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BEVEZETES

A generikus gyogyszerfejlesztés sikerét alapvetden meghatarozza, hogy a hatéanyagok gyomor-
bélrendszeri kioldodasat és permeaciojat befolyasolo tényezdket és mechanizmusokat, mennyire tud-
juk in vitro mérésekkel eldre jelezni, hiszen ezek a folyamatok dontéen befolyasoljak a készitmények
klinikai teljesitményét €s bioekvivalenciajat. Az oldhatdsag és permeabilitas javitasat célz6 formula-
cios fejlesztések éppen ezért tovabbra is a gydgyszerkutatas kozponti kérdései. Mindezek ellenére a
bioekvivalencia eldrejelzés a mai napig jelentds nehézségekbe litkozik a generikus fejlesztések soran,
ami magaval hozza az igényt a prediktiv, mechanisztikusan megalapozott és koltséghatékony in vitro

modszerek fejlesztésére.

Az elmult évtizedben szamos nemzetk6zi kezdeményezés indult a gasztrointesztinalis folyama-
tok mélyebb feltérképezésére és a gydgyszerek klinikai teljesitményét pontosabban elére jelz6 in vitro
eszk0zok fejlesztésére. Ezek kozé tartozik az Eurdpai Unid altal timogatott Understanding Gastro-
intestinal Absorption-related Processes! (UNGAP) és Oral Biopharmaceutics Tools? (ORBITO) pro-
jekt, valamint az FDA Formulation Predictive Dissolution® (fPD) programja. A kutatasok fokusza
mara egyértelmiien a meglévo in vitro platformokhoz (pl. diffiziés cellak, kombinalt kioldodas—per-
medcio6 rendszerek) illeszkedd protokollok kialakitasara és azok alkalmazhatdsagi korlatainak feltér-

képezésére helyezddott at.

A human mellett egyre nagyobb figyelem iranyul a kutya, mint allatmodell fel¢. Kevés fajjal
alakult ki olyan mély evolucios ¢s kulturalis kapcsolat, mint a kutyakkal, amelynek haziasitasa mint-
egy 12 000 évre nyulik vissza. * Ennek a hosszu egyiittélésnek kdszonhetden emésztérendszeriik tobb
szempontbol hasonlosdgot mutat az emberével, igy a kutya az orélis biohasznosulas kutatasanak és a
klinikai allatkisérleteknek az egyik legfontosabb allatmodellje.>® Emellett napjainkban a kutyak teljes
jogu csaladtagok, jolétiik kdzponti szerepet tolt be a tarsadalomban. A vildgon tobb mint 500 millid
kutya ¢él, és az allatgyogyaszati piac 2024-ben 49,96 milliard USD volt, amely varhat6an 2030-ra eléri
a 80,85 milliard USD-t. A kutyakon végzett in vivo vizsgalatok ellen erds korlatozé szandék mutat-
kozik az elmult években, amelyet a 2010/63/EU iranyelv’ meghataroz. Ezen 3R (Replacement, Re-
duction, Refinement) elv kimondja, hogy mind etikai mind koltséghatékonysagi szempontok alapjan
az allitkisérletek szamat csokkenteni sziikséges €s torekedni kell az in vitro modszerekkel torténd

kivaltasukra.

1 CA16205 - European Network on Understanding Gastrointestinal Absorption-Related Processes (UNGAP).

2 Lennernds, H. et al. Oral Biopharmaceutics Tools - Time for a New Initiative - An Introduction to the IMI Project OrBiTo. Eur. J. Pharm. Sci. 2014, 57 (1), 292-299.

3 Hens, B. et al. Formulation Predictive Dissolution (FPD) Testing to Advance Oral Drug Product Development: An Introduction to the US FDA Funded ‘21st Century
BA/BE’ Project. Int. J. Pharm. 2018, 548 (1), 120-127.

4 Freedman, A. H. et al. Genome Sequencing Highlights the Dynamic Early History of Dogs. PLoS Genet. 2014, 10 (1).

5 Lui, C. Y. et al. Comparison of Gastrointestinal PH in Dogs and Humans: Implications on the Use of the Beagle Dog as a Model for Oral Absorption in Humans. J.
Pharm. Sci. 1986, 75 (3), 271-274.

6 Akimoto, M. et al. Gastric PH Profiles of Beagle Dogs and Their Use as an Alternative to Human Testing. Eur. J. Pharm. Biopharm. 2000, 49 (2), 99-102.

7 DIRECTIVE 2010/63/EU OF THE EUROPEAN PARLIAMENT AND OF THE COUNCIL of 22 September 2010 on the Protection of Animals Used for Scientific Purposes.
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Mindez sziikségessé teszi olyan in vitro rendszerek létrehozasat, amelyek a kutya €és az ember
gyomor-bélrendszerének élettani és kémiai sajatossagait biohasonl6 modon modellezik. A kutyak
gyomor-pH-ja éhgyomor esetén 1,5 és 6,8 kozott valtozhat, a vékonybélben pedig 6,2-t61 7,5 felé
emelkedik — ez jelentds eltéréseket okozhat a kiilonb6z6 sav-bazis karakterti hatdanyagok oldodasa-
ban és felszivodasaban. *° A kutyak és az emberek kdzotti szoros kapcsolat ellenére vannak kiilénb-
ségek példaul a bélnedv dsszetételében, epesav- és foszfolipidtartalomban, valamint a gyomoriiriilési
és béltranzit-idokben is, amely tényezdk befolyasoljak a hatéanyagok kioldoédasat és membranon vald
atjutasat. °!'! Ezen eltérések miatt a formulaciok biologiai viselkedés elérejelzéséhez sziikség van

fajspecifikus biorelevans kozegek és protokollok fejlesztésére.

Az oralis biohasznosulast meghatarozo legfontosabb fizikai-kémiai paraméterek az oldhatosag
¢s a permeabilitds. A modern in vitro technikdk — a side-by-side elrendezésti diffuzios cellak mint
kombinalt kioldédas—permedcio rendszer — lehetdvé teszik e tényezok egyiittes vizsgalatat. Az utdbbi
években a kutatés sulypontja egyre inkabb arra helyezddott, hogy a meglévd berendezésekhez olyan
membranokat és kozegeket tartalmazé protokollok kertiljenek kifejlesztésre, amelyek kis térfogatban,
gyorsan, diszkriminativ médon és biorelevans kdrnyezetben képesek a formulaciok 6sszehasonlita-

sara, valamint timogatjak az IVIVC (in vitro in vivo korrelacio) kialakitasat.

Jelen PhD kutatas szoros egyiittmikodés keretében valosult meg a Pion Inc. (USA), a Sem-
melweis Egyetem, a Budapesti Miiszaki és Gazdasdgtudomanyi Egyetem és a Lavet Gyogyszeripari
Kft. kozott. A Pion Inc. modern in vitro eszkdzoket biztosit az egyidejii kioldodas—permedciod vizs-
galatokhoz; a két egyetem a mechanisztikus értelmezéshez sziikséges tudomanyos hatteret és az in
vitro—in vivo 0sszefliggések elemzését tamogatja, mig a Lavet Kft. ipari tapasztalatot nytjt az allat-

gyogyaszati formulaciok fejlesztéséhez.

A dolgozat egyik f6 célja a kulcsfontossagu fizikai-kémiai paraméterek mélyebb megértése, kii-
16n06s tekintettel arra, hogy a segédanyagok (ciklodextrinek, feliiletaktiv anyagok, pH-modositok) és
a hidrodinamikai koriilmények (pl. keverés, nemkevert vizes réteg) hogyan befolyasoljak a latszola-
gos permeabilitast €s a fluxust lipofil és méretkizarasos membranokon keresztiil. A kutatds méasodik
o célkitlizése olyan kis térfogatu, diszkriminativ, kutyak bélrendszerét modellezd biorelevans kiol-
dodas—permedcios protokollok fejlesztése, amelyek alkalmasak formuldciok rangsoroldsara, 0ssze-

hasonlitdsara és a bioekvivalencia elérejelzésére az allatgydgyaszati gydgyszerfejlesztésben.

8 Kararli, T. T. Comparison of the Gastrointestinal Anatomy, Physiology, and Biochemistry of Humans and Commonly Used Laboratory Animals.
Biopharm. Drug Dispos. 1995, 16 (5), 351-380. https://doi.org/10.1002/bdd.2510160502.

9 Dressman, J. B. Comparison of Canine and Human Gastrointestinal Physiology. Pharmaceutical Research: An Official Journal of the American
Association of Pharmaceutical Scientists. 1986, pp 123—131. https://doi.org/10.1023/A:1016353705970.

10 Sjogren, E. et al. In Vivo Methods for Drug Absorption - Comparative Physiologies, Model Selection, Correlations with in Vitro Methods (IVIVC),
and Applications for Formulation/APIl/Excipient Characterization Including Food Effects; 2014; Vol. 57. https://doi.org/10.1016/j.ejps.2014.02.010.
11 USP. <1236> USP Solubility Measurements. United States Pharmacopoeia 2021, USP 43-NF, 1-13.



KISERLETI MODSZEREK

Membranon keresztiili transzport sebesség meghatdarozo lépésének vizsgalata

Kiilonb6z6 pH-ju pufferek €s kiilonb6zo keverési sebességek alkalmazasaval mértem a lipofil és mé-
retkizarasos membranokon keresztiili transzportot kis térfogata kioldodas-felszivodas vizsgalatok el-
végzésére alkalmas MicroFLUX™ késziilékkel (Pion Inc.), majd fizikai kémiai levezetések és szé-
molasok segitségével meghataroztam, hogy a transzport sebesség meghatarozo 1épése a hatdoanyag

membranon val6 atjutdsa vagy pedig az ugynevezett nemkevert vizes rétegen vald atjutas.
Egyensulyi oldhatosag/ fazis-oldhatosag vizsgalatok
A kivélasztott kdzegekhez a hatdoanyagok feleslegben keriiltek hozzdadasra, majd az igy létrejott

szuszpenziot 6 6ran at kevertettem €s 18 orat iilepitettem. Ezt kovetden a folyadéktazisban 1évo ha-
toanyag koncentraciot UV-szonda segitségével in-situ hataroztam meg.

HP--CD membranon keresztiili transzportjanak vizsgalata

A HP-B-CD lipofil (n-dodekannal impregnalt PVDF lap) és méretkizarasos (1 kDa és 6 kDa vagasi
értékili) membranokon keresztiili transzportjat kis térfogata kioldodas-felszivodas vizsgalatok elvég-
zésére alkalmas MicroFLUX™ késziilékkel végeztem, amely egy donor és akceptor cellabol all, me-
lyeket mesterséges membran valaszt el egymastol. A HP-B-CD akceptor oldalon valé megjelenését a
fenolftaleinnel torténd komplexalasat kihasznalva UV-szonda segitségével detektaltam.

Kis terfogatu szimultan kioldodas-felszivodas vizsgalat

A kis térfogata kioldodas-felszivodas vizsgalatokat MicroFLUX késziilékkel (Pion Inc.) végeztem.
A késziilek 20-20 mL-es donor és akceptor cellabdl all, melyeket n-dodekénnal vagy GIT-lipid ke-
verékkel impregnalt mesterséges membran (polivinilidén-fluorid (PVDF), 1,54 cm2) vélaszt el egy-
mastol.

Nagyateresztoképességii permeabilitds vizsgalat (PAMPA)

A hatoanyagot és segédanyagokat megadott koncentracioban tartalmazo oldatokat pipettaztam a do-
nor oldalra ami a gyomor-bélrendszert szimulalta, az akceptor oldalra pedig a vérkeringést modellezd
pH 7,4 foszfat puffert helyeztem. A két oldalt GIT-lipid keverékkel impregnalt membran vélasztotta
el egymastol.

Kioldodas vizsgalat

A kioldddas vizsgalat soran USP II kiold6 késziilékben, 1000 mL kiold6 kézegben, 37 °C-on, 75 rpm

keverési sebesség alkalmazéasaval mértem a tablettak kioldodasat. A kiold6 kézegbdl 10, 20, 30 és 45

percnél mintat vettem ¢€s a koncentraciot HPLC segitségével hataroztam meg.



EREDMENYEK

A disszertacid elso része a HP-B-CD donoroldali jelenlétének hatasat vizsgalja a carvedilol old6-
das- és permedcios viselkedésére, lipofil és méretkizdrasos membranokon, kiilonos tekintettel a ke-
verési sebesség szerepére, a transzport hajtoerejére, €s a Fick 1. torvényébdl levezetett koncentracio-
alapt matematikai modell alkalmazhatosagéara. A dolgozat masodik része a ,,sink” kondicié memb-
rantipustol fiiggd érvényesiilését térképezi fel. A dolgozat harmadik része az oldhatosag és permea-
bilitas egylittes, korai vizsgalatanak jelentéségét demonstralja pimobendan példdjan, ramutatva a szo-
lubilizal6 és pH-modositd segédanyagok hatasara. Ezen tulmenden kistérfogata szimultan kioldodas—
permeacio vizsgalatokhoz fejlesztett biorelevans valamint diszkriminativ mindségellendrzésre alkal-

mas protokollokat mutat be.

A disszertaci6 elso részében a carvedilol lipofil és méretkizarasos membranokon torténd kioldo-
das—permedci6 viselkedését vizsgaltam pH=10-en UWL (Unstirred Water Layer = nemkevert vizes
réteg) limitalt koriilmények kozott kiillonbozo keverési sebességek mellett, szolubilizald anyag jelen-
léteben a donor oldalon és anélkiil. A szolubilizal6 modell segédanyagként a HP-B-CD -t valasztottuk.
A fazis-oldhatésagi vizsgalatok igazoltak, hogy a carvedilol mindkét polimorf mdédosulata stabil 1:1
komplexet képez HP-B-CD-vel, amely haromszoros oldhatdésagnovekedést eredményezett, és meg-

alapozta a ciklodextrin tovabbi vizsgalatokban modell segédanyagként valo alkalmazasat.

A hatoanyag ¢és a ciklodextrin komplex transzportjat harom kiilénb6z6 membrantipuson vizsgal-
tam: lipofil, valamint 1 és 6 kDa-os méretkizdrasos membranokon. Ezek a ciklodextrin transzportja-
nak mérése alapjan mechanisztikusan eltéréen viselkedtek: mig a lipofil membran csak a szabad ha-
téanyagot engedte at, a méretkizarasos membranokon a gydgyszermolekula, a HP-B-CD és azok

komplexe is atjutott. (1. abra).
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1. 4abra A kiilonb6z6 membranokon keresztiili transzport sematikus abraja a) lipofil membran b) méretkizarasos
membran esetén (a hatdéanyag rozsaszin hatszogekkel, a ciklodextrin pedig sziirke kiipokkal jeldlve,
UWL=nemkevert vizes réteg)

A 250 rpm és 0 rpm kevertetéssel, ciklodextrin segédanyaggal és anélkiil végzett vizsgalatokbol
szamolt latszolagos permeabilitas (Papp) €rtékek haromfaktoros ANOVA statisztikai elemzése
5



kimutatta, hogy mindhdrom vizsgalt tényez6 — a membrantipus, a keverési sebesség €s a szolubilizalo
segédanyag jelenléte — szignifikdns hatdssal van a latszélagos permeabilitasra (Papp). A keverés al-
kalmazasa (250 rpm) minden esetben jelentds permeabilitds novekedést okozott, mig keverés hidnya-
ban a vastag nemkevert vizes réteg hatdsa miatt a harom membranon mért latszélagos permeabilitas

értékek kozel azonosak voltak. (2. abra)
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2. abra Latszblagos permeabilitési értekek pH 10-es pufferben, 250 rpm és 0 rpm keverési sebességgel, lipofil
membran, 6 kDa és 1 kDa méretkizarasos membranok esetén. HP-B-CD nincs jelen a membran egyik oldalan
sem (CD-nélkiil) piros szinnel, HP-B-CD hozz4adasa a donor oldalhoz (CD-donor) zold szinnel.

A kapott adatok alapjan meghataroztam a lipofil membranra jellemz6 membran-permeabilitast
(Pm) és az UWL vastagsagat (huwz), amely keverés hianyaban t6bb mint 2000 pum, intenziv keveréssel

pedig 70-360 um tartoményba esett.

Ezen talmenden lathatd, hogy megfeleld kevertetés alkalmazasa mellett a donor oldalon jelen
1évé HP-B-CD mind a lipofil, mind a méretkizardsos membranokon szignifikdnsan csokkenti a per-
meabilitast, ami egyértelmiien igazolja az oldhatosag €s permeabilitas k6zotti forditott aranyossagot,
azonban ez a hatas csak megfelel6 kevertetés (250 rpm) mellett értékelheté megbizhatéan. Ezen ered-
mények bizonyitjak, hogy a solubility—permeability interplay mindkét membranfajtdnal azonos mo-
don megfigyelhetd, és a keverés intenzitasa kulcsszerepet jatszik a formulécios segédanyagok per-

meabilitast befolyasold hatdsanak kimutatdsaban.

A dolgozat masodik felében azt az esetet targyaljuk, amikor az akceptor oldalra illetve a membran
mindkét oldaldra helyeziink szolubilizalo segédanyagot jol kevertetett (250 rpm) rendszerben pH=10-

es koriilmények kozott. A fluxus—donor koncentracio gorbék (3. abra) azt mutatjak, hogy a



legnagyobb fluxusértékek HP-B-CD-t az akceptor oldalra helyezve, ezaltal sink kondicidt 1étrehozva,
lipofil membran hasznalata mellett voltak mérhetdk, mig a méretkizarasos membranokra val6 csere
¢s a CD donor oldalon torténd alkalmazasa jelentds fluxus csokkenést eredményezett. Jol lathato a
fluxus-donor koncentracié diagrammokbol, hogy a szolubilizal6 segédanyag hozzaadésa a rendszer-
hez (barmelyik vagy mindkét kompartmenthez) az egyenesek meredekségét befolyasolja, mely a per-

meabilitassal aranyos tényezo.
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3. abra Fluxus — donor koncentracio és fluxus-tultelités gorbék, pH=10 puffer, keverési sebess€g=250 rpm, lipo-
fil membran, 1 kDa, és 6 kDa méretkizarasos membran. Ciklodextrin alkalmazasa nélkiili eset: CD-nélkiil,
ciklodextrin hozzaadasa a donor oldalhoz: CD-donor, ciklodextrin hozzaadasa az akceptor oldalhoz: CD-ak-
ceptor, ciklodextrin hozzaadasa a donor és az akceptor cellahoz: CD-mindkett6

Annak érdekében, hogy a segédanyaghatast figyelembe vegylik fizikai-kémiai egyenletek segit-
ségével levezettem egy UWL limitalt esetben érvényes membranon keresztiili transzport leirasara
alkalmas koncentracio alapii matematikai modellt Fick I. torvényébdl, amelyben a transzport hajto-
ereje a donor és akceptor oldali tultelitésbeli arannyal (SSR) irhato le:

J =B (24 1. egyenlet

A
Cp Ca

ahol J a fluxus, cp és ca a donor és akceptor oldali hatéanyag koncentracio és a* jeldlt értékek az

egyensulyi oldhatosagot jeldlik, B, az effektiv aranyossagi tényezd, amely az UWL-en és a



membranon keresztiili diffuzio egyiittes hatasat irja le. Az egyenletbdl lathatd, hogy a szolubilizalo
segédanyagtol fiiggd tényezo, az oldhatosag ezuttal a valtozo tagba kertilt. A 250 rpm keverés mellett
nyert fluxus—tultelités gorbék (3. abra) azt mutatjak, hogy a lipofil és 1kDa-os membranon mért
adatok jol illeszkedtek a modellhez, hiszen parhuzamos egyeneseket kaptunk és a CD donor oldali
jelenléte csak abban az esetben befolyésolja a transzportot, amennyiben a CD atjut a membranon (6
kDa méretkizarasos membran). A CD akceptoroldali jelenléte ezzel szemben valddi sink hatést ered-
ményezett lipofil membran esetében, ami a meredekség — azaz az B, érték — ndvekedésével jart. Ezzel
szemben a méretkizdrasos membranoknal a CD atjutdsa miatt a sinkhatas gyakorlatilag megsziint, és

a fluxus-meredekségek parhuzamosak maradtak.

A dolgozat harmadik részében a pimobendan hatéanyag (PIMO) vizsgalata soran feltartam, hogy
az oldhatosag ¢és a permeabilitas egyarant erésen fiigg a pH-t6l és a készitményben jelenlévo segéd-
anyagoktol, ami alapvetéen meghatarozza a biohasznosulast. A pH-oldhatosag profil alapjan a PIMO
oldhatosaga alacsony pH-n nagysagrendekkel nagyobb. Az egyensulyi oldhatdsagi vizsgalatok és a
PAMPA-mérések egyarant kimutattak, hogy a kiilonboz6 adalékanyagok (feliiletaktiv anyagok és
pH-mddositok) eltéré mértékben novelik az oldhatosagot, €s ezzel egyiddben tobb esetben jelentdsen
csokkentik az effektiv permeabilitast, jo1 demonstralva a solubility—permeability interplay jelenségét.
A pH 4,5 kornyezet — amely a kutyak proximalis vékonybelének felel meg — megfeleléen diszkrimi-
nativnak bizonyult a kiilonb6z6 formulédciok kioldédasanak osszehasonlitasara. A kioldodas-felszi-
vodas szimultan vizsgalatara alkalmas MicroFLUX késziilékkel végzett diszkriminativ, pH 4,5-0s
vizsgélatok eredményei (4. abra) azt mutatjak, hogy bar egyik készitmény sem érte el az 5 pg/mL
célkoncentraciot a donor oldalon, az A készitmény magasabb koncentraciot és meredekebb akcep-
toroldali gérbét adott. Ez 6sszhangban all a PAMPA-mérések eredményeivel, amelyben az almasav
jelenlétében a PIMO csokkent permeabilitast mutatott, mig a Macrogol 6000 és Gelucire jelenléte
nem csOkkentette a permeabilitast. A modszer tehat alkalmas a készitmények kozotti apréd kiilonbsé-
gek kimutatésara is, igy konnyen alkalmazhat6 az ipari gyakorlatban a mindségellenérzésben. Annak
ellenére, hogy apro kiilonbségek kimutatasara alkalmas, a logaritmikus transzformacion alapul6 bio-
ekvivalencia-szamitasok alapjan a fluxus mérések 90%-os konfidenciaintervalluma az elfogadasi tar-
tomanyon (80—-125%) beliil maradt, igy a modszer alkalmasnak bizonyult a készitmények bioekviva-

lencidjanak megallapitasara.
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4. abra Koncentracio-id6 gorbék a donor és az akceptor oldalon az A készitmény ¢és a B készitmény esetében, pH
4,5 diszkriminativ donor kdzegben mérve

Az egyszeri diszkriminativ mindségellendrzésben is jol hasznalhatd protokollon kiviil biorele-

vans, a donor oldalon szimulalt kutya gyomor és bélnedvet tartalmaz6, haromféle pH-valtason ala-

pul6 protokollt is fejlesztettem. A kiilonb6z6 protokollokkal kapott fluxus adatok azt mutatjak, hogy

a pH-modositok hatasa tulbecsiilheti a két formulacié kozotti kiilonbségeket. A kiilonb6zo protokol-

lokkal mért eredmények koziil a két készitmény bioekvivalens voltat legjobban tiikr6z6 pH 1,5-0s

gyomor kozegrol pH 7,5 vékonybél kdzegre valtas eredményeit mutatom be (5. abra).
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5. abra Koncentracio-id6 gorbék a donor és az akceptor oldalon az A készitmény és a B készitmény esetében, biorele-
vans pH 1,5-r61 pH 7,5-re torténd valtast alkalmazo donor kézegben

A pH-mddosito segédanyaggal rendelkezd B készitmény ebben az esetben is kissé csokkent per-

meabilitast eredményezett, amely kiilonbség nem bizonyult szignifikansnak, ebben az esetben is a

logaritmikus transzformécion alapul6 bioekvivalencia-szdmitasok alapjan a fluxus eredmények 90%-

os konfidenciaintervalluma az elfogadasi tartomanyon (80—125%) beliil maradt.



UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK

Osszehasonlitva a gyogyszerhatdanyagok permeabilitasanak modellezésére hasznalt lipofil
(n-dodekannal impregnalt PVDF lap) tipusut membrant a méretkizarasos membrannal (rege-
neralt celluloz) megéllapitottam, hogy az oldhatdsdg és a permeabilitds kozott mindkét
membranfajtanal forditott aranyossag figyelhetd meg: amennyiben a membran donor oldalédra
szolubilizal6 segédanyagot helyeziink az a hatdéanyag oldhatdsagat ndveli, mikdzben a per-
meabilitasa lecsokken. Azt is megallapitottam, hogy a kisérletek soran hatékony keverés biz-
tositasa elengedhetetlen a formulacios segédanyagok permeabilitast befolydsold hatdsainak
értékeléséhez, mivel mindkét membrantipusnal megfigyelhetd jelenség, hogy keverés nélkiil
szignifikansan kisebb a szolubilizalé segédanyag hatisa a permeabilitasra, mint keverést al-
kalmazva [I].

Megallapitottam, hogy a membran ¢€s a felszinén kialakulé nemkevert vizes rétegekbdl allo
haromrétegii rendszeren keresztlil megvaldosulo transzport hajtoereje nem egyszertsitheto le
a donor ¢és az akceptor oldal kozotti koncentracio kiillonbségre amennyiben a hatéanyag mel-
lett annak oldhatdsagat befolyasold segédanyag is talalhatd a rendszerben. Ez érvényes a
membran-limitalt és a nemkevert folyadékréteg altal limitalt esetre is. A transzport hajtoereje
a membran két oldala kozti taltelités-kiilonbséggel irhato le. Fick 1. torvényébdl matematika-
ilag vezettem le, hogy ez érvényes olyan membranok esetében, melyek csak a hatdéanyagot
engedik at a segédanyagot, illetve a hatéanyag-segédanyag komplexét nem. A hatéanyagkon-
centracio-alapti matematikai modell helyességét kisérletileg bizonyitottam lipofil és 1 kDa
vagasi értékll méretkizarasos membranok felhasznalasaval karvedilol-HP-B-CD hatdanyag-
segédanyag rendszerben, ahol a segédanyag a donor oldalon helyezkedett el. [I]

Kisérletileg igazoltam, hogy a koncentracid-alapii matematikai modell alkalmazhaté a memb-
ran és a felszinén kialakul6 nemkevert vizes rétegekbdl all6 haromrétegili rendszeren keresztiil
megvalosuld transzport esetén, amikor az akceptor oldalon szolubilizal6 segédanyag helyez-
kedik el (,,sink kondici6™). Lipofil membran esetén igazoltam, hogy az akceptor oldalon jelen
1év6 ciklodextrin nemcsak a karvedilol oldhatosdganak novelésén keresztiil befolyésolta a
transzport hajtoerejét, hanem a nemkevert vizes réteg latszolagos vastagsagat is megvaltoz-
tatta. Ezzel szemben a méretkizarasos membranok esetében az akceptor oldalra helyezett cik-
lodextrinnek nem volt szignifikans hatdsa a transzport sebességére. [1]

Kisérletileg igazoltam, hogy a membran és a felszinén kialakulé nemkevert vizes rétegekbdl
allo haromrétegli rendszeren keresztiili transzport koncentracid-alapti matematikai modellje
a membran mindkét oldaldra helyezett ciklodextrin esetében is alkalmazhat6, amikor a szo-
lubilizal6 segédanyag hidrodinamikai mérete lehetové teszi atjutdsat a membranon, ameny-
nyiben koncentraciégradiens hidnyaban a segédanyag transzportja elhanyagolhatd mértéki (a
6 kDa-os vagasi értékli méretkizarasos membran), csak a karvedilol hatdéanyagé jelentds. [11]

Els6ként alkalmaztam kistérfogata (20 mL) szimultan kioldddas- és permeécio-vizsgalatokat
origindlis és generikus pimobendan tartalmt allatgyogyaszati készitmények Osszehasonlita-
sara. Az originator készitmény feliiletaktiv anyagokat, mig a generikus pH modosit6 dgense-
ket tartalmazott. Ezen segédanyagok hatdsat vizsgaltam a hatéanyag oldhatosagara €s per-
meabilitasara. A vizsgélati eredmények az oldhatosag és a permeabilitas kozti forditott ara-
nyossagot igazoltak pH 4,5 donor oldali kézegben. A logaritmikus transzformécion alapuld
bioekvivalencia-szamitasok alapjan a fluxus mérések 90%-os konfidenciaintervalluma az el-
fogadasi tartomanyon (80-125%) beliil maradt, igy a modszer alkalmasnak bizonyult ezen
készitmények bioekvivalencidjanak megallapitasara. [I1I]
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EREDMENYEK ALKALMAZASA

Jelen dolgozat eredményei vildgosan ramutatnak, hogy a rosszul old6do hatéanyagok oralis fel-
szivodasat meghatarozo fizikai-kémiai folyamatok — a kioldodas, a taltelités és kicsapodas, valamint
a bélfalon torténd permedcié — csak olyan in vitro mddszerekkel irhatok le megbizhatéan, amelyek
ezeket a 1épéseket egyiittesen modellezik. A dolgozatban kidolgozott és mechanisztikusan értékelt
kis térfogatl kioldodas—permedacios rendszerek ezt a célt szolgaljak, kiilonods tekintettel a kutyak gyo-
mor-bélrendszeri szakaszara, amely mind a human gydgyszerfejlesztés klinikai fazisaban az allatki-
sérletek soran, mind az 4llatgyogyaszati készitmények fejlesztése szempontjabol kiemelt modellallat.
A lipofil és méretkizarasos membranok dsszehasonlitasa révén mélyebb megérthetjiik azt, hogyan
modositjak a formulédcios segédanyagok (ciklodextrin) a transzportfolyamatokat, és hogyan valtozik
a hajtoerd sink koriilmények kozott. A koncentracidalapt matematikai modell jelentdsége abban all,
hogy alkalmas a segédanyagok jelenlétében zajlo membrantranszport kvantitativ leirasara, és igy a
formulécios tér racionalis optimalizalasanak eszkozéve valik. A lipofil és méretkizarasos membrano-
kon keresztiili transzportfolyamatok jelen dolgozatban szereplé matematikai leirdsa a jovOben lehe-
tove teszi olyan esetekben a mérési elrendezések megtervezését méretkizardsos membran segitségé-
vel, ahol a lipofil membran a mérési 1d6 alatt nem stabil (pl. liposzomak esetén) ¢€s igy alternativ

mérési modra van sziikség.

A pimobendannal végzett vizsgalatok ramutatnak arra, hogy a segédanyagok mindsége ¢és meny-
nyisége alapvetden befolyéasolja a kioldodast és a permeabilitast, ezért ezek korai, célzott vizsgalata
kulcsfontossagl a biohasznosulas megfeleld tervezéséhez. A kifejlesztett egyszerli, akar mindségel-
lendérzésben is konnyen hasznalhaté szimultan kioldodas-felszivodas protokoll, amely a formulaciok
kozotti kis kiilonbségek kimutatasara is alkalmas, azéta az iparban is alkalmazasra kertilt. A biorele-
szlikség van kiilonboz6 sav-bazis karakterrel rendelkezé hatdanyagok (gyenge savak, gyenge bazi-
sok, semleges vagy akar ikerionos vegyliletek) formulacidinak tesztelésére, azonban jelen dolgozat-
ban szerepld példa jol mutatja, hogy finoman hangolt kisérleti feltételek mellett a szimultan kioldo-
das—felszivodas mérések képesek lehetnek a bioekvivalencia in vitro predikciojara, ezaltal a jovében

csokkentve a kdltséges ¢és etikai terhekkel jar6 in vivo vizsgélatok szamat.

Osszességében a dolgozat olyan modszertani keretrendszert hoz létre, amely jelentdsen hozzaja-
rul a generikus és innovativ gyogyszerfejlesztés hatékonysagahoz, kiilondsen a rosszul oldodo hato-

anyagok tertiletén.
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