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1.  BEVEZETES

Globalisan egyre nagyobb igény mutatkozik Uj nem invaziv szemészeti kezelések,
készitmények kifejlesztésére, mivel szamos kevéssé ismert, esetenként gyogyithatatlan, latast
veszélyeztetd betegség létezik. A leggyakoribb szemészeti betegségek kozé soroljuk a
glaukomat, a kiilonbozo fertézéseket, a szaraz szem szindromat, a szemallergiat, a szaruhartya
degeneraciot. A jelenlegi kezelések tobbsége foként a hagyomanyos szemészeti
gyogyszerformakra, hatdéanyagokra korlatozodik, és sok esetben a kezelés csak a betegség
tiineteit érinti, a kivaltdo okot nem. A fejlett szemészeti gyogyszeres terapiak napjainkban nem
csupan a kiilonféle szembetegségek kezelését célozzdk meg, hanem a szem egészséges
allapotanak megdrzését is, mindemellett konnytli alkalmazast tesznek lehetové, ndvelve ezzel a
betegek egylittmiikodését is. A lokalis szemészeti kezeléseket tekintik a legbiztonsagosabb és
legkevésbé invaziv terapiaknak, mindemellett a betegek szamara is konnyen alkalmazhatok.
Alacsony biohasznosuldsuk miatt azonban nagy sziikség van tovabbi fejlesztésekre. Szdmos
olyan anatomiaifaktor ismert a szemben, amely akadalyozza a hatéanyag sikeres és hatékony
célba juttatasat. Egy sikeres lokalis szemészeti terapia megvaldsitasakor olyan kihivaskkal
szembesiil a fejlesztd, mint a szem anatdmiai dsszetettsége és biofarmaciaja, a betegek igényei,
elvarasai (pl a gyakori alkalmazas elkeriilése), kovetkezésképpen ezeket a szempontokat
mindenképpen figyelembe kell venni egy 1j szemészeti gyogyszerhordozd rendszer
kidolgozasa soran.

A legtjabb technologiai fejlesztések harom f6 stratégia mentén valdsitjak meg a fent
emlitett célokat:a a készitmény szemen tartdzkodasi idejének megndvelése; a a hatdanyag
olyan formaban torténd inkorporalasa a hordozdban, ami alkalmassa teszi a penetraciora , a
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fejlesztése ezen iranyvonalak mentén tortént.



2. CELKITUZES

PhD-munkam soran lokéalisan alkalmazott szemészeti készitmények
biohasznosuldsdnak novelése volt a cél két f6 irany mentén.

Doktori munkam els6 részében arra torekedtem, hogy ciklodextrinek alkalmazéasaval
megnoveljem az oldékonysagat a prednizolonnak (PR), majd ezt kombinalva egy in situ
gélesedd, mukoadheziv polimerrel (tiolalt poli-aszparaginsav) ndveljem a hatdanyag
biohasznosulasat. A ciklodextrinnel modositott polimer feltételezhetéen magaban hordozza in
situ gélesedés és az erés mukoadheziv tulajdonsag el6nyeit, amelyet az alap mukoadheziv
polimer tulajdonsagok biztositanak, valamint a ciklodextrinek prednizolon (PR) hatéanyag
esetében mutatott oldékonysagnoveld hatasatat. Ebben az esetben a kovalens kotésti hatoanyag-
ciklodextrin komplex varhatéan nem tud a gélmatrixbol kidiffundalni, igy nem mosodik ki a
konnyezéssel a szem felszinére tapadd gélbdl, ezaltal megndOhet a hatdéanyag szemen
tartdzkodasi ideje ¢s a komplexnek kdszonhetden az oldékonysaga.

PhD-munkdm masodik része két fo szakaszra bonthato. Az els6 szakaszban a
dexametazon (DXM) biohasznosithatdésaganak javitasa volt a cél a lipidekben torténé oldas és
a nanostruktiralt lipid hordozoba (NLC) torténd beépités révén. A masodik részben az volt a
cél, hogy mukoadheziv polimer segitségével megnodveljilk nanokészitményeink szemen
tartozkodasi idejét. Amfifil mukoadheziv polimert alkalmazva egy hatarfeliileti feldusulas
varhato, amely egy mukoadheziv gélréteg képzOodését eredményezhet a nanorészecskék kortil,
igy ez a nanohordoz6 koriili gélréteg biztosithatja a nanorészecskék tapadasat a nyalkahartya

feliiletéhez.

3. ANGYAGOK ES MODSZEREK
3.1 Anyagok
3.1.1. In situ gélképzo rendszerek anyagai

L-aszparaginsavat, ciszteamint, dibutil-amint, ditiotreitolt, N, N-dimetil-formamidot,
natrium-bromatot, 6-monodeoxi-6-monoamino-béta-ciklodextrin-hidrokloridot (MABCD) és
mucint (sertés gyomor-mucin Il. tipus) hasznaltunk a formulaciokban.

A szintetizalt tiolalt poli-aszparaginsav (PASP-CEA) tiol oldallancokat tartalmaz, és az
oxidaloszer jelenlétében a PASP-CEA reverzibilisen térhalosodik a diszulfidkotéseknek
koszonhetden. A ciklodextrinnel modositott tiolalt poliaszparaginsav (PASP-CEA-CD) képes
a ciklodextrinnek koszonhetéen zarvanykomplexeket képezni szteroid
gyulladascsokkentdkkel. A tiolalt poli-aszparaginsav polimereket a Budapesti Miiszaki és

Gazdasagtudomanyi Egyetem Lagy Anyagok Kutatocsoportja szintetizélta.



Az alkalmazott hatéanyag a prednizolon (PR) volt.
3.1.2. Anyagok az NLC rendszserekhez

A nanohordozokhoz Compritol 888ATO (glicerin-dibehenat), Apifil (PEG-8 méhviasz)
Labrasol (kaprilokaproil-polioxil-8-gliceridek), Miglyol 812N (kaprikus triglicerid), Kolliphor
EL (Polyoxyl 35 hidrogénezett ricinusolaj) és Cremophor RH60 (PEG-60) ,Tween 20-at
(Polysorbate 20), hipromellozt (Methocel F4M, HPMC) hasznaltunk. A hatdanyag
dexametazon volt.

3.2. Modszerek a tiolalt polimerek vizsgalatara
3.2.1. Preformuldcios vizsgdlatok

A preformulacios vizsgalatok soran a PASP-CEA és PASP-CEA-CD vizes oldatoknak
(10 w/v%) az ozmolalitasat, a torésmutatd és a pH-értékét mértiik automata ozmométerrel,
refraktométerrel és pH-mérovel.

3.2.2. Porrontgendiffrakcios vizsgadlata a ciklodextrin-prednizolon komplexeknek

A zarvanykomplexeket rontgen diffraktométerrel (XRPD) vizsgaltuk. A vizsgalt mintak
PR, PASP-CEA-CD por, valamint az MABCD-PR (2,5 w/w% MABCD, 0,4 w/w% PR) és a
PASP-CEA-CD — PR (10,2 w/v% PASP-CEA-CD, 0,15 w/v% PR) oldat liofilizatumai voltak.
A minta el6készitése utan a készitményeket liofileztiik.

3.2.3. Reoldgiai vizsgalatok

A gélesedést oszcillacidés reoldgiai modszerrel vizsgéaltuk. A szem oxidacids
koriilményeit natrium-bromat oldattal szimulaltuk. A gélesedési mérések soran a polimer
oldatokat (10 w/w %) 1 M oxidaloszerrel (20 w/w %) elegyitettiik a reométerben, és a mérést
azonnal megkezdtiik.

A mukoadhézié vizsgélatahoz a polimert feloldottuk PBS-ben, majd 6sszekevertiik a
mucin diszperzioval (5 w/w %). Ezt kovetden adtuk hozza az oxidaldszert. A mukoadhezivitast
reologiai szinergizmussal jellemeztiik.

3.2.4. Hatoanyagdiffuzios vizsgdalatok

10 w/w% polimert (PASP-CEA vagy PASP-CEA-CD), 0,1 w/w% PR ¢és 20 w/w% oxidaloszert
tartalmazo készitmény volt. A gélesedés az oxidaloszer hozzaadasa utan in Situ tortént.
Diffaziés membranként Porafilm membrant hasznaltunk (poérusmérete 0,45 um). Az akceptor
fazis 35 ° C-on termosztalt PBS (pH = 7,4) volt. A diffundalt PR mennyiségét UV-VIS

spektrofotométerrel hataroztuk meg 247 nm hullamhossznal.



3.3. Modszerek az NLC rendszerek vizsgalatara
3.3.1. NLC rendszerek készitése

Az NLC mintdkat (1. tablazat) ultrahangos modszerrel allitottuk eld. A lipideket
(Compritol 888 ATO ¢és Miglyol 812N 7: 3 aranyban) és a feliiletaktiv anyagot (Cremophor
RH40) fithet6 magneses keverével 85 © C-on megolvasztottuk. Ezt kovetéen a DXM-t és a
polimert (Methocel FAM) hozzaadtuk az olvasztott keverékhez, és 85 °C hémérsékleten
kevertiik. A tiszta vizet 85 °C-ra melegitettiik, és a két fazist dsszekevertiik, ultrahanggal
kezeltiik és jeges fiirdoben lehtitottik.

Tabldzat 1. Az NLC ésszetételek.

Lipid DXM Emulgens Polimer
koncentracio koncentracié koncentracio koncentracio
(w/w%) (W/w%) (w/w%) (w/w%)
o NLC1 10 0.05 25 -
3= NLC2 15 0.05 25 -
3 g NLC3 10 0.10 25 -
% % NLC4 15 0.10 25 -
5 NLC5 10 0.05 5.0 -
zZ X NLC6 15 0.05 5.0 -
gFe NLC7 10 0.10 5.0 -
< NLC8 15 0.10 5.0 -
U - NLC9 10 0.05 25 0.05
= E NLC10 10 0.05 25 0.10
&y £ NLC11 10 0.05 5.0 0.05
% g 7;:; NLC12 10 0.05 5.0 0.10
g9 S NLC13 10 0.10 25 0.05
E 2 Es NLC14 10 0.10 25 0.10
== NLC15 10 0.10 5.0 0.05
NLC16 10 0.10 5.0 0.10

3.3.2. A lipid keverékek rontgendiffrakcios vizsgalata

A liofilizalt lipidkészitményben vizsgaltuk a DXM szilard formdjat (kristalyos, amorf,
molekularis diszperz) porrontgen (XRPD) késziilékkel.
3.3.3. A lipidek kristalyossagdnak vizsgalata DSC-vel

A hatdéanyagmentes és DXM-t tartalmazo lipidkeverékek kristalyossagi indexét DSC-

vel vizsgaltuk.



3.3.4. Szemcseméret, Zéta potencial vizsgalat

Az NLC-k hidrodinamikai atmérdjét (Zave), zétapotencialjat (ZP) és polidiszperzitasi
indexét (PI) a Zetasizer Nano ZS miszerrel vizsgaltuk 25 ° C-on.

Az NLC-k (1. tablazat) részecskeméretét és részecskeméret-eloszlasat is elemeztiik
1ézerdiffrakciés modszerrel. Az értékeléshez a d (0,1), d (0,5) és d (0,9) értékeket hasznaltuk.
3.3.5. Bezdrdsi hatékonysag vizsgdlat

Az NLC-k bezarési hatékonysagat (EE%) kozvetett modszerrel hatdroztuk meg. Az
NLC-k vizes fazisat centrifugalassal valasztottuk el. A sziirt oldat DXM-tartalmat HPLC-vel
vizsgaltuk, 1,7 um, 100 A, 100 x 2,1 mm méretii C18 forditott fazisu oszlopot alkalmaztunk. A
mozg6fazis viz: acetonitril 75:25 volt, izokratikus elticidoban, a detektalast 240 nm-en végeztiik.
Az injektalt térfogat 5 pl, az aramlasi sebesség pedig 0,5 ml/perc volt. A kovetkez6 egyenletet

hasznaltuk az EE% kiszamitasahoz:

kiindulasi hatéanyag — Mszabad hatéanyag

m
EE % = x 100 (1)

Myiindulasi hatéanyag

3.3.6. In vitro hatéanyag diffiizios vizsgdlat

A faktorialis kisérlettervezés eredményei alapjan valasztottuk ki diffuzids vizsgalatra a
vizsgaland6 NLC rendszereket. Az in vitro hatéanyag diffizid vizsgalatahoz dializis zsak
modszert alkalmaztuk. A minta mennyisége 200 ul volt. Az akceptor fazis 20 ml foszfat puffer
(PBS) volt. Osszehasonlité készitményként DXM szuszpenziot alkalmaztunk. A DXM
diffundalt mennyiségeit HPLC-vel elemeztiik.
3.3.7. Humdn HCE-T szaruhdrtya epitél sejtvonal

Rekombinans SV40-adenovirus vektorral transfektalassal immortalizalt human
szaruhartya sejteket hasznaltunk. A sejteket a permeabilitdsi vizsgalatokhoz hasznalt
sejtkultiras lapok betétjein novesztettiik.
3.3.8. Sejt életképességi vizsgalatok

Valos idejii impedancia mérést alkalmaztunk a barrierképzd sejtek karosoddsanak
és/vagy védelmének kovetésére. A vizsgalt mintdk Cremophor RH60, NLC3, NLC7, NLC9,
NLC10, NLC11, NLC12 készitmények és HPMC oldat volt.
3.3.9. Immunhisztokémia

A HCE-T sejtekben bekovetkezett morfoldgiai valtozasokat immunfestéssel vizsgaltuk,
a vizsgalt fehérjék a zonula okludens protein-1, az okludin, a B-katenin és az E-kadherin voltak.
3.3.10. Faktoridlis kisérletterv

A polimert tartalmazoé NLC 6sszetételek jellemzésére 2° teljes faktorialis kisérlettervet

alkalmaztunk (2. egyenlet). A modell leirja a valtozok {6 hatédsait és kolcsonhatasait.



Y =ag+ agx; + ayxy + azxs + a12X1X5 + Ay3X3x3 + 413X X3 (2)

ahol az ag a tengelymetszet, ai, 2, 3 az illesztett polinom meredeksége. X1, X2, és X3
megfelel az A, B and C tényezdéknek.
3.3.11. Mukoadhezivitds vizsgalata

A polimeres és polimer nélkiili készitmények mukoadhézivitasat szerkezet analizald
késziilékkel vizsgaltuk, szakitd tesztet alkalmazva. A mukoadhézio erdsségét az adhézios
munkaval (A, mN.mm) jellemeztiik.
3.3.12. Penetrdcios vizsgalat PAMPA membrdanon keresztiil

Az in vitro transzkornealis permeabilitdas mérésére PAMPA modszert alkalmaztunk.
Donorfazisként a fejlesztett NLC-ket és DXM szuszpenziot vizsgaltuk (150 pL). A donorlemezt
a 300 pl PBS-oldatot (pH 7,4) tartalmaz6 akceptorlemezbe illesztettiik. A lemezeket 4 6ran at
inkubaltuk 35 ° C-on. A gydgyszerek hatékony permeabilitasat és membranretencidjat a
kovetkez6 egyenlet felhasznalasaval szamitottuk ki (3. egyenlet):

2.303 -V, t
Pe:_—A'lo [1—CA( )]
A(t —Tss) S

ahol Pe az effektiv permeabilitasi egyiitthatd (cm s™), A a sziird teriilete (0,24 cm?), Va

(3)

az akceptor fazis térfogata (0,3 cm®), t az inkubécids idé (s), Tss az egyensilyi allapot(ok)
eléréséhez sziikséges 1d6, a Ca (t) a vegyiilet koncentracioja az akceptor fazisban a t idépontban
(mol cm™), S a szabad DXM tartalom a donor fazisban.

3.3.13. Permeabilitas vizsgdlata in vitro HCE-T sejtkultirdan

A barrier integritdsanak ellendrzéséhez a transzepithelialis elektromos ellenallast
(TEER) mértiik. A sejtmentes inzertek TEER értékét kivontuk a mért adatokbol. A sejteket
akkor kezeltiik, amikor a sejtréteg TEER értéke allando volt.

A permedbilitas jellemzésére a latszolagos permeabilitasi egyiitthatokat (Papp)
szamitottuk ki. A permeabilitdsi mérésekhez NLC5, NLC6, NLC7, NLC8 formulaciokat
alkalmaztuk.

3.3.14. Penetrdcios vizsgdlat ex Vivo sertés szaruhdrtydn

Az ex vivo szaruhartya penetraciot Raman térképezéssel vizsgaltuk. A sertés
szaruhartyajat 250 pl NLC mintaval (NLC14 ¢és az NLCI14 polimermentes valtozata)
csepegtettiilk 30 percenként, €s a készitményt kozvetleniil a kdvetkezd csepegtetés elott
eltavolitottuk. A kezelés iddtartama hat ora volt. A kezelt szaruhartyat lefagyasztottuk és
metszeteket készitettiink. A kezeletlen sertés szaruhartyat hasznaltuk referenciaként. Az

értékelés soran a Raman térkép profilozasat a teljes NLC spektrum felhasznélasaval végeztiik.



3.3.15. Statisztikai modszerek

A diffuzioés vizsgalat eredményeit kétutas ANOVA ¢és Bonferroni-féle post-hoc
analizissel értékeltiik. Az MTT és a sejt penetracios vizsgalatok értékeit ANOVA, Dunett teszt
vagy kétutas ANOVA és Bonferroni teszt segitségével értékeltiik statisztikusan. Az értékeket
atlag + szoras (SD) formaban fejeztiik ki. A faktorialis kisérletterveket a Statistica for Windows

10-es verzidjaval értékeltiik ki.

4.  EREDMENYEK
4.1. Tiolalt polimerek vizsgalata

4.1.1. Preformuldacios vizsgalat

4.1.1.1. A ciklodextrin-prednizolon komplexek porréntgendiffrakcios vizsgalata

A PR-ciklodextrin komplex képzodését XRPD-vel vizsgaltuk. A PR, MABCD, PASP-
CEA-CD, MABCD-PR ¢és PASP-CEA-CD-PR difraktogramjait rogzitettik. A PR
diffraktogramja kristalyos szerkezetet mutatott (éles diffrakcios csucsok). A PASP-CEA-CD és
a MABCD esetében amorf mintdzat figyelhetdé meg, a diffraktogramban nincs magas intenziv
jellegzetes csucs. Az zarvanykomplex képzddés esetében eltlinnek a PR jellegzetes csucsai, a
PASP-CEA-CD ¢és az MABCD amorf szerkezete dominal. A PR kristalyos cstcsainak hidnya

bizonyitotta a zarvanykomplexek kialakulasat.

4.1.1.2. Ozmolalitas, pH és refraktiv index vizsgalata

Osszehasonlitottuk a PAS-CEA és a PASP-CEA-CD oldat fiziologiai jellemzdit a
konnyfolyadékkal. A koénnyfolyadék ozmolalitdisa normal szemnél 300-310 mOsmL 2.
Esetiinkben egyik polimer oldat ozmolalitdsa sem volt mérhetd az alkalmazott koncentracional
ezzel a modszerrel, ami azt jelzi, hogy segédanyagok, példaul izotonizalé anyag hozzaadésa
sziikséges. Bizonyos esetekben a szemészeti oldat hipoozmolitasara van sziikség, kiilondsen a
szaraz szem szindroma kezelésében alkalmazott mitkonnyekben.

A polimer oldatok torésmutato értéke (PASP-CEA: 1,3494; PASP-CEA-CD: 1,3478) a
konnyfilmhez hasonlé volt (1,3370), ami arra utal, hogy a készitmény nem zavarja a beteg
latasat.

A 6 és 9 kozotti pH-tartomény a szem szamara toleralhat6. A készitményeket pH=7,4-
es PBS oldattal készitettiik, amellyel a fiziologias tartomany biztosithat6 volt.

4.1.2. Gélesedés és mukoadhezivitds vizsgadlata

crer

reologiai modszerekkel vizsgaltuk. A gélesedési id6 kritikus tényez6 egy in situ gélesedd



szemészeti készitmény esetében, vizsgalatainkban a PASP-CEA oldat egy igen kedvezd, gyors

szol-gél atmenetet mutatott oxidaloszer jelenlétében (1.b abra).

10 000 - 10'000.]
A 2 gwwmwﬁwfﬁf
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S 10004 5 3 - PASP-CEA-CD
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1. abra Gélesedés (), és gélerdsség (frekvencia soprés) vizsgalata kiilonbozd polimer

oldatokndl (b).

Az 1.b abra azt mutatja, hogy a CD polimerhez kotése nem akadalyozta a gélesedési
folyamatot, és a gélszerkezet er6ssége is megmaradt.

A mukoadhéziot a G’ értékekbdl szamitott szinergista paraméter segitségével 1,0 1/s
szogfrekvencian jellemeztiik: a mérések alapjan a PASP-CEA és a PASP-CEA-CD szinergista
paraméterei 1370, illetve 1390 Pa voltak. A hasonlé adatok hasonlé mukoadhezivitast
jelentenek, igy kovetkeztetésként elmondhatd, hogy a polimer MABCD-vel térténd modositasa
nem valtoztatta meg a PASP-CEA polimerek mukoadheziv tulajdonségait.

4.1.3. Hatéoanyag in Vitro diffuziéja a gélekbol

A PR-CD komplex képzddése javitja a PR oldhatosagat vizes kozegben. A szabad
komplexek diffuzibilisek a készitményben, és a PR molekuldk komplexként at tudnak jutni a
vizes mucin rétegén is, viszont konnyen kimosddhatnak a matrixbol és eliminaloédnak az orr-
konny vezetéken keresztiil.

Munkam soran a kotott és a szabad CD-t tartalmazo rendszereket hasonlitottam Ossze
in vitro (2. abra). A szabad MABCD-PR-t tartalmaz6 PASP-CEA készitmény felszabadulasi
profilja nagyon hasonl6 volt a PR-szuszpenziohoz (p> 0,05). Ahol a MABCD kovalensen
kapcsolodott a PASP-CEA-hoz, a komplex diffuzidja akadalyozott volt, mivel csak a szabad
PR képes diffundalni, igy a felszabadulas sebessége lassabb volt, €s a CD-komplexbdl torténd
PR-disszociacio sebességétdl valt fiiggdveé. A hatdéanyag-leadas novelése érdekében a MABCD
50% -at szabad formaban alkalmaztuk. Ebben az esetben a kotott és szabad MABCD kozotti

hatéanyag-felszabadulasi profil figyelhetd meg, amely azt jelzi, hogy a szabad és kotott



MABCD kombinacidjaval a hatéanyag-felszabadulasi profil modosithato a két sz¢lsé profilon
beliil.
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2. dbra Hatoanyag diffuzioja a gélekbol.
4.2. DXM tartalmi NLC-k vizsgalatai

4.2.1. NLC rendszerek preformuldcios vizsgdlata

4.2.1.1. Lipid kivalasztasa

Az NLC-k szilard lipidet, folyékony lipidet és feliiletaktiv anyagot tartalmaznak vizes
kozegben. A lipidek kivalasztasanal 3 f6 szempontot jeloltink meg: az els6 olyan lipidkeverék
megtalaldsa, amely képes feloldani a DXM szemészetben alkalmazott mennyiségét; a masodik
kritikus tényez6 volt a kivalasztott lipidkeverék kristalyossagi foka, ami befolyasolhatja az
NLC-k bezarasi hatékonysagat, a harmadik kritikus tényez6, hogy egy olyan hatarfeliilet

kialakitasara legyen alkalmas az emulgenssel, amely stabil nanorendszert eredményez.

4.2.1.2. A DXM oldhatosag vizualis megfigyelése

Az oldhatosagi vizsgalat ezen részében a lipidek kiillonbozé kombinéciodit vizualisan
megfigyeltiik: szilard lipideket, folyékony lipidek onmagukban és keverékeikt feliiletaktiv
anyaggal és anélkiil keriiltek vizsgélatra. A két szilard lipid (Compritol 888 ATO és Apifil)
kozott nem volt kiilonbség. A Miglyol €s Labrasol 6sszehasonlitasdnak eredményei azt
mutattak, hogy a Miglyol sokkal hatékonyabban oldotta fel a hatéanyagot. Szilard lipid
(Compritol 888 ATO), olajok (Miglyol, Labrasol) és feliiletaktiv anyagok (Cremophor RH60,
Kolliphor EL) keverékeit is vizsgaltuk. A DXM szinte minden esetben feloldodott, ahol az
elegy Apifil-t, Miglyol-t, Cremophor RH60-t, Kolliphor EL-t tartalmazott.



4.2.1.3.A lipid keverékek vizsgalata XRPD-vel
Az atény, hogy a kristalyos DXM jellegzetes csticsai nem mutathatok ki, bizonyithatja,
hogy a hatdanyag amorf vagy molekularisan diszpergalt allapotban van a vizsgalt

lipidmatrixokban.

4.2.1.4. Lipid kristalyossag vizsgalata DSC-vel

Mindkét emulgens (Cremophor RH60 és Kolliphor EL) csokkentette a lipid
kristalyossagi indexét, de nem volt jelentds kiilonbség kozottiik. A magasabb folyékony
lipidkoncentraci6 eredményezte a legrelevansabb kristalyossagi index (CI1%) csokkenést. A 7:
3 szilard lipid-olaj ardny a kedvezd a CI% csokkentd hatasanak koszonhetéen (minimalis

olvadaspont-csokkenéssel), ezért ezt az aranyt alkalmaztuk a tovabbi optimalizalashoz.

4.2.1.5. Potencialis NLC osszetevok kivalasztasa

Annak vizsgalatara, hogy a kivalasztott lipidkeverékek alkalmasak-e nanorendszerek
formuléalasara hatéanyagmentes teszt NLC-ket készitettiink. Az NLC rendszerek jellemzéséhez
a kovetkezd paramétereket mértiik 1ézerdiffrakciés modszerrel: d(0,1), d(0,5), d(0,9) és Span
érték.

Az eredmények alapjan a tovabbi mérésekhez és a készitmény optimalizalasdhoz
Compritol 888 ATO-t, Miglyol 812N-t és Cremophor RH60-t valasztottunk.
4.2.2. DXM tartalmu NLC osszetételek optimalizdldsa faktoridlis kisérlettervvel

4.2.2.1. Alap NLC ésszetételek

Az optimalis dsszetétel megtalalasahoz 22 teljes faktoridlis kisérlettervet hasznaltunk. A
DXM-NLC héarom paraméterét valasztottuk fiiggetlen valtozoként (az emulgeédloszer, a
hatéanyag és az Osszes lipid koncentracidja). Optimalizacios paraméterként (fliggd valtozok)
az NLC rendszerek részecskeméretét (Zave), z€tapotencialjat (ZP), polidiszperzitasi indexét
(PDI) és bezarasi hatékonysagat (EE%) vizsgaltuk.

Az eredmények alapjan a feliiletaktiv anyag-koncentracionak van a legjelentdsebb
hatasa az NLC-k stabilitasi paramétereire (Zave €s ZP), a megndvelt mennyiség kedvezo lehet,
de nem szabad megfeledkezniink arrdl, hogy feliiletaktiv anyag magasabb koncentracidja
alacsonyabb bezarasi hatékonysagot és lehetséges irritaciot, toxicitdst okozhat. A stabilitasi
vizsgalatok eredménye alapjan a tovabbi készitményekben 10% lipidkoncentraciot
alkalmaztunk.
4.2.2.2. Mukoadheziv NLC osszetételek

A mukoadheziv NLC-k eléallitaisathoz HPMC-t alkalmaztunk, amely amfifil jellegébdl

adédoan gélréteget képez a nanorészecskék koriil. A 23 teljes faktoridlis kisérlet terv fiiggetlen
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valtoz6i a polimer koncentracid (A), a feliiletaktiv anyag koncentracié (B) és a DXM
koncentraci6 (C) voltak. Az optimalizalasi paraméterként (fliggé valtozoként) a
nanorészecskék részecskeméretét (Zave), a Zeta potencialjat (ZP), a polidiszperzitas indexét
(PDID), d (0,1), d (0,5), d (0,9), Span értékét, hatékonysdg hatékonysagat (EE%) és
mukoadhezivitasat valasztottuk.

A (4-9) egyenletek megmutatjak a valasztott faktorok 6nallo és egylittes hatasat az
optimalizalasi paraméterekre (Zave, PDI, ZP, EE%, d (0,5) és Span érték). Az egyenletek

vastagon kiemelt értékei szignifikans hatast jeleznek.

Zave= 153.22 — 4.93A — 42.65B — 1.74C — 5.50AB + 5.71AC - 0.35BC, 4)
PDI = 0.30 - 0.03A - 0.04B — 0.02C — 0.01AB + 0.04AC + 0.00BC, (5)
ZP = -7.65+0.46A+2.21B-0.44C+0.24AB+0.83AC-1.49BC, (6)
EE% = 88.63 - 0.51A+3.6B+0.35C-0.69AB+0.51AC-1.18BC, (7)
d(0.5) = 0.12 — 0.001A -0.003B + 0.002C + 0.000AB +0.000AC+0.002BC, (8)
Span value=1.24-0.05A-0.1B+0.11C-0.09AB+0.01AC+0.1BC. 9)

A faktorialis kisérlettervezés eredményei alapjan a feliiletaktiv anyag koncentracioja, a

polimer koncentracidja és a DXM koncentréciodja szignifikans hatassal van a részecskeméretre

crer

crer

4.2.3. Mukoadhézio vizsgalata

A készitmények mukoadhezivitasanak javitasa érdekében egy mukoadheziv polimert,
HPMC-t adtunk az NLC rendszerekhez. Az NLC készitmények mukoadhéziojat
Osszehasonlitottuk ugyanazokkal a HPMC nélkiili készitményekkel, majd statisztikai analizist
(T-teszt) végeztiink a szignifikancia értékelésére. Megallapitottuk, hogy a legtobb készitmény
esetében szignifikans kiilonbség van a mukoadheziv polimert tartalmazé és nem tartalmazé
mintak kozott. A tobb emulgenst (5%) tartalmazé mintdk magasabb adheziv munka értékkel
rendelkeztek, mint a kisebb emulgens tartalma készitmények.

4.2.4. |n vitro hatoanyag-felszabadulas
4.2.4.1. Alap NLC dsszetételek

Az optimalizalt NLC-k 6sszehasonlitasat a hagyomanyos szuszpenzids formaval in vitro
hatdanyag diffazids vizsgélatokkal végeztiik. Faktori kisérlettervezésiink eredményei alapjan a
négy legrelevansabb (NLC1, 5 - 0,05% DXM ¢és NLC3,7 - 0,10% DXM) o0sszetételt
valasztottuk az 6sszehasonlitashoz.

Az eredmények alapjan az NLC7 6sszetétel minden egyes idépontban szignifikdnsan

nagyobb mennyiségli diffundalt hatdbanyagot mutatott, mint a szuszpenzios forma.
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4.2.4.2. Mukoadheziv NLC osszetételek

Megvizsgaltuk a HPMC-t tartalmaz6é NLC rendszerek (NLC9-16) in vitro hatdéanyag
diffaziojat is. A faktorialis terv kiértékelése alapjan megallapithato, hogy a feliiletaktiv anyag
jelentds pozitiv hatdsa van a diffaziora.

Coxm 6h) = 73.50 +1.64A — 14.40B + 25.07C — 1.24AB + 2.65AC - 3.11BC, (10)

A legnagyobb diffundalt DXM mennyiség az NLC13 és 14 esetében volt kimutathatd
(kisebb emulgens mennyiséget tartalmazd és alacsony bezarasi hatékonysagot mutatod
Osszetételek). Ez alapjan megallapithato, ha kevesebb hatéanyag van a nanohordozdba bezarva
(azaz tobb a szabad DXM), akkor nagyobb mennyiség diffundal a szintetikus membranon
keresztiil, masrészt ez azt jelentheti, hogy a magas emulgealdszer-koncentracionak (és/vagy
4.2.5. Sejt életképességi vizsgdlat
4.25.1. Alap NLC osszetételek

Az NLC-k lehetséges toxicitasanak elemzésére human szaruhartya epitél sejtek
¢letképességi vizsgalatat alkalmaztuk (MTT teszt). Az eredmények alapjdn az NLC-k és

komponenseik nem voltak toxikusak a szaruhartya epitélsejtekre.

4.2.5.2. Mukoadhaziv NLC osszetételek

A mukoadheziv NLC készitmények (NLC9-12) és a polimer toxicitasat impedancia
méréssel vizsgaltuk. A DXM tartalmi NLC készitményekkel torténd kezelés utan nem volt
mérhetd, jelentds sejtkarosodas.
4.2.6. Immunhisztokémia

A sejtek életképességi vizsgalatat immunhisztokémiaval egészitettik ki, annak
érdekében, hogy tisztazzuk a készitmények hatdsat a szaruhartya hamsejtjeinek barrier
funkcidjara. A kezelt csoportokban nem tapasztaltunk jelentds morfoldgiai valtozasokat.
Valamennyi 6sszekapcsolo fehérje az intercellularis kapcsolatokon lokalizalodott, és minden
csoportban folyamatos pericellularis 6veket képzett.
4.2.7. Permedbilitds vizsgalatok

A permeabilitas a hatoanyagmolekuldk azon képessége, hogy athatolhatnak a biologiai
membranokon. Vizsgalatunkban 3 kiilonb6z6 modszert alkalmaztunk és dsszehasonlitottunk
egymassal: in vitro nagy ateresztoképességii szaruhartya-PAMPA modellt; szaruhartya

sejttenyészetet; és ex Vivo sertés szaruhartyaja penetraciot, amit Raman térképezés értékeltiink
Ki.
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4.2.7.1. Permeabilitas vizsgalata PAMPA membrdnon keresztiil

Az NLC rendszerek és a szuszpenzid fluxusértékeinek Osszehasonlitasa jelentds
penetraciot prediktalt a nanohordozokbol. Meglepé modon az NLCI11 és 12 mutatta a
legnagyobb penetraciodt €s szignifikans kiilonbséget a DXM szuszpenzios formajahoz képest.
Az NLC11 és 12 készitmények azonban alacsonyabb hatéanyag diffuziét mutattak az in vitro
difftizids vizsgalat soran. Ez az ellentmondas valoszinlileg az NLC-k komponensei és a

PAMPA membran kozotti kolcsonhatassal magyarazhato.

4.2.7.2. Permeabilitds vizsgdlata Sejtkultura modellen

A legnagyobb hatéanyagmennyiség az NLC13 és NLC14 készitmények esetében
penetralt (3. abra). 60 perc elteltével a DXM penetralt mennyisége szignifikdnsan magasabb
volt az NLC14 esetében, mint a szuszpenzids forma esetében. Amikor a donor fazisban
magasabb volt a szabad koncentracid, a penetralt DXM mennyisége is magasabb volt. Ez a
tendencia hasonlo az in vitro diffuzids vizsgalatokhoz. Ez azt sugallhatja, hogy ha a bezarasi
hatékonysag jobb, akkor a DXM kisebb mennyiségben diffundalhat és penetralhat az NLC

rendszerekbol.
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3. abra A penetralt DXM mennyisége a HCE-T sejteken keresztiil 30 perc és 60 perc utan.

Figyelembe véve a kezelés utani permeabilitdsi (Papp) értékeket, az O6sszes NLC
készitmény magasabb értékeket mutatott a szuszpenzidhoz képest, ami a hatéanyag jobb
penetraciojat jelzi nano-lipid készitmények alkalmazasaval.
4.2.7.3. A kiilonbozd penetracios modellek kozotti korreldcio vizsgadlata

A penetracidés vizsgalatok Osszehasonlitdsdhoz korrelaltattuk a  kiilonbozo
membranokon keresztiil penetralt mennyiségeket. A korreldlt eredmények megerdsithetik a
modellek relevanciajat ¢és alkalmazhatosdgat, valamint segithetnek kivalasztani a
legalkalmasabbat a hatéanyag biohasznosulasanak prediktalasara a fejlesztett NLC rendszerek

esetében.
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Az in vitro diffuzidos vizsgalat eredményei és a PAMPA membranon penetralt
mennyiségek nem korrelaltak egymassal (a korrelacios egyiitthatd 0,06522 volt). A korrelacid
eredménye HCE-T sejteken ¢s a PAMPA-n keresztiil penetralt mennyiségek kozott mérsékelt
volt (a korrelacios egyiitthatd 0,52248 volt). A lehetséges magyarazat az lehet, hogy az NLC
komponense médosithatja a PAMPA membrant, ami megvaltoztathatja a permeabilitast ebben
a modellben.

Az in vitro diffuzids vizsgalat és a permeabilitési vizsgélat HCE-T sejtvonal kozotti
sebességkorlatozd tényezdje az NLC készitményekben a gyogyszer felszabadulasa a
nanohordozokbol.
4.2.7.4. EX VIVO penetracios vizsgalat Raman térképezéssel

A hatdanyag-diffiizios vizsgalat és a sejtvonal-penetracids teszt alapjan az NLC14-et
valasztottuk ki a félkvantitativ Raman-térképezési vizsgalatra. A sertés szaruhartyakat
mukoadheziv és nem mukoadheziv (NLC14) készitményekkel kezeltiik. A polimer nélkiili
NLC esetén jelentds NLC jelenlétére utalo intenzitast figyelhetiink meg a szaruhartya sztréma
rétegében (300 pm behatolasi mélység) (4. abra).

Non-treated Polymer-free NLC treated Polymer containing NLC treated
porcine cornea porcine cornea porcine cornea
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térképezéssel.

A polimert tartalmazé NLC (NLC14) esetében a szaruhartya felszinén és a sztroma fels6
részén jelentés Raman-intenzitas figyelhetd meg, de ez utdobbi gyengébb, mint a polimer nélkiili
NLC esetében. Mukoadheziv tulajdonsagainak koszonhetden az NLC14 jelentds depot képez a
szaruhartya feliiletén, €s kevesebb komponens juthat at a hamrétegen keresztiil a hidrofil

sztrOmaba.
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5. OSSZEFOGLALAS

PhD-munkam célja szemészeti felhasznalasra szant innovativ gyogyszeradagold rendszerek

kidolgozasa volt. A munka Gjszeriisége a kovetkezOképpen foglalhatd 0ssze:

e In situ gélesedd mukoadheziv készitmény formulalasa ciklodextrinnel modositott tiolalt
polimerrel, amely lehetové tette a prednizolon, mint hatdanyag beépitését egy hidrofil
mukoadheziv szemészeti készitménybe.

e A ciklodextrin k&tése a polimerhez megnovelte a hatas id6tartamat, és a ciklodextrin szabad
¢s kotott forméjanak kombinalasaval programozhatova tette a hatdanyagleadas sebességét
¢és mértekét.

o [El0szor keriilt bemutatasra a DXM-t tartalmazd mukoadheziv NLC rendszerek optimalasa
a szemen tartdzkodasi idé novelésére.

o A fejlesztett NLC rendszerek biokompatibilisek voltak, ezt immunhisztokémiai modszerrel
¢s a sejtek életképességi vizsgalataval igazoltuk.

e Erds korrelaciot talaltunk az in vitro hatéanyag-diffuzids vizsgalat és a HCE-T sejteken
tortént permeabilitasi vizsgalat kozott az NLC rendszereink esetében.

e Exvivo Raman térképezést alkalmaztunk a penetracié nyomon kovetésére, amely igazolta,
hogy az alap NLC készitmények komponensei penetralnak a sztroma rétegbe, mig a
mukoadheziv nanokészitmények egy depot hoznak 1étre a szem felszinén.

Osszegzésként megéllapithato, hogy a disszertacioban ismertetett tiolalt mukoadheziv
hidrogélek és NLC-k lehetdséget adnak a szemészeti szteroid gyulladascsokkentd gyogyszerek

biohasznosulasanak novelésére.
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