intézetben korabbi
tapasztalatok nem alltak rendelkezésre, a munka kiegésziilt preformulacids vizsgalatokkal.

A vizsgalatok soran egyitt alkalmaztam a jelen korszeri fizikai-kémiai, szerkezeti és képalkotd
vizsgalatait, valamint a hatéanyag felszabadulasanak vizsgalati modszereit. Erdeklédésem
kozéppontjdban a hatdanyag felszabadulasat valtoztatd paraméterek alltak. Annak a jelenségnek a
hatterét vizsgaltam, hogy a fliggd valtozdk értékeinek valtoztatasa milyen befolyassal van a termék
szerkezetére, fizikai-kémiai paramétereire, illetve hogyan érhetd el a hatdanyag iddben elnyijtott
felszabadulasa minél nagyobb mennyiségii polaros koszolvens, és minél kevesebb segédanyag
hasznalataval. A hatékony eldallitashoz, a komponensek hatdsainak alaposabb megértéséhez, és a fliggd
valtozok megfeleld értékeinek meghatarozasahoz faktorialis kisérlettervezést alkalmaztam.

Problémafelvetés: A szakirodalomban alkalmazott eljarasok a W,/O/W, tipusil Osszetett emulzids
technikat részesitik elényben hidrofil karakteri hatbanyag mikrokapszulazasa esetén. A W,/O/W, tipusu
Osszetett emulzid eldallitasdhoz lipofil karakterii oldoszer sziikséges (leggyakrabban diklor-metan,
CH,Cl,, haszndlatos), ennek cseréje polaros olddszerekre a W, és W, fazisok osszefolyasaval, és az

Gsszetett emulzio megsziinésével, ezaltal a hatoanyag elvesztésével jar.



Jelen PhD munka soran diklofenak-natrium (mint modell hatéanyag) tartalmii stabil mikroszférak
eldallitasa tortént Osszetett emulzids rendszerekbdl a hagyomanyos és porlasztva-szaritasos oldoszer-
elparologtatasi moédszerek alkalmazasaval. Tovabbi cél volt az optimalis 6sszetételek meghatarozasa a
fiigg6 valtozdknak a termék fizikai-kémiai paramétereire, stabilitasara (gydgyszertechnoldgiai
szempont), valamint a hatbanyag-felszabadulasra (biofarmaciai szempont) gyakorolt hatdsa révén. A
vizsgalatok kimutattak, hogy polaros koszolvensek és megfeleld eldallitasi modszer hasznalataval
megfelelden stabil Wi/O/W, emulzio, igy stabil mikroszféra termék allithato el6. A formulalas
optimalasa, illetve az osszefliggések felfedése hozzajarul a gydgyszertechnoldgus munkéjahoz.

A hidrofil karakter(i hatéanyag tartalmanak &s bezarasi hatékonysdgianak meghatarozasahoz a
szakirodalom nagyon gyakran a lipofil karakterli mikroszféra termék szerves olddszeres bontasat (pl.
oldas) alkalmazza, mely eljarast extrahalas és miiszeres mérés kovet. PhD munkdmban korszerl, egy
Iépésben végezhetd, nem invaziv eljardssal, energia-diszperzios rontgen fluoreszeens spektrofotométerrel

végeztem.

Az elvégzett kisérleti munka f6bb csoportjai:
- (I)_preformulacié: (i) fontosabb eldallitasi paraméterek értékeinek valtoztatisa; majd (i) a

komponensek termoanalitikai vizsgalata; (iii) a lehetséges hatoéanyag-kopolimer kolesénhatasok
vizsgalata. Kiilonbozé hatéanyag-kopolimer aranyu filmek eldallitasa és azok termikus, valamint Raman
spektroszkopias szerkezeti vizsgalata tortént.

- (II) SE- ¢és SD-mikroszférak osszehasonlitasa: (i) a kiilonbozé eldallitasi technikak hatasainak

Osszehasonlitasa (SE = solvent evaporation, SD = spray-drying), (ii) a Wi/O/W, emulziok és a (iii)
beldliik eldallitott mikroszférak szerkezetének termikus és Raman spektroszkopias szerkezeti vizsgalata.

- (III) SE-mikroszférak formuldlasanak optimaldsa: a fliggd valtozdk értékeinek optimalasa kihivast
jelentd feladat, mivel nem lehet meghatarozni univerzalisan hasznalhaté adalékanyagokat vagy eldallitasi
technikat az &sszes hatoanyagra nézve. Cél a (i) W;-fazis mennyiségének, a (ii) Wp-fazis mennyiségének,
a (iii) W1/O emulzi6 keverési sebességének, a (iv) hatdanyag-kopolimer arany és a (v) lagyitd/kopolimer
arany valtoztatasanak értékelése kvalitativ faktorialis design alapjan.

- (IV) SD-mikroszférak formulalasanak optimaldsa: a kiilénbozd polaris koszolvensek (i) tipusanak €s
(ii) koncentracidjanak, illetve a (iii) hatdanyag-kopolimer ardny valtoztatasanak értékelése kvantitativ

faktorialis dizajn alapjan.

A mikroszférak jellemzésére hasznalt mérési modszerek:

(i) viszkozimetria — a szerves fazisok és a W;/O emulzi6 viszkozitasa (rotacios viszkoziméter);
(ii) az emulzids cseppek mikroszkdpos jellemzése (Image analyser);

(iii) mikroszféra kiilsé morfologia (SEM, pasztazoé elektronmikroszkop);



(iv) granulometriai analizis (Iézer-diffraktometria);

(v) hatdanyag-tartalom (E) és bezarasi hatékonysag (EE) meghatarozasa (EDXRF, energia-diszperzios
rontgen fluoreszeens spektrofotométer);

(vi) termoanalizis ¢s szerkezeti értékelés (derivatografos és DSC analizisek),

(vii) lehetséges hatdanyag-kopolimer kolesénhatasok vizsgalata (Raman spektroszkopia);

(viii) oldészermaradék vizsgalat (staitkus head-space GC) és

(ix) in vitro hatéanyag-felszabadulas a mikroszféra termékekbdl, értékelés matematikai modellek

segitségével

3.A ANYAGOK

(1) Diklofenak-Na (DS) (Ph.Eur. 5.), mint hidrofil karakteri model/ hatéanyag (BCS, II osztaly). Az
Ammoénio-metakrilat kopolimer (B-tipus, M; = 150000, USP/NF, Ph.Eur. 5./NF), mint biokompatibilis,
de nem biodegradabilis hidroféb matrix-képzé, alacsony permeabilitasi tulajdonsaga és pH-fuggetlen
kiolddédast biztosito tulajdonsaga alapjan lett kivalasztva.

(2) Diltiazem hydrochloride (DH) (Ph.Eur. 5.), mint hidrofil karakterli modell hatdanyag (BCS, II
osztaly), kitozanba (CHT) t6rténd mikrokapszulazashoz.

A diklérmetan (CH,Cl,), mint oldoszer, valamint a koszolvensek: aceton (Me,CO), metil-etil-keton
(MeCOEY), n-propanol (nPrOH), és n-butil-acetat (nBuOAc) reagens mindségiiek voltak. A szorbitan-
monooleat (HLB = 4,3) és a polioxietilén 20 szorbitin-monooleat (HLB = 14,9), mint nemionos
emulgensek, a polivinil-alkohol (PVA, M, = 72000), mint véddkolloid, valamint a polietilén-glikol-
sztearat, mint lagyito, gydgyszerkonyvi mindségiiek (Ph.Eur. 5.) voltak.

3.B ELOALLITAS

Preformuléacio

Preformulacids vizsgalatok céljabol kiilonb6zé hatdanyag-kopolimer Osszetételli filmek eldallitasa
tortént hagyomanyos olddszer-elparologtatasos modszerrel. Az elkészitett fizikai és modell keverékek
termikus és Raman spektroszkdpias vizsgalatara keriilt sor. A fizikai keverékkel ellentétben a modell

keverékek a hatoanyag szilard oldatat biztositjak a kopolimer matrixban.

Hagyomanyos oldészer-elparologtatas (SE-mddszer)

A W/O/'W, tipusu Gsszetett emulzids — oldoszer-elparologtatasos mddszer soran a hatéanyag vizes
oldatat (W) a lipofil fazisban (tartalmazza az olddszert és/vagy a koszolvenst, a kopolimert, lagyitdt, és a
W/O emulgenst) emulgealjuk. Az igy keletkezé W,/O emulziot diszpergaljuk a Wo-fazisban (tartalmazza

az O/W emulgenst €s a protektiv karriert). A kértilmények minden minta esetében azonosak voltak, az
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olddszer-elparologtatas és a mikroszférak ,szaraddsa” (in-water drying) szobahdmérsékleten, 1égkori
nyomason ment végbe folyamatos keverés mellett. A mikroszférak elkiilonitése centrifugalassal tortént,

melyet vakuum-szlirés utan fagyasztva szaritas kovetett.

Porlasztva szaritas (SD-mddszer)

A W/O/W, emulzid porlasztva szaritasa Bichi B-191 laboratériumi porlasztva szaritd készilékkel
tortént szabvanyos 0,7 mm-es filvokat hasznalva. A mikroszféra terméket 11j, nagy-hatékonysagu ciklon
segitségével kilonitettem el. A korilmények minden minta esetében azonosak voltak (levegdaram:
11,6 I-'min™; siiritett levegd nyomasa: 5 bar; pumpadramlds: 2,1 ml-min™), az értékeket elékisérletek Gitjan

hataroztam meg. A bemend hémérséklet meghaladta az olddszerek forraspontjat (> 140°C).

3.c VIZSGALATI MODSZEREK

Kisérlettervezés (DOE). Az értékelés kvalitativ, illetve kvantitativ faktorialis kisérlettervezés
segitségével tortént.

Reologia. A szerves olddszerkeverékek abszolit viszkozitasanak, a W,/O emulzid szerves fazisanak,
és az Osszetett emulzié dinamikus viszkozitasanak (mPas) mérése rotacios viszkoziméterrel tortént.

Morfologia. Az osszetett emulzid cseppjeinek mikroszkopos értékelése LEICA képanalizatorral, a
mikroszfeérak feliiletének vizsgalata és morfoldgiai értékelése pasztazd elerktronmikroszkdpos felvételek
alapjan tortént.

Részecskeméret-analizis. A  részecskeméretet Iézer-diffraktometrias moddszerrel (Malvem
Mastersizer) hataroztam meg, az atlagos méretet a D /4.3 ] paraméterrel (oaam) fejeztem ki.

Hatéanyag tartalom (%, w/w) és a bezarasi hatékonysag (%) mérésekhez energia-diszperzids
rontgen-fluoreszeens spektrofotométert (EDXRF) alkalmaztam.

Termoanalitika. A TG és DTG gorbék felvétele azonos korilmények kozott (25-400 °C fiitési
szakasz, 10 °C-min™ filtési sebesség) tortént. A DSC vizsgalatokat azonos kérillmények kozott (-5-300
°C fiitési szakasz, 10 °C:min” fiitési sebesség), alland6 N, és Ar gazaramban végeztem. A termogramok,
DSC garbék és az entalpiavaltozasok (AH, J-g™7) keriiltek rogzitésre.

Raman spektroszkopia. A komponensek, a fizikai és modell keverékek, a preformulalt filmek és a
mikroszférak szerkezeti vizsgalata Raman spektrumok felvételével (n=3), illetve a spektrumok
egymasbdl torténd kivonasaval tortént.

Szerves oldoszer tartalom vizsgalata. Az elkészilt mikroszférakbdl statikus ,head-space”-GC
késziilékkel hataroztam meg az olddszermaradék koncentraciojat.

Kumulativ hatéanyag kioldddas és kioldodasi profil vizsgalatait mddositott forgdlapatos kioldd
késziilékkel (II-es készulék, Ph. Eur. 5.) végeztem. A kioldodas vizsgalata emulgens-mentes PBS-



kézegben, 7,42-es pH, 37 + 0,5 °C hémérséklet és 100 lmin” keverési sebesség alkalmazasa mellett

tortént.
4, EREDMENYEK ES ERTEKELES
4.1. MIKROSZFERAK PREFORMULACIOS VIZSGALATA

A mikrorészecskek eldallitasa el6tt preformulacios vizsgalatokat sziikséges elvégezni a komponensek
kompatibilitisanak &és a tervezett hatdanyag polimerben valé oldékonysaganak meghatarozasara.
Termikus mérések sziikségesek tovabba magas homérsékletti eléallitasi modszer, pl. porlasztva szaritas
alkalmazasa el6tt. A hatdanyag eloszlasa a mikrorészecskékben fontos jellemzd, mivel az eldallitas soran
pl. kevésbé jo oldékonysagl polimorf médosulat keletkezhet. A hatdanyag molekularis diszperzidja
elényos, nagyobb mértékli hatéanyag-kioldodast biztosithat. A kristalyos allapotbdl torténé hatdanyag
kioldédas soran a matrix szerkezetben csatomak keletkezhetnek és a kioldddas sebessége olyan gyors
lehet, ami lehetetlenné teheti a nyljtott hatas elérését.

Jelen preformulacios vizsgalat soran a diklofenak-Na diszperzitdsfokanak, a hatdanyag-tartalmu
kopolimer (= AMC) filmek termikus stabilitisanak (TA), és a hatdanyag-kopolimer lehetséges
molekularis kolesonhatdsainak vizsgalata (RS) tortént. Kiulonos figyelem fordult a megfeleld
hatéanyag/kopolimer arany megallapitasara.

Problémafelvetés: Nagy hatéanyag/kopolimer (DS/AMC) arény esetén a kopolimer mennyisége
elégtelen lehet a hatéanyag megfeleld beburkolasara. Alacsony arany esetén a hatdanyag kioldodasa

gatolt lehet, igy gatolt a hatdanyag gasztrointesztinalis folyadékba vald kioldodasa.

Termoanalitikai mérések az AMC tivegesedési homérsékletének (T,) csokkenése alapjan igazoltak,
hogy a hatéanyag (= DS), diszperzitasfokatol fiiggd mértékben lagyitdként szerepelhet a DS-AMC
filmekben. Szilard oldat keletkezett 1:12-es és 1:8-as DS/AMC aranyok alkalmazasakor. A hatéanyag-
tartalom valtoztatasan kivil mas valtozds nem okozott szignifikans kildnbséget a termikus
viselkedésben.

Raman-spektroszképids mérések igazoltak a DS és az AMC kompatibilitasat. A modell hatdanyag
(DS) Raman-spektrumat (1. abra D) kivonva a DS/AMC = 1:6 keverék (A) spektrumabdl (C)
Osszehasonlithatéva valt az AMC spektrumaval (B). A DS valtozasainak meghatirozasa a modell

keverék (A) és az AMC (B) kulonbség-spektrumanak (E) a DS spektrumaval (D) torténd osszevetése

alapjan tortént az AMC-nek megfelelé savok (1500-1400 cm™ és 850-800 cm™) figyelembe vételével.

A DS/AMC keverékekben csupan kisebb valtozasok voltak észlelhetdk, mint a DS O,Cs0, funkcids
csoport rezgésének (1581 em™), valamint az AMC kvaterner amménium-csoportjanak (900-800 ecm™)
saveltolddasa €s savszélesedése, ami a vibracids relaxacids idO csokkenésére utalt. A DS diklér-fenil-
csoportjanak rezgési savja (1590 em™) hianyzott, ez ionos kolesonhatasok hianyat feltételezi. Az észlelt

DS-AMC interakecidk gyengének bizonyultak ahhoz, hogy lényegesen befolyasoljak a hatdanyag a
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matrixban vald visszatartasat, ezaltal a hatdanyag kioldodasat. A fenti vizsgalatok alapjan az 1:6, 1:8 és

1:12-es DS/AMC aranyok bizonyultak megfelelonek a preformulacios eljaras soran.

1. Abra
Raman-spektrumok:
(A) DS/AMC = 1:6
film

(B) AMC

(C) Film-DS
kiilonbség-spektrum
(D) DS

(E) Film-AMC

{ertl

Intensity

kulénbség-spektrum. © Remenshil ')

4.2. AZ SE- ES SD-MIKROSZFERAK OSSZEHASONLITASA

Az 6sszehasonlito vizsgalat a négyféle koszolvens tipusanak és mennyiségének, valamint az eldallitas
moddszerének hatasat vizsgalja az emulzids cseppek szerkezetére, a mikroszférak morfologiajara és
termikus viselkedésére.

Problémafelvetés: Elbzetes kisérletek, illetve szakirodalmi adatok arra utaltak, hogy a polaros
olddszerek, mint koszolvensek emelt koncentracioban a W, és W, fazisok osszefolyasat eredményezik,
valamint az Gsszetett csepp tulajdonsagait hatranyosan befolyasoljak. Ezaltal jelentds valtozast okoznak a
fizikai szerkezetben, igy a termikus viselkedésben.

Kisérlettervezés (kvalitativ): Fiiggetlen valtozok — a koszolvensek logP értéke (X,), az eldallitasi
mddszer (X;) €s a koszolvens koncentracioja (%, ww, X3). Az 1. tablazat mutatja a fuggetlen valtozok
kiilonbo6z6 szintjeihez rendelt aktualis értékeket. A mintak eléallitasa soran a CH,Cl, + Me,CO, CH,Cl, +
nPrOH, CH)Cl, + MeCOEt vagy CH,Cl, + nBuOAc olddszerkeverékeket, mint a szerves fazis
olddszerét, alkalmaztam. A mintakat SEM, DSC és RS mérések alapjan értékeltem, a vizsgalt fiiged
véltozok a kovetkezéek: 1-3. szdmit DSC-csiesok hémérséklet-értéke (°C, Yy), AH (I-g*, Y,) és EE (%,
Y3).

1. Tablazat. A fiiggetlen valtozok szintjeihez tartozo értékek (nem-randomizalt)

Szint Erték
X; (log P) X; (eléallitasi médszer) X; (koszolvens konc.) (%o, w/w)
-1 0.234 (Me2CO) Spray-dried (SD) 0
-0.3 0.559 nPrOH) | —=—=mmemmemmmoeme 25
+0.3 0.736 (MeCOEt) | memmmmmmmmmmmmmmoemoe e 50
+1 1.822 (nBuOAc) Solvent evaporation (SE) 75




A Wy/O emulzids cseppek allapota meghatarozza a képzddo mikroszférak morfoldgiai tulajdonsagait.
A cseppek szerkezetét drasztikusan befolyasolta a DS/AMC arany valtoztatasa (2. abra A-C). 1:16-0s
DS/AMC ardny esetén (Xj: +1) a koszolvens koncentracié novelése (Xz: -12>+1) a W; cseppek
méretének novekedését okozta. Ennek ellenére az EE értéke ndétt, mivel egyuttal a kopolimer
precipitacidja is felgyorsult. A DS/AMC arany novelése (Xs: -1>+1) allandd koszolvens koncentracid
mellett (X,: 0) a W cseppek novekedését, és dsszefolyasat eredményezte. Az emulzios cseppek kozotti
hatarfeliilet megtort, a fizikai stabilitas kritikussd valt, ez a véltozas az EE értékek nagymértékil

csokkenését eredményezte, hasonldan az irodalmi adatokhoz.

2. Abra. Az dsszetett emulzids cseppek reprezentativ felvétele (100x nagyitas) (Xi:Xa:Xs), (A) -1;0:+1;
(B) -1,0,0; (C) -1;0;+1

Az alaposszetételi SE-mikroszférak csak CH,Cl, felhasznalasaval késziiltek, a varakozasoknak
megfelelden gémb alakot mutattak, a feliilet porozitisa nélkil (3. abra, A), a CH,Cl, egyenletes
elparolgaséra, ezaltal egyenletes megszilardulasi folyamatra utalva. Az SEM felvételek nem mutattak a
részecskék deformitasat, ami arra utal, hogy a két folyamat (a koszolvens extrakcidja a W, fazisba, illetve
a kopolimer precipitacidja) egymassal egyidében zajlott. A mikroszférak felszinén hatéanyag-kristalyok
nem latszottak, és egyidejli atkristalyosodas vagy aggregacio jeleit sem tapasztaltam. A hatéanyagmentes
alaposszetételli SE-mikroszférak szférikus alakkal, sima felszinnel rendelkeztek (B).

Az alapdsszetételli SD-mikroszférak sima feliiletli, szférikus részecskéket mutattak, a makropérusokra
utald jelek nélkul. Aggregacio, szabalytalan alak vagy felszini hatdanyag kristalyok nem latszottak (C).

A megfeleld hatéanyagmentes minta részecskéi szabalyos, sima feliiletiiek voltak.

3. Abra. Alaposszetételi mikroszférak: (A) hatanyag-tartalmii SE-mikroszférak; (B) hatéanyag-mentes
SE-mikroszférak; (C) hatéanyag-tartalmi SD-mikroszférak; (D) hatoanyag-mentes SD-mikroszférak.

Termoanalitikai mérések arra utaltak, hogy sem a koszolvensek tipusa, sem koncentracidja nem
befolyasolta szignifikdnsan a vizsgalt termikus események menetét vagy a mért entalpiavaltozas értékeit

(4. abra), ez els6 1épésben a szerkezetek azonossagat mutatja. A fliggetlen valtozok (koszolvens logP
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értéke, koszolvens koncentracidja és elallitasi modszer) és a hatdanyag bezarasi hatékonysaganak (EE)
értékei kozott viszont szignifikdns Osszefiiggést talaltam, ez a tény viszont a szerkezet tényleges
valtozasara, pl. porusok, csatornak kialakuldsara, a szerkezet megnovekedett hidrofilitasara utal.

Az észlelt termikus kiilonbségek a preformulacios fizikai keverékek és a mikroszférak kozott
bizonyitottak a hatéanyag szilard oldat allapotit a mikroszféra matrixban. A poldris koszolvensek
kevéssé befolyasoltak a termikus eseményeket, a hatéanyag jelenléte meghatarozd jelentdségli volt a

valtozasok el6idézésében.

4. Abra. Az el8llitott mikroszférak |
DSC gorbéi.

(A) 100% CH,Cl,, spray-dried, )
(B) 50% CH,C,, spray-dricd, N =/
hatéanyagmentes; '1 —
(C) 50% CH,Cl,, spray-dried; | .
(D) 100% CH,Cl,, solvent evap.; { i e
(E) 50% CH,Cl,, solvent evap., | T
hatéanyagmentes;

(F) 50% CH,Cl,, solvent evap.

A Raman-spektroszkopias mérések arra utaltak, hogy csak az eléallitasi modszer okozott lényeges
valtozast a mikroszférak szerkezetében. Masrészt a hatéanyag és a kopolimer kozott kimutathatod gyenge
kolesonhatasok nem elegenddek a hatdanyag visszatartasahoz €s ezaltal kioldodasanak akadalyozasahoz.
A fenti eredmények alapjan mind az SE-, mind az SD- technikak alkalmasnak bizonyultak DS-tartalmt

mikroszférak eldallitasara, a porlasztva szaritds okozta hdstressz ellenére.

4.3. SE-MIKROSZFERAK FORMULALAS-OPTIMALASA

Az SE-mikroszférak eldallitisi paramétereinek hatasait vizsgaltam a W,/O emulzio, illetve a termék
szerkezetére ¢és tulajdonsagaira nézve. Az optimalas kvalitativ faktoridlis kisérlettervezés segitségével
késziilt, melyben a fliggetlen valtozok a primer emulzio (Wi/O) €s a kiilsé vizes fazis (W,) hanyadosa
(Xy), a Wi/O emulzio6 keverési sebessége (rpm, Xz), a hatéanyag/kopolimer (DS/AMC) arany (X;) €s a
lagyitd/kopolimer (PEGS/AMC) arany (Xy) voltak.

A 2. tablazat foglalja 6ssze a fiiggetlen valtozdok kiillonbozo szintjeihez rendelt aktualis értékeket. A
vizsgalt figgd valtozok a Wy/O emulzid viszkozitasa - # (mPas, Y,), részecskeméret - D 4,3 ] (oam, Yy),
specifikus fajlagos felilet - SSA (m%g, Y;), hatéanyag-tartalom - E (%, w/w, Yj) és a bezarasi
hatékonysag - EE (%, Ys) voltak.



2. Tablazat. A fuggetlen valtozok szintjeihez tartozd értékek (nem-randomizalt)

Szint Erték
X; (W/O:Wy) X, (keverési seb.) X; (DS/AMC) X4 (PEGS/AMC)
-1 1:5 14400 1:50 1:10
0.3 1:10 17600 1:25 15
+0.3 1:15 20800 1:16 1:3.3
+1 1:20 24000 1:12 1:2.5

Az alabbi sszefliggésekmutatkoztak a kisérletek elvégzésekor:

W/O : W, fazis aranya (X): A W,-fazis mennyiségének négyszeresre ndvelése a részecskeméret és
a bezarasi hatékonysag szignifikans csokkenését okozta. A részecskeméret csokkenésével a specifikus
fajlagos feliilet/részecsketérfogat arany megndétt, mig a kumulativ hatdanyag-kioldddas csokkent. A W,
fazis mennyiségébdl, ezaltal a felhasznalt segédanyagok mennyiségébdl kevesebb sziikséges.

Keverési sebesség (Xz): A W1/O emulzid eldallitasa soran a magas, 24000 rpm-es fordulatszam mar
nem volt megfeleld, mert a nagymértékli mechanikus behatas karosan befolyasolta az emulziécseppek
szerkezetét, a késdbbiekben elénytelen hatdanyag-kioldddasi profilt okozva.

DS/AMC arany (X;): A hatéanyag koncentracié névelése a részecskeméret novekedését okozta,
valamint a stabilabb, viszkdzusabb W,/O emulzié emelkedett bezarasi hatékonysagot eredményezett, ez
végeredményben a hatbanyag mennyiségének novelését engedi meg.

PEGS/AMC arany (Xy): A lagyitd koncentracidjanak névekedése a részecskeméret szignifikans
csokkenését, az igy hidrofilebbé vald szerkezet a hatdanyag-kioldddas jelentds novekedését okozta.

Tehat a nyujtott hatéanyag-felszabadulas elérését kisebb lagyito-koncentracio eredményezi.

4.4. SD-MIKROSZFERAK FORMULALAS-OPTIMALASA

Az optimalds a fliggd valtozok atlagos hatdsai (average effects) és 3° tipusti kvantitativ faktoridlis
kisérlettervezés alapjan tortént. A fiiggetlen valtozdk a koszolvens logP értéke (X;), az ICH besorolas
szerint 3-as osztalyba tartozo poldris koszolvensek koncentracidja (Xz) €s a DS/AMC arany (Xs) voltak.
A 3. tablazat bemutatja a fliggetlen valtozok kiilonb6zé szintjeihez rendelt aktualis értékeket.

3. Tablazat. A fuggetlen valtozok szintjeihez tartozo értékek (nem-randomizalt)

Szint Erték
X, (log P érték) X; (koszolvens konc.) (%o, w/w) X; (DS/AMCO)
-1 0.234 (Me,CO) 25 1:32
-1A 0.559 (nPrOH)
0 0.736 MeCOE) 50 1:24
+1 1.822 (nBuOAc) 75 1:16

A vizsgalt fiiggd valtozok: Wi/O viszkozitas - # (mPas, Y1), elddliitasi hatékonysag (%, Ya),
részecskeméret — D [4,3] (eam, Y3), bezarasi hatékonysag - EE (%, Y4) és a 6 Ora alatt felszabadult
hatéanyag Gsszmennyisége - Os (%, Ys). Az Me,CO, MeCOEt vagy nBuOAc polaros olddszereket
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kiilon-kiilon kevertem a CH,Cly-hoz, az emulzié szerves fazisat kialakitva. Az optimalasi modszer
robusztussaganak igazolasara az Me,CO-t a hasonld vizoldékonysagti nPrOH-lal helyettesitve a
vizsgalatokat Gjra elvégeztem. A hatdanyag kioldddasi profilja a matrix szerkezet koherens jellegének
fontos jelzdje, a mikroszférak szerkezetérdl egyediil ezen vizsgalat alapjan nehéz kovetkeztetéseket
levonni, ezért volt sziikség a fent emlitett figgd valtozok bevonasara. A mikroszférak tulajdonsagaival
szemben tamasztott kovetelmények: alacsony W,/O viszkozitas (1) €s részecskeméret, lehetSleg nagy

eldallitasi és hatdanyag-bezarasi hatékonysag, valamint a Qg valtozd 20-80%-os értéke 1-6 ora alatt.

A 4. tablazat foglalja 6ssze az optimalas soran a kitlizott kévetelmények és a fuggetlen valtozdk
kozott talalt 6sszefiiggéseket, melyek alapjan lehetdség nyilik tovabbi mennyiségi adatok elérejelzésére.

Az X alacsony, illetve kozepes értéke (-1; 0), az X, magas értéke (+1) és az X; alacsony értéke (-1)
mellett a mikroszférak jo hatékonysaggal voltak eldallithatok (Yz: 69-71%), magas bezarasi
hatékonysaggal (Ys: 42-53%) €s alacsony részecskemérettel (Y;: 141-145 oam). Nehéz megallapitani a
valtozok optimalis értékét a kitlizott Qs értéktartomany eléréséhez, mert néhany mintabdl tapasztalt gyors
hatéanyag-kioldodasi érték az atlagértéket az elére meghatarozott limit folé novelte, a statisztikus
szignifikancia ellenére. Nyujtott hatéanyag-kioldodas elérésére a MeCOEt bizonyult optimalis
koszolvensnek az X, és X; valtozok alacsony és kézepes (-1; 0) értékeinél, mig az nBuOAc és az nPrOH
az X, alacsony és kozepes értékeinél (-1; 0). Az Me,CO-t nPrOH-lal helyettesitve a robusztussag
igazolast nyert, a fliggetlen valtozok hatasai szignifikansnak bizonyultak.

4. Tablazat. A figgetlen valtozdok szintjeinek optimalasa a kitlizott kvetelmények elérésére

Fiiggo Vart (relativ) hatasok Sziikséges értékek
valtozok X, X, X
Y, Alacsony W/O viszkozitas -1 +1 +1
Y, Magas eléallitasi hatékonysag -1/0 -1/+1 -1
Y; Alacsony részecskeméret -1 -1/+1 -1
Ys Magas bezarasi hatékonysag -1/0 +1 -1
Y, Qs = 20-80% 6 6ran belul 0/+1 +1 -1/+1

A fuggetlen valtozok altal mutatott dsszefliggések:

- A koszolvens logP értéke (X;): A CH,Clytkoszolvens dsszetétel kulesfontossagi volt a mikroszférak
tulajdonséagainak kialakulasaban. Az Me,CO és MeCOEt bizonyult a legjobb koszolvensnek, melyek
alacsony W,/O emulzio viszkozitast és gyors kopolimer-precipiticiot biztositottak. Az nBuOAc é€s
kiilongsen az nPrOH hasznalata kedvezdtlenebb, mert kevéssé felhasznalhatdé EE és Qs értékeket
eredményeztek. A hasznossag szempontjabdl a koszolvensek felallitott sorrendje tehat: nBuOAc<
nPrOH< MeCOEt< Me,CO. Tehat a CH,Cl, eredményesen helyettesithetd polaros koszolvensekkel, az

Gsszetett emulzio megtartotta stabilitasat a porlasztva szaritas miiveletéig.
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- Koszolvens koncentracioja (Xz): Az X, legnagyobb értéke (+1) pozitiv hatast gyakorolt a termék
jellemzéire, a CH,Cl, 75 % w/w koncentracidban is helyettesithetd koszolvensekkel.

- DS/AMC arany (X3): A vizsgalatok alapjan az 1:32-es hatdéanyag/kopolimer arany bizonyult
hatékonynak. Az 1:16-os ardny kevésbé stabil W;/O emulzidt eredményezett, amely gyakran a
hatéanyagnak a kiilsé vizes fazis felé torténd diffizidjat okozta, igy a bezarasi hatékonysag csokkent
ezen ozmotikus hatasoknak koszénhetden. A nagyobb atlagos szemcseméret €s az alacsonyabb eldallitasi
hatékonysag ellenére a legfontosabb kdvetelményt, a nyljtott hatéanyag-felszabadulast az 1:16-os arany
is teljesitette. Ez a tény az 1:16 hatdanyag/kopolimer aranyt is optimalissa teheti, mivel igy a
formulalandé gyogyszerforma egyszeri dozisa ugyanolyan hatdanyag-kioldddasi profil eléréséhez

kevesebb segédanyagot kell, hogy tartalmazzon.

5. OSSZEFOGLALAS
A PhD disszertacié célja preformulacios tanulmanyok utan SE- €s SD-mikroszférak formulalasanak

optimalasa volt. Az optimalasi lépéseket az 5. abra foglalja dssze.

A & 4s — WATER-SDLUBLE
5. Abra. Osszefoglalas ATER SOLUBL
a mikroszférak il I}
PREFORMULATION SELECTION O
fejlesztésének a STUDY PREP. TECHNIQUE

FRELMINARY
TRIALE

disszertacidban kovetett

4 ETHOD

utvonala Wit
o TRLITY
v
PREPARATION OF THE
MICROSPHERE SAMPLES
4 ¥
CONVENTIONAL SPRAY-DRYING
SOLVENT EVAPCRATION
A 4
COMPARATIVE STUDY
h 3 ¥
MICROSPHERE MICROSPHERE
CHARACTERIZATION & CHARACTERIZATION
e -
A4
- CONCLUSIONS =
Preformuldcio

Preformulacios célra a kopolimer (AMC) a hatdanyaggal, a véddkolloiddal és a lagyitoval egyenként
és kombinacioban képzett fizikai keverékeit és a hatoanyag-kopolimer modell keverékét készitettem el.
Az osszetételek valtoztatasa nem okozott 1ényeges, a hatéanyag €s a kopolimer kozotti kolesénhatasra
utal6 valtozast az RS mérések alapjan. A TA és RS mérések eredményei alapjan a hatéanyag/kopolimer
arany széles tartomanyban valtoztathaté a formuldcid optimalizalasa soran mind az SE-, mind az SD-

technika alkalmazasa esetén.
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A diltiazem-hidroklorid (DH) mikroszférak esetében a TA a hatdanyag molekularis diszperzidjara
utalt a chitosan-matrixban (CHT), hatdanyagkristaly jelenléte SEM vizsgalatokkal nem volt kimutathato.
Az eléallitas kortilményei kedvezden befolyasoltak a részecskeméretet, a mikroszférak szférikus alakot

mutattak. Az 1:1-es DH/CHT arany bizonyult a legmegfelelébbnek.

SE- és SD-mikrosiférdk formulilis optimaldlasa

A hangsuly az eldallitasi paraméterek (keverési sebesség, hatoanyag/kopolimer és lagyitd/kopolimer
arany) hatasainak vizsgédlatan volt, a W;/O emulzid, a mikroszférak szerkezete és tulajdonsagai, a
morfologiai és fizikai-kémiai tulajdonsagok, illetve az in vitro hatéanyagfelszabadulas szempontjabdl.

A rontgen fluoreszeens spektrofotometrias mérések (EDXRF) hasznalata a mikroszférak bezarasi
hatékonysaganak (EE) vizsgalatara a munka Ujdonsagai kozé tartozik. Az Osszetett emulzios modszer a
mikroszférak nagy elballitasi hatékonysaggal torténd eldallitasat tette lehetévé a 100-300 oam-es
mérettartomanyban.

Az ismertetett eredmények alapjan levonhaté kovetkeztetések:

(1) A W)/O emulzidk eldallitisa soran a magas keverési sebesség a mikroszférak elénytelen
tulajdonségait eredményezte. A W,/O emulzié viszkozitdsanak novelése, valtozatlan Gsszetétel mellett,
90 mPas-ig biztositotta megfeleld tulajdonsagl termék keletkezését. A vizsgalatok alapjan a W, fazis
mennyiségébdl, ezaltal a felhasznalt segédanyagok mennyiségébdl kevesebb sziikséges.

(2) A hatdanyag-koncentracid névelése a részecskeméret ndvekedését eredményezte, a viszkdzusabb,
stabilabb W,/O emulzi6 a bezarasi hatékonysag ndvekedése iranyaba hatott. A hatdanyag-tartalom és a
lagyitd koncentracidjanak novelése ellentétes hatast gyakorolt a részecskeméretre. A kovalensen nem
kotott lagyitd hasznalataval hidrofilebb karakterii, de lipofil mikroszférak eldallitasa tortént, ez a
hatéanyagfelszabadulas novekedését eredményezte. A lagyitd koncentracidjanak valtoztatasa nem
befolyasolta a W/O emulzié viszkozitasat. Tehat a nyujtott hatdanyag-felszabadulas elérését kisebb
lagyitd-koncentracié eredményezi.

(3) Az SD-mikroszférak formulalasanak optimaldsa soran végzett kvantitativ faktorialis
kisérlettervezés eredményei szerint az ICH besorolas szerint a 3-as osztilyba tartozd polaris
(ko)szolvensek hasznalata €s a hatéanyag/kopolimer (DS/AMC) arany valtoztatisa hatékony mddja az
Osszetétel fejlesztésének. Linedris Osszefiiggés mutatkozott a fliggetlen (koszolvens logP értéke,
koszolvens koncentracioja, DS/AMC arany) és a fiiggd valtozdk (W,/O emulzid viszkozitas,
részecskeméret, eldallitasi &s bezarasi hatékonysag, Qs érték) kozott. A vizsgalt polaros koszolvensek
hatékonyan helyettesitették a CH,Cl,-t a 25-75% w/w koncentracickban. Tipusuktdl figgetlenil még
magas koncentracidban is csak kisebb eltéréseket okoztak a mikroszférak szerkezetében a DSC profilok
alapjan, viszont a mikroszférak lényeges kulonbségeket mutattak fizikai-kémiai paramétereik
tekintetében. A mérések igazoltak a hatéanyag molekularisan diszperz allapotat a mikroszférakban. A

DSC-mérések a termékek stabilitasat is kimutattak. Az SE- &és SD-mikroszférak Osszehasonlitd
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vizsgalatai a DSC gorbék alapjan csak az eldallitasi modszerek €s a hatéanyag-tartalmi, illetve -mentes
mintak koézott tartak fel 1ényeges szerkezeti kiilonbséget.

(4) A valtozdk optimalasahoz a cél 20-80%-os (id6ben nyujtott) hatéanyag-felszabadulas volt 6 6ran
beltl. Az optimalas kvantitativ faktoridlis kisérlettervezés alapjan tortént. A modszer robusztussaganak
vizsgalata az Me,CO olddszer nPrOH-ra torténé cseréjével tortént. Az Me,CO és a MeCOETt bizonyultak
optimalis olddszernek, amelyek a legjobban el6segitették a kopolimer precipitacidjat a porlasztva szaritas
soran ¢s alacsony W,/O viszkozitast biztositottak. Az SD-mikroszférak vizsgalt paramétereit (primer
emulzié viszkozitasa, el6allitasi és bezarasi hatékonysag, valamint részecskeméret), illetve a 6 oran tali
nyujtott hatéanyag-felszabadulast tekintve a vizzel elegyedd koszolvensek alkalmazasa célszerlibb (X; =
-1/0). A 6 oran belil biztositott, de nytljtott hatéanyag-felszabadulast figyelembe véve forditott a sorrend:
nBuOAc > nPrOH > MeCOEt > Me,CO (X; = 0/+1). A koszolvensek koncentracidja a kovetkezd
sorrendben bizonyult optimalisnak: 50<25<75% w/w, illetve az 1:32-es, valamint az 1:16-0s
hatoéanyag/kopolimer arany volt optimalis.

(5) A hatoanyag-felszabadulas folyamata diffuzid-kontrollalt volt, a Higuchi és a Baker-Lonsdale
modellek illeszkedtek a legjobban a vizsgalt mintdk kioldddasi gorbéire (R* > 0,95). A kioldodasi
kinetika értékelésekor a Higuchi modell volt a legtobbszor illeszthetd. Az eredmények alapjan a
mikroszféra szerkezetében vagy a matrix homogenitasaban eléforduld eltérések esetén a hatdanyag-
felszabadulast a Baker-Lonsdale modell jellemezte leginkabb (R? > 0,95).

(6) 75% w/w, azaz a legmagasabb alkalmazott koncentracioban, a mikroszféra termékekben az ICH
besorolas szerint a 3-as veszélyességi osztalyba tartozé polaros koszolvensek < 1000 ppm mennyiségben
voltak jelen, ami megfelel az ICH és az USP altal felallitott kdvetelményeknek. A 100% w/w CH,Cly-nal
eldallitott SD-mikroszférak olddszermaradéka (~ 808 ppm) meghaladta a megengedett mértéket.

A fenti eredmények alatamasztjak az SE- és SD-mikroszférak alkalmazhatdsagat nyujtott hatdanyag-
felszabadulas biztositasara. A porlasztva szaritasos (SD-)mddszer és a polaris koszolvensek alkalmazasa
igéretes lehetdséget biztositanak mikroszférak hatékony és gyors eldallitisara. A részecskeméret
csokkentése fontos szempont, ennek megfelelden kolloidalis mérettartomanyba tartozod hatdanyag-
hordozd polimeralapu matrix-részecskék eldallitasat végeztem el, atlagos részecskeméretiik 200-300 nm
(nem kozolt eredmény). A szabalyozott hatéanyag-felszabadulas elérése és a bezarasi hatékonysag
novelése tovabbi kisérleteket igényel. Ezenkiviill a CH,Cl, teljes kivaltasa polaros olddszerekkel fontos

I1épés lehet a kornyezetbarat eldallitasi technoldgia kialakitasaban.
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