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1. BEVEZETES

A hatékony, beteg-egyiittmiikodés szempontjabol optimalis szemészeti készitmények
fejlesztése nagy kihivast jelent a gyogyszertechnologusok szamara, ugyanis a szem Osszetett
anatomiai szerkezete, védekez6 mechanizmusai és a készitmény alkalmazhatosaga jelentdsen
korlatozza a formulafejlesztés lehetdségeit. FO célunk, hogy megfeleljiink a betegkézponti
terapia €s a gyogyszerformulalas technologiai kovetelményeinek.

A szem az egyik legfontosabb szerve az emberi testnek. Barmilyen eredeti lataszavar
esetén komoly hatrany alakul ki a mindennapi életvitelben. A beteg-compliance
kulcsfontossagli, amihez hozzajarul az optimalis, egyszerlien és Onalldéan kivitelezhetd
alkalmazas, megfeleld hatékonysag, minimalis irritacié figyelembevétele a fejlesztés soran.
A szem sajatos fizioldgias igényei teszik nehézzé az optimalizalast. Szdmos 1) modszert
fejlesztettek a megnovelt biohasznosulasu szemészeti készitmények formulalasara. Ezek
koziil leginkabb a szemcseppek vannak a kutatélaborok fokuszpontjaban. A szemcseppek
szamos eldonye mellett (konnyli alkalmazhatdsag, nem invaziv, kényelmes és gazdasagos),
sok hatranyuk ismert, amelyek megoldasra varnak: rovid tartézkodasi ido, kis felszivodas,
alacsony biohasznosulas és problémas mikrobioldgiai stabilitas a tobbadagos
készitményekben.

A szemészeti készitmény hatékonysaganak optimalizalasdhoz ndvelni kell a vizben
rosszul old6d6é hatéanyag oldhatosagat ¢és tartézkodasi idejét a szem felszinén.
Oldékonysagnoveld ciklodextrin (CD) szarmazékok ¢€és mukoadheziv polimerek
alkalmazaséaval a hatdanyag permeabilitdsa €s a gyogyszerkészitmény szemfelszinen valo
tartdzkodasi ideje nd, igy az elvart hatékonysag és biohasznosulés elérhetd. A szemcseppek
antimikrobas stabilitdsa kifejezetten fontos. Kordbbi vizsgdlatok alapjan a leggyakrabban
alkalmazott tartdsitoszer, a benzalkonium klorid (BK) irritdld és toxikus hatast a kornea
epitélsejtjein, azaz egy jobban tolerdlhatd, antimikrobds, alternativ anyag alkalmazasa

sziikséges az 0j készitmények fejlesztésében.



2. CELKITUZES

Munkaék soran célul tiztiik ki egy olyan innovativ szemészeti készitmény fejlesztését,

amelyben hatéanyagként prednizolont (PR) alkalmaztunk. Tovabbi célunk volt a készitmény

megfeleld fiziologiai, reoldgiai, mukoadheziv és mikrobioldgiai paramétereinek kialakitasa

az optimalis toxicitds ¢s hatoanyag-permeabilitas mellett, vizoldékony CD zarvanykomplex

¢és prezervativ, mukoadheziv cink-hialuronat (ZnHA)—cink-gliikkonat (ZnGlu) rendszer

alkalmazasaval.

A munka f6 1épései a kovetkezok voltak:

VI.

PR-CD zarvanykomplex képzése és az alkalmazott CD mennyiségének
optimalizaldsa fazis oldékonysag vizsgalattal és dializismembran-diffuzids

modszerrel,;

Fiziologids paraméterek bedllitaisa pH, feliileti fesziiltség ¢és ozmolalitas

meérésével;

Viszkozitas ¢s mukoadheziv tulajdonsagok vizsgalata;

Mikrobiologiai stabilitds vizsgalata az Europai Gyogyszerkonyvben (EP)

hivatalos modszerrel;

In vitro citotoxicitas vizsgalata human kornea epitél sejtvonalon (HCE-T);

Hatdéanyag permeabilitasanak vizsgalata in vitro HCE-T és ex vivo sertés kornea

modellek alkalmazasaval.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok

A PR-t a Henan Lihua Gyobgyszerészeti Vallalattol (Henan, Kina) biztositotta. A
hidroxipropil-B-CD-t (HPBCD) a Wacker-Chemie GmbH-t6l (Miinchen, Németorszag)
szereztiik be, a hidroxipropil-y-CD-t (HPGCD) a Cyclolab Kft (Budapest, Magyarorszag), a
ZnHA-ot és a ZnGlu-ot a Richter Gedeon Nyrt. (Budapest, Magyarorszag) felajanlasaval
alkalmaztuk. A BK-t, a NaCl-ot, a borsavat és a boraxot (borat-puffer komponensei) valamint
a dimetil-szulfoxidot (DMSO) a Molar Chemical Kft-t6l (Halasztelek, Magyarorszag)
vasaroltuk. A mucint (porcine gastric mucin type 1) a Sigma Aldrich-t6l szereztiik be (Saint
Louis, Missouri, USA). Ringer-oldatot alkalmaztunk a vizsgalatok médiumaként, aminek pH
értéke 7,4-re volt beallitva.

3.2. Modszerek
3.2.1. PR-CD zarvanykomplex vizsgdlata

3.2.1.1. Fazis oldékonysag vizsgalat
A fazis oldékonysag vizsgalat soran a PR-t feleslegben adtuk HPBCD-t illetve HPGCD-
majd 48 oran keresztiil kevertettilk. Ezt kdvetden a mintakat 0,45 pm-es membransziirOn
(Millex-HV Syringe Driven Filter Unit, 0.45 um, EMD Millipore, Billerica, MA, USA)
sziirtiik, és a hatdanyag-tartalmat UV spektrofotométerrel (hullamhossz: 248 nm, Unicam
UV/Vis Spectrometer, ATI Unicam, Cambridge, UK) mértiik. Az eredményeket fazis-
oldékonysagi gorbén abrazoltuk, meghataroztuk a diagram tipusat és szamoltuk a latszolagos
stabilitasi allandokat (Ks).
3.2.2. A szemészeti készitmények eloallitasa
A készitményekben hatdanyagként 0,1%-ban PR-t alkalmaztunk. Adott mennyiségii
HPBCD-t vagy HPGCD-t borat pufferben (tisztitott vizzel készitett, 0,22 pm-es
membransziirén atsziirt) feloldottunk. A PR hozzdadéasa utan 10 percig ultrahangos kédban
razattuk a hatdanyag teljes feloldodasaig. Ezt kovetéen ZnHA-ot és ZnGlu-ot adtunk az
oldathoz 0,5%-0s mennyiségben. Az ozmolalitast NaCl-al allitottuk be 300 mOsm/kg értékre,
a pH 6,20 volt minden Osszetétel esetében. Minden szemcseppet aszeptikus koriilmények
kozott készitettiink. A mintakat 24 o6ran keresztiil hiitében taroltuk a polimer teljes duzzadasa

céljabol.



3.2.3. Dializismembran-diffuzio vizsgdlata

Az optimalis hatéanyag penetraciohoz sziikséges CD koncentraciot dializismembran-
difftiziés vizsgalattal hatdroztuk meg. Zellutrans/Roth celluléz dializismembrant (10 mm
széles, 6,4 mm atmér6, MWCO: 12000-14000 D) alkalmaztunk a kisérletekhez. A
membranzsakokat Spectra/Por zardelemekkel zartuk. A zsakokba 2,00 ml mintat injektaltunk,
majd azokat 25 ml borat puffert tartalmazo akceptor fazisba (pH=7,4) helyeztiik 35 °C-on
temperalva. Adott iddintervallumokban (15, 30, 60, 120, 180 and 240 perc) 1,00 ml mintat
vettiink az akceptor fazisbol, amit friss borat pufferrel potoltunk. 4 parhuzamos mérést

végeztiink el. A hatéanyag-tartalmat UV spektrofotometrias eljarassal hataroztuk meg.
3.2.4. Viszkozitds

Physica MCR 101 reométert hasznaltunk a viszkozitds mérésekhez kup-lemez
mérdeszkozzel (Anton Paar, Graz, Ausztria, CP25-1, cone angle 0,997°, 25 mm atmérd). A
mintékat 25 °C-on vizsgéltuk; a nyirasi sebességet 0,1-t61 100 1/s-ig noveltiik, a kiértékelésnél
a 100 1/s nyirasi sebességen mért atlagértékeket hasznaltuk. A viszkozitas-értékeket CD
koncentraci6 fliggvényében abrazoltuk.

3.2.5. Feliileti fesziiltség

A mintdk feliileti fesziiltségét OCA 20 nedvesedési peremszog meghatarozé késziilekkel
(Dataphysics Instruments GmbH, Filderstadt, Németorszag) mértiik, fliggd csepp mddszerrel.
A feliileti fesziiltség értékeket SCA 20/22 szoftvermodul segitségével szamoltuk ki Young-

Laplace egyenlet segitségével.
3.2.6. Tartositoszer-hatékonysag vizsgalata

A ZnHA-ZnGlu rendszer dsszetételiinkben valo mikrobiologiai hatékonysagat a EP-ben
hivatalos modszerrel vizsgaltuk, BK-dal tartdsitott mintdkkal Osszehasonlitva. A
tartositoszerek hatékonysagat kontroll térzseken teszteltiik: Staphylococcus aureus (ATCC
6538), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 9027) és Candida albicans (ATCC 10231). A
kiilonb6z6é mikroorganizmusokat tartalmazé inokulum szuszpenziokat 9 g/l NaCl-ot
tartalmazod steril oldattal készitettiik. A telepképzd egységek szamat (CFU) lemezontéses
modszerrel, majd telepszamlalassal hatdroztuk meg. A tartositott mintakat beoltottuk 10°
CFU/ml baktériumot illetve gombéat tartalmazd szuszpenzidkkal. A standard modszert
kovetve harom parhuzamos mintat vettiink adott idokozonként (0; 6; 24 ora; 7; 14; 28 nap) €s
Sabouraud-dextroz folyékony agar (gomba) vagy emésztett szdja-kazein folyékony agar
(baktériumok) taptalajban oszlattuk el. A baktériumot tartalmaz6 mintakat 30-35°C-on 24
Oraig, a gomba-tartalma mintakat 20-25°C-on 48 o6raig inkubaltuk. A CFU csokkenésének



loguo értékeit 6sszehasonlitottuk az EP A és B szintli kovetelményeivel (EP-A, EP-B). Célunk
volt, hogy igazoljuk a ZnHA-ZnGlu gydgyszerkonyvi kovetelményeknek vald megfelelését
a CD szarmazg¢k jelenléte mellett.
3.2.7. Mukoadhézio vizsgadlata

ZnGlu rendszerrel és anélkiil készitettilk el. Célunk volt, hogy igazoljuk a biopolimer
tartalmi mintaink mukoadhezivitasat, illetve a CD szarmazékok esetleges befolyasat a
mukoadhéziora. A méréseket TA.XT Plus Texture analyzer-rel (ENCO, Spinea, Olaszorszag)
végeztik, 1 kg-os cellaval és 1 cm atméréji henger szondaval felszerelve. 20 ul mintat
helyeztiink a szondara, amit egy 50 ul 8%-os mucin diszperzidval (szimulalt
konnyfolyadékkal késziilt) vagy szimuldlt konnyfolyadékkal (vak, pH=7,4) Aatitatott
szlirOpapir korongra helyeztiink. 2500 mN eldnyomadst alkalmaztunk 3 percig. A szonda
fiiggbleges emelésével elvalasztottuk a mintat. A szonda emelkedésének sebessége a vizsgalat

soran 2,5 mm/perc volt.

3.2.8. Human kornea epitélsejtvonal elokészitése

A human kornea epitélsejtek ((HCE-T; RCB 2280; RIKEN BRC, Tsukuba, Japan)
immortalizalasa rekombinans SV-40 adenovirus vektorral tortént. A sejteket F-12 Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium-ban (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, California, USA), 10%-
os magzati szarvasmarha szérummal (Gibco, Life Technologies, Carlsbad, California, USA),
0.5% DMSO-val, 5 pg/ml rekombinans humén inzulinnal és 10 ng/ml rekombinans human
epidermalis novekedési faktorral kiegészitve inkubatorban novesztettiik (5% COg2, 37 °C).
Minden miianyag feliiletet 0,05% patkany farok kollagénnel (tisztitott vizzel készitett)
vontunk be a sejtek tenyésztése eldtt. A kozeget kétnaponta cseréltiik. A sejteket elészor
folyadék-folyadék koriilmények kozott tenyésztettitk 5-8 napon keresztiil. A levegd-folyadék
hatarfeliilet kialakitdsahoz eltavolitottuk a médiumot a fels6 kompartmentbdl, és 1ml
médiumot adtunk az alsé kompartmenthez, hogy a folyadékszintet megfeleld magassagban
tartsuk a kovetkez6 5-8 napban. A transzepithelialis elektromos ellenallas (TEER) méréséhez

500 pl médiumot adtunk a felsé kompartmenthez minden masnap.
3.2.9. A sejtek életképességének vizsgalata impedancia méréssel

A PR végs6 koncentracioja 100 pg/ml volt a kisérletekben hasznalt mintdkban. A
mintdkat Ringer-oldattal (pH=7,4) higitottuk. A kovetkezd Osszetételek vizsgaltuk (1.
tablazat.):



1. tablazat. A vizsgalt szemészeti készitmények dsszetétele

Sejtéletképesség vizsgalata Permeabilitas vizsgalata
l. PR/HPBCD/ZnHA/ZnGlu F1 PR
Il. PR/HPGCD/ZnHA/ZnGlu F2 PR/HPBCD
1. PR/HPBCD/BK F3 PR/HPGCD
(AVA PR/HPGCD/BK F4 PR/HPBCD/ZnHA/ZnGlu
V. ZnHA/ZnGlu F5 PR/HPGCD/ZnHA/ZnGlu
VI. BK

Az impedanciat 10 kHz-en mértiik RTCA SP késziilékkel (ACEA Biosciences, San
Diego, CA, USA). A hattér-méréseket 50 pl sejtkultra-médiummal végeztiik, majd
kollagénnel bevont arany elektrodas 96-1yuku plate-ben (E-plate 96, ACEA Biosciences) 5 x
103 sejt/lyuk stirtiségig tenyésztettiik. A sejteket 4-5 napig inkubatorban téroltuk (CO2, 37 °C),
majd 10 percenként monitoroztuk a kisérlet végéig. A sejteket a ndvekedési platd kezdetéig
kezeltik. A tapoldatok Ringer-oldattal késziiltek, Triton X-100 (TX-100) detergenst (1
mg/ml) alkalmaztunk sejttoxikus referenciaként. A sejtek életképességét meghataroztuk (Rn-
Rb értékek) adott idok6zonként, ahol az Rn a sejtes elektroda impedancia értéke, illetve Rb

az dnmagaban médiumot tartalmazé hattér impedancia értéke.
3.2.10. Immunhisztokémia

A formulaciok HCE-T sejtmorfologiara vald hatasat sejtkapcsolati fehérjék [zonula
occludens protein 1 (ZO-1), occludin, B-catenin and E-cadherin] immunfestésével vizsgaltuk.
A sejteket tiveg feddlemezeken (Menzel-Glaser, Braunschweig, Germany) novesztettiik 4 x
10* sejt/fedélemez stirtiségiire, majd 30 percen at kezeltik a formulacidkat tartalmazé
mintakkal. A kezelést kovetden a feddlemezeket fosztat-pufferrel (PBS) mostuk és a sejteket
3%-o0s paraformaldehid oldattal 15 percen at fixaltuk szobahdmérsékleten. A sejtek
permabilizalasat 0,2%-0s TX-100 oldattal végeztiik 10 percig és a nem-specifikus kotdhelyek
blokkolasat kdovetéen (3%-0s PBS-ben oldott szarvasmarha szérum albuminnal) primer
antitesteket alkalmaztunk [nyul anti-ZO-1 (AB_138452, 1:400; Life Technologies, Carlsbad,
CA, USA), nyul anti-pB-catenin (AB_476831, 1:400), nytl anti-occludin (AB_2533977,
1:100; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) és egér anti-E-cadherin (AB_397580, 1:400;
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA] egy éjszakan at tartd kezeléssel. A szekunder
antitestekkel valé inkubalast 1 oran keresztiil végeztiik [Alexa Fluor-488-labeled anti-mouse
(AB_2534088, 1:400; Life Technologies, Invitrogen, USA) és anti-rabbit 1IgG Cy3 conjugated
(AB_258792, 1:400)]. Hoechst dye 33342 festéket alkalmaztunk a sejtmagok
megjelenitéséhez. A festékek vizualizacidjahoz Visitron konfokalis rendszert (Visitron

Systems GmbH, Germany) alkalmaztunk.



3.2.11. Permeabilitas vizsgalata HCE-T sejtvonalon

A TEER értéket STX-2 elektroddal felszerelt EVOM volt-ohmméterrel (World Precision
Instruments, Sarasota, FL, USA) mértilk a kisérlet soran a barrier-integritas ellenérzése
céljabol. Az eredményeket a monolayer feliiletéhez viszonyitva Q x cm?-ben fejeztiik ki. A
sejtmentes inzertek TEER értékét minden esetben kivontuk a mért adatbol. A HCE-T sejteket
10° denzitasura novesztettiik a Transwell inzertekben (polikarbonat membran, 0,4 pm
porusatmérd, 1,12 cm? feliilet; 3401, Corning Life Sciences, Tewksbury, Massachusetts,
USA), majd 5-8 napig folyadék-folyadék koriilmények kozott, illetve 5-8 napig levego-
folyadék hatarfeliileten tenyésztettilk. A TEER érték ellendrizve, illetve a médium cserélve
lett minden masodik napon. A permeabilitdas mérésekhez az inzerteket akceptor fazisként 1,5
ml Ringer-oldatot tartalmazo 12-lyuka plate-re helyeztik. A felsé donor oldalra 0,5 ml
formulaciokat tartalmazo puffer-oldat mintakat pipettaztunk (F1-F5). A plate-eket 30 percing
horizontalis keverén (120 rpm) kevertettiik. Mindkét kompartmentbdl mintat vettiink és

meghataroztuk a hatéanyagtartalmat HPLC segitségével.
3.2.12. Ex vivo permeabilitds vizsgadlata

A kisérlethez hasznalt szemek nagyfehér sertésekbdl (suly: 90-115 kg, him és ndstény,
6-7 honapos) szarmaznak egy helyi vagoéhid felajanlasdn keresztiil. Az eltavolitott
szemgolyokat izotonias sooldattal (NaCl, 0.9%; B. Braun, Melsungen, Germany) mostuk és
Ringer-oldatban jégen taroltuk a felhasznalasig. A szallitas és a preparalas az allatok elolését
kovetd 2 oran beliil megtortént. A kimetszett korneakat vertikalis diffazios cellakba (Standard
Vertical Ussing/Diffusion Chambers, akrilbol késziilt, 0,64 cm? diffizios feliilet, Harvard
Apparatus, Holliston, MA, USA) helyeztiik. A kornea epitélialis oldala a donor fazis felé
mutatott. A donor és akceptor fazisok térfogata egyarant 3,5-3,5 ml volt. 30 perces inkubaciot
kovetden a donor fazist eltavolitottuk €és 3,5 ml mintat injektaltunk a helyére. Adott
id6k6zonként 500 uL mintat vettiink az akceptor fazisbol, amit 500 pL Ringer-oldattal
potoltunk. Folyamatos O> cirkulaciot biztositottunk a rendszerben fiziologias kortiilményeket
szimulalva a szoveteknek. Hat parhuzamos mérést végeztiink minden minta (F1-F5) esetén.
A mintdk PR tartalmat HPLC mddszerrel hataroztuk meg, majd mintanként kiszamoltuk az

apparens permeabilitasi koefficienst.
3.2.13. TEER mérése az ex vivo vizsgalat sordn

Az ex vivo kisérletek soran monitoroztuk a TEER értéket a sertés kornea épségének
ellenérzése céljabol. Ag/AgCl elektrodakat hasznaltunk Millicell® ERS-2 Epithelial Volt-
Ohm Meéterhez (EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) kapcsolva. Az ellenalast



adott id6kozonként (0; 15; 150; 300 perc) mértiik minden vertikalis diffuzios cellaban,

mindegyik parhuzamos vizsgalat esetén.
3.2.14. HPLC mérés modszere

A PR mennyiségi meghatarozasara HPLC-t alkalmaztunk (Agilent Infinity 1260
(Agilent, Santa Clara, CA, USA). Phenomenex Gemini NX C18 kolonnat (150 x 4.6 mm, 5
um) hasznaltunk az EP-ben hivatalos mddszer alapjan. HPLC mindségli vizet alkalmaztunk
az A csatornan, HPLC mindségii acetonitril/metanol elegyet (50/50 V/V%) a B csatornan,
1 ml/perc aramlasi sebességgel, 25 °C-on. Az elvélasztds soran gradiens elicidt
alkalmaztunk. 20 pl vizsgélati mintat injektaltunk, a hatéanyag meghatarozasat 254,4 nm

hulldmhosszon végeztiik.
3.2.15. Statisztikai analizis

Az eredmények atlagait haszndltuk a vizsgéalatok kiértékelése sordn azok standard
modszert hasznaltunk Dunett’s tesztet megel6zden statisztikai szoftver segitségével
(GraphPad Software Inc., San Diego, USA). Az eredmények szignifikanciajat P<0,05
értéknél hataroztuk meg.



4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES

4.1. PR-CD zarvanykomplex vizsgalata

4.1.1. Fazis oldékonysadg vizsgdlata

A fazis-oldékonysag vizsgalat eredménye az 1. abran lathato:
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1. abra. A PR fazis oldékonysag gorbéje HPBCD (m) és HPGCD (A) tartalmi vizes oldatokban
25°C-on

A PR oldékonysaga linedrisan nétt a HPBCD illetve HPGCD koncentracié novelésével.
A gorbék Higuchi AL tipusuak mindkét CD szdrmazék esetén, tehat 1:1 molekulaaranya
komplex létrejottét feltételezhetjik. A HPBCD esetén az apparens stabilitdsi allando
1286,4 Mt, PR-HPGCD esetén ez az érték 1778,5 M. Megillapithaté hogy a PR nagyobb
affinitassal komplexalodik a HPGCD iiregébe.

4.2. Dializismembran-diffuzié vizsgalata

A dializismembran-diffiziés vizsgalattal optimalizaltuk a készitmények CD

crer

mennyiséget az 2. dbra mutatja be a CD koncentracio fiiggvényében.
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2. abra. PR diffuziéja félig atereszté6 membranon keresztiil a HPGCD és HPBCD koncentracio
fiiggvényében 240 perces mérést kovetden

Az eredmények azt mutatjak, hogy 4 mM HPGCD ¢és 5 mM HPBCD okozta a legnagyobb
hatéanyag diffiiziot a dializismembranon keresztiil. Optimalis CD koncentracié alatt nem
komplexalt, szuszpendalt hatéanyag marad a zsdkokban. A sziikségesnél magasabb CD
koncentracio esetén kevesebb szabad PR molekula detektalhato az akceptor fazisbol szarmazo
mintakbol. Ezt kovetéen ZnHA-ZnGlu rendszert adtunk a szemcseppekhez, hogy biztositsuk
a mukoadhéziot és a mikrobiologiai stabilitast. A biopolimer hozzéadasa nem volt befolyassal

a dializismembréanon diffunddléo PR mennyiségére.

4.3. Viszkozitas

Vizsgaltuk a ZnHA és PR-CD komplex tartalmua készitményeink viszkozitasat. Korabbi
tanulmanyok alapjdn a szemcseppek viszkozitdsa 30 mPas értek alatt optimalis. Ennél
magasabb  értéknél lataszavar ¢és diszkomfort érzés jelentkezhet, ami fokozott
konnytermelddéshez és gyors elimindcidhoz vezethet a szem védekezd reflex

mechanizmusainak koszonhetden. Az eredmények azt mutatjdk, hogy az Osszetételeink

viszkozitasa megfeleld, 9,2-24,2 mPa s tartomanyba esik.

4.4. Feliileti fesziiltség

A mintéink feliileti fesziiltségek atlaga 60 mN/m, ami magasabb a konnyfolyadék feliileti
fesziiltségénél. Korabban vizsgalt forgalomban 1év6 szemceseppek értékei 34,3 és 70,9 mN/m
kozé estek. Figyelembevéve ezeket az eredményeket az altalunk formulalt szemcseppek

feliileti fesziiltsége megfelel a szemészeti készitményekkel tamasztott kovetelményeknek.

4.5. Tartésitoszer-hatékonysag vizsgalata

A tartositoszer-hatékonysag vizsgalat soran az I-es (HPBCD-vel) és 1I-es (HPGCD-vel)
mintakban ZnHA-ZnGlu rendszert alkalmaztunk tartositd6 komponensként.
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A Staphylococcus aureus mennyiségének logaritmikus csokkenése 1,5 volt 6 orat
kdvetden, 2 volt 24 6ra utdn és nem volt kimutathaté mennyiségii baktérium 7 napot kovetden.
A Pseudomonas aeruginosa esetén nagyobb mértékii csokkenés volt megfigyelheté a
vizsgalat idétartamanak elején, de a baktérium minden mintaban kimutathat6 volt. A Candida
albicans telepek logaritmikus csokkenése 1 volt 6 ora utan és nem volt detektalhatod
gombatelep a késébbi mintaszamlalasokkor. Osszefoglalva a ZnHA—ZnGlu rendszer tartosito
hatékonysaga az EP B szintii kovetelményeknek felel meg.

A lll-as (HPBCD) és IV-es (HPGCD) mintékat benzalkonium-kloriddal tartositottuk. A
I11-as mintaban megfigyelt logaritmikus cs6kkenés Staphylococcus aureus esetén 1 volt 6 6ra
utan, 2 volt 24 o6ra utan, és nem volt megfigyelhetd baktérium a késObbiekben. A
Pseudomonas aeruginosa logaritmikus csokkenése 2 volt 6 oOra utan és nem volt
megfigyelhetd telep a késdbbi méréseknél. A Candida albicans esetén nem volt
megfigyelhetd gomba 7 napos vizsgalatot kovetden. A IV-es mintaban nem volt
megfigyelheté S. aureus és C. albicans 6 orat kovetéen. A P. aeruginosa esetén az
antimikrdobas hatéds kisebb mértékii volt, melynek hatterében az ismert rezisztencia all a BK-
val szemben. A lll-as és IV-es minta mikrobioldgiai stabilitasa ugyancsak megfelel az EP

kovetelményeinek.

4.6. Mukoadhézio vizsgalata

A Tensile teszt eredménye alapjan szignifikans kiilonbség figyelheté meg a vakoldaton,
illetve a mucin diszperzion mért mérések értékei kozott. Minden minta mukoadheziv, a
ZnHA-tal késziilt szemcseppek nagyobb adheziv értékkel rendelkeznek, dsszehasonlitva az
anélkiil készilt Osszetételekkel. Ez igazolja a ZnHA jelentéségét a mukoadhézio
kialakitasaban, aminek hatterében minden bizonnyal a polimerlancok interpenetracioja all. A
CD tipusa nem befolyasolta jelentdsen a mukoadhezidt , nincs szignifikans kiilonbség a

HPGCD és HPBCD-vel készilt mintak értékei kozott.

4.7. Sejtéletképesség vizsgalata impedancia méréssel

Az impedancia mérések soran szignifikans sejtkarosodast figyeltiink meg a BK tartalmt
mintak mérésekor (111, IV, VI). A PR-CD komplexet és ZnHA—ZnGlu rendszert tartalmazo
mintdk nem mutattak citotoxikus hatast. Az 6nmagéban ZnHA—ZnGlu rendszert tartalmazo
mintaban (V) mért normalizalt sejt index érték szignifikansan magasabb volt a BK-t
tartalmaz6 mintaban (V1) mért értékkel szemben. Osszehasonlitasként, a maximalis toxicitast

a referencia karosito Triton X-100 detergenssel kezelt sejtekben detektaltuk (3. abra).
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3. abra. Sejtéletképesség vizsgalata HCE-T sejtvonalon 1 oras kezelést. (*p<0,05; ***p<0,001
kontrollal 6sszehasonlitva), Triton X-100 (Tx-100).

4.8. Immunhisztokémia

A kornea epitélsejtek szoros paracellularis barriert képeztek, amelyet a vizualizalt
sejtkapcsolati fehérjék (ZO-1, B-catenin, E-cadherin és occludin) is igazoltak (4. abra).
Morfologiai valtozas volt megfigyelhet6 a BK tartalmi minta esetén (VI) kivaltképp az E-
cadherin fehérje lokalizacioja esetében. A ZnHA-ZnGlu-tal formulalt 6sszetételek esetén nem
volt megfigyelheté morfologiai valtozas, illetve citotoxikus hatdas a HCE-T sejtvonalon.
Megallapithat6, hogy a ZnHA—ZnGlu kombinacié egy nem toxikus alternativa lehet, HCE-T
sejtvonalon jol toleralhaté az alkalmazott koncentracioban. A BK-t tartalmazd mintdk

eredményei aldtdmasztottak a toxikus és a varhato irritald hatast a szem feliiletén.
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4. abra. PR tartalmi mintak hatasa a junkcios fehérjék morfologiajara HCE-T sejtvonalon 1 6ras
kezelést kovetden.

4.9. Permeabilitas vizsgalata HCE-T sejtvonalon

Az in vitro permeabilitas vizsgalat soran PR-CD komplex tartalma mintak, illetve PR-CD-
ZNHA-ZnGlu tartalmu célformulécid permeabilitasat vizsgaltuk PR szuszpenzidval szemben.
Az eredmények alapjan az F2 és F3 Gsszetételek Papp értékei szignifikansan nagyobbak voltak
(F2:5,97 x 107 cm/s, F3: 5,97 x 10~® cm/s) 6sszehasonlitva a PR szuszpenzioval (F1: 5,02 x
10® cm/s). A permeabilitis minimalisan alacsonyabb volt a ZnHA-ZnGlu tartalmu
készitmények esetén (F4: 5,59 x 107¢ cm/s, F5: 5,31 x 1076 cm/s). A hidrofil markermolekulak

alacsony Papp értéket mutattak a modellben, ami a megfeleld barrier-integritast jelzi.
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5. abra. PR in vitro permabilitas-vizsgalata HCE-T sejtvonalon keresztiil. (fluorescein:SF; Evans
blue labeled albumin: EBA) p<0,001 F1-hez hasonlitva

crer

permedcié varhatdo az epitélsejteken keresztiil. A biopolimerrel készitett célformulaciok
permeabilitdsa minimalisan csokkent, aminek hatterében a polimer struktura diffuzio gatld

hatasa 4llhat (5. abra).

4.10. Ex vivo permeabilitas vizsgalata

A PR ex vivo permeabilitasat sertés kornea modellen vizsgaltuk a korabban emlitett
formulaciokkal (F1-F5) (6. abra). A PR-HPBCD (F2) minta permeabilitasa (2,05 x 10~ cm/s)
nagyobb mértékii volt dsszehasonlitva a PR szuszpenzioval (F1, 1,79 x 10”7 cm/s). Az F3
minta (PR-HPGCD) permeabilitdsa alacsonyabb volt (1,31 x 107" cm/s). Figyelembe véve az
egyedi mérések viszonylag magas szoOrdsat nincs szignifikans kiilonbség az FI1-F3
formulaciok Papp értékei kozott. A ZnHA-ZnGlu jelenlétében (F4-F5) szignifikdnsan
alacsonyabb Papp értékek voltak mérhetéek (F4: 1,05 x 1077 cm/s, F5: 0,98 x 1077 cm/s). A
mért TEER értékek 1058-2818 Q x cm? értéktartomanyba estek. Tekintve a folyamatos
keverést, a vertikdlis elrendezést és a kornea sszetett szerkezetét az oldatos formulak elényei

nem mutatkoznak jelentdsen. A célformulaciobol megfigyelt hatdanyag-permeacio
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alacsonyabb a polimer strukturdnak koszonhetden, habar a nagyobb viszkozitds ¢&s
mukoadhézid miatt hosszabb tartdzkodasi id6 €és jobb hasznosulds varhatd. Az ex vivo és in
vitro modellek kozott kiilonbség figyelheté meg a modellek strukturalis eltérései miatt. A
vizsgalt szemcseppek optimalisak lehetnek in vivo koriilmények kozott, ugyanis kisebb
mértéki irritacio és csokkent konnyfolyadék termelés varhatd. A szemcsepp hosszabb ideig
tartozkodik a szem felszinén, illetve a védekez0 mechanizmusok csokkentése esetén hosszabb
idejli hatdanyag abszorpcio varhaté az alkalmazast kovetden, igy ritkdbb hasznalatot igényel.

Megallapithato, hogy a készitmények permeabilitasa optimalis, ami megnovelt terapias hatést

eredményezhet.
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6. abra. PR Ex vivo permeabilitas-vizsgalata (F1-F5) sertés kornea modellen keresztiil*p<0,05 F1-hez
hasonlitva. n=6
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5. OSSZEFOGLALAS

Ph.D. munkdm sordn PR-tartalmt oldatos szemcseppet formulaltunk CD zarvanykomplex
képzésével és mukoadheziv, antimikrobds ZnHA-tal és ZnGlu-tal. Az elért eredmények a

kovetkezok:

e Oldatos rendszer kialakitasa ciklodextrines zarvanykomplex képzéssel HPGCD és
HPBCD alkalmazasaval;

e A dializismembran-diffuzidés vizsgalat soran megallapitottuk, hogy a diffuzio
szempontjabol optiméalis CD koncentracio 5 mM a HPBCD és 4 mM a HPGCD esetén,
in vitro korilmények kozott. A ZnHA és ZnGlu hozzdadasa nem befolyasolta a
penetracios tulajdonsagokat;

legalacsonyabbak, melyek a gydgyszerkonyvi kovetelményeknek megfelelnek;

e A CD koncentracié nem befolyasolta a szemészeti készitmények feliileti fesziiltségét,

amelyek optimalisak voltak a forgalomban 1év6 készitményekéhez viszonyitva;

e A ZnHA-ZnGlu rendszer tartalmu mintaink mukoadheziv tulajdonsagat Tensile teszttel
tamasztottuk ald, ami varhatéan hosszabb tartézkodasi id6t okoz a szem felszinén. A

CD tipusa nem befolyasolja a mukoadhezivitast;

e A tartdsitoszer-hatékonysidg  vizsgalat soran igazoltuk a ZnHA-ZnGlu
alkalmazhat6sagat tartositd komponensként. A ZnHA tartalmi szemcseppek
mikrobioldgiai stabilizald hatdsa megfelel a gyogyszerkdnyv kovetelményeinek

S. aureus, P. aeruginosa and C. albicans esetében;

o A fejlesztett Osszetételek nem toxikusak in vitro koriilmények kozott, HCE-T sejten

elvégzett impedancia-mérés és immunhisztokémia vizsgalatok alapjan;

e A szemcseppek permeabilitasa optimalis in vitro HCE-T ¢és ex vivo sertéskornea

modelleken.

Innovativ 0sszetételeink alkalmasak lehetnek 1j tipusu szemészeti készitmények fejlesztésére
optimalis permeabilitassal, megfelel6 mikrobiologiai stabilitdssal, minimalis irritdcidval, €s

varhatoan nagyobb terapids hatékonysaggal.
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