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1. BEVEZETES

A hatdéanyagok nazalis uton torténd bejuttatasa a szisztémas keringésbe egyre nagyobb
figyelmet kap napjainkban. Az orrnyalkahartya szamos elonyos tulajdonsaggal rendelkezik:
nagy felszivodasi feliiletet biztosit a gydgyszer abszorpcidhoz, gyors hatas érhet6 el, alternativ
ut lehetséges a vér—agy gat megkeriilésével a kozponti idegrendszerbe és csokken a
farmakonok first—pass metabolizmusa a majban. Sokféle hatdanyagot lehet bejuttatni nazalis
uton a szisztémas keringésbe, még olyan nagy molekuldkat is, mint a peptidek és a fehérjék,

kiilondsen permeabilitast fokozo segédanyagok jelenlétében.

Intranazalis alkalmazas
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1. abra. Intranazalis gyogyszerbevitel lehetséges utjai. A nazalisan beadott hatoanyag egy
része felszivodik a szisztémds keringésbe és kifejti terdpids hatdsait, innen a vér—agy gdton
keresztiil elérheti a kozponti idegrendszert, illetve felhalmozodhat a szervekben, szévetekben,
és elimindlodhat a szervezetbol. A hatoanyag egy mdsik hanyada a szaglohamon keresztiil a
vér—agy gatat megkeriilve kozvetleniil juthat az agyszévetbe.

Nazalis készitményekrdl el6szor majdnem mindenkinek a lokalis hatassal rendelkezd
orrcseppek, orrkendcsok jutnak eszébe. Az orrnyalkahartya felépitése azonban a vakcinacid
nazalis lehetdségét is magaban rejti, kiilonosen a léguti infekciokkal szembeni védettség
kialakitasaban lehetnek hatasosak (1. abra).

A szisztémas hatassal rendelkezé nazdlisan alkalmazott gyodgyszerek szdma egyre
novekszik. Olyan betegségek esetén érdemes ilyen készitményeket alkalmazni, amikor
azonnali gyors hatasra van sziikség (pl. slirgdsségi fajdalomcsillapitas, epilepszias gorcsok), a

betegség a bélmotilitast is érinti, igy az enteralis felszivodas valtozik, valamint amelyek
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esetén hosszantartd gyogyszeres terdpia sziikséges és ezzel az egyszeri adagolasi moddal
novelhetd lenne a beteg compliance (pl. diabetes mellitus, Parkinson-kor).

Uj osszetételek keresése és a megfeleld nazalis gyogyszerformék fejlesztése szamos
ismert hatoanyagnak 1j indikéacios teriiletet nyithatna meg €s sok farmakon-jelolt bejuttatasi

problémait is megoldhatna.

2. CELKITUZES

A hatékonyabb bejuttatas érdekében innovativ gyodgyszertechnologiai eljarasokkal és
segédanyagok felhasznaldsaval a hatdéanyagok oldékonysaga €s a nazalis epitéliumon valo
atjutasa novelhetd. Munkam célja az volt, hogy kifejlessziink egy vizsgalati protokollt, amely
alkalmas nazdlis gyogyszerkészitmények fizikai-kémiai, citotoxicitasi ¢€s epitélialis

permeabilitasi vizsgalataira (2. abra).

Nanoreszecskek eléallitasa és jellemzéese
Az eléallitasi paraméterek optimalizalasa
Szerkezeti vizsgalatok (XRPD)
Oldékonysag, oldodasi sebesseg sy

In vitro permeabilitas mesterséges membranon -*4-"-*-'/3
Vertikalis Franz diffuzids cella g \
a7°c T 4

' Sejtvonalas vizsgalatok RPMI 2650 sejteken
Az in vitro nazalis rendszer optimalizalasa
Citotoxicitas (LDH, MTT teszt, valosidejl sejtanalizis)
Permeabilitas

/n vivo allatkisérletek

QWO
Aterapias relevancianak igazolasa F\C,_Qg" @

(farmakokinetika, széveti toxicitas vizsgalat) ’\Qf:;:\,

2. abra. Nazdlis vizsgalati protokoll lépései.

A meloxikdm nanorészecskék eldallitasat polimerek jelenlétében egyiittes Orlés tech-
nologiajaval végeztiik, a folyamat paramétereit optimalizaltuk és az optimalizalt termékeket in
vitro koriilmények kozott vizsgaltuk.

A kozmetikai és élelmiszeriparban alkalmazott cukorészterek eldnyds tulajdonsagaik
miatt el6térbe keriiltek, mint lehetséges gydgyszerészeti segédanyagok. Azonban eddig az
irodalomban nem allt rendelkezésre adat human epitélsejtekre kifejtett toxikus hatasukrol,
illetve permeabilitast fokozé tulajdonsagukrol.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

Modellanyagként rossz vizoldékonysagu hatdéanyagot, meloxikamot (MEL) és nagy
molekulatomegii paracellularis markert, fluoreszcein-izotiocianattal jelolt dextrant (FITC-

dextran, 4,4 kDa) alkalmaztunk.

3.1. Meloxikam nanorészecskék eloallitasa és jellemzése
egy bolygoémalomban (Fritsh Pulverisette 6). Az 6rlési folyamat paramétereit optimalizaltuk

(1. tablazat).

1. tablazat. Az egyiittes orlés optimalizalando paraméterei
Meloxikam/ segédanyag arany | 1:0,5; 1:1; 1:2
Segédanyagok PVP-C30, PVP-K?25, PEG 6000, PEG 20 000
Malom fordulatszdma (rpm) 200, 300, 400

Morfoldgiai vizsgalatok soran pasztazod elektronmikroszkoppal (Hitachi S-4700 Type 2)
készitettiink felvételeket a MEL részecskékrél. Az elektronmikroszképos képek elemzése
,Image Processing and Analysis in Java” szamitogépes program alkalmazasaval tortént.

Faktorialis kisérlettervezéssel allitottuk be az optimalis paramétereket.

3.2. Az optimalizalt termékek vizsgalata

Porrontgen vizsgalat

A hatoanyag kristdalyos jellegét porrontgen diffraktométerrel hatdroztuk meg (Miniflex II
Rigaku por-rontgen diffraktométer). Mérési paraméterek: Cu (K,=1,5405 A), 30 kV, 15 mA.

Oldékonysag és oldddasi sebesség

Az oldékonysagi vizsgalatot foszfat pufferben (pH 7,4) végeztik el 37°C-on. Az
oldatban 1év6 hatéanyagtartalmat 8 6ras keverést kovetden sziirés ¢és higitds utan
spektrofotométerrel kapott abszorbancidk alapjan hataroztuk meg.

A meloxikdm kioldodasat a termékekbdl és fizikai keverékekbdl az Eurdpai
Gyogyszerkonyvben hivatalos forgélapatos kioldokésziilékkel hataroztuk meg. A méréseket
Pharmatest forgolapatos kioldokésziilékkel végeztem (100 rpm, 37 °C). A kioldo kozeg 50 mli



foszfat puffer (pH 7,4) volt. A mintavételt kvetden, megfelelé higitas utan, a hatdéanyag
kioldodasat spektrofotométerrel (Unicam UV/VIS spektrofotométer) detektaltuk.

3.3. Vertikalis Franz diffazios cella — In vitro permeabilitas

A membran diffaziés és In vitro permeabilitasi vizsgalatokat vertikalis Franz diffuzios
cellaval (Hanson Microette TM Diffusion Cell System) végeztiik. Donor fazisként 0,3 g
mintat helyeztiink a szintetikus membranra (Porafil membransziir, celluloz-acetat,
porusatmeérd: 0,45 pm). A hatékony diffuzios feliilet 1,8 cm? volt. Akceptor fazisként 37 °C-ra
termosztalt foszfat puffert (pH 7,4) alkalmaztunk.

3.4. RPMI 2650 nazalis epitélsejtek tenyésztése

Az RPMI 2650 (ATCC CCL30) huméan nazilis epitélsejteket 5x10° sejt/cm?
sejtstirtiségben 0,05%-0s patkanyfarok kollagénnel bevont miianyag Petri-csészékben
tenyésztettiik 10% borji savot tartalmazé tapfolyadékban, 37 °C-os inkubatorban, 5% CO,
jelenlétében. A tapfolyadékot hetente haromszor cseréltiik. A tenyészetek 3—4 nap alatt érték
el a 80%-os konfluenciat, ekkor a sejteket tovabb passzaltuk trypsin-EDTA oldat segitségével.
A toxicitasi kisérletekben a sejteket 96-lyuku steril tenyésztdlemezeken, mig a permeabilitasi
vizsgalatoknal 12-lyuka steril lemezek tenyésztébetéteinek kollagénnel bevont, pordzus
polikarbonat membranjain (Transwell tenyésztSbetét, 0,4 pm pérusméret, 1,1 cm? tenyésztési

felszin) tenyésztettiik.

Elektronmikroszkopia

A polikarbonadt membranokon tenyésztett RPMI 2650 sejteket fixaltuk. A mintakat a
fixalas utan haromszor mostuk kakodilat pufferben, majd kivagtuk a membranokat a
tenyésztObetétekbol és 24-lyuktt lemezbe helyezve utéfixaltuk ozmium-tetraoxidban.
Desztillalt vizes mosast kovetéen a mintakat felszalld alkohol sorral dehidrataltuk és uranil-
acetatban inkubaltuk, majd Taab 812 beagyazoszerrel blokkot készitettiink. Leika UCT
ultramikrotom segitségével ultravékony metszeteket készitettiink, amelyeket Hitachi 7100

transzmisszios elektronmikroszkoppal vizsgaltunk.

Immunhisztokémia

Kisérleteink soran a nazalis epitélsejtekben a ZO—1 és f—katenin sejtkapcsolo fehérjéket
mutattuk ki immunfestéssel. A primer antitestek koziil az anti-ZO-1 és az Alexa 488-kapcsolt

anti-egér masodlagos ellenanyag az Invitrogentdl, a f—katenin valamint a Cy3-kapcsolt anti-
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nyal szekunder ellenanyag pedig a Sigma—Aldrich, Magyarorszagtol szarmazott. Az
immunhisztokémiai vizsgalatokhoz az RPMI 2650 sejteket 24-lyuku lemezekbe helyezett
iiveg feddlemezeken tenyésztettiik. A sejteket roviden és gyorsan mostuk, és fixaltuk. Ujabb
mosas utan a sejteket borju szérum albumin—PBS oldattal, majd a primer antitesttel, azutan a
szekunder antitesttel inkubaltuk. Minden 1épés kdzott haromszor mostuk a sejteket. Az utolsé
1épés utan a mintakat lefedtiik és fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Nikon Eclipse TE
2000 V).

Toxicitasi vizsgalatok

Valos idejii sejtanalizis

Az xCELLigence rendszer (Roche) alkalmas a sejttenyészetek biologiai allapotanak
(novekedés, életképesség, adherencia) valosidejii nyomon kovetésére jelzéanyag hasznalata
nélkiil. A miiszer nagy eldnye, hogy nem invaziv, a sejtek monitorozasa fiziologias
koriilmények kozott zajlik. A miszer segitségével elektromos impedanciat mérhetiink a sejtek
¢s az ¢érzékeld elektrédak kozott. A sejtek novekedésével és letapadasaval ardnyosan nd a
mért impedancia, amit a sejtindex értékével fejeziink ki.

Az impedancia méréshez a specialis 96-lyuka lemezeket 0,2%-0s zselatin-PBS oldattal
vontuk be. Ezt kdvetden sejt-szuszpenzidt adtunk lyukanként (6><103 sejt/lyuk) és a lemezt
inkubatorba helyeztilk. A miiszer a mért impedanciat a sejtek kezeléséig 5 percenként, a
kezeléseket kovetden pedig 2 percenként regisztralta. Az RPMI 2650 sejteket a kirakast
kovetd 20. 6rdban MEL nanorészecséket tartalmazd Osszetétellel és segédanyagokkal
kezeltik. Az impedancia valtozasat sejtindex és transzepitelidlis ellenalldas formajaban

fejeztiik ki.

MTT festékredukcios teszt

A sejtek életképességének megallapitasara a 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolium-bromidot (MTT) hasznaltunk. Az €16 sejtek a sarga MTT festéket kék szinii
formazan kristalyokka alakitjak. Az MTT teszthez az RPMI 2650 sejteket 96-lyuku steril
lemezeken tenyésztettiik, majd megkezeltiik kiilonboz6 Osszetételekkel és segédanyagokkal.

A toxikus, illetve kéarositd hatds mértékével aranyosan csokken a festék redukcioja.

Laktat-dehidrogenaz felszabadulas meghatarozasa
A sejtekbdl felszabaduld citoplazmatikus laktat-dehidrogenaz (LDH) enzim a sejt-

membran karosodasat jelzi, ezért a nekrotikus sejtpusztulds indikatoraként is hasznalhatd. A
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membrankarositd, nekrozist okozo hatas mértékével ardnyosan nd a feliiliszobdl mérhetd

LDH mennyisége, amit kolorimetrias modszerrel hataroztunk meg (Roche Kkit).

Sejtmagok kettds fluorescens festése

toxicitast jelzd ¢€l6 és elpusztult sejtek aranyat kettds fluoreszcens sejtmagi jeloléssel
végeztilk. A bis-benzimid fluoreszcens médon kékre festi a sejtmagokban a nukleinsavat az
¢l6 sejtekben is, mig az etidium homodimer-1 csak az elpusztult sejtek magjat jeloli voros

fluoreszcenciaval.

Permeabilitas vizsgalat

A MEL és a FITC-dextran (4,4 kDa) epitélsejt rétegeken vald atjutasanak vizsgalatahoz
az RPMI 2650 sejteket polikarbonat membranokra tettiik ki adott sejtsiiriiségben. A sejteket
kezeltiik, és egy nappal késébb végeztilk a permeabilitas vizsgalatokat. A modellanyagok
koncentracidjat az alsé kompartmentbdl, a tenyésztéedény lyukaiban 1év6 oldatokbdl
hataroztuk meg. A tesztanyagok epitélsejteken vald atjutasat a latszélagos permeabilitasi

koefficiens (Papp) értékkel jellemeztiik (Youdim és mtsai, Drug Discov. Today, 8, 997, 2003).

4. EREDMENYEK

4.1. Meloxikam nanorészecskék eléallitasa és vizsgalata

Az orlési folyamat paramétereit optimalizalva faktoridlis kisérlettervezés segitségével
megkaptuk a részecskeméret-csokkentés szempontjabol legkedvezdbb Osszetételeket
(2. tablazat).

Az Orlésnek aldvetett MEL a segédanyagoktol fliggden kiilonbdzd szerkezeti
valtozdsokon megy keresztiil. PVP C-30 tartalmu mintak esetén 6rlés hatasara megvaltozik a
MEL habitusa és kristalyossaga. PVP K-25 tartalmi mintdk esetén csak részben valtozik a
MEL kristalyok habitusa. PEG tartalmii mintdk esetén a mintdkban lévé MEL

kristalyszerkezete kevésbé torik le (3. abra).

2. tablazat. Optimalizalt termékek

Orléanyag | Hatéanyag-6rléanyag arany | Orlési fordulatszdm (rpm) | dsgpSD (nm)
PVP-C30 1:1 400 140.4+69.2
PEG 6000 | 1:2 400 173.8 + 60.3




A nanoMEL/PVP termékben amorf MEL nanorészecskéket allitottunk el6 az elektron-
mikroszkopos képek, valamint a rontgen-diffrakciés mérések eredményei alapjan, ahol a

hatéanyag jellegzetes csucsai eltiintek (3. abra).

N4
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E 2) — (2) nanoMEL/PVP
H ! — (3) MEL/PEG

gl «@ — (4) MEL/PVP
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3. abra. Szerkezeti vizsgalatok, porrontgen diffrakcios mérések eredményei.

A nanoMEL/PVP termék oldodasi tulajdonsagait tovabb vizsgalva megallapithatjuk,

hogy mind a termék oldékonysaga, mind a kioldodas sebessége megnovekedett (4. dbra).
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4.abra. (A) Meloxikam oldékonysag vizsgalata, (B) Meloxikam oldodasi sebesség
meghatdarozasa fiziologias koriilmények (pH 7,4; 37 °C) kozott foszfat pufferben. MEL/PVP,
meloxikam és polivinilpirrolidin fizikai keveréke; nanoMEL/PVP, meloxikam és polivinil-
pirrolidin ko-6rolt termék.

Az intranazélis alkalmazésra szant folyékony 0sszetétel a nanonizalt hatdoanyag mellett

tartalmazott még natrium-hialuronatot 5 mg/ml koncentracioban. A nazalis készitmény in
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Vvitro permeabilitasi tulajdonsagait Franz diffizios cellakon vizsgalva megallapithatjuk, hogy
a nanoMEL/PVP terméket tartalmazd Osszetételbdl gyorsabban jut at a hatéanyag a lipofil

membranon keresztiil (5. abra).

75+
S 50 v
= )
=
2
3 254
Z

0 1 1 ] ] ] ] 1

0 60 120 180 240 300 360 420 480
Ido6 (perc)
- (1) nanoMEL/PVP + HA

-+ (2) MEL/PVP + HA

5. abra. Meloxikam in vitro permeabilitasa mesterséges membrdnon keresztiil kiilonbozd
formulaciok esetén. MEL/PVP, meloxikam és polivinilpirrolidin fizikai keveréke;
nanoMEL/PVP, meloxikam és polivinilpirrolidin ko-6rolt termék; HA, natrium-hialurondt.

4.2. RPMI 2650 human nazalis sejtvonal jellemzése

Kisérleteink eredményeképpen sikeriilt az RPMI 2650 nazélis sejtvonal optimalis
tenyésztési koriilményeit kidolgozni és olyan konfluens tenyészeteket létrehozni, amelyek
alkalmasak tovabbi toxicitasi és permeabilitasi vizsgalatok elvégzéséhez. A faziskontraszt és
elektron mikroszkopos vizsgélatok alapjan megallapitottuk, hogy az RPMI 2650 human
nazalis sejtek egy, illetve tobb rétegben egymashoz illeszkedve nének, alakjuk az epitél-
sejtekre jellemzden hengeres. Az epitélsejtek szerkezete és a sejtkdzotti kapcsolatok lathatdak
a 6. abran. A B—katenin kapcsolofehérje elsésorban a sejtek hataran, az adherens junkciokban
lokalizalodik, de emellett citoplazmatikus festddés is megfigyelhetd, ami dsszhangban all a

fehérje ismert jeltovabbitd miikodésével.



6. abra. (A) RPMI 2650 sejttenyészet faziskontraszt mikroszkopos felvételen (mérce: 60 um).
(B) Konfokdlis mikroszkdpos felvétel RPMI 2650 sejtekrdl. [-katenin immunfestés, sejtmag
(mérce: 10 um). (C) RPMI 2650 sejtek elektron mikroszkopos felvételen. M: mitochondrium,
N: nucleus, ER: endoplazmatikus retikulum, TJ: tight junction, szoros kapcsolat (mérce:
250 nm).

Igazoltuk elektronmikroszkopos vizsgalatok soran (6. abra), hogy az RPMI 2650 sejtek
kozott nemesak adherens junkciok, hanem az apikalis régioban szoros sejtkdzotti kapcsolatok
is megtalalhatoak, melyek elengedhetetlen szerepet jatszanak a sejtek barrier funkciojaban.
Az elektronmikroszkopos felvételen egészséges, ép sejtalkotokat, mint mitochondrium és
endoplazmatikus retikulum lathatunk, és az epitélsejtekre in vivo is jellemzd kevés
citoplazmat nagy sejtmaggal.

A morfolégiai vizsgalatok mellett funkcionalisan is igazoltuk, hogy a permeabilis
membranon tenyésztett egybefliggd nazalis epitélsejtrétegek barriert alkotnak. Az RPMI 2650

sejtrétegek ateresztoképessége FITC-dextranra vizsgalva 9,7x10° cm/s volt.

4.3. Meloxikam nanorészecskék atjutasa nazalis epitélsejtrétegeken
A MEL nanorészecskék biologiai hatasainak vizsgalatara in vitro koriilmények kozott

RPMI 2650 humén nazalis epitélsejteket hasznaltunk. Els6ként szereztiink 0j ismereteket a
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nanoMEL/PVP termék citotoxicitasi tulajdonsagairol. A valos idejii sejtanalizis eredményei
alapjan lathat6 a 7. dbran, hogy a MEL nanorészecskéket tartalmazd dsszetétel nem toxikus a
humén RPMI 2650 sejtekre. A hatdéanyag permeabilitisa a human nazalis epitélsejteken

keresztiil jelentésen gyorsabb volt a nanonizalt MEL esetében.

Valés idejii sejtanalizis Meloxicam permeabilitas
1.5%10
= Kontroll 2
» —= nanoMEL/PVP E  1.0x10°5
z <
E el
= =
z = —
& 5.0x10°
G:H
=== TX-100
T T T T T T T T L) T 1
-120-60 0 60 120 180 240 300 360 420 480 0 T
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‘zxé QXQ
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A

7. abra. (A) A valos idejii sejtanalizis a MEL nanorészecskék toxicitasarol szolgal infor-
mdcioval, (B) A nazalis készitmény permeabilitasi egyiitthatéja RPMI 2650 nazalis epitélsejt
modellen. MEL/PVP, meloxikam és polivinilpirrolidin fizikai keveréke; nanoMEL/PVP,
meloxikam és polivinilpirrolidin ko-orolt termék

-----

A permeabilitast fokozd segédanyagok hatasat valds idejii sejtanalizis segitségével is
leteszteltiik RPMI 2650 sejteken (8. abra). A kezelés utan 1 6raval a Cremophor RH40
egyetlen vizsgalt dozisa sem okozott sejtindex csokkenést, ami arra utal, hogy nem tortént
sejtkarosodas. A Tween 80 1 mg/ml koncentracibban nem volt karos, de 10 mg/ml-es
koncentracidban mar 40% ald csokkent a sejtindex. Mivel az 1 6ras LDH tesztben nem volt
mebrankarosodas ennél a dozisnal, ezért az impedancia csokkenése paracellularis perme-
abilitas novekedésre utalhat.

A laurat és a mirisztat cukorésztereket vizsgalva a 0,1 mg/ml-es koncentraciok esetében
80% folotti sejtindexet kaptunk 1 oras kezelés utan. A nagyobb 0,3 és az 1 mg/ml dézisok
alkalmazasa azonban 20% illetve 2%-0s sejtindexet eredményezett, ami a Triton X-100
kezeléssel megegyezd, jelentds sejtkarosodast hozott 1étre.

A permeabilitast fokoz6 segédanyagokkal torténd kezelést kdovetden minden esetben
megfigyeltiink egy azonnali impedancia csokkenést, ami reverzibilisnek bizonyult az
alacsonyabb, a megel6z6 kisérletekben bizonyitottan nem toxikus koncentraciokban (8. abra).

A Cremophor RH40 esetében egyik vizsgalt koncentracional sem, mig a Tween 80-nal a
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10 mg/ml-es dozisban tapasztaltunk TEER csokkenést. A cukorészterek esetében a 0,3 és az

1 mg/ml koncentraciok jelentds rezisztencia csdkkenést eredményeztek. A magasabb

koncentracidk esetén tapasztalt irreverzibilis rezisztencia csokkenés sejtkarositd hatasra utal,

ami 6sszhangban all a toxicitési kisérletekben kapott eredményeinkkel.
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”
I’
i N
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1001
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8. abra. Az RPMI 2650 nazalis epitélsejtrétegek transzepitelidlis ellenallisanak (TEER)
valtozasa cukorészterek és referencia vegyiiletek hatasdra. C, kontroll.

A vizsgélt cukorészterek esetében azt tapasztaltuk, hogy a bizonyitottan nem karos 0,1

mg/ml-es koncentracioban a kontrollhoz képest alacsonyabb TEER értékeket kaptunk, ami

paracellularis permeabilitas fokozodast jelent.
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9. abra. FITC-dextran (4,4kDa) permeabilitisi egyiitthato humdan RPMI 2650 nazalis
epitélsejt modellen. C, kontroll; CR, Cremophor RH40; L, laurdat cukorészter; M, mirisztdt
cukorészter; Papp, latszolagos permeabilitasi egyiitthato; TW, Tween 80.

A nazalis epitélsejtrétegek ateresztOképességének meghatdrozasdhoz a paracellularis
marker molekula FITC-dextrant hasznaltuk. A laurat cukorészter a korabbi kisérletekben
meghatarozott nem toxikus koncentraciokban alkalmazva do6zisfiiggd moédon megndvelte az
epitélsejtek FITC-dextran permeabilitasat (9. abra). Egy ords 0,1 mg/ml laurdt cukorészter
kezelés 50%-kal novelte a sejtrétegek ateresztOképességét, igy ez a dozis hatasosan fokozta a
permeabilitast. Ez az eredmény Osszhangban all a valos idejii sejtanalizisnél megtigyelt
impedancia csokkenéssel.

Osszehasonlitva a Chremophor RH40 és Tween 80 referencia segédanyagok, valamint a
laurat és mirisztdt cukorészterek azonos koncentracidban (0,1 mg/ml) epitélsejtek
permeabilitasara kifejtett hatasat azt tapasztaltuk, hogy az 0sszes vizsgalt segédanyag fokozta
az RPMI 2650 sejtek permeabilitasat, de koziilik a laurat cukorészter novelte a legnagyobb

mértékben.

5. OSSZEFOGLALAS

Megallapithatjuk, hogy kutatdmunkank soran sikeriilt egy olyan vizsgalati protokollt
kidolgozni, amely alkalmas nazalis gyogyszerkészitmények fizikai-kémiai, in vitro
permeabilitasi, citotoxicitasi €s epitélsejteken torténd permeabilitasi vizsgalataira.

Meloxikam nanorészecskéket allitottunk elé polimerekkel tortént egyiittes Orlés
nanoMEL/PVP 0sszetétel bizonyult a legjobbnak, a hatéanyag oldékonysaga és oldodasi

sebessége egyarant megndvekedett.
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A human RPMI 2650 nazalis epitélsejtek tenyésztési koriillményeinek optimalizalasaval
sikeriilt egy sejttenyészetes modellt kidolgoznunk, amely alkalmas intranazalis hat6anyag
bevitel vizsgalatara, és elsOként igazoltuk ezen a modellen a meloxikdm nanorészecskék
atjutasat és a cukorészterek toxicitasanak és permeabilitast fokozo tulajdonsagdnak mértékét.

Eredményeink alapjan az amorf meloxikdm nanorészecskéket tartalmazod nazalis
Osszetétel ¢és a cukorészterek, mint innovativ segédanyagok terdpids relevanciaval
rendelkezhetnek. A kidolgozott vizsgalati protokoll hozzajarulhat nazalis gyogyszer-

készitmények kifejlesztéséhez.
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