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1. BEVEZETES

Az orr igéretes, nem-invaziv hatéanyag-beviteli kapunak tekinthetd, mivel gazdag
érhalozattal rendelkezik, gyors hataskezdet biztosit és lehetové teszi a first-pass metabolizmus
elkeriilését. Ez elosegitheti a gyogyszerek kozvetlen bejutasat a szisztémas keringésbe, ndvelve
ezzel a terapias hatékonysagot. A hatdanyagok orron keresztiili bejuttatdsa azonban olyan
kihivasokkal jar, mint a gyodgyszerek elégtelen permeécidja az orrnyalkahartyan keresztiil,
valamint a készitmények gyors kiliriilése az orriiregb6l a mukociliaris clearance kdvetkeztében.
Ezen akadalyok lekiizdése innovativ stratégiakat igényel.

A ciklodextrinek kiilonos jelentéséggel birnak a gyogyszeriparban, mivel képesek kiilonféle
hatéanyagokkal komplexeket képezni, ezzel javitva az oldhatosagukat és a stabilitasukat, ami
fokozott felszivodast eredményezhet. Emellett kolcsonhatasba 1éphetnek  biologiai
membranokkal, befolyasolva a sejtmembran fluiditasat és az epitélsejtek kozotti tight juction-
oket, ezaltal el6segitve a gyogyszermolekulak a nyalkahartyan keresztiili permeaciojat.

Habar a ciklodextrinek fokozzak a felszivodast, a készitmények gyors kiiiriilése az orriiregbdl
tovabbra is jelentds kihivas. A probléma kezelésére vizoldhato polimerek bevonasanak hatasat
vizsgaltuk. A polimerek novelhetik a készitmény lokalis viszkozitdsat, mukoadhéziot
biztosithatnak, ezaltal meghosszabbitva az orriiregben val6 tartdzkodési id6t.

A porlasztva szaritassal eléallitott szilard nazalis készitmények a folyékonyakhoz képest jobb
tapadast mutatnak. Emellett a formulalas soran nincs sziikség tartositoszerekre, a porlasztva
szaritassal elért finom részecskeméret pedig biztositja a gydgyszer optimalis depozicidjat és
felszivodasat az orriiregben. A nem-szteroid gyulladascsokkentdk (NSAID-k) szisztémas
bejuttatasa az orron keresztiil kevésbé kutatott teriilet a potencialis elényok ellenére (gyors
fajdalomcsillapito hatas, kiegészités az opioid terapiaban).

Az irodalomban még legjobb tudomasunk alapjan nem talalhaté tanulmany olyan orrporokrol,
amelyekben ciklodextrineket és vizoldhato polimereket kombinalnak NSAID-k szisztémas
keringésbe juttatasanak javitasa érdekében. Jelen Ph.D. munka célja a kiilonbz6 ciklodextrinek

¢s vizoldékony polimerek kombinacioinak alkalmazhatosagat vizsgalni, potencialisan

hozzajarulva a szilard nazalis gyogyszerformak fejlesztéséhez.

Roviditések: AL — levegi-folyadék hatarfeliilet;, BCD — p-ciklodextrin; CD — ciclodextrin; CNS — kozponti idegrendszer; COX
— ciklooxigenaz; DSC — pasztazo kalorimetria; FT-IR — Fourier transzformdcios infravéoros spektroszkopia; HA — natrium
hialuronat; HPBCD — hidroxipropil-g-cyclodextrin; HPLC — nagyteljesitményii folyadékkromatogrdfia; HPMC -
hidroxipropil-metilcelluléz; ICH — International Council for Harmonisation of Technical Requirements for Pharmaceuticals
for Human Use; LDH — laktdt-dehidrogendz, MTS — 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-karboximetoxifenil)-2-(4-szulfofenil)-2H-
tetrazolium; MXP — meloxikam kalium; NSAID — nem-szteroid gyulladascsiokkento hatoanyag; PBS — foszfatpuffer; PM —
fizikai keverék; PVA — polivinil-alkohol; QABCD — kvaterner ammoénium f-ciklodextrin; SBECD — szulfobutiléter-f-
cyclodextrin natrium séja; SEM — pasztazo elektronmikszkopia, SNES — szimulalt nazalis elektrolitoldat; XRPD — Porréntgen

diffraktometria



2. CELKITUZESEK

Ph.D. munkam célja egy NSAID, meloxikam-kalium (MXP) monohidrat, valamint kiilonb6z6
segédanyagok felhasznalasaval szilard nazalis gyogyszerformak eldallitisa volt. A kutatés
soran a kovetkezo 1épések végrehajtasat terveztiik:

I. A szakirodalom atfog6 attekintését terveztiik a szilard nazalis gyogyszerformék fobb
jellemzdinek, eldallitasi technikdinak ¢és az alkalmazandd segédanyagokkal szembeni
kovetelményeknek a meghatarozéasa érdekében.

Il. Az irodalmi attekintést kovetden eldallitdsa modszerként a nano-porlasztva szaritast
valasztottuk, annak érdekében, hogy <5 um atmérdjii részecskéket hozzunk 1étre. Az eldallitott
mintak esetén alapvetd fizikai-kémiai karakterizalast terveztiik elvégezni. A vizsgalatok
kozéppontjaban a részecskeméret és morfologia, kristalyossag, termikus viselkedés, valamint a
potencialisan kialakuld masodlagos kolcsonhatdsok elemzése 4llt, annak érdekében, hogy
feltarjuk az alkalmazott el6allitasi eljaras hatasat a porok tulajdonsagaira.

I1l. A mintak in vitro tulajdonsagainak — igy a mukoadhézio, a hatéanyag kioldodas és
permeacido — vizsgalatat terveztilkk annak érdekében, hogy megfigyeljik az alkalmazott
segédanyagok hatasat, és hogy kijelolhessiink termékeket tovabbi stabilitasi és sejtkultra-
vizsgalatokhoz.

IV. Célunk volt tovabba, hogy a kivalasztott készitményeket gyorsitott stabilitdsvizsgalatnak
vessiik ala az International Council for Harmonization (ICH) Q1A iranyelveinek megfelelen.
A stabilitasvizsgalatok eredményei az in vitro mérésekkel egylitt szolgaltak a tovabbi, nazalisan
relevans sejtkultura-vizsgalatokhoz sziikséges mintavalasztas alapjaul.

V. Emellett célunk az alkalmazott ciklodextrinek és MXP nem toxikus koncentracidinak
meghatarozasa volt. Tovabba a kivalasztott készitmények nem toxikus koncentracioit is
értékelni kivantuk, hogy a permedcids vizsgalatokat biztonsagosan el lehessen végezni.
hatdanyag esetén és a kivalasztott készitményekbdl, hogy megfigyeljiik, a ciklodextrinek
rendelkeznek-e permeacié fokozo hatassal.

VII. Végiil az alkalmazott segédanyagok — kiilonb6z6 ciklodextrinek és vizoldhatd polimerek
— hatasat kivantuk értékelni a mintak tulajdonsdgaira és nazalis alkalmazhatosagukra.

Végs6 soron a doktori munka elsédleges célja az volt, hogy hozzajaruljon a jovobeli orrporok
fejlesztéséhez, 11j ismereteket nyujtva az MXP-t, ciklodextrineket €s vizoldhaté polimereket

tartalmaz6 készitmények tulajdonsagairdl és viselkedésérdl.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Anyagok
3.1.1. Hatéanyagok
Hatoanyagként meloxikam-kalium (MXP) monohidratot (Egis Zrt., Budapest, Magyarorszag)
alkalmaztunk. A 4-féle ciklodextrin (CD), B-ciklodextrin (BCD), (2-hidroxi)-propil-p-
ciklodextrin (HPBCD), szulfobutil-p-ciklodextrin natriumsé (SBECD, DS~6) és (2-hidroxi-3-
N,N,N-trimetilamino)propil-p-ciklodextrin-klorid (QABCD, DS~2.7) a Cyclolab Zrt.-t6l
(Budapest, Magyarorszag) keriilt beszerzésre. 2-féle polimer, hialuronsav (natrium so6ja) (HA)
(Contipro Biotech (Dolni Dobrou¢, Csehorszag) és poli(vinilalkohol) (PVA) (Sigma Aldrich
Co. LLC, St. Louis MO, US) kertiltek felhasznalasra.
3.2. Modszerek
3.2.1. A porlasztva szaritott mintak eloallitasa
A termékek eléallitasahoz BUCHI Nano Spray Dryer B-90 HP (BUCHI Labortechnik AG,
Svéjc) hasznéltunk A porlasztva szaritdshoz haszndlt oldatok eldallitasa MXP és CD
(BCD/HPBCD/SBECD/QABCD) 1:1 mol/mol aranyanak 10 ml desztillalt vizben valo
feloldasaval tortént a polimermentes mintakhoz. A polimer-tartalmu oldatok még a fent emlitett
vegylileteken kiviil 1 mg/ml PVA-t vagy 0,5 mg/ml HA-t tartalmaztak. A porlasztva szaritas a
kovetkezd paraméterekkel tortént: bemend levegd hdmérséklete: 80 °C; siiritett levegd
dramlasa: 130 1 hl, pumpa sebesség: 20%; aspirator: 100%.
Referenciaként fizikai keverékeket (PM) készitettiink, ugyanazokat az aranyokat fenntartva,
mint amelyeket a porlasztva szaritott oldatokban haszndltunk. A komponenseket Turbula
keverdvel (Turbula WAB, Systems Schatz, Muttenz, Svajc) 50 fordulat/perc sebességgel 10
percig kevertiik.
3.2.2. Fizikai-kémiai karakterizalas
3.2.2.1. Lézer diffrakcios vizsgalat
A porlasztott mintdk részecskeméret eloszlasat Malvern lézer diffraktométerrel vizsgaltuk
(Malvern Mastersizer Scirocco 2000; Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, Egyesiilt
Kiralysag). Az analizis soran diszperzios kozegként levegdt hasznaltunk, amelynek nyomasat
2 barra allitottuk be. Koriilbeliill 1 g-jat vizsgaltuk a mintaknak, minden minta mérésére
haromszor keriilt sor. A részecskeméretet a D(0,5) értékkel jellemeztiik, amely azt az atmérot
jelzi, amely alatt a részecskék térfogatanak 50%-a talalhato.
3.2.2.2. Pasztazo elektronmikroszkopias mérés (SEM)

A szemcsék felszini karakterisztikajanak, alakjanak és méretének vizsgalatat SEM-mel

(Hitachi S-4700, Hitachi Scientific Ltd., Japan) végeztiik. A vizsgalni kivant porokat arany-



palladium bevonattal lattuk el, és 10 kV elektromos fesziiltség és 10 pA aramerdsség mellett
argonatmoszféraban vizsgaltuk oket.

3.2.2.3. Porrontgen diffraktometrias vizsgalat (XRPD)

A PM-ck és a porlasztva szaritott termékek kristalyossagat Bruker D8 Advance
diffraktométerrel (Bruker AXS GmbH, Karlsruhe, Németorszag) vizsgaltuk Cu K, sugarzassal
(L =1,5406 A) 40 kV-on és 40 mA-en. Az adatok gytijtése 3-40° 20 szdgtartomanyon beliil 0,1
maésodpercenként 0,007° 1épéskozzel tortént egy VANTEC-1 detektorral. DIFFRAC.EVA
szoftverrel végeztiik a manipuldciokat: Ko2-vel torténd korrigalds, alapvonal korrekcid,
diffraktogram alatti teriilet simitésa.

3.2.2.4. Differencialis pasztazo kalorimetrias mérés (DSC)

A termoanalizis végrehajtasahoz Mettler Toledo DSC 821° (Németorszag) berendezést
hasznaltunk. Koriilbeliil 2-5 mg mintat perforalt aluminium mintatartoba mérve 25 °C-r6l 300
°C-ra melegitettiink 10 °C-min! felfiitési sebesség alkalmazisaval allando, 150 ml-min
sebességli  argonaram mellett. A DSC-gorbéket STAR® programmal (Mettler Inc.,
Schwerzenbach, Svajc) értékeltiik ki.

3.2.2.5. Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopias mérés (FT-IR)

Az FT-IR méréseket az MXP ¢és a segédanyagok kozott esetlegesen kialakult kolcsonhatasok
vizsgalatara alkalmaztuk. A spektrumokat egy AVATAR330 spektrométerrel (Thermo Nicolet,
Unicam Magyaoroszag Kft., Budapest, Magyarorszag) rogzitettik 400-4000 cm™
intervallumon, 2 cm™ optikai felbontds mellett. A mintdkbol 6rlés utan 0,15 g KBr
hasznalataval 10 t préserdt alkalmazva pasztillakat préseltiik, ezen pasztillakon athalado
infravoros sugarzds abszorbancidjat mértiik. A detektalt spektrumok kiértékeléséhez ¢és
abrazolasahoz a SpectraGryph szoftvert hasznaltuk.

3.2.3. In vitro mérések

3.2.3.1. Texture analyser mérés

A készitmények tapadasat TA-XT Plus Texture Analyser (Metron Ltd., Budapest) miiszerrel
vizsgaltuk, 1 cm atmérdjii hengeres szonda és 5 kg-os mérdcella alkalmazéasaval. A mérések
elétt a mintakbol (95 £ 5 mg) pasztillakat allitottunk eld Specac hidraulikus préssel (Specac
Inc., Orpington, Egyesiilt Kiralysag), 10 kN nyomoer6t alkalmazva 10 méasodpercig, 13 mm
présatmérd mellett. A kapott pasztillakat a hengeres szondahoz régzitettiik, majd 2500 mN
eloterheléssel 3 percig hoztuk oOket érintkezésbe a mesterséges nyalkahartya-réteggel. Ezt
kovetéen a szondat 2,5 mm-min~' sebességgel emeltiik fel a mintak nyalkahartyarol valo
levalasztasa céljabol, mikozben rogzitettilk az erd-ut gérbét, amely alapjan meghataroztuk a
maximalis levalasi er6t és a tapadasi munkat. Utobbi az er6-ut diagram gorbe alatti teriilete

alapjan keriilt kiszdmitasra. A mesterséges nyalkahartyat szlirOpapir segitségével alakitottuk ki,



crer

mucin-diszperzioval nedvesitettiink. Kontrollméréseket mucint nem tartalmazé SNES-sel
nedvesitett szlirOpapirokon végeztiink. A statisztikai kiértékeléshez egyutas ANOVA-t
alkalmaztunk, Tukey-féle post hoc teszttel Minitab szoftver segitségével. A p < 0,05 értéket
tekintettiik szignifikansnak.

3.2.3.2. Hatoanyag kioldodasi vizsgalat nazalis koriilményeket modellezve

A mintakbdl felszabadulo hatéanyag mennyiségét 5 percen keresztiil, 364 nm hullamhosszon,
in-line médon monitoroztuk, 0,75 mg MXP-t tartalmaz6 porok 50 ml SNES-hez adasaval. A
rendszert 32 + 0,5 °C-on temperaltuk folyamatos, 100 rpm keverési sebesség mellett. Az
eredményeket egy AvaLight DH-S-BAL spektrofotométerrel (Avantes, Apeldoorn, Hollandia)
rogzitettiik, amely egy optikai szalon keresztiil egy AvaSpec-2048L transzmisszids immerzios
szonddhoz (Avantes) volt csatlakoztatva.

3.2.3.3. Permeacios vizsgalat mesterséges nyalkahartyan keresztiil

sejtvonalon végzett vizsgalatokhoz egy modositott horizontalis difftzios cellat alkalmaztunk
nazalis koriilményeket szimulalva. A késziilék két kamrabdl allt — egy donor és egy akceptor
fazisbol —, amelyeket egy mesterséges membran valasztott el egymastol. A donor fazis 9 ml
SNES-t tartalmazott, amely a nazalis folyadékot modellezte, mig az akceptor fazis 9 ml
foszfatpufferoldatot (pH 7,4) tartalmazott a vér pH-janak szimulalasara. Mindkét fazist 32 °C-
on temperaltuk (Thermo Haake C10-P5, Sigma Aldrich Co.), és 300 rpm sebességgel
kevertettiik magneses keverdvel a 1égaramlas és a csillok szimulalasara. A lipofil nyalkahartya
modellezésére a vizsgilat eldtt egy 0,45 um poérusatmérdjiic Whatman™ regeneralt celluloz
membrant aztattunk 30 percig izopropil-mirisztatban. A mérés kezdetén 7,5 mg MXP-t
tartalmazd mintat adtunk a donor fazishoz. Az akceptor fazisbol elére meghatarozott
id6k6zonként mintat vettiink, és meghataroztuk a diffundalt MXP kumulativ mennyiségét.
Statisztikai elemzéshez egyutas ANOVA-t alkalmaztunk Fisher-féle post hoc teszttel Minitab
statisztikai szoftver segitségével. A p < 0,05 szintet tekintettiik szignifikansnak.

3.2.4. Gyorsitott stabilitasvizsgalat

A kivalasztott mintak stabilitdsat gyorsitott stabilitasi vizsgalati koriilmények kozott értékeltiik
az ICH Q1A (R2) iranyelvnek megfeleléen. A porokat hidroxipropil-metil-celluléz (HPMC)
kapszuldkba toltottiik, majd Binder KBF 240 (Binder GmbH, Tuttlingen, Németorszag)
klimakamréaba helyeztiik masodlagos csomagolés nélkiil 40 + 2 °C hdmérsékleten és 75 + 5%
relativ paratartalom mellett. Egy honap elteltével a készitményeket ismét elemeztiik
morfologiajuk, kristalyossdguk és hatdanyag-tartalmuk szempontjabol. A stabilitasvizsgalat

eredményei hozzdjarultak a tovabbi sejtes vizsgalatokhoz torténd mintakivalasztashoz.



3.2.5. Sejtes vizsgalatok

3.2.5.1. Toxicitas vizsgalat RPMI 2650 sejteken

Az RPMI 2650 sejtek életképességének értékelésére a CellTiter 96® AQueous Non-Radioactive
Cell Proliferation Assay-t (Promega GmbH, Mannheim, Németorszag) alkalmaztuk. A sejteket
tenyésztettiik, majd 5x10* sejt/lyuk stirliségben 96 lyuku sejttenyészté lemezekbe oltottuk, és
konfluenciaig fenntartottuk. A mintakat — MXP, BCD, SBECD, QABCD 6nmagaban ¢s BCD-
MXP-PVA-SD, SBECD-MXP-PVA-SD, QABCD-MXP-PVA-SD formulaciok — kiilonb6zo
koncentraciokban adtuk a sejtekhez: a CD-ket 5, 2,5 és 1 mM koncentracioban, MXP-t 125, 95,
65 és 25 pg/ml koncentracioban, valamint a formulacidkat 125, 95 és 65 pg/ml MXP-t
tartalmazo koncentracidoban. A sejteket az oldatokkal 1 éran at 37°C-on inkubaltuk. A kezelést
kovetden Hank-féle kiegyensulyozott sdéoldattal mostuk, majd az MTS reagenssel inkubaltuk 2
oran keresztiil, 37 °C-on a sejteket. Az abszorbanciat 491 nm hullimhosszon mértiik UV/VIS
mikrotiter lemezolvasdval.

A membranintegritas értékelésére a laktat-dehidrogenaz (LDH) felszabadulasat kvantifikaltuk
a CytoTox-ONE™ Homogeneous Membrane Integrity Assay (Promega GmbH, Mannheim,
Németorszag) segitségével. A fluoreszcencia mérése 560 nm gerjesztési hullimhosszon
(emisszids hullamhossz: 590 nm) tortént mikrotiter lemezolvasoval. A kezeletlen sejtek negativ
kontrollként, a lizalt sejtek pedig pozitiv kontrollként szolgaltak. A pontossag biztositdsa
érdekében minden mért értékbdl kivontuk a hattérjelzést. A statisztikai elemzéshez egyutas
ANOVA-t alkalmaztunk Dunnett-teszttel Minitab statisztikai szoftver segitségével. A p < 0,05
szintet tekintettiik szignifikansnak.

3.2.5.2. Hatéanyag permeacio vizsgalata nazalis RPMI 2650 sejtes modellen

A kivalasztott PVA-tartalmti formulaciokbol torténd MXP diffaziot RPMI 2650 epitelialis
sejtvonallal levegé—folyadék hatarfeliileten (ALI) kialakitott sejtkultura-modellen vizsgaltuk.
A modell 1étrehozdsahoz RPMI 2650 sejteket oltottunk 50000 sejt/0,33 cm? siirliségben
Transwell™ 3 um porusméréjii polikarbonat membranos sejttenyészt6 betétekre. A sejteket 8
napon keresztiil folyadékkal fedett allapotban tenyésztettiik, a tapkozeget (MEM, kiegészitve
10% FBS-sel, 1% Penstrep-pel és 1% nem esszencialis aminosavval) 2—3 naponta cserélve. Ezt
kovetden, a 8. nap utan a betéteket ALI koriilmények kozé helyeztiik, €s tovabbi 2—-3 hétig
tenyésztettiik a sejtek teljes differencialéddsanak biztositdsa érdekében.

A permeacios teszthez a BCD-MXP-PVA-SD, SBECD-MXP-PVA-SD és QABCD-MXP-
PVA-SD mintakat foszfatpuffer oldatban (PBS, pH 7,4) oldottuk fel ugy, hogy a nem-toxikus
kontrolként. A Transwell™-ek bazolateralis kompartmentjéhez 600 uL PBS-t (pH 7,4), majd
az apikalis kompartmenthez 100 pL-nyi mintaoldatot adtunk. Bizonyos id6kézonként (5, 10,



15, 30, 45 ¢és 60 percnél) mintavételezés tortént a bazolateralis oldalrél, hogy meghatarozhassuk
a sejteken atjutott MXP mennyiségét. Az apikalis oldalrol 60 perc utan szintén visszagyujtottik
az oldatot, hogy meghatarozhassuk a hatéanyagtartalom-csokkenés mértékét. A statisztikai
elemzéshez egyutas ANOVA-t alkalmaztunk Fisher post hoc teszttel Minitab statisztikai
szoftver segitségével. A p < 0,05 szintet tekintettiik szignifikdnsnak.

3.2.6. MXP kvantifikalasa nagyteljesitményti folyadékkromatografiaval (HPLC)

Az MXP mennyiségének meghatarozasara Agilent 1260 HPLC-t (Agilent Technologies, San
Diego, Egyesiilt Allamok) hasznaltunk. A mozgéfazis PBS-bSl (pH=2,8) és metanolbol allt
42:58 (% v/v) aranyban. Az elvélasztishoz Kinetex® EVO 5 um C18 100 A oszlopot (150 x
4,6 mm, Phenomenex, Torrance, CA, USA) hasznaltunk. A mintak injektalasi térfogata 10 pL
volt, az elvalasztast izokratikus modszerrel végeztiik, 1 ml-min~* dramlasi sebességgel 6 percig
30 °C-on. Az MXP mennyiségét 364 nm-en, diddasoros detektorral hataroztuk meg. Az
adatokat a ChemStation B.04.03 szoftverrel (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
értékeltiik ki.

4. EREDMENYEK ES KIERTEKELESUK

4.1. Az eléallitott mintak fizikai-kémiai karakterizalasa
4.1.1. Részecskeméret és morfologia
A részecskeméretet 1ézer diffrakcioval hataroztuk meg. Az atlagos szemcseméret 1,89 és 3,05
um kozott volt (1. Tablazat).
1. Tablazat: A mintak D(0.5) értékei

Minta D(0.5) (um)
BCD-MXP-SD 1,89 + 0,09
BCD-MXP-PVA-SD 1,97 +£0,06
HPBCD-MXP-SD 2,72+0,09
HPBCD-MXP-PVA-SD 2,58+0,21
HPBCD-MXP-HA-SD 3,05+0,15
SBECD-MXP-SD 2,21 +0,06
SBECD-MXP-PVA-SD 2,14 +0,03
QABCD-MXP-SD 2,10+ 0,03
QABCD-MXP-PVA-SD 1,89 £ 0,06

A SEM vizsgalatok alapjan a porlasztva szaritott mintak mind egyforman szférikus alakt és
sima felszinii szemcsékbdl alltak, néhany szubmikronos mérettartomanyba esé részecske is

megfigyelheto volt a felvételeken.



4.1.2. Mintak Kristalyossaga

A porlasztva szaritott mintdk és a PM-ek kristalyossagat XRPD-vel vizsgaltuk, a
diffraktogramokat az 1. abra mutatja. Minden PM-ben az alapvetéen kristalyos MXP csucsai
6,1, 15,5 és 24,6° 20 értékeknél voltak megfigyelhetok. A BCD jellegzetes csucsai 4,5, 9,0,
10,7 és 12,5°-ndl jelentek meg szintén a kristalyossagat jelezve. A szubsztitudlt CD-k és a
polimerek diffrakciés mintazata nem volt kimutathatd, ami amorf allapotukra utal.

A porlasztva szaritott mintakban az Osszes korabban megfigyelt cstcs eltlint, ami az 0sszes

crer

valdsziniileg az eldallitasi folyamatnak koszonhetd: porlasztva szaritdssal gyakran amorf
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1. abra: (a) PM-ek és (b) porlasztva szaritott mintak diffraktogramjai
4.1.3 A mintak termikus tulajdonsaga
DSC-t alkalmaztunk mind a porlasztva szaritott mintak, mind a PM-ek termikus viselkedésének
vizsgalataira. A PM-ekben az MXP 160-170 °C koriil jelentkezé olvadaspontja eltiint a
porlasztva szaritott mintak termogramjairdl, és a bomlasi cstcsa is eltolodott, kiszélesedett €s
megerdsitették az XRPD eredményeit.
4.1.4. Masodlagos kolcsonhatasok a formulaciokban
FT-IR mérést alkalmaztunk a segédanyagok ¢s a hatdanyag kozott feltehetden kialakulod
masodlagos kolcsonhatdsok vizsgdlatara. Az az eldallitott porlasztva szaritott mintakat az
alapanyagokkal hasonlitottuk Gssze, a spektrumokat a 2. abra mutatja.
Az amid kotésbdl szarmazd C=0O cstics az MXP-ben 1618 cmt-nél jelent meg. A CD-k
spektrumaban az O—H nyujtorezgés rendelt csics a 3790-3000 cm~* hullamszamtartomanyban
volt megfigyelhetd, az O—H hajlitorezgés csucsa pedig 1640 cm™, 1653 cm™, 1647 cm™ és
1598 cm*-nél jelent meg BCD, HPBCD, SBECD és QABCD esetén.
A porlasztva szaritott készitményekben egy Osszeolvadt, eltolodott €les cstics jelent meg az
1650-1550 cm™* hullamszamtartomanyban. Minden BCD- és HPBCD-tartalmt készitmény
esetén ez 1616 cm 1-nél, az SBECD-tartalmu készitmények esetén pedig 1623 cm-nél volt



megfigyelhetd. Ez a hatéoanyag és a segédanyagok kozott potencialisan Kialakult
hidrogénkotésre utal. A megfigyelt eltolodas a PVA és a HA jelenlététdl fiiggetleniil
bekovetkezett, hatasuk valdsziniileg a mintak alacsony polimertartalma miatt nem érvényesiilt.
A QABCD-tartalmi készitmények spektrumaban nem figyeltink meg valtozast, ami
masodlagos kdlcsonhatdsok hidnyéra utal, ez a mérési modszer azonban nem képes kimutatni

az MXP és a QABCD ko6zott a készitményben esetleg kialakult elektrosztatikus kdlcsonhatast.
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2. abra: Az alapanyagok és (a) BCD-alapti mintak, (b) HPBCD- alapu mintak, (¢) SBECD-
alapti mintak és (d) QABCD- alapu mintak FT-IR spektrumai

4.2. In vitro mérések

4.2.1. In vitro mukoadhézios teszt

A porok orrnyalkahartya feliilet¢hez valo tapadasanak modellezésére és tesztelésére egy texture
analyser-t alkalmaztunk. A kovetkeztetéseket a rogzitett maximalis levalasztasi er6 és adhézios
munka értékei alapjan vontuk le, amelyeket a 3. 4bra mutat be. A maximalis levalasztési er6t
vizsgalva a mucinnal vald érintkezéskor minden mintatipusnal szignifikdnsan magasabb
értékeket mértiink a SNES-sel valo érintkezéshez képest. Tovabba, mucin jelenlétében minden
CD-alapu minta szignifikansan kiilonbozott a kiindulasi MXP-t6l, kivéve a BCD-MXP-SD-t.
A polimertartalom nem befolyasolta a csucserét, sem a PVA, sem a HA nem mutatott
szignifikans hatast. A CD-k jelenléte sziikséges volt ezen kdlcsonhatdsok kialakulasahoz,
kivéve a BCD-t, mig ugyanez a polimerek esetében nem volt egyértelmiien kijelentheto.

Ami az adhézids munkat illeti, a legtobb esetben nem mutattunk ki szignifikans kiilonbséget a
mucinnal és a SNES-sel érintkez mintdk kozott. A mért értékek azonban hasonléan magasak
voltak, mint a Kiss et al. altal orrban torténd alkalmazasra eldallitott és vizsgalt mukoadheziv
cisztein-kitozan konjugatum esetében. Az adhézidés munka a polimer lancok és a mucin fizikai

Osszefonddasat, valamint a madasodlagos kolcsonhatasok erdsségét tiikrozi. Esetiinkben a



kimutatott magas adhéziés munkaértékek oka valosziniileg a mintak vizfelvétele volt.
Feltehetéen a porok a szlirOpapirral valo érintkezés kozben torténd nedvesedése és duzzadasa
utdn a folyadék gyorsan bedramlott a pasztillak kapillarisain keresztiil. Ez a folyamat
valdsziniileg a mesterséges nyalkahartya felszinének kiszaradasat eredményezte, ezaltal erds
fizikai tapadast 1étrehozva a mucin jelenlététdl fiiggetleniil. Megfigyelésiink arra utal, hogy a
mintdk kezdetben jelentds tapadasi szilardsagot mutathatnak az orrnyalkahartyan, mieldtt
feloldodnanak.

Osszefoglalva, a CD-k jelenléte — a BCD kivételével — sziikséges volt a mucinnal vald
masodlagos kolcsonhatdsok kialakuldsdhoz, tovabba a porok erds tapaddst mutathatnak a
nyalkahartyaval vald kezdeti érintkezésiikkor. Bar jelen vizsgalat nem erdsitette meg a
polimerek mukoadheziv szerepét, a nazalis készitményekben valdo alkalmazasuk

megnovekedett viszkozitast biztosithat a beadasuk helyén, potencialisan lassitva a mukociliaris

clearance-t.
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3. 4bra: () maximalis levalasztasi er6 és (b) adhézios munka értékek

4.2.2. In vitro hatéanyag Kkioldodas vizsgalat

A mintakbol tortén6 MXP kioldodast in-line modon, nazalis koriilményeket szimulalva
kovettiik nyomon, az eredményeket a 4. 4bra mutatja. A referenciaként hasznalt kiindulasi MXP
szignifikdnsan lassabb kioldodast mutatott, mint barmely mas formulacié, minddssze 46%-a
volt kimutathaté az oldatban 5 perc elteltével. Ezzel szemben az Osszes porlasztva szaritott
mintabol szinte teljesen kioldodott a hatdéanyag az elsd percen beliill. Az alkalmazott
polimereknek nem volt hatasa a kioldodas sebességére. A tapasztalt gyors MXP kioldodas tobb
tényezonek tulajdonithatd, beleértve az alacsony részecskeméretet, az MXP amorfizaciojat a
termékekben és a vizben jol oldodd CD-k jelenlétét, amelyek javithatjdk a készitmények

nedvesedését. Mivel a hatdanyag orrnyalkahartyan keresztiili felszivodasahoz sziikséges, hogy
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az feloldodjon a nyakban, a gyorsabb oldodas a 1étrejovoé magasabb koncentracidgradiens miatt

megndvekedett biohasznosuladshoz vezethet.
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4. abra: In vitro MXP felszabadulas a (a) polimermentes és(b) polimertartalmt formulaciokbol

4.2.3. In vitro permeaciés vizsgalat mesterséges nyalkahartyat alkalmazva

mesterséges nyalkahartyat alkalmazva. Az eredményeket az 5. abra szemlélteti. Referenciaként
a kiindulasi MXP-t alkalmaztuk, amelybdl 54,6 pg-cm2 diffundalt az akceptorfazisba 1 ora
alatt. A polimermentes mintdk koziil a kationos QABCD-alapti készitménybdl volt
megfigyelheté a legnagyobb mértékii hatdbanyag permeacio, szignifikansan nagyobb, mint a
kiindulasi MXP-bdl és a mésik harom készitménybdl. Tovabba, a BCD-MXP-SD, a HPBCD-
MXP-SD ¢és az SBECD-MXP-SD hasonl6 diffuzios értékeket mutatott.

A polimert tartalmazé mintakat tekintve a HA-tartalom kedvezdének tiint a HPBCD-alapu
mintaban, szignifikdnsan magasabb permeacids sebességet mutatott a kiindulasi MXP-hez és a
polimermentes mintdkhoz képest, de szignifikansan alacsonyabbat, mint a PVA-t tartalmazo
mintak. PVA jelenlétében az 0Osszes CD-alapi készitmény jelentésen megnovekedett
permedcios sebességet mutatott. A QABCD-MXP-PVA-SD kiemelkedd diffuzios sebességet
mutatott. A BCD, HPBCD ¢és SBECD alapti PVA-tartalma formulaciok kozel ugyanolyan
diffiziés eredményt produkaltak, mint a PVA-mentes QABCD-MXP-SD. A Kkapott
eredmények ravilagitanak mind a CD tipusdnak, mind a PVA jelenléténeck az MXP
A QABCD szignifikansan fokozta az MXP permeacidjat a BCD-hez, HPBCD-hez és SBECD-
hez képest. Hipotézisink szerint a kialakulhatott elektrosztatikus kolcsonhatasok
hozzajarulhattak a jobb permeaciohoz: oldédaskor az MXP kaliumionokka és meloxikam
anionna disszocial, utobbi kolcsonhatdsba 1éphet a QABCD kationos részeivel. Ez a
kolesonhatas valosziniileg szerepet jatszik a megfigyelt diffiziondvekedésben. Osszességében
a PVA kivétel nélkiil kedvezé hatast mutatott a permedlt gyogyszermennyiségre minden
esetben szimulalt nazalis koriillmények kozott, felilmalta a HA-t. A tovabbi kisérletekhez a
PVA-tartalmi mintakat valasztottuk ki, hogy megvizsgaljuk a stabilitasukat és a CD-k

potencialis permeaciot fokozo tulajdonsagait nazalis sejtvonalat alkalmazva.
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4.3. PVA-tartalmu mintak gyorsitott stabilitasvizsgalata
4.3.1. Részecskék morfologiaja
A morfologiat SEM-mel figyeltiik meg, a felvételek a 6. abran lathatok. Amint azt korabban
emlitettiik, a porlasztva szaritds szférikus, sima feliileti részecskéket eredményezett, atlagos
részecskeméretiik kortilbeliil 2 um volt. 1 honapos tarolas utan a morfolégiaban mintanként
kiilonboz6 mértékii valtozasokat észleltiink. A BCD-alapt formulécio részecskéi ugyanolyanok
maradtak, mig a HPBCD-MXP-PVA-SD részecskéi kozott aggregatumképzodés kezdodott. A
legdrasztikusabb valtozas a két toltéssel rendelkezé CD-tartalmt minta esetén tortént: az 6nallo
részecskék eltlintek, Osszefolyt, iivegszerti tombok keletkeztek. A megfigyelt valtozasok
valdsziniileg a magas paratartalmi kdrnyezet kovetkezmeényei voltak.

BCD-MXP-PVA-SD HPBCD-MXP-PVA-SD SBECD-MXP-PVA-SD QABCD-MXP-PVA-SD

— o q

Tarolas el6tt

1 hénap

6. abra: SEM felvételek a PV A-tartalma mintak tarolas el6tti és 1 honapos tarolast kdvetd
allapotukrol
4.3.2. Fizikai-kémiai stabilitas

A minték diffraktogramjai alapjan a porlasztva szaritas eredményeként a kiindulasi formulaciok
amorfak voltak, és 1 honapos tarolas utan egyik minta sem mutattott visszakristalyosodasra
utalo jeleket. Ez a PVA, illetve az amorf CD-k jelenlétének tulajdonithat6. A mintak termikus
viselkedését is vizsgaltuk, a két semleges CD-alapt minta termogramjaban nem volt valtozas,
mig az SBECD- ¢és QABCD-alapti mintdk termogramjan 1 hoénap elteltével Uj endoterm
cstcsok jelentek meg, valosziniileg ezen formulaciok vizfelvétele miatt.

4.3.3. A mintak hatdéanyagtartalom valtozasa

A mintak hatéanyagtartalmat is kovettiik a stabilitdsvizsgalat soran, az eredmények statisztikai

Osszehasonlitasat 2 mintas t-probaval végeztiik el. 1 honap elteltével a BCD-MXP-PVA-SD és
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az SBECD-MXP-PVA-SD mintak MXP-tartalma szignifikansan kisebb volt a ,tarolas el6tti”
allapotukhoz képest. Hatéanyagtartalmuk csékkenésének mértéke meghaladta az ICH Q1A
(R2) altal meghatarozott 5%-os elfogadasi hatart. A tapasztalt csokkenés valosziniileg a
hatéanyag bomlasanak volt kdszonhetd.

4.4. Sejtes vizsgalatok

4.4.1. A mintak in vitro toxicitasa RPMI 2650 sejteken

A tovabbiakban a sejtalapt mérések soran a CD-ket és MXP-t 6nmagukban, valamint a BCD-
MXP-PVA-SD, SBECD-MXP-PVA-SD és QABCD-MXP-PVA-SD formulaciokat teszteltiik.
Nem toxikus koncentracidikat a membran integritasara €s a sejtek életképességére gyakorolt
hatasuk alapjan hataroztuk meg 1 oras inkubacio utan, nazalis RPMI 2650 sejtekben. Amint a
8. abran lathat6, a CD-k onmagukban nem befolyasoltak a sejtek ¢letképességét, mig
koncentraciofiiggd hatast mutattak a membran integritasara. A BCD nem zavarta a membran
integritdst a vizsgalt koncentracidtartomanyban, mig az SBECD és a QABCD az LDH
felszabadulasanak jelentds novekedését okozta a sejtkontrollhoz képest 1 mM, illetve 2,5 mM
koncentracio felett. Eredményeink alapjan a BCD-t az RPMI 2650 sejtek jobban toleraltak,
mint a QABCD-t és az SBECD-t. Utobbi CD-k citotoxikus hatasat RPMI 2650 sejteken még
nem vizsgaltak. Az eddigi irodalmi adatok szerint a CD-k toxikus hatasa korrelal a koleszterin
extrakcios kapacitasukkal.

A kiindulasi MXP és a tesztelt PVA-tartalmt formulaciok egyike sem okozott szignifikans
novekedést az LDH felszabaduldsaban a tesztelt koncentraciotartomanyban a sejtkontrollhoz
képest. Ezzel szemben a sejtéletképességi vizsgalatok szignifikans csokkenést mutattak a csak
MXP-t tartalmazo oldatok tesztelése soran 125-25 ng/ml-es koncentracié tartomanyban, kivéve
sejtek életképessége. A porlasztva széritott mintdk esetében csak a 125 pg/ml MXP-tartalmu
BCD-MXP-PVA-SD oldat eredményezte az életképesség szignifikans csokkenését 72+2%-ra,
sem az SBECD-MXP-PVA-SD, sem a QABCD-MXP-PVA-SD nem kozelitette meg a 70%-0S
kiiszobértéket. A CD-k potencialisan védelmet nytjthatnak a hatdanyagok toxikus hatéasa ellen.
A tovabbi kisérletekhez 95 pg/ml MXP koncentraciot valasztottunk annak érdekében, hogy a
készitmények esetleges toxicitdsa ne torzitsa a permeabilitasi vizsgalatok eredményeit, és az

adatok dsszehasonlithatok maradjanak.

13



S
5

)

=

S
-

LDH felszabadulas (%)

80 . I I
60
40
= I I I
20
0

Kontroll 1 mM 2.5mM 5 mM Lizis Kontroll 1 mM 2.5 mM 5mM
CD koncentracié

Sejtek életképessége (%,
(=3 = (=} -] E
=3 =] =} =] =)

——

=}

CD koncentraci6

BCD m=mSBECD mQABCD BCD ®mSBECD mQABCD

II| 100 { 100 + I

80 -

o 1
60 4 0 |
40 4
= 40 4
20 4 I
0 1
Kontroll 125 pg/ml 95 pg/ml 65 pg/ml 25 pg/ml  Lizis 0

Kontroll 125 pg/ml 95 pg/ml 65 pg/ml 25 pg/ml

LDH felszabadulas (%o)
Sejtek életképessége (%)

[}
=

—

MXP koncentricid )
MXP koncenfracid

100
= 80

g 60

20 N

LDH felszabadulas (%6)
= s
Sejtek életképessége (%)
[ =T =1
e &8 58 &8 8 & &
—_

Konwroll 125 mg/ml 95 pe/ml 65 pg/ml Lizis
MXP koncentracid Kontroll 125 pg/ml 95 pg/ml 65 pg/ml
MXP koncentracio
BCD-MXP-PVA-SD SBECD-MXP-PVA-SD
. " mBCD-MXP-PVA-SD m SBECD-MXP-PVA-SD

u QABCD-MXP-PVA-SD B OQABCD-MXP-PVA-SD

8. abra: (a) CD-ek, (b) MXP és a (c) formulaciok hatasa az LDH felszabadulasra és a sejtek
életképességére (%)

4.4.2. In vitro permeaciés vizsgalat RPMI 2650 sejteken

A permeacids vizsgalatban 95 ug/ml MXP-koncentracioji oldatokat alkalmaztunk mind a
kiindulasi hatéanyag, mind a PVA-tartalmu készitmények esetén. Az eredményeket a 9. abra
és a 2. tablazat szemlélteti. A mintdk koziil az SBECD-MXP-PVA-SD 4,5 pg/cm? permeaciot
ért el, ami szignifikansan meghaladta az Gsszes tobbi formulacidét és a tiszta hatdbanyagét,
utobbiak hasonldéan alacsony értéket mutattak. 60 perc elteltével a legmagasabb MXP
koncentraciot az apikalis kompartmentben a csak hatéanyagot tartalmazé oldat esetében
detektaltuk. Hozzaképest a QABCD-alapu és a BCD-alapi mintak oldataiban szignifikansan
csokkent a hatdéanyagtartalom, mig az SBECD-tartalmu formulacié oldata eredményezte a
legalacsonyabb MXP-koncentraciot az apikalis oldalon, ami szignifikansan kiilonbozott
minden mas mintatol.

Megallapithatd, hogy a vizsgalt sejtvonalon a kisérlet id6tartama alatt kizarolag a negativ
fokoz6 hatasuk két tényezd egyiittes kovetkezménye: egyrészt javitjdk a hatdanyagok
oldhatosagat és ezaltal nagyobb mennyiségnek van lehetdsége felszivodni, masrészt

kolcsonhatasba 1épnek a biologiai membranokkal
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9. abra: RPMI 2650 sejteken permealt MXP mennyiség

2. tablazat MXP mennyiség az apikalis és bazolateralis kompartmentben 1 6ra utan

MXP mennyiség az
apikalis Permeélt MXP mennyiség
kompartmentben 60 min 60 min utan (%)
utan (%)
MXP 79,6 £ 1,2 54+29
BCD-MXP-PVA-SD 71,5+1,0 55+3,8
SBECD-MXP-PVA-SD 63,3+0,6 15,8 +4,8
QABCD-MXP-PVA-SD 74,7+4,8 6,4+3,7
5. OSSZEFOGLALAS

Ezen PhD munka soran MXP-tartalmu nazalis porokat allitottunk el6, a fobb kovetkeztetések
a kovetkezd pontokban foglalhatok dssze:

I. Az irodalmi attekintés alapjan ugy dontottiink, hogy segédanyagokként kiilonboz6 BCD-ket
¢és vizoldékony polimereket alkalmazunk, valamint eléallitasi technikaként nano-porlasztva
szaritast valasztottunk. A cél olyan orrporok eldallitasa volt, amelyek hatdéanyagként egy
szabadalmaztatott, de eddig forgalomba nem hozott NSAID-t, MXP-t tartalmaztak.

Il. Az alkalmazott eldallitdsi modszerrel amorf mikrorészecskéket allitottunk eld, amelyek
szférikus morfologiaval és sima feliilettel rendelkeztek. Az eredetileg kristdlyos anyagok,
koztiik az MXP, a porlasztva szaritas kovetkeztében amorfizalodtak. A CD-k és az MXP kozotti
masodlagos kdlcsonhatasok kialakuldsat igazoltuk, kivéve a QABCD-alapu mintak esetében;
ugyanakkor a meloxikdm-anion és a kationos QABCD kozotti esetlegesen kialakult
elektrosztatikus kolcsonhatas FT-IR-rel nem volt detektalhato.

I1l. Az in vitro mukoadhézios teszt soran tobb megfigyelést tettiink. (1) A csucseré minden
esetben szignifikdnsan magasabb volt a kiinduldsi MXP-hez képest a mucinnal érintkezd
mintdk esetén, kivéve a BCD esetében. Ez arra utal, hogy a CD-k jelenléte hozzajarult a mintak

¢s a mucin kozotti masodlagos kolcsonhatasok kialakuldsdhoz. (2) A porok erds adhéziot
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mutattak, ami feltehetéen dehidratald hatasuk kovetkezménye volt, €s in vivo is erds tapadas
Nem talaltunk bizonyitékot arra, hogy a polimerek jelenléte barmilyen hatast gyakorolt volna,
sem a masodlagos kolcsonhatasokra, sem az adhézi6 erdsségére.

Az MXP in vitro kioldodasa orriiregi koriilmények kozott szignifikansan gyorsult a formulalas
hatasara. A hatéoanyag 1 percen beliil teljes mértékben felszabadult minden mintabdl,
ellentétben a referencia MXP-vel. Ez feltehet6en a Kialakult amorf szilard diszperzidknak és az
alacsony részecskeméretnek volt koszonhetd. Az alkalmazott eldallitasi modszer ¢és
segédanyagok kombinacidja alkalmas volt gyors hatéanyag felszabaduldssal rendelkezd nazalis
porok eléallitasara.

Az eredmények alapjan az MXP kioldodasa nem volt sebességmeghatarozo 1épés az MXP
mesterséges nyalkahartyan torténd in vitro permeacioja soran. Mind a CD tipusa, mind a
polimer tipusa befolyasolta a permeacid sebességét. A kationos QABCD PVA jelenlétében
minden més mintdnal gyorsabb kinetikdval rendelkezett, PVA nélkiil is hasonlé permedcios
sebességet mutatott, mint a tobbi, PVA-t tartalmaz6 minta, feltehetéen a meloxikdm-anion és a

kationos QABCD kozotti elektrosztatikus vonzoerdk kialakuldsa miatt. A HA szintén javitotta

cres

crer

valasztottuk a stabilitasvizsgélatokhoz.

IV. A gyorsitott stabilitdsi vizsgalat vegyes eredményeket és kovetkeztetéseket hozott,
legjobban teljesitd formulacio kivalasztasa nem volt lehetséges. Morfoldgiai szempontbdl a
BCD-MXP-PVA-SD mutatta a legkedvezdbb eredményeket. Az amorf allapot minden
mintanal fennmaradt, a szilard diszperziot a PVA és a CD-k stabilizaltak, ugyanakkor a BCD-
¢s SBECD-alapu mintaknal hatéanyagtartalom-csokkenést észleltiink. A megfigyelt valtozasok
a vizsgalati koriilmények hatasanak tulajdonithatok. A szubsztitualt CD-k higroszkopos
sajatsaggal rendelkeznek €és az ezen anyagokat tartalmazo minték esetén igazolodott is a magas
vizmegkotd képesség. A sejtes vizsgalatok a BCD-MXP-PVA-SD, SBECD-MXP-PVA-SD és
QABCD-MXP-PVA-SD formulaciokkal folytatodtak.

V. A toxikologiai vizsgélatok — amelyeket legjobb tudomésunk szerint az irodalomban elsoként
végeztiink el a toltéssel rendelkezé CD-kkel és az MXP-vel RPMI 2650 sejtvonalon — azt
mutattak, hogy mig a CD-k a sejtek LDH-felszabadulasat, addig az MXP a sejtek
¢letképességére  hatott  koncentraciofiiggd modon. A BCD az  alkalmazott
koncentraciotartomanyban nem okozott szignifikans valtozast az LDH-felszabadulasban a sejt
kontrollhoz viszonyitva, mig az SBECD 2,5 mM, valamint a QABCD 5 mM koncentracioja

szignifikans emelkedést eredményezett. A referencia MXP esetében a sejtek életképessége 125
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ng/ml koncentracional 70% alé esett, amely a nem-citotoxikus hatas elfogadott hatarértékének
szamit.

A formulaciokat tekintve csak a BCD-MXP-PVA-SD 125 ug/ml MXP-koncentracidju oldata
esetén tortént szignifikans csokkenés a sejtek életképességében (72%-ra), mig az dsszes tobbi
formulacio magasabb életképességi értékeket mutatott. Ez arra utal, hogy az alkalmazott CD-k
védohatast fejthettek ki a sejtekre magasabb MXP-koncentraciok mellett is. Annak érdekében,
hogy a tovabbi permeacids vizsgalatok eredményeit egyik formulacié esetén se befolyasolja a
formulaciok esetleges toxikus hatdsa, a permeacids vizsgalatokat a 95 pg/ml MXP-
VI. Az MXP permeacios vizsgalatahoz ALI-kultiraban novesztett RPMI 2650 sejteket
alkalmaztuk elséként a szakirodalomban annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az alkalmazott
BCD-k (nativ és szarmazékok) esetleges permeaciot fokozo hatdsat orriiregi kortilmények
kozott in vitro. A CD-k permeacioéfokozo hatasanak kiértékeléséhez mértik az MXP
mennyiségét mind az apikalis, mind a bazolateralis kompartmentben. Az eredmények szerint
VII. Osszefoglalva az eredményeket, a porlasztva szaritdsi folyamat amorf szilard
diszperziokat eredményezett. A CD-k — tipusuktol fliggetleniil —, a termékek amorf szerkezete
¢s alacsony atlagos szemcsemérete hozzdjarultak a hatdanyag gyors kioldédasahoz. MXP-CD
masodlagos kolcsonhatdsokat detektdltunk a formuldciokban, kivéve a QABCD esetében,
amely feltehetden elektrosztatikus kolcsonhatast alakitott ki a hatdanyaggal. A mukoadhézids
vizsgéalat sordn a CD-k szintén hozz4jarultak a mucinnal kialakuld6 mésodlagos
kolcsonhatasokhoz, de a CD tipusa alapjan nem voltak a mintdk differencialhatéak. Az API
mesterséges membranon keresztiil vald permeacidja — polimert nem tartalmazd mintakat
vizsgalva — csak a QABCD jelenlétében javult. Emellett megfigyeltiik, hogy a nagy
vizoldékonysagu BCD-szarmazékok hajlamosak voltak a kornyezeti nedvesség megkotésére,
amely miatt morfologiajuk megvaltozott a gyorsitott stabilitasi vizsgalat soran. Az RPMI 2650
sejteken valo toleralhatosag sorrendje a kovetkezo volt: BCD > QABCD > SBECD. Az MXP
permedciot fokozo hatasat a sejteken csak az SBECD esetében sikeriilt igazolni.

Egyik polimer (PVA, HA) esetében sem sikeriilt bizonyitani az MXP oldodasi sebességét és a

crcr

crer

elmaradt a PVA-&tol.
Az MXP formulaldsat BCD-k ¢és vizoldékony polimerek kombindciojanak segitségével az
irodalomban el6szor e doktori munkaban toértént. Tovabba az SBECD, QABCD, MXP és az

emlitett formulacidk koncentraciofiiggd citotoxikus hatasanak vizsgéalata az RPMI 2650 orrse;jt-
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vonalon kordbban szintén nem szerepelt a szakirodalomban. Emellett az MXP permeacios
vizsgalatat kiilonféle BCD-k és PVA jelenlétében szintén elsdként végeztiik el az irodalomban
ALI-kultraban novesztett RPMI 2650 nazalis sejt-vonalon. Noha az SBECD-MXP-PVA-SD
nem bizonyult a legjobban teljesité formuldcidnak sem a hatdbanyag mesterséges membranon
vonalon csak ennél a mintanal mutattuk ki. Az SBECD és a PVA kombinacidja jo alapot adhat
egy Uj nazalis poralapu formuldcid szdmaéra, amely gyors hatéanyag-felszabaduléssal és
potencidlisan fokozott biohasznosulassal rendelkezhet. Ugyanakkor a stabilitasi problémak
megoldasdhoz a formulacid tovabbi optimalizaldsa, valamint impermedabilis csomagolas

alkalmazasa sziikséges.
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