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Roviditések jegyzéke

ACHP: 2-amino-6-[2-(ciklopropil-metoxi)-6-hidroxifenil]-4-(4-piperidinil)-3-piridin-
karbonitril

AUA: Amerikai Urologiai Tarsasag (American Urological Association)

ATC kod: Anatomiai, terapias, kémiai osztalyozasi rendszer (Anatomical Therapeutic
Chemical classification system)

BPS: holyagfajdalom szindroma (Bladder pain syndrome)

BSUG: Brit Urologiai Tarsasag (British Society of Urogynaecology)

CUA: Kanadai Urolégiai Tarsasag (Canadian Urological Association)

DMSO: dimetil-szulfoxidot

EAU: Eurodpai Urologiai Tarsasag (European Associaction of Urology)

ELISA: enzimhez ko6tott immunszorbiens proba (enzyme-linked immunosorbent assay)

FFNSC: Aromak ¢s illatanyagok, természetes és Szintetikus vegyiiletek konyvtara
(Flavour and Fragrance Natural and Synthetic Compounds Library)

FID: langionizacios detektor (Flame lonization Detector)

FDA: Elelmiszer- és Gyogyszeriigyi Hatosag (Food and Drug Administration)
GAG: gliikozaminoglikan

GC: gazkromatografia (Gas Chromatography)

HPMC: hidroxi-propil-metil-celluloz

IC: interstitialis cystitis

ICS: Nemzetko6zi Kontinencia Tarsasag (International Continence Society)
IL-1B: interleukin-1§

IL-6: interleukin-6

IL-8: interleukin 8

MAPK: Mitogén-aktivalta protein kindz

MS: tomegspektrométer (Mass Spectrometer)

NEAK: Nemzeti Egészségbiztositasi Alapkezeld

NF«B: nuklearis faktor kappa B

NS: normal s6oldat

OGYETI: Orszagos Gyogyszerészeti és Elelmezés-egészségiigyi Intézet

PBS: foszfat pufferelt sboldattal



Real Time PCR: val6s idejii polimer lancreakcio (quantitative polymerase chain
reaction)

RCT: randomizalt, kontrollalt vizsgalat

SUFU: Urodinamikai és N6i Urologiai Tarsasag (The Society of Urodynamics, Female
Pelvic Medicine & Urogenital Reconstruction)

TNFa: tumor nekrozis faktor a



1. Bevezetés

A Holyagfijdalom szindroma (Bladder Pain Syndrome, BPS) mas néven az
Interstitialis Cystitis (IC) adja dolgozatom témajat, amely egyelére egy kevésbé ismert
betegség, bar valdsziniileg sok embert érint vilagszerte. A BPS nomenklaturaja az elmult
évszazadban tobb valtozason is keresztiil ment. A legelsé kifejezésként interstitialis
cystitis-t hasznaltak, amely eredetileg egy valodi gyulladisos holyagbetegség leirasara
szolgalt.

A Nemzetkozi Kontinencia Tarsasag (ICS) 2002-ben fogadta el a fajdalmas
holyagszindroma kifejezést. Késdbb, 2004-ben az elnevezést holyagfajdalom-
szindrémara valtoztattak, mivel az inkontinenciaval foglalkozo nemzetk6zi konszenzus
az el6z6 elnevezés ellen érvelt. A kdzelmultban az elnevezést és a definiciot az ujabb
ismeretek alapjan finomitottak [1]. Az Amerikai Urologiai Tarsasag (AUA) is az
Urodinamikai és N6i Urologiai Tarsasag (SUFU) IC/BPS terminologiajat hasznalja [2],
amelyet igy definialtak: ,,A htagyholyaggal kapcsolatosnak vélt kellemetlen érzés
(fjjdalom, nyomas, kellemetlenség), amely hat hétnél hosszabb ideig tart6 also hugyuti
tiinetekkel jar, fert6zés vagy mas azonosithaté ok nem hatarozhaté meg” [3].

Az EAU iranyelve a BPS kifejezés hasznalatat javasolja, mivel a BPS-hez
kapcsolodd negativ pszicholdgiai, érzelmi és szexualis szovodményeket is beépiti a
meghatdrozasba, és nem javasolja az olyan régebbi kifejezések hasznélatat, mint az
winterstitialis cystitis” vagy a ,,fajdalmas hélyagszindroma” [4].

A korkép gyakori vizelési panaszokkal és jelentds fajdalommal jaro
megbetegedés, amely a paciens életmindségét nagymértékben rontja. Diagnosztizalasi
aranya sajnos igen rossz, kb. 2,3%. A tiinetek és a betegség sulyossaga széles
tartomanyban valtozhat. Egyes betegeknél csak enyhe kellemetlen érzés és nyomas van
jelen a holyagban, amelyhez gyakoribb vizelési inger tarsul. Elérehaladott stadiumban,
azonban a paciensek nagyon erds fajdalmaktol szenvedhetnek, néha akar tartésan is, amit
allando vizelési inger egészithet ki éjjel-nappal. A megfelelé kezelés hianyaban a
betegség progredial, évek multaval zsugorholyag és veseelégtelenség alakulhat ki [5].

A betegséghez nagyon gyakran tarsulhat depresszi6 és a szexualis funkciok zavara,
amely ismét életminéség romlast eredményezhet a paciensnél. A magas félrekezelési rata
miatti késoéi diagnozis, valamint a betegséget kisérd erds fajdalom akar ongyilkossaghoz

is vezethet [6,7].



A BPS gyanujat alatamaszthatja néhany tovabbi specifikus tiinet, mint példaul
jellegzetes spiralis erck megléte a holyagban, amelynek eléfordulasi gyakorisaga a
betegség sulyossagi fokaval aranyosan valtozhat [8].

A holyagtajdalom szindroma kialakulasanak pontos oka még ismeretlen, azonban
bizonyitott a panaszok hattere, amely a holyaghartya felszini nydk rétegének elégtelen
termelédésével magyarazhat6 [9]. Ez a réteg legnagyobb részt gliikozaminoglikan (GAG)
molekuldkbol 4ll, ezen kiviil poliszacharid molekulak kombindciojabol, mint példaul
kollagén, elasztin, fibronectin és laminin. A higyholyag felszini nyak rétege tartalmaz
heparint, hyaluronatot, kondroitin-szulfatot, keratin-szulfatot és dermatin-szulfatot [10].
A heparin gyulladascsokkent6 hatassal rendelkezik, gatolhatja a fibroblaszt-proliferaciot,
heparin szivodik fel szisztémas keringésbe, még akkor is, ha a holyag gyulladt. A
hialuronsav csokkentheti a szinovidlis membran permeabilitasat és ezaltal gatolja a
leukocitak kemotaktikus és fagocitikus funkcioit. Az BPS-ben szenvedd betegek holyag
uroepitheliumaban kondroitin-szulfat proteoglikanok hianya volt kimutathato, igy ennek
potlasa is elengedhetetlen [12,13].

A GAG-rétegben talalhatdo proteoglikanok és glikoproteinek siirii réteget
képeznek, amelyek megvédik a submucosdban taldlhatdo fajdalom receptorokat a
vizelettel iirlil6 ingerlé anyagoktol, mint példaul sok, savak és bomlastermékek (1. dbra).
Ez a réteg nem athatolhatatlan, hanem ¢ép, sériilésmentes allapotaban egyensulyt tart a ki-

¢és bearamlo anyagok kozott [14].
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1. dbra: A hugyholyag szerkezete (sajat abra)

A problémat a GAG-réteg folytonossaganak megsziinése okozza, igy nem véd a
vizeletben talalhato ingerl6 anyagokkal szemben. Mindezek kovetkeztében kialakul egy
kronikus kémiai irritdcid és egy nem-bakterialis eredetii gyulladas (steril gyulladas) a
holyagfal rétegeiben (2. dbra). Ezt tamasztja ala a BPS-ben szenvedd betegek biopszias
szovetmintak elemzése is.

A barrier elvesztése korszovettani, génexpresszios €s molekularis valtozasokhoz
kapcsolodik. Elobbire példa a Hunner-1éziokkal rendelkezé holyagok, melyek
sugariranyu erezettséget abrazolnak, kozepén pedig fehér fibrinnel fedett hamhianyos,
fekélyes teriiletek talalhatok. Ezen 1éziok diffiz és intenziv gyulladast mutatnak, a
gyulladast kivalto gének tulzott expresszidja miatt [6].

A holyagban megjelenhetnek Hunner-1éziok. Igy megkiilonboztethetiink Hunner-
1éz16s BPS-t ¢s Nem-Hunner-1¢zi6s BPS-t. A hugyhdlyag ezen teriiletein receptorszam
novekedés tapasztalhaté a fajdalom-receptorok tartds ingerlése miatt, amely tovabbi
fajdalom fokozodassal jarhat [15]. Ezen folyamatok kovetkeztében az 6démassa valt
szovetekbe bevandorolnak a kdtdszoveti sejtek, igy a holyag elveszti a rugalmassagat. Ez
a folyamat hosszu évek alatt heges zsugorholyag kialakulasahoz vezethet [5].

Az elvaltozas kezelése soran a GAG potlasa torténhet regisztralt orvostechnikai
eszkozok segitségével és torzskonyvezett gyogyszerek alkalmazasaval intravezikalisan

vagy oralisan. Magyarorszagon is elérheté oralis gyogyszer az EImiron®. Hatéanyaga:

Koztes urothelidlis sejtek

—=> Korkords simaizom koteg



100 mg pentozan-poliszulfat-natrium (ATC kodja: GO4BX15). A készitmény gélszerii
réteget képez a hugyholyag apikdlis sejtmembranjan, ezaltal eldsegiti a GAG- réteg
regeneralodasat. A javasolt szedése 3x1 naponta, étkezés eldtt 1 oraval vagy étkezés utan
2 oraval. Terhesség és szoptatas alatt ellenjavalt. Mellékhatasként a hosszatava
alkalmazasa pigmentaldé maculophatidt okozhat, ezért szedése mellett ajanlott a
rendszeres szemvizsgalat. [16]. Az EImiron® jelenleg Magyarorszagon nem timogatott
gyogyszer. Kizarolag egyedi méltanyossagi tamogatas terhére finanszirozza a Nemzeti
Egészségbiztositasi Alapkezelé (NEAK). A gyogyszer fogyasat tekintve 2020 oktober
ota novekvo tendencia figyelheté meg. 2020 oktdber és 2022 majus kozott dsszesen 1
672 doboz fogyott az orszagban (IQVIA adatbazis alapjan).

A regisztralt orvostechnikai eszkozok koziil a Cystistat® (40mg/50ml) Magyarorszagon
elérhet6, amely natrium-hialuronatot tartalmazo steril oldatos készitmény. Az alkalmazas
modja: intavezikalis instillacio [17].

AZ iAlURII® Prefill f& hatéanyagként kondroitin-szulfatot és natrium-hialuronatot
tartalmaz egy 50 ml-es el6retoltott fecskend6ben. Az adagolasa intravezikalis
instillacioban torténhet katéterrel vagy Urodapter®-en keresztiil, a kovetkezé protokoll
szerint: az els6 honapban heti 1x, a masodik honapban kéthetente 1x, majd ezt kovetden
a tiinetek megszinéséig havonta 1x [18].

A Hyacyst®, 40 mg vagy 120 mg natrium-hialuronatot tartalmazé eléretdltott
fecskendében. Adagolasi formaja: intravezikalis instillacid, katéterrel a hugyholyagba
kell beadni a hiigyholyag teljes leiiritése utan. A kezelést négy héten keresztiil hetente
egyszer kell elvégezni, majd fenntartéd kezelés esetén havonta 1 alkalommal [19].

Az étrendkiegészité kategoriaban elérhetd még a paciensek szamara
az UNISIS, amely gliik6zamin-szulfatot, kondroitin-szulfatot, natrium-hialuronatot,

kvercetint és rutint tartalmaz. Napi javasolt adagja 2x1 tabletta [20].
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2. abra: A hugyholyag GAG- rétegének elégtelen miikodése (sajat abra)

A BPS tiineti kezelése kapcsan az elsédleges cél a fajdalom és az allando vizelési
inger csillapitasa. Taplalkozasi szokasaink eredményeként a vizelet kémhatésa savas (5-
6 pH koriili), amely allandosult fajdalmat és folyamatos vizelési ingert jelent a betegek
szamara. Ezért célszerli a vizeletet lugositani. Erre tokéletesen megfelelnek a citrat-sok,
amelyek hatékonyan novelik a vizelet kémhatasat elkeriilve a hyperaciditast. Az alkali-
citratok citrationjai oxidativ metabolizmussal szén-dioxidda illetve bikarbonatta
alakulnak. A fennmarad6 alkali-ionoknak koszonhetdé bazistalsaly a vizelettel
Kivalasztodik és a vizelet pH-értékét megnoveli. Alkali-citratok oralis adasa az
adagolastol fiiggben a vizelet semlegesitéséhez vezethet. A szérum bikarbonat-
koncentracioja (negativ bazistulsuly) a citrat kivalasztas szabalyozo faktora. A negativ
bazistalsuly az intracellularis pH-érték eltolasaval az anyagcserefolyamat alkalikus
iranyba tolddik el. Ez a vese tubularis citratmetabolizmusanak alkaldzis indukalt
gatlasdhoz és csokkent citrat reabszorpcidohoz, valamint fokozott citrat kivalasztashoz
vezet. Az alkalizacio a renalis kalciumtranszportot is oly modon befolyasolja, hogy a

kalcium kivalasztasa a vizeletben szignifikansan csokkenjen [21].
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A vizelet lugositasara elérheté gyari készitmény a Blemaren-N® pezsgétabletta,
azonban ez K*-t tartamaz. Terapids javaslata:

- a vizelet lugositasa hugysavkovek esetében, kalcium tartalmu kdvek egyideji

1étezése esetén vagy hidnyaban

- kalcium tartalmu kovek recidiva profilaxisa és/vagy a megmaradt fragmentumok

novekedésének megakadalyozasa [22].

Fontos megemliteni, hogy a K" irritativ hatdasa a huagyholyagban. Ezért szerepet
jatszik a fajdalom és a fokozott vizelési inger kialakulasiban, mivel a K* fokozza az
urothelium permedabilitasat [22]. A masik lehetdség a vizelet lugositdsara a natrium-
hidrogén-karbonat alkalmazasa, mivel képes k6zombdositeni a savakat. Azonban ez a
molekula reakcioba 1ép a gyomorsavval, ezaltal szén-dioxid szabadul fel, amely fokozott
gazképzodést, haspuffadast és hasfesziilést idézhet el, végiil gyomorégéshez vezethet.
Tovabba tobb sav fog termelddni a gyomorban, igy nagyobb a reflux kialakuldsanak az
esé¢lye is. Ezek altal a szodabikarbona fogyasztisa tartdsan nem jelent megoldast a
pacienseknek.

A gyogyszeres kezelés mellett az orvosok alkalmazhatnak holyag feltoltést is a
terapia részeként. A holyagban nyomas fokozodasara kialakulhat bevérzett nyalkahartya
tertilet, melyeknél vérszivargas is észlelhetd. Ezen jellegzetes elvaltozasok tobbsége
altalaban csak a nagy nyomassal végzett holyagtagitas soran, vagy utana észlelhetok. A
holyag tagitasa torténhet hidrodilatacioval, ami egy katéteren keresztiil végzik a holyagba
juttatott folyadékkal, illetve ballonos hdlyagtagitassal is végezheté a folyamat [23]. A
hidrodilataciohoz 4ltaldban steril, fizioloégias konyaso-oldatot hasznalnak, melyet
egyenletes sebességgel juttattnak a holyagba egy urodinamias pumpa segitségével. A
ballonos holyagtagitas eldnye, hogy kizarhato a toltéfolyadék elszivargasanak és a
vesékbe torténd felnyomasanak veszélye [23]. A fentiek alapjan ugy gondoljuk, hogy
kiemelten fontos a BPS betegek kezelésével foglalkozni.

Mivel ismét egyre inkabb a természetes anyagok, komponensek keriilnek el6térbe
egyes betegségek kezelésében, az illoolajok népszeriisége is egyre nd. Az illdolajok
Osszetett anyagok, amelyek tobb szdz komponensbdl allhatnak. Az §sszetételiik bizonyos
kortilményektdl fliggden valtozhat, mint példaul a ndvény eredete, a betakaritas idépontja
vagy a kivonasi modszer, ami szintén befolyasolhatja farmakologiai hatasukat [24]. A
levenduldbdl és eukaliptuszbol szadrmazo illdolajokat széles korben hasznaljak a

kozmetikai, az élelmiszer- és a gyogyszeriparban egyarant [21]. Gyulladasos
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megbetegedésekben vizsgaltak olyan illdolajokat, mint a kamilla, az eukaliptusz, a
rozmaring, a levendula, amelyek képesek modulalni a gyulladésos valaszt, és képesek
befolyasolni a jelatviteli kaszkddokat, a szabalyoz6 transzkripcidos faktorokat, a
gyulladasos génexpressziot €s a citokinek termelését [25].

A kozonséges levendula (Lavandula angustifolia Mill.) a Lamiaceae
(Ajakosviraguak) csaladjaba tartozo, a Foldkozi-tenger vidékén Gshonos félcserje.
Hazéankban eldszeretettel termesztik. A ndvénynek lila szinli alfiizérben 4all6 viradgai
jellegzetesen kellemes illatiak. Hossza kocsanyu, fiirtés viragzatahoz széles tojasdad,
kihegyezett végli, erés erezetli murvalevelek tartoznak. A levelei landzsa alakuak,
sz¢€likkon kissé lefelé gorbiilnek, fiatalon még molyhosak, késébb csupaszok és zoldek.
Drogrészét képezi a levendulavirag (Lavandulae flos), aminek a f6 hatéanyaga az illdola;
(Lavandulae aetheroleum). Az illdolajnak két f6 komponense a linalool és a linalil-acetat.
Kimutattak, hogy mindkét komponens erds gyulladascsokkentd hatassal rendelkezik [26].

Az eukaliptol az eukaliptuszolaj (Eucalypti aetheroleum) f6 komponense, amit az
eukaliptusz (Eucalyptus globulus Labill.) novény drogrészébdl, a levelébdl (Eucalypti
folium) vonnak ki. Az eukaliptusz egy nagytermetii, Ausztralidban és Tasmaniaban
6shonos fa, amely akar 60 m magasra is megndhet. A kékeszold levelek eldszor a fiatal
hajtasokon tojasdadok és atellenes allasuak, mig az idésebb agakon szort allasuak, rovid
nyeliek és hosszabbak (kb. 10-15 cm), alakjuk keskeny-landzsas. A levelek fonakjan a
kozEépso ér erdsen kidomborodik, a mellékerek egyenesek és parhuzamosak. A viragok a
levelek honaljdban taldlhatoak, a vacok csésze formaju, a viragtakard hidnyzik és
jellegzetesen sargas porzok feltiiné csomokat alkotnak. Az eukaliptolrél bebizonyitottak,
hogy gatolja a citokintermelést, ezért gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal rendelkezik
[27].

A nuklearis faktor kappa B (NFkB) ttvonal szabalyozasa nagyon fontos a sejtek
szdmara a valtozd kornyezeti feltételekhez vald alkalmazkodasban. Az NFxB a
sejtfolyamatok széles korét moduldlja, mint példaul a proliferacid, a migracio, az
apoptozis, az immunitas és a gyulladas. Az NFkB szabalyozza a proinflammatorikus
valaszt a tumor nekrdzis faktor o (TNFa) és az interleukin jelatviteli Utvonalak
modulalasaval [28]. Tehat a TNFa az NF«B nuklearis transzkripcios faktor egyik
leghatasosabb fiziologiai induktora [29]. A TNFa, egy gyulladaskeltd citokin és szamos
szabalyoz6 funkcioban vesz részt, pl. a sejtproliferacidban, apoptodzisban és mas citokinek
termelését is indukalja. A TNFa-t elsésorban a makrofagok termelik, de mas sejtben is

képes kifejezédni, beleértve az endothelsejteket is [30]. A gyulladasos valasz végiil a
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TNFa ¢és mas gyulladaskelté citokinek, pl. az IL-6, IL-1p és IL-8 transzkripcios
citokinek és kemokinek (IL-1p, IL-6, IL-8) fokozott expressziojat [31]. Az IL-1B gyakran
szinergikusan hat a TNFa-val a gyulladaskeltd folyamat soran, és az IL-6 és IL-8
termelését is indukalja. Az IL-6 fontos szerepet jatszik a gyulladdsban, mint az akut fazisa
fehérjeszintézis induktora, valamint a makrofagok altal gatolja a TNFa és IL-1B
expressziojat. Az IL-6 egyszerre rendelkezik pro- és anti-inflammatorikus hatassal. Az
IL-8 a neutrofilek szamara kemotaktikus és aktivald tulajdonsagokkal rendelkezo
kemokinként miikddik. Emellett az 1L-8 szintjét az BPS betegség progresszidjanak
markereként is hasznaljak a vizeletben, mint példaul pyelonephritisben, idiopatias

nefrotikus szindromaban [32-37].
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2. Célkitiizés

A bevezetoben emlitettek ismeretében az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

Egy hazai BPS kezelési protokoll kidolgozasa. Figyelembe véve a gydgyszeres
kezelési, valamint az étkezési szempontokat is.

A folyamatos fajdalom és az esetleges mellékhatasok (pl. reflux) mérséklésére egy
kaliummentes nyujtott hatdéanyagleadasu tabletta fejlesztése, amellyel a napi 2x1
dozis biztosithato. Ezzel novelve a betegadherenciat.

A hugyholyagban kialakul6d steril, kronikus gyulladds sejtszintli csokkentése
érdekében levendula és eukaliptusz illdolajokkal, illetve ezek {6 Osszetevdivel
(linalool, eukaliptol) végeztiink T24 holyagepitél sejtvonalon vizsgalatokat. Célunk
volt a gyulladascsokkenté hatas mértékének meghatarozasa a gyulladaskelto
interleukinek (IL-1p, IL-6 és IL-8) mRNS expresszidjanak valtozasa alapjan. Emellett
Osszehasonlitottuk hatékonysagukat az ACHP (2-amino-6-[2-(ciklopropil-metoxi)-6-
hidroxifenil]-4-(4-piperidinil)-3-piridin-karbonitril) inhibitorral, egy bizonyitott
NFkB-gatloval. Az mRNS szintek valtozasa mellett fehérjeszinten is megvizsgaltuk

a komponensek gyulladascsokkentd hatdsat.
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3. Anyagok és modszerek

3.1. A BPS kezelési protokoll ajanlas megalkotasa a hatalyos kiilfoldi

tarsasagok iranyelveinek tanulmanyozasaval

A holyagfajdalom szindroma kezelésére kidolgozott protokoll javaslat a

nemzetkdzi ajanlasokon és a hazai tapasztalatokon alapult. Magyarorszagon jelenleg

nincs hivatalosan elfogadott szakmai ajanlas a holyagfajdalom szindroma kezelésére. A

protokollunk megalkot4dsanal a biztonsagos és folyamatos gyodgyszerellatas biztositasa

érdekében, felkerestiink urologus szakorvosokat és az altaluk kezelt IC betegek tiineteirdl,

kezelésérdl konzultalva, valamint a betegek gyogyszerelését tanulmanyozva, készitettiik

el ajanlasunkat. Tovabba figyelembe vettiik kiilfoldi orszagok Urologiai Tarsasagai [az

Amerikai (AUA), a Japan, az Europai (EAU), a Kanadai (CUA) és a Brit Urologiai
Tarsasag (BSUG)] altal kozzétett iranyelveket. Az iranyelvek tanulmanyozasa soran

Osszevetettiik a protokollok evidencia szintjeit is, amelynek értelmezése az 1. tdblazat

alapjan tortént.

1. tablazat: Evidencia szintek és az ajanlasi fokozatok értelmezése.

Evidencia szint

Ajénlasi fokozat

l. A
I B
. C
V. D
V. D

T6bb RCT-bol szarmazo

bizonyiték
Egyetlen RCT-bél vagy gyenge Ajanlott
mindségii RCT-bdl nyert
bizonyitékok
Nem RCT vizsgalatokbol Ajanlott

szarmazo bizonyiték

Megfigyeléses vizsgalatokbol
vagy esetsorozatokbol szarmazé
bizonyitékok

Nem ajanlott

Esettanulmanyokbol vagy
szakért6i véleményekbdl
szarmazo bizonyitékok

Nem ajanlott

Fokozottan ajanlott

*RCT: randomizalt, kontrollalt vizsgalat

crer

engedélyt kértiink (OGYE1/64008-4/2019).
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Annak feltérképezése érdekében, hogy milyen tényezdk befolyéasoljak pozitiv,
illetve negativ iranyba a BPS terapiajanak kimenetelét, Osszeallitottunk egy
taplalkozassal kapcsolatos kérdoivet. A ,,Gyogyszerek, gyogyszernek nem mindsiild
termékek, étkezési és életviteli szokdsok hatdsa az interstitialis cystitis (holyagfajdalom
szindroma) tlineteire — kérddives felmérés” cimi kérd6ivbol nyert adatok a betegellatas
szinvonalat hivatottak javitani (1. melléklet). Az adatokat anonim moddon gyijtottiik és
kezeltiik. A kérddivet 246 paciens kapta meg, koziiliikk 126 f6 vett részt a felmérésben,
30-99 éves kor kozott. Az adatgyljtés 2019 marciusa és majusa kozott zajlott. A kérdoiv
45 kérdésbol allt. A kérddiv egy- és tObbszoros valasztasi lehetdségli kérdést és néhany
rovid kifejtés valaszlehetéséget tartalmazott. A kérddiv elsé felében altalanosabb
kérdések szerepeltek, mint példaul nem, allapot, tiinetek, majd a masodik felében az
¢lelmiszerfogyasztasra fokuszaltunk. Szdmos tudoményos cikk, ajanlas és étrendi
javaslat [38-40] elolvasasa utan a kérdoiv elkészitése soran a kovetkez6 f6 csoportokra
Osszpontositottunk: zoldségek, gylimolcsok, tejtermékek, az utolsd csoportba pedig a
kavé, tea, energiaitalok tartoztak.

A vizsgalatot az Egészségiigyi Tudomanyos Tandcs, Tudomény és Kutatasetikai

Bizottsag 8230-2/2019 szamu engedélye alapjan végeztiik el.

3.2 A kaliummentes nyujtott hatéanyagleadasu tabletta formulalasa

A mar forgalomban 1év6 készitmény osszetételeit figyelembe véve kialakitottuk a

sajat egyedi, specialis, K™-mentes receptiurankat az alabbiak szerint:
A tablettdk hatdanyagait Dr. Lovasz Sandor, urologus empirikus tapasztalatai alapjan
hataroztuk meg. A hatbéanyag tartalmat 60%-ra allitottuk be a tabletta Gssztomegéhez
viszonyitva. A tabletta f6 hatéanyaga a citromsav (68 mg) (Hungaropharma Zrt, Budapest,
Magyarorszadg), a natrium-citrdt (183 mg) (Hungaropharma Zrt., Budapest,
Magyarorszadg) ¢és a magnézium-citrat (243 mg) (Hungaropharma Zrt, Budapest,
Magyarorszag) Volt.

A citromsav és a natrium-citrat hatéanyagok a homogenizalasuk soran
eutektikumot képeztek, ezért specialis megoldasokra volt sziikségiink. gy az egyes
hatéanyag komponenseket kiilon-kiilon poritottuk dorzsmozsarban a VII. szitafinomsag
eléréséig. Ezt kovetden Osszesen 0,5% Aerosil-t (Hungaropharma Zrt, Budapest,
Magyarorszag) adtunk minden egyes OsszetevOhoz részletekben, folyamatos keverés
mellett. A homogenizalas utan 0,5% magnézium-sztearat (Hungaropharma Zrt, Budapest,

Magyarorszag) segédanyaggal biztositottuk a kivant lubrikans hatast. Végiil, pedig

16



Avicel DG (IMCD Group B.V., Bécs, Ausztria) nevli magas vizmegkotd képességii
segédanyagot alkalmaztunk, amely mikrokristalyos celluloz és vizmentes bazikus
kalcium-foszfat elegye. A higroszkopos hatdéanyag esctében az Avicel DG-vel
optimalizaltuk a tablettazand6 anyagok rheologiai tulajdonsagat. Az Avicel DG szaraz
granulalashoz hasznalt segédanyag. Ezen kiviil megkonnyiti a szilard gyogyszerforma
tomoritését azaltal, hogy javitja a tabletta robusztussagat és keménységét. A tabletta
magas Mg?*- és Na*-tartalma miatt, polimerek, carbomer matrix rendszerek nem johettek
szOba, ezért a valasztasunk a magas viszkozitasi Benecel hipromelloz (HPMC,
mikrokristalyos cellul6z) gradekre esett.

A HPMC a hidrofil matrixrendszerekben a legszélesebb korben hasznalt
félszintetikus polimer. A Benecel hipromelloz 20-24% metoxi-részb6l és 7-12%
hidroxipropil-tartalombol all. Ezek megfelelnek az US Pharmacopeia 2208 tipusu
hipromell6z szubsztitucidora vonatkozod kovetelményeinek. A hidrofil matrixot aktiv
szubsztancidk és hidrofil vivoanyagok keverékének kozvetlen préselésével allitottuk eld.
A Benecel segédanyag segitségével alakitottuk ki a cellulozalapi matrixtablettakat.
Harom elore kivalasztott Benecel tipust: a Benecel K4M PH DC, a Benecel K15M PH
DC és a Bencel K1I00M PH DC-t hasznaltunk hatdéanyag felszabadulasi sebességet
szabalyozé segédanyagként az egyes tablettak elkészitésekor (2. tablazat) [41].

2. tdbldzat: Benecel® tipus kiilonboz6 viszkozitasa (Ashland [41]).

Grade Atlag Oldat Nominal Alkalmazas Atlagos
molekulasuly koncentracié viszkozitas részecskeméret
(mPa*s)? (num); D90
Benecel® 400,000 2% 2,700-5,040 184 +0,2
K4M PH DC
Benecel® 575,000 2% 13,500-25,200 Szabalyozott 191 +0,5
K15M PH DC hatéanyag-
Benecel® 1,000,000 2% 75,000-140,000 leadas 182+0,7
K100M PH
DC

*K"HPMC tipus.; ‘PH’ Gyogyszerkonyvi; ‘DC’ direkt préselés
‘@ NF/EP/JP viszkozitasi modszer

A "PH" jelolés azt jelzi, hogy megfelel a gyogyszerkonyvi mindségnek, a "DC"

jelolés pedig azt, hogy kozvetlen préselésre alkalmas. Minden esetben 6t kiilonb6zd
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modon allitottuk dssze a tabletta poranyagat (3. tablazat), amit rheologiai vizsgalatoknak
vetettiink ala. A szakirodalmi adatok [41,42] és vizsgélataink alapjan a Benecel® K100M
PH DC HPMC (Ashland Inc., Kentucky, USA) volt a legigéretesebb.

3. tablazat: Az elézetes rheologiai mérések soran vizsgalt tabletta-Gsszetételek.

1 minta 2 minta 3 minta 4 minta 5 minta
Hatbanyag-tartalom 60 % 60 % 60 % 60 % 60 %
Magnézium-sztearat 0,5 % 0,5% 0,5% 0,5% 0,5%
Aerosil 0,5% 0,5% 0,5% 0,5% 0,5%
Benecel® tipusok * 30 % 25% 20 % 15 % 10 %
Avicel DG 9% 14 % 19 % 24 % 29 %

*Benecel® tipus: A= K4M PH DC; B=K15M PH DC; C= K100M PH DC

3.2.1 A granulatumok rheologia mérései

Elsé 1épésként 15 kiilonbozo oOsszetételli granuldtum folyési tulajdonséagait
vizsgaltuk meg a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv eldirasai szerint. Stampfvoluméterrel
(Erweka, SVM 102) meghataroztuk a Hausner faktort és a Carr-indexet. ASTM
(American Society for Testing and Materials) tolcsért hasznaltunk a kifolyasi id6

meghatarozasahoz ¢s a lejtészog kiszamitasahoz a kovetkezd egyenlet segitségével (1).
tg o= hS 1)

ahol a a lejtdszog, h a porklip magassaga, illetve d az atmérdje.

3.2.2 A tabletta direkt préselése

A rheoldgiai eredmények alapjan 7 keveréket: A/3, A/4, A/5, B/2, B/3, B/5, C/3
valasztottunk ki direkt tablettdzasra. A szdraz granulalassal eldallitott granulatumokat
excenteres Korsch-tipust tablettazogéppel (KORSCH AG, Berlin, Németorszag)
tablettaztunk, amelyhez oblong formaju présszerszamot hasznaltunk (szélesség: 7,2 mm,
hosszusag: 16,2 mm, magassag: 6 mm). A préseré minden esetben 10 kN volt. A tablettak
atlagos tomege 643+2,44 mg.
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3.2.3 A tabletta fizikai vizsgalata

Az igy elkészitett tablettakat a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv eldirasai alapjan
vizsgaltuk, az aldbbiak szerint:
- egyedi és atlagos tomeg meghatarozasa (AP224W analitikai mérleg, 220 g/ 0,1 mg)
- kopasi veszteség meghatarozasa (Erweka TAR220 kopasi szilardsdg mérd, Langen,
Németorszag)
- torési szilardsag meghatarozéasa (Erweka TBH 125 tabletta szilardsagteszteld, Langen,
Németorszag)
- hatéanyag kioldodas vizsgalata (Erweka DT700 forgolapatos késziilék, Langen,
Németorszag és Hanson Research Microette plus 6 mintavevé egység, Chatsworth,
California, USA)
- hatdanyag-tartalmi meghatarozasa (Dionex UltiMate 3000 késziilék UHPLC, Termo
Fisher Scientific Inc., Waltham, USA)

3.3 A kaliummentes nyujtott hatéanyagleadasu tabletta analitikai
vizsgalata

3.3.1 A tabletta hatéanyag-kioldédasi vizsgalata

A tabletta hatbanyag kioldodas 6 parhuzamos vizsgalatanal forg6lapatos modszert
(ERWEKA DT700 és Microette plus 6 autosampler) illetve az alabbi vizsgélati
paramétereket alkalmaztuk:
-37°C
- 75 fordulat/perc
- 2,4 ml minta

- foszfatpuffer 900 ml, pH 6,8

- mintatérfogat: 2,4 ml

3.3.2 A tabletta hatéanyagtartalmi meghatarozasa

A hatdanyag kioldodasi vizsgalat soran nyert mintak eldkészitésekor a HPLC
méréshez 1 ml mintat 20 pl HPLC tisztasagu foszforsavval savanyitottuk, a citromsav
jelenlét méréséhez.

A HPLC moédszer validalas befejezése utan az aldbbi vizsgalati paramétereket
alkalmaztuk:
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- 0szlop: Lichosper C18 250 x 6 mm (Merck Life Science Kft., Darmstadt,
Németorszag)

- aramlas 1,2 ml/perc

- injektalasi térfogat 10 ul

- eluensek: A: 0,05% H3PO4 /H20; (D: 10% H>O/MeOH csak oszlopmosas)

- 26°C (izokratikus koriilmények)

- kimutatasi hatar (LOD) 0,0607 mg/I

Harom parhuzamos oldddasi vizsgélatot végeztiink, n= 6 volt minden esetben.
A vizsgalatok eredményei alapjan a C/3 tablettat valasztottuk ki tovabbi vizsgalatokhoz.
Tabletta dsszetétele:

- Hatoanyag tartalom: 60%

- Magnesium stearinicum: 0,5%

- Aerosil: 0,5%

- Benecel K100M PH DC HPMC: 20%

- Avicel DG: 19%

3.3.3 A tabletta kioldédasi adatainak elemzése

Modellfiiggetlen elemzést végeztiink a vizsgalt tablettakészitmények kioldodasi
profiljainak 6sszehasonlithatosaganak, valamint a koztiik 1évé hasonlosag és kiilonbség
értékének meghatarozasara. A kioldodasi hatékonysagot (DE) is kiszamitottuk az 6sszes
Osszetétel atlagos kioldodasi profiljara. (2. egyenlet)

t
DE = 2% 100%

V100Xt
2)

ahol y a kumulativ szazalékos oldodas a t idépontban [43].

A kiilonbség, az f1 faktor és a hasonlosag f2 faktorok kiszdmitasaval dsszehasonlitottuk
a C/3 osszetételt az A/3 és a B/3 Gsszetétellel. A kiilonbség- és hasonlosagi tényezoket a
kovetkezd egyenletek segitségével szamoltuk ki:

£, = ZERT
Z?=1Rj

X 100

-0,5

f, =50 x log{[l+(1/n)27zle|Rj—Tj|2] xlOO}
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ahol n a mintavételi szam, Rj és Tj a referencia- és a vizsgalt termék szazalékos oldodasa

minden egyes j id6pontban, és ahol wjegy valaszthato sulytényezo.

A hatdanyag-felszabadulas kinetikai modellezéséhez a C/3 Osszetétel oldodasi adatait
nemlinedris illesztéssel végeztiik nulladrendi (3. egyenlet), elsérendli (4. egyenlet) és

Korsmeyer-Peppas modellekkel (5. egyenlet) a Microsoft Excel segitségével.

Q = Qo+ kot
3)

Qr = Qo x ekt

(4)

Q¢
— = k, t"
Qoo kp

()
ahol Q a t idOpontban felszabaduld hatéanyag mennyisége, Qo a kezdeti hatdanyag

mennyisége, Qt a t idépontban marad6 hatéanyag mennyisége, és ahol QQ—t a t idépontban
(o]

felszabaduloé hatoanyag hanyada. ko, ki és ki a nulladrendli, elsérendd, illetve
Korsmeyer-Peppas modellek kinetikai allanddi, n pedig a hatdanyag felszabadulési
exponens, amely a hatéanyag felszabadulasi mechanizmusara utal. A Korsmeyer-Peppas-
modell esetében csak a felszabadulasi adatpontokat hasznaltunk fel az elemzésben a

hatbanyag felszabadulasanak 60%-aig [44].

3.3.4. A C/3 minta tabletta stabilitasi vizsgalata
Az altalunk Osszeallitott és vizsgalt C/3 tabletta stabilitasat 24 honap elteltével
megvizsgaltuk. Széaraz, fénytdl védett helyen taroltuk. A stabilitdsi vizsgalat soran

megismételtiik a fentebb ismertetett valamennyi mérést.

3.4 A tabletta hatasossaganak vizsgalata kettds vak randomizalt

placebo kontrolalt human klinikai pilot vizsgalatban

A C/3 minta készitményt étrendkiegészitd kategoridban az OGYEI-nél
bejegyeztettik, és 24091/2020 notifikaciés szamot kapott. A pilot vizsgalatot egy
helyszinen, a budapesti Rozsakert Medical Centerben végeztiik. A vizsgalat az Eszak-
Ko6zép-budai Centrum Uj Szent Janos Korhaz és Szakrendelé Regionalis, Intézményi

Tudomanyos és Kutatasetikai Bizottsdg engedélye alapjan tortént (engedélyszam: 7074-
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2/2020). A befogadasi kritériumoknak megfelelden 6nkéntes alapon husz felnétt beteget,
négy férfit és tizenhat not, terapia naiv BPS betegeket vontunk be a vizsgalatba.

A human klinikai pilot vizsgalat végpontjai a kovetkezok voltak: a vizelet atlagos
pH-értékének meghatarozasa, a nyujtott hatéanyag-leadasu citrat tablettinak (C/3
Osszetétel; 4. tablazat) megfeleld-e a lugositod hatdsa az azonnali hatdanyag-leadésu citrat

tabletta és a placebo adagolasaval Gsszevetve.

4. tablazat. Nyujtott hatdoanyag-leadasu citrat tabletta [45] és az azonnali hatbanyag-
leadasu citrat tabletta 0sszetételének 6sszehasonlitasa.

Nyujtott hatéanyag-leadasu Azonnali hatéanyag-
citrat tabletta leadasi citrat tabletta
53,04 mg Citromsav 68 mg
142,74 mg Natrium citrat 183 mg
189,54 mg Magnézium citrat 243 mg
3,215 mg Magnézium sztearat 16 mg
3,215 mg Kolloid szilicium-dioxid 3,50 mg
- Sztearinsav 12,50 mg
- Szorbit 300 mg
128,6 mg Benecel K100M PH DC -
122,17 mg Avicel DG -

A Kklinikai pilot vizsgalat alatt az els6 héten a betegek, tigynevezett ,kimosasi
fazis” soran nem szedtek olyan tablettdkat, amelyek megvaltoztathattdk a vizelet pH-
értékét. A kovetkez0 harom hétben a paciensek placebot (5. tablazat), kaliummentes,
azonnali felszabadulasu citrat tablettat és nyujtott hatdoanyag-leadast citrat tablettat
kaptak. Randomizalt sorrendben egy-egy héten at szedték a betegek az emlitett
tablettakat, napi két alkalommal. A randomizalasi sorrend meghatarozasa a Microsoft
Excel programmal tortént. Az Osszes készitmény egyedi azonositot kapott a tablettak
kiadagolas soran, amelyek késébb a betegekhez lettek rendelve.

5. tablazat: A placebo tabletta Gsszetétele.

Placebo tabletta 6sszetétele mennyiség
Szorbit 743,4 mg
Magnézium sztearat 41,3 mg
Talkum 41,3 mg

22



A placebokontrollalt, kettds vak klinikai pilot vizsgalat kovetelményeinek
megfeleléen a harom kiilonb6z6 tabletta azonos megjelenésti és tomegi volt (3. abra).
Ezért a nyUjtott hatdéanyagleadasu tablettdnak 22%-kal kevesebb hatéanyagot kellett

tartalmaznia, amit az eredmények targyalasanal figyelembe vettiink.

3. dabra: Vizsgélatban résztvevd tablettdk: placebo, hagyomanyos- és nyujtott

hatéanyag-leadasu tabletta (balrol jobbra).

A betegek kalibralt, digitalis, Testo 201-tipust, hordozhato pH-mérét kaptak és
pontos pH-mérési protokollt, ami tartalmazta Iépésrdl-lépésre az utasitasokat (2.
melléklet). A betegeket arra kértiik, hogy mérjék meg a vizeletilk kémhatasat, legalabb
Otszor nappal és kétszer éjszaka vagy minden vizeléskor mérjék meg a pH-t. Az adatokat
regisztraltak egy kifejezetten a klinikai vizsgéalathoz tervezett weboldalon, amely az
Osszes mért adat regisztralasara és tarolasara szolgalt, amelyet a vizsgalati idészak végén
exportaltunk a statisztikai kiértékeléshez. Ezen tilmenden a betegek barmilyen szoveget
hozzdadhattak a megjegyzésként, észrevételként, javaslatokra vagy mellékhatasokra
vonatkozoan. Siirgés kérdések esetén biztositottuk a telefonos kapcsolatot a klinikai
vizsgalatot vezetd orvossal.

Az adatok statisztikai kiértékelése a Statistica nevll programmal tortént (TIBCO
Software Inc. (2018). Statistica (Data Analysis Software System), 13. verzid.
(http://tibco.com).

3.5 Illdolajok gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalata T24
hélyagepithel sejtvonalon

3.5.1 Illoolajok beszerzése és torzsoldatok elkészitése

A levendulat el6- (2019. janius 20) és utoviragzasban (2019. julius 18) gytijtottik
be és a PTE GYTK Farmakognoziai Intézetében desztillaltunk beléle illoolajokat. A
gyljtés helye: Bolh6é (Somogy megye, Magyarorszag, GPS-koordinatak: 46.03904°N,
17.30376°E). Az illoolajokat a n6vénybdl vizgézdesztillacidval vontuk ki, a VII1. Magyar
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Gyogyszerkonyv ide vonatkozd cikkelye szerint. Egy desztillaciohoz 40 g szaritott
virdgot és 500 ml desztillalt vizet hasznaltunk fel. A desztillaci6 folyamata 3 orat vett
igénybe. Az illdolaj mennyiségét volumetrikus modszerrel hataroztuk meg. Az
eukaliptusz illoolajt az Aromaxtol (Aromax Zrt., Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. A
linalool és eukaliptol standardokat a Sigma-Aldrich-tdl (Sigma-Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszag) rendeltiik meg. Az ill6olajok torzsoldatainak elkészitése soran a 900 pl
illéolajhoz 10% dimetil-szulfoxidot (100% DMSO, Sigma-Aldrich Kft., Budapest,
Magyarorszag) adtunk. Az emulzidkat vortexeltiik és 500-szorosara higitottuk foszfat
pufferelt s6oldattal (PBS, Lonza Ltd., Basel, Svajc). A linalool és eukaliptol standardok

torzsoldatait az ill6olajokkal azonos médon készitettiik el.

3.5.2 Az illéolajok GC-MS analitikaja

Az analitikai elemzés el6tt az eukaliptusz illdolajat (10 uL) 990 ul n-hexanban
(higitas: 1:100) oldottunk, a levendulaolajokat (10 ul) 990 pl metanolban (higitas: 1:100)
oldottunk, és GC-MS és GC-FID rendszerbe injektaltunk. A levendula illdolaj
gazkromatografids méréseit az olaszorszagi Messinai Egyetemen (University of Messina)
végezték el. Az eukaliptusz illdolaj gazkromatografias mérése a Semmelweis Egyetem
Gyodgyszerésztudomanyi Karanak Farmakognoziai Intézetében végeztiik el (3. melléklet).

Az illdolajok elvalasztasat és azonositasat egy GCMS-QP2020 miiszerrel
(Shimadzu, Duisburg, Németorszag) végeztiik, amely split-splitless injektorral (280°C)
és AOC-201 automatikus mintavevovel volt felszerelve. A kapillaris oszlop alacsony
polaritasu volt, nevezetesen SLB-5ms 30 m x 0,25 mm id, 0,25 um df (Merck Life
Science). A hdmérsékleti program a kovetkezd volt: 50°C-t6l 300°C-ig 3,0°C/perc
sebességgel. Az injekcios térfogat 0,5 pl volt 1:10 osztasi ardny mellett. Héliumot
hasznaltunk vivogazként, 26,7 kPa kezdeti bemeneti nyomason és 30 cm/s atlagos linearis
sebességgel. Az MS paraméterek a kovetkezok voltak: a tomegtartomany 40-550 amu, az
ionforras hdmérséklete 220°C, a hatarfeliileti hdmérséklet 250°C volt. Az adatgy(ijtéshez
¢és -kezeléshez a GC-MS solution szoftver (Shimadzu 4.50-es verzidja) szolgalt. A
csucsok hozzarendelése kettds szlird alkalmazasaval tortént: spektralis hasonldsag (tobb
mint 85%) és £ 5 LRI tolerance ablak. Az FFNSC tomegspektrum-konyvtar 3.01-es
verzidja (Shimadzu, Europe, Duisburg, Németorszag) féleg a vegyiiletek azonositasara

szolgalt.
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3.5.3 T24 sejtkultura és kezelése

A T24 human holyag epitélsejteket (HTB-4; American Type Culture Collection,
USA) McCoy's 5A médiumban (Lonza, Ltd., Basel, Svéjc) tartottuk, amelyet 10% borja
szérummal (FBS, EuroClone) és 1% penicillinnel/streptomicinnel (Lonza Ltd., Basel,
Sviéjc) egészitettiink ki. A T24 sejteket 6 lyuka lemezekre helyeztiik ki és a kezelések
el6tt 24 oran at tenyésztettik. A gyulladast TNFa kezeléssel (10 ng/mL, Shenandoah
Biotechnology Inc. Warminster PA, USA) indukaltuk 6 ¢s 24 oran keresztiil. A TNFa

crer

gyulladaskelto citokin mRNS expressziojat (4. abra).

TNFa

7
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4. abra: TNFo mRNS-expresszidja 6 oras és 24 oras kezelés esetén.

Az illoolajok és f6 OsszetevOik gyulladascsokkentd hatdsat harom kiilonb6zo
kisérleti iddbeosztasban hataroztuk meg: TNFa eldkezelés 6 oran keresztiil, majd 24 6ras
illoolaj/standard kezelés; TNFa elékezelés 24 oran keresztil, majd 6 Oras
illéolaj/standard kezelés, és TNFa elokezelés 24 oran keresztiil, majd 24 Oras
illoolaj/standard kezelés. Az illoolajokat és a standardokat 500-szoros higitasban
hasznaltuk a citokintermelésre gyakorolt hatdsuk meghatdrozasahoz. Minden kisérletben
DMSO-val kezelt sejteket hasznaltunk kontrollként. Minden kisérletet legalabb

haromszor végeztiink 37 °C-on, 5% CO-t tartalmaz6 parasitott 1égkorben.

3.5.4 T24 sejtek viabilitasi mérése
A T24 sejteket 96 lyuku lemezekre helyeztiik ki 5000 sejt/lyuk alkalmazasaval. A
sejteket illoolajokkal és standardokkal kezeltiik 200-szoros, 500-szoros, 1000-szeres €s
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2000-szeres higitasban 6 és 24 oran keresztiil. A kezelések utan a T24 sejtek
¢életképességét Cell Counting Kit-8 (CCK-8) viabilitasi teszttel (Sigma-Aldrich Kft.,
Budapest, Magyarorszag) mértilk. A DMSO-val kezelt sejteket az illdolajjal kezelt sejtek
kontrolljaként, mig a DMSO sejtéletképességre gyakorolt hatdsat a kezeletlen sejtek
kontrolljaként hasznaltuk. DMSO toérzsoldatot is készitettiink 10 pl 100%-0s DMSO-t
990 ul PBS-sel (Lonza Ltd., Basel, Svajc) higitottunk, majd tovabbi higitasokat (200-
szoros, 500-szoros, 1000-szoros és 2000-szoros) végeztiink. A kezelést kovetden 10 uL
WST-8 reagens keriilt minden egyes lyukba, majd az 6sszes lemezt 1 6ran keresztiil 37°C-
on és 5% COz-on inkubaltuk. Az inkubacids id6 letelte utan 10 pl 1%-os natrium-dodecil-
szulfatot (SDS, Molar Chemicals Kft., Halasztelek) pipettaztunk minden egyes lyukba a
reakcio ledllitasa érdekében. Ezutan a mintak abszorbancidjat 450 nm-en hataroztuk meg
MultiSkan GO mikrolemez spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA). A sejtek ¢életképességét a megfeleld kontroll teljes sejtszamanak szazalékaban
fejeztik ki. A TNFa kezelés hatasat a sejtek életképességére szintén kiillonbozo

koncentraciokkal (1 ng/ml, 5 ng/ml; 10 ng/ml) hataroztuk meg (6. tablazat).

6. tablazat: T24 sejtvonalon végzett TNFa viabilitasi vizsgalat.

TNFa Viabilitas (%)
1ng 95+1,6
sng 94+2,5
10 ng 92+3,1

3.5.5 Real-Time PCR médszer

A T24 sejteket a korabban leirt modon kezeltiik 6 lyuku lemezeken (200
sejt/lyuk). A kezelések utan a T24 sejteket PBS-szel oblitettiik, majd tripszinizalas utan a
sejtpelleteket Osszegylijtottik. Ezutan a mintakbol teljes RNS-t izolaltunk Quick RNA
mini kit (Zymo Research, Irvine, CA) segitségével. A komplementer DNS-t 200 ng teljes
RNS-bdl szintetizaltuk a High capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) protokollja szerint. A
génexpressziot 20 pl teljes reakciotérfogatban mértiik CFX96 wvalos idejii PCR
rendszerrel (Bio-Rad Inc., Hercules, CA) iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix
(Bio-Rad Inc., Hercules, CA) segitségével. A kvantitativ PCR soran olvadasi gorbéket
készitettiink annak megerdsitésére, hogy egyetlen specifikus termék keletkezett minden

reakcidban. A relativ mennyiségi meghatarozashoz a Livak (2-AACt) modszert
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hasznaltuk a Bio-Rad CFX Maestro szoftver (Bio-Rad Inc., Hercules, CA) segitségével.
A mintdkban kapott génexpresszios szinteket a B-aktin szintjéhez viszonyitva abrazoltuk.
fgy relativ expresszids szinteket kaptunk, amelyeket a kezeletlen és a kezelt mintak
Osszehasonlitasara hasznaltunk. A kontrollok relativ expresszids szintjét 1. értéknek
tekintettiik, majd a kezelt sejtek mMRNS-expressziojat a kontrollokhoz viszonyitva

hataroztuk meg. A vizsgalatban hasznalt primer szekvencidkat a 7. tablazat tartalmazza.

7. tablazat: Real-time PCR gén primer lista.

Primer Szekvencia 5' — 3'
IL-6 forward CTGAGAAAGGAGACATGTAACAAG
IL-6 reverse GGCAAGTCTCCTCATTGAATC
IL-8 forward CAGTGCATAAAGACATACTCC
IL-8 reverse CACTCTCAATCACTCTCAGT
IL-1pB forward GAAATGATGGCTTATTACAGTGG
IL-1B reverse GGTGGTCGGAGATTCGTA
TNFa forward CTCTCTCTAATCAGCCCTCT
TNFa reverse CTTGAGGGTTTGCTACAACA
B-actin forward AGAAAATCTGGCACCACACC
[-actin reverse GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA

3.5.6 Human IL-8 ELISA mérés
A kezeléseket kovetoen a kontroll és a kezelt sejtek feliiluszojat 6sszegyijtottik,
humén IL-8 ELISA kit (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA) segitségével

hataroztuk meg a gyarto utasitasait kovetve.

3.5.7. Illdolajok gyulladascsokkenté hatasanak vizsgalatainidl kapott eredmények
statisztikai elemzése

A statisztikai elemzést az SPSS szoftver (IBM Corporation, Armonk, NY, USA)
segitségével végeztilk. A statisztikai szignifikanciat egyutas ANOVA-val hataroztuk
meg, amelyet Tukey's HSD post hoc teszt kdvetett. Az adatokat atlag + standard eltérés
(SD) értékben tiintettiik fel. A statisztikai szignifikanciat p-érték <0,05-nél hataroztuk
meg. Minden vizsgalatot harom alkalommal ismételtiink, egymastol fiiggetlen

kisérletekben (n=3).
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4. Eredmények

4.1 A BPS kezelési protokoll ajanlas megalkotasa a hatalyos kiilfoldi
tarsasagok iranyelveinek tanulmanyozasaval

4.1.1 A BPS kezelési protokoll

A jelenleg elérhet6 5 protokoll tanulmanyozasa [36,46-49] alapjan és a hazai
tapasztalatok szerint terveztiik meg a kezelési protokoll javaslatunkat.

Kezdeti stadiumban enyhe tiineteket mutat6 betegek esetén javasolhaté a BPS-
diéta, b6 folyadékfogyasztas és a vizelet lugositas, amellyel elérhetd a vizelet irritald
hatdsainak csokkentése. Ezek mellett szedhetdk oralis GAG-réteg regeneralo
gyogyszerek, mint pl. kondroitin-szulfat és pentozan-poliszulfat-tartalmu készitmények,
amelyek megfeleld beépiiléséhez sziikség van kis mennyiségii C-vitaminra (100 mg/nap)
(5. tablazat). A kezdeti kezelést, ha sziikséges, kiegészithetjiik nem-szteroid
gyulladascsokkentok  (paracetamol,  diklofenak), antihisztaminok  (loratadin)
anxiolitikumok (hidroxizin) adasaval [7].

Elérehaladottabb stadiumban, koézepesen sulyos panaszok esetében a
leghatdsosabb a kombindlt terdpia, amely alatt ordlis és lokalis kezelés egyidejii
alkalmazasat értjiikk. Az elédzdéekben mar emlitett szajon at szedett gydgyszerek mellett a
hugyholyagba intravezikalis oldatokat (instillalo oldatot) adnak az urolégusok, amelyek
a GAG-réteg fo Osszetevoit tartalmazzak (heparin, hialuronsav, kondroitinszulfat) (8.
tablazat) [50,51].

8. tablazat: A BPS kezdeti és elorehaladottabb stadiumaban alkalmazand6 hatéanyagok
¢és adagolasuk.

Els6 vonalbeli szerek- Oralis terapia Adagolas
kondroitin-szulfat 800 mg/nap
pentozan-poliszulfat 300 mg/nap
Masodik vonalbeli szerek- Intravezikalis terapia Adagolas
natrium-hialuronat 2,05 mg/ml oldat 20 mg/instillatio
heparin 25 000 NE oldatos injekcio 12500 NE/instillatio
kondroitin-szulfat 200 mg/instillatio

28



A fenti kezeléstdl a GAG-réteg regeneralddasa és ennek kovetkeztében a holyagfal
gyulladésanak csokkenése varhato.

Sulyos stadiumban vagy a kezelés ellenére romlé allapotok szilikségessé teszik
az érintett teriiletek mitéti eltavolitasat: transzuretralis lézerrel vagy elektrokoagulaciod
altal.

Végstadiumban zsugorholyag alakulhat ki, amelynek kapacitdsa csupan 30-50
ml. Ez igen gyakori akar napi 60-szori vizelést és folyamatos fajdalmat eredményez, igy
a paciens ¢letmindsége rendkiviil leromlik. Ilyen esetben végsé megoldas mar csak a
cisztektomia lehet [5].

Amennyiben az oki terapia nem elégséges, akkor tiineti kezelést is kell
alkalmazni, mely soran er6s fajdalomcsillapitokat (tramadol, gabapentin),
antidepresszansokat  (amitriptilin), izomrelaxansokat (tolterodin, solifenacin),
antihisztaminokat és anxiolitikumokat (hidroxizin-hidroklorid) kapnak a paciensek (9.

tablazat).

9. tablazat: BPS esetén a kiegészitd terapia hatdanyagai és adagolasuk [52].

Kiegészito terapia Adagolas
amitriptilin 25-100 mg/nap
diklofenak 50-150 mg/nap
gabapentin 1200 mg/nap fenntartd
hidroxizin 10-50 mg/nap
paracetamol max 3000 mg/nap
solifenacin 5 mg/nap

tramadol 50-200 mg/nap
tolterodin 2 mg/nap

A protokoll javaslatunk 6sszefoglalojat az 5. abra tartalmazza.
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Kezdeti stadinum tiinetei:

¢ idonkent eszlelt gyakoribb
vizeleési inger napkdzben

e  envhe diszkomort érzés
idoszakos jelentkezése

BPS diéta alkalmazasa

Ha a tiinetek nem javulnak
orilisan adhato gyogyszerek:

® Lkondroitin-szulfat

* pentozan-poliszulfat

Kiegészitdteripia, ha sziikseges:

® nonsziercid-
gvulladas csdkdeentok
(diklofenak)

® antihisztaminok
(loratadin)

Elérehaladottabb stadium
tiinetei:

+ gvakoribbvizelesi inger,
akar 20 percenkeént,
napkdzben é&s &jjel egvarant

o mérséleelt diszkomfort
érzés megléte, akar élesebb
erdsebb fajdalommal,
amely egvre allandobb

+  panaszmentesiddszakok
rovidiilnek

|

BPS diéta mellett, kombinaciéban adhatd
orilisan alkalmazhato és intravezikilis

instill aci okban adhato gyogvszerek:

\

heparin
natrium-hialuronat
* lkondroitin-szulfat

Kiegészitoterapia, ha sziikséges:

e nonszteroid-gyulladascséldeentdlk
(dillofenak)

¢ antihisztaminok (loratadin)

e antidepresszansok (amitriptilin)

e spedfikus muszkarin-receptor
antagonistak (tolterodin)

e specifikus. kolinergreceptor
kompetitiv antagoni stak
(solifenacin)

Silyoes stadium tiinetei:

e alkdrnapi 60k vizelés

¢ fajdalmakfolvamatossa
valnak, allanddsulnak

e zsugorhdlvag alakulhat kd

\

Mhitéti beavatkozas:

e franszuretralis 1ézeres
vagy elekrokoagul acié
® cisztektomia

5. abra: BPS-ben szenvedd betegek kezelésének protokoll javaslata.

4.1.2 Nemzetkozi iranyelvek gyogyszeres kezelésének dsszehasonlitasa

A viladg vezetd uroldgiai tarsasagai 6t fO iranymutatast tettek kozz¢é. Ezen iranyelvek

farmakoterapids ajanlasait a 10. tdblazat foglalja 6ssze. Az amerikai, a brit, az eurdpai, a

kanadai és a japan iranyelvek ajanlasi fokozatokat adnak meg. Emellett az europai-

iranyelv (EUA) tartalmazza az evidencia-szinteket, valamint a kanadai és a japan iranyelv

tartalmazza az ajanlott dozisokat is. A protokollunkban szereplé hatéanyagok és a

nemzetkozi iranyelvek attekintése az alabbi eredményeket adta:
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1. Az oralis pentozan-poliszulfat az enyhébb tiinetek kezelésére ajanlott, mivel
erdsiti a GAG-o0t és csokkenti a sériilést az urothelben. Az iranyelvek koziil az
europai €s a brit iranyelv szerint A szintli ajanlasba sorolta be a hatéanyagot. Az
Egyesiilt Allamokban és Japanban B szintiiek az erre vonatkozo bizonyitékok. A
kanadai iranyelv bizonyiték szintje D ¢és napi kétszer 100 mg pentozan-
poliszulfatot javasol.

2. A heparint is tartalmazza a protokoll javaslatunk. Az eurdpai iranyelvben az
intravezikalis heparin ajanlasa kevésbé ajanlott, mint a brit-iranyelvben (D). Az
amerikai protokoll evidencia C szintii, csakigy, mint a japan iranyelvben. A
kanadai iranyelv C szintiinek sorolja, valamint 20 000-40 000 NE heparint ajanl
higitva 10 ml NS-ben, hetente 4-6 héten keresztiil.

3. A hialuronsavra vonatkozé ajanlas evidencia szintje nem egyértelmi. A brit
iranyelvben a bizonyiték szintje B és az amerikai-protokoll pedig nem tartalmazza
ezt a hatéanyagot. A japan irdnyelvben a bizonyiték szintje C, a kanadai
iranyelvben az ajanlott dozis 40mg/50ml és C szintll. Az atalunk ajanlott protokoll
azért tartalmazza, mert fontos lehet a GAG-réteg helyreallitasaban: csokkenti a
4. A protokoll javaslatunkban megtalalhato az oralis és az intavezikalis
kondroitin-szulfat is, mivel a GAG réteg egyik alkotoeleme. Alkalmazasat pozitiv
tapasztalatok igazoljak, mert szamos készitmény tartalmazza, amelyeket az
Egyesiilt Kiralysagban és az EU-ban forgalmaznak (pl. Uracyst®, iAluRil®). Az
ajanlas szintje azonban szintén nem egységes. Ugyanis az intravezikalisan adott
kondroitin-szulfatnak az EAU iranyelv ajanlasa gyenge és az evidencigja II.
szintll. A bizonyitékok szintje a brit iranyelvben D, a japan irdnyelv C szintli. A
kanadai iranyelv javaslata 2% 20 ml-es fiola, heti adagolassal 6 héten at, majd

havonta a tiinetek megsziinéséig és az ajanlasi szintje D [2,4,53-55].
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4.1.3 A dietetikai kérdoiv felmérésének eredményei

A kérddiv dietetikai targyu kérdésére kapott valaszok értékelése utan az alabbi
eredményeket kaptuk.

A betegség nehezen diagnosztizalhato volta itt is megmutatkozott, a paciensek
37%-nal csak 4 év utan tortént meg a diagnodzis felallitasa. A legszerencsésebb esetekben
a betegek 10%-nal mar 1 éven beliil sikeriilt (6. abra).

kevesebb mint
1 év; 10%

tobb mint 4 év;
37%

1-2 év; 24%

2-3 év; 14%

3-4 év; 15%

6. abra: Diagnozis felallitasanak ideje (n=126).

A leggyakoribb panaszok, amellyel felkeresték az orvosukat a betegek:
A holyagtaji fajdalom (75%), gyakori vizelési inger (72%), htigycséfajdalom (61%),
hiivelyfajdalom (28%) és a véres vizelet (18%) (7. abra).

veres vizelet 7% hélyagtdji fajdalom 30%

e

hiivelyfajdalom 11%

higycsdfijdalom 2;‘

7. abra: A leggyakoribb panaszok el6fordulasa IC esetén (n=126).

gyakori vizelési inger 28%

A Dbetegek 60%-ban antibiotikumok szedtek a diagnosztizalas eldtt. 19%-ban

fajdalomcsillapitokat mig, 14%-uk gyogyndvény készitményeket hasznalt, illetve ezek
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kombinacioit. A betegek egyes esetekben azt tapasztaltdk, hogy az antibiotikumok
rontottak az allapotukat.

A leggyakoribb gydgyszeres kezelési mdd, az urologus rendelése alapjan, egy
specidlis holyagkoktélnak nevezett intravezikalis oldat, amit a megkérdezettek 51%-a
kapott. A kezelés tovabbi jelentds részét a hatékonynak tartott pentozan-poliszulfat
(10%), valamint nem-szteroid gyulladascsokkentdk  (diklofenak, 9%), és
fajdalomcsillapitok (tramadol, 2%) adtak (8. abra). Ezen feliil 24%-ban egyéb
gyogyszereket is szedtek a betegek, példaul antibiotikumokat és vizelet lugositd

készitményeket.

egyéb 24%

speciilis
— "hdlyagkoktél” 51%

amitriptilin 1%

loratadin 3%

diklofendk 9%

tramadol 2%—‘
pentozan-poliszulfat 10%

8. dbra: A gyogyszeres kezelési lehetdségek BPS indikacioban urologus javaslata

alapjan (n=126).

A felmért betegcsoport tobb mint, 50%-anak volt mas kronikus betegsége is.
Koziiliik a legtobb pacienst a magas vérnyomas (43%) és a magas koleszterinszint (30%)
érinti, de sok az allergias (27%) ¢és a refluxos (25%) panasszal kiizd6 beteg is.

A ndk esetében megvizsgaltuk, hogy van-e 0sszefiiggés a menstruacios ciklusuk
¢és a panaszaik er6sodése kozott. A megkérdezett ndi paciensek 58%-a nem tapasztalt
Osszefiiggést, 42%-nak kozvetleniil a menstruacio elétt vagy utan fokozodtak a tiinetei.

A betegek 82%-a megvaltoztatta étkezési szokasait, miutan betegségét
diagnosztizaltak. Altalaban BPS betegeknek javasolt diétakra valtottak, de a diétak nem
voltak egységesek.

A megkérdezettek tobbsége napi 1-2 liter (46%) vagy 2-3 liter (44%) folyadékot
fogyaszt. A tejtermékek kozill a tej fogyasztasat az iranyelvek ajanljak. Ezzel szemben a
megkérdezett korabbi tejfogyasztok 23%-a mar egyaltalan nem iszik tejet. Hasonlo

csokkenést lehetett megfigyelni a joghurt, a tard, a tejfol és a hosszu ideig érlelt sajtok
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esetén is. A betegek 16% nyilatkozta, hogy nem fogyaszt mar egyaltalan tejtermékeket
(9. abra).

Tejtermékek

100
90
80
70
60
% 50
40
30
20
10
0

joghurt tard tejfol hosszl ideig nem fogyaszt

érlelet sajtok ilyen
m diagnozis eldtt diagnézis utan termékeket

9. dbra: Tejtermékek fogyasztasa IC esetén diagnozis el6tt és utan (n=126).

A kavé, a fekete tea, a zold tedk és az energiaitalok esetén elmondhatjuk, hogy a
betegek tobbsége (79%) a betegség diagnosztizalasa eldtt rendszeresen fogyasztotta
valamelyiket. A diagnodzis felallitasa utan ez az érték lecsokkent 21%-ra. Ellenben a
koffeinmentes kavé fogyasztasa megnott 32%-kal. A z6ld tea és a fekete tea fogyasztasa
is drasztikusan csokkent 39% illetve 29%-kal, az energiaital-fogyasztasa is hasonloan
csokkent. A megkérdezettek 35%-a nyilatkozta azt, hogy egyaltalan nem fogyaszt kavét,
teat és energiaitalokat (10. abra). Ezeken tilmenden felmértiik még, hogy milyen italok
fogyasztasa fokozta a tiineteket. A paciensek megemlitették még az alkoholos italokat
(pl. vorosbor, sor, rovid italok), a narancslét, a feketeribizli-levet és a szénsavas iiditoket.
Az alkohol fogyasztasi szokdsokat illetéen a betegek 60%-a valaszolta, hogy nem
fogyaszt semmilyen alkoholt. 37%-uk valaszolta, hogy ,,igen, de csak ritkan”, és csak a

megkérdezettek 2%-a mondta, hogy rendszeresen fogyaszt alkoholt.
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Italok
100
90
80
70
60
% 50
40
30
20
™ - - -
kavé koffeinmentes z0ld tea fekete tea energiaital  nem fogyaszt
kavé ilyen
= diagnoézis eldtt diagndzis utan termékeket

10. dbra: Elénkitészerek fogyasztasa BPS esetén diagnozis elétt és utan (n=126).

Megkérdeztiik a betegek zoldségfogyasztasanak szokasait is. A legjelentdsebben
a paradicsom fogyasztasa csokkent (60%-kal) a diagnézist kovetden. Ezen kiviil csokkent
még a voroshagyma, a zoldhagyma, a bab és a burgonya fogyasztdsa is. Azonban csak
2% nyilatkozta azt, hogy egyaltalan nem fogyaszt ilyen zoldségeket (11. abra) Ezeken

feliil megemlitették a spendtot, a brokkolit és a tokot is a kellemetlen tiineteiket fokozo

z6ldségek kozott.
Zoldségek
100
90
80
70
60
% 50
40
30
20
10
0
voros hagyma z6ld hagyma  paradicsom burgonya nem fogyaszt
ilyen
u diagnozis elott diagnozis utan temgkeket

11. dabra: Z6ldségek fogyasztasa BPS esetén diagnozis el6tt és utan (n=126).

Néhany kozkedvelt gyiimdles (alma, bandn, sargabarack, &szibarack,
gorogdinnye, fekete afonya) fogyasztisara is rakérdeztiink. A kérddives felmérés alapjan
mindegyik fogyasztasa koriilbeliil a felére csokkent a diagndzist kdvetden. Valamint

kozel 5%-kal ndtt azoknak a szdma, akik azt valaszoltdk, hogy nem fogyasztanak ilyen
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gytimolcsoket (12. abra). Tovabba néhany beteg szerint a tiineteiket fokozzak még a
citrusfélék, sz616, szeder, malna, meggy és a korte is. Azonban voltak olyanok is, akik

nem taldltak 6sszefiiggést a gylimolcsok fogyasztasa €s a tiineteik rosszabbodasa kozott.

Gyiimolcsok
100
90 —
80
70
60
% 50
40
30
20
10
O —
alma banan 6szibarack,  fekete afonya gorogdinnye nem fogyaszt
sargabarack ilyen
u diagnozis €lbtt diagnozis utan termekeket

12. dbra: Gyiimolcesok fogyasztasa IC esetén a diagnozis el6tt és utan (n=126).

A nemzetkozi ajanlasok [38,40,56,57] szerint a csipés és az erésen fliszerezett
ételek ronthatjadk a betegek tiineteit. Ennek megfeleléen a megkérdezettek tobbsége
(66%) nem is fogyasztja ezeket az ételeket.

Erdekelt minket az allergia és az intolerancia eléfordulasa is a paciensek kozott.
A betegek 71%-anak nincs semmilyen allergiaja vagy intolerancidja. A betegek 29%-a
nyilatkozta, hogy van intoleranciaja és ebbdl a legtobben (69%) laktoz-intoleranciaban
szenvednek. Ezutan a leggyakoribb a glutén-érzékenység (36%) és sokkal ritkabb a tojas
allergia, a mogyord és di6 allergia.

Betegeink 64%-a fogyasztott étrendkiegészitéket és vitaminokat. A leggyakoribb
termékek a vitamin készitmények voltak: C-vitamin és a ,,savmentes” C-vitamin (~C-
vitamin alkali fémmel alkotott sojat fogyasztjak), D-vitamin, multivitaminok, de szedtek
még A-, K-, Bg- és Bip-vitaminokat is. Asvanyianyagokbol és nyomelembdl a
leggyakoribbak a kalcium-, a magnézium- ¢és a vas-készitmények voltak.
Gyodgynodvénykeészitményeket 17%-uk hasznal rendszeresen, és 49%-uk csak ritkan. A
leggyakoribb gyogynovények a citromfii (37%), a tézegafonya (29%) és az orvosi
medvesz6l6 (25%) voltak. Hasznaltak még csalan, kamilla, hibiszkusz, aranyvessz0,

nyirfa és kisviraga flizike-tartalma készitményeket is (13. abra).
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egyéb
22%

orvosi
medvesz6lo

hibiszkusz
7%

csalan
13%

tézegafonya
17%
aranyvesszo
2%

13. dbra: Gyogynovények hasznalata BPS-terapia kiegészitésre (N=126).

Ezen eredmények alapjan elkészitettiink egy élelmiszer és ital besorolasi tablazatot,
amely teljes mértékben a paciensek tapasztalatain alapul és javaslatot tesz a kiilonbozo

¢lelmiszerek fogyasztasara BPS esetén (10. tablazat).
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10. tablazat: Etkezési javaslat 6sszefoglaloja BPS paciensek tapasztalatai alapjan.

ELELMISZEREK, ITALOK

MERTEKKEL JAVASOLT

alma
bab
banan
burgonya
brokkoli
citrusfélék
fekete afonya
gorogdinnye
hosszu ideig érlelt sajtok
joghurt
korte
malna
Oszibarack
paradicsom
sargabarack
spenot
szeder
sz010
tej
tejfol
tok
taro
voros hagyma
zO0ldhagyma

+
+

+

NEM JAVASOLT

+ + 4+ + 4+ + + + + +

alkoholos italok

fekete tea

energia ital

kavé
koffeinmentes kavé
rostos uiditok: narancs, ribizli
szénsavas Uditok
z6ld tea

+ + + +

+ +

4.2 A kaliummentes nyujtott hatoanyagleadasu tabletta formulalasa

4.2.1 A granulatumok rheolégiai és az el6zetes hatoanyag-kioldodasi vizsgalatok

eredményei

A 12. tablazatban lathato 15 minta rheologiai eredménye. Az eredmények alapjan

15 granulatumbol 7 igéretes keveréket: A/3; Al4; A/5; B/2; B/3; B/5; C/3 valasztottunk

Ki tablettazasra és elézetes hatdanyag-kioldodasi vizsgalatra.
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11. tablazat: A granulatumok folyasi tulajdonsagai.

Minta Hausner- Carr- Térfogattomeg  Kifolyasi Lejté szog
faktor index atlaga 1d6 atlaga ")
(9/65ml) (s)
A/l 1,1940,13 16.57+0,18 38,13+0,31  15,69+0,27 38,66
Al2 1,16+0,19 13,64+0,21 38,13+0,36  18,53+0,85 43,23
A/3 1,15+ 0,10 13,72+0,11  38,97+0,15 15,7540,34 43,83
A/4 1,13+40,15 11,64+0,23 39,07+0,26  19,30+0,88 43,23
A/5 1,1440,22 12,02+0,34  37,93+0,35 13,59+0,45 44,13
B/1 1,1940,17 15,99+40,15 39,10+0,12  15,55+0,33 43,83
B/2 1,16+0,31 15,96+0,22 39,50+0,27 13,73+0,11 43,83
B/3 1,1740,13 14,3440,09 39,97+0,06  10,88+0,08 43,23
B/4 1,1840,17 15,31+0,14 39,37+0,42 10,12+0,20 43,83
B/5 1,18+0,25 14,95+0,31 39,60+0,35 10,56+0,12 44,42
C/1 1,1940,35 15,31+0,24 38,43+0,16 17,23+0,21 44,71
Cl2 1,18+0,11 14,954+0,35 39,07+0,44 18,65+0,32 44,42
C/3 1,1740,07 14,16+0.05 39,2840,05 15,37+0,04 44,71
Cl4 1,15+40,20 12,66+0,26 37,93+0,56  10,76+0,23 46,67
C/5 1,1440,15 12,33+0,19 38,35+0,27 17,47+0,17 47,47

* A mintak: Benecel KAM PH DC
B mintak: Benecel K15M PH DC
C mintak: Benecel K100M PH DC

A rheoldgiai eredmények és az eldzetes hatdoanyag-kioldodds mérések alapjan csak
tovabbi 3 tablettat vizsgaltunk tovabb, amelyek az A/3; a B/3 és a C/3 Osszetételil tablettak
voltak.

A kivalasztott granulatumok rheologiai eredményei a kovetkezok voltak:
o Az A/30sszetétel esetében a Hausner-faktor 1,15, Carr-index 13,72 és a lejtdszog
43,83° volt.
e A B/3 osszetételnél a Hausner-faktor 1,17, Carr-index 15,34 és 45,83° -0s volt a
lejtdszog.
e A C/3 porkeverékek rheologiai eredményei a kdvetkezok voltak: Hausner-faktor
1,17, a Carr-index 15,28 ¢és a lejtszog 44,77° volt.

A Ph. Eur. alapjan a Hausner-arany (1,12-1,18) és a CI (11-15) is a j6 folyasi kategoriaba,

a 44,77° pedig az elfogadhat6 kategoridba (41-45) sorolhato.
A 14. abran lathato a 7 tabletta hatdéanyag kioldodasi vizsgalatanak eredménye (n=3).
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4.2.2 A tabletta fizikai vizsgalata

Az egyedi ¢és az atlagos tdmeg meghatarozasara kapott eredmények megfelelnek a
Ph.Eur. 10 el6irasoknak. N = 30 tabletta esetén a maximalis eltérés 5% volt (hatarérték
legfeljebb + 10%).

Hatoanyag-tartalom egységessége: min 372,4 mg; max 422,6 mg; 6 tabletta atlaga:
397,83+2,99 mg.

A tabletta kopasi vesztesége is megfelel6 volt. N = 20 tabletta esetében 0,88% + 0,01 volt,
amely megfelelt a Ph. Eur. 10 kritériumoknak.

A torési szilardsag atlagértéke (n = 20 tabletta): 182 N+4,3.

4.2.3 A tabletta hatéanyag-felszabadulas mérése in vitro

A 14. abran talalhaté Gsszes minta esetében megmért in vitro kioldodasi adatainak
Osszehasonlitasakor a C/3 minta szabaditja fel a hatdéanyagtartalmat a legegyenletesebben
a tobbi tablettahoz képest. A tablettak citrat-s6 tartalma atlagosan 28,33%-a oldodott fel
1 ora alatt. Ezt kovetden a hatdanyag 54,64%-a oldodik fel 3 ora alatt, és 6 ora elteltével
a hatéanyag 80,83%-a szabadul fel a matrix tablettabol (15. abra).

C/3 minta
120

100

80

60

40

Hatoanyag kioldodas (%)

20

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
idé (h)

15. dbra: Az egységnyi id6 alatt felszabadulo tabletta hatbanyag szazalékat mutatja. A
vizsgalatot hatszor (N=6) ismételtiik meg.

Az B/3 készitmény szabaditotta fel a leggyorsabban a citrat-sotartalmat, atlagosan
34,25%, 62,48% és 84,59% oldodott Ki 1 ora, 3 6ra és 6 oOra alatt. A modellillesztések

kioldodasi hatasfokat és meghatarozasi egyiitthatoit az 12. tablazat mutatja be.
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A C/3 6sszetételt (referencia termék) paronkénti 6sszehasonlitasban vetettiik 6ssze az A/3
¢és B/3 osszetételekkel (vizsgalati termékek), a kiillonbozéségi- és hasonlosagi tényezoket
a 13. tablazat tartalmazza. A hatéanyag-felszabadulas mechanizmusanak tisztazasa soran
az elsérendii modell illeszkedésének determinacios egylitthatdja a legmagasabb értéket

mutatta.

12. tablazat: A készitmények Kioldodasi hatékonysaga és a modellillesztés eredményei.

A/3 B/3 C/3 Hagyomanyos
tabletta
DE (%) 87,51% 90,50% 84,35% 64.25%
Nulladrendii 0,8503 0,7898 0,8850 0,9185
Elsorendii 0,9951 0,9752 0,9962 0,8782
Korsmeyer-Peppas 0,9313 0,9589 0,9226 0,9982

A hagyomanyos azonnali hatbanyag-leadasu citrat tablettaval is elvégeztiik a hatéanyag-
kioldédasi vizsgalatot, amibdl egyértelmiien megallapithatd volt, hogy az azonnali
hatéanyag-leaddsu tabletta gyorsan szétesik, €s a teljes feloldodas 3 perc utdn kdvetkezik
be (16. abra). Az elsérendii kinetika alatamasztasara az azonnali hatéanyag-leadast
tablettahoz képest a nyujtott hatdéanyag-leadast tabletta (C/3) felszabadulasi sebessége
lassabb és egyenletesebb.

120
100

Hatoanyag kioldodas (%)

1d6 (min)

16.abra: Azonnali hatdanyag-leadéassal rendelkezé hagyomanyos citrat tabletta
egységnyi id6 alatt felszabadulo tabletta hatdanyag szazalékos mutatja (n=6).

A paros Osszehasonlitds megerésitette, hogy az A/3 minta oldédasi profilja jobban
hasonlit a C/3-ra, mint a B/3-ra. A citrat matrixukbol torténd kioldodasanak sebességét

tekintve, ez varhatd volt, mivel a hatéanyag- kioldodasa a C/3 minta esetében volt a
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leglassabb, mig a B/3 esetében a leggyorsabb. A C/3 Osszetételii tabletta oldodasi

tulajdonsagai alapjan valasztottuk ki a human klinikai pilot vizsgalathoz.

13. tablazat: A C/3 6sszetéli tabletta kiilonbozéségi és hasonldsagi faktorainak
Osszevetése az A/3 és a B/3 mintaval.

A/3 B/3
fa 4,56 9,34
f2 75,37 58,59

4.2.4. A C/3 minta tabletta stabilitasi vizsgalata
A tabletta paraméterei 2 €v elteltével a kdvetkezd értékeket mutatta.

- Atabletta hossza 16,2 mm, szélessége: 7,6 mm.

- A torési szilardsag atlagértéke (n = 20 tabletta): 167,9 N+3,3.

- Az atlagos tomege 625,2+ 1,4 mg volt. A kopasi vesztesége 1,02% = 0,02 volt.

- A tabletta atlagos tomege 2,78%-kal, a torési szilardsag pedig 7,75%-kal

csokkent.

A 24 hoénapig tarolt C/3 tablettak hatéanyag kioldodasi profiljat dsszehasonlitottuk a
kezdeti kioldodasi adatokkal. A kioldodasi hatékonysag 89,41%-osnak bizonyult (17.
abra). A modellillesztés eredményei még 24 honap elteltével sem mutattak valtozast. Az
elsdrendii felszabadulds modellje a legmagasabb determinacids egyiitthatoval, azaz Ro=
0,9743 értékkel rendelkezett. Ezen feliil megvizsgaltuk a kiilonb6z6ségi és a hasonlosagi
faktorokat a kioldodas tekintetében. A kiilonbozOségi és a hasonldsagi tényezo értéke
8,34, illetve 59,94 volt.

C/3
120

100 —— ¢

0]
o

N
o

Hatdanyag kioldddas (%)
N D
o o

o

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
1d6 (h)

17. abra: Az egységnyi id6 alatt felszabadulo tabletta hatdanyag szazalékat mutatja 2 év
elteltével a C/3 tabletta esetében (N=6).
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4.3 A tabletta hatasossaganak vizsgalata kett6s vak randomizalt placebo

kontrollalt human klinikai pilot vizsgalatban

A pilot vizsgélatban bevont mind a husz betegnek sikeriilt betartania a vizsgalati
protokollt, beleértve az adatok rogzitését is. A betegek egyiittmiikddése kivalo volt.
Egyetlen beteg sem szamolt be semmilyen mellékhatasrol vagy allapotanak romléasarodl a
bevett tablettakkal kapcsolatban.
A vizelet pH-értékének heti atlaga nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kimosasi
1d6szak (elsé hét) és a placebo kozott (pH=6,10, illetve pH=6,13.). A placebohatas tehat
elenyészd. Mind a hagyomanyos citrat tabletta, mind a nyujtott hatéanyag-leadasu citrat
tabletta jelentds, szignifikans emelkedést eredményezett a vizelet kémhatasaban azokhoz
a hetekhez képest, amikor nem kaptak Iugosito tablettat (kimosas és placebo).

A vizelet pH-értékének heti atlaga nem mutatott szignifikans kiilonbséget a két
lagositod tabletta kozott (kdliummentes hagyoményos tabletta pH=6,34, kaliummentes
nyujtott hatdanyag-leadasu tabletta pH=6,29) (18. abra).

7,0

6,5 “' %k ok %k k%

pH 6,0

55

50

Kimosasi periodus
OPlacebo
O Azonnali hatdanyag-leadasu citrat tabletta
B Nyujtott hatdanyag-leadasu citrat tabletta

18. abra: A betegek vizeletének atlagos heti pH-értéke kezelések utan.
A csillagok p<0,001 értéket jelzik a kontrollokhoz képest.
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4.4 Tlloolajok gyulladascsokkenté hatasanak vizsgalata T24

hélyagepithel sejtvonalon

4.4.1 Az ill6olajok és a standardok hatasa a T24 sejtek viabilitasara

Az illdolajokkal és a standardokkal végzett kezelések el6tt vizsgaltuk, hogy
hogyan befolyasoljak ezek az anyagok a sejtek életképességét, mivel a tal magas
koncentraciok a sejtek halalat okozhatjak. Ezért viablilitasi vizsgalatokat végeztiink 4-
féle higitasban (200-szoros, 500-szoros, 1000-szeres illetve 2000-szeres) 6 és 24 oOras
kezelésekben.

Célunk a vizsgalandd anyagok sejtek ¢letképességére gyakorolt hatasanak
vizsgalata és a megfeleld higitasi koncentracio meghatarozasa volt. A torzsoldatokhoz
DMSO-t alkalmaztunk hordozoként és vizsgaltuk azt is, hogy ez befolyasolja-e a sejtek
viabilitasat. Az eredmények azt mutattdk, hogy a DMSO nem befolyasolta a sejtek
¢letképességét az alkalmazott koncentraciokban. A T24 sejtek esetében az
¢letképességben a kovetkezd valtozasokat figyeltiik meg. A levendulaolajok és a linalool
200x higitasban nem okoztak csokkenést a sejtek szamaban 6 6rat kovetéen (19A. abra).
A 24 o6ras kezelések soran a linalool erdsen toxikusnak bizonyult a sejtekre, mig a
levendulaolajok csak enyhe toxicitast mutattak (19B. abra). Az 500-szoros, 1000-szeres
¢s 2000-szeres higitasban a sejtek ¢életképességét mar nem befolyasolta jelentésen sem a
linalool, sem a levendulaolajok 6 és 24 6ras vizsgalatok esetén sem (19AB. abra).

Az eukaliptuszolaj és az eukaliptol esetében egyik vizsgalati anyag sem volt toxikus a
sejtekre 6 oras kezelések soran egyik higitasban sem (20A. abra). Toxicitast csak a 24
oOras vizsgalatokban tapasztaltunk. A 20B. abran lathato, hogy az 500-szoros higitas volt

a legkevésbé karos a sejtekre.
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A Levendula I0-k és linalool 6h
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19. dbra: Levendula illoolajok és a linalool sejtviabilitas vizsgalata. (A) A sejteket
linaloollal vagy eléviragzasbol/utoviragzasbol nyert levendula illoolajokkal kezeltiik
négy kiillonb6z6 higitasban, 6 oran keresztiil. (B) A sejteket linaloollal vagy
eléviragzasbol/ utdviragzasbol nyert levendula illdolajokkal kezeltiik négy kiilonb6zo
higitasban, 24 oran keresztiil. A kontroll sejteket azonos higitasi DMSO-val kezeltiik
ugyanugy 6 vagy 24 oran keresztiil. A kisérleteket haromszor (n=3) ismételtiik. A
csillagok p<0,05 értéket jelzik a kontrollokhoz képest.

46



A Eukaliptol és eukaliptusz olaj 6h
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20. dbra: Eukaliptusz olaj és az eukaliptol viabilitas vizsgalata. (A) A sejteket
eukaliptollal vagy eukaliptuszolajjal kezeltiik négy kiilonboz6 higitasban, 6 oOran
keresztiil. (B) A sejteket eukaliptollal vagy eukaliptuszolajjal kezeltiik négy kiilonb6z6
higitasban, 24 6ran keresztiil. A kontroll sejteket ugyanilyen higitasi DMSO-val kezeltiik
6 oran keresztiil vagy 24 o6ran keresztiil. A kisérleteket haromszor (n=3) ismételtiik meg.
A csillagok p<0,05 értéket jelzik a kontrollokhoz képest.
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4.4.2 A levendula ill6olajok és a linalool hatasa az I1-1p, IL-6 és IL-8 mMRNS
expresszidjara és szekréciojara TNFa elokezelést kovetéen.

T24 sejteket levendula illdolajokkal és linaloollal kezeltiik 6 és 24 6ran at TNFa
elokezelést kovetden, hogy meghatirozzuk hatasukat az IL-8, IL-6 és IL-1P
gyulladaskelté citokinek mRNS-szintjére. A DMSO-val kezelt sejteket kontrollként
minden olaj és standard kezelés esetén (21. abra). Rovid TNFa elékezelésnél (6 ora) a
linalool standard hatékonyabbnak bizonyult, mint az illéolajok. A 24 o6ras TNFa
elokezelést kovetd 6 oras kezelésnél a levendula utoviragzasbol desztillalt illdolaj
bizonyult a leghatékonyabbnak. A hossza tavi (24 6ras) kezelés hatasa 24 6ra TNFa
elokezelés utan azonban nem volt kiemelked6 az anyagok kozott. A levendula
eléviragzasbol desztillalt illdolaj volt a hatékonyabb ebben az esetben (21A. abra).

Az IL-6 citokint nézve a leghatékonyabb kezelés a 6 6ras TNFa elkezelést
kovetd 24 oras illoolaj kezelés volt (21B. abra). A levendula utdviragzasbol desztillalt
ill6olaj volt a legjobb a gyulladascsokkentés szempontjabol, ezt kovetden pedig a linalool
standard. A 24 6ras TNFa el6kezelés utan torténd 6 oras kezelés csak a linalool esetében
volt sikeres. A 24 6ras TNFa elékezelés utani expresszid csokkenése azonban a 24 oras
kezelésnél mar megfigyelhetd volt, itt is a legerésebb hatast a linaloolnal tudtuk kimutatni
(21B. abra).

Az IL-1B mRNS-expresszio csokkenését a 6 6ras TNFa-el6kezelés utan tortént 24
oras kezelést kovetéen figyeltik meg a linalool standarddal és a levendula
utdviragzasabol nyert illoolajjal valdo kezelések esetén (21C. abra). A levendula
eldviragzasabol desztillalt illdolaj hasznalata nem volt hatékony az IL-1P esetében, nem
tapasztaltunk expresszid csokkenést ebben az esetben. A 24 ords TNFo eldkezelést
kovetd rovid kezelés (6 Ora) esetén az utdviragzasbol nyert illoolajnal mértik a
legnagyobb expresszids valtozast. A linalool standard viszont itt bizonyult a legkevésbé
hatékonynak. A 6 oras kezeléssel ellentétben a 24 oras elokezelést kovetd 24 oras
kezelésnél mas eredmények voltak megfigyelhetok. Az IL-1B expresszidjanak
legnagyobb mértékii csokkenését a linalool standardnal kaptuk, valamint a rovid kezelés
utan a leghatékonyabbnak bizonyuld (levendula utoviragzas) olaj 24 h utan mar nem
produkalt megfeleld hatast (21C. 4bra).
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elokezelését kovetden. A valos idejii PCR-t SYBR z61d protokollal végeztiik. A B-aktint
belsé kontrollként hasznaltuk az értékek normalizalasahoz. A csillagok p<0,05 értéket

jelzik a kontrollokhoz képest.
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4.4.3. Az eukaliptusz illéolaj és az eukaliptol hatasa az I1-1p, IL-6 és IL-8 mMRNS

expresszidjara és szekréciojara TNFa elokezelést kovetéen.

Az eukaliptusz olaj és az eukaliptol hatasat is vizsgaltuk az IL-1p, IL-6 és IL-8
expresszidjanak valtozasaval. Az IL-8 kemokin expresszidjanak valtozasa a
kovetkezOképpen alakult. A 6 6ras TNFa elokezelést kovetden végzett 24 oras kezelések
esetén az eukaliptusz olaj hatékonyabbnak mutatkozott a standardnal (22A. ébra). A 24
oras TNFa elokezelést kovetden végzett rovid kezelésnél az eukaliptol standard jobbnak
bizonyult az eukaliptusz olajnal, mig a 24 6ras kezelések esetében az illolaj mutatkozott
hatékonyabbnak (22A. abra).

Az IL-6 expresszio valtozasat tekintve az eukaliptusz olaj 6 6ras TNFa el6kezelést
kovetd 24 oras kezelések soran jobban csokkentette az IL-6 expressziojat. Hasonld
eredményt kaptunk a 24 6ras TNFa elokezelést kovetd 6 oras kezelés esetében is. Csak
24 6ras kezelés utan mutatott nagyobb hatékonysagot az eukaliptol az illoolajjal szemben
(22B. ébra).

Az IL-1B mRNS-expresszidjanak valtozasa a 6 6ras TNFa elokezelést kovetden
végezett 24 oOras kezeléseknél szintén az eukaliptusz olajnak mutatkozott meg
kifejezettebben a hatasa, ahogy a masik harom vizsgalt citokin esetében is ez volt
megfigyelhetd. Mind a 6 6ras, mind a 24 6ras TNFa el6kezelést kdvetden torténd 24 oras

kezelések esetében azonban az eukaliptol standard volt hatékonyabb (22C. abra).
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4.4.4 A levendulaolajok és a linalool hatasanak dsszehasonlitasa az ACHP-

kezeléssel

A levendula ill6olajok és f6 komponensiik hatékonysaganak bizonyitasara a 3
kezelési modot Gsszehasonlitottuk az NFkB-gatlo ACHP hatasaval. A TNFa 24 6ras
elékezelés utan az IL-6 MRNS expresszidja 6 6rdas ACHP-kezelés hatasara csokkent
legjelentdsebben. Az IL-8 MRNS expressziojat tekintve az utovirdgzasbol szdrmazod
illoolajjal torténd kezelés volt a leghatasosabb, jobb eredményt mutatott, mint az ACHP
inhibitoros kezelés. Az IL-1p esetében is az ACHP kezelés utan kaptuk a legnagyobb
expresszio csoOkkenést, ezt kovette hatékonysagot tekintve az utéviragzasbol szarmazo
ill6olaj (23A. abra).

A 6 6ras TNFa elokezelést kovetd 24 oras ACHP-kezelés tekintetében ismét a
legjelentdsebben az IL-6 expresszidjat csokkentette. Az ACHP kezeléshez képest jobb
eredményeket kaptunk az IL-8 esetében a linalool és az utoviragzasbol desztillalt illdolaj
alkalmazasaval. Az IL-6 expresszio csokkenését vizsgalva az utdviragzasbol szarmazo
ill6olaj hatékonyabbnak bizonyult, mint az ACHP-kezelés. Az IL-1B nézve az mMRNS-
expresszio valtozasa az IL-8 koveti, a linalool és az utdviragzasbol szdrmazo illdolaj
hatasa kedvezd6bb volt, mint az ACHP-gatl6 kezelés (23B. abra).

A 24 6ras TNFa eldkezelés és a 24 6ras ACHP-kezelés soran az IL-6 és az IL-8
expresszioja kozel azonos mértékben csokkent. Az ACHP-kezelésnél hatékonyabb

eredményt ebben az esetben sehol sem kaptunk (23C. abra).

52



A TNFa 24h eldkezelés +6h kezelés
< 120

100
80
60
40
20

TNFa+ ACHP [ *

Relativ mRNS expresszio (%
o
TNFa+DMsO [ -
o
o
H #
s
TNFa+iinalool [+
Ly
o+
TNFa+el6viragzas 10 [N
H*
l *
TNFa+utoviragzas 10 [IEEEGE -
H*

mIL-8 mIL-6 = IL-1B

TNFa 6h elokezelés +24h kezelés

B
=120
s [
& 100 0
@
S 80
@
2 60 .
= I
- 40 *
= T * *
o * * I
& 20 - * ' o
0 & b [ [ T
o —
g 5 E p °
o < 2 N s
+ + = 2 g
S i + = =
= = i 3 3
= = = [ =
= b T
w &
=z pzd
= =
=IL-8 mIL-6 =IL-1B
c TNFa 24h el6kezelés +24h kezelés
£120 I

TNFa+ ACHP [+

Relativ mRNS expresszio
N B [} o] o
o o o o o o
TNFa +DMsO IR
—
B
H *
s
TNFa+inalool [ «
H *
-
TNFa+eléviragzas 10 [ INEGE-
m,
s
TNFa+utéviragzas 10 [ ~

uIL-8 mIL-6 uIL-1B

23. dbra: A levendulaolajok és a linalool standard hatdsainak 6sszehasonlitisa az ACHP-
kezeléssel a TNFa elokezelést kovetéen. A B-aktin expresszidjat hasznaltuk az értékek
normalizalasahoz. A DMSO-kontrollok relativ expressziojat 1-nek tekintettiik. A csillagok a
kontrollhoz képest p<0,05 értéket jelzik.
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4.4.5 Az eukaliptusz olaj és az eukaliptol hatasanak osszehasonlitasa az ACHP-

kezeléssel

A DMSO-kontrollhoz képest az ACHP NFkB-inhibitor szignifikdnsan
csokkentette az Osszes vizsgalt citokin expressziojat (24. abra). A 24 o6ras TNFa
elokezelést és 6 oras ACHP-kezelést IL-6 expresszidjat csokkentette a legjobban, majd
az IL-8-at és az IL-1B-ét (24A. abra). Sem az eukaliptuszolaj, sem az eukaliptol nem volt
hatékonyabb az inhibitoros kezelésnél egyik citokin esetében sem. Az olajat és az
eukaliptolt 6sszehasonlitva az IL-8 esetében az olaj mutatkozott hatdsosabbnak, viszont
az IL-6 és IL-1B-nal az eukaliptol volt az eredményesebb.

A 6 o6ras TNFa-eldkezelés utan torténd 24 oras kezeléseknél ismét az I1L-6-nal
tapasztaltuk a legnagyobb expresszid csokkenést, amelyet az IL-8 és az IL-1P kovetett.
Az ACHP-nal hatékonyabb kezelést az eukaliptusz olaj alkalmazasa utan kaptunk mind
az IL-8, mind az IL-6 esetében (24B. abra).

24 oras TNFa elokezelés kovetden alkalmazott 24 6ras ACHP kezeléseknél az IL-
8 és az IL-6 expresszidjanak kozel azonos mértékii csokkenése volt megfigyelhetd. Az
IL-8 és IL-6 esetében az eukaliptusz olaj mutatkozott hatasosabbnak, mig az IL-18
esetében sokkal kisebb volt az expresszid csokkenés a kontrollhoz képest és az eukaliptol

volt a hatasosabb (24C. abra).
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24. abra: Az eukaliptusz és az eukaliptol standard hatasainak Osszehasonlitdsa az ACHP-
kezeléssel a TNFa el6kezelést kovetéen. A B-aktin expresszidjat hasznaltuk az értékek
normalizalasahoz A DMSO-kontrollok relativ expressziojat 1-nek tekintettiik. A csillagok a
kontrollhoz képest p<0,05 értéket jelzik.
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4.4.6 Human IL-8 ELISA mérés

A vizsgalt illoolajok és f6 vegyiileteik (linalool, eukaliptol) legigéretesebb gatlo
hatasat mRNS szinten az I1L-8 kemokin esetében mértiik. Ezért fontosnak tartottuk a
szekretalt [L-8 fehérje koncentraciojdnak meghatarozasat. Az eredmények a
kovetkezOképpen alakultak: szignifikans csokkenést mértiink a révid tavih TNFa
elokezelés utan 24 oraval és a hossza tava (24h) TNFa el6kezelés utan az ACHP inhibitor
kezelés hatésara.

A levendula illoolajok szignifikansan csokkentették az IL-8 fehérje szintjét 24
oraval a 6 6ras TNFa elokezelés utan. S6t, a levendula eldviragzasbol szarmazo illdolaj
mutatkozott a leghatékonyabbnak, dsszehasonlitva ugyanezen kezelésmeneti linaloollal
¢és az utoviragzasbol szarmazo levendula illoolajjal. A mért eredményt Gsszevetve az
ACHP inhibitoros kezeléssel, szignifikansan hatékonyabbnak bizonyult a levendula
eléviragzasbol szdrmazo illdolaj. A linalool esetében nem volt kimutathat6 csokkenés a
protein szintet illetdleg. A levendula illoolajokkal vagy a linalool standarddal végzett 6
és 24 oras kezelések, nem voltak képesek csokkenteni a 24 o6ras TNFo eldkezelés
indukalta gyulladasi IL-8 protein szintjét (25A. abra).

Az eukaliptusz illoolaj és az eukaliptol standard kezelések esetében a 24 6ras
TNFa elékezelés utan torténd 24 oras kezelésnél volt mérhetd csokkenés valtozas, mig 6
oras TNFa elokezelés utan torténd 24 oras kezelésnél az eukaliptol szignifikansan novelte
az IL-8 szintet. A 24 6ras TNFa clékezelést kovetden a 24 oras eukaliptuszolaj- és

eukaliptol kezelés hatsasara enyhe emelkedés volt mérhet6 az IL-8 szintjében (25B. abra).
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5. Megbeszélés

Munkank soran arra fokuszaltunk, hogy a legnagyobb teljességgel ismertessiik a
holyagfajdalom szindréma betegséggel kapcsolatos jelenlegi informacidkat, az elérhetd
terapidkat, valamint célunk volt a fejlesztéseinkkel a hidnyos terapias teriiletekre
megoldast talalni.

Az els6 1épésben BPS-ben szenvedd betegek kezelésére 1étrehoztunk egy hazai
gyogyszeres terapias protokollt (5. dbra). A protokollhoz felhasznaltuk mind a hazai
urologusok tapasztalatait, mind pedig a kiilfoldi szakmai iranyelvekben talalhato
evidencia szintli konszenzusokat. A protokollunkban emlitett és a kiilf6ldi iranyelvekben
hivatkozott gydgyszerek az alabbiak: a pentozan-poliszulfat, a kondroitin-szulfat és a
hialuronsav intavezikalis alkalmazasa.

Az ordlis citrat terdpia a vizelet pH-jdnak lugositasara, viszont csak a japan
protokollban talalhaté meg [53]. Az amitriptilin és a hidroxizin hazankban alkalmazott
protokollban csak a kiegészitd terapiat képezi. Fontos kiemelni, hogy térekedni kellene a
kiilonboz6 tarsasdgok kezelési iranyelveinek az egységesitésére a hatékonyabb és
betegségspecifikusabb kezelés érdekében. Az eltérd ajanlési szinteket az egyes gyogyszer
hatdéanyagok esetében sziikséges lenne harmonizalni, amelyhez tobb klinikai vizsgalatra
lenne sziikség a betegcsoportnal.

A protokollunk ezen feliil kiterjed még az étrendi tandcsokra, melyet a betegek
tapasztalataira épitettiink. Célja a tiinetek enyhitése és a vizelet savas kémhatasanak
eltolasa alkalikus iranyba. Igy csokken a hugyhélyag irritacidja, amely jelentds
fajdalomcsokkenéshez vezethet. A dietetikai kérd6iviink eredményeit 9sszevetettiik az
egyik legnagyobb egyesiilet az Interstitialis Cystitis Association [38] ajanlott étrendjével.
Az amerikai ajanlas és a betegeink véleménye megegyezik abban, hogy a magas sav-
tartalmtl gyiimolcslék és a szénsavas 1iditok, illetve az alkoholos italok stlyosbitjak a
betegség tlineteit. Tovabba megegyezik még a kavé, a joghurt, a tejfdl, a hosszu ideig
érlelt sajtok és a paradicsom ellenjavallata. Az amerikai tilto listan 1év6 voroshagyma és
bizonyos bab fajtak, illetve a csipds és az erdsen fliszerezett ételek mell6zése a kérddives
felmérésiink alapjan is megerdsitést nyertek. A kérdéiviinkbdl az is kideriilt, hogy bar az
amerikai ajanlas nem ellenzi a tejtermékek koziil a tej és a tiro, a gyiimolcsok koziil a
gorogdinnye, a korte és a fekete afonya fogyasztasat, a pacienseink inkabb keriilik ezen
ételeket. Az amerikai ajanlas szerint a C-vitamin savassdga miatt nem javasolt. A

kérdbiviink alapjan mi is megallapitottuk, hogy vannak péciensek, akik a C-vitamin alkali
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fémmel alkotott s¢jat hasznaljak szivesebben. Tovabba javasoljuk azt is, hogy az
aszkorbinsav mennyisége ne haladja meg a 200 mg/nap-ot, mert a vizelet jelentds
mértékl savanyitasat eredményezheti. Azonban a B-vitaminok hatranyos hatasarol a mi
betegeink nem szamoltak be.

Ezen feliil a folyadékbevitel szintén szerves részét képezi az étrendnek. Minden
betegnek folyamatosan higitania kell a vizeletet, hogy csokkentse annak irritald hatasat.
A koncentralt (hipertonias) vizelet minden irritativ vegyiiletet nagy koncentracioban
tartalmaz. Ha a beteg nem torédik vele €s éjszakanként 8-10 oran keresztiil nem iszik, a
vizelete koncentralt lesz és ezért erdsen irritativva valik. Ennek eredményeként a reggeli
vizelet pH értéke savas lesz és a vizelés jelentds fajdalommal fog jarni. Ezért az egyik
legfontosabb, amelyre figyelni sziikséges, hogy ¢éjszaka kb. 1 liter vizet kell inni. Ehhez
kapcsolodoan kiemelendd, hogy a gorogdinnye fogyasztas szerepe a BPS-ben
meglehetdsen vitatott, de ugy gondoljuk, hogy a rendkiviil felgyorsult diurézis miatt
inkabb pozitiv, mint negativ hatasai vannak [56].

A betegek, ahogy a felmérésbdl is kideriilt gyakran hasznilnak ndvényi
termékeket. Rengeteg ilyen termék kaphaté a piacon, sdt, a reklamok is aktivan
tamogatjak oket. Hatasmoddjukat és lehetséges mellékhatasaikat azonban nem vizsgaltak
kivonatok hatdanyagai, tobbnyire kozvetlenill a vizeletbe {iriild6 aromds vegyiiletek,
melyek jelentds mértékben irritdld hatasuak lehetnek. Tovabba mas névényi kivonatok a
vizeletet rendkiviill savassa tehetik és ennek kovetkeztében a tlinetek inkabb
rosszabbodhatnak, mint javulnak. Azonban érdemes hangsulyozni, hogy a helyes étrendet
minden egyes beteg esetében személyre szabott modon, individuélisan kell meghatarozni.
Ugyanis a betegek fajdalomkiiszobe, érzékenysége €s a betegség sulyossaga eltérd lehet.

A gyogyszeres kezelési és étkezési protokollunkat mar tobb urologus szakorvos
alkalmazza Magyarorszagon kivalo eredményekkel. Protokollunk konnyebb tiineti
felismerést és gyogyszeres terapia atlathatosdgot biztosit. A dietetikai javaslatunk
nagymértékben hozzjarul a betegek fajdalomérzet csokkenéséhez és ezaltal életmindség
javulasahoz is.

Egy nyujtott hatéanyagleadasu lagositd tablettdit formulaltunk a vizelet
savassagabol adodo irritativ tiinetek enyhitésére. Célunk volt egy olyan készitményt
létrehozni, amely semlegesiti a vizelet savas kémhatasat, ezaltal a holyagfajdalom
szindroma tiineteit tudjuk csokkenteni (gyakori vizelési inger, vizeléskor erds fajdalom

stb.). A segédanyagok kivalasztasanal figyelembe kellett venniink, hogy a magas Mg?*-
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és Na'-tartalom miatt polimereket és karbomer matrixrendszereket nem lehetett
alkalmazni. A kationok altal kivaltott ozmotikus nyomas ugyanis megtdrte volna a matrix
texturajat. Ezért a valasztasunk a nagy viszkozitasu Benecel hipromellozra (HPMC) esett.
A HPMC érzékenysége a kationok altal kivaltott ozmotikus nyomasra lényegesen kisebb,
mint a karbomer matrixrendszereké [58,59]. Tablettazasra kivaldoan alkalmasnak
bizonyult.

A formulalas els6 1épéseként el0szor 15-féle segédanyag (Benecel, Avicel DG)
kombinaciot hoztunk létre, mig a hatéoanyagok Osszetételén nem valtoztattunk. Ezt
kovetéen az eldvizsgalatok soran (rheologiai vizsgalatok, hatdéanyag kioldodasi
vizsgalatok stb.) teszteltiik a mintakat és végiil kivalasztottuk a terapiara legmegfelel6bb
tablettat.

Az FDA iranyelvei [60] szerint a minta tablettak esetében in vitro kioldodasi
kinetik4juk alapjan hasonldosagi és kiilonbségi tényezdoket szamoltunk. A hatarértékeken
beliil (f1 esetében: 0-15 ¢és f2 esetében: 50-100) hasonlénak tekintheték voltak. A
modellillesztés megerdsitette, hogy a tabletta a hatéanyag tartalmat elsérendii kinetika
szerint adta le, illetve a hatéanyag difflizan szabadult fel a matrixbol. Figyelembe véve a
hatébanyag felszabadulas kinetikajat, egyértelmiien kijelenthetd, hogy az tjonnan
fejlesztett tabletta in vivo egyenletes terapias koncentraciot biztosithat 2x1 bevétel esetén.
Az elsérendli hatdanyag-felszabaduldsi modell szerint, ahogy a matrixban marado
hatéanyag mennyisége csokken, ugy csokken a felszabaduld hatdanyag mennyisége is.
Ez a megallapitdis nem meglepd a tablettandl, figyelembe véve a viszonylag magas
hatdanyag-tartalmat (60%) €s a 20%-os kioldodést szabalyzé polimer-tartalom tényét. A
hidrofil matrix tablettak hatéanyag felszabaduldsat, a matrix gélrétegén keresztiil torténd
gumiszerll allapotba keriil. Amennyiben a gélréteg vastagsaga nem elég nagy, akkor a jol
0ld6do hatdéanyagok (esetlinkben a citratok) gyorsan és ellendrizetleniil oldodhatnak [61].
A kalium-citrat tartds, egyenletes felszabadulasat mas kutatok akkor érték el, amikor a
hidrofob matrixot karnauba-viasszal, sztearil-alkohollal és sztearinsavval formulaltak, a
hatdanyag-felszabadulasgatlo arany 2,84:1 volt [62].

A vizsgalatunkban, a C/3 Osszetételli formuldcidban a citratok és a Benecel
polimer aranya valamivel magasabb, 3:1 volt. Erdekes modon ez kiegyensilyozottabb
hatéanyag-felszabadulédst eredményezett a hidrofob matrixhoz képest.

A kivélasztott C/3 tabletta 24 honapos stabilitasat vizsgéalva, enyhe novekedést

tapasztaltunk a kioldodéasi sebességben. Azonban a kiilonbségi- €és hasonlosagi
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faktorszamitasok alapjan a kioldodasi profilok még 24 honapos tarolds utan is hasonlonak
tekinthet6k egymashoz.

A nyujtott hatéanyag-leadasu (C/3) citrat tablettaval elvégeztiink egy kettds vak,
placebo kontrollos, randomizalt human pilot vizsgélatot. A pilot eredményeként
egyértelmiien lathatd volt az elsé végpontja a vizsgalatnak, hogy szignifikans mdédon
emeli a vizelet pH-jat a kontrollhoz képest. A 10 dras nyujtott hatéanyagleadas miatt a
napi 2x-i bevétel elegendének bizonyult, amely nagymértékben hozzajarul a betegek
adherencidjanak hatékony noveléséhez. Ennek koszonhetden ugyanis a déli adag
elhagyhato.

A semleges pH érték (6,8-7,2) eléréséhez azonban valoszintileg 2x2-re kell emelni
a terdpias dozist. A klinikai vizsgalat masik végpontja annak a hipotézisnek a
megerdsitése volt, hogy a nyujtott hatdanyag-leaddsu tabletta csdkkenti a vizelet napi pH-
ingadozasat, szemben a gyorsan felszivodd lugositd tablettaval, amely hirtelen,
ellendrizhetetlen pH-csticsokat okozhat. A kisebb ingadozas kisebb fajdalmat és
kevesebb vizelési ingert eredményezhet. A statisztikai értékelés szerint a klinikai
vizsgalat nem igazolta ezt a hipotézist, a két tabletta kozott nem volt szignifikdns
kiilonbség. A feltételezett pH-csticsokat akkor lehetett volna kimutatni, ha a betegek
lehetéleg minden oraban vagy a tabletta bevétele utan egységesitett 1dokdzonként
uritették volna a vizeletiikket és mérték volna a vizeletiik kémhatasat. Sajnos ezeket a
kritériumokat a gyakorlatban nem lehetett teljesiteni. Ezen feliil a vizelet pH-értékét
rengeteg tényezd befolyasolja, példaul a beteg étrendje, életmddja, anyagcseréje,
tarsbetegségei €s a kezelés soran alkalmazott gyodgyszerek is. Mindezen tényezdok
nyomon kdvetése vagy befolyasolasa nem volt kivitelezhetd a human klinikai vizsgalat
soran, e paraméterek standardizaldsa nem volt lehetséges a pilot sordn.

A nyujtott hatéanyag-leadasu tabletta 22%-kal kevesebb hatéanyagot
tartalmazott, mint a hagyomanyos citrat tabletta, viszont a human pilot vizsgalatban nem
volt szignifikans kiilonbség a két készitmény vizelet lugositd hatasdban. Ez az eredmény
arra utalhat, hogy a nyujtott hatdanyag leadasu tabletta bioldgiai hasznosulésa kedvezdbb.

A nyujtott hatdanyag-leadasti tabletta tovabbi elénye, hogy nem okoz
gyomorirritaciot és fokozott savtermelést, mert a hatéanyag legnagyobb részét a
készitmény a bélcsatornaban adja le, igy hiperaciditas és gastro-oesophagealis reflux
esetén is szedhetd. A készitmény kaliummentes volta jelentdsen csokkenti az egyéb
lugositd készitményekhez képest a kardialis kockazatot, a besziikiilt vesefunkcié miatt

esetlegesen kialakuld hiperkalémiat. A készitmény kaliummentessége pedig jelentds
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elénynek szamit, mivel nem irritdlja a fokozottan kalium-érzékeny holyagfalat, igy
csokkentve a vizelet altal kivaltott erdteljes holyagtdji fajdalmat és fokozott vizelési
ingert.

Molekularis részrol is megkozelitettik a holyagba fellépd hisztopatologiai
valtozast, mivel a hizésejtek jelenléte a holyagokban arra utal, hogy az immunrendszer
részt vesz a betegség kialakulasaban és fenntartasaban [63]. Ennek vizsgalatahoz
létrehoztunk egy steril gyulladds modellt, melyben tanulmanyozhaté a BPS soran
kialakul6 steril gyulladés. A gyulladas kivaltasara TNFa gyulladaskeltd citokin kezelést
alkalmaztunk T24 human hoélyaghdmsejtek esetében. A TNFa-val steril gyulladast
tudtunk kivaltani, és a f0 termeléi a makrofagok. A makrofagok ezen feliil a
gyulladaskelt6 citokinkaszkadoknak a termelését is modulaljak [64]. Az IL-1p, IL-6, IL-
8 fokozott expresszidja az BPS betegek szérumaban arra utal, hogy nemcsak a hizosejtek
aktivacioja, hanem néhany mas gyulladdsos medidtor is részt vesz az BPS
patogenezisében.

Mivel az illéolajok kémiai 0Osszetételiiktol fiiggéen gyulladascsokkentd
tulajdonsagokkal rendelkezhetnek, befolydsolhatjak a citokintermelés folyamatat vagy a
proinflammatérikus génexpresszié modulaciojat is, ezért vizsgalatainkhoz két illdolajat
valasztottunk ki. Az egyik a levendula illdolaj és f6 komponense a linalool volt, mivel
gyulladascsokkentd hatdsat szamos tanulmany bizonyitotta. Leggyakrabban in vivo LPS
altal kivaltott tiidokarosodasi modellben, cigarettafiist altal kivaltott tiidégyulladasban és
karragén altal kivaltott 6déma modellben vizsgaltak, tovabba hatdsosnak bizonyult a vese
ischaemia-ban is [65,66]. A linaloolrdl kimutattak még, hogy blokkolja az NFkB és a
MAPK jelatviteli utvonalakat [66].

A masik az eukaliptusz illdolaj és f6 komponense az eukaliptol volt, amely
gyulladascsokkentd hatdsa miatt légati megbetegedések, példaul horghurut,
arciireggyulladés, bronchialis asztma ¢€s kronikus obstruktiv tiidobetegseg kezelésére
hasznaljak. Ezen kiviil a gyulladascsokkentd hatasat még neurodegenerativ betegségek
esetén pl. Alzheimer-korban hasznaljak ki [67]. Kardiovaszkularis betegségekben a
vizsgalatok szerint az eukaliptol paraszimpatikus mechanizmuson keresztiil csokkenti a
szivfrekvenciat, és vazorelaxaciéval hipotenziot idéz eld. Tovabba az eukaliptol
blokkolja az NF«kB jelatviteli itvonalat is [68].

Molekularis biologiai vizsgalataink azt mutattdk, hogy a citokin mRNS-
expressziojanak legnagyobb mértékii csokkenése a levendula illoolajok és a linalool

kezelések hatdsara kovetkezett be minden esetben rovid ideig (6 ora) tartd6 TNFa
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elokezelés utan. Pontosabban a levendula utoviragzasbol desztillalt illdolaj és a linalool
standard volt a leghatékonyabb. Hasonlé eredményeket lehetett megfigyelni, amikor az
ACHP NFxB-gatlo kezeléssel hasonlitottuk 6ssze a citokin-transzkripcio gatlasanak
pozitiv kontrolljaként az ill6olajok és a 6 komponensek hatdsait. Eredményeink alapjan
6 h TNFa el6kezelés utan torténd az utdviragzasbol desztillalt levendula illdolajnal és a
linalool standard kezelésnél tapasztaltunk nagyobb hatékonysagot az IL-8 ¢és az II-1B
esetében, mint az ACHP kezelés. A hatékonysagbéli kiilonbség a két levendula illoolaj
kozott valdszintileg abbol addodik, hogy az utdvirdgzasbol szarmazo illdolaj linalool
tartalma magasabb volt (41,63+0,13%), mint az eldviragzasbol szarmazo levendula
illoolajnak (36,33+0,10%). A levendula illdolajok osszetételének GC-MS alapjan torténd
Osszehasonlitdsakor a kiilonbségek egyértelmlien megfigyelheték. A levendula illdolaj
linalool utan a masodik legmagasabb szazalékban linalil-acetatot és terpinen-4-olt
tartalmazta. Az eléviragzasbol szarmazo levendula illdolajnak a f6 6sszetevdi a linalool
(36,33%), a linalil-acetat (21,47%) és a terpinene-4-ol (9,47%). Ezzel Gsszevetve az
utdvirdgzasbol szarmazo illdolaj nagyobb mennyiségii linaloolt (41,63%) és terpinen-4-
olt (16,69%) tartalmazott, és kevesebb linalil-acetatot (14,78%) (1. mell¢klet). Mindezen
hatéanyagok bizonyitottan gyulladadscsokkentd hatastak és gatoljak az NFkB utvonalat
[25,69,70]. Az a-terpineol vegyiilet is hozzajarulhat az illdolajok gyulladascsokkentd
hatasadhoz, mivel in vivo csokkenti a gyulladaskeltd citokinek, példaul az IL-1p, IL-6 és
TNF-o szérumszintjét [71,72]. Az eukaliptusz illéolaj és az eukaliptol mRNS-
expressziora gyakorolt hatdsat Gsszehasonlitva jol lathatd, hogy az 0Osszes citokin
esetében az illbolajnal nagyobb hatékonysagot tapasztaltunk. Az ACHP NF«xB-gatlo
hatasédhoz képest az eukaliptusz illoolajjal végzett 24h kezelések hatékonyabbak voltak
az IL-8 és az IL-6 esetében. Azaz az illdolaj komplex hatdsa nagyobb csokkenést okoz az
interleukinok MRNS-expresszidban, mint maga a f6 komponens. Az eukaliptol mellett az
a-pinen, vy-terpinen, terpinen-4-ol és a-terpineol is feltételezhetéen hozzajarul az
eukaliptusz illoolaj komplex gyulladascsokkenté hatasahoz [71,72]. Az a-pinene
gyulladasos valaszokra gyakorolt gatld hatasa bizonyitottan jelentésen csokkenti az I1L-6
€s TNFa termelédését [73]. A y-terpinen is képes csokkenteni a gyulladaskeltd citokinek,
mint példaul az IL-1p és az IL-6 termelését valamint, fokozni az IL-10 képzodését [74].
Az IL-8 kemokin fehérjeszinten torténd vizsgalata megerdsitette, hogy a levendula
illoolajokkal torténd 24 oras kezelések hatékonyabbak a steril gyulladés rovid ideig (6h)
tarté indukcidja esetén az ACHP-inhibitoros kezeléssel szemben. Ezaltal a vizsgalataink

egyértelmiien bizonyitjdk, hogy az illéolaj Osszetevoi dontd szerepet jatszanak a
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gyulladascsokkentd hatds meghatarozasaban. Illetve, hogy a levendula ill6olajok
hatékonyabbnak bizonyultak a gyulladascsokkentésben, mint az eukaliptuszolaj. Ennek
oka a GC alapjan az OsszetevOkre vezethetd vissza. A két vizsgalt f6 komponens
Osszehasonlitasakor az eredményekbdl kitlinik, hogy a linalool erdsebb gatld hatassal
rendelkezik, mint az eukaliptol. A levendula illdolajok nagy mennyiségben (min 4%)
tartalmaznak még linalil-acetatot, terpinen-4-olt, a-terpineolt. Az eukaliptuszolaj ezzel
szemben az ecukaliptolon kiviil csak kis mennyiségben tartalmaz mas olyan
komponenseket, amelyek kiegészithetik a hatdsat, mint példaul az a-pinen (6,32%), y-
terpinen (3,2%) ¢€s terpinen-4-ol (1,9%). A két illbolaj Osszetétele kozott minimalis az
atfedés, és a mennyiségek is kicsik (0,02-1,6%). A kozds OsszetevOk az eukaliptol,
terpinen-4-ol, a-terpineol, mikrén, a-pinen, B-pinen, y-terpinen, a-phellandren. Egyes
esetekben az Osszetevok kis szazalékos aranyanak hatasa elhanyagolhatd. Osszegezve
mind a levendula illdolajok, mind a linalool hatékonyabban csokkentette a gyulladaskeltd
citokinek mRNS expresszidjat, mint az ACHP inhibitor. Ez arra utal, hogy az illéolajok
kiilonboz6 Osszetevoi nemcsak az NFkB utvonalra, hanem mas (pl. MAPK) ttvonalakra
is hatassal vannak. Tovabbad mindkét levendula illdolaj szignifikdnsan hatdsosnak
bizonyult révid TNFa-eldkezelés utan torténd 24 orés illdolaj kezelés soran, az ACHP
NFkB-gatloval 6sszehasonlitva az IL-8 ELISA mérésnél. Pontosabban az eldviragzasbol
szarmaz6 levendula ill6olaj hatdsosabbnak mutatkozott, mint az utovirdgzasbol szarmazo
levendula illoolaj. Ez részben azzal magyarazhat6, hogy a linalil-acetat ugy viselkedik,
mint egy prodrug, a linaloolhoz képest késleltetett a hatdsa, ami az in vivo
biotranszformacionak kdszonhetd [25]. Masrészt a folyamatban részt vevo transzlacios
tényezSk is befolyasolhatjak a hatasat. Igy tovabbi kisérletek sziikségesek e hatasok
feltarasahoz és pontositishoz. Osszefoglalva a kiilénbozé illdolajok bizonyos gyulladasos
allapotokban eltérd terapias hatassal birnak, és még a viragok betakaritdsanak iddzitése

is fontos lehet.
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6. Osszefoglalas és iij eredmények

A holyagfajdalom szindroma egy kevéssé ismert, nehezen diagnosztizalhato
betegség, amely valdszinilileg nagyon sok embert érint vilagszerte. A betegség hatterében
a felszini nydk rétegének elégtelen termelddése all. A legnagyobb részt
gliikozaminoglikan molekuldkbodl all6 réteg hianya esetén a vizeletben 1évo anyagok
irritaciot valtanak ki, amely jelentds életmindségbeli romlast okoz a betegnek (gyakori
vizelési inger, vizeléskor erds fajdalom stb.)

Ezért célul tiztik ki, hogy atfogdan tanulmanyozzuk a betegséget és komplex
modon segitjik a holyagfiajdalom szindromaban szenvedd betegek egészségligyi
ellatasat.

Munkank soran az alabbi eredményeket értiik el:

1. Elkészitettiik a holyagfajdalom szindroméaban szenvedd betegek
gyogyszeres kezelési és étkezési protokolljat. Sziikség esetén OGYEI engedélyt kérve az
indikacion tali gydgyszerrendelésre.

2. Létrehoztunk egy 0j innovativ tablettdt. Ez a készitmény kaliummentes,
amely nem irritdlja a hugyhdlyag nyalkahartyajat. A nyujtott hatéanyagleaddsnak
koszonhetden pedig folyamatosan biztositott a vizelet kémhatasanak lagositasa. A kettds
vak, placebo kontrolalt, randomizalt pilot vizsgalat pedig egyértelmiien bizonyitotta,
hogy innovativ készitménylink szignifikans médon emeli a vizelet pH értékét a kontroll
csoporthoz képest.

3. Steril gyulladasos T24 human uroepithel modellben a levendula illdolajok
hatékonyabbnak bizonyultak, mint az eukaliptusz ill6olaj. Tovabba arra a kdvetkeztetésre
jutottunk a T24 sejtek altal szekretalt IL-8 gyulladéaskeltd citokin mennyisége alapjan,
hogy a levendula illdolajok hatékonyabbak voltak, mint az ACHP inhibitorral toérténd
kezelés. A két levendula illoolajt egymassal dsszehasonlitva a virdgzasi 1ddszak elején
gyljtott és desztillalt levendula illdolaj volt a hatékonyabb az utdvirdgzasbol nyert
illoolajnal.

Osszefoglaldsként megallapithatjuk, hogy a hdlyagfijdalom szindromaban
szenvedO betegek egészségiigyl ellatasdban jelentds eredményeket értiink el. A
gyogyszeres kezelési és étkezési protokollunkat mar tobb urologus szakorvos alkalmazza
Magyarorszagon kivalo eredményekkel. Protokollunk konnyebb tiineti felismerést és

gyogyszeres terapia atlathatésagot biztosit.

65



A dietetikai javaslatunk nagymértékben hozzajarul a betegek fajdalomérzet
csOkkenéséhez és ezaltal életmindség javulasahoz is.

Innovativ, nyujtott hatdéanyagleadasu készitményiinkkel hatékonyan tudjuk a
vizelet pH értékét emelni, ezaltal pedig bizonyitott mddon csillapitjuk a holyagfajdalom
szindroméaban szenvedd betegek tiineteit (vizelési fajdalom, vizelési inger stb.). Az
elsérendl hatdanyag kioldédasnak kdszonhetden pedig elégségesnek bizonyult a napi 2x
dozirozas, amely hozzajarul a betegek adherencidjanak hatékony néveléséhez.

A pH semleges vizelet elérése €s szinten tartasa céljabol a napi dozis megemelését
javasoljuk 2x2-re. Ezzel biztositva a hatékonyabb terapiat, amellyel a holyagfajdalom
szindromaban szenvedd betegek teljes tiinetmentessége is elérhetd lehetne.

A tabletta 2 éves stabilitdsi vizsgalatai alapjdn pedig kijelenthetjiik, hogy
készitménylink stabilnak tekinthetd, megfelel az el6irt kovetelményeknek.

Az ijonnan fejlesztett készitménylink jelenleg hazai gydgyszergyartas alatt van.

Kutatasunk kiterjedt a levendula és az eukaliptusz ill6olajok és {6 0sszetevoik
gyulladascsokkentd hatdsanak a vizsgélatira is steril gyulladdsos modellben T24 human
amely alapjan a levendula illoolajok megfeleld formulalas utan alkalmasak lehetnek az
intravezikalis terapia kiegészitdjeként vald alkalmazésra, mivel a gyulladascsokkentd

hatasuk jol kiegészitheti a GAG-regenerativ terapiat a holyagban.
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Koszonetnyilvanitas

Mindenek el6tt szeretném megkdszonni témavezetGimnek a Dr. Horvath
Gyorgyinek és Dr. Birinyi Péternek a tdmogatasukat, szakértelmiiket és toretlen
biztatasukat egész PhD munkam sordn. Koszondm a bizalmukat, amelyben részesitettek
PhD hallgatojukként. Kiilon koszonettel tartozom Prof. Dr. Deli Jozsefnek a
Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola, ,,Biologiailag aktiv anyagok izolalasa ¢és
vizsgalata” c¢. programjanak vezetdjének, aki kutatomunkdm sordn végig tamogatott.
Szeretném megkoszonni Dr. Sipos Katalinnak és Dr. Pandur Edindnak, akik lehetévé
tették ¢és tamogattak, hogy elsajatithassam a kutatdmunkamhoz nélkiilozhetetlen
molekularis sejtbiologiai kutatasi modszereket. Koszonettel tartozom Dr. Bencsik
Timeanak, aki segitette és figyelemmel kisérte a kutatdbmunkédmat a PhD hallgaté elsé
éveimben.

Ezlton szeretném megkdszonni minden kollégaimnak a toretlen tdmogatasat az
évek alatt. K6szondm Dr. Boszorményi Andrednak az eukaliptusz illoolajdnak GC
analizisét (Semmelweis Egyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar, Farmakognoéziai
Intézet), illetve Giuseppe Micalizzi-nek és Luigi Mondello-nak (Department of Chemical,
Biological, Pharmaceutical and Environmental Sciences, University of Messina) a
levendula illdolajok GC vizsgalatat. Koszondm Dr. Vasvari Gabornak (Debreceni
Egyetem, Gyogyszerésztudomanyi Kar, Gyogyszertechnologiai Intézet) a tabletta
kioldddasi szdmoldsoknal nyujtott segitségét. Valamint koszondm az urologus
kollegaknak, hogy megosztottak veliink a tapasztalataikat, ezzel segitve munkankat.

Végezetiil nagy halaval tartozom csalddomnak és bardtaimnak, akik végig
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paromnak a feltétel nélkiili timogatésat, a végtelen tiirelmét €s biztatasat.
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Mellékletek
1. melléklet: Dietetikai kérd6iv

Gyogyszerek, gyogyszernek nem  mindsilé  termékek,
¢tkezési és ¢letviteli szokasok hatdsa az interstitialis
cystitis (holyagfajdalom szindréma) tiineteire-kérddives felmérés

Beteg -beleegyezd nyilatkozat

A holyagfajdalom szindroma egyelére egy kevésbé ismert betegség, amely egyre tobb
embert érint vilagszerte. Az érintettek szdma Magyarorszagon is 20.000 fore becstilheto.
A kérdéivbdl nyert adatok az egészségiigyi ellatas szinvonalét hivatottak javitani. Az On
hozzajarulasa segithet annak megértésében, hogy a holyagfiajdalom szindroma
kialakulasat kovetéen milyen tényezok befolyasoljak pozitiv, illetve negativ irdnyba a
terapia kimenetelét. Az adatokat név nélkiil gytjtjiik és kezeljiik, kérjiik, ne adjon meg
semmilyen olyan adatot, amely segitségével az On személyazonossiga kiderithetd.

A kérdéiv kitoltése eldtt a vizsgalat céljara és az adatkezelésre vonatkozo tdjékoztatast
megkaptam. Elfogadom ¢€s részt kivanok venni a felmérésben. Tudomasul veszem, hogy
a

kérddiv kitoltésének befejezése eldtt barmikor jogomban all ezen beleegyezésemet

1. A fent leirtakat: *

Soronként csak egy ovalist jeldljén be.

Elfogadom

) Nem fogadom el

2. Korosztaly *
Soronként csak egy ovalist jeléljon be.

30-40

40-50
) 50-60
) 60-

indoklas nélkiil visszavonni.
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3. Nem™*

Soronként csak egy ovalist jeléljon be.

4. Az On legmagasabb iskolai végzettsége: *

Soronként csak egy ovalist jeldljon be.

I.':': alapfoki
__ | kizépfoki
) felsdfoka
| posztgardudlis képzés

| egyéb

5. Lakhelyenek jellege *

Soronként csak egy ovalist jeldljon be.

[ ) waros

i )falu

6. Hany évnyi panaszos allapot utan diagnosztizaltak a betegségét? *
Soronkeént csak egy ovalist jeldljon be.

() kevesebb mint 1 év

: 11-2
)23
[ 134

) tobb mint 4 év
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7. Milyen panasszal kereste fel az orvosat? *

Vdlassza ki az dsszeset, amely érvényes.
|| gyakori vizelési inger
|| helyagtaii fajdalom

| véres vizelet

_ hivelyfajdalom
_'i higycsdfajdalom
|| eqyéb

8. Mikor diagnosztizaltak a betegseget? *

Soronként csak egy ovalist jeldljon be.

| )kevesebb mint 1 éve
112
()23
134

() tbbb mint 4 éve

9. Kap-e kezelest azota? *

Soronként csak egy ovalist jeldljdn be.

-_ | igen

{ Inem

10. Hogyan valtozott az allapota kezelések hatasara? *

Soronkent csak egy ovalist jelljcn be.

' romlott
) valtozatlan
O kicsit javult
. sokat javult

) teljesen panaszmentes



11.  Milyen gyogyszereket szedett az interstitialis cystitis betegség megallapitasa *
elétt?

Soronkeént csak egy ovalist jelaljon be.

| fajdalomesillapitok

) antibiotikumok

(—_) ayéaynBvény készitmények
) egyéb

12. Egyeb:

13. Szedett-e olyan gyogyszert, amitdl romlott az allapota? *

Soronkent csak egy ovalist jeldljon be.

igen

_ nem

14. Ha eldzd kérdésre a valasza igen, milyen gyogyszert?
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15.  Milyen gydgyszereket irt fel a kezeld orvosa? *

Soronként csak egy ovélist jeldljon be.

1 SP54

Teperin

| Atarax

! Claritin

) Cataflam

) Tramadol

| "specidlis holyagkoktél®
) gyéb

16. Egyeb:

17.  Van-e mas kronikus betegsege? (pl. magas vernyomas, magas koleszterinszint, *
asztma, izlleti panaszok, szivritmuszavarok, stb.)

Soronként csak egy ovélist jeldljon be.

_igen

' mem

18. Ha el6zd kérdésre a valasza igen, kerjik jellje azt:

Vélassza ki az Gsszeset, amely ervényes.

magas vernyomas
: magas koleszterinszint
: , asztma
| biabétesz/ cukorbetegség
|| reflux
allergia

—

|| egyeb

81



19.

20.

21.

22

23.

Egyeéb:

Csak ndk részére: Vett-e észre dsszefliggést a panaszainak eréssége és a
menstruacios ciklusanak kllénbbzd fazisai kdzott?

Soronként csak egy ovélist jelGljon be.

) igen

! Mem

Ha az el6z4 valasza igen, mit tapasztalt?

A halyagfajdalom szindroma diagnosztizalasat kovetden megvaltoztatta-e az
etkezési szokasait?

Soronként csak egy ovalist jelGljon be.

| igen

nem

Ha eldzé valasza igen, milyen médon?
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24 Hany liter folyadekot fogyaszt naponta atlagosan? *
Soronkent csak egy ovalist jeldljon be.

) kevesebb mint 1 liter
1 1-2 liter kézétt
() 2-3 liter kzott

() 3 liter felett

25. Korabban fogyasztott-e valamit a felsorolasbol? Tejtermekek: *

Valassza ki az dsszeset, amely érvényes.
[ ]tej

|| joghurt

| tejfal

| |tﬂni

|| hosszi ideig érlelet sajtok

| | nem fogyasztottam kordbban ilyen tejtemékeket

26. Most fogyaszt-e valamit a felsorolasbol? Tejtermekek: *

Valassza ki az d5szesetl, amely ervenyes.

g

|| joghurt

|| tejfil

|| targ

i | hosszi ideig érlelet sajtok

| | nem fogyasztok ilyen tejtermékeket
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27.

28.

29.

30.

Korabban fogyasztott-e valamit az alabbi felsorolasbol? Italok: *

Valassza ki az dsszesel, amely érvényes.
|| kavé

|| koffeinmentes kavé
| | z8ld tea
: fekete tea
|| energiaital

| | nem fogyasztottam korabban ilyen italokat

Maost fogyaszt-e valamit az alabbi felsorolasbol? Italok: *

Vilassza ki az dsszeset, amely érvényes.

|| kavé
: koffeinmentes kavé
| | zéild tea
| fekete tea
|| energiaital

E nem fogyasztok ilyen italokat

Milyen italok fogyasztasa esetén észlelte a tinetek fokozddasat?

Korabban fogyasztott-e valamit az alabbi felsorolasbol? Zéldsegek: *

Valassza ki az Gsszeset, amely érvényes.

| | vords hagyma

| zoldhagyma

| | paradicsom
|| bab

, burgonya

|| nem fogyasztottam korabban ilyen zéldségeket

L}
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31. Most fogyaszt-e valamit az alabbi felsorolasbdél? Zoldsegek: *

Vdlassza ki az Gsszeset, amely érvényes.

|| virgs hagyma

z zoldhagyma
L] paradicsom
|| bab

|| burgonya

| | nem fogyasztok ilyen zdldségeket

32. Korabban fogyasztott-e valamit az alabbi felsorolasbol? Gylmdlcsok: *

Valassza ki 8z dsszeset, amely érvényes.

I ! alma

D banan

|| gérbgdinnye

! sargabarack, dszibarack

|| fekete afonya

|| nem fogyasztottam korabban ilyen gyiimalcsiket

33. Most fogyaszt-e valamit az alabbi felsorolasbol? Gylmdlcsok: *

Valassza ki az dssreset, amely érvényes.
| | alma
r ibanén

1 P i, o

| | gorogdinnye

I I sargabarack, oszibarack
|| fekete afonya

|| nem fogyasztok ilyen gyiimélcsiket
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34. Milyen ételek fogyasztasa utan romlottak a tlnetei? *

35. Fogyaszt-e alkoholt? *
Soronkent csak egy ovalist jelaljan be.

! igen, rendszeresen

| igen, de csak ritkan

! nem

36. Szereti-e a csipos izu eteleket? *

Soronkent csak egy ovalist jelGljan be.

Jigen

 nem

37. Van-e valamilyen ételallergidja vagy laktoz intoleranciaja? *

Soronkent csak egy ovalist jelGljan be.

I____Jigen

| Mem
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38.

39.

41.

Ha eldzd valasza igen, kerjuk jelolje

Vilassza ki az dsszeset, amely ervényes.

fruktoz intolerancia
|| laktéz intolerancia
| | glutén érzékenység
mogyord, did allergia
tojas allergia
szGja allergia

egyeb

Egyeb

Fogyaszt-e egyeb termekeket? (pl. vitaminok, etrendkiegeszitok,
pezsgotablettak stb.)

Soronként csak egy ovalist jeldljén be.
_igen

_ nem

Ha eldzd valasza igen, kerjuk sorolja fel:
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42.  Valamely formaban alkalmaz gyogynovényeket? (pl. tea, tabletta, kapszula g
sth.)

Soronként csak egy ovalist jeldljon be.

| rendszeresen

) ritkdn

' soha

43. Ha elozd valasza rendszeresen vagy ritkan, milyen gyogynovenyeket?

Valassza ki 8z dsszeset, amely ervenyes,

. :ur'msi medveszold
| | tézegafonya
| aranyvesszo
: csalan
hibiszkusz
: citromfi
| nyirfa

| egyéb

44. Egyéb:

45. Vannak-e olyan gyogynovenyek, amelyek enyhitik panaszait?

Koszonjuk, hogy segitette a munkakat a kérddiv kitoltésavel!
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2. melléklet: A Vizelet pH vizsgalathoz sziikséges tudnivalok

1) A pH mér6 késziiléket vegye ki a TOP Safe védoétokbol és készitse elérhetd
kozelségbe. Ekkor még ne vegye le az elektrolittal feltoltott tartokupakot.

2) A szokasos moédon vegyen vizeletet, tiszta koriilmények kozott, a frissen,
csapvizzel vizzel kidblitett vizelettarté edénybe, és az edényt tegye elérhetd
kozelségbe. Vigyazzon, hogy a vizelet a mérésig ne szennyezddjon.

3) Ovatosan vegye le a késziilék tartokupakjat és kapcsolja be a késziiléket az
ON/HOLD gombbal (jelzéfények felvillannak, és a késziilék "mérd" tizemmodba
valt).

4) Az eszk6zon be van allitva az Auto-Hold és Auto-Off funkcio, igy az
eredményeket a késziilek automatikusan elmenti, illetve 10 mp utan a késziilék
automatikusan kikapcsol.

5) Mossa le a pH méré késziilék szondajat (elektrodajat) hig szappanos vizes
oldattal, majd ezt kovetden oblitse le 40 °C-nal hidegebb csapvizzel.

6) A késziilék szondajat (elektrodajat) tegye bele a vizeletbe.
7) Inditsa el a mérést az ON/HOLD gomb rovid megnyomasaval.

8) Az Auto-Hold funkcié miatt a mérés alatt képernyon addig villog az Auto-Hold
felirat, amig a mért pH-érték stabil nem lesz. Ekkor az Auto-Hold folyamatosan
fog vilagitani, a mért érték pedig nem valtozik, és a késziilék egy hangjelzést is
ad. Amennyiben 300 mésodperc utdn sem stabil a mért pH érték, a mérés
abbamarad.

9) Olvassa le az eredményeket, azaz a hémérsékletet és a pH értéket. Irja fel az
eredményeket a datum és a pontos id6 rogzitésével. Az értékeket a késziilék

automatikusan rogziti ezért sziikség esetén visszaolvashatok.

10) Kapcsolja ki a késziiléket az ON/HOLD gomb hosszan tartd lenyomasaval vagy
hagyja, hogy 10 mp utan a késziilék automatikusan kikapcsoljon.

11) Mossa le a pH mér6 késziilék elektrodait hig szappanos vizes oldattal, majd ezt
kovetden 40 °C-nal hidegebb csapvizzel. Tor6lje szarazra az eszkozt

papirtorldvel, de ne dorzsolgesse!

12) Helyezze vissza tartokupakot. Az elektrolittal feltoltott tartokupak nélkiil a
késziilék nem tarolhato.

13) A megszaritott késziiléket helyezze vissza a védotokba, és fiiggdlegesen tarolja a
kovetkezd mérésig.

14) A vizelettart6 edényt is 6blitse el csapvizzel.
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15) Vizelet-mintavétel és mérés legalabb harom ora gyakorisaggal sziikséges, napi
egyenletes elosztasban.

16) Biztositsa a napi 2-2,5 1 folyadékbevitelt.

17) A késziilékhez mellékelt részletes hasznalati utasitast tanulmanyozza, ha
sziikséges.

18) Forduljon munkatarsunkhoz, amennyiben barmilyen kérdése van.

FIGYELMEZTETES: Az eszkoz hegye iivegbol késziilt, ezért torékeny! Amennyiben a
mért anyagban livegszilankok maradnak, az sériiléseket okozhat. Minden egyes mérés
utan gy6z6djlink meg réla, hogy a pH-mérd hegye nem sériilt.
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3. melléklet: Az eukaliptusz ill6olaj ¢és a levendula illdolajok (el6- és utoviragzas)
komponenseinek szdzalékos (%) és relativ koncentracidja (ng/ml)

Komponensek szazalékos aranya az A komonensek realtiv koncentracidja a

illoolajban® vizsgalat soran (ng/ml)®
levendula levendula eukaliptusz levendula levendula eukaliptusz
Komponensek LRlexp 10: 10: 10: 10: 10
eloviragzas utoviragzas eléviragzas utoviragzas
Triciklén 923 0,02 0,01 n.d 0,34 0,17 n.d
a-Tujon 925 0,18 0,2 n.d 3,36 3,74 n.d.
a-Pinén 933 0,36 0,32 6,32 6,33 5,62 108,45
Kéamfén 949 0,34 0,19 n.d. 6,12 3,42 n.d.
Sabinen 972 0,11 0,06 n.d. 1,98 1,08 n.d.
B-Pinén 977 0,15 0,06 0,70 6,54 2,62 12,03
Oktan-3-on 984 0,35 0,75 n.d. 5,60 12,00 n.d.
Mircén 988 1,62 1,35 1,00 25,90 21,60 15,82
Butil-butanoat 994 0,04 0,02 n.d. 0,72 0,36 n.d.
n-Dekan 999 0,03 0,03 n.d. 0,42 0,42 n.d.
a-Fellandrén 1006 0,02 0,02 1,60 0,34 0,34 27,20
d-3-Karén 1009 0,27 0,09 n.d. 4,67 1,56 n.d.
Hexil-acetat 1011 0,15 0,04 n.d. 2,61 0,69 n.d.
a-Terpinén 1017 0,03 0,02 0,50 0,48 0,32 8,37
0-Cimén 1019 0,05 0,03 n.d. 0,88 0,53 n.d.
p-Cimén 1024 0,67 0,81 n.d. 11,52 13,93 n.d.
Limonén 1029 1,1 0,62 n.d. 18,52 10,44 n.d.
B-Fellandrén 1030 0,24 0,06 n.d. 3,93 0,98 n.d.
Eukaliptol 1032 0,48 0,32 82,3 8,84 5,89 1515,96
(2)-, p-Ocimén 1034 3,43 1,33 n.d. 53,23 20,64 n.d.
(E)-, p-Ocimén 1045 0,77 0,48 n.d. 12,32 7,68 n.d.
y-Terpinén 1058 0,02 0,02 3,20 0,32 0,32 54,40
(2)-Linalool oxid 1070 0,18 0,16 n.d. 3,40 3,02 n.d.
Terpinolén 1086 n.d. n.d.
0,04 0,26 0,72 4,68
(E)-Linalool oxid 1087 n.d. n.d.
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p-Cimén 1091

0,11 0,11 n.d. 1,92 1,92 n.d.
a-Naginatén 1091
Linalool 1099 36,33 41,63 n.d. 632,00 724,00 n.d.
3-Acetoxy-oktén 1107 0,8 0,76 n.d. 14,40 13,68 n.d.
?L:'EOGOZ‘;'?H 1128 0,58 0,19 nd. 9,41 3,08 nd.
(E)-Miroxid 1139 0,09 0,06 n.d. 1,58 1,06 n.d.
Hexil-isobutirat 1146 0,03 0,03 n.d. 0,52 0,52 n.d.
Kamfor 1148 0,29 0,36 n.d. 5,80 7,20 n.d.
Nerol-oxid 1152 0,03 0,03 n.d. 0,57 0,57 n.d.
Terpinén-4-ol 1182 9,47 16,69 1,90 176,71 311,43 35,38
Kripton 1188 0,87 0,27 n.d. 16,20 5,03 n.d.
Hexil-butirat 1190 0,59 0,62 n.d. 10,62 11,16 n.d.
a-Terpineol 1197 4,27 5,23 1,50 80,28 98,32 27,90
Bornil- format 1230 0,02 0,03 n.d. 0,41 0,61 n.d.
Neral 1239 0,01 0,02 n.d. 0,17 0,34 n.d.
Kuminaldehid 1244 0,11 0,05 n.d. 2,20 1,00 n.d.
Karvon 1245 0,11 0,06 n.d. 1,98 1,08 n.d.
Linalil-acetat 1249 21,47 14,78 n.d. 386,46 266,04 n.d.
Geraniol 1252 0,11 0,19 n.d. 1,98 3,42 n.d.
Geranial 1269 0,05 0,03 n.d. 0,86 0,51 n.d.
Lavandulil-acetat 1283 2,35 1,1 n.d. 44 51 20,83 n.d.
Bornil-acetat 1285 0,18 0,14 n.d. 3,60 2,80 n.d.
Hexil-tiglat 1325 0,06 0,07 n.d. 1,07 1,25 n.d.
a-Terpinil- acetat 1347 0,07 0,07 n.d. 1,26 1,26 n.d.
Neril-acetat 1357 1,64 1,46 n.d. 29,52 26,28 n.d.
Geranil- acetat 1377 3,19 2,92 n.d. 57,42 52,56 n.d.
Hexil-hexanoat 1385 0,01 0,03 n.d. 0,18 0,54 n.d.
;’e‘izil;itujon 1387 0,03 0,03 n.d. 0,54 0,54 n.d.
g-e(rzg)i;motén 1413 0,03 0,01 n.d. 0,53 0,18 n.d.
a-Szantalén 1419 1,98 1,18 n.d. 35,64 21,24 n.d.
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(E)-Kariofillén

a-, (E)_
Bergamotén

Kumarin
a-Himachalén
epi-, p-Szantalén
(E)-, B-Farnesén
a-Humulén
Sesquisabinén

(Z2)-Murola-
4(14),5-dién

Germakrén D
B_! (E)_

Bergamotén
v-Kadinén
(E)-Kalamenén

Kariofillén-
oxide

1-,10-di-epi-
Kubenol

(2)-B-Terpineol

1,2,3,4,4a,7,8,8a-
Oktahidro-, 4-
isopropil-, 1,6-
dimetil-nafth-1-
ol

Total

1421

1433

1439
1444
1447
1452
1457
1458

1463

1483

1484

1514
1522

1585

1618

1147

1645

0,08

0,02
0,04
0,04
1,51
0,07
0,04

0,03

0,05

0,04

0,65
0,06

0,9

0,05

n.d.

0,31

99,35

0,04

0,01
0,03
0,02
13

0,04
0,01

0,01

0,03

0,03

0,33
0,03

0,98

0,06

n.d.

0,79

99,27

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

0,6

n.d.

99,50

1,42

0,48
0,80
0,71
24,37
1,19
0,72

0,54

0,85

0,71

11,70
1,20

18,00

0,95

n.d.

6,66

0,71

0,24
0,60
0,36
20,98
0,68
0,18

0,18

0,51

0,53

5,94
0,60

19,60

1,14

n.d.

16,97

n.d.

n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

n.d.

n.d.
n.d.

n.d.

n.d.

11,00

n.d.

* LRI exp: experimental linear retention index.
* n.d.: nem detektalhato
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords:

Interstitial cystitis
Bladder pain syndrome
Alkalization
Potassium-free
Prolonged-release tablet
Increased urinary pH

The bladder pain syndrome is a condition with frequent urinary complaints and significant bladder pain. The
problem is caused by the loss of the barrier function of the GAG-layer against the irritant substance in the urine,
resulting a chronic inflammation of non-bacterial origin.

Our aim was to create a potassium-free, prolonged-release tablet that provides a pH of about 7 by alkalizing
the urine, reducing pain and provides proper patient adherence.

Powder blends were formulated, their powder flow was tested and tablets were prepared by direct
compression of the powder mixtures with the best flow properties. Dissolution characteristics of the hydrophilic
matrix tablets were evaluated, appropriate candidate was selected for a clinical study involving 20 adult patients,
previously diagnosed with bladder pain syndrome.

Summarizing the results, an effective alkalizing tablet, causing fewer side effects has been developed for
interstitial cystitis/bladder pain syndrome patients. We can conclude that our objectives have been achieved,
because the prolonged-release and potassium-free tablet, effectively increases urinary pH, does not irritate the
wall of the stomach, and the bladder, which is especially sensitive to potassium.

1. Introduction

Interstitial cystitis (IC) also called bladder pain syndrome (BPS) or
painful bladder syndrome (PBS) is a chronic nonbacterial inflammatory
disease. In 2002, the International Society for Continence adopted the
term painful bladder syndrome. Later, in 2004, the name was changed to
bladder pain syndrome because the international consultation on in-
continence argued the previous name. After all, the name did not focus
on the complexity of the actual symptom. Recently, the name and
definition have been refined based on newer findings [1]. The American
Urological Association (AUA) also uses the IC/BPS terminology of the
Society for Urodynamics and Women’s Urology (SUFU) [2], which is
precisely defined as “An unpleasant sensation (pain, pressure, discom-
fort) perceived to be related to the urinary bladder, associated with
lower urinary tract symptoms of more than six weeks duration, in the
absence of infection or other identifiable causes” [3]. This special

* Corresponding author.

disease causes bladder pain and lower urinary tract symptoms, such as
pain with or without urgency, frequency, nocturia, and sometimes
bloody urine. Symptoms and severity can vary according to stages. Some
patients experience only mild discomfort and pressure in the bladder
with more frequent urination. However, in advanced stages, people can
suffer from extreme pain, sometimes even permanent accompanied by a
constant urge to urinate day and night. It is well documented that
IC/BPS severely impacts quality of life. It very often leads to depression
and impaired sexual function of the patients. Although there are several
theories on the etiology of IC/BPS, the cause is not known exactly, and
therefore, no definite cure is available either [4-6]. The only back-
ground for the development of complaints, the insufficiency of the su-
perficial mucus layer of the bladder, has been proven. This layer consists
of glycosaminoglycan (GAG) (Fig. 1) [7]. The proteoglycans and gly-
coproteins in the GAG layer form a dense layer that protects the pain
receptors in the submucosa from urinary excitatory substances such as
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salts, acids, degradation products. This barrier layer is not completely
impermeable, but in its intact, undamaged state, it maintains a balance
between in and out streaming of fluids and ions. The problem is caused
by the loss of the barrier function of the GAG-layer against the irritant
substances in the urine. This results in a chronic chemical irritation and
an inflammation of nonbacterial origin (sterile inflammation) in the
bladder wall [8,9]. The injury of the bladder mucosa is supported by the
analysis of biopsy specimens taken from patients with IC/BPS. Loss of
the barrier function causes histopathological and molecular changes
[10]. An example of them is the appearance of Hunner lesions that show
diffuse and intense inflammation due to overexpression of
pro-inflammatory genes [11,12].

Treatment strategies consist of oral-, and/or topical (intravesical)
treatments, furthermore surgery, or combinations thereof. We studied
the main guidelines, the Guideline of the American Urological Associ-
ation (AUA) and the Canadian Urological Association (CUA), European
Urological Association (EUA), and Japanese Urological Association
(JUA). All of them contains pain management and medication
recommendation:

e Orally: pentosan polysulfate, amitriptyline, cimetidine, hydroxyzine,
cyclosporine A
o Intravesically: Heparin, Dimethyl sulfoxide, Lidocaine

Intravesically, in addition to the aforementioned treatments, the
CUA, EUA, and JUA recommend hyaluronic acid, chondroitin sulfate
and oxybutynin [13-16]. Some articles suggest other intravesical ther-
apy for IC/BPS; containing heparin, hyaluronic acid, chondroitin sulfate,
pentosan polysulfate, dimethyl sulfoxide, and botulinum toxin [17].

In the clinical practice GAG replenishing substances (supplements)
can be used. Some of such products are already available to patients, like
ialuril®containing chondroitin sulfate, hyaluronic acid, calcium chlo-
ride, Cystistat®; Hyacyst® containing sodium hyaluronate, and
Elmiron® containing pentosan polysulfate, which forms a gel-like layer
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on the apical cell membrane. Therefore, they help the permeation bar-
rier to regenerate. These active components are used alone or in com-
bination and significant success rates have been reported in patients
with IC/BPS [18,19].

It is essential to know that potassium sensitivity differentiates pa-
tients with interstitial cystitis from the other sensory disorders of the
bladder. Therefore, it was initially recommended to perform a potassium
sensitivity test. However, it is not routinely used any longer as it is also
ethically questionable because of causing extra pain to the patient.
Therefore, therapy aims to avoid increased urine potassium levels to
prevent worsening of symptoms [20]. The urine pH is also important
because the acidic urine irritates the bladder and increases the pain [14,
21]. Urinary alkalinity can be influenced by proper diet, forced fluids
intake, and the use of citrates or sodium bicarbonate [22,23]. Citrate
salts alkalize urine. For alkalization, a weak acid salt of a strong base is
formed. Citrate ions of alkaline citrates are converted to carbon dioxide
by oxidative metabolism. They are converted to bicarbonate. The excess
base due to the remaining alkali ions is excreted in the urine and in-
creases the pH of the urine. Oral administration of alkaline citrates leads
to neutralization or alkalization of urine, depending on the dosage.
Serum bicarbonate concentration (negative base excess) is a regulatory
factor for citrate secretion. With a negative base excess, the metabolic
process moves in an alkaline direction by shifting the value of intra-
cellular pH. This leads to alkalosis-induced inhibition of renal tubular
citrate metabolism and decreased citrate resorption as well as increased
citrate secretion. Alkalization also affects renal calcium transport in such
a way that urinary calcium excretion is significantly reduced. Increased
diuresis, and citrate excretion, as well as decreased calcium excretion
reduce the potential for calcium oxalate formation, as citrate forms a
stable complex with calcium in a weakly alkaline medium. The
bioavailability of citrate salts is 100%, they are perfectly degradable.
Moreover, citrate salts do not accumulate in the body. As an example,
citrate-containing product Blemaren-N® can be mentioned. However,
this formulation could be disadvantageous in several aspects: It
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increases urinary potassium levels and therefore severely irritates the
inner wall of the bladder in IC/BPS patients.

Taking into account the pharmacokinetic parameters, the amount of
sodium and magnesium ingested in one day is entirely eliminated by the
kidneys within 24-48 h. During long-term treatment, the daily amounts
of excreted sodium and magnesium correspond to the daily intake. Gas
and electrolyte levels in blood and serum do not change significantly.
This means that by renal regulation of alkalization, the acid-base bal-
ance is maintained in the body, and the possibility of accumulation of
sodium and magnesium is ruled out in the case of proper renal function
[24].

Matrix tablets are solid oral dosage forms. This system is very pop-
ular for modified release formulations. The definition of modified
release by EMA: “Preparations where the rate and/or place of release of
the active substance(s) is different from that of the conventional dosage
form administered by the same route. This deliberate modification is
achieved by special formulation design and/or manufacturing method.
Modified release dosage forms include prolonged release, delayed
release, pulsatile release and accelerated release dosage forms” [25].
The active substance may be homogeneously dispersed or dissolved in
hydrophilic or hydrophobic polymers in matrices. The preparation of
sustained release matrix tablets involves the direct compression of
powder mixture of active subtances, retardant material and other ad-
ditives [24].

We aimed to develop a potassium-free prolonged-release tablet that
significantly alkalizes the urine. Important aspect was that the treatment
is effective locally, reduce persistent pain, eliminates side effects e.g.
gastro-oesophageal reflux, and provides proper patient adherence by a
convenient dosage of twice a day. Another aim was to test the efficacy of
the new formulation in a randomized double-blind, placebo-controlled
clinical pilot study.

2. Materials and method

Materials: Citric acid, sodium citrate, magnesium citrate, colloidal
silicon dioxide and magnesium stearate were purchased from Hungar-
opharma Ltd. (Budapest, Hungary). A high water-binding excipient was
used Avicel DG (IMCD Group B.V.,Vienna, Austria) and Benecel K4M PH
DC, Benecel K15 M PH DC, and Bencel K100 M PH DC (Ashland Inc.,
Kentucky, USA) are high viscosity HPMCs were applied. The Benecel™
hypermellose consists of a metoxy content of 20-24% and a hydrox-
ypropil content of 7-12%. These conform to US Pharmacopoeia
requeriment for type 2208 subtitution of hypermellose [26]. Hydro-
philic matrix may be formulated by direct compression of the blended
mixture of active subtances and certain hydrophilic carriers. Such as a
hydrophilic carriers is the hydroxipropylmethylcellulose (HPMC). The
HPMC is the most widely used semi-synthetic polymer in hydrophilic
matrix systems. The best grades to use for sustained release formulations
are K4M and K100 M due to their high tensile strength [27]. The “PH”
mark indicates that it meets Pharmacopoeia quality and the “DC” mark
indicates that it is suitable for direct compression. Avicel DG is a com-
pound of microcrystalline cellulose and anhydrous dibasic calcium
phosphate. Avicel DG is an excipient used in dry granulation processes.
In addition, this excipient facilitates the compression of the solid phar-
maceutical form by improving the robustness of the process, the hard-
ness of the tablet. Furthermore, Avicel DG was chosen because it
successfully improves the rheological properties of the formulation for
hygroscopic substances.

2.1. Powder blend for direct compression

The first phase of the formulation required special excipients due to
the hygroscopic character of magnesium citrate (Ph. Eur.10.). Each
active ingredient was powdered separately in a mortar and after sieved
until a particle size of 160 pm was obtained, in accordance with the
European Pharmacopoeia 10. Then a total of 0.5% anhydrous colloidal
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silicon dioxide was added to each component in portions with contin-
uous mixing. After homogenization of the active ingredients, the desired
lubricating effect is ensured with 0.5% magnesium stearate excipient. A
high water-binding excipient called Avicel DG was used to optimize the
rheological properties of the blend. The compositions of the blends are
shown in Table 2. In all cases the active subtances were the same amount
(60%), because the basic immediate release citrate tablet containing
60% by active subtances was efficient previously . The active substances

of the tablets were determined based on the empirical experience of
Sandor Lovasz, MD, PhD, urologist. Based on the literature [27,29,30],
high viscosity HPMC is one of the best options for the preparation of
prolonged-release tablets. Three pre-selected Benecel types, namely
Benecel K4M PH DC, Benecel K15 M PH DC, and Bencel K100 M PH DC,
were used as release rate controlling agents [28]. Powder blends were
prepared with five different Avicel DG/Benecel PH DC ratios, using the
three different Benecel grades (Table 1). The blends listed in Table 1
were tested to determine their flow properties.

2.2. Powder flow

Flow properties of the 15 different compositions (Hausner ratio and
Carr’s compressibility index) were determined according to Ph. Eur.10.
chapter 2.9.16. ASTM funnel was used for the outflow time determina-
tion and for calculating the angle of repose, using the following equation
(Eq. (1)). [311.

@

tga:d—/z

where a is the angle of repose, h and d is the height and the diameter of
the powder cone, respectively.

2.3. Tablet compression and physical properties

Based on the rheological results (Hausner ratio and Carr’s
compressibility index, outflow time) and preliminary dissolution tests
three mixtures, namely A/3, B/3, C/3 were selected for direct
compression. A Korsch single-punch tablet press equipped (Korsch,
Berlin, Germany) with oval shape puches (dye: 7.6 mm, tablet height:
16.2 mm). Compression forces were 10 kN in all cases (4000 tablets/
min).

For comparison study the immediate-release tablets with 60% of the
active agents (citric acid, sodium citrate, magnesium citrate) were
compressed. Average weight of the tablet was 643 + 2.44 mg.

Uniformity of mass of single-dose preparation (AP224W analytical
balance, 220 g/0.1 mg), friability of uncoated tablets (Erweka TAR220
friability tester; ERWEKA GmbH, Langen, Germany) and resistance to
crushing of tablets (Erweka TBH 125 tablet hardness tester) was per-
formed according to Ph. Eur.10.

2.4. Dissolution test

Rotating paddle method was used (ERWEKA DT700 and Microette
plus 6 autosampler and content uniformity test (Dionex UltiMate 3000
UHPLC + focused with UV detection; Thermo Fisher Scientific Inc.,
Budapest, Hungary) with the following test parameters: temperature
37 °C, 75 rpm, dissolution media: 900 mL of pH 6.8 phosphate buffer
and 2.4 mL of sample volume. HPLC analyses of the active substance
content was performed as follows: 1 mL of the sample was acidified with
20 pL of HPLC grade phosphoric acid. A Lichosper 18 °C 250 x 6 mm
column was used for the analysis. The determinations were carried out
in isocratic conditions at 26 °C. The flow rate of the mobile phase was
1.2 mL min-1. The injection volume was 10 pL. The eluent was 0.05%
H3P04/H20; (10% H20/MeOH column wash only). The limit of detec-
tion (LOD) was 0.0607 mg/L. Three parallel dissolution studies were
performed, n = 6 was in all cases.
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Table 1
Different viscosity of Benecel™ grades (from Ashland [28]).

Journal of Drug Delivery Science and Technology 74 (2022) 103537

Grade Weight Average Molecular Weight Solution Concentration Nominal Viscosity(mPa*s)” Application Avareage partical size(pm); Dgg
Benecel™ 400.000 2% 2.700-5.040 Controlled released 184 + 0.2
K4M PH DC
Benecel™ 575.000 2% 13.500-25.200 Controlled released 191 £ 0.5
K15 M PH DC
Benecel™ 1.000.000 2% 75.000-140.000 Controlled released 182 + 0.7
K100 M PH DC

*K’ identifies type of HPMC.; ‘PH’ Pharmacopoiea; ‘DC’ direct compression.
@ NF/EP/JP viscosity method.

Table 2

Composition of the powder blends.
Sample ID 1 2 3 4 5
Active substances 60% 60% 60% 60% 60%
Magnesium- stearate 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5%
Colloidal silicon dioxide 0.5% 0.5% 0.5% 0.5% 0.5%
Benecel * 30% 25% 20% 15% 10%
Avicel DG 9% 14% 19% 24% 29%

# Type of Benecels

2.5. Dissolution data analysis

A model-independent analysis was performed to determine the
comparability of the dissolution profiles of the tested tablet composition
and the value of the similarity and difference between them. Dissolution
efficacy (DE) was also calculated for the average dissolution profile of all
compositions (Eq. (2)).

t
/ ydt

DE=%.100% 2
Yioo?

where y is the cumulative percentage dissolution at time t [32].

By calculating the difference, f; factor, and similarity f, factor, we
compared composition C/3 vs. composition A/3, and B/3, respectively.
Difference and similarity factors were calculated using the following
equations:

f :Z,L!R./’ - T/! % 100

1 ZJLR/‘
\ 05

=50 x log{ 1+(1/”)ZW/|R,-T,-|2:| ><100}
J=1

where n is the sampling number, R; and T; are the percent dissolved of
the reference and the test products at each time point j and where wj is an
optional weight factor.

For kinetic modeling of drug release, dissolution data of composition
C/3 were performed by non-linear fitting with zero-order (Eq. (3)), first-
order (Eq. (4)), and Korsmeyer-Peppas models (Eq. (5)) using Microsoft
Excel.

Q=0 + kot 3
Q,=Qpe ™ (C)]
g = kipt" ®)

where Q is the amount of drug release at time t, Qo is the initial amount
of drug, Q; Qt is the amount of drug remaining at time t, and where 3—;
Qt/Qoo is a fraction of drug released at time t. ko, ki1, and ky, are the
kinetic constants for zero order, first order, and Korsmeyer-Peppas

models, respectively and n is the release exponent, indicative of the
drug release mechanism. For Korsmeyer-Peppas model, only release
data points were used in the analysis up to 60% drug release [33].

2.6. Stability test of C/3 tablet

After 24 months, we examined the stability of the C/3 tablets that we
formulated and tested. It was stored in a dry place, protected from light.
We examined the parameters of the tablet again, such as length, width,
mass and breaking strength. In addition, the amount of active compo-
nents was checked by 6 parallel dissolution tests. Finally, the release
kinetics were defined.

2.7. A clinical pilot study to examine efficacy and patients’ compliance of
the prolonged-release tablet

The trial was conducted at a single location; at Rézsakert Medical
Center (RMC, Hungary, Budapest). According to the inclusion criteria,
twenty adult patients, four men, and sixteen women, previously diag-
nosed IC/BPS patients on maintenance therapy were involved on a
voluntary basis. The trial was carried out under a licence of the Local
Committee of Research Ethics (permit number:7074-2/2020).

The endpoints of the clinical trial were the following: to estimate the
average urine pH fluctuation depending on the time of the day; to
determine whether the conventional (immediate-release dosage
formulation, without modified-release) citrate tablet ( ) mitigates
the pH fluctuation; to estimate the pH raising effect on the average of
administering 2 X conventional citrate tablet daily; to estimate the

raising effect on the average of administering 2 x 1 of prolonged-release

tablet (composition C/3) and determining whether the prolonged-
release tablet mitigates the daily pH fluctuation.

During the clinical pilot trial, on the first week, the patients did not
take any tablets that may alter the pH of the urine. In the following three
weeks, they took either placebo (Table 4), or potassium free immediate-
release citrate blend tablet, or prolonged-release citrate tablet, which
has a long-lasting (10 h) release effect containing the same compounds
as the normal tablet — for one week, 2 tablets per day. Every patient
receives every treatment once, one week long, in a randomized

Table 3
Compositions of Prolonged-release citrate tablet and Immediate release citrate
tablet [34].

Prolonged-release citrate Immediate release citrate

tablet tablet
53.04 mg Citric acid 68 mg
142.74 mg Sodium citrate 183 mg
189.54 mg Magnesium citrate 243 mg
3.215mg Magnesium stearate 16 mg
3.215 mg Colloidal silicon 3.50 mg
dioxide
- Stearic acid 12.50 mg
- Sorbitol 300 mg
128.6 mg Benecel K100 M PH -
DC
122.17 mg Avicel DG -
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Table 4
Composition of Placebo tablet.

Placebo tablet -

Sorbitol 743.4 mg
Magnesium stearate 41.3 mg
Talcum 41.3 mg

sequence.

Due to the requirements of a placebo-controlled, double-blind clin-
ical pilot trial, the three different tablets had to be of the same appear-
ance and mass. (Fig. 2). According to this, the prolonged-release tablet
contained 22% less active compounds, which was taken into consider-
ation in the discussion of the results.

The patients were given a freshly calibrated, digital Testo-type
portable laboratory quality urine pH meter and were given an accu-
rate pH measurement protocol including step-by-step instructions. Pa-
tients were asked to measure the pH of the urine, at least five times
during the day and twice at night. These data were asked to be registered
on a webpage that had been designed especially for the clinical trial, for
registering and storing all measured data. These data were exported for
the statistical evaluation at the end of the trial period. Moreover, pa-
tients were allowed to add any text containing comments, remarks,
suggestions, or side effects. In case of urgent issues, we provided a
contact to the doctor who was leading the clinical trial.

All twenty patients involved were able to comply with the trial re-
quirements, including recording of the data. The patient compliance,
thus, was excellent. No patient reported any side effects or worsening of
their condition in connection with the tablets taken.

The statistical evaluation of the data was performed with the pro-
gram named Statistica (TIBCO Software Inc. (2018). Statistica (Data
Analysis Software System), version 13. http://tibco.com).

3. Results and discussion
3.1. Powder flow

Based on the preliminary examination the rheological results of 15
samples are shown in Table 5. Based on preliminary rheological results
(Hausner ratio, Carr’s compressibility index, etc.) and due to the small
variance, we found 3 promising mixtures with rheological 15 grains: A/
3; B/3; C/3 mixtures were chosen. These mixtures have the same ratio
composition, differing only in the Benecel™ type variety.

3.2. Physical parameters of tablets A/3, B/3, C/3

The rheology results are summarised. The A/3 results: Hausner ratio
1.15, Carr index 13.72 and the tilt angle was 43.83°. The B/3 rheological
results were 1.17, 15.34 and 45.83°.The rheological results of C/3
powder mixtures are as follows: Hausner ratio, Carr’s index, and angle of
repose were 1.17, 15.28, and 44.77°, respectively. Based on the Ph. Eur.
10. Hausner ratio (1.12-1.18) and CI (11-15) can also be classified as
good flow category and 44.77° in the acceptable category (41-45).

The results obtained for the determination of the individual and
average weight comply with the Pharmacopoeia specifications. For N =

30 tablets, the maximum deviation was 5%, up to a maximum of +10%.
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Table 5
Powder flow results of the powder blends.

Sample  Hausner Carr’s Bulk density Flow rate Angle of

ratio index average (g/65 (sec) repose
ml) average (degree)

A/1 1.19 + 16.57 38.13 +£0.31 15.69 + 38.66
0.13 +0.18 0.27

A/2 1.16 + 13.64 38.13 £ 0.36 18.53 + 43.23
0.19 +0.21 0.85

A/3 1.15 + 13.72 38.97 £ 0.15 15.75 + 43.83
0.10 +0.11 0.34

A/4 1.13 + 11.64 39.07 + 0.26 19.30 + 43.23
0.15 +0.23 0.88

A/5 1.14 + 12.02 37.93 £ 0.35 13.59 + 44.13
0.22 +0.34 0.45

B/1 1.19 + 15.99 39.10 £ 0.12 15.55 + 43.83
0.17 +0.15 0.33

B/2 1.16 + 15.96 39.50 + 0.27 13.73 + 43.83
0.31 +0.22 0.11

B/3 117 + 14.34 39.97 £ 0.06 10.88 + 45.23
0.13 +0.09 0.08

B/4 1.18 + 15.31 39.37 £ 0.42 10.12 + 43.83
0.17 +0.14 0.20

B/5 1.18 + 14.95 39.60 + 0.35 10.56 + 44.42
0.25 +0.31 0.12

C/1 1.19 + 15.31 38.43 +0.16 17.23 + 44.71
0.35 +0.24 0.21

C/2 1.18 + 14.95 39.07 + 0.44 18.65 + 44.42
0.11 +0.35 0.32

C/3 117 + 14.16 39.28 £+ 0.05 15.37 + 44.71
0.07 + 0.05 0.04

C/4 115+ 12.66 37.93 + 0.56 10.76 + 46.67
0.20 +0.26 0.23

C/5 1.14 + 12.33 38.35 £+ 0.27 17.47 + 47.47
0.15 + 0.19 0.17

*A samples contain: Benecel K4M PH DC.
B samples contain: Benecel K15 M PH DC.
C samples contain: Benecel K100 M PH DC.

Active substances content uniformity: min 372.4 mg; max 422.6 mg;
average of 6 tablets: 397.83 + 2.99 mg.
Friability is also adequate. For N = 20 tablets, it was 0.88% + 0.01,

fulfilling the pharmacopoeial critera. Mean value of crushing strength
(n = 20 tablets): 182 N + 4.3.

3.3. Invitro drug release: A/3, B/3, C/3

When the in vitro dissolution data of all compositions were
compared, composition C/3 were found to release its API content in the
most balanced manner. An average of 28.33% of the citrate salts dis-
solves in 1 h. Subsequently, 54.64% of the active ingredient is dissolved
in 3 h, and after 6 h, 80.83% of the active ingredient is released from the
matrix tablet (Fig. 3). On the other hand, composition B/3 has released
its citrate salt content in the fastest manner, An average of 34.25%,
62.48% and 84.59% dissolved in 1 h, 3 h and 6 h, respectively. The
dissolution efficiencies and determination coefficients of model fittings
are presented in Table 5. Composition C/3 was compared in a pair-wise
way to composition A/3 and B/3, difference and similarity factors are
presented in Table 6. When the mechanism of drug release is elucidated,
the coefficient of determination of the fit for the First-order model was
found with the highest value.

Fig. 2. Patients received placebo, potassium-free prolonged-release and potassium-free normal citrate tablets of the same appearance.
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Fig. 3. The amount of prolonged-release tablet dissolved per unit of time (n
= 6).

Table 6
Dissolution efficacies of the compositions and model fitting results.
A/3 B/3 C/3
DE (%) 87.51% 90.50% 84.35%
Zero order 0.8503 0.7898 0.8850
First order 0.9951 0.9752 0.9962
Korsmeyer-Peppas 0.9313 0.9589 0.9226

The immediate release tablet was also tested, to determine the drug
release. The immediate-release tablet disintegrates quickly and com-
plete dissolution occurs after 3 min (Fig. 4). In support of first-order
kinetics, compared to the immediate-release tablet, the release rate of
the prolonged-release tablet (C/3) is slower and more uniform.
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Fig. 4. The amount of immediate-release tablet dissolved per unit of time (n
=6).

The pair-wise comparison have confirmed that the dissolution profile
of A/3 is more similar to C/3 than B/3. Concerning the rate of citrate
dissolution form their matrix, this is not surprising, drug dissolution was
the slowest in case of C/3, while the fastest for B/3. Based on the
dissolution properties of composition C/3 tablet, it was selected for a
human clinical pilot study.

3.4. Stability test of C/3 tablet

The parameters of the tablet after 2 years were: length 16.2 mm,
oblong tablet width: 7.6 mm. Mean value of crushing strength (n = 20

tablets): 167.9 N £ 3.3. The average mass was 625.2 + 1,4 mg. Friability
was 1.02% =+ 0.02.

Based on these results, the average weight of a tablet decreased by
2.78% and the crushing strength by 7.75%. C/3 tablets stored for 24
months were analysed and compared to the initial dissolution data.
Dissolution efficacy was found to be 89.41%. Model fitting results
showed no alteration even after 24 month, First-order release model was
found with the highest value for determination coefficient, namely Ry =

0.9743.

Difference and similarity was also assessed for C/3 tablets regarding
their dissolution. Value of difference and similarity factor was 8.34 and
59.94, respectively (Supplementary Fig. 1).

3.5. Clinical study and patients compliance

The weekly average of the urine pH showed no significant difference
between the washout period (first week) and the placebo. (pH = 6.10
and pH = 6.13, respectively.) Thus, the placebo effect is minuscule.

Both the immediate release citrate tablet and prolonged-release cit-
rate tablet caused a significant rise in the urine pH (weekly average)
compared to the weeks when no active alkalizing compounds were
administered (washout and placebo).

The weekly average of the urine pH showed no significant difference
between the two alkalizing tablets (potassium-free conventional tablet
pH = 6.34, potassium-free prolonged-release tablet pH = 6.29) (Fig. 5).

Considering that prolonged-release tablet contained 22% less active
ingredients, this result can refer to the fact that the biological utilization
of the prolonged-released tablet was more effective.

Another endpoint of the clinical trial was to confirm the hypothesis
that the retard tablet mitigates the daily pH fluctuation of the urine,
compared to the fast-absorbed alkalizing tablet, which may cause sud-
den, uncontrollable pH peaks. The smaller fluctuation may result in less
pa in and fewer urinary symptoms. According to the statistical evalua-
tion, the clinical trial did not confirm this hypothesis.

The suspected pH peaks might have been detected if the patients,
most preferably, had voided and measured the urine in every hour; or at
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Fig. 5. The patient’s mean pH after 1-1 week treatment. Asterisks indicate p <
0.05 compared to the wash out period.

a unified amount of time after having taken the tablet. These criteria
could not be fulfilled in practice. There are plenty of factors affecting the
urine pH, for example, the patient’s diet, lifestyle, metabolism, comor-
bidities, and any medication administered during the treatment. Moni-
toring or affecting all these factors could not be executed during the
trial; standardizing these parameters would have been impossible. The
relatively low patient number (20 persons), which is normal for a pilot
trial, did not help confirm our hypothesis either.

Nevertheless, the statistical evaluation of the data did not deny our
hypotheses either.

Summarizing the results, we successfully developed a prolonged-
release tablet, which is suitable as a treatment of patients with BPS.
This matrix tablets are solid oral dosage forms. This system is very
popular for modified release formulations. The definition of modified
release by EMA: “Preparations where the rate and/or place of release of
the active substance(s) is different from that of the conventional dosage
form administered by the same route. This deliberate modification is
achieved by special formulation design and/or manufacturing method.
Modified release dosage forms include prolonged release, delayed
release, pulsatile release and accelerated release dosage forms” [25].

Based on the measured rheological values, the tested granulate has
good flow properties. The choice of excipients had to take into account
that polymers and carbomer matrix systems could not be used due to the
high MgZ* and Na * content. Because the reason for this, the osmotic
pressure induced by the cations would have divided the texture of the
matrix. Therefore, the best choice was high viscosity Benecel hypro-
mellose (HPMC, microcrystalline cellulose). Because, the HPMC is the
most widely used semi-synthetic polymer in hydrophilic matrix systems.
The preparation of sustained release matrix tablets involves the direct
compression of powder mixture of active subtances, retardant material
and other additives [24]. Hydrophilic matrix may be formulated by
direct compression of the blended mixture of active subtances and
certain hydrophilic carriers. Such as a hydrophilic carriers is the
hydroxipropylmethylcellulose (HPMC). The sensitivity of HPMC to
cation-induced osmotic pressure is significantly lower than that of
Carbomer matrix systems [32] and the best grades to use for sustained
release formulations are K4M and K100 M due to their high tensile
strength [26]. Our data have supported this statement, that high vis-
cosity HPMC is the best solution for the preparation of a
prolonged-release tablet.

An alternative could be pellets coated with semipermeable mem-
branes, such as Aquacoat ECD. Pellets are then filled into hard gelatin
capsules.

According to FDA guidelines [35], based on similarity and difference
factors, tablet samples can be considered similar according to their in
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vitro dissolution kinetics, within the limit (for f;: 0-15 and f5: 50-100).
The model fit confirmed the First-order kinetics; the drug is released
diffusely out of the matrix. According to the First order drug release
model, as the remaining drug in the matrix decreases, the released
amount of drug by time drops, as well. This finding is not surprising,
considering the fact of a relatively high drug loading (60%) with a 20%
of dissolution controlling polymer content. Hydrophilic matrices control
drug release via the diffusion of the drug through the gel layer of the
matrix. Initially, the polymer should transit from the glassy state to the
rubbery state during hydration. If the thickness of gel layer is not large
enough, highly soluble drugs (in our case, the citrates) could dissolve
quickly in an uncontrolled manner [36]. Sustained release of potassium
citrate was achived when hydrophobic matrix was formulated with
carnauba wax, stearyl alcohol and stearic acid with the drug: release
retardant ratio of 2.84:1 [37]. In our case, the C/3 composition formu-
lation, the ratio of citrates to the Benecel polymer was slighty higher,
namely 3:1. Interestingly, this resulted a more balanced release
compared to the hydrophopbic matrix. Slight increase in the dissolution
rate was found up on storage for C/3 tablets. According to the difference
and similarity factor calculations the dissolution profiles can be
considered to be similar to each other even after 24 months of storage.

It is confirmed that prolonged-release effectively raises the urine pH.
To reach the optimal pH range (6.5-7.2) its dose can be increased ac-
cording to the needs. It appears to be more effective than the standard
alkalizing tablet, although the difference may be insignificant (Table 7).

The dosing of twice per day, considering the 10-h release (which was
confirmed), is beneficial because patients do not have to be remembered
to take their third dose in the middle of the day. This beneficial aspect
results in high patient compliance.

Due to the prolonged-release property, this tablet does not irritate
the stomach, does not cause substantial acid production since the active
ingredients are mostly absorbed in the intestines. Thus, it can securely
be administered in case of hyperacidity and gastroesophageal reflux, as
well.

Since prolonged-release tablet is potassium-free, its administration
significantly lowers the risk of cardiac symptoms, which is present in
other alkalizing tablets. It is not contraindicated even in case of hyper-
kalemia caused by impaired kidney function, and it does not irritate the
bladder wall, which is especially sensitive to potassium.

However, the new tablet minimally increased urinary pH compared
with placebo. Thus, based on the results, 2 x 2 dosing would be more

efficient, and the urine pH could get even closer to 7. Furthermore, a
longer duration of the study and a higher patient number would be
required for more accurate results.

Our results could not be compared with other results in IC/BPS
indication. Citrate preparations have been used in other indications such
as hypersensitive bladder syndrome [14], but these preparations con-
tained potassium and did not possess a prolonged-release.

4. Conclusion

Considering the release kinetics of the drug, it can be clearly stated
that the newly developed tablet provides a uniform therapeutic con-
centration in vivo at a frequency of 2 x 1. According to the results of the

prospective, placebo-controlled, randomized, double-blind clinical pilot
trial the potassium-free, prolonged-release alkalizing tablet effectively
mitigates the acidity of the urine, causes fewer side effects. Due to the
long-lasting and stable release of the active compounds, it is to be

Table 7
Difference and similarity factors of dissolution data of composition C/
3 compared to the other compositions.

A/3 B/3

fi 4.56 9.34
fy 75.37 58.59
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administered twice a day, which results in positive patient compliance.
An easy-to-take, effective alkalizing tablet causing fewer side effects
has been developed for interstitial cystitis/bladder pain syndrome
patients.
Based on the stability tests performed, we can state that our prepa-
ration is stable even after 2 years and meets the requirements.
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Abstract

Background: Interstitial cystitis (IC) has a chronic chemical irritation and inflammation of non-bacterial origin in
the bladder wall leading to various severe symptoms. There is evidence that chronic inflammation is significantly
associated with abnormal urothelial barrier function, epithelial dysfunction. This is the underlying cause of urothelial
apoptosis and sterile inflammation.

Method: The anti-inflammatory effects of lavender and eucalyptus essential oils (EOs) and their main components
(linalool and eucalyptol) were investigated in the T24 human bladder epithelial cell line on TNFa stimulated inflamma-
tion, at 3 types of treatment schedule. The mRNA of pro-inflammatory cytokines (IL-1(3, IL-6, IL-8) were measured by
Real Time PCR. Human IL-8 ELISA measurement was performed as well at 3 types of treatment schedule. The effects
of lavender and eucalyptus EOs and their main components were compared to the response to NFkB inhibitor ACHP
(2-amino-6-[2-(cyclopropylmethoxy)-6-hydroxyphenyl]-4-(4-piperidinyl)-3-pyridinecarbonitrile).

Result: There is no significant difference statistically, but measurements show that lavender EOs are more effective
than eucalyptus EO. Long time treatment (24 h) of both lavender EO and linalool showed higher effect in decreas-
ing pro-inflammatory cytokine mRNA expression than ACHP inhibitor following TNFa pre-treatment. Moreover, both
lavender EOs were found to be significantly more effective in decreasing IL-8 secretion of T24 cells after TNFa pre-
treatment compared to the ACHP NFkB-inhibitor.

Conclusion: The lavender EOs may be suitable for use as an adjunct to intravesical therapy of IC. Their anti-inflamma-
tory effect could well complement glycosaminoglycan-regenerative therapy in the urinary bladder after appropriate
pharmaceutical formulation.

Keywords: Bladder pain syndrome, Anti-inflammatory effects, T24 cells, Lavender essential oil, Linalool, eucalyptus
essential oil, Eucalyptol

Background

The popularity of essential oils (EOs) has been growing

over the last decade. There are EOs such as chamomile,
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pro-inflammatory gene expression and cytokine produc-
tion [1]. EOs from lavender and eucalyptus species are
widely used in the cosmetic, food and pharmaceutical
industries [2] Eucalyptol is the main constituent of euca-
lyptus oil. Eucalyptol has been shown to inhibit cytokine
production and therefore, it is considered to have anti-
inflammatory properties [3]. Because of its anti-inflam-
matory effect, it has been used to treat respiratory
diseases, such as bronchitis, sinusitis, bronchial asthma
and chronic obstructive pulmonary disease. In addition,
its anti-inflammatory effects are exploited even in neu-
rodegenerative diseases, e.g. Alzheimer’s disease [3]. In
cardiovascular disease, studies suggest that eucalyptol
reduces heart rate via a parasympathetic mechanism and
induces hypotension by vasorelaxation. This component
also blocks nuclear factor kappa B (NFkB) pathway [4, 5].

The main pharmacologically active constituents of
lavender EO are linalool and linalyl acetate. The potent
anti-inflammatory effects of both components have
been described [6]. Linalool has most commonly been
tested in an in vivo LPS-induced lung injury model, ciga-
rette smoke-induced lung inflammation, a carrageenan-
induced edema model, and has also been shown to be
effective in renal ischaemia [7, 8]. In addition, it is also
being tested for adjuvant treatment of various bacterial
infections, such as Pseudomonas aeruginosa [6, 9]. Linal-
ool has been shown to block the NFkB and MAPK path-
ways [4].

EOs are complex substances that can be composed of
hundreds of components and their composition can vary
depending on certain circumstances, such as the origin of
the plant, the time of harvest or the extraction method,
which may also affect their pharmacological effects [10].

Regulation of the NF«B pathway is very important for
cells to adapt to changing environmental conditions.
NFkB modulates a wide range of cellular processes such
as proliferation, migration, apoptosis, immunity and
inflammation. NFkB regulates the pro-inflammatory
response by regulating TNFa and interleukin signaling
pathways [11]. On the other hand, TNFa is one of the
most potent physiological inducers of the nuclear tran-
scription factor NF«B [12]. TNFq, a pro-inflammatory
cytokine is involved in a number of regulatory functions,
such as cell proliferation, apoptosis and induces the pro-
duction of other cytokines. TNFa is synthetized primar-
ily by macrophages, but is also expressed in many other
cells, including endothelial cells [13].

The bladder pain syndrome (BPS)/ interstitial cysti-
tis (IC) is caused by insufficiency of the mucus layer of
the bladder. This could develop into a chronic chemical
irritation and inflammation of non-bacterial origin in
the bladder wall leading to various severe symptoms e.g.
excessive urinary frequency and constant bladder pain
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[14]. It is estimated that 2.4 to 5.3 million men and 3.5
to 8.6 million women in the United States suffer from
symptoms of IC/BPS [15]. It is very difficult to diagnose
this syndrome. The main principle of the treatment is to
promote the regeneration of the glycosaminoglycan layer
with oral and intravesical preparations. The main active
components in these preparations are mostly heparin,
hyaluronic acid and chondroitin sulfate [16, 17]. IC/BPS
is a chronic inflammatory bladder disease. There is evi-
dence that chronic inflammation is significantly associ-
ated with abnormal urothelial barrier function, epithelial
dysfunction. This is the underlying cause of urothelial
apoptosis. It has even been shown to decrease the expres-
sion of certain proteins, such as zonula occludens-1
(ZO-1) and E-cadherin [18]. Histopathologically, an
infiltration of mast cells in the bladders is observed
suggesting that the immune system is involved in the
development and maintenance of the disease [19]. For
inducing IC/BPS sterile inflammation tumor necrosis
factor (TNF) o pro-inflammatory cytokine treatment
was used for human bladder epithelial cells [1]. However,
TNFa also regulates many cellular functions such as cell
proliferation, differentiation, survival and apoptosis. The
main producers of TNFa are macrophages, but they are
also sensitive to changes in TNFa levels. It also modu-
lates pro-inflammatory cytokine cascade production in
macrophages [20]. Correlation was found between IL-1f,
IL-6 and IL-8 in the serum of patients and the existence
of IC/BPS serum. The increased expression of IL-1(,
IL-6, IL-8 in the serum of IC/BPS patients indicates that
not only mast cell activation but also some other inflam-
matory mediators are involved in the pathogenesis of IC/
BPS [21, 22].

The inflammatory response of cells eventually results
in transcriptional upregulation of TNFa and other pro-
inflammatory cytokines e.g. IL-6, IL-1B and IL-8 [10].
The uroepithelial cells secreted IL-8, IL-6 and IL-1f [23]
and the blood serum of IC/BPS patients was shown to
have increased expression of pro-inflammatory cytokines
and chemokines (IL-1B, IL-6, IL-8) [24], therefore we
focused on these cytokines.

IL-1p often acts synergistically with TNFa during the
pro-inflammatory process, and it induces the produc-
tion of IL-6 and IL-8, as well. IL-1f3 secretion is signifi-
cantly increased even in autoinflammatory diseases such
as chronic infantile neurological, skin and arthritis syn-
drome, familial cold autoinflammatory syndrome, famil-
ial Mediterranean fever [25]. IL-6 plays an important
role in inflammation as an inducer of acute phase protein
synthesis, and inhibition of TNFa and IL-1p expression
by macrophages. IL-6 has simultaneously pro-inflam-
matory and anti-inflammatory effects [26]. IL-8 acts as
a chemokine with chemotactic and activating properties
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for neutrophils. In addition, IL-8 levels in urine are also
used as a marker of disease progression, e.g. in pyelone-
phritis or idiopathic nephrotic syndrome [27-32].

The aim of our research was to reveal whether laven-
der and eucalyptus EOs and their main components (lin-
alool and eucalyptol) were able to reduce sterile, chronic
inflammation in the bladder at the cellular level during
bladder pain syndrome. We examined the extent of anti-
inflammatory effect of EOs and the main components
by the determination of the changes of pro-inflamma-
tory interleukins (IL-1f; IL-6; IL-8) at mRNA expres-
sion level. In addition, we compared the efficacy of EOs
with that of the known NFkB-inhibitor ACHP (2-amino-
6-[2-(cyclopropylmethoxy)-6-hydroxyphenyl]-4-(4-
piperidinyl)-3-pyridinecarbonitrile) to prove the rate of
effectiveness of the EOs. Finally, we investigated the anti-
inflammatory effects of the components at the secreted
protein level of T24 human bladder epithelial cells.

Materials and methods

Essential oils

Lavandula angustifolia Mill. was collected in two phe-
nophases of the plant: at the beginning of the flowering
period (20 June, 2019) and at the end of the flowering
period (18 July, 2019). The location of the plant harvest-
ing was: Bolho village (Somogy county, Hungary, coor-
dinates: 46.03904°N 17.30376°E). The EO was extracted
from the plant by water-steam distillation based on the
description of the 8th edition of the Hungarian Phar-
macopoeia (2003). 40g of dried flowers were used for
one distillation. The procedure took 3h. The EO content
was measured with the volumetric method. Three distil-
lation procedures were prepared parallel. The lavender
EOs have been examined on THP-1 (human monocyte;
Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Hungary; 88,081,201) cell
line as well [33]. Eucalytus globulus Labill. EO was pur-
chased from Aromax (Aromax Zrt., Budapest, Hungary).
Linalool and eucalyptol standards were purchased from
Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Kft., Budapest, Hun-
gary). Stock solutions of the essential oils were prepared
by adding 10% (22ug/mL) (100pL) dimethyl sulfoxide
(100% DMSO, Sigma-Aldrich Ltd., Budapest, Hungary)
to 900 puL of essential oil. The emulsions were vortexed
and diluted 500-fold with phosphate buffered saline (PBS,
Lonza Ltd., Basel, Switzerland). Stock solutions of linal-
ool and eucalyptol standards were prepared in the same
way as EOs.

GC-MS and GC-FID analysis

Analyzes were carried out according to our previ-
ous study [33]. Briefly, distilled EOs were solubilized in
methanol solvent (dil. 1:100) and injected into GC instru-
mentations for the chromatographic separation. In this
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respect, the identification of the volatile components
was carried out by using a gas chromatograph GCMS-
QP2020 (Shimadzu, Duisburg, Germany) equipped
with a single quadrupole mass spectrometer. An AOC-
20i auto-sampler was used for the injection of distilled
oils. Injection volume was 0.5 pL with a split ratio (split/
splitless injector) of 1:10. The capillary column was a
low-polarity one, namely SLB-5ms 30m x 0.25mm ID,

0.25um df (Merck Life Science). The separation of com-
ponents was performed in temperature gradient as fol-
lows: from 50°C to 300°C at 3.0°C/min. Helium was used
as carrier gas, at an initial inlet pressure of 26.7kPa and
at an average linear velocity of 30cm/s. MS parameters
were as follows: mass range: 40—550amu; ion source tem-
perature: 220°C; interface temperature: 250°C. GCMS
solution software (version 4.52, Shimadzu) was used for
data collection and data processing. As detailly described
in Micalizzi et al. [34], two different identification param-
eters were utilized for peak assignment: spectral similar-
ity (over 85%) and a+5 LRI tolerance window. FENSC

mass spectral library version 4.0 (Chromaleont, Messina,
Italy) was mainly used for the identification of analytes.
Quantitative analyses were carried out by using a gas
chromatograph GC-2010 (Shimadzu) equipped with a
flame ionization detector (GC-FID). Capillary column,
temperature gradient and gas carrier were the same
used in GC-MS analyses except for initial inlet pressure
(99.5kPa). FID parameters were as follows: temperature:
300°C; hydrogen flow: 40 mL/min; air flow: 400 mL/min;
nitrogen flow (make-up gas): 30 mL/min; sampling rate:
40ms. LabSolutions software (version 5.92, Shimadzu)
was used for the acquisition of chromatograms and their
processing [35].

Cell culture and treatments

T24 human bladder epithelial cells (HTB-4; Ameri-
can Type Culture Collection, USA) were maintained
in McCoy’s 5A Medium Modified (Lonza, Ltd., Basel,
Switzerland) supplemented with 10% fetal bovine serum
(FBS, EuroClone S.p.A, Pero, Italy) and 1% penicillin/
streptomycin (Lonza Ltd., Basel, Switzerland).

T24 cells were seeded in 6-well plates and cultured for
24h before treatments. The inflammation was induced
using TNFa treatment (10ng/mL, Shenandoah Bio-
technology Inc. Warminster PA, USA) for 6h and 24 h.
TNFa concentration was determined by concentration
dependence experiments followed by the analysis of pro-
inflammatory cytokine mRNA expression (Supplemen-
tary Fig. 2.) The anti-inflammatory effects of EOs and
their main components were determined in three differ-
ent experiments: TNFa pre-treatment for 6 h followed by
24h of EO/standard treatment; TNFa pre-treatment for
24h followed by 6 h of EO/standard treatment; and TNFa
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pre-treatment for 24h followed by 24h of EO/standard
treatment. The EOs and standards were used at 500-
fold dilution of stock solutions to determine their effect
on cytokine production. In all experiments, cells treated
with DMSO were used as controls. All experiments were
performed at least 3 times and carried out at 37°C in a
humidified atmosphere containing 5% CO,,.

Cell viability assay

T24 cells were plated onto 96-well plates using 5000
cells/well. The cells were treated with EOs and standards
in 200-fold (0.16 pg/mL), 500-fold (0.1 pg/mL), 1000-fold
(0.05pg/mL) and 2000-fold (0.025pg/mL) dilutions for
6h and 24h. Viability of the T24 cells were measured
using Cell Counting Kit-8 (CCK-8) (Sigma-Aldrich Kft.,
Budapest, Hungary) after the treatments. Cells treated
with DMSO were used as a control for cells treated with
EOs, while the effect of DMSO on cell viability was used
as a control for untreated cells. A DMSO stock solution
was also prepared (10uL of 100% DMSO was diluted
with 990uL of phosphate buffered saline (PBS, Lonza
Ltd., Basel, Switzerland) and further dilutions (200-fold
(0.16 pg/mL), 500-fold (0,1pg/mL), 1000-fold (0.05 ug/
mL), and 2000-fold (0.025 pug/mL) were performed. After
treatment, 10puL of WST-8 reagent was applied to each
well and all plates were incubated for 1h at 37°C and
5% CO,. After the incubation time, 10pL of 1% sodium
dodecyl sulfate (SDS, Molar Chemicals Ltd., Haldsztelek,
Hungary) was pipetted to each well to stop the reaction.
Then, the absorbance of the samples was determined at
450nm with a MultiSkan GO microplate spectropho-
tometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA).
This workflow can be found in Supplementary Fig. 3. Cell
viability was expressed as a percentage of the total cell
number of the corresponding control. The effect of TNFa
treatment on cell viability was also determined using dif-
ferent concentrations (1 ng/mL, 5ng/mL; 10ng/mL) [36].
These results can be found in Supplementary Table 2.

Real-time PCR
T24 cells were treated as previously described in 6-well
culture dishes (4 x 10° cells/well). After treatments,

T24 cells were rinsed with PBS, and finally, after trypsi-
nization, the cell pellets were collected. Then, samples
were subjected to total RNA isolation using the Quick
RNA mini kit (Zymo Research, Irvine, CA). The com-
plementary DNA was synthesized from 200 ng of total
RNA following the protocol of the high capacity cDNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA). Gene expression
was measured in 20 pL total reaction volume using a
CFX96 real-time PCR system (Bio-Rad Inc., Hercu-
les, CA) with iTaq"" Universal SYBR® Green Supermix
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(Bio-Rad Inc., Hercules, CA). After running quantita-
tive PCR, melting curves were generated to confirm
that a single specific product was recovered. The Livak
(2-AACt) method was used for relative quantification
using a Bio-Rad CFX Maestro software (Bio-Rad Inc.,
Hercules, CA). The workflow can be found in Supple-
mentary Fig. 4. The gene expression levels obtained in
the samples were plotted against p-actin levels. Thus,
relative expression levels were obtained and used to
compare untreated and treated samples. The relative
expression level of the controls was regarded as 1., then
the mRNA expression of treated cells was determined
relative to controls [37]. The primer sequences used in
this study are described in Table 1.

Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
measurements

After each treatment of cells, the culture supernatant
of control and treated cells was collected and kept at
— 80°C until measurements. The concentration of IL-8

secreted in the culture media was determined using
human IL-8 ELISA kit (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA) following the manufacturer’s instruc-
tions [38].

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using SPSS software
(IBM Corporation, Armonk, NY, USA). Statistical sig-
nificance was determined by one-way ANOVA fol-
lowed by Tukey’s HSD post hoc test. Data are shown as
mean * standard deviation (SD). Statistical significance

was set at p value <0.05. Each assay was carried out in
triplicate in each independent experiments (n = 3).

Table 1 Real-time PCR gene primer list

Primer Sequence 5’ — 3’

IL-6 forward CTGAGAAAGGAGACATGTAACAAG
IL-6 reverse GGCAAGTCTCCTCATTGAATC
IL-8 forward CAGTGCATAAAGACATACTCC
IL-8 reverse CACTCTCAATCACTCTCAGT
IL.-1( forward GAAATGATGGCTTATTACAGTGG
IL-1( reverse GGTGGTCGGAGATTCGTA

TNFa forward CTCTCTCTAATCAGCCCTCT
TNFa reverse CTTGAGGGTTTGCTACAACA
(-actin forward AGAAAATCTGGCACCACACC
{-actin reverse GGGGTGTTGAAGGTCTCAAA
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Results

Effect of essential oils and standards on T24 human
bladder epithelial cell viability

To determine the appropriate dilution of the EOs and
standards used in our experiments, first we carried out
viability assays on T24 human bladder epithelial cells,
because too high concentrations of the components
may cause cell death [1, 34]. Viability tests were car-
ried out after 6h and 24 h treatments with four dilutions
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(200-fold (0.16 pg/mL), 500-fold (0.1 pg/mL) and 1000-
fold (0.05 pg/mL) to 2000-fold (0.025 pug/mL) of the EOs.
DMSO being the vehicle of the stock solutions was also
tested. Lavender oils and linalool at 6h treatment did
not induce a decrease in cell viability (Fig. 1A). In the
24h treatments, at 200-fold dilution, linalool was found
to be highly toxic to cells, while lavender oil prepared
at the beginning of flowering period was only slightly
toxic (Fig. 1B). At 500-fold dilutions, cell viability was

Viability (%)

A LavenderEOs andlinalool 6h

200x
mDMSO @linalool

500x

1000x

2000x

@beginning of flowering @end of flowering

B Lavender EOs and linalool 24h

Viability (%)

200x
mDMSO @linalool

indicate p < 0.05 compared to the controls

500x

1000x

2000x

@beginning of flowering @end of flowering

Fig. 1 Cell viability assays of lavender EOs and linalool on T24 cells. Viability of the cells were determined using CCK-8 kit. A Cells were treated by
linalool and lavender EOs prepared at the beginning of flowering and the end of flowering period with four different dilutions, for 6h. B Cells were
treated by linalool and lavender EOs prepared at the beginning of flowering and the end of flowering period using four different dilutions, for 24 h.
Control cells were treated with the same dilutions of DMSO for 6 h or 24 h. The experiments were repeated three (n=3) times in triplicates. Asterisks
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no longer significantly affected by either linalool or lav-
ender oils at either 6h or 24h. At 1000-fold and 2000-
fold dilutions neither linalool standard nor lavender oils
were toxic at either duration of treatments (Figure 1A
and B). In the case of eucalyptus oil and eucalyptol,
none of the substances tested were toxic to cells in any
of the dilutions after 6h of treatment (Fig. 2A). Toxicity
could be detected in 24h studies. Figure 2B shows that
the 500-fold (0.1 ug/mL) dilution was the least harmful
to the cells. Considering the above results we decided to
use the 500-fold (0.1 pg/mL) dilutions of all materials. A
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correlation between viability and EO composition can
be assumed (Supplementary Table 1. and Supplementary
Fig. 1.).

Effects of lavender essential oils and linalool standard

on mRNA expression of IL-1f, IL-6 and IL-8 after TNFa
pre-treatment of T24 cells

As IC disease is characterized by non-bacterial inflamma-
tion of the bladder, TNFu was used as a pre-treatment to
induce inflammation to mimic the clinical symptom. The
uroepithelial cells secret IL-8, IL-6 and IL-1p, therefore

A

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Viability (%)

Eucalytus oil and eucalyptol 6h

200x 500x

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Viability (%)

200x 500x

mDMSO peucalyptol

mDMSO Oeucalyptol

1000x 2000x

eucalyptus oil

Eucalytus oil and eucalyptol 24h

2000x

1000x

Beucalyptus oil

Fig. 2 Cell viability assays of eucalyptus oil and eucalyptol on T24. Cell viability was determined using CCK-8 kit. A Cells were treated by eucalyptol
and eucalyptus oil with four different dilutions, for 6 h. B Cells were treated by eucalyptol and eucalyptus oil with four different dilutions, for 24 h.
Control cells were treated with the same dilutions of DMSO for 6 h or 24 h. The experiments were repeated three times (n=13) in triplicates. Asterisks
indicate p < 0.05 compared to the controls
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we focused on these cytokines. T24 cells were treated in
different schedule with linalool and lavender EOs for 6h
and 24 h after TNFua pre-treatment (6 h or 24 h durations)
to find out if they have beneficial effects on mRNA levels
of the above mentioned cytokines. The appropriate dilu-
tion of DMSO was administered to the control cells.

A significant reduction in IL-8 mRNA expression was
observed for all oils and standard treatments (Fig. 3).
Some treatments were very outstanding. In case of IL-8,
using 6 h EO treatment after 24 h of TNFa pre-treatment,
EO distilled from lavender at the end of flowering period
was found to be the most effective. The change of IL-6
was only considered to be effective the linalool stand-
ard. For the short treatment (6h) after TNFa 24h pre-
treatment, the highest IL-1p expression alteration was
measured for the EO obtained from the end of flowering
(Fig. 3A).

In case of IL-6 mRNA levels, the most effective treat-
ment was 24h EO treatment after 6h of TNF« pre-treat-
ment. Based on changes in IL-8 the linalool standard
proved to be more effective than EOs. A decrease in
IL-1p mRNA expression was observed 24h after 6h
TNFa pre-treatment with linalool standard and end of
flowering EO (24-h) (Fig. 3B).

For the long treatment (24h) after TNFa 24h pre-
treatment, the greatest change in mRNA expression was
observed for IL-8. In this case, the most effective was the
beginning of flowering lavender EO. In the case of IL-6
again, the effect was most pronounced for linalool. The
greatest reduction in IL-1p expression was seen with the
linalool standard. Based on the IL-1 mRNA expression,
this treatment was proved to be the least effective in this
case (Fig. 3C).

As lavender EO exert their anti-inflammatory effects
via the NFkB pathway, the activity of lavender EOs and
linalool was compared to the efficacy of ACHP treatment
that inhibits the entire NFkB pathway. Compared to the
DMSO control, the ACHP inhibitor significantly reduced
the expression of all examined cytokines (Fig. 3).

After TNFa 24h pre-treatment, IL-6 and IL-8 mRNA
expressions decreased most after 6h of ACHP treatment.
It should be highlighted that lavender EO prepared at the
end of flowering showed better result than the ACHP
inhibitor for IL-8 (Fig. 3A).
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The 24h ACHP treatment following 6 h TNFa pretreat-
ment significantly reduced IL-6, IL-8 and IL-1f expres-
sion (Fig. 3B). Compared to the ACHP treatment, better
results for IL-8 were obtained with linalool and EO from
end of flowering period. Moreover, for IL-6, EO from end
of flowering was more effective than ACHP treatment.
In case of IL-1P, the alteration in mRNA expression in
response to linalool treatment and end of flowering EO
was more beneficial than the ACHP NFkB inhibitor
treatment (Fig. 3B).

At 24h TNFa pre-treatment and 24h ACHP treatment,
both IL-6 and IL-8 expressions were reduced in almost
equal extent. EOs and linalool were not effective com-
pared to ACHP treatment in this case (Fig. 3C).

Effects of eucalyptus essential oil and eucalyptol standard
on mRNA expression of IL-1f, IL-6 and IL-8 after TNFa
pre-treatment

Similarly to lavender EOs and linalool experiments, ster-
ile inflammation was induced in T24 cells by TNFa. The
effects of eucalyptus oil and eucalyptol standard were
also investigated by monitoring the changes in IL-1(,
IL-6 and IL-8 expression.

Comparing the effects of eucalyptus EO and euca-
lyptol in the case of IL-8 expression, after 24h of TNFa
pre-treatment, the eucalyptus EO was better for 6h of
treatments. IL-1( and IL-6, mRNA expression was effec-
tively reduced by both eucalyptus oil and eucalyptol.
There was no significant difference in results between the
two substances (Fig. 4A).

The alteration in IL-8 chemokine expression after 6h
of TNFa pre-treatment was found to be more promising
for 24'h of treatments with eucalyptus oil. The largest sig-
nificant reduction in IL-6 mRNA expression changes was
observed after 6h of TNFa pretreatment with long treat-
ment (24h). For IL-1p, a significant reduction was seen
again with eucalyptus EO treatment (Fig. 4B).

The IL-8 and IL-6 mRNA expression in case of 24h
TNFa pre-treatment following 24 h treatment with euca-
lyptol standard and eucalyptus EO was decrease signifi-
cantly. Comparing these two results, the eucalyptus EO
was more effective. No significant change was observed
in IL-1p with this treatment protocol (Fig. 4C).

(See figure on next page.)

flowering

Fig. 3 Relative mRNA expression of IL-1(, IL-6 and IL-8 after TNFa pre-treatment of T24 and comparison of the effects of lavender oils and

linalool standard with ACHP treatment. The mRNA expression levels were determined with Real-time PCR using SYBR Green protocol. The relative
expression of controls was regarded as 1. 3-actin was utilized for normalization. A T24 cells were pre-treated with TNFa for 24 h then with ACHP,
linalool and lavender EOs beginning of flowering and end of flowering for 6 h. BT24 cells were pre-treated with TNFa for 6 h then with ACHP,

linalool and lavender EOs beginning of flowering and end of flowering for 24 h. CT24 cells were pre-treated with TNFa for 24 h then with ACHP,
linalool and lavender EOs beginning of flowering and end of flowering for 24 h. DMSO treatment was used as a control of the treated cells. The
experiments were repeated three times (n=3) in triplicates. Asterisks indicate p <0.05 compared to the control. Cross marks p <0.05 compared to
the ACHP treatment. Double cross shows p <0.05 compared to the linalool treatment. Number sign indicates p < 0.05 compared to the beginning of
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Fig. 4 Relative mRNA expression of IL-1(, IL-6 and IL-8 after TNFa
pre-treatment of T24 and comparison of standard effects of
eucalyptol and eucalyptus oils with ACHP treatment. The mRNA
expression levels were determined with Real-time PCR using SYBR
Green protocol. The relative expression of controls was regarded as
1. B-actin was utilized for normalization. AT24 cells were pre-treated
with TNFa for 24 h then 6 h treated with ACHP/eucalyptol and
eucalyptus oil. BT24 cells were pre-treated with TNFa for 6 h then
24 h treated with ACHP/ eucalyptol and eucalyptus oil (C) T24 cells
were pre-treated with TNFa for 24 h then 24 h treated with ACHP/
eucalyptol and eucalyptus oil. DMSO treatment was used as a
control of the treated cells. The experiments were repeated three
times (n=13) in triplicates. Asterisks indicate p <0.05 compared to
the control. Cross marks p < 0.05 compared to the ACHP treatment.
Double cross shows p <0.05 compared to the eucalyptol treatment

The effect of eucalyptus EO and eucalyptol standard on
the inhibition of NF«B pathway was also compared to the
ACHP treatment.

After 24h of TNFa pre-treatment and 6h of ACHP
treatment, the decrease of IL-6 expression was the most
significant (Fig. 4A). Neither eucalyptus oil nor eucalyp-
tol was more effective than the inhibitor treatment for
any of the cytokines (Fig. 4A).

Again, the mRNA expression levels obtained at 24h
of ACHP treatment after 6h of TNFa pre-treatment
showed the largest decrease for IL-6, followed by IL-8
and IL-1B. More effective treatment than ACHP was seen
for both IL-8 and IL-6 with the eucalyptol EO (Fig. 4B).

IL-8 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
measurement at T24 cells with linalool, lavender oils,
eucalyptol and eucalyptus oil treatments after TNFa
pre-treatment

The most promising inhibitory effect of the examined
EOs and their main compounds was found in case of IL-8
chemokine. Therefore, secreted IL-8 protein concentra-
tions were also determined. Significant reductions were
measured 24 h after short term TNFa pre-treatment and
6h after long term TNFa pre-treatment in response to
ACHP inhibitor treatment.

Lavender EOs significantly reduced IL-8 protein lev-
els 24h after 6h of TNFa pre-treatment. Moreover, the
EO distilled from the beginning of flowering was more
effective (Fig. 5A). No change was observed for linalool.
Treatments with EO of lavender or linalool standard after
24h TNFa pre-treatment were not capable to decrease
the IL-8 protein levels (Fig. 5A).

In the case of eucalyptus EO and eucalyptol standard
treatments, there was no change in EO after 6h of TNFa
pre-treatment and 24h of treatment, whereas eucalyptol
significantly increased IL-8 level (Fig. . After 24h of
TNFa pre-treatment, 6h of eucalyptus oil and eucalyptol
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treatments caused a decrease, while 24h of treatment
caused increase in IL-8 levels (Fig. 5B).

Discussion

In this study, we examined the effects of lavender and
eucalyptus EOs and their main components (linalool and
eucalyptol) in an in vitro T24 cell culture (human blad-
der epithelial cells) modelling of IC/BPS. It is important to
highlight that the IC/BPS is a non-bacterial inflammation
of the bladder wall, only the symptoms are similar to bacte-
rial cystitis. Usually the cystitis is caused by Gram negative
bacterial infection and the signaling pathway starts with
activation by lipopolysaccharide (LPS) that is the common
virulence factor [39]. The LPS targets the Toll-like recep-
tors (TLRs) [40]. The TLRs are involved in the expression
of transcriptional mediators, which leads to the produc-
tion of pro-inflammatory cytokines and Type I IFNs, such
as IL-1B, IL-6, IL-8, INF-y, and TNF-a [41, 42]. In contrast,
sterile inflammation of IC/BPS increases TNFa activity,
which acts through TNFa receptors, similarly leading to
pro-inflammatory interleukin production (Fig. 6).

Utilization of EOs against bacterial infections is emerg-
ing due to the increased occurrence of antibiotic resistance.
Hybrid lavender EOs seem to be promising candidates
as new therapies against the multidrug-resistant Pseu-
domonas aeruginosa due to their low cytotoxicity and high
effectiveness [38]. Lavender oils from true lavender, spike
lavender and hybrid lavenders differ in the constitution and
therefore in biological and therapeutic activities. Lavender
EOs are also potent candidates as anti-cancer therapy since
they affect cell morphology, cell cycle and proliferation of
cancer cells [34]. Further examination of the lavender EOs
may lead to the development of innovative therapies and
could be used for new clinical applications.

Our studies showed that the most pronounced reduction
in the cytokine mRNA expression in response to lavender
oils and linalool treatments was obtained in all cases after
short time (6 h) TNFa pre-treatment. Furthermore, linalool
and lavender EO prepared at the end of flowering period
were the most effective. Similar results could be observed
when comparison was made with ACHP NF«B inhibi-
tor treatment, which was utilized as a positive control of
cytokine transcription inhibition. For both IL-8 and IL-1f,
lavender EO prepared at the end of flowering and linalool
had better effect than the ACHP treatment. Treatment
with end of flowering lavender EO for 6h after long TNF«
pre-treatment showed better efficacy on IL-8 cytokine
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expression compared to the ACHP treatment. The laven-
der oil distilled at end of flowering was presumably more
effective than EO produced at beginning of flowering
(36.33+£0.10%) because of its linalool content was higher

(41.63£0.13%). When comparing the composition of lav-

ender EOs based on GC-MS, the differences are clearly
observed. It contains the second highest percentage of lin-
alyl acetate and terpinene-4-ol, after linalool. The major
components of the beginning of flowering EO are linalool
(36.33%; 632ng/mL), linalyl acetate (21.47%; 386.46 ng/mL)
and terpinene-4-ol (9.47%; 176.71 ng/mL). Meanwhile, end
of flowering lavender EO contains higher level of linalool
(41.63%; 724 ng/mL) and terpinene-4-ol (16.69%; 311.43 ng/
mL), and lower level of linalyl acetate (14.78%; 266.04ng/
mL) (Supplementary Table 1). All these active substances
have a proven anti-inflammatory effect and inhibit the
NF«B pathway [8, 20, 43, 44]. a-Terpineol may also contrib-
ute to the anti-inflammatory effect of the EOs since in vivo
it reduces the serum levels of pro-inflammatory cytokines,
such as IL-1p, IL-6 and TNF-a [33, 45, 46].

Comparisons between eucalyptus oil and eucalyptol
in terms of effect on mRNA expression showed overall
higher potency of the EO for all cytokines. Furthermore,
compared to the effect of ACHP NFkB inhibitor, long
treatments with eucalyptus EO were more effective for
IL-8 and IL-6. The results revealed that the eucalyptus
EO was more effective than the main component euca-
lyptol. The complex effect of EO causes more decrease in
mRNA expression. In addition to eucalyptol, a-pinene,
y-terpinene, terpinen-4-ol and «o-terpineol may con-
tribute to the anti-inflammatory effect of eucalyptus EO
[46, 47]. The inhibitory effects of a-pinene on inflamma-
tory responses are significantly decreased the produc-
tion of the IL-6 and TNFa [48]. y-terpinene decreases
the production of pro-inflammatory cytokines, such as
IL-1p and IL-6, and enhance IL-10 [49]. Examining IL-8
chemokine at protein level confirms that the examined
EOs and components were the most effective in case of
short induction of sterile inflammation. EOs distilled
from lavender at the beginning of flowering and at the
end of flowering significantly reduced IL-8 levels and
even proved to be more effective than ACHP treatment.

Our studies clearly demonstrate that the components
of the EO are crucial in determining the anti-inflamma-
tory effect. Lavender EOs were found to be more effec-
tive than eucalyptus oil in reducing inflammation. The
reason for this, based on GC, can be traced back to the

(See figure on next page.)

Fig. 5 Human IL-8 ELISA measurement at 3 types of treatment schedule. A Secreted IL-8 protein level determination of TNFa pre-treated T24 cells
after treated with ACHP, linalool and lavender EOs: beginning of flowering and end of flowering. B Secreted IL-8 protein level determination of
TNFa pre-treated T24 cells after treated with ACHP, eucalyptol, and eucalyptus oil. The experiments were repeated three times (n =3) in triplicates.
Asterisks indicate p <0.05 compared to the TNFa pre-treatments. Cross marks p < 0.05 compared to the ACHP treatment. Double cross shows

p <0.05 compared to the linalool treatment
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Fig. 6 Comparison of IC/BPS signaling pathway and cystitis signaling pathway

components. When comparing the two main compo-
nents analysed, it is evident from the results that linalool
has a stronger inhibitory effect than eucalyptol. Lavender
EOs also contain high levels (min 4%) of linalyl acetate,
terpinen-4-ol, a-terpineol. Eucalyptus oil, on the other
hand, contains only small amounts of other components
besides eucalyptol, which could complement its effect,
such as o-pinene (6.32%; 108.45ng/mL), y-terpinen
(3.2%; 54.40ng/mL) and terpinen-4-ol (1.9%; 35.36ng/
mL). The overlap between the constitution of the two
essential oils is minimal and the amounts are small
(0.02-1.6%). The common components are eucalyptol,
terpinen-4-ol, a-terpineol, mycrene, a-pinene, p-pinen,
y-terpinen, a-phellandrene. In some cases the effect of
these small percentages of components may be negligible
(Supplementary Table 1).

Based on our study the lavender EOs are more effec-
tively reduce the inflammatory components in this in vitro
system than eucalyptus EO. Both lavender EOs and lin-
alool were more effective in decreasing pro-inflammatory
cytokine mRNA expression than ACHP inhibitor, sug-
gesting that the different components of EO affect not
only the NF«B pathway, but others (e.g. MAPK), as well.
Moreover, both lavender EOs were found to be significant
effective in short TNF pre-treatment after long EO treat-
ment, compared to the ACHP NFkB-inhibitor in the IL-8
ELISA assay. However, the beginning of flowering lavender
EO was better than end of flowering EO. Part of the rea-
son for this may be that linalyl acetate has a delayed onset

of action compared to linalool, due to in vivo biotransfor-
mation, which increases linalool concentration in the EO
[50]. On the other side, there may be translation factors
involved in the process that influence its effect. Additional
experiments are needed for revealing these effects. In sum-
mary, we may say that the different EOs have distinct ther-
apeutic effects at certain inflammatory conditions, as our
study demonstrates. Even the timing of the harvesting of
flowers may have importance because of the composition
of the EO. The composition of EOs can also vary from year
to year due to weather conditions and different extrac-
tion techniques, which should always be considered when
experimenting with them. Examination of EOs obtained
from different years may result in the determination of the
best ratio of the components, which gives the possibility
for the development of “artificial” EOs with high efficiency.

Conclusions

In our study, we investigated the anti-inflammatory
effects of lavender and eucalyptus EOs and their main
components on T24 human uroepithelial cell line. We
mimicked the sterile inflammation of the IC/BPS induced
by TNFa, which was the pre-treatment. In conclusion,
our results showed that lavender EOs were more effec-
tive than eucalyptus EO in this case. Furthermore, we
concluded that, comparing the protein levels of IL-8 pro-
inflammatory cytokine secreted by the T24 cells treated
with EOs and standards, with the inhibitory effect of
ACHP inhibitor, the lavender EOs showed better efficacy
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than ACHP treatment. Comparing lavender EOs with
each other, lavender EO prepared at the beginning of
flowering period was the more effective. This is presum-
ably due to the different composition of the two EOs.

Finally, lavender EOs may be suitable for use as an
adjunct to intravesical therapy. Their anti-inflammatory
effect may well complement GAG-regenerative therapy
in the bladder after pharmaceutical formulation.

Abbreviations

ACHP: 2-Amino-6-[2-(cyclopropylmethoxy)-6-hydroxyphenyl]-4-(4-
piperidinyl)-3-pyridinecarbonitrile; BPS: Bladder Pain Syndrome; CCK-8: Cell
counting kit-8; DMSQO: Dimethy! sulphoxide; ELISA: Enzyme-linked immu-
nosorbent assay; EOs: Essential oils; FBS: Fetal bovine serum; GC-FID: Gas
chromatography flame ionisation detector; GC-MS: Gas chromatography mass
spectrometer; IC: Interstitial cystitis; IL-13: Interleukin-1p; IL-6: Interleukin-6;
IL-8: Interleukin-8; LPS: Lipopolysaccharide; MAPK: Mitogen activated protein
kinase; NFkB: Nuclear factor kappaB; PBS: Phosphate buffered saline; TNFa:
Tumor necrosis factor a; T24: Human bladder epithelial cells line.

Supplementary Information

The online version contains supplementary material available at https://doi.
0rg/10.1186/512906-022-03604-2.

Additional file 1: Supplementary Table 1. Percentage (%) and relative
concentrations (ng/mL) of the compounds of eucalyptus essential oil;
LRI o €xperimental linear retention index. *The components structure
come from PubChem. *RT: Retention time. Supplementary Table 2. Cell
viability assays of TNFa on T24. Supplementary Fig. 1. Eucalyptus oil
chromatogram. Supplementary Fig. 2. mRNA expression of TNFa for 6 h
and 24 h treatments. Supplementary Fig. 3. Cell viability workflow. Sup-

plementary Fig. 4. Real time PCR workflow

Acknowledgments
The authors gratefully acknowledge Shimadzu Corporation and Merck Life
Science for their continuous support.

Authors’ contributions

Conceptualization, GH.; methodology, E.P; validation, G. M, L. M. and A. B.; formal
analysis, A H, investigation, AH.; writing—original draft preparation, AH.; writ-
ing—review and editing, P. B, E. P.and K. S.,; supervision, GH. and E. P; funding
acquisition, G. H.. All authors have read and agreed to the published version of
the manuscript. The author(s) read and approved the final manuscript.

Funding

Open access funding provided by University of Pécs. This research was funded by
the NKFI (National Research, Development and Innovation Office) K 128217 grant
of Gyorgyi Horvath. The project partially has been supported by the European
Union, co-financed by the European Social Fund (EFOP-3.6.1.-16-2016-00004).

Availability of data and materials

All data generated or analysed during this study are included in this published
article. The datasets generated and/or analysed during the current study

are available in the Mendeley Data repository, doi: https://doi.org/10.17632/
6m9xsj5t35.1. https://data.mendeley.com/datasets/6m9xsj5t35/

Declarations

Ethics approval and consent to participate

Experimental research and field studies on plants was complied with relevant
institutional, national, and international guidelines and legislation. The permis-
sion was obtained from the private field/land owner who is also one of the
friend’s of Gyorgyi Horvéth to collect Lavandula angustifolia Mill".

(2022) 22:119

Page 13 of 14

Consent for publication
Not applicable.

Competing interests
The authors declare that they have no competing interest.

Author details

'Department of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy, University of Pécs,
H-7624, Rokus u. 2, Pécs, Hungary. 2Department of Pharmaceutical Biology,
Faculty of Pharmacy, University of Pécs, H-7624, Rokus u. 2, Pécs, Hungary.
*Department of Chemical, Biological, Pharmaceutical and Environmental
Sciences, University of Messina, 98168 Messina, Italy. “Chromaleont srl, c/o
Department of Chemical, Biological, Pharmaceutical and Environmental
Sciences, University of Messina, 98168 Messina, Italy. *Unit of Food Science
and Nutrition, Department of Medicine, University Campus Bio-Medico

of Rome, 00128 Rome, Italy. ®Institute of Pharmacognosy, Faculty of Pharmacy,
Semmelweis University, H-1085 Ull&i Gt 26, Budapest, Hungary. Mikszath
Pharmacy, H-1088, Mikszat Kdlman tér 4, Budapest, Hungary.

Received: 12 January 2022 Accepted: 18 April 2022
Published online: 30 April 2022

References

1. Cavalleri R, Becker JS, Pavan AM, Bianchetti P Goettert MI, Ethur EM, et al.
Essential oils rich in monoterpenes are unsuitable as additives to boar
semen extender. Andrologia. 2018;50:1-10. https://doi.org/10.1111/and.
13074.

2. Aziz ZAA, Ahmad A, Setapar SHM, Karakucuk A, Azim MM, Lokhat D, et al.
Essential oils: extraction techniques, pharmaceutical and therapeutic
potential - a review. Curr Drug Metab. 2018;19:1100-10. https://doi.org/
10.2174/1389200219666180723144850.

3. Bhowal M, Gopal M. Eucalyptol: safety and pharmacological profile.
RGUHS J Pharm Sci. 2016;5:125-31. https://doi.org/10.5530/rjps.
20154.2.

4. Huo M, Cui X, Xue J, Chi G, Gao R, Deng X, et al. Anti-inflammatory effects
of linalool in RAW 264.7 macrophages and lipopolysaccharide-induced
lung injury model. J Surg Res. 2013;180:e47-54. https://doi.org/10.1016/j.
j55.2012.10.050.

5. FErickson DR, Kunselman AR, Bentley CM, Peters KM, Rovner ES, Demers
LM, et al. Changes in urine markers and symptoms after bladder disten-
tion for interstitial cystitis. J Urol. 2007;177:556-60. https://doi.org/10.
1016/}.juro.2006.09.029.

6. Donadu M, Usai D, Pinna A, Porcu T, Mazzarello V, Flamma M, et al. In vitro
activity of hybrid lavender essential oils against multidrug resistant strains
of pseudomonas aeruginosa. J Infect Dev Ctries. 2018;12:9-14. https://
doi.org/10.3855/jidc.9920.

7. Aboutaleb N, Jamali H, Abolhasani M, Pazoki TH. Lavender oil (Lavandula
angustifolia) attenuates renal ischemia/reperfusion injury in rats through
suppression of inflammation, oxidative stress and apoptosis. Biomed
Pharmacother. 2019;110(September 2018):9-19. https://doi.org/10.
1016/j.biopha.2018.11.045.

8. MaJ, XuH,WuJ,QuC, SunF, XuS. Linalool inhibits cigarette smoke-
induced lung inflammation by inhibiting NF-«B activation. Int Immunop-
harmacol. 2015;29:708-13. https://doi.org/10.1016/}.intimp.2015.09.005.

9. Amorese V, Donadu MG, Usai D, Sanna A, Milia F, Pisanu F, et al. In vitro
activity of essential oils against pseudomonas aeruginosa isolated from
infected hip implants. J Infect Dev Ctries. 2018;12:996-1001. https://doi.
0rg/10.3855/jidc.10988.

10. Moghaddam M, Mehdizadeh L. Chemistry of Essential Oils and Factors
Influencing Their Constituents. (in) Soft Chem Food Ferment. Handbook
of Food Bioengineering, Volume 3. In: Grumezescu AM, Holban AM, edi-
tors. London: Academic Press, Elsevier; 2017. p. 379-419. https://doi.org/
10.1016/B978-0-12-811412-4.00013-8.

11. Biswas R, Bagchi A. NFkB pathway and inhibition: an overview. Comput
Mol Biol. 2016;6:1-20. https://doi.org/10.5376/cmb.2016.06.0001.

12. Schitze S, Wiegmann K, Machleidt T, Kronke M. TNF-induced activation
of NF-kB. Immunobiology. 1995;193:193-203. https://doi.org/10.1016/
S0171-2985(11)80543-7.


https://doi.org/10.1186/s12906-022-03604-2
https://doi.org/10.1186/s12906-022-03604-2
https://doi.org/10.17632/6m9xsj5t35.1
https://doi.org/10.17632/6m9xsj5t35.1
https://data.mendeley.com/datasets/6m9xsj5t35/
https://doi.org/10.1111/and.13074
https://doi.org/10.1111/and.13074
https://doi.org/10.2174/1389200219666180723144850
https://doi.org/10.2174/1389200219666180723144850
https://doi.org/10.5530/rjps.2015.4.2
https://doi.org/10.5530/rjps.2015.4.2
https://doi.org/10.1016/j.jss.2012.10.050
https://doi.org/10.1016/j.jss.2012.10.050
https://doi.org/10.1016/j.juro.2006.09.029
https://doi.org/10.1016/j.juro.2006.09.029
https://doi.org/10.3855/jidc.9920
https://doi.org/10.3855/jidc.9920
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.11.045
https://doi.org/10.1016/j.biopha.2018.11.045
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2015.09.005
https://doi.org/10.3855/jidc.10988
https://doi.org/10.3855/jidc.10988
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-811412-4.00013-8
https://doi.org/10.1016/B978-0-12-811412-4.00013-8
https://doi.org/10.5376/cmb.2016.06.0001
https://doi.org/10.1016/S0171-2985(11)80543-7
https://doi.org/10.1016/S0171-2985(11)80543-7

Horvath et al. BMC Complementary Medicine and Therapies

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.
28.

29.

30.

31

32.

33

34.

LiH, Lin X. Positive and negative signaling components involved in TNFa-
induced NF-kB activation. Cytokine. 2008;41:1-8. https://doi.org/10.1016/J.
CYTO.2007.09.016.

Daniels AM, Schulte AR, Herndon CM. Interstitial cystitis: an update on

the disease process and treatment. J Pain Palliat Care Pharmacother.
2018,;32:49-58. https.//doi.org/10.1080/15360288.2018.1476433.

Dan Vickery. Demonstrating clinical benefit for drugs intended to treat
interstitial cystitis/bladder pain syndrome (IC/BPS). 2017. https://www.fda.
gov/media/109920/download. .

Meng E, Hsu Y-C, Chuang Y-C. Advances in intravesical therapy for bladder
pain syndrome (BPS)/interstitial cystitis (IC). LUTS. 2018;10:3-11. https://doi.
org/10.1111/luts.12214.

Khastgir J. Intravesical GAG replacement therapies for bladder pain syn-
drome / interstitial cystitis — an update. Urol News. 2020;4:1-3. https.//www.
urologynews.uk.com/features/features/post/intravesical-gag-replacement-
therapies-for-bladder-pain-syndrome-interstitial-cystitis-an-update. .

Shie J-H, Kuo H-C. Higher levels of cell apoptosis and abnormal E-cadherin
expression in the urothelium are associated with inflammation in patients
with interstitial cystitis/painful bladder syndrome. BJU Int. 2011;108:E136—
41. https://doi.org/10.1111/).1464-410X.2010.09911 X.

Van De Merwe JP, Arendsen HJ. Interstitial cystitis: a review of immunologi-
cal aspects of the aetiology and pathogenesis, with a hypothesis. BJU Int.
2000;85:995-9. https.//doi.org/10.1046/).1464-410X.2000.00646.x.

Parameswaran N, Patial S. Tumor necrosis factor-a signaling in macrophages.

Crit Rev Eukaryot Gene Expr. 2010;20:87-103. https://doi.org/10.1615/CritR
evEukarGeneExprv20.i2.10.

Kuo HC, Liu HT, Shie JH. Potential urine and serum biomarkers for patients
with overactive bladder and interstitial cystitis/bladder pain syndrome. Tzu
ChiMed J. 2013;25:13-8. https://doi.org/10.1016/j.tcm;j.2012.10.005.

Peters KM, Diokno AC, Steinert BW. Preliminary study on urinary cytokine
levels in interstitial cystitis: does intravesical bacille Calmette-Guérin treat
interstitial cystitis by altering the immune profile in the bladder? Urology.
1999;54:450-3. https://doi.org/10.1016/50090-4295(99)00162-4.

Hedges S, Agace W, Svensson M, Sjogren AC, Ceska M, Svanborg C.
Uroepithelial cells are part of a mucosal cytokine network. Infect Immun.
2021,62:2315-21. https://doi.org/10.1128/iai.62.6.2315-2321.1994.

Jiang YH, Peng CH, Liu HT, Kuo HC. Increased pro-inflammatory cytokines,
C-reactive protein and nerve growth factor expressions in serum of patients
with interstitial cystitis/bladder pain syndrome. PLoS One. 2013;8:4-9.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0076779.

Behzadi P, Sameer AS, Nissar S, Banday MZ, Gajdacs M, Garcfa-Perdomo HA,
etal. The Interleukin-1 (IL-1) superfamily cytokines and their single nucleo-
tide polymorphisms (SNPs). J Immunol Res. 2022;2022:1-25. https://doi.org/
10.1155/2022/2054431.

Scheller J, Chalaris A, Schmidt-Arras D, Rose-John S. The pro- and anti-inflam-
matory properties of the cytokine interleukin-6. Biochim Biophys Acta - Mol
Cell Res. 2011;1813:878-88. https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2011.01.034.
Cavaillon JM. Interleukins and inflammation. Pathol Biol (Paris).
1990;38:36-42.

Dinarello CA. Interleukin-13 and the autoinflammatory diseases. N Engl J
Med. 2009;360:2467-70. https://doi.org/10.1056/NEJMe0811014.
Mantovani A, Dinarello CA, Molgora M, Garlanda C. IL-1 and related
cytokines in innate and adaptive immunity in health and disease. Immunity.
2019;50:778. https://doi.org/10.1016/JIMMUNI.2019.03.012.

Opal SM, DePalo VA. Anti-inflammatory cytokines. Chest. 2000;117:1162-72.
https://doi.org/10.1378/CHEST.117.4.1162.

Sheu JN, Chen SM, Meng MH, Lue KH. The role of serum and urine interleu-
kin-8 on acute pyelonephritis and subsequent renal scarring in children.
Pediatr Infect Dis J. 2009;28:885-90. https://doi.org/10.1097/INFOBO13E3181
A39E23.

Huang F, Horikoshi S, Kurusu A, Shibata T, Suzuki S, Funabiki K, Shirato I,
Tomino Y. Urinary levels of interleukin-8 (IL-8) and disease activity in patients
with IgA nephropathy. J Clin Lab Anal. 2001;15:30-34.

Pandur E, Balatindcz A, Micalizzi G, Mondello L, Horvath A, Sipos K, et al.
Anti-inflammatory effect of lavender (Lavandula angustifolia mill.) essential
oil prepared during different plant phenophases on THP-1 macrophages.
BMC Complement Med Ther. 2021;21:287. https://doi.org/10.1186/
512906-021-03461-5.

Ekpenyong CE, Akpan E, Nyoh A. Ethnopharmacology, phytochemistry, and
biological activities of Cymbopogon citratus (DC.) Stapf extracts. Chin. J Nat
Med. 2015;13:321-37. https//doi.org/10.1016/51875-5364(15)30023-6.

(2022) 22:119

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

49.

50.

Page 14 of 14

Micalizzi G, Ragosta E, Farnetti S, Dugo P, Tranchida PQ, Mondello L, et all.
Rapid and miniaturized qualitative and quantitative gas chromatog-

raphy profiling of human blood total fatty acids. Anal Bioanal Chem.
2020;412:2327-37. https://doi.org/10.1007/500216-020-02424-y.

Horvath G, Horvéth A, Reichert G, Boszorményi A, Sipos K, Pandur E. Three
chemotypes of thyme (Thymus vulgaris L.) essential oil and their main
compounds affect differently the IL-6 and TNFa cytokine secretions of
BV-2 microglia by modulating the NF-kB and C/EBPR signalling pathways.
BMC Complement Med Ther. 2021;21:1-14. https.//doi.org/10.1186/
$12906-021-03319-w.

Pandur E, Tamasi K, Pap R, Janosa G, Sipos K. Distinct effects of Escheri-
chia coli, Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus cell wall
component-induced inflammation on the iron metabolism of THP-1 cells.
Int J Mol Sci. 2021;22:1-20. https://doi.org/10.3390/ijms22031497.

James NE, Emerson JB, Borgstadt AD, Beffa L, Oliver MT, Hovanesian V, et al.
The biomarker HE4 (WFDC2) promotes a pro-angiogenic and immunosup-
pressive tumor microenvironment via regulation of STAT3 target genes. Sci
Rep. 2020;10:1-12. https://doi.org/10.1038/541598-020-65353-.

Ueda N, Kondo M, Takezawa K, Kiuchi H, Sekii Y, Inagaki Y, et al. Bladder
urothelium converts bacterial lipopolysaccharide information into neural
signaling via an ATP-mediated pathway to enhance the micturition

reflex for rapid defense. Sci Rep. 2020;10:1-15. https://doi.org/10.1038/
$41598-020-78398-9.

Behzadi E, Behzadi P. The role of toll-like receptors (TLRs) in urinary tract
infections (UTls). Cent Eur J Urol. 2016;69:404-10. https://doi.org/10.5173/
ceju.2016.871.

Behzadi P, Garcia-Perdomo HA, Karpiriski TM. Toll-like receptors: general
molecular and structural biology. J Immunol Res. 2021;2021:9914854.
https://doi.org/10.1155/2021/9914854.

Jenab A, Roghanian R, Emtiazi G. Bacterial natural compounds with anti-
inflammatory and immunomodulatory properties (Mini review). Drug Des
Devel Ther. 2020;14:3787-801. https://doi.org/10.2147/DDDT.5261283.
Wyndaele JJJ, Riedl C, Taneja R, Lovész S, Ueda T, Cervigni M. GAG replenish-
ment therapy for bladder pain syndrome/interstitial cystitis. Neurourol
Urodyn. 2019;38:535-44. https://doi.org/10.1002/nau.23900.

Seol GH, Kim KY. Eucalyptol and its role in chronic diseases. Adv Exp Med
Biol. 2016;929:389-98. https://doi.org/10.1007/978-3-319-41342-6_18.
Sales A, L de O F, Bicas JL. Production, properties, and applications of
a-Terpineol. Food Bioprocess Technol. 2020;13:1261-79. https://doi.org/10.
1007/511947-020-02461-6.

Held S, Schieberle P, Somoza V. Characterization of a-terpineol as an anti-
inflammatory component of orange juice by in vitro studies using oral
buccal cells. J Agric Food Chem. 2007;55:8040-6. https://doi.org/10.1021/
jf071691m.

Clemens JQ, Link CL, Eggers PW, Kusek JW, Nyberg LM, McKinlay JB. Preva-
lence of painful bladder symptoms and effect on quality of life in black,
Hispanic and white men and women. J Urol. 2007;177:1390-4. https://doi.
0rg/10.1016/}juro.2006.11.084.

Kim DS, Lee HJ, Jeon YD, Han YH, Kee JY, Kim HJ, et al. Alpha-Pinene exhibits
anti-inflammatory activity through the suppression of MAPKs and the NF-kB
pathway in mouse peritoneal macrophages. Am J Chin Med. 2015;43:731-
42. https://doi.org/10.1142/50192415X15500457.

Ramalho TR, Filgueiras LR, De Oliveira MTP, De Araujo Lima AL, Bezerra-
Santos CR, Jancar S, et al. Gamma-Terpinene modulation of LPS-stimu-
lated macrophages is dependent on the PGE2/IL-10 Axis. Planta Med.
2016;82:1341-5. https://doi.org/10.1055/5-0042-107799.

Peana AT, D’Aquila PS, Panin F, Serra G, Pippia P, Moretti MDL. Anti-inflam-
matory activity of linalool and linalyl acetate constituents of essential oils.
Phytomedicine. 2002,9:721-6. https.//doi.org/10.1078/094471102321621
322.

Publisher’s Note
Springer Nature remains neutral with regard to jurisdictional claims in pub-
lished maps and institutional affiliations.


https://doi.org/10.1016/J.CYTO.2007.09.016
https://doi.org/10.1016/J.CYTO.2007.09.016
https://doi.org/10.1080/15360288.2018.1476433
https://www.fda.gov/media/109920/download
https://www.fda.gov/media/109920/download
https://doi.org/10.1111/luts.12214
https://doi.org/10.1111/luts.12214
https://www.urologynews.uk.com/features/features/post/intravesical-gag-replacement-therapies-for-bladder-pain-syndrome-interstitial-cystitis-an-update
https://www.urologynews.uk.com/features/features/post/intravesical-gag-replacement-therapies-for-bladder-pain-syndrome-interstitial-cystitis-an-update
https://www.urologynews.uk.com/features/features/post/intravesical-gag-replacement-therapies-for-bladder-pain-syndrome-interstitial-cystitis-an-update
https://doi.org/10.1111/J.1464-410X.2010.09911.X
https://doi.org/10.1046/j.1464-410X.2000.00646.x
https://doi.org/10.1615/CritRevEukarGeneExpr.v20.i2.10
https://doi.org/10.1615/CritRevEukarGeneExpr.v20.i2.10
https://doi.org/10.1016/j.tcmj.2012.10.005
https://doi.org/10.1016/S0090-4295(99)00162-4
https://doi.org/10.1128/iai.62.6.2315-2321.1994
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0076779
https://doi.org/10.1155/2022/2054431
https://doi.org/10.1155/2022/2054431
https://doi.org/10.1016/j.bbamcr.2011.01.034
https://doi.org/10.1056/NEJMe0811014
https://doi.org/10.1016/J.IMMUNI.2019.03.012
https://doi.org/10.1378/CHEST.117.4.1162
https://doi.org/10.1097/INF.0B013E3181A39E23
https://doi.org/10.1097/INF.0B013E3181A39E23
https://doi.org/10.1186/s12906-021-03461-5
https://doi.org/10.1186/s12906-021-03461-5
https://doi.org/10.1016/S1875-5364(15)30023-6
https://doi.org/10.1007/s00216-020-02424-y
https://doi.org/10.1186/s12906-021-03319-w
https://doi.org/10.1186/s12906-021-03319-w
https://doi.org/10.3390/ijms22031497
https://doi.org/10.1038/s41598-020-65353-x
https://doi.org/10.1038/s41598-020-78398-9
https://doi.org/10.1038/s41598-020-78398-9
https://doi.org/10.5173/ceju.2016.871
https://doi.org/10.5173/ceju.2016.871
https://doi.org/10.1155/2021/9914854
https://doi.org/10.2147/DDDT.S261283
https://doi.org/10.1002/nau.23900
https://doi.org/10.1007/978-3-319-41342-6_18
https://doi.org/10.1007/s11947-020-02461-6
https://doi.org/10.1007/s11947-020-02461-6
https://doi.org/10.1021/jf071691m
https://doi.org/10.1021/jf071691m
https://doi.org/10.1016/j.juro.2006.11.084
https://doi.org/10.1016/j.juro.2006.11.084
https://doi.org/10.1142/S0192415X15500457
https://doi.org/10.1055/s-0042-107799
https://doi.org/10.1078/094471102321621322
https://doi.org/10.1078/094471102321621322

	1.PhD értekezés
	2.Horváth Adrienn-Doktori disszertáció
	09.05.PhD értekezés
	Formulation and examination of a new urine alkalizing tablet for the symptomatic treatment of bladder pain syndrome
	Formulation and examination of a new urine alkalizing tablet for the symptomatic treatment of bladder pain syndrome
	1 Introduction
	2 Materials and method
	2.1 Powder blend for direct compression
	2.2 Powder flow
	2.3 Tablet compression and physical properties
	2.4 Dissolution test
	2.5 Dissolution data analysis
	2.6 Stability test of C/3 tablet
	2.7 A clinical pilot study to examine efficacy and patients’ compliance of the prolonged-release tablet

	3 Results and discussion
	3.1 Powder flow
	3.2 Physical parameters of tablets A/3, B/3, C/3
	3.3 In vitro drug release: A/3, B/3, C/3
	3.4 Stability test of C/3 tablet
	3.5 Clinical study and patients compliance

	4 Conclusion
	Funding
	Author statement
	Declaration of competing interest
	Data availability
	Acknowledgements
	Appendix A Supplementary data
	References


	T24
	Anti-inflammatory effects of lavender and eucalyptus essential oils on the in vitro cell culture model of bladder pain syndrome using T24 cells
	Abstract 
	Background: 
	Method: 
	Result: 
	Conclusion: 

	Background
	Materials and methods
	Essential oils
	GC-MS and GC-FID analysis
	Cell culture and treatments
	Cell viability assay
	Real-time PCR
	Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) measurements
	Statistical analysis

	Results
	Effect of essential oils and standards on T24 human bladder epithelial cell viability
	Effects of lavender essential oils and linalool standard on mRNA expression of IL-1β, IL-6 and IL-8 after TNFα pre-treatment of T24 cells
	Effects of eucalyptus essential oil and eucalyptol standard on mRNA expression of IL-1β, IL-6 and IL-8 after TNFα pre-treatment
	IL-8 enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) measurement at T24 cells with linalool, lavender oils, eucalyptol and eucalyptus oil treatments after TNFα pre-treatment

	Discussion
	Conclusions
	Acknowledgments
	References




