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Roviditések jegyzéke
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CLS
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EGTA
FBS
FDA
GLA
HaCaT

HEPES
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HPLC

IPM
MAPK
MHB

MTT

NADH
NADPH

NF-xB

oIV

kémiai penetraciofokozo (Chemical Enhancer)

sejtvonal szolgaltatas (Cell Lines Service)

Cyclooxygenase-2

Cremophor

Dulbecco altal modositott Eagle médium (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium)

maximalis effektiv koncentracio fele (half effective concentration)
etilén-diamin-tetraecetsav (ethilen-diamine-tetraaceticacid)

egtazinsav (egtazic acid)

magzati szarvasmarha szérum (Foetal Bovine Serum)

Amerikai gyogyszeriigyi hatésag (Food and Drug Administration)
Gamma-linolénsav (Gamma linolenic acid)

Emberi felndtt bor keratinocitai, alacsony extracellularis Ca’* koncentracién és
emelkedett hémérsékleten tartva (Human adult skin keratinocytes, low Ca®*
elevated Temperature)

ikerionos szulfonsav puffer (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid)

hidrofil-lipofil egyenstly (Hydrophilic-lipophilic Balance)

nagy teljesitményi folyadékkromatografia (High Performance Liquid
Chromatography)

izopropil-mirisztat (Isopropyl myristate)

Mitogén-aktivalt protein kinaz (mitogen-activated protein kinase)
Mueller-Hinton taptalaj (Mueller-Hinton Broth)
3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-difenil-tetazolium-bromid  (3-(4,5-Dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide)
nikotinamid-adenin-dinukleotid (Nicotinamide adenine dinucleotide)
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (Nicotinamide adenine dinucleotide
phosphate)

Nuklearis faktor-kappa B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B cells)

olaj a vizben emulzi6



P60 poliszorbat 60 (Polysorbate 60)

PBS foszfat pufferelt sdoldat (Phosphate Buffered Saline)

PC fikocianin (Phycocyanine)

PGE1 prosztaglandin E1

pH hidrogén-kitevo (potentia hydrogenii)

PVA polivinil-alkohol

RA reumatoid artritisz / reumas iziileti gyulladas (rheumatoid arthritis)
ROS reaktiv oxigén gyok (Reactive Oxygen Species)

SD szoras / standard deviaci6 (Standard Deviation)

SC Stratum corneum

SLS natrium-lauril-szulfat (Sodium-lauryl-sulfate)

SOD szuperoxid-dizmutaz (Superoxide dismuthase)

SP70 szachar6z-sztearat 70% monoészter (Sucrose stearate 70% monoesters)
SPP Spirulina platensis por

STAT1 szignal transzducer és transzkripcios aktivator 1 (Signal transducer and

activator of transcription 1)

TC Transcutol HP

TEWL transzepidermalis vizvesztés (Tansepidermal Water Loss)
TFS Tefose 63

TROLOX (£)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonsav
TXA2 tromboxan A2 (Thromboxane A2)

uv ultraviola sugarzas (Ultraviolet radiation)

VAS vizualis analog skala (Visual analogue scale)



1. Bevezetés

A természetes eredetli alapanyagok gyogyaszati célra torténd felhasznalasa tobb széaz
éves multra tekint vissza. A hires polihisztor, Paracelsus gondolatabol - mely szerint ,,a
természetbdl jon a betegség és onnan jon a gyogyulasa is”- kovetkeztethetlink arra, hogy
milyen fontosnak tartottdk mar a 16. szazadban is a természetes gyogymodok alkalmazasat.
[1]

A természetes eredetli hatdanyagokat tartalmazd kiils6leges készitmények szamos
elénnyel rendelkeznek. Akar preventiv vagy terapias céllal torténd hasznalatukkal
elkeriilhetdvé valnak a szintetikus dsszetevOk altal okozott esetleges nem kivant hatasok, gy,
mint a hiperszenzitivitasi reakcid tiinetei (kitités, viszketés, boérpir, ég6 érzés). Emellett jobb
beteg compliance tarsul hozzajuk, ugyanis a betegek donté tobbsége magasabb fokua
egyiittmiikddést mutat a természetes eredeti gyogymodokkal szemben. Erdemes azonban
szem el6tt tartani és kihangsulyozni, hogy a természetes eredet nem feltétleniil jelent
biztonsdgosabbat vagy jobbat szervezetiink szdmara, ezért minden esetben koriiltekintden kell
eljarnunk ezen terapids gyogymodok alkalmazasa soran, hiszen néhanyuknak komoly
biztonsagi aggalyai is lehetnek.

A gyogyndvények ¢és egyéb természetes eredetli hatdanyagok felhasznalasat
preformulacios vizsgalatoknak kell megel6zniiik, emellett a bel6lik késziilt kivonatokat
(extraktum) kiilonb6z6 analitikai vizsgalatoknak kell alavetni, amely soran a benniik talalhat6
vegyliletek kvalitativ €s kvantitativ meghatarozdsa torténik. Amennyiben toxikus
tulajdonsaggal rendelkez6é vegyiilet nem keriil azonositasra a vizsgalatok soran, valamint a
terapids hatést kivalto aktiv hatdéanyag ténylegesen megtalalhat6 a kivonatban, kezdetét veheti
a gyogyszerkészitmény formulalasa. A formulalas soran azonban sokszor abba a problémaba
titkdziink, hogy az extraktumok hatdanyagi rendkiviil lipofilek, rossz vizoldékonysaggal
rendelkeznek, valamint a biologiai membranokon keresztiil torténd penetracios képességiik is
csekély a nagy molekulasulyu aktiv vegyiiletek miatt. Mindez csokkentheti a komponens
biohasznosulasat, igy a terapias hatas mértékeét.

A hatéanyagok difftizios és penetracios képességét befolyasolhatja azok fizikia-kémiai
tulajdonsagai, kémiai szerkezetiik, a hidrofil-lipofil csoportok aranya, valamint felszabadulasi
sebességiik az adott gyogyszerformabdl. Az adott készitmény alkalmazasanak modja €s
idotartama, illetve a bor fiziologias allapota is meghatarozd tényezok lehetnek a

biohasznosulas mértékében, tovabba a vivoanyag tipusatdl és tulajdonsagaitol fliggden



korlatozhatja a hatéanyag felszabaduldsit és membranon keresztil torténd diffuziods
képességét. A topikalis gydgyszerkészitmények formulaldsban kulcsfontossagl a kiilonbozo
segédanyagok, ezen beliil is a feliiletaktiv anyagok alkalmazasa, mivel ezek nagymértékben
megkonnyithetik a megfelelé gyogyszerforma kialakitasat, tovabba eldsegithetik a hatéanyag
targyat a kiils6leges gyogyszerkészitmények (kendcsok, krémek és gélek) formulalasahoz
sziikséges megfeleld segédanyagok kivalasztasa képezte, kiilonos tekintettel az oldékonysagot
¢€s a penetracids készséget novelo feliiletaktiv anyagok (tenzidek) alkalmazésara.

Doktori értekezésem témajaként két kiillonbozo terapids hatassal rendelkezd természetes
eredetii hatdéanyagot, a Spirulina platensis (S. platensis) algat, valamint a Calendula
officinalis (C. officinalis) novény viragat valasztottam a kiils6leges gyogyszerkészitmények
formulalasahoz.

Szamos tudomanyos cikk igazolta mar a S. platensis kiemelked6 terapias hatasat. Ezek
koz¢ tartozik példaul a teststly szabalyozasa az emésztésre gyakorolt hatasa révén, emellett
immunerdsitd, hozzajarul a sziv és érrendszer egészségének megdrzéséhez. Mindez a benne
talalhato, terapias szempontbol aktiv vegylileteknek koszonheté. Az S. platensis hatéanyagai
révén (pl.: béta-karotin, E-vitamin, fikocianin, szuperoxid-dizmutaz) jelent6s antioxidans,
illetve antibakterialis hatassal is rendelkezik. [3] Ennek ellenére kiilsdleges alkalmazasa még
nem annyira terjedt el, pedig rendkiviil értékes hatoanyag. A feltételezett antibakterialis
hatasat kihasznalva kutatomunkdm sordn olyan készitményt szerettem volna formulélni,
alkalmazhat6 példaul antibiotikum-rezisztencia fennallasa esetén.

A masik kutatdsi vonalat a reumatoid artritisz kezelésére szant C. officinalis,
diklofendk-natrium és metil-szalicilat tartalmt kiilséleges készitmények formulalasa és
vizsgalata képezte. A reumatoid artritisz kezelésében a helyi gyulladdscsokkentd és
fajdalomesillapitd terapia kiemelkedd jelentdségli. A PhD munkdm célja szintetikus és
természetes gyulladascsokkenté hatdanyagokat is tartalmazé helyi hatast készitmények
eléallitasa volt kiilonbozd tipust segédanyagok (feliiletaktiv anyagok, gélképzdk)
alkalmazéséaval reumas iziileti gyulladas kezelésére. A nem szteroid gyulladasgatlok (NSAID-
ok) kiils6leges, lokalis alkalmazasa az iziileti f4jdalom egyik f6 kezelési alternativija. Az
oralis NSAID (pl.: diklofenak-natrium, ibuprofen, naproxen) terapiaval Osszehasonlitva
legalabb egyenértékli fijdalomcsillapitast, valamint a fizikai funkciok javuldsat
eredményezik, viszont kevesebb szisztémas mellékhatasuk ismert. [4] A metil-szalicilat

illékony szerves vegyiilet, melyet szamos novényfaj szintetizal. [5] Javitja a vérkeringést és
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helyi fajdalomesillapito hatast valt ki. [6] A szakirodalom szerint a diklofenak-natriumot és
metil-szalicilatot tartalmazo kiilséleges gyogyszerkészitmények csokkentik a fajdalmat, a
duzzanatot és az iziiletek merevségét, valamint javitjdk az izlileti mobilitast reumas
megbetegedések esetén. [7] A kiilonb6z6 szintetikus gyulladascsokkentd hatéanyagok és
névényi komponensek egy készitményben torténd alkalmazasarol szolo szakirodalmak szama
csekély, ezért kutatomunkdm sordn szerettem volna feltérképezni a fent leirt kdromvirag

tartalmu készitményben 1évo hatdanyagok egyiittes gyulladascsokkentd hatasat.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Természetes eredetii hatéanyagot tartalmazo Kkiilsleges készitmények a

gyogyaszatban

Napjainkban novekvd igény tapasztalhatd a természetes eredetli gyogyszerek, ezen
beliill is a gyogynovények irant. Ezt a tényt az is bizonyitja, hogy egyre tobb természetes
eredetii étrend-kiegészit6 és gyogyszer jelenik meg a gydgyszerpiacon, nem beszélve arrol,
hogy a fejl6d6 orszagok lakossaganak 80 szazaléka ma is tradicionalis medicinat, elsdsorban
gyogynovényeket alkalmaz. A gyogyndvények felhaszndldsi teriilete széleskori. A
gyogyaszati felhasznalds (fitofarmakonok, fitoterapeutikumok) mellett aromaterapia
részeként, fozet vagy forrazat formajaban, valamint az élelmiszer- és kozmetikai iparban is
megjelennek, illetve gyogyszeriparban modellvegyiiletként is felhasznaljak a bel6liik izolalt
bioldgiailag aktiv anyagokat. Az adott novényi részekbdl késziilt kivonatok tobb tiz vagy akar
szdz komponensbdl all6 anyagkeverékek, ezért alkalmazasuk sordn komplex hatasra kell
gondolnunk. A noévényi drogok a hatéanyagok mellett nagymennyiségben tartalmaznak
ugynevezett ballasztanyagokat is, melyek szinergista hatast fejthetnek ki vagy moddosithatjak
az aktiv vegyiiletek hatasat. A VIII. Magyar Gyogyszerkdonyvben szdmos gyogyndvény
hivatalos, koztiik az antioxidans és gyulladascsokkentd hatassal rendelkezé C. officinalis is.
[5] Tradicionalis kiilsdleges készitményként tarthatok szamon a fekete nadalyté (Symphytum
officinale) felhasznalasaval formulalt, zGzodasok, randulasok kezelésére bizonyitottan
alkalmas krémek, kendcsok. [8] Az arnika (Arnica montana) a randulas vagy ficam
kovetkeztében kialakuld izom- és inhuzodasok, valamint rovarcsipések kezelésére
alkalmazhat6, mig a vadgesztenye (Aesculus hippocastanum) magjaban talalhato hatbanyagok
(pl. eszcin) serkentik a vérkeringést és megerdsiti az érfalakat, ezaltal az els6 szamu
alapanyaga a visszér elleni topikalis készitményeknek. [9-11] A flavonoidokban és
szaponinokban gazdag orvosi zsalyat (Salvia officinalis) és a fiiszerként is ismert rozmaringot
(Salvia rosmarinus) a népi gyogyaszatban iziileti bantalmak kezelésére, valamint izomlazito

kenbcsokben hasznaljak. [12]
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2.2. A Spirulina platensis

A ma ¢l6 algafajok valtozatos morfologiaval ¢€s fiziologiai sajatossagokkal
rendelkeznek, melyek jellemzéek az adott fajra, igy kozos jellemvonasaik és szarmazasuk
alapjan konnyen osztalyozhatok. [13] A mikroalgak megjelenése a F6ldon tobb milliard évvel
ezelbttire tehetd a szakirodalom alapjan. Gyogyaszati szempontbol a Spirulina platensis, vagy
mas néven Arthrospira platensis a legjelentésebb képviseldjiik, amely egy kékeszold szin,

mikroszkopikus, filamentdzus (fonalas) cianobaktérium (1. abra). [14]

1. abra: A Spirulina platensis mikroszkopikus képe

A cianobaktériumok rendszertanilag a prokariotak kozé sorolhatok, felépitésiik
megegyezik a baktériumokéval, azonban fotoszintézisiik az oxigén felszabaditas miatt jobban
hasonlit a névényekéhez. [15]

Az algak évezredek ota fontos szerepet toltenek be a taplalkozas szempontjabol, példaul
tobb keleti népcsoport rendszeresen fogyasztja a nagyobb méretli, ezéltal konnyen
betakarithaté fajokat. A ma étrend-kiegészitoként elterjedt mikroalgak, Spirulina-fajok
fogyasztasa valdsziniileg szintén tobb évszazados multra tekint vissza. [16] Ez nem véletlen,
hiszen ezen algafajok az emberi szervezet szadmara fontos tdp- és asvanyi anyagokkal
bovelkednek, melyet az is igazol, hogy az Egészségligyi Vilagszervezet
»szuperélelmiszerként” tartja szamon 6ket. [17]

Mindemellett nagyon értékes borgyogyaszati hatéanyag. Krémek, gélek és emulziok
tartalmazzak &ltaldban por formajdban maximum 2-5%-ban. Javitja a bdér rugalmassagat,
antioxidans hatasdnak koszonhetden lassitja a bor oregedését. Porusdsszehtizo hatdsa mellett
nyugtatja a bort, valamint visszadllitta a meggyengiilt sejtkotéseket €s hozzajarulhat a

szovetek Gjraképzodéséhez vagasok esetén. [18]
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2.2.1. A Spirulina platensis bioaktiv vegyiiletei

A S. platensis a fikocianin (PC) nevli szinanyagnak kdszonheti zoldeskék szinét. A
fikocianin egy bioldgiailag aktiv vegyiilet, mely tengeri ¢l6lényekbdl, legnagyobb
mennyiségben az altalam is vizsgalt algabol izolalhat6. A fikocianin a fikobiliproteinek (PBP)
csaladjaba tartozik. A molekuldk szine szerint a fikobiliproteineket harom kategoriaba lehet
sorolni: fikoeritrinre (PE, voros), fikocianinra (PC, kék) és allofikocianinra (AP, kékeszold).
A fikocianin szerepet jatszik a fotoszintézisben, hatékonyan képes Osszegyljteni a fény
energidjat. Molekulaszerkezetét tekintve o ¢és P alegységekbdl all, mindegyik alegység
kromoforral van Osszekapcsolva, igy specifikus abszorpcios spektrummal rendelkezik. A
fikocianin fikocianobilin (PCB) kromoforokat tartalmaz, melyek abszorpcios tartomanya 590-
670 nm kozott talalhatod (2. abra). [19]

A fikocianin antioxidéns hatassal bir, képes a reaktiv oxigén gyokoket semlegesiteni,
ezaltal a majban zajlo lipid-peroxidaciod gatlasaban, igy a maj védelmében is részt vesz. Képes
a szabad hidroxil-gyokok megkotésére, igy elkeriilhetévé valnak az oxidativ karosodasok, €s
megakadalyozhat6 a sejtek idO eldtti apoptozisa. Mindemellett tobb kutatas is zajlik a
fikocianin rakellenes szerepérdl (példaul emlérak, majrak, tiidorak, vastagbélrak, leukémia és
csontveldrak esetében) in vitro és in vivo. A fikocianin specifikus affinitast mutat a tumoros
sejteken 1évé makrofagok (TAM-0k) scavenger-A (SR-A) receptorahoz, amely a TAM-on
nagymértékben expresszalddik. Ez lehetévé teszi a fikocianin szelektiv felhalmozddasat a
tumorsejtekben és célzott hatas kifejtését. [20] Kim ¢és munkatarsai leirtak, hogy a
fikokocianin az UV sugérzédsnak kitett borsejtekben is kedvezéen modulalja az apoptotikus
utvonalakat, mig Gunes és kutatocsoportja a sebgyogyulast segité hatasat igazoltak. [21,22]
Ezen tGlmenden antibakterialis, gyulladasgatld és immunerdsité (fokozza a limfocita
aktivitast és a nyirokrendszer mikodését) hatassal egyarant rendelkezik. A szakirodalom
szerint szelektiven képes gatolni a ciklooxigenaz-2 (COX-2) indukalhato izoformat. [23,24]

A S. platensis nagymennyiségben tartalmaz béta-karotint is, mely a szervezetbe
bekeriilve A-vitaminna (retinol) alakul. Jelent6s antioxidans aktivitassal rendelkezik, amely
segit megovni a sejteket az oxidativ karosodastol, valamint hozzajarul a fotoprotektiv hatas

kialakitasahoz. [25]
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2. abra: A Spirulina platensis legfontosabb bioaktiv vegyiileteinek szerkezeti képletei

A S. platensis a halakban fellelhetd mennyiség sokszorosat tartalmazza a jotékony
hatast telitetlen zsirsavakbol. Ezek koziil kiemelkedd jelentdséggel bir a tobbszorosen
telitetlen gamma-linolénsav (GLA), amelyet a szervezet nem képes szintetizalni, ezért exogén
forrasbol sziikséges potolnunk. [26] A GLA szerepet jatszik a stratum corneum barrier
funkcidinak fokozéasdban, képes csokkenteni a transzepidermalis vizvesztés mértékét,
valamint hatékony az epidermalis hiperproliferacié kezelésében. Hidnydban felbomolhat a
vizhaztartas egyenstlya, ami kiszaradashoz, rancosodashoz vezethet. Human Klinikai
vizsgalatok altal bizonyitott, hogy atdpias dermatitiszben szenvedd betegek ekcémas tiinetei
enyhiiltek magas GLA tartalmu készitmények fogyasztdsa soran, csokkent a bérszarazsag, a
gyulladas, a viszketés és a hamlas mértéke. [27,28] Mindemellett a GLA fontos prekurzora
bizonyos biokémiai anyagoknak, mint a prosztaglandinok (pl.: PGE1), tromboxéanok (TXA2)
¢és leukotriének, melyek jelentds szerepet jatszanak a gyulladdsos folyamatokban és az

immunvalasz kialakitasaban. [29]
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A S. platensis kiemelkedé mennyiségben tartalmazza az egyik alapvetd antioxidans
enzimet, a szuperoxid-dizmutazt (SOD). A SOD egy fémtartalmt enzim, attol fiiggden, hogy
hol fordul el6 ¢és milyen fém atomot tartalmaz, harom tipusat kiilonboztetjiik meg. Az
els6ként felfedezett szuperoxid-dizmutaz enzim a réz-cink szuperoxid-dizmutaz (Cu/Zn-SOD
vagy SOD1). Ez az enzim a citoszolban talalhatd meg eukaridtakban, mig a mangan
szuperoxid-dizmutaz (Mn-SOD vagy SOD2) a mitokondriumokban lokalizalodik, azonban ez
az enzim a prokariotakra is jellemz6é. A harmadik tipus vas tartalmi enzim, ez szinte csak
prokariotakra jellemzd6. A SOD a szuperoxid anion gyokoket semlegesiti, hidrogén-peroxidda
¢és oxigénné alakitja at azokat, ezaltal antioxidans hatassal rendelkezik. [30-32]

Az E-vitamin (alfa-tokoferol) szintén jelent6s antioxidans hatassal bir és az alga
kiemelkedéen magas mennyiségben tartalmazza. Elsdsorban a sejtek sejthartydjat védi,
hozzajarul az Oregedési folyamatok lassitasahoz, gatlasahoz. [33] Antioxidans aktivitasa
mellett enzimgatld hatasa is bizonyitott. A CTGF-génen (connective tissue growth factor)

keresztiil segiti a sejtregeneraciot, sebgyogyulast. [34]

e re s

2.2.2. A Spirulina platensis szerepe a borgyogyaszatban és az acne vulgaris terapiajaban

A természetes hatdanyagokat tartalmazo kiilséleges készitmények terén végzett
legtijabb kutatasok szerint az algak igéretesek lehetnek kiilonb6zd borproblémak kezelésére a
benniik talalhatd sokszinii bioaktiv vegyiiletnek koszonhetéen. A S. platensis-bél kinyerhetd
telitetlen zsirsavak, esszencialis aminosavak, vitaminok, asvanyi anyagok és antioxidansok
elésegitik a sebgyogyulast és gatoljak a gyulladasos folyamatok kialakulasat, szekunder
metabolitjai pedig antibakterialis és antiviralis hatassal rendelkeznek. [35] Spolaore és
munkatarsai 0,5 és 1,125%-0s S. platensis kivonatokat tartalmazé krémek in vitro
sebgyogyitd hatdsat epitelidlis és fibroblaszt sejteket haszndlva vizsgaltak. Megallapitottak,
hogy az 1,125%-o0s S. platensis kivonat jelentdsen javitotta a sejtproliferaciot és migraciot a
seb teriiletén a kontroll krémhez képest. [36] Egyes kutatasok szerint a sebgyogyulast segitd
aktivitas az algaban talalhat6 fikocianin és karotinoidok jelenlétével kapcsolatos. [22]

Az S. platensis-t antibakterialis hatasa révén alkalmasnak talaltdk az acne vulgaris
kezelésére is. Az acne vulgaris egy multifaktorialis, kronikus gyulladasos borbetegség, amely
elsésorban a serdiillokoruakat érinti. (3. dbra) Négy fO0 patogenetikai mechanizmusa van:
fokozott faggyutermelés, follikularis hiperkeratinizacid, bakteridlis hiperkolonizacid és

gyulladas. [37] A borgyulladas és az acne vulgaris kialakulasanak és sulyosbodasanak
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leggyakoribb oka a Cutibacterium acnes (C. acnes, korabban Propionibacterium acnes) és a
Staphylococcus aureus (S. aureus) baktériumok jelenléte. [38] A C. acnes képes
megtelepedni és szaporodni a bdr faggyutiiszOinek csatornaiban, az ottani lipofil
kornyezetben biofilmet képez ¢és kiilonb6zd virulencia faktorokat termel, melyek kivaltjdk a
gazdaszervezet immunvalaszat. A proinflammatorikus citokinek megjelenése medialja a

gyulladast, mely a baktériumok szamanak novekedésével fokozodik. [39,40]

Epidermis  Elzarédott tiisz6 enyhe gyulladas lathato gyulladas

faggyumirigyek

keratin és faggyu Bakterialis
felhalmozodasa proliferacio

3. abra: Az acne vulgaris patogenezise

Nihal és munkatarsai kimutattdk, hogy a fikocianinban gazdag kendcs sikeresen
alkalmazhat6 az acne lokalis kezelésében, ugyanis C. acnes és Staphylococcus epidermidis (S.

epidermidis) ellen is baktericid hatast mutatott. [41]

2.3. Calendula officinalis

A C. officinalis névény, kozismert néven kordmvirag az Asteraceae csalad egyik
képvisel6je. Tradicionalisan a nagy sarga vagy narancssarga viragokat (flos) és a novény
leveleit (folium) alkalmazzak alternativ gyogymoédként vagy kiegészité terapiaként fozet,
forrazat, tinktira vagy egyéb folyékony extraktum formajaban, legtobbszor krémekben,

ken6csokben. Szamos felhasznalasi teriilete ismert beleértve a boér- €s hajapolasi termékeket.
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Indiaban a viragok felhasznalasaval formulalt kendcsoket sebek, hegek, valamint herpesz

crer

2.3.1. A Calendula officinalis bioaktiv vegyiiletei

A Calendula officinalis flos kivonat szamos biologiailag aktiv anyagban gazdag, példaul
flavonoidokban, karotinoidokban, glikozidokban ¢és szteroidokban, melyek lehetévé teszik ezt
a sz€leskort alkalmazast. Polikarbonatokat is tartalmaz, amelyek szerepet jatszanak a
sebgyogyulasban és a sejtek permeabilitasanak szabalyozasaban. [43] A benne talalhato
karotinoidok gyulladascsokkent6 tulajdonsaggal rendelkeznek, mig a flavonoidok antioxidans
¢és antimikrobialis aktivitassal birnak. [44] A C. officinalis f6 flavonoid komponense a
kvercetin, amely jelentds antioxiddns aktivitdsdt a reaktiv oxigén- és nitrogéngyokok
semlegesitése révén fejti ki, de olyan gyulladasos jelatviteli utakat is megcéloz, mint a
STATI1, NFkB és MAPK. [45] A koromviragbol késziilt extraktumnak a proinflammatorikus
citokinek, a COX-2 enzim ¢és a prosztaglandin szintézis gatlasa révén jelentOs

gyulladascsokkentd hatasa van. [46,47]

erers

A reumatoid artritisz (RA) egy szisztémas autoimmun betegség, mely az iziileteket és azok
periférias részeit (inakat, szalagokat, izmokat) érinti. A gyulladas helyétdl, stilyossagatol vagy
a beteg életkoratol fuggden kiillonbozé formakat Olthet. [48] A betegség kovetkeztében
karosodik az iziileti porc és deformalodéas johet létre, ami visszafordithatatlan korképet
eredményez. (4. abra) Ez a betegség gyakran érinti a vallat és a térdet. [49,50] Terapiaja
magaban foglalja a nem-szteroid gyulladasgatlok (NSAID-ok), szisztémas ¢és lokalis
kortikoszteroidok és/vagy fizioterapia alkalmazasat. [51] Tobb tanulmany is beszamolt rdla,
hogy az iziileti gyulladdasban szenveddk gyakran alkalmaznak kiegészitd és alternativ terdpias
gyogymodot betegségiik kezelésére a hagyomanyos terapidk, példaul a vénykoteles

gyogyszerek mellett. [52]
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Egészséges iziilet Reumatoid artritisz
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4. abra: A reumatoid artritisz patogenezise

A szakirodalom szerint Osszefiiggés van az oxidativ stressz és a kronikus gyulladas
kozott, ugyanis a reaktiv oxigén gyokok (ROS) jelenléte szerepet jatszik a szovetkdrosodas
létrehozasaban a reumaban szenvedd betegeknél. [53] Az oxidans / antioxidans egyenstly
valtozasa szovetkarosodashoz vezethet, ezért az antioxiddnsok egyiittes adagoldsa a reumas
betegségekben is fontos. [54]

Az imént emlitett felismerés igazolja a koromvirdg potencidlis terdpias hatasat a
reumatoid artritisz kezelésében. Korabbi vizsgalatok kimutattak, hogy a C. officinalis-ban
nagymennyiségben megtalalhato kvercetin bioflavonoid gyulladasgatlé és antinociceptiv
hatassal rendelkezik. Javadi és munkatarsai egy kettds-vak, placebo-kontrollos randomizalt
klinikai vizsgalat soran tanulmanyoztak a kvercetin potlas hatasat 6tven RA-ban szenved6 n6
klinikai tlineteinek sulyossagara. Az aktiv csoport napi egy 500 mg-os kvercetin kapszulat
kapott 8 héten keresztiil, a fajdalom intenzitasat vizualis analog skalan (VAS) rogzitették. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a kvercetin kiegészitd kezelésként jotékony hatassal volt a
reumas iziileti gyulladasra, szignifikdns mértékben csokkentette a fajdalom mértékét, ezaltal
javitotta a betegek életmindségét. [55] A kvercetin kiilséleges alkalmazasanak iziileti
gyulladasra gyakorolt hatasar6l nem taldltam adatokat a szakirodalomban. Azonban
Bodhankar és munkatarsai leirtak, hogy a koromviragolaj javitja a diklofenak-natrium in vitro
perkutan felszivodasat Carbopol gélben vald alkalmazas soran. [56] Készitményeink a

koromvirag kivonat mellett diklofenak-natriumot és metil-szalicilatot is tartalmaztak, melyek
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izlileti gyulladasra gyakorolt jotékony hatdsairdl szdmos tudomdanyos publikacio Aall
rendelkezésiinkre. A metil-szalicilat (szalicilsav-metil-észter) egy illékony szerves vegyiilet,
szamos novényfaj szintetizalja. Irodalmi adatok alapjan antireumatikus hatdssal bir, javitja a
vérkeringést és helyi fajdalomcsillapitd hatast fejt ki. [5,6] Szamos topikalis készitmény
létezik, amelyek diklofenak-natriumot és metil-szalicilatot tartalmaz kombinacioban a
reumatoid artritisz kezelésére. Ezek a gyogyszerek csokkentik a fajdalmat, a duzzanatot és az
izlileti merevséget. A metil-szalicilat gyulladasgatld hatasat a citokinek termelédésének,
valamint az NF-xB jelatviteli utvonal aktivalodasanak gatlasaval képes kifejteni, mig a
diklofendk-natrium esetében ez a hatas a ciklooxigenaz enzim gatlasa révén, a prosztaglandin-

szintézis gatlasan keresztiil érvényesiil. [57]

2.4. Borfeliiletre szant félszilard készitmények

A megfeleld hatékonysagu borfeliilletre szant, topikalis gyogyszerkészitmény
formuléldsdhoz kulcsfontossdgu a bér anatdmidjanak ismerete. Roviden dsszefoglalva a bor 3
nagy részre tagolhato: epidermisz (a bor kiils6 rétege), dermisz és szubkutisz (hipodermisz).
Amikor bdrapolasrol beszéliink, akkor leginkabb az epidermisz rétegre kell gondolnunk, azon
beliil is a legkiilsObb rétegre, a stratum corneumra (SC). Ez az a feliilet, ami a kiilvilaggal
kozvetleniil érintkezik, segit megakadalyozni, hogy a mikrébak a boérbe jussanak, tdmogatja a
bor UV sugarak elleni védelmét, és szabalyozza a transzepidermalis vizvesztés mértékét,
ezzel biztositva, hogy hidratdlt maradjon a bor kiilsé rétege ¢és igy egészségesen
miikddhessen. Ezen rétegre az ugynevezett ,téglafal-szerkezet” jellemzd, ahol a téglaknak az
elszarusodott, sejtmag nélkiili korneocitak felelnek meg, kozottik pedig lipidréteg és viz
talalhato. A SC-nak kitlind diffuizids ellenallasa van, szdmos hatéanyag szdmara megneheziti
vagy lehetetlenné teszi a mélyebb rétegekbe vagy esetleg a véraramba torténd bejutast, ami
pedig a transzdermalis gyogyszerkészitmények formulalasat rendkiviil megneheziti. [58,59]

A topikalis gyodgyszerkészitmények a borfeliileten vagy a nyalkahartyan alkalmazott
gyogyszerkészitmények, melyek lehetnek lokalis és szisztémas hatastak. A borfeliiletre szant
készitmények kozé sorolhatunk olyan dermatoldgidban hasznalatos kendcsoket, krémeket és
géleket, amelyeket lokalis hatas kifejtésére terveztek. A dermatologiai formulacioknal cél a

crer

minimalis szisztémas hatas mellett, mig a transzdermalis gyogyszerkészitményeknél (pl.
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tapaszok) a borre, mint hatéanyag beviteli kapura kell tekinteni és a szisztémas hatasa elérése

a cél. [60,61]

2.4.1. Kenocsok és krémek

A kendcsok az ugynevezett félszilard gyogyszerformak egyik legjelentdésebb csoportjat
alkotjak. Az adott készitmény Osszetételével, bizonyos segédanyagok hasznalataval
szabalyozni lehet a lokalis vagy a szisztémas hatas kialakulasat, illetve a felszivodas mértékét.
[62] Szerkezetiknek megfeleléen altalanossagban elmondhato, hogy viszkozus anyagként
viselkednek és a nem Newtoni folyadékokra jellemzd tulajdonsdgokkal birnak, melyek
példaul a nagy nyirofesziiltség hatasara fellépd plasztikus, pszeudoplasztikus viselkedés vagy
a tixotropia.

A VIII. Magyar Gyogyszerkdnyv a kendcsoket egyfazisi készitményalapként
meghatarozza meg, mig a krémeket (cremor) tobbfazist készitményként tartja szamon. [5]
Osszességében mindkettre elmondhatd, hogy altalaban oldott, emulgealt vagy szuszpendalt
hatéanyagbol és vivoanyagbol allnak. A krémekre jellemzd a nagyobb viztartalom, ezaltal
lagyabb konzisztencia a ken6csokkel szemben. A vivéanyag legtobbszor tobb komponensbdl
allo, osszetett rendszer, készitményalapnak is nevezik. Ez teszi lehetdvé a hatdéanyagok
plasztikus készitményekké vald feldolgozasat. Nagyon fontos megemliteni, hogy mig mas
gyogyszerformak esetén a vivOanyagok altaldban nem rendelkeznek terapids hatassal, sot
legtobbszor kovetelmény is, hogy indifferens legyen, addig a kendcsok és krémek
hasznalatakor mindig szdmolnunk kell annak bdrre kifejtett hatdsaval. Az alap-és
segédanyagok tipusainak kivalasztasakor ezért koriiltekintéen kell eljarni. [63] A boérfeliiletre
szant félszilard gyogyszerkészitményeket tobb csoportba sorolhatjuk az Oket felépitd
vazképzd anyag tulajdonsagait tekintve. A ndvényi hatéanyagokat tartalmazo kendcsok és
krémek formuldldsa soran tobbféle vazképzd anyagot kiprobaltunk az optimalis hatéanyag
penetracid meghatdrozasa érdekében. Alkalmazasra keriilt tobbek kozott egy szénhidrogén-
gél vazképzo, a fehér vazelin (Vaselinum album), melyet egy természetes eredetii lipogél
tipusu, abszorpcids alapanyaggal, a lanolinnal (Adeps lanae, gyapjuzsir) kombinaltunk. Az
emlitett készitményalapok okkluziv és emolliens hatdsa kifejezett, vizzel viszonylag nehezen
lemoshatok. A vazelin csekély, mig a lanolin jelentds vizfelvevd képességgel rendelkezik.
[63] Emellett két masik lipogél tipusi vazképzd, a Cera flava (sarga méhviasz) és a
zsiralkoholok csoportjaba tartozé cetil-sztearil alkohol is alkalmazasra kertilt az sszetételek

fejlesztése soran. A megfelel6 emulgensek hasznalataval és viz hozzaadasaval, valamint a fent
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leirt vazképzd anyagok alkalmazasaval lehetdségilink nyilik emulzids rendszerti kendcsok és
krémek formuléléséra.

A kivant hatdéanyaglead6 rendszer kialakitdsahoz elengedhetetlen a kendcs és krém
formulalas altalanos szempontjainak ismerete. Az Osszetétel tervezésekor megkeriilhetetlen
tényez06 tehat, hogy a megfeleld terapiat a hato - és vivoanyag egyiittesen alakitja ki, valamint
a hatds mértékéhez nagyban hozzdjarul a bér fiziologias allapota is. A kivant
hatéanyagleadasu gyogyszerkészitmény kialakitasahoz fontos ismerni a hatéanyagok
oldékonysagat és permeabilitasat a bioldgiai membranokon keresztiil. A biohasznosulas
mértékét nagymértékben befolyasolhatja tovabba, hogy a hatéanyag oldott vagy szuszpendalt
allapotban van jelen a készitményben. Az elébbi esetében fontos a kezdeti koncentracio és a
diffizids allando ismerete is a hatéanyag felszabaduldsanak és felszivodasanak értékeléséhez.
[64] Amennyiben a farmakont szuszpendalt formaban tartalmazza a készitmény, tovabb

befolyasolja a biohasznosulas mértékét a hatdanyag vivéanyagban vald oldhatosaga. [63]
2.4.2. Gélek

A gélek kolloid méretli szervetlen részecskékbdl és szerves makromolekuldkbol
létrehozott félszilard gydgyszerformak kolloid koherens rendszerei. Kiillemiiket tekintve
legtobbszor transzparensek, nagy mennyiségii vizet tartalmaznak (kb. 85-90%), emiatt fizikai-
kémia tulajdonsagaik hasonlitanak az oldatokéhoz, ugyanakkor konnyen deformalhatdak és
alaktartdak. [63] A gélek haromdimenzios térhalds vazszerkezettel rendelkeznek, melynek
tipusa alapjan két nagy csoportba oszthatok. Amennyiben a részecskék kozott stabil kovalens
kotések alakulnak ki, kémiai gélrdl beszélink. Ebbe a csoportba tartoznak példaul az
irreverzibilis koheziv térhalos gélek (pl.: polivinil-alkohol (PVA) gél), a szilard-gaz vagy a
szilard-folyékony xerogélek. A viszonylag gyenge masodrendii kotéerok (van der-Waals
kolcsonhatés, hidrogén-kotés) altal dsszetartott vazakkal bird gélek a fizikai gélek, melyek
kevésbé alaktartok, mar kis erébehatasra is folynak, valamint szerkezetiik és kialakulasuk
erdsen fligg a kdozeg pH-jatol. [65]

Az altalam formulalt gélek a makromolekulds hidrogélek csoportjaba sorolhatok,
melyekben a térhaloés szerkezet adott monomerek Osszekapcsolodasaval jon létre. A
legismertebb gélképz6 polimerek kozé tartozik a metil-celluléz, mely a Formulae Normales
VIlI-ban is hivatalos Hydrogelum methylcellulosi f6 alkoté eleme, félszintetikus polimer. [66]
A gybgyszeriparban tobbek kozott viszkozitdsnoveloként, valamit kotdanyagos granulalas

soran gyakran alkalmazott hidroxi-etil-celluléz is rendelkezik gélképzé tulajdonsaggal.
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Vizben kolloidalisan olddodik, gyorsan és teljes mértékben szolvatalodik, a gélszerkezet
viszonylag gyorsan kialakul szobahOmérsékleten is. A szintén gélképz6 tulajdonsaggal
rendelkez6 akrilsav és a metil-akrilat szarmazékok vizben csak részben oldddnak, de laggal
végzett semlegesités soran vizben kolloidalisan old6dé szarmazékka alakulnak. A
semlegesitésre alkalmazhatdo példaul natrium-hidroxid, kalium-hidroxid és trietanolamin
(trolamin).

Az éltalam formulalt kéromvirdg tartalmu gélek készitése soran felhasznalt gélképzo
anyagok (Carbopol 974P, Pemulen TR-1 és Synthalen K) a karbomer tipusu gélképzok
(poliakrilatok, polimetakrilatok) kozé tartoznak. A karbomerek szintetikus, nagy
molekulasulyt akrilsav polimerek altal térhaldsitott cukrok vagy polialkoholok, melyek
segitenek irritalo hatastol mentes lokalis hasznalatra szant gyogyszerformak kialakitasaban,
mindamellett hogy biztositjdk az optimalis hatéanyagfelszabadulast és permeaciot. A
Carbopol 974P ennek megfelelden nagy molekulatomegii vegyiilet, melynek eléallitasa az
akrilsav térhaloés polimerjének allil-pentaeritrittel kopolimerizalva torténik. Oralis ¢és
nyalkahartyan torténé hasznalatra szant készitmények formulalasahoz is alkalmas. [67] A
Pemulen TR-1 akrilsav és 10-30 szénatomos alkil-akrilat nagy molekulastlyt kopolimerjével,
valamint allil-pentaeritrittel térhaldsitott emulgealdészer. A Pemulen polimer segédanyagok
hidrofil és hidroféb részeket egyarant tartalmaznak, kivald gélképzd polimerként szolgalnak,
emellett o/v tipusu emulzidk 1étrehozasat is lehetévé teszik. A szakirodalomban beszamoltak
rola, hogy egyes nem ionos feliiletaktiv anyagok alacsony koncentracidban jelentsen
novelhetik a Pemulen és hasonld polimer emulgealoszerek emulgeald képességét. [68] A
polimer emulgeéloszer ¢€s feliiletaktiv anyag kombindcidja azonban az emulzié hossza tava
fizikai stabilitasanak csokkenéséhez is vezethet. [68,69] A Synthalen K szintén karbomer
tipusu, szintetikus, 2-propénsav homopolimer segédanyag, amelyet biokompatibilitisa és
sokoldalisaga miatt széles korben alkalmaznak. A kiilsdleges gyogyszerformak

formulalasakor Kivalo stabilitast biztosit nagy viszkozitas mellett. [70,71]

2.4.3. A hatéanyag diffiizios képességét fokozo anyagok

A topikalis készitmények formuldlasa soran a legnagyobb kihivast a hatdanyagok bdrbe
juttatdsa, a penetracio elérése, elOsegitése jelenti. Mint azt fentebb emlitettem, a SC-on
keresztiil igen nehéz a hatéanyagok atjutasa, ezért szdmos modszer létezik a bor barrier
tulajdonsagainak lekiizdésére, beleértve fizikai €s kémiai technikakat is. A legaltalanosabb ¢€s

legmegfelelobb eljaras a specialis segédanyagok, ugynevezett Chemical Enhancer-ek (CE)
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alkalmazasa, amelyek képesek az adott molekulakat magukkal egylitt szallitani a SC-ba vagy
modositjadk a SC struktarajat, ezaltal lehetévé teszik a hatdanyag molekuldjanak bejutasat.
Elészor is, az oldott anyagnak az SC legkiilsé lipidrétegén kell atjutnia. Ezt a folyamatot a
CE-bér és az oldott anyag-bér kolcsonhatasok befolyasolhatjak. [72] Az oldott anyag a bérbe,
illetve a béron keresztiil harom f6 uton diffundalhat: a borfiiggelékeken (faggyumirigy,
szOrtlisz6, verejtékmirigy) keresztiil, paracellularis és transzcellularis ton. Utdbbi esetében a
lipoid természetli sejtmembran miatt foként a hidroféob anyagok képesek diffundalni. A
paracellularis utnal a hatéanyag a sejt kozotti jaratokon keresztiil jut a dermiszbe, majd a
vérkeringésbe, viszont ebben az esetben is leginkdbb a lipofil anyagok transzportja zajlik. A
szOrtiiszOk, verejték- ¢és faggyumirigyek csatorndin keresztiill az ionok és a nagy polaris
molekulak szabadon atjuthatnak a SC-on, viszont ezek a fliggelékek a teljes borfeliilet nagyon
Kicsi hanyadat képezik (csak 0,1%-a). [73] A diffuziot az is megneheziti, hogy a
hatéanyagnak a mirigyekben 1évé valadékkal ellentétes iranyba kell mozognia. Ezen kiviil a
faggyamirigyekben csak lipofil molekulak athatolasa lehetséges a lipidekben gazdag faggyu
miatt, viszont a szOrtiiszOk és verejtékmirigyek csatorndin hidrofil természetii vegyiiletek is
képesek lehetnek a diffiziora. [74,75]

¢s jelentds szerepet betoltd feliiletaktiv anyagok. Segédanyagként torténd alkalmazasuk célja
lehet a nedvesités, oldéas, diszpergalds eldsegitése, az abszorpcid ¢és a biologiai
hasznosithatosag novelése, illetve 1) gyodgyszerhordozd rendszerek kialakitdsa. Kémiai
szerkezetiiket tekintve harom csoportra oszthatok: anionos, kationos és nemionos feliiletaktiv
anyagok. Az anionos feliiletaktiv anyagok a bor szerkezetének megvaltoztatasa altal fejtik ki a
hatdsukat. Hasznalatuk sordn a transzepidermalis vizvesztés (transepidermal water loss,
TEWL) mértéke jelentdsen fokozddhat, ami bdrszarassagot és ez altal irritaciot, borpirt és
borkarosodast eredményezhet. Ebbe a csoportba tartoznak tobbek kozott az alkalifémek
zsirsavakkal alkotott so1 (szappanok), mint példaul az altalunk is hasznalt Empicol LZ/N, ami
a jol ismert natrium-lauril-szulfat (Natrii laurilsulfas, sodium-lauryl-sulfate, SLS) finomra
poritott formdja. A kationos feliiletaktiv anyagok (pl.: aminok, alkil-imidazolinok és a
kvaterner ammoniumsok) nagyobb mértékli, drasztikusabb valtozast idéznek elé a stratum
corneum szerkezetében, mint az anionos €s nemionos tarsaik, ezért e csoport molekulai
hatékonyabbak lehetnének a penetraciot fokozo hatast tekintve, azonban bdorirritaciot okozd
mellékhatasuk is sokkal jelentésebb mértékii, ebbdl kifolydlag dermadlis készitményekben
valo alkalmazasuk keriilendd. A nemionos feliiletaktiv anyagok kozé tartoznak az alkoholok

(cetil- vagy sztearil-alkohol), észterek és amin-oxidok. Elonyiik, hogy csak kismértékben
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valtoztatjdk meg az SC fiziologids struktirdjat az ionos feliiletaktiv anyagokkal
Osszehasonlitva. Bar penetraciot fokozo hatasuk viszonylag kisebb mértékii, mint az ionos
tenzideké, biztonsagosnak tekinthetdk, ¢s a megfeleld6 koncentracioban alkalmazva nem
okoznak bérirritaciot. [72] Ebbe a csoportba sorolhatd az altalunk hasznalt és a VIII. Magyar
Gydgyszerkonyvben is hivatalos Poliszorbat 60 (polioxietilén-szorbitan-monosztearat), melyet
szorbitbdl és zsirsavakbol allitanak eld egy tobblépcsds kémiai reakcidban. A Cremophor
(Kolliphor) A6 és A25 szintén nemionos feliiletaktiv anyagok, o/v emulgealoszerek, kémiai
szerkezetiiket tekintve polictoxilalt glikol észterek, melyeket krémek ¢és gélek formulalasahoz
eloszeretettel hasznalnak akar egymassal kombinalva a megfeleld aranyban. [76] A S.
platensis tartalmu krémek formulalasanal alkalmazott Tefose 63 (TFS) ugyancsak nemionos
o/v emulgens, szerkezetét tekintve polioxil-6-sztearat, etilén-glikol-sztearatok és polioxil-32-
sztearat keveréke. A TFS sokoldalu feliiletaktiv anyag, melyet a gyartd (Gattefossé) leirasa
szerint sokszor mas emulgensekkel (pl.: Labrafil) egyiitt alkalmaznak kotenzidként kiils6leges
hasznalatra szant készitmények stabilitasanak és konzisztencidjanak javitasa érdekében.

A feliiletaktiv anyag szerkezete, a szénhidrogén lanc hosszusédga, illetve telitettsége
szabja meg a diffuzios készséget eldsegité hatas mértékét. [77] Mindazonaltal érdemes szem
eldtt tartani, hogy a vivdanyag tipusa €és a készitményben 1€évd hatdanyag fizikai-kémiai
tulajdonsagai is nagymértékben befolyasoljak az adott feliiletaktiv anyag penetraciot fokozo
hatasat. [78]

Az egyik legszélesebb korben vizsgalt penetraciot fokozo zsirsav-észter az izopropil-
mirisztat (IPM), melynek tobbféle hatasmechanizmusat is leirtak. Egyes feltételezése szerint
az IPM gatolja a SC-ban 1év6 lipidlamellak egyméshoz rendezédését ezzel konnyebb atjutast
biztositva a hatéanyagoknak. Egyes szakirodalmak arrdl szamolnak be, hogy az IPM beépiil a
lipofil régioba, rogzitve az izopropilcsoportjat a polaris régioban, igy kdlcsonhatasba 1ép a SC
lipidjeivel, ami segiti a diffuziot. [79,80]

A cukorészterek szintén észter tipusi nemionos, feliiletaktiv tulajdonsédggal rendelkezd
segédanyagok, melyeket foleg az ¢élelmiszeriparban €s a kozmetikai iparban alkalmaznak.
Elénylik, hogy természetes €s biodegradabilis anyagok, jol ismert emulgealo és szolubilizald
tulajdonsagokkal. A gyogyszertechnologidban torténd hasznalatuk még nem annyira elterjedt,
pedig a hatéanyag szolvatalasanak és abszorpcidjanak fokozasahoz, valamint a szabalyozott
hatéanyag-leadasu rendszerek formulalasahoz kivalo segédanyagok lehetnek. A cukor-
észterek szachardz a-D-glilkozanak hatos szénatomjan 1évo hidroxil-csoportjat zsirsavakkal
észteresitve allithatok eld. (5. abra) A leggyakrabban hasznalt észteresitd zsirsavak kozé

tartozik a laurinsav, sztearinsav, mirisztinsav, palmitinsav és az olajsav. [81] A
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kutatomunkam soran hasznalt SP70 cukorészter sztearinsavat tartalmazo, 15-6s HLB

(hydrophilic-lipophilic balance) értékkel rendelkezd, o/v emulgens.

R-COOCH,
’ o H ROCH, ’
H o]
OR H H R-O
O-R 0 CH,O-R
H O-R O-R H

5. abra: A cukorészterek altalanos kémiai szerkezete

Szintén penetraciot fokozo hatassal rendelkez6 feliiletaktiv anyag az altalam is hasznalt
Transcutol HP (TC), mely kémiai szerkezetét tekintve dietilén-glikol-monoetil-éter (6. abra).
Szerkezetébdl adododan polaris és apolaris oldoszerekkel is kivaloan elegyedik, ezaltal jo
nedvesitd tulajdonsagai miatt. Alkalmazasa kovetkeztében a SC-ot alkotdé lipidek

megduzzadnak, mely jelenség hozzajarul a diffuzids ellenallas csokkenéséhez. [82,83]

6. abra: A Transcutol (dietilén-glikol-monoetil-éter) kémiai szerkezete

crer

A TC onmagaban is eldsegiti kiillonb6z6 hatéanyagok perkutan penetracidjat, azonban
ez a hatas tovabb fokozodhat, ha a megfelel6 tenzidekkel egyiitt keriil alkalmazasra. [83—85]

A krémek formulalasa soran valasztasom azért esett az o/v tipusu készitményalapra,
mert a stratum corneum hidratalasaval a legtobb hatdanyag, illetve kozmetikum bdron
keresztiil torténd diffuzidjdnak mértéke jelentdsen megemelkedhet. A  szarurétegiink
viztartalma altalaban 5-10 szazalék k6zott mozog, viszont a hidratalasnak kdszonhetéen ez az
érték akar a duplajara is emelkedhet. A bér megfeleld mértékii hidrataltsaga a hidrofil és a
lipofil természetli hatdanyagok atjutasat egyarant fokozhatja, ugyanis a polaris természetii

penetraciofokozd anyag interakcidba tud Iépni az amfifil tulajdonsaga lipidek feji (polaris)

végével, ami a lipid kettOs réteg atrendez6dését eredményezheti. [86]
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2.5. HaCaT sejtvonal

A kiils6leges gyogyszerkészitmények vizsgalatara elfogadott in vitro modellrendszer a
HaCaT sejtvonal, melyet Boukamp és munkatarsai hoztak 1étre 1988-ban. A differenciaciora

¢s proliferaciora képes emberi keratinocitadkat egy melanoméban szenvedd 62 éves férfi

cyey

------

alkalmas a human bér in vitro modellezésére. Ennek megfeleléen a HaCaT sejtvonalat a
kiilsdleges hasznalatra szant gyogyszerkészitmények alkalmazasa altal okozott borkarosodas,
citotoxicitds  jellemzésére, illetve a sebgydgyulast eldsegitd, antioxidans és
gyulladascsokkent6 hatas tanulmanyozasara széles korben hasznaljak. [88,89] A
keratinocitakkal végzett vizsgalatok eredményei elérevetithetik az in vivo eredményeket, igy
sok esetben az allatkisérletek alternativajaként szolgalnak a gyogyszerek vagy kozmetikumok
¢és az emberi bor biokompatibilitasanak jellemzésére. Mindezek ellenére érdemes szem el6tt
tartanunk, hogy a tenyésztett sejtek reakcidja a kiilonb6z6 anyagokkal torténd kezelésekre
nem mindig van osszhangban az €16 szervezet részét képezd sejtek viselkedésével. Az
immortalizalt Sejtek genotipusa ¢€s/vagy fenotipusa olykor megvaltozhat, ami mddosult

reakciokat eredményezhet a kiilsé hatasokra. [88]
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3. Célkitiizés

A természetes eredetli hatdanyagok felhasznaldsaval formulalt készitmények esetében
szamos kérdés meriilhet fel az adott készitmény hatéanyagtartalmat, terapids hatésat,
biohasznosuldsat, valamint biokompatibilitasat illetéen. A legtobb forgalomban 1évo
gyogynovény alapi készitményrdl sajnos nem dallnak rendelkezésiinkre kisérletek altal
alatamasztott bizonyitékok az imént felsorolt kérdéseket illetéen.

Az emlitett szempontokat, valamint a szakirodalmi el6zményeket figyelembe véve
doktori értekezésem céljaul megfeleld hatdanyagleadassal rendelkezd természetes eredetii
hatéanyagot tartalmazd kiilsdleges gyodgyszerkészitmények formuladlasat tiztik ki. Két
kiilonb6z6 hatdanyagra, a S. platensis algara és a C. officinalis gyogynovény viragara esett a
valasztasunk az eltérd terdpias indikacioju készitmények fejlesztésére.

A S. platensis-t felhasznalva gyogyszerformaként krémeket terveztiink formulalni az
acne vulgaris terapiajara, mig a koromvirag kivonat esetében célunk a reumatoid artritisz
kiegészitd kezelésére alkalmas kendces, krém vagy gél formulalasa volt diklofenak-natrium és
metil-szalicilat hozzaadasaval, szinergista hatast remélve.

A kivant mértékli biohasznosulds eléréséhez a megfeleld kendcs, krém ¢és gél-
alapanyagok, valamint penetraciot fokozo segédanyagok kivalasztisa volt az els6dleges cél.
Kiilonbozd tipustt emulgensek segitségével kedvezd hatdanyagleadast lokalis hasznélatra
szant készitményeket szerettiink volna formulalni. Célkitiizéseink kozott szerepelt a
formulaciok egymassal vald6 Osszehasonlitisa a kioldédott hatdéanyag-mennyiség
szempontjabol Franz féle vertikalis diffuzios cella és spektrofotométer segitségével.

Az esetleges negativ, nem kivant hatdsok vizsgalatat is fontosnak tartottuk, ezért MTT
citotoxicitasi méréseket végeztiink HaCaT sejtvonalon.

Az irodalmi Gsszefoglaloban leirt felvetések alapjan lényeges volt szamunkra, hogy
készitményeink antioxidans hatassal is rendelkezzenek, ezért erre iranyuld mérések elvégzését
szintén célul tiiztik ki.

A S. platensis tartalmu krémek antibakterialis hatasat az acne vulgaris-t okozo C. acnes
¢és S. aureus baktériumtorzseken terveztiik vizsgalni, mig a koromvirag tartalmt készitmények
esetében human klinikai vizsgalat elvégzése volt a végsd cél reumads iziileti gyulladasban
szenvedd betegeket bevonva. Kutatomunkdm két f6 irdnyvonaladt az alabbi tablazatban

Osszefoglalva szeretném ismertetni (1. tdblazat):
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A Kkisérletben kozremitkodo

Hatoanyag Kisérlet tarsszerzék
Az alga tenyésztése, kivonatkészités, Prof. Dr. Vasas Gabor,
liofilizalas DE Novénytani Tanszék
Kiilonbozo tipusu feliiletaktiv anyagot
tartalmazo krémek formulalasa
pH mérés
Gyogyszerforma - —
Spirulina vizsgalatok j[extll.ra ar.1a11z1s
platensis diffazioés vizsgalat
Citotoxicitasi vizsgalat HaCaT sejteken
Antioxidans hatas SOD
vizsgalata DPPH
) . ., Dr. Szabé Judit, DE AOK
Antibakterialis hatas vizsgalata Orvosi Mikrobiologiai Intézet
Prof. Dr. Jurca Tiinde és
A C. officinalis viraganak gytjtése, Prof Dr. Pallagi Annamaria
kivonatkészités, analizalas, liofilizalas Nagyvaradi Egyetem Orvos- és
Gyogyszerésztudomanyi Kar
Kendcesok, krémek és gélek formulalasa
diklofenak-natrium és metil-szalicilat
hozzaadasaval
, pH mérés
Calendula Gyogyszerforma - —
officinalis vizsgalatok .te%‘u%r’a ar‘lahz’ls
diffuzids vizsgalat

Citotoxicitasi vizsgalat HaCaT sejteken

Antioxidans hatas vizsgalata (DPPH)

Randomizalt, placebo kontroll human klinikai

vizsgalat reumatoid artritiszben szenvedo
betegeken

Nagyvaradi Egyetem és a Biile
Felix Recovery Hospital
(Rehabilitacios Klinikai Korhaz
Félixfiirdd, Romania)
munkatarsai

1. tablazat: A kutatdomunka soran alkalmazott Kkisérletek sematikus abrazolasa a tarsszerzok

kozremiikodésének megjelolésével.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Felhasznalt anyagok

A krémek formulalasahoz hasznalt Transcutol HP [2-(2-etoxi-etoxi)-etanol (CAS-szam:
111-90-0)] és Tefose 63 (CAS-szam: 9004-99-3) a Gattefossé (Lyon, Franciaorszag), mig a
cukorészter SP70 [szacharoz-sztearat (CAS-szam: 84066-95-5)] a Sisterna (Roosendaalc,
Hollandia) ajandéka volt. A Cremophor A6 [polietilénglikol 260 mono (hexadecil/oktadecil) -
éter (CAS-szam: 85941-44-2)] és A25 [makrogol (25) -cetosztearil-éter, (CAS-szam: 68439-
49-6)] a BASF cégtél (Ludwigshafen, Németorszag) szarmazik. A cetil-sztearil alkohol
[hexadekan-1-ol; oktadekan-1-ol (CAS-szam: 67762-27-0)], a sztearinsav [oktadekansav
(CAS-szam: 57-11-4)], a propilénglikol [propan-1,2-diol (CAS-szam: 57-55-6)], az izopropil-
mirisztat [propan-2-il-tetradekanoat (CAS-szam: 110-27-0)] és a standard-ként hasznalt
Aknemycin™ kenécs (20 mg/g eritromicin, Almirall Hermal, OGYI) -T-2373/01) a
Hungaropharma Ltd.-t61 (Budapest, Magyarorszag) keriiltek beszerzésre.

A koromvirag tartalmG krémek formulalasdhoz hasznalt Empicol LZ/N anionos
feliiletaktiv anyagot az Innospec Performance Chemicals Italy SRL, CLW0025334 sorozatbdl
vasaroltuk. A Synthalen K gélképz6 polimert (1518F65A) az Elton Corporation SA
(Romania), mig a Carbopol 974P és a Pemulen TR-1 polimereket a Lubrizol Corporation
(Ohio, USA) biztositotta. A diklofenak-natriumot (CAS-szam: 15307-79-6), metil-szalicilatot
(CAS-szam: 119-36-8) és trietanol-amint (CAS-szam: 102-71-6) a Merck KgaA-tol
(Németorszag) szereztiik be. Fehér vazelin és lanolin (Adeps lanae anhydicus) (Pharm Grade
USP37) a Zhongbao Chemicals Co., Ltd. termékei voltak.

A sejttenyésztéshez sziikséges nem esszencialis aminosav oldatot, a penicillin-
sztreptomicin keveréket, a GlutaMax™ kiegészit6t, a 96 lyuku plate-eket és a sejttenyésztd
flaskakat a Thermo-Fisher (Darmstadt, Németorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre. A HaCaT
sejtvonalat (human keratinocita sejtek) a Cell Lines Service-tél (CLS, Heidelberg,
Németorszag) rendeltiik.

A vizsgalatokban hasznalt cianobaktérium torzs (Spirulina platensis) a Botanikai Intézet
Autotrof Szervezetek (CCALA) kultara gyiijteményébdl keriilt beszerzésre Prof. Dr. Vasas
Gabor, a DE Novénytani Tanszék vezet6je altal. (026 Limnospira maxima (Setchell &
NLGardner) Nowicka-Krawczyk, Miihlsteinova & Hauer kodolassal, a Sammlung von
Algenkulturen Universitdt Gottingen (SAG) Arthrospira platensis -nek (SAG 85,79 torzs)
megfeleldje.) [90]
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A C. officinalis viragok begyiijtése 2019 juniusatdl augusztusig tartott Romaniaban a
Nagyvaradi Egyetem munkatarsai altal.
Minden egyéb segédanyag és reagens a Sigma-Aldrich (Budapest, Magyarorszag)

terméke.

4.2. Kivonatok készitése
4.2.1. Liofilizalt Spirulina platensis kivonat készitése és karakterizalasa

A cianobaktérium torzs tenyésztése Zarrouk tapkozegben (ipari termelésben
standardként hasznalt tapkozeg) batch-kultaraban tortént 8,2-es pH értéken, termosztattal (20
+ 1 ° C) ellatott box-ban, 12 oras vilagos/sotét fényperiddussal [28,69]. Az algafonalakat 12
napos tenyésztés utan centrifugilassal (Beckman Avanti J-25 rotor; 4500 X g)
Osszegyljtottiik, majd liofilizaltuk (Christ Alpha 1-2 LD plus) a Novénytani Tanszéken Prof.
Dr. Vasas Gabor segitségével. A liofilizalt alga port hasznaltam fel a krémek formulalasahoz

¢s a tovabbi vizsgalatokhoz.

4.2.2. Liofilizalt Calendula officinalis viragkivonat készitése és karakterizalasa

A bioaktiv vegyiiletek novénybdl torténd extrahéalasahoz etil-alkohol és desztillalt viz
keverékét hasznaltuk extrakcios oldoszerként. Szaz gramm apritott C. officinalis viragmintat
helyeztiink egy lombikba, és 1000 ml 96%-0s etanolos oldatot adtunk hozza. Az elegyet
kétszer extrahaltuk ultrahangos fiirdében 90 percig 45 °C-on [91], majd cellulozmembranon
(0,45 um porusatmérd) szirtilk. A maradék szilard fazist tovabb extrahaltuk 500 ml 70%
etanol és desztillalt viz (1:1) elegyével azonos koriilmények kozott, majd ismét szlrtiikk. Az
alkoholos és a vizes-alkoholos kivonatok elegyitésével nyert hidroalkoholos extraktumot
centrifugaltuk, és a feliiliszot rotacios beparloban szarazra paroltuk. [92] A szaraz C.
officinalis viragkivonatot -25 °C-on fagyasztottuk, majd liofilizaltuk (Christ Alpha 1-2 LD
plus) és a liofilizalt port hasznaltuk a tovabbi vizsgalatokhoz.

A C. officinalis fitokémiai elemzését a romaniai kutatocsoport korabbi vizsgalataiban
HPLC modszerrel végezte, diddasor detektorral ellatott eszkozzel, amely polifenolok (p-
kumarinsav, koffeinsav, galluszsav) és flavonoidok (kvercetin, epikatechin, rutin, miricetin)
jelenlétét jelezte. [93] Méréseik szerint 1 g liofilizalt C. officinalis kivonat 26,75 + 0,56 mg

kvercetint tartalmaz. Mivel a névény betakaritasanak, extrakcidjanak és liofilizalasanak
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vizsgalataik alapjan hataroztuk meg. [92,93]

4.3. Kiilsoleges gyogyszerformak formulalasa

4.3.1. Spirulina platensis tartalma krémek formulalasa

crer

Az alga tartalmu krémek formuldldsa kiilonféle nemionos feliiletaktiv anyagok,

Poliszorbat 60 (P60), Cremophor A6:A25 (1:1) (CR), Tefose 63 (TFS) és cukorészter SP70

(SP70) felhasznalasaval tortént. Az egyes feliiletaktiv anyagok mennyisége az 6sszetételekben

3 - 3% volt az 6sszmennyiséghez viszonyitva. Magasabb koncentracioban az ilyen tipusa

segédanyagok alkalmazasa keriilend, mivel fenn all a toxicitas veszélye, karosithatjak,

roncsolhatjak a membrant. [94] A 2. tablazat az altalam formulalt krémek Gsszetételét hivatott

szemléltetni.

Osszetevok

Vi Vil VI

Spirulina platensis por

5%

5%

5%

5% 5% 5%

Transcutol HP

14,2%

14,2% | 14,2% | 14,2%

Poliszorbat 60

3%

3%

Cremophor A6:A25 (1:1)

3% - -

Tefose 63

- 3%

- 3% -

Cukorészter SP70

3%

3%

Cetil-sztearil alkohol

4,6%

Sztearinsav

10%

Glicerin

5%

Propilénglikol

5%

Izopropil-mirisztat

5%

Tisztitott viz

62,4%

48,2%

2. tablazat: S. platensis liofilizatumot tartalmazoé o/v emulzios krémek 6sszetétele
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A formulalas soran a S. platensis alga liofilizalt formaban, az egyes Osszetételekben 5-5
%-ban kertilt felhasznalasra. Kisérleti munkam Soran formulaltam olyan krémeket, melyekben
a S. platensis liofilizatum szuszpendalt formaban volt jelen, valamint olyan Gsszetételeket is
l1étrehoztam, melyekben az algat Transcutol segitségével oldott formaban oszlattam el a
készitményalapban jobb penetracids képességet remélve.

Ahogy a 2. tablazatban lathat6, a formulalashoz felhasznalt készitményalap minden
esetben megegyezett, illetve nagy mennyiségii vizet tartalmazott, jellemz6en az olaj a vizben
(o/v) tipust emulzidos krémekre. A készitményalap tartalmazott még cetil-sztearil alkoholt és
sztearinsavat készitményalapként, glicerint, mely megfeleld koncentracioban alkalmazva
hidratalja a bort, propilénglikolt penetraciot fokozd szerként, valamint izopropil-mirisztatot
(IPM) konzisztencialagyitoként (emolliens).

A cetil-sztearil alkohol, a sztearinsav, a glicerin ¢és az IPM keverékét 60 °C-ra
melegitettem vizfiirdén és homogenizaltam. Ez képezte az Osszetételek olajos fazisat. A vizes
fazist alkotd propilénglikol, emulgedloszer és tisztitott viz elegyét szintén 60 °C-ra
melegitettem. A vizes és az olajos fazist homogenizaltam, majd folyamatos kevergetés mellett
25 °C-ra hitottem. Az utolsé 1épés a hatéanyag, a S. platensis liofilizatum hozzaadasa volt
szuszpendalt (I — IV 0Osszetétel) vagy oldott formaban. Az V-Vlll-as jelolésii formulaciok
esetén 5,0 g liofilizatumot 14,2 g TC-ben oldottam fel Radelkis OP-912 magneses kever6t
hasznalva szobahémérsékleten 3 6ran keresztiil. A liofilizalt S. platensis teljesen feloldodott a

TC-ban.

4.3.2. Calendula officinalis tartalma kenécs és krém formulalasa

Ahhoz, hogy a kivant hatéanyag-leadé rendszert kialakitsam harom kiilonb6z6
félszilard gyogyszerkészitményt készitettem, melyek hatéanyagai minden esetben diklofendk-
natrium, C. officinalis viragkivonat és metil-szalicilat voltak azonos mennyiségben, a
készitményalapban viszont jelentdsen eltértek egymastol. A formulalt kendes (A) és a két

krém (B, C) dsszetételét a 3. tdblazat mutatja be.
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Osszetétel A B C
C. officinalis kivonat 5% 5% 5%
Diklofenak-natrium 1% 1% 1%
Metil-szalicilat 12,5% 12,5% 12,5%
Lanolin 40,75% - -
Fehér vazelin 40,75% - -
Cetil-sztearil alkohol - 10% 10%
Cera flava - 2,5% 2,5%
Empicol LZ/N - 1,5% -
Cukorészter SP70 - - 1,5%
Glicerin - 10% 10%
Tisztitott viz - 57,5% 57,5%

3. tablazat: C. officinalis kivonatot tartalmazé kendcs (A) és krémek (B, C) osszetétele

Az A-val jelolt kendces alapjat a két komponens, a vazelin és a lanolin 60 °C-ra torténd
melegitésével és homogenizalasaval hoztam l1étre, ebben szuszpendaltam az -elporitott
koromvirag liofilizdtumot ¢€s a diklofenak-natriumot, majd hozzdadtam a metil-szalicilatot és
homogenizaltam.

A B 0sszetétel alapja egy o/v tipusi emulzids készitményalap, melyet két Iépésben
formulaltam. A lipofil fazist a cetil -sztearil alkohol €s a cera flava (sarga méhviasz) vizfiirdén
torténd megolvasztasaval kaptam. Az Empicol LZ/N és glicerin vizes oldatabol formulalt
vizes fazist 60 °© C + 2 ° C hdmérsékleten, folyamatos keverés mellett hozzaadtam az olajos
fazishoz. Az Empicol LZ/N anionos feliiletaktiv anyag, rendkiviil sokoldalu, kivalo
bioadheziv készitmények formulalasdhoz.

A C készitmény alapja szintén o/v tipusu emulzios krém volt. A lipofil fazist a cetil -
sztearil alkohol, a glicerin és a cera flava vizfiirdon torténd megolvasztdsaval nyertem. A
vizes fazist cukorészter SP70 nemionos emulgealdszer és propilénglikol vizes oldatabol
allitottam eld, amelyet szintén 60 °C-ra melegitettem. A vizes ¢és lipofil fazisokat

homogenizaltam és 25 °C-ra hiitéttem folyamatos kevergetés mellett.

33



A B és a C 0sszetétel esetében 5 gramm liofilizalt koromviragot és 1 gramm diklofenak-
natriumot a tisztitott viz adott mennyiségében (10 ml) feloldva adtam a készitményalaphoz,

majd ezutan oszlattam el benne a 12,5 grammnyi metil-szalicilatot.

4.3.3. Calendula officinalis tartalmu gélek formulalasa
A gélképzodés folyamata soran a makromolekula duzzadas révén felszivja a vizet. Az

altalam formulalt gélosszetételeket a 4. tablazat hivatott szemléltetni.

Osszetétel D E F
C. officinalis kivonat 5% 5% 5%
Diklofenak-natrium 1% 1% 1%
Metil-szalicilat 12,5% 12,5% 12,5%
Synthalen K 0,5% - -
Carbopol 974P - 0,5% -
Pemulen TR-1 - - 0,5%
Trietanolamin 0,6% 0,6% 0,6%
Glicerin 10% 10% 10%
Tisztitott viz 70,4 % 70,4% 70,4%

4. tablazat: C. officinalis tartalmi gélek minéségi és mennyiségi osszetétele

A D-vel jelolt formulacio eldallitasa soran a Synthalen K gélképz6 anyagot glicerin és
viz elegyében diszpergaltam. A keverést magneses keverd segitségével végeztem, majd az
elegyet 2 oran keresztiil allni hagytam. Amikor a Synthalen K teljesen feloldodott, a bazikus
komponenst, amelyet a trietanolamin 10 ml desztillalt vizben valé diszperzidja képzett kis
részletekben adtam hozza, és addig kevertettem az elegyet, amig a gél fel nem tisztult. Az E
és F Osszetételek esetében a megfeleld mennyiségii polimert hozzdadtam a megadott
mennyiségli vizhez és glicerinhez, majd a gélképzodés folyamatat trietanolamin
hozzaadasaval inditottam el, hasonldéan a D készitményhez. Az E formulacié Carbopol 974P
polimert, mig az F Pemulen TR-1 polimert tartalmazott gélképz6 segédanyagként. A
liofilizalt koromviragot és a diklofendk-natriumot 10 ml vizben feloldva oszlattam el az
elkészitett gélek adott mennyiségében, végezetiil hozzaadtam a 12,5 gramm metil-szalicilatot

mind a harom Osszetételhez.
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4.4. Gyogyszerforma vizsgalatok
4.4.1. A pH meghatarozasa

A pH-t potenciometriasan hataroztam meg hordozhat6 digitalis pH-mérével (Sension™
1, Hach Company, USA). Ot gramm kenécsot / krémet / gélt adtam 20 ml desztillalt vizhez,
amelyet elézdleg 37 £ 2 °C-ra melegitettem és 1 percig erdteljesen kevertettem magneses
keverdn. Lehtilés utan a diszperziot lesziirtem, és a sziirletben meghataroztam a pH-t.
Mindegyik meghatarozast triplikdtumban végeztem. A készitmények kémhatasat kdzvetlentil
a formulalas utan, valamint 30 és 60 nap elteltével is meghatdroztam (mindvégig 21 °C-on

tarolva) az esetleges stabilitasi problémak detektalasa érdekében.

4.4.2. Textura analizis

A textira analizist a formulaciok mechanikai jellemzdinek becslésére végeztem a
formulalast kovetd napon. A konzisztencia megfeleld értéke fontos a felhaszndlas és a
hatdéanyagleadds szempontjabol, meghatarozza a félszilard gyogyszerforma felkenhetdségét,
az alkalmazott feliileten valo szétteriilés mértékét, a feliilethez vald tapadast és abszorpciodjat
is.

Kompresszios tesztet hajtottam végre, amely soran a készitmények ellenallasa CT3
Texture Analyzer (Brookfield, Middleboro, MA, USA) segitségével keriilt szamszerUsitésre.
A szondara kifejtett erét Texture Pro CT szoftver (Brookfield Engineering Laboratories, MA,
USA) rogzitette. A késziilék TAS Cylinder tipusu probatest (12,7 mm atmérd és 35,0 mm
hosszusag) volt felszerelve a vizsgalat soran. Az eszkoz trigger erejét (4,0 g), célpontjat (10,0
mm) és sebességét (0,50 mm/s) rogzitettem. A vizsgalatokhoz az adott Osszetételi
készitménnyel toltott tégelyt 5,50 centiméterre helyeztem a probatest ald. A mérés eldtt a
feltétet 1 mm/s sebességgel leengedtem a minta feliiletére. A felszin elérése utan a probatest
10,0 mm mélységig hatolt be a mintaba 0,50 mm/s sebességgel, végezetiil az arra kifejtett erét
detektaltam Newton-ban (N) kifejezve. A texturanalizis szobahdmérsékleten (24,5+0,5 °C),
triplikatumban kertilt elvégzésre. A vizsgalat segitségével megkaptuk azon értékeket, amelyek
megadjak, hogy mekkora erd sziikséges a mérdtest kendcsbe, krémbe vagy gélbe valo

hatolasahoz.
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4.4.3. Reologiai analizis

A formulalt koromvirag tartalmi kendcs, krémek ¢és gélek fizikai-kémiai
tulajdonsagainak jellemzésére reologiai mérések kertiltek elvégzésre. A folyasi és viszkozitasi
tulajdonsagokat RheolabQC rotéacids reométerrel (Anton Paar Magyarorszag Kft.) hataroztam
meg. Az adatokat RheoPlus Rheometer szoftverrel (32 VV3.10 21003407-33024) segitségével
elemeztem, megallapitottam az atlagértékeket, ¢és kiszamitottam a szorast (SD). A
készitmények folyasi €s viszkozitasi gorbéit szabalyozott nyirasi sebességgel végzett rotacios
tesztekkel hatdroztam meg a nyirasi fesziiltség és a viszkozitas mértékének felhasznalasaval.

A vizsgalatokhoz hasznalt koncentrikus henger alaki mérérendszert (DIN EN ISO 3219
¢s DIN 53019 szerint) alkalmasnak talaltam a félszilard gyogyszerformdk vizsgéalatra. A
készitménybdl 0,50 — 0,50 grammot a reométer koncentrikus hengerekkel rendelkezd
termosztalt mérérendszerének (CC27-SN11271, d = 26,7 mm) tartalyaba vittem fel. A cellak
hémérsékletének bedallitasara Viscoterm VT2 vizfiirdét (Anton Paar Magyarorszag Kift.)
hasznaltam. A méréseket valtozo nyirasi sebességgel (sebesség gradiens) végeztem, 2-r6l 50

s™-re névelve (120-300 fordulat/perc), majd 50-ré1 2 s*-re csokkentve 24,5 °C-on. [95]

4.4.4. In vitro hatoanyag-felszabadulas és diffizios vizsgalatok

A permeabilitasi vizsgalatokat Franz féle diffuizios cella segitségével végeztem. A Franz
cella a hatéanyagok vivOanyagbdl vald felszabaduldsanak (release), valamint membranon
krémek, kendcsok, gélek, valamint transzdermalis hatéanyagleadd rendszerek vizsgalata
soran.

Az altalam hasznalt diffizidos berendezés (Hanson Microette TM Topical and
Transdermal Diffusion Cell System) 1,767 cm? diffuzios feliilettel és 7,0 ml térfogat receptor
kamraval rendelkezett. Az in vitro teszthez 25,0 mm atmérdjt és 0,45 um porust szintetikus
cellul6z-acetat membranokat alkalmaztam.

Az egyes diffazios cellak receptor kamrait 30%-os etanollal toltottem fel. A szintetikus
celluléz-acetat membranokat hasznalat el6tt 30 percig izopropil-mirisztattal (IPM)
impregnaltam. EQy gramm mintat juttattam minden membranra, majd a receptor fazis tetejére
helyeztem o6ket. A diffazios cellak szorosan zarva voltak, megakadalyozva a vivOanyag
parolgasat €s biztositva a készitmény integritasat a vizsgalat soran. A vizsgalat 32 = 1 °© C

hémérsékleten zajlott a receptor kozeget folyamatosan (350 fordulat / perc) razatva magneses
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keverdvel. Mintavétel (1-1 ml minta) a receptor kozegbdl 15, 30, 60, 90, 105 és 120 perc
mulva tortént.

A S. platensis tartalmi mintak fikocianin tartalmat 620 nm-en mértem UV-VIS
spektrofotométerrel (Shimadzu, Tokid, Japan). [96,97] Vak mintaként 30%-0s etanolt
hasznaltam. A fikocianin spektroszkopids mérése eldtt kalibracios gorbe kertilt felvételre,
mely altal linearis kapcsolatot talaltam a fikocianin koncentracidja és a mért abszorbancia
kozott.

A C. officinalis-t tartalmazo készitmények esetében a receptor kozeg diklofenak-
natrium-tartalmat 275 nm-en mértem UV-VIS spektrofotométerrel (Shimadzu, Toki6, Japan).
[98] A metil-szalicilat mérése soran annak nagy koncentracidja miatt a mintakat 100-
szorosara higitottam a receptor kozeggel (30%-0s alkohollal), majd 237 nm-en detektaltam a
diffundalt mennyiséget. [99] A C. officinalis kivonat f6 sszetevjét, a kvercetint 370 nm-en
detektaltam. [44] Vak mintaként 30%-0S etanolt hasznaltam. A spektroszkopiai mérések el6tt
meghataroztam a diklofenak-natrium, a metil-szalicilat és a C. officinalis kivonat (kvercetin)

kalibracios gorbéit.

4.4.4.1. Matematikai és kinetikai elemzés

A kiilonboz6 6sszetételek diffuzids profiljainak 6sszehasonlitdsat matematikai analizis
segitségével végeztem. A S. platensis tartalmt krémek esetében a hatdanyagot oldott, illetve
szuszpendalt allapotban tartalmazo Osszetételek, mig a kordmvirdg esetében a kiilonb6zd
tipusi  készitményalappal rendelkezé formulaciok diffuzids profiljanak hasonldsagat
vizsgaltam a hasonldsagi tényez6 (f2) meghatarozasaval. Az f, hasonlosagi tényez6t Microsoft

Excel segitségével szamitottam ki. [100,101]
2 1-05
f, =50 x log{[l+(1/n)2}lzle |Rj—Tj| ] xlOO}

ahol n a mintavételi szam, R; és T;az adott referencia és vizsgalati dsszetételbdl a j-edik
idépontban atlagosan kioldodott hatoanyag szazalékban kifejezve, és w; a sulyfaktor. A
készitmények akkor tekinthetdk hasonlonak, ha a hasonlosagi tényezo (fz) 50 és 100 kdzott
van. [100,101]

A kinetikai jellemz6k meghatarozasahoz az egységnyi teriileten atdiffundalt hatéanyag-
mennyiséget (Q, pg/cm?) dbrazoltam az eltelt id6 (t) négyzetgyoke (t?, min%) fiiggvényében.
A kapott egyenes meredeksége megadta a hatdéanyag vivOanyagbol torténd felszabaduldsanak

sebességi allandojat (kp). A hatdéanyag difftizios egyiitthatoja (D) az adott t idépontban a
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hatdanyag koncentraciojabol (Q, ug/cmz), a kezdeti koncentraciobol (Cy) és a diffuzios idébol
(t) hatarozhat6é meg az alabbi egyenlet szerint [63]:
0*°x m

P =G <«

4.5. Sejttenyésztés modszertana

A kisérletekhez hasznalt HaCaT sejtvonal (human keratinocita sejtek) a Cell Lines
Service-t61 (CLS, Heidelberg, Németorszag) szarmaztak.

Sejttenyésztd tapoldatként steril DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium)
tenyészté folyadékot hasznaltam, mely 4,5 g/l D-gliikozt, fenolvords indikatort, 1% (v/v) L-
glutamint tartalmazott, kiegészitve natrium-hidrogén-karbonattal (3,7 g/l), 10% (v/v) foetalis
szarvasmarha szérummal, 1% (v/v) nem esszencialis aminosav oldattal és 1% (v/v) penicillin
(100 NE/ml) — streptomycin (100 pg/ml) oldattal. Elkészités utan két héttel a médiumhoz
GlutaMAX™ stabilizalt L-alanin-L-glutamin dipeptid tartalmu oldat keriilt hozzaadasra 1:100
aranyban. [102]

A HaCaT sejteket mianyag sejttenyésztd flaskaban novesztettem parasitott CO-
atmoszféraban (5%v/v), 37 °C-on. A sejttenyészé médiumot hetente kétszer cseréltem
laminaris aramlast steril flilke alatt. A konfluens sejtréteg kialakuldsakor a sejteket a
sejtlaborban, aszeptikus koriilmények kozott, laminaris aramlasu fiilke alatt passzaltam. A
passzalas megkezdése el6tt minimum 20 percig UV lampa segitségével csiramentesitettem a
laminar boksz-ot, majd 70%-os alkohollal fert6tlenitettem a feliileteket. A sejttenyésztd
médium eltavolitasa utan a maradék tapoldatot PBS oldattal mostam. A letapadd sejtek
emésztéséhez 4 ml tripszin-EDTA oldatot (0,05% (m/v) tripszin és 0,02% (m/v) EDTA)
hasznaltam. A sejteket 5 percig 37°C-on inkubaltam a tripszinezés alatt, ezutan G6tszoros
mennyiségll friss médium hozzdadasaval ledllitottam a reakcidt. A sejtszuszpenziot 1100 rpm
fordulatszamon, 6 percig, 25 °C-on centrifugaltam, a feliiluszot eltavolitottam, majd a sejteket
10 ml friss médiummal szuszpendaltam és mikroszkop alatt, Biirker kamra segitségével
megszamoltam. Végezetiil 1 millid sejtet tartalmazd mennyiséget steril flaskaba szélesztettem
és kiegészitettem tapoldattal 10 ml-re. A citotoxicitasi és az antioxidans kisérleteket minimum

20, maximum 40 passzazsszamu HaCaT sejteken végeztem.
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4.6. Citotoxicitas vizsgalata

A kiilonb6z6 sszetételek sejtéletképességre gyakorolt hatasat 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-
il)-2,5-difenil-tetazolium-bromid (MTT) festék segitségével vizsgaltam Mosmann ¢és
munkatarsai altal els6ként leirt metodikat alkalmazva. [103] Az MTT festékkel végzett teszt
egy kolorimetrias vizsgélat, amely a sejtek metabolizacids képességén alapszik. A metodika
segitségével a nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NAD(P)H)-fiiggé mitokondrialis
oxidoreduktaz enzim aktivitasa detektalhatd, amely a tetrazdlium gytrti felnyitasaval
transzformalja a vizoldhat6 sarga MTT festéket vizoldhatatlan lila formazan kristallya [(E,Z)-
5-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-1,3-difenil-formazan]. [104,105]

A vizsgalathoz sziikséges elOkésziileteket (mintakészités) a diffazios méréshez
hasonloan végeztem el (4.4.4. fejezet). Alkohol helyett PBS-t hasznaltam a cellak
feltoltéséhez, igy kikiiszobolve a receptor kozeg toxicitasa miatti esetleges fals eredményeket.
Az izopropil-mirisztattal impregnalt celluloz-acetit membranra felvittem a készitmények
meghatarozott mennyiségét és elinditottam a diffazioét. A mintavétel a 120. percben tortént a
receptor kozegbdl.

Az in vitro citotoxicitasi vizsgalatot human keratinocita sejtvonalon (HaCaT sejtvonal)
végeztem. A sejteket 96 lyuku sejttenyészd plate-be szélesztettem (10* sejt/lyuk) és CO.
inkubatorban, 37°C-on hagytam néni 7 napon keresztiil, amig 1étrejott a konfluens sejtréteg. A
vizsgalat soran a sejttenyészté médiumot eltavolitottam a sejtekrdl, majd a mintakat és a
negativ kontrolként hasznalt PBS, valamint a pozitiv kontrollként alkalmazott Triton-X 100
(10 v/v%) oldatokat rapipettazva a sejtekre (200 ul/lyuk) tovabbi 30 percig inkubaltam 37°C-
on. Ezutan leszivtam az oldatokat és a sejteket kétszer 1 ml PBS oldattal mostam. Egy tiszta
kadban elvégeztem az MTT festék higitasat (1:9 aranyd MTT festék - PBS), rapipettaztam a
sejtekre (100 pl/lyuk), majd tovabbi 3 oOrdn keresztiil inkubaltam 37°C-on. Ezutidn
eltavolitottam az oldatot a sejtekrdl és a keletkezd lila szinli formazéan kristalyokat sosavas
izopropanolban (100 ul/lyuk) oldottam fel (izopropanol - 1,0 N sésav = 25:1). Végiil 570 nm-
en, 690 nm hattér mellett mértem az abszorbanciat FLUOstar OPTIMA Microplate Reader
segitségével. Az igy kapott abszorbancia értékek a még eld sejtek szamaval korrelaltak. A
sejtek életképességét a kezeletlen negativ kontrollhoz (csak PBS-sel kezelt) viszonyitva
szazalékban fejeztem ki. Mindegyik mintat 6 lyukban vizsgaltam, az abszorbancia értékeket

atlagoltam.

39



4.7. Antioxidans hatas vizsgalata

4.7.1. Szuperoxid-dizmutaz enzim aktivitasanak meghatarozasa UV-sugarzasnak Kitett

HaCaT sejteken

A kisérlet soran UVB sugarzasnak tettem ki HaCaT sejteket az adott &sszetételekkel
torténd kezelés eldtt vagy utdn 10 percen keresztill, ezzel oxidativ stresszt, szabadgyok-
képzddést, sejtkarosodast indukaltunk. Egyszeri, 350 uW mértékti UV-B sugarzast hoztam
l1étre a Gyogyszertechnoldgiai Tanszéken 1évo napszimulator berendezéssel (Oriel® Sol-UV-
4 UV Solar Simulator, USA). A HaCaT sejteket 12-lyuk plate-ben szélesztve (10° sejt/lyuk)
az UV-sugarzast kibocsatd berendezés ala helyeztem, attél 20 cm tavolsagra. A vizsgalando
mintakat a Franz-diffizids késziilék segitségével gyiijtottem, hasonléan a citotoxicitasi
vizsgalathoz (1,0 ml minta minden készitménybdl). Pozitiv kontrollként a HaCaT sejteket (£)-
6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilkroman-2-karbonsavval (Trolox), az E-vitamin vizben o0ld6dé
szarmazékaval kezeltem, melyet kozvetlenill felhasznalas el6tt oldottam fel PBS-ben (10
uM). A kisérlethez PBS-t hasznaltam negativ kontrollként.

Az eldkezelés soran a tapoldatot eltdvolitottam a sejtekrdl, 200 pl vizsgélati oldatot,
illetve kontroll mintat adtam hozza, és a sejteket tovabbi 20 percig inkubaltam a mintakkal
CO; inkubatorban 37 °C —on. 20 perces UV-B besugarzas és a mintak eltavolitdsa utan a
sejteket kétszer mostam PBS-sel. Az utokezelt csoport esetében a sejteket a kezelés el6tt 20
percig besugaroztam, 20 percig inkubaltam a vizsgalati oldatokkal, majd mostam PBS-sel.

A sejteket felszedtem és centrifugaltam 2500 rpm-en, 10 percen keresztiil 4 °C-on, majd
homogenizaltam a sejtpelletet 20 mM HEPES pufferrel (1 mM EGTA, 210 mM mannitol, és
70 mM szachardz, pH 7,2), és ujra centrifugaltam 3500 rpm-en 5 percen keresztiil 4 °C-on. A
feliilusz6 SOD aktivitasat Cayman Kit segitségével hataroztam meg (Cayman Chemical, Ann
Arbor, MI, USA). [106]

A SOD enzim aktivitdsanak meghatarozasara szolgald assay-t 96 lyukt plate-en
végeztem a gyartdi protokoll szerint. A kolorimetrias mérés kiértékeléséhez sziikséges
kalibracios egyenes szerkesztéséhez standard oldatokat készitettem kiilonb6z6 SOD
koncentraciokkal, melyek enzimaktivitasa ismert volt. 10-10 pl standard, illetve vizsgalati
oldatot adtam az egyes lyukakhoz melyeket kiegészitettem 200 pl higitott gyokdetektor
oldattal. Ezutan a reakcidt inicializaltam 20 pl xantin oxiddz enzim hozzaadasaval. A plate-et
30 percig inkubaltam szobahdmérsékleten (24,5 °C), majd 450 nm hulldmhosszon vizsgaltam

a mintdk abszorbancigjat Multiskan Go spektrofotométert hasznalva (Thermo-Fisher,
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Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok). Minden mintat hat lyukon vizsgaltam, az
eredményeket atlagoltam. A SOD enzim aktivitdsat az egyes mintdkban linedris regresszio

modszerével szamszerusitettem.

4.7.2. 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) gyok megkotésén alapulé antioxidans

kapacitas meghatarozasa

A készitmények DPPH (C1gH12NsOg, M = 394,33 g/mol) gyokfogd aktivitasat Brand —

Williams modszerét alkalmazva, azt kis mértékben modositva hataroztam meg. [107] A
hatdéanyagot tartalmazé €és a hatéanyag nélkiili készitményekbdl szarmazo mintakat Franz-
diffuzids cella felhasznalasaval gytijtottem, receptor fazisként abszolut etanolt hasznalva. A
cellakbol 2,0 ml mintat vettiink a 120. percben, amikor a hatéanyagok diffuzidja elérte a
maximumot. Az elbézéleg elkészitett C. officinalis kivonat (15,0 mg/ml abszolut etanolos
oldat), valamint a S. platensis kivonat (10 mg/mL abszolat etanolos oldat) antioxidans
aktivitasat is tanulmanyoztuk.
DPPH gydkoldatot pipettdztam, majd a reakcidelegyeket 30 percig sotétben inkubaltam.
Amennyiben a DPPH antioxidans vegyiiletekkel reagal, ezen vegyiiletek hidrogént adnak at a
DPPH-nak. Amikor a DPPH dondlta a hidrogéngyokét, a reakcid szinvaltast eredményezett
sOtét ibolyaszinlirdl vildgossargara. Az abszorbancia mérését UV-spektrofotométerrel
(Shimadzu Spektrofotométer, Tokid, Japan) végeztem 517 nm-en, abszolut etanolt hasznalva
hattérként. [108] A kapott abszorbancia értékek segitségével az antioxidans aktivitas mértéke
(gétolt reaktiv oxigén gyok (ROS) %) meghatarozhat6 az aldbbi képlettel:

AA% =100 — {[(AbSminta — AbShatter) % 100]/Abskontroll}

ahol az AbSninta az adott minta és a DPPH oldat keverékének abszorbancidja, az Abspayer
az abszolut etanol abszorbancidja, az AbSkonironn pedig a negativ kontroll és a DPPH oldat
keverékének abszorbanciaja. [109] Standardként aszkorbinsav alkoholos oldatat (0,25 mg/ml)
hasznaltam. [110] Negativ kontrollként 1,0 ml DPPH-oldatot (0,06 mM) higitottam 2,0 ml

abszolut etanollal.
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4.8. A Spirulina platensis tartalmu készitmények antibakterialis hatasanak

vizsgalata

A S. platensis tartalmi készitmény antibakterialis hatasat Staphylococcus aureus
(ATCC® 43300™) ¢s Cutibacterium acnes (ATCC® 33169™) baktériumtorzseken
vizsgaltam, elébbi esetében 1 x 10° sejt/ml, mig utobbinal 1 x 10°-10" sejt/ml kezdd
inokulum alkalmazasaval. Az antibakterialis érzékenységi vizsgalatokat mikrodilucios
modszerrel végeztem a Debreceni Egyetem Orvosi Mikrobioldgiai Intézet munkatarsaival
kozremiikodve, a legujabb EUCAST protokolloknak (E.Dis 5.1) megfelel6en.

A S. aureus-t Mueller-Hinton taptalajon (Mueller-Hinton Broth (MHB)) tenyésztettiik
aerob koriilmények kozott. Otven mikroliter S. aureus szuszpenziét adtunk 5 ml témény
MHB-hez. A C. acnes-t tioglikolat tapkozegben tenyésztettiik, ezzel biztositva az anaerob
mikroorganizmusok novekedését. A tioglikolat tapkozeg natrium-tioglikolatot, dextrozt,
natrium-kloridot és tdpanyagokat tartalmazott, beleértve a kazeint, az élesztét, a
marhakivonatot és a vitaminokat. [111]

A vizsgélati oldatokat Franz-diffizidés berendezés segitségével nyertem az adott
Osszetételekbol, kioldo kdzegként PBS-t hasznalva. Pozitiv kontrollként egy gyari eritromicin
tartalmi  kendcsot (Aknemycin™, 20 mg/g eritromicin) hasznaltam, melyet szintén
diffazionak vetettem ald és a cella receptor fazisabol vettem mintdt a 120. perc utan.
Mindegyik készitményt harom kiilonallo diffuizids cella segitségével vizsgaltam. A negativ
kontrollcsoportokat mindkét esetben csak PBS-sel kezeltem. Vizsgaltam tovabba az alga
antibakterialis hatasat difftzio nélkiil, melyhez 10,0 mg liofilizalt S. platensis-t oldottam 4,0
ml PBS-ben.

A kisérlet soran 100 pl bakterialis inokulumot pipettaztam 96-lyuku plate-re, majd 100
ul tesztoldatot adtam hozza. A S. aureus baktériumtorzset tartalmazo plate-eket aerob
kornyezetben, mig a C. acnes baktériumot Concept 400 anaerob kamraban inkubaltuk 6 6ran
keresztil 37 °C-on. Az inkubalas soran mintakat vettink 2 és 6 Ora elteltével, és

abszorbancidjukat 600 nm-en mértiik Multiskan Go (Thermo Fisher) spektrofotométerrel.

4.9. A Calendula officinalis tartalmu készitmények klinikai vizsgalata

Randomizalt prospektiv vizsgalatot végeztiink 115 abartikularis reumas betegen, akiket
a romaniai Bihile Baile Felix rehabilitacios klinikai korhdzban 2019 januarja és jiniusa kozott

kezeltek. A felvételi kritériumok a kovetkezOk voltak: 18 évesnél idésebb betegek, akik vallat
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vagy térdet érintd iziileti gyulladdsban szenvednek, olyan betegek, akik elfogadtak az
ultrahangvizsgalatot, és akiknél ingyulladast diagnosztizaltak. A kizarasi kritériumok a
degenerativ vagy gyulladdasos reuma, demencia, daganatos megbetegedés, fertdzo ¢&s
dermatologiai kérképek voltak. Otven beteg keriilt kivalasztasra, akik teljesitették a felvétel
kritériumait és beleegyeztek a klinikai vizsgalatba. Koziiliik 36 paciensnél diagnosztizaltak a
térd RA-t, 14-nél pedig a vall RA-t.

A betegek randomizalasa szamitogépes kod segitségével tortént a két kezelési csoport
egyikébe: Az aktiv csoportot a hatdanyagot tartalmazé készitménnyel, a placebdcsoportot
aktiv Osszetevoket nem tartalmazo formulaval kezeltiik naponta kétszer (reggel és este), 14
napon keresztiil. Ot gramm készitményt hasznaltunk fel minden kezelésnél. A kezeléseket a
fent emlitett gyogyszerforma és preklinikai vizsgéalatok sordn legkedvezdbb eredményeket
mutatd készitménnyel, a Synthalen K gélképzé anyaggal formulalt D jelolésti Osszetétellel
(hatdéanyagokkal / hatdanyagok nélkiil) végeztiik.

A vizsgalatban résztvevé valamennyi beteg kitoltotte a fajdalom értékelésére szolgald
kérddivet, a vizudlis analdg skalat (VAS) a kezelés megkezdése el6tt és a 14 napos kezelés
utan. A VAS skalan a betegek valaszaikat (fajdalomintenzitasuk) barhova elhelyezhették egy
10 cm hosszi vonalon, ,,nincs fajdalom” (0. szint) és ,,elviselhetetlen fajdalom™ (10. szint)
verbalis leirokkal a végpontokon.

A klinikai vizsgalat sordn a térd vagy a vall képalkotd vizsgélatat hosszanti és
keresztiranyban egyarant elvégeztilkk nagyfrekvencids ultrahanggal (Philips HDI 5000),
melynek segitségével mértiik a teljes szinovidlis membran vastagsagat a vizsgalatba vald
belépés napjan és 14 nappal késébb. [112] A gyulladast a szinovidlis membran duzzanata
tarsult. [113,114] A szinovialis vastagsag mérését az Europai Liga a Reuma Ellen (European
League Against Rheumatism, EULAR) altal ajanlott protokoll, valamint Jan és munkatarsai
szerint végeztiik. [115] Mindkét esetben az UH képének legnagyobb anteroposterior atmérdjét
értékeltiik a klinika orvosanak segitségével. A szinovialis membran atmérdjének csokkenés
jelentette az iziileti gyulladas mérséklodését.

Etikai megéllapitds: Minden alany megalapozott beleegyezését adta a felvételhez,
mieldtt részt vett volna a vizsgalatban. A vizsgalatot a Helsinki Nyilatkozatnak megfeleléen
végezték, és a protokollt a Rehabilitacids Klinikai Kérhaz Baile Felix (Romania, Bihor, Etikai

Bizottsag) etikai bizottsaga jovahagyta (12820 / 28.12.2018).

43



4.10. Statisztikai elemzés

Az adatokat Microsoft Excel 2013 és GraphPad Prism (6. verzi6; GraphPad Software,
San Diego, Kalifornia, USA) segitségével kezeltem ¢és elemeztem, és atlagként + S.D.
abrazoltam. Két csoport Osszehasonlitdsat t-probaval, mig tobb csoport Gsszehasonlitasat
egyiranyt ANOVA-val végeztem, amelyet Dunnett t6bbszords Osszehasonlito tesztje vagy
Tukey tobbszords 6sszehasonlitd tesztje kovetett, attol fiiggden, hogy a csoportokat egy adott
kontrollcsoporthoz vagy egymashoz hasonlitottam-e. Az eredményeket szignifikansnak

tekintettem, amennyiben a p-értéke kisebbnek adodott, mint 0,05.
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5. Eredmények

A konnyebb attekinthet6ség érdekében a S. platensis, illetve a C. officinalis
felhasznélasaval formulalt Osszetételek vizsgalati eredményeit a két témakdr szerint

csoportositva szeretném bemutatni.

5.1. A Spirulina platensis alga tartalmi krémek vizsgalatanak eredményei
5.1.1. Makroszkopikus tulajdonsagok és kémhatasa

A kiils6leges gyogyszerkészitményeket illetden rendkiviil fontos a megfeleld kémhatas
beallitasa, ugyanis ezen formulacidk esetében a 3,5 - 7 pH-tartoméanyba esdk az elfogadottak.
Az emberi borfeliilet pH-ja normal esetben 4,7 koriil mozog, viszont az 6regedéssel ez az
érték novekszik. Bar a savasabb pH-ju készitmények kedvezOobbek a bérnek, a tul alacsony
pH befolyasolhatja az altalunk végzett antioxidans és antibakterialis tesztek eredményeit,
ezért esett a valasztas a semleges pH-ra. [116,117]

A formulalt Osszetételek makroszkopikus jellemzdinek értékelését kozvetleniil az
elkészitést kovetden, illetve 30 és 60 nap elteltével végeztik el. Az V-VIII formulaciok
homogén, halvany kékeszold megjelenéstiek, az I-1V Osszetételek pedig heterogének voltak,
mivel ezek szuszpendalt formaban tartalmaztak a liofilizalt S. platensis-t. Az egyes
készitmények pH-értéke 6,5 és 7,0 kozottinek adodott és 60 nap elteltével sem valtozott

szignifikans mértékben (5. tablazat).
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pH érték = SD
Osszetétel fofrﬁlzl‘lletznuﬁtlzin 30 nap utan 60 nap utan
I 6,77 £ 0.04 6,76 + 0.04 6,76 + 0.05
1 6,83 + 0.04 6,84 + 0.04 6,82 + 0.03
Il 6,95+ 0.05 6,94 + 0.03 6,94 + 0.04
v 6,92 +£0.02 6,93 +0.03 6,91+ 0.04
V 6,77 £ 0.04 6,74 £ 0.05 6,73 £ 0.05
VI 6,82 +0.02 6,81 + 0.04 6,92 + 0.04
Vil 6,90 + 0.03 6,89 + 0.04 6,90 = 0.05
VI 6,91 £ 0.03 6,91+ 0.05 6,92 + 0.05

5. tablazat: A Spirulina platensis tartalmu készitmények pH-értékei kozvetleniil formulalas utan,
valamint 30 és 60 nap elteltével 21 °C-on torténé tarolassal. Az egyes mérési adatok az atlagot +
S.D. jelzik, n =5.

5.1.2. Textura elemzés

A krémek ¢és kendcsok mechanikai tulajdonsdgainak elemzésére az

egyik
legaltalanosabb  kvantitativ. modszer az allomanyvizsgalat. [118,119] A kiilonb6z6
Osszetételekkel kompresszios vizsgalatokat végeztem, majd értékeltem az eredményeket.

A probatestnek az I-VIII. készitménybe adott tavolsagra torténd bejutasahoz sziikséges
nyomoerdket (N) a 7. abra mutatja. A nyomoderé maximalis értékébol kovetkeztetni lehet a
készitmény konzisztenciajara. [119] A vizsgalatom szerint a kiilonbozo osszetételekhez eltérd
erokifejtésre volt sziikség, tehat eltérd konzisztencidval rendelkeznek. A hatéanyagot
szuszpendalt €s oldott formaban tartalmazo készitményeket hasonlitottam 0ssze egymassal. A
SPP-t Transcutolban oldva tartalmaz6é formulaciok esetében kisebb erdkifejtés volt
detektalhatd a deformacidval szemben, mint a szuszpenzios valtozatokat illetden. Szignifikans
(p < 0,05) kiilonbségek voltak kimutathatok az 1. és IV, II és VI, III és VII, valamint IV és

VI formulaciok kozott. [120]
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A textlira vizsgalatdt a hatéanyagot tartalmazd, illetve a hatéanyag nélkiili (kontroll)
készitmények esetében is elvégeztem, majd értékeltem. A meghatarozasokat 6t parhuzamos
méréssel, 24,5 £ 0,5 °C-on hajtottam végre. A 7. abra Newton-ban (N) megadott nyomoer6t
prezentdlja Osszehasonlitva a kontroll mintdkkal. A kontrollmintdk azonos Osszetételiiek

voltak S. platensis kivonat nélkiil.

1000 m §sszetétel hatdanyaggal ® hatéanyag nélkiil
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800

* *

*
700 =
600
50
400
300
200
10(

I I I v % VI VII VIII

7. abra: A S. platensis tartalmu készitmények textura-analizisének eredménye 24,5 = 0,5 °C-on,
nyomoéer6 (N)-ként meghatirozva. A hatéanyagot tartalmazo6 formulaciokhoz tartoz6 eredményeket
szilirke oszlopok, a hatéanyag nélkiilieket pedig kék oszlopok szemléltetik. Minden adatpont az atlag +

S.D., n =5 értéket jelenti.
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A hatdanyaggal és hatdéanyag nélkiil formulalt készitmények, valamint a hatdéanyagot
szuszpendalt és oldott formaban tartalmaz6 krémek 0sszehasonlitd elemzésére egyszempontos
varianciaanalizis (ANOVA-t) és Tukey tobbszoros Osszehasonlito teszt keriilt elvégzésre. A
szignifikans eltéréseket az abran * jeloli (p < 0,05). A S. platensis por alkalmazasa
statisztikailag egyik esetben sem valtoztatta meg a kompresszios erd értékét. A szuszpendalt
(I-1IV) és az oldott formak (V-VIII) k6zott minden Osszetételparban szignifikans kiilonbségek
voltak kimutathatok.

5.1.3. In vitro hatéanyag felszabadulas és diffuzio vizsgalata

A 8. abra a kiilonb6z6 Osszetételekbdl felszabadult és diffundélt fikocianin kumulativ
mennyiségét mutatja (%) az id6 fliggvényében (perc). A kiilonboz6 Osszetételli készitmények

100 grammja 5 gramm liofilizalt S. platensis algat tartalmazott, ami az analitikai vizsgalatok
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alapjan 23,07 + 0,8 mg fikocianinnak felel meg. [90] A diffuzids cellakra felvitt mennyiség a
krémekbdl 1-1 gramm volt, ami a fentiek szerint 0,23 + 0,008 mg fikocianinnak feleltethetd

meg.
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8. abra: A fikocianin in vitro diffaziés profilja izopropil-mirisztattal (IPM) impregnalt celluloz-
acetat szintetikus membranon keresztiil az I-VIII dsszetételek esetében. Az egyes mérési pontok
hat kiilon cellabol vett minta abszorbanciajanak atlagat és + SD-t jelzik. Egyutas ANOVA-t és Tukey
tobbszords Osszehasonlito teszt keriilt elvégzésre a Spirulinat szuszpendalt és oldott formaban
tartalmazo készitmények dsszehasonlitasara. A statisztikailag szignifikans kiilonbségeket p < 0,05
értéknél csillag jeldli.

A kisérletei eredmények szerint azok a készitmények, amelyek esetében a hatdanyagot
TC-ben oldott formaban tartalmaztak, magasabb diffuzios értékeket mutattak, mint az azonos
emulgenst tartalmazd szuszpenzids parjaik. A fikocianin vivOanyagbol  torténd
Osszetételekbdl 120 perc elteltével a kovetkezd csokkend sorrend szerint rendezhet6: VII >
VIII>UI>IV>VI>II>V>1L

Szignifikans kiillonbségeket tapasztaltam a II. és VL., III. és VII., valamint IV. és VIIIL.
Osszetétel diffuzidja kozott (p < 0,05), azonos idépontokban (15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 és
120 perc utan) vett mintak esetében. Ahogy az varhaté volt, a hatéanyag TC-ban torténd
feloldasaval nagyobb mértékili fikocianin felszabadulas és diffuzio volt megfigyelhetd. Az

eredmények tovabba azt mutatjdk, hogy emulgedloszerként a TFS-t vagy az SP70-et
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tartalmazd készitményekbdl még TC hasznalata nélkiil is kedvezdbb volt a hatdéanyag
diffazios profilja, mint a CR és P60 emulgedloszereket tartalmazé krémek esetében.

A legnagyobb diffundalt hatéanyag-mennyiséget tehat a VII és VIII készitmények
esetében sikeriilt detektalni, amelyekben a S. platensis-t TC-ban oldottam, emulgealdszerként
pedig SP70-et vagy TFS-t tartalmazott. A fikocianin maximalis diffundalt mennyisége elérte a
39,81 £+ 0,83%-ot (9,18 + 0,38 mg) a VII készitmény esetében és a 39,80 = 1,15%-ot (9,18 +
0,41 mg) a VIII jelolésti krémet vizsgalva. Megallapithatd, hogy ezen két készitménybdl
szarmaz6 diffundalt fikocianin mennyisége kozotti kiilonbség statisztikailag nem volt
szignifikans (p < 0,05) a kisérlet végén (120. perc). A P60-at emulgealoszerként tartalmazo
krémek mutattak a legcsekélyebb mennyiségi diffundalt hatéanyagot, és a TC készitményhez

val6 hozzdadasa sem eredményezett jelentds ndvekedést.

5.1.3.1. Matematikai és kinetikai elemzés eredménye

Az azonos emulgealoszerrel formulalt oldott és szuszpendalt S. platensis liofilizatumot
tartalmazd készitmények diffuzids profiljat hasonlitottam Ossze modell-fiiggetlen analizis
segitségével. A Kiszamitott hasonlosagi tényezoket a 6. tablazat tartalmazza. Két készitményt

akkor tekintettem hasonlonak, ha hasonlésagi tényezojiik (f2 érték) 50 és 100 kozott van.

Paronkénti dsszehasonlitas f2
VIl vs Il 45,42
VIl vs IV 43,59
VIvs i 53,91
Vsl 97,74

6. tablazat: Az azonos emulgealészerrel formulalt oldott és szuszpendalt Spirulina platensis port
tartalmazo osszetételek kioldodasi profiljanak osszehasonlitasa a hasonlésagi tényezo (2)
szamitasaval.

A szamitott f2 hasonlosagi faktor értékek alapjan nagyfokil hasonlosagot véltem
felfedezni az V és az 1 6sszetétel kioldodasi profiljat illeten. Erdekes médon a szamolas
alapjan a VI és a II Osszetétel is hasonlonak bizonyult, mivel az 2 érték (53,91) 50 és 100
kozottinek adodott. [100] A legnagyobb kiilonbséget a VIII és a IV jelolésii Gsszetételnél
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tapasztaltam, ez esetben tehat a TC szignifikans mértékben novelni tudta az atdiffundalt

A fikocianin felszabadulasanak sebességi allandojat (K) és a difftizios egyiitthatod értékét
(D) az egységnyi terlileten atdiffundalt hatéanyag mennyiségébdl, a kezdeti koncentraciobol
¢s a diffuzios idobdl hatdroztam meg. Az egyes Osszetételekhez tartozd sebességi allandokat
¢és a diffuzios egyiitthato értékeket a 7. tablazat tartalmazza. [121,122] A szamolas alapjan
jelent6s kiilonbségek (p < 0,05) voltak megfigyelhetok a III és VII, IV és VIII, valamint a II
és VI 0Osszetétel diffuzids egyiitthato értékei kozott. Ezekben az esetekben statisztikailag
szignifikansan alacsonyabb eredményeket kaptunk a szuszpendalt forméak vizsgalata soran,
mint az oldott SPP-t tartalmazo készitményeknél. Az 1 és V 0sszetételek kozott nem
tapasztaltam szignifikdns kiilonbséget. A  Poliszorbat 60 emulgenssel formulalt
készitményekbdl a fikocianin felszabadulasi sebessége €s diffuzios dllandoja elmaradt a tobbi

Osszetételtdl, fiiggetleniil attol, hogy a hatéanyag oldott vagy szuszpendalt formédban volt

jelen.
A fikoclan,l n f’elszab?.d ulas Diffazioés koefficiens
Osszetétel sebességi allandoja
sszetéte K-10° (ug/cmz - min?) + 5 , .
SD. D - 10° (cm“/min) £ S.D.

| 64,07 0,28 0,143 +0,02

I 156,48 + 2,60 1,756 £ 0,35

I 339,19 + 7,53 7,316+ 1,29

v 279,68 £ 5,96 5,484 £0,83

\Y 65,80 = 0,15 0,167 +0,02
Vi 285,37 + 3,63 5345+0,42*
Vil 493,51 £ 6,62 15,90 £ 0,95 *
VIl 531,44 £ 5,87 14,54 + 0,93 *

7. tablazat: A fikocianin felszabadulasi sebessége és a diffuizios koefficiens értékek az egyes
osszetételekre vonatkoztatva (I-VI111.). Minden adatpont az atlagot + S.D. jelenti, n =5, p < 0,05.
Egyutas ANOVA és Pearson korrelacios tesztek kertiltek elvégzésre statisztikai elemzésként. A SPP-t
szuszpendalt vagy oldott formaban tartalmazo készitmények kozotti szignifikans eltéréseket a
tablazatban csillag (*) jeldli.
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5.1.4. In vitro citotoxicitasi vizsgalata HaCaT sejtvonalon

5.1.4.1. A Spirulina platensis és az alkalmazott segédanyagok citotoxicitasa

A nemionos feliiletaktiv anyagok, a TC és az alga 0,50 (m/m) %-os oldatanak
citotoxicitasat HaCaT sejt monorétegen vizsgaltam. A segédanyagokat és a SPP-t PBS-ben
oldottam fel. Amint az a 9. abran lathato, az emulgealdszer tipusa nagymértékben befolyasolta
a sejtek ¢€letképességét. A legjelentdsebb toxicitas a P60 és a CR emulgensek esetében volt
detektalhatd, ezek esetében a sejtek életképessége kevesebb, mint 50% volt a negativ
kontrollcsoporthoz (foszfattal pufferolt s6oldat (PBS)) képest. Az SP70 cukorészterrel kezelt
sejteknek volt a legmagasabb az életképessége (93,05 + 2,20 %), ezt kovette a TFS kezelés
82,79 + 2,95 szazalékkal. A kisérlet eredményei szerint tehat az SP70 és a TFS emulgens is
minimalis toxikus hatast gyakoroltak a keratinocita sejtekre 0,50 (m/m) % koncentraciokat
alkalmazva. Szignifikans kiilonbségek voltak megfigyelhetok a TC-lal, valamint a PBS-sel
kezelt (negativ kontroll) csoportok kozott. A TC 70,46 + 4,37%-ra csokkentette a sejtek
¢életképességét, ami még éppen elfogadhatonak mondhaté az ISO 10993:5 standard alapjan,
mely szerint 70% feletti érték esetén nevezhetd a készitmény biokompatibilisnek. [123] A
PBS-ben oldott SPP csak 5,5%-kal csokkentette a sejtek életképességét, a készitmény f6

komponense tehat jol toleralhatonak bizonyult.
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9. dbra: Az SP70 cukorészter (SP70), Tefose 63 (TFS), poliszorbat 60 (P60), Cremophor A6 és
A25 (CR), Transcutol HP (TC) és Spirulina platensis 0,50 (m/m) %-o0s oldataival kezelt HaCaT
sejtek életképességének vizsgalata MTT festék segitségével. Negativ kontrollént PBS-t, pozitiv
kontrollként Triton X 100-at alkalmaztunk. Minden adatpont az atlagot + S.D jeldlik (n = 10). A sejtek
életképessége a negativ kontroll csoport szdzalékaban keriilt kifejezésre. A kiilonb6z6 mintdk PBS-sel
torténd Osszehasonlitasara egyutas ANOVA, valamint Dunnett tobbszoros dsszehasonlito tesztje kertiilt
elvégzésre. A *, ** *¥* gg *¥*** qtatigztikailag szignifikans kiilonbségeket jeleznek p < 0,05, p < 0,01,
p <0,001 és p <0,0001 értékeknél. A piros vonal az ISO 10993-5: 2009 (E) szabvany alapjan

meghatarozott 70%-os hatarértéket jeloli.

Sejtéletképesség (%)

5.1.4.2. A Spirulina platensis tartalmu készitmények citotoxicitasa

Az MTT citotoxicitasi vizsgalatokat HaCaT sejt monorétegen végeztem, minden mintat
Franz diffizios berendezés segitségével készitettem, receptorfazisként PBS-t hasznalva. Az 1
ml-es mintaoldatokat a 120. perchen vettem, amikor a fikocianin diffuzidja elérte a
maximumat. Az azonos Osszetételli, de SPP nélkiili krémeket is vizsgaltam kontrollként. A
kisérletek eredményeit a 10. abra mutatja.

A sejtek é€letképességét a csak PBS-sel kezelt sejtek életképességének szazalékaban
fejeztiik ki. A pozitiv kontroll a Triton X 100 (10 tomeg/térfogat%) volt, amely szignifikansan
alacsonyabb sejtéletképességi eredményeket mutatott a negativ kontrollhoz képest. A TC-t
nem tartalmazé krémek magasabb sejtéletképességi értékeket mutattak, mint az azonos
emulgealoszert, valamint TC-t is tartalmazo Osszetételek. A kiillonbozé emulgealoszereket
tartalmazd készitmények eltéré6 mértékii sejtéletképességet eredményeztek. A kapott

abszorbancia értékek alapjan a cukorészter SP70 feliiletaktiv anyagot tartalmazo formulaciok
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voltak a legkevésbé toxikusak a keratinocitakra nézve, ugyanis a sejtek életképessége a IV-es
Osszetétel esetében 87,24% + 1,0%, mig a VIII-as 0sszetétel esetében 83,15% =+ 0,82% volt.
Az 1, V és II, VI 0Osszetételparokkal torténé kezeléshez tarsultak a legalacsonyabb
sejtéletképességi adatok, tehat a Poliszorbat 60-at és Cremophort tartalmazo krémek fejtették
ki a legtoxikusabb hatast a HaCaT sejtekre. Az SPP-t nem tartalmaz6 formulécidk esetében a
citotoxicitdsban nem volt szignifikans kiilonbség az SPP tartalmu krémekhez képest, tehat a
SPP alkalmazasa statisztikailag egyik esetben sem valtoztatta meg a sejtek életképességi
értékeit. Ezen eredmények alapjan megallapithatd, hogy az SP70-nel és TC-lal formulalt,
hatéanyagként S. platensis-t tartalmazd Osszetétel jol toleralhaté, mindossze 13%-kal

csOkkentette a sejtek életképességét.

M hatoéanyaggal ™ hatéanyag nélkul

100

o * %

%k %k

%k 3k

ki * ok % K
%k %k
ok % 5k
* % %k K
. m
v VI VII

PBS Triton X I I I v
100

Sejtéletképesség (%)

30

10. abra: Sejtéletképességi vizsgalat MTT-teszt segitségével HaCaT-sejteken az 1-VI111
formulaciokkal torténé 1 oras inkubalas utan. A sejtéletképesség szazalékos értéke a csak PBS-sel
kezelt negativ kontroll sejtek abszorbanciaja alapjan keriilt kiszamitasra. Minden adatpont az atlagot +

S.D. abrazolja, n = 12. A kiilonb6z06 készitményekkel tortént kezelések eredményeinek a negativ
kontrollal valo 6sszehasonlitasara szokasos egyutas ANOVA Dunnett tobbszords 6sszehasonlitd
tesztjével keriilt elvégzésre. **, *** ¢g **** statisztikailag szignifikans kiillonbségeket jelez p < 0,01, p
<0,001 és p <0,0001 értéknél. A piros vonal az ISO 10993-5: 2009 (E) szabvany alapjan
meghatarozott 70%-os hatarértéket jeloli.
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5.1.5. A Spirulina platensis tartalmu készitmények in vitro antioxidans vizsgalatai
5.1.5.1. Szuperoxid-dizmutaz enzim aktivitasanak mérése HaCaT sejteken

Az in vitro antioxidans kisérlethez az emulgealdszerként TFS-t és SP70-et, valamint az
SPP-t szuszpendalt (III, IV) és oldott formaban (VII, VIII) tartalmazé készitményeket
valasztottam ki a diffuzios vizsgéalatok és az MTT citotoxicitési tesztek eredményei alapjan.

A vizsgalat soran az UVB sugarzasban nem részesiilt sejtcsoport SOD enzimaktivitasat
tekintettem 100%-nak. A hatéanyaggal formulalt 6sszetételekkel torténd el6-és az utdkezelés
hatasara bekovetkezett enzimaktivitas valtozasokat Osszehasonlitottam a kontroll sejtek
enzimaktivitasaval, amelyeket az SPP-t nem tartalmazo III és IV, valamint VII és VIII
készitményekkel el6- vagy utokezeltem. Pozitiv kontrollként (+)-6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilkroman-2-karbonsavat (Trolox) hasznaltam az el6-és utdkezelés soran.

A 11. abra szemlélteti, hogy az ultraibolya sugarzasnak Kitett csoportban, ahol nem
alkalmaztam el6- vagy utokezelést a vizsgalati oldatokkal, a SOD enzim szintje
szignifikansan lecsokkent az UV-val nem kezelt csoporthoz képest. A HaCaT sejtekben az
antioxidans enzimaktivitas drasztikus mértékii csokkenését az UVB sugarzas okozta nagyfoku
oxidativ stressz eredményezhette, ami stlyos sejtkarosodashoz vezethetett. Az eldkezelés
soran kisebb mértékii csokkenést, azaz magasabb enzimaktivitast tapasztaltam az SOD értékét
tekintve. A legkedvezobb eredmény a VIII-as készitménnyel torténd premedikalds hatisara
volt megfigyelhetd, ahol az SPP-t TC-ban oldottam fel (11/a abra). Ebben az esetben a SOD
aktivitas atlagos értéke UVB besugarzas utan 26,45 + 0,85%-nak adodott. Az eredményeim
alapjan elmondhato, hogy az utokezelés nem tudta megakadalyozni az UVB sugarzas okozta

jelentds enzimszint-csokkenést (11/b abra).
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11. abra: Tefose 63-at (II1, VII) és cukorészter SP70 feliiletaktiv anyagot (IV, VIII) tartalmazé
készitményekkel végzett el (a) - és utokezelés (b) hatasa az UVB sugarzasnak kitett HaCaT-
sejtek SOD enzimaktivitasara. Az enzimaktivitas szazalékos értéke a sugarzas nélkiil hagyott
keratinocitak SOD aktivitasa alapjan keriilt kiszamitasra. A negativ kontroll PBS-sel el6- vagy
utokezelt UVB-besugarzott sejtek, pozitiv kontroll PBS-ben oldott Trolox-szal (10,0 uM) kezelt sejtek
voltak. Az adatpontok az atlagot + S.D. jelentik, n = 10. A készitmények egymassal valo
Osszehasonlitasara egyutas ANOVA és Tukey-féle tobbszords 6sszehasonlitod tesztek keriiltek
elvégzésre. A *, ¥* és *** statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jelez p < 0,05, p < 0,01 és p <

0,001 értékeknél.
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5.1.5.2. A Spirulina platensis porral formulalt 6sszetételekkel végzett DPPH vizsgalat

A vizsgalat soran a S. platensis kivonat, valamint a III, IV, VII, VIII készitmények
gyokfogd aktivitdsanak szadzalékos ardnyat (AA%) hataroztam meg. A DPPH-teszt
eredményei alapjan megallapithato, hogy a S. platensis kivonat (10 mg/ml) antioxidans
aktivitasa az aszkorbinsav antioxidans aktivitdsinak 68%-a (12. dbra). Osszehasonlitasképpen
elvégeztiik a vizsgalatot a hatébanyag nélkiili formuldciokkal is. A kapott értékek alapjan az
SPP-t tartalmaz6 készitmények antioxidans aktivitasa szignifikansan magasabbnak bizonyult,
mint az azonos Osszetételli, de SPP-t nem tartalmaz6 formulacioké. Az SPP nélkiili krémek

tehat - ahogy azt varni lehetett - nem mutattak jelentds gyokfogo aktivitast.

DPPH oldat |

Aszkorbinsav

S.platensis extr.

VI i ————

VI [ e——

VI D —

V —

IV e—

T [ —

1 R—

I e

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
® hatéanyag nélkiil Semlegesitett szabadgvok (%o)

12. abra: A S. platensis-t tartalmazo készitmények szabadgyokfogé aktivitasa a hatoanyag
nélkiili készitményekkel dsszehasonlitva. A pozitiv kontroll 96%-0s etanolban oldott aszkorbinsav
(0,25 mg/ml) volt. Negativ kontrollként 2,0 ml DPPH-oldatot (0,06 mM) alkalmaztunk 1,0 ml abszolut
etanollal higitva. Az adatok atlag + SD (n=4) formaban vannak megadva. Kétmintas t-proba kertiilt
elvégzésre az SPP-vel vagy anélkiil késziilt készitmények 0sszehasonlitasara. A szignifikans
eltéréseket az abran *, ** *** &g **** je]li (p < 0,05, p < 0,01, p <0,001 és p <0,0001), amely az
SPP-t tartalmazé és az azonos sszetételli, SPP nélkiili 6sszetételek szignifikancia szintjeit mutatja.

Eredményeink szerint a VII és VIII készitmény szignifikdns mértékben képes volt
gatolni a DPPH oxidaciojat, azaz jelentds gyokfogod aktivitdssal rendelkeztek. A VIII
készitmény, amely SP70 cukorésztert és TC-t tartalmazott, mutatta a leghatékonyabb

antioxidans aktivitast a DPPH vizsgalat eredményei szerint is. Az SPP-t szuszpendalt
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formaban tartalmazé készitmények (II1 és IV) ebben az esetben is kisebb aktivitast mutattak,

mint azok, amelyek a hatéanyagot oldott forméban tartalmaztak.

5.1.6. Antibakterialis hatas vizsgalata

A S. platensis tartalmu krémek acne vulgaris elleni hatasanak tesztelésére a fent leirt
vizsgalatok alapjan legkedvezébbnek bizonyult, TFS ¢és SP70 emulgenssel formulalt, a
hatoanyagot TC-ban oldva tartalmazo6 Osszetételeket valasztottuk ki. A VII- és a VIII jelolésu
krémek antibakterialis hatasanak becslésére standard mikrodilucios modszert alkalmaztunk,
melyet Dr. Szabd Judit, az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet munkatarsanak segitségével
végeztiink el. A vizsgalatot C. acnes (13/a abra) S. aureus (13/b abra) baktériumtorzseken
hajtottuk végre 6 6rds inkubiacids idével. Pozitiv kontrollként Aknemycin™ kendcsot (20
mg/g eritromicin) hasznaltunk. A negativ kontrollcsoportot mindkét esetben csak PBS-sel
kezeltiik. A S. platensis hatasat onmagaban is teszteltiik PBS-sel készitett 0,25 (m/m) %-0s
oldat formajaban.

Az eredményeink alapjan megallapithatd, hogy mindkét Gsszetétel kisebb aktivitast
mutatott a S. aureus baktériummal szemben két 6ras inkubaci6 utan (2 o6ra), 6sszehasonlitva a
C. acnes ellen mért aktivitassal. Hat ora elteltével azonban nétt a készitmények hatékonysaga
S. aureus ellen. Eredményeink szerint Osszességében a C. acnes érzékenyebbnek bizonyult a
kezelésekre. Ahogy az a 13/a abran lathatdo, az SP70 cukorésztert (VII) tartalmazo
készitmény meg tudta kozeliteni az Aknemycin™ hatasat, ugyanis az ezzel a készitménnyel
végzett kezelés jelentésen, 65,34 + 1,76%-ra csokkentette a C. acnes életképességét.
Szignifikans kiilonbségek voltak megfigyelhetdk a kezelt és a negativ kontroll csoport kozott
2 és 6 oras inkubacios id6 utan is a C. acnes baktériumtorzset tekintve. Az SP70 emulgenst

tartalmazo készitménnyel végzett kezelés mindkét esetben hatékonyabbnak bizonyult.
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13. abra: A C. acnes (a) és a S. aureus (b) baktériumtorzsek sejtéletképessége a VII, VIII
osszetétellel (hatéanyaggal és kontrollként hatéanyag nélkiil), a pozitiv kontrollal
(Aknemycin™) és az SPP-oldattal (0,25%) torténo kezelés utan. A sejtek életképessége a csak
PBS-sel kezelt negativ kontrollcsoport abszorbanciajanak szazalékaban kertilt kifejezésre. Az
adatpontok atlag + SD-t abrazoljak, n = 12. A statisztikai szignifikanciat +, ++, +++, ++++ &s *, **
wAkHFEX jelzik (p < 0,05, p < 0,01, p<0,001 és p <0,0001) a2 (pluszjel) és 6 (csillag) 6ras mintak
esetében. A kezelt csoportokat PBS-sel hasonlitottuk dssze egyutas ANOVA-val, amelyet Dunnett

tobbszoros 6sszehasonlito tesztje kdvetett.
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A S. aureus kisérletiink szerint kevésbé volt érzékeny a kezelésekre. Ugyanakkor
statisztikailag szignifikans kiilonbségek ebben az esetben is megfigyelhetok voltak a negativ
kontroll (PBS) ¢és a kezelt csoportok ¢letképessége kozott 6 6ras inkubacid utdn, amint az a
13/b abran lathat6. A VIlI-as készitmény a S. aureus-t vizsgalva is hatékonyabbnak bizonyult,
mivel atlagosan 72,59 + 1,98%-ra csokkentette a baktériumsejtek életképességét.

A S. platensis oldataval végzett kezelés mindkét baktériumtipus ellen hatékonynak
bizonyult. A S. aureus sejtek életképessége 65,49 + 0,97 %-ra, mig a C. acnes esetében 63,67
+ 1,88 %-ra csokkent. Vizsgalataink szerint a SPP-t nem tartalmazd készitmények nem
befolyasoltak szignifikansan a baktériumok életképességét. Ebbdl arra kovetkeztethetiink,

hogy a segédanyagok dnmagukban nem rendelkeznek jelentds antibakterialis hatassal.

5.2. A Calendula officinalis tartalmu készitmények vizsgalatanak eredményei

5.2.1. A Calendula officinalis tartalmu készitmények makroszkopikus tulajdonsagai és

kémhatasuk

A koromvirag tartalma formulaciok esetében is elsd 1épés az elkészitett készitmények
makroszkopikus jellemzdinek leirasa volt. Kozvetleniil az elkészitést kovetden, valamint 30
¢és 60 nap elteltével is vizsgaltam a formulalt kendcs, illetve a krémek és gélek kiillemét. A
kendes (A), valamint a krémek (B-C) homogén, narancssarga megjelenésii volt, mig a gélek
(D-F) attetszéek voltak és ezek a tulajdonsagok 60 nap elteltével sem valtoztak. A
készitményeink megfeleltek a vizualis, szaglasi és tapintasi jellemzOkre vonatkozo hivatalos
kovetelményeknek. [5,124,125]

A pH-t potenciometridsan, digitalis pH-mérdvel hataroztam meg. A 8. tablazat a
készitmények pH-értékét mutatja kdzvetleniil a formulalas utan, 30, illetve 60 nap elteltével.
A kiilséleges gyogyszerkészitmények elkészitése soran olyan készitmények formulalasa volt a
cél, amelyek pH-ja a természetes borfeliilet pH-értékéhez hasonlé. [116] A megfelelé pH
beallitasa nagyon fontos a gélképzddés meginditasahoz, ennek legkedvezdbb pH-tartomanya
6,5-7,0 koriil van. [63] Az alkalmazott polimerek (Synthalen K, Carbopol, Pemulen) vizes
oldatanak pH-ja a polimer koncentraciojatol fiiggéen 2,5-3,5 kozott van, ezért a pH
noveléséhez trietanolamin (trolamin) hozzaadasara volt sziikség. [126] Gélek esetében az

optimalis viszkozitas 5,5-7,0 pH-tartomanyban érhet6 el. [95]
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pH érték = SD
()sszetétel kozvetleniil
formulalas 30 nap utan 60 nap utan
utan

A 5,77 £0.05 5,76 £ 0.04 5,76 £ 0.05
B 4,93 £0.03 4,94 £ 0.05 4,93 £0.05
C 4,85 +0.04 4,84 £0.03 4,84 £0.04
D 5,72 £0.02 5,72 +£0.04 5,71+ 0.04
E 5,84 £ 0.04 5,84 £0.03 5,83 +£0.05
F 5,91 +0.02 5,91 +0.04 5,92 +£0.04

8. tablazat: A koromvirag tartalmu formulaciok pH értékei kozvetleniil formulalas utan,
valamint 30 és 60 nap elteltével, 21 °C-on torténd tarolas esetén. Az értékek az atlagot & szorast
(S.D.) prezentaljak, n = 3.

Az eredmények alapjan megallapithatd, hogy sikeriilt a formulalas és a terdpias hatas
szempontjabol megfeleld kémhatast elérni. A készitmények stabilitasara utal, hogy a pH

értékek 60 nap elteltével sem csokkentek vagy néttek szignifikans mértékben.

5.2.2. Textura elemzés

A textara vizsgalatat a hatéanyagot tartalmazo, illetve a hatéanyag nélkiili (kontroll)
készitmények esetében is elvégeztem, majd értékeltem az eredményeket. A meghatarozasokat
harom parhuzamos méréssel, 24,5 + 0,5 ° C-on hajtottam végre. A 14. abra Newton-ban (N)
megadott nyomoerdt prezentdlja Osszehasonlitva a kontroll mintdkkal. A kontrollmintak
azonos Osszetételiiek voltak diklofenak-natrium, C. officinalis kivonat és metil-szalicilat

nélkiil.
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14. abra: A C. officinalis tartalmu készitmények textura-analizisének eredménye 24,5 + 0,5 °C-
on. A hatdanyagokat tartalmazo készitményeket kék oszlopokkal, a hatéanyag nélkiilieket pedig
narancssarga oszlopokkal abrazoltuk. Minden adatpont az atlag = S.D., n = 3 értéket jelenti.

Méréseim Szerint, és ahogy azt varni lehetett a kiilonboz6 Osszetételekhez kiilonbdzo
nagysagui nyomoerdre volt sziikség. A gélek (D-F) rezisztenciaja szignifikansan alacsonyabb
értéket mutatott a kendcshoz és krémekhez (A-C) képest. A kompresszids teszt eredményei
szerint a gélek lagyabb konzisztencidval rendelkeznek. A legnagyobb nyomoerd értéket a
vazelint és lanolit tartalmazo (A) Osszetétel esetében mértiik (140,33 + 5,13 N a hatéanyagot
tartalmaz6 Osszetétel esetén és 146,00 £ 7,54 N a hatéanyag nélkiilinél). Ez a nagyobb
konzisztenciaju formulacié akadalyozhatja a hatdanyagok felszabadulasat, valamint a
nehezebb felkenhet6ség miatt ronthatja a beteg compliance-t is. Szignifikans (p < 0,05)
kiilonbség nem volt kimutathatd az o/v emulzids rendszerli krémek kozott (B és C
formulacio), illetve a kiilonbozé gélképzé anyaggal formulalt készitmények (D és E, D és F,
E és F) kozott sem. A hatdoanyagok hozzaadasa egyik esetben sem valtoztatta meg

szignifikansan a kompresszids erd értékét.
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5.2.3. Reologiai jellemzés

A reoldgiai jellemzék meghatirozasat a félszilard gyogyszerkészitmények alapvetd
fizikai tulajdonsagainak értékelésére végeztem el. A vizsgalat sordn a kiilsé fizikai
koriilmények hatasara bekovetkezo folyasi és viszkozitasbeli valtozasokat detektaltam.

A 15. 4bra a hatdanyagokat tartalmazo készitmény reoldgiai jellemzésének eredményeit

mutatja be.
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15. abra. A kenécs -, krém - és gélmintak folyas-és viszkozitasgorbéi, a nyirofesziiltség (Pa) (bal)
és a viszkozitas (Pa-s) (jobb) a sebesség gradiens (nyirasi sebesség) fiiggvényében abrazolva.
Minden adatpont az atlag + SD-t jeldli, n = 3, 24,5 °C-on vizsgalva, a nyirasi sebességet eldszor 2-rol
50 s-re ndvelve (felfelé gorbe, kékkel jeldlve), majd 50-r61 2 s™-re csokkentve (lefelé gorbe, pirossal
jelolve) a lehetséges tixotropia jelenségének detektalasara.

A reoldgiai elemzés informacidkat

gyogyszerkészitmények folydsi tulajdonsagairol,

nyujtott az altalam formulalt

félszilard

valamint a tixotropia mértékérdl a

reogramok és a viszkozitas meghatarozasaval. Ahogy azt a vizsgalat eredményei is tiikkrozik,
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az alkalmazott készitményalapok (szénhidrogéngél, o/v emulzids készitményalap vagy
hidrogél) jellemzd tulajdonsdgai hatassal lehetnek a formuldciok reoldgiai viselkedésére.

A kisérletek szerint a készitmények viszkozitasa a mechanikai hatas (nyirasi sebesség)
nagysagatol és idejétdl fiiggden valtozott. A folyasgorbéket tekintve megallapithatd, hogy a
sebesség gradiens ndvelése minden esetben ndovekvd nyirofesziiltséget eredményezett.

Az A 6sszetétel (15/a abra) kivételével minden készitmény esetében jelentds tixotrop és
pszeudoplasztikus viselkedést észleltem. Ez azt jelentette, hogy a félszilard szerkezet
mechanikai hatas (nyirds) hatasara megvaltozott, és folyadékszerii rendszerré valt. Lathato,
hogy mindegyik készitmény szerkezeti viszkdzus, azaz nyirasra vékonyodo anyag volt, mivel
a viszkozitds a nyirasi sebesség novekedésével minden esetben csokkent, a készitmények
foly6sabba valtak.

Amint az 15/a abran lathatd, a vazelin és lanolin alapt Osszetétel rendelkezett a
legmagasabb viszkozitassal, ami a szénhidrogéngél tipusti kendécesalappal volt magyarazhato.
A felfelé (sebesség gradiens ndvelés) és lefelé (sebesség gradiens csokkentés) gorbék ebben
az esetben gyakorlatilag egybeestek, szignifikans hiszterézis jelenség és tixotropia nem volt
kimutathat6 az adott kisérleti koriilmények kozott, 24,5 °C-on vizsgalva. Ennek kdszonhetden
a nyirderd eltavolitdsa utan a vazelin és lanolin alapu Osszetétel gyorsabban vissza tudta
nyerni eredeti szerkezetét. [127]

Amint az varhato volt, a géleknél alacsonyabb viszkozitasi értékeket figyeltem meg,
mint a kenécsoknél. A legalacsonyabb értéket a D-vel jeldlt, Synthalen K gélképzo anyaggal
formulalt gél esetében detektaltam (15/d abra).

5.2.4. In vitro hatéanyag felszabadulas és diffuzio vizsgalata

A koromvirag tartalmi Osszetételek in vitro difftzios profiljait Franz diffazios
modszerrel vizsgaltam. Meghatarozasra keriilt a diklofenak-natrium, a metil-szalicilat és a
kvercetin in vitro felszabadulasi és diffuzios profilja izopropil-mirisztattal (IPM) impregnalt
celluldz-acetat membranon keresztiil. A kisérletek soran hat, 30%-0s etil-alkohollal toltott
Franz cellat hasznaltam melyekbdl 15, 30, 60, 90 és 120 perc mulva vettem mintat. Az
eredmények alapjan megallapithatd, hogy a hatéanyagok diffuizios profiljai az alkalmazott

készitményalaptol és segédanyagaik tipusaitdl nagymértékben fiiggenek.
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5.2.4.1. A diklofenak-natrium in vitro felszabadulasa és difflizios profilja

A 16. abra a diklofenak-natrium membranon athatolt atlagos kumulativ szazalékos

aranyat abrazolja az id0 fiiggvényében (perc).
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16. abra: A diklofenak-natrium in vitro diffziés profilja izopropil-mirisztattal (IPM)
impregnalt celluléz-acetait membranon keresztiil. Az adatpontok az atlagot £ S.D.-t prezentaljak

(n=06).

A kendesbdl (A), krémekbdl (B-C) és gélekbdl (D-F) szarmazd hatéanyag-diffizios
profilokat Osszehasonlitva arra lehet kovetkeztetni, hogy a diklofendk-natrium nagyobb
mennyiségben volt jelen a receptor fazisban gélek esetén. A vizsgalat szerint a D-vel jelolt,
Synthalen K gélképz6 polimert tartalmazé formulacié bizonyult a legmegfelelébbnek. Ebben
az esetben a diklofenak-natrium kumulativ mennyisége 2 6ra mulva 79,62 + 0,91%-nak (7,96
+ 0,09 mg) adodott. Az E és F Osszetételt tekintve a diklofenak-natrium diffaziés profiljai
nagyon hasonldak voltak. A vizsgalat végén (120. perc) az Osszes diffundalt diklofenak-
natrium mennyisége 66,86 + 2,31% (6,69 = 0,23 mg) volt a Carbopol 974P-vel formulalt
készitmény (E) esetében, és 67,19 + 3,76% (6,72 + 0,38 mg) a Pemulen TR-1 gélképzo

anyagot tartalmaz6 osszetétel (F) esetében.

66



Kisérleteim szerint a kendcs és a krémek is alacsonyabb diffuziés értékeket mutattak a
gélekhez képest. Az Empicol LZ/N emulgealo szert tartalmazd készitménybdl (B) a
membranon atjutott diklofendk-natrium kumulativ mennyisége 29,90 + 0,56% (2,99 + 0,05
mg) volt, mig a cukorészter SP70 emulgenssel formulalt 6sszetételbdl (C) a hatéoanyag 33,57
+ 1,08%-a (3,36 = 0,11 mg) jutott a receptor fazisba. A vazelin és lanolin alapu Osszetétel (A)
esetében volt a legkisebb az atdiffundalt diklofenak-natrium mennyisége (24,93 £+ 1,56%, 2,49
+ 0,16 mg) 2 ora elteltével.

A készitményekbdl torténd diklofendk-natrium felszabadulas kinetikajanak értékelésére
az in vitro diffazios vizsgalatok soran kapott eredményeket nulladrendii matematikai
modellekkel elemeztem. A diklofenak-natrium felszabadulasanak sebességi allandojat (k) és a
diffuzids egyiitthat6 értékét (D) az egységnyi teriileten atdiffundélt hatdbanyag mennyiségébdl,
a kezdeti koncentraciobol és a diffazids id6bol hataroztam meg. [121,122] A kiszamolt D és k

értékeket a 9. tablazat tartalmazza.

A diklofenak-natrium P .
Osszetétel felszabadulasi sebessége Diffuziés koeficiens
k- 10° (ng/em?®- 6ra*®) £S.D. | D - 10°(cm%perc) £ S.D.

A 114,98 + 3,12 0,1302 + 0,032
B 128,07 + 4,41 0,1873 +£ 0,027
C 141,13 + 8,23 0,2361 + 0,031
D 324,44 + 6,34 1,3282 + 0,076
E 277,78 +9,11 0,9365 + 0,056
F 276,27 + 10,35 0,9459 + 0,078

9. tablazat: A diklofenak-natrium felszabadulasi sebessége (k) és diffazios egyiitthato értékei (D)
az A-F készitményekre vonatkoztatva. Minden érték az atlagot + S.D. jelenti, n=6.

Egyutas ANOVA ¢és Tukey tobbszords 0Osszehasonlitd tesztjeit végeztem a
készitmények diffuzids egyiitthato értékeinek 0sszehasonlitasara, mely szerin az A és B, B és
C, E és F formulacidk diffuzids egyiitthato értékei kozott nem volt szignifikans kiilonbség (p
<0,05). A tobbi esetben a kiilonbség szignifikansnak bizonyult.

A diklofendk-natrium felszabadulasi sebességét, valamint a diffuzios koefficiens értékét
tekintve is megallapithatd, hogy a D Osszetétel esetében kimagasldan kedvezébb a hatdéanyag

diffuzios profilja.
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5.2.4.2. A metil-szalicilat in vitro felszabadulasa és diffazios profilja

Meghatarozasra keriilt a diffundalt metil-szalicilat mennyisége is, melynek szazalékos
aranyat az 1do fiiggvényében abrazoltam (perc) a 17. abran.
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17. abra: A metil-szalicilat in vitro diffziés profilja izopropil-mirisztattal (IPM) impregnalt
celluléz-acetat membranon Keresztiil. Az adatpontok az atlagot + S.D-t jeldlik (n=6).

Az eredmények szerint a metil-szalicilat diffuzidja szignifikdnsan nagyobb volt a gélek
esetében. A legmagasabb diffiizios értek a D Osszetételnél volt megfigyelhetd, hasonldan a
1,86% volt a Synthalen K polimert tartalmazé gélkészitmény esetében, amelyet 2 oOra
diffuzios id6 utan mértiink. A Carbopol 974P (E sszetétel) és a Pemulen TR-1 (F 6sszetétel)
polimerrel formulalt gélek azonban képesek voltak megkdzeliteni ezt az értéket, mivel a
diffundalt hatdbanyag maximalis mennyisége ezek esetében 49,91 + 0,78%-nak, illetve 49,72 +
1,48%-nak adodott.

Ami a krémeket illeti, a B és C o/v emulzids Osszetételek esetében 30 perc elteltével
nem noétt szignifikansan az atdiffundalt gyogyszer mennyisége. A legkedvezOtlenebb
membranon keresztiil torténd diffuziot a vazelint és lanolint tartalmazo készitménynél (A)
detektaltam (20,30 + 0,49%).

A metil-szalicilat felszabadulasanak sebességi allandojat (K) és a diffuzids egyiitthato
értékét (D) a 10. tablazat tartalmazza.
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I felsrabadulis scbessége | Diffinids koefficiens
k (ng/cm?® - 6ra’?) £ S.D. D - 10° (cm?/perc) £ S.D.
A 1099,1 + 32,96 13,491 + 0,472
B 1360,8 + 40,82 25,626 + 0,897
C 1369,0 + 41,07 26,491 + 0,927
D 2781,7 + 82,45 93,255 + 3,062
E 2590,6 + 77,72 81,557 + 2,543
F 2562,1 + 76,86 80,919 + 2,832

10. tablazat: A metil-szalicilat felszabadulasi sebessége (k) és difftizios egyiitthaté értékei (D) az
A-F készitményekre vonatkoztatva. Minden érték az atlagot £ S.D. jelenti, n = 6.

A legmagasabb felszabadulasi sebességet és diffuzios egyiitthatot a D Gsszetétel
esetében tapasztaltam. A készitmények diffuzids egyiitthatd értékeinek Osszehasonlitasara
egyutas ANOVA ¢és Tukey tobbszords Osszehasonlitd tesztek keriiltek elvégzésre, mely
alapjan a B ¢és C, E és F formulacié difftzidos egyiitthatéi kozott nem figyeltem meg
szignifikans kiilonbséget. A tobbi esetben a felszabaduldsi sebességek ¢és a diffuziods

egyiitthatok kozott szignifikans eltérések (p < 0,05) voltak detektalhatok.

5.2.4.3. A kvercetin in vitro felszabadulasa és diffazios profilja

A 18. abra a membranon keresztiil athatolt kvercetin kumulativ mennyiségét (%)
mutatja a kiilonb6z6 készitményekbdl az id6 (perc) fiiggvényében. A kiilonb6z6 Gsszetételi
készitmények 100 grammja 5 gramm liofilizalt C. officinalis-t tartalmazott, ami az analitikai
vizsgalatok alapjan 133,75 + 2,8 mg kvercetinnek felel meg. [91,93] A diffizios cellakra
felvitt mennyiség az Gsszetételekbdl 1-1 gramm volt, ami a fentiek szerint 1,33 = 0,03 mg

kvercetinnel ekvivalens.
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18. abra: A kvercetin in vitro diffazios profilja izopropil-mirisztattal (IPM) impregnalt cellul6z-
acetat membranon keresztiil. Az adatpontok az atlagot + S.D-t jelolik (n=6).

Eredményeink azt mutattak, hogy a kvercetin diffazidja jobb volt a gélkészitményeknél,
azonban a gélek és krémek kozotti kiilonbség nem volt akkora, mint a diklofenak-natrium
diffuzios vizsgalatban. A B (32,72 £ 0,69%) és a C osszetétel (33,60 + 0,90%) megkozelitette
a gélek difftzios profiljat. Az eredmények szerint az emulzios tipusi krémekbdl szarmazo
kvercetin felszabadulas szignifikinsan magasabb volt, mint a vazelin és a lanolin alapt
formulacio esetében (13,82 + 1,06%).

A diffazios vizsgalatok eredményei szempontjabol a legmegfelelébb Gsszetétellel a D
készitmény rendelkezett, amely a hatéanyagokat Synthalen K segitségével elkészitett
gélmatrixban tartalmazta. Ebben az esetben a diffundalt kvercetin kumulativ mennyisége
45,01 £ 0,91% volt (12,04 + 2,24 mg), az E Osszetételnél 40,42 + 3,40%, az F esetében pedig
37,25 + 3,83% volt 2 oras diffuzios id6 utan.

A kvercetin felszabadulasa a kiilonb6z6é készitményekbdl 2 ora elteltével a kovetkezod

csokkend sorrend alapjan rendezheté: D>E>F>C>B>A
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5.2.5. A Calendula officinalis tartalmu készitmények sejtéletképességre gyakorolt hatasa

A 2- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -3,5-difenil-2H-tetrazolium-bromid (MTT) citotoxicitasi
vizsgalatok human keratinocita sejtvonalon (HaCaT sejtvonal) keriiltek elvégzésre. A
vizsgalathoz sziikséges mintdkat Franz-diffuzios berendezés hasznalataval nyertem, PBS-t
hasznalva receptor fazisként. Az azonos Osszetételli, de hatéanyagok nélkiili készitményeket
szintén teszteltem. A PBS-ben oldott C. officinalis kivonat citotoxicitasat 1,0 mg/ml és 0,5
mg/ml koncentracidban vizsgaltam.

A citotoxicitas vizsgalatainak eredményeit a 19. abra hivatott prezentalni. Az
eredmények szerint a hatéanyagokat tartalmazé és a hatéanyagok nélkiil formulalt kontroll

Osszetételek sejtéletképességre gyakorolt hatdsa kozott szignifikédns kiillonbség nem volt

tapasztalhato.
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19. abra: Sejtéletképességi vizsgalat (MTT teszt) az A-F osszetételekkel és PBS-ben oldott 1
mg/ml, illetve 0,5 mg/ml koncentraciéji C. officinalis kivonattal kezelt HaCaT sejteken. A sejtek
¢letképessége a PBS-sel kezelt negativ kontroll (PBS) szazalékaban kertilt Kiszamitasra. A pozitiv
kontroll Triton X 100 (10% w / v) volt. ANOVA statisztikai elemzést, valamint Dunnett tobbszoros
Osszehasonlito teszt kertilt elvégzésre a kiillonbozo készitmények és kivonatok PBS-sel valo statisztikai
Osszehasonlitasara. **, *** ¢s **** statisztikailag szignifikans kiilonbségeket jeleznek p <0,01, p
<0,001 és p <0,0001 értékeken.

Az A 0Osszetétel mutatta a legmagasabb sejt-€letképességi értéket (88,92 + 5,97%), mig

a B formulacioval torténd kezelés a sejtek €letképességének legnagyobb mértékii csokkenését
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eredményezte. Ebben az esetben az életképesség csak 68,43 + 5,62%-nak adodott, amit
valoszintlileg az Empicol LZ/N anionos emulgens jelenléte eredményezett. A cukorészter
SP70 nemionos emulgenssel formulalt Osszetétellel torténd kezelés 82,79 + 2,95%-0s
sejtéletképességet eredményezett, tehat a C formulacio sem tekinthet6 citotoxikusnak.

A készitmények koziil a Synthalen K-val formulalt gél (D) bizonyult a legkevésbé
toxikusnak, ezzel az osszetétellel kezelt sejtek életképessége 93,61 £ 1,49%-ot eredményezett,
tehat jol toleralhatd gélnek bizonyult. A géleket tekintve a Carbopol 974P polimer tartalmt
(E) készitménnyel torténd kezelés mutatta a legkisebb sejtéletképességet (74,73 + 2,23%).

crer

fejtettek ki toxikus hatast a keratinocita sejtekre.

5.2.6. A Calendula officinalis tartalmi gyégyszerkészitmények antioxidans hatasa

A 22-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) modszert alkalmaztam az egyes Osszetételek
szabadgyokfogd kapacitasanak tesztelésére és az antioxidans aktivitas értékelésére. [107] Az
antioxidans kapacitassal korrelald szinvaltozas (s6tét ibolyatol vildgossargdig) mérését 517
nm-en, Shimadzu UV-VIS spektrofotométerrel végeztem.

A DPPH vizsgalat szerint a C. officinalis kivonat szabadgyokfogd aktivitasa 65,34 +
2,10% -nak bizonyult (20. abra). A gyokfogo aktivitas (a gatolt reaktiv oxigén gyok (ROS)%
-a) meghatarozasat valamennyi készitmény esetében elvégeztem hatdanyagokkal, illetve
hatéanyagok nélkiil. Szignifikans kiilonbségeket észleltiink minden esetben a hatéanyagokat
tartalmazo és a hatéanyagok nélkiili formulaciok kozott. Osszességében megallapithatd, hogy
a C. officinalis kivonatot tartalmazo készitmények antioxidans aktivitasa lényegesen
magasabb volt, mint ugyanazon készitmények aktivitasa, de a kivonat nélkiil. A hatéanyag
nélkili készitmények nem mutattak jelentés gyokfogd aktivitast (3,35-7,06 % kozotti
értekeket detektaltam), tehat nem befolyasoltdk szignifikdns mértékben az antioxidans

vizsgalat eredményeit.
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20. abra: In vitro szabadgyok semlegesité aktivitas hatoanyagokkal vagy anélkiil, valamint a C.
officinalis kivonat antioxidans aktivitasa (15 mg/ml). Pozitiv kontrollként abszolut etanolban oldott
aszkorbinsavat (0,25 mg / ml), negativ kontrollként abszolit etanollal higitott DPPH-oldatot (0,06
mmol) hasznalva. Egyiranya ANOVA ¢és Tukey tobbszoros dsszehasonlito tesztek keriiltek elvégzésre
a hatdanyagokat tartalmaz6 vagy anélkiili formulaciok 6sszehasonlitasara. A szignifikans kiilonbségek
jelolése csillagokkal tortént (*** p<0,001 és **** p <0,0001).

Eredményeim szerint a B és C 0Osszetétel gyokfogd aktivitdsa kozott nem volt
szignifikans kiilonbség, 25,35%-0s, illetve 30,73%-0s gyokfogd aktivitast detektaltam. Ez
valoszinlileg annak tudhaté be, hogy a készitményalap ebben a két esetben nagyon hasonl,
o/v tipusu emulzids rendszerli készitmények, melyekbdl a hatdanyagok felszabaduldsa
nagyobb mértékli, dsszehasonlitva a szénhidrogén-gél alapu készitménnyel (A). A DPPH
vizsgalat szerint az E és F gélek antioxidans aktivitasa szintén nagyon hasonld volt, azonban a
kendccsel és a krémekkel Osszehasonlitva magasabbnak bizonyultak. A készitmények koziil
csak a D Osszetétel érte el az 50%-os szabadgydk semlegesitd aktivitast, igy ez tekinthetd a
leghatékonyabb készitménynek. A legkisebb aktivitdst az A jelolésti formulédcid esetében
mértiik, ami a hatéanyag felszabaduldsa szempontjabol kedvezdtlen kendesalapnak (vazelin

és lanolin) bizonyult.
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5.2.7. A terapias hatas vizsgalata — human klinikai vizsgalat
5.2.7.1. A fajdalom mértékének meghatarozasa

A kivalasztott 0sszetétel gyulladascsokkentd €s fajdalomcesillapitd hatasanak vizsgalata
randomizalt, placebo-kontroll tanulmanyon alapult. Osszesen 50 beteget valasztottunk ki, akik
teljesitették a kritériumokat és beleegyeztek a klinikai vizsgélatba. Ezen betegek koziil 34 n6
(68%) és 16 (32%) férfi volt. A nok atlagos életkora 56,11 (= 7,81) év volt, a férfiaké 52,7 (=
8,60) ¢év. A vizsgalatba bevont egyének kozott 36 betegnél diagnosztizaltdk a térd reumatoid
artritiszét (térd-RA), és 14 betegnél a vall reumas iziileti gyulladasat (vall-RA).

A terapias aktivitas értékeléséhez a preformulécios és a gyogyszerforma vizsgalatok
eredményei alapjan a Synthalen K gélképzd polimerrel formulalt osszetételt valasztottuk.
Minden kezeléshez 6t gramm készitményt (D Osszetétel, hatéanyagokkal vagy hatdanyagok
nélkiil) hasznaltunk fel.

A vizsgalat célja a hatéanyagokat tartalmazo helyi kezelés hatasanak dsszehasonlitasa
volt a kontrollcsoport placebo kezelésével. Eredményeink szerint, a vizualis analog skala
(VAS) alapjan szignifikansan csokkent a fijdalom a kezelés elsé és 14. napja kozott (21.
abra). Azoknal a betegeknél, akiknek a térdét érintette a reumas megbetegedés, az atlagos
érték a kiindulaskor 6,06 = 1,21 volt az aktiv csoportban €s 6,18 a placebo csoportban. A
kezelés 14. napjan a vizsgélati csoport esetében 2,36 + 0,89-re csokkent, mig a placebo
csoportnal 5,48 + 0,54-re valtozott a VAS skalan megjelolt érték. E két adat kozotti kiilonbség
a statisztikai analizis alapjan szignifikansnak bizonyult (p < 0,0001), a kiindulasi értéktdl a
14. napig tarto szazalékos valtozas 61,1%-nak adodott a vizsgalati (aktiv) csoportot tekintve.

A véllat érintd reumatoid artritisz esetén a fajdalom csdkkenése a kiindulasi értékhez
viszonyitva 47% volt az aktiv csoportban. A kisérleti és a placebo csoport kozotti kiilonbség a

14. napon szintén statisztikailag szignifikansnak bizonyult (p <0,0001).
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21. abra: A fajdalom mértékének alakulasa (VAS skala pontszamok alapjan értékelve). A VAS
skalan a betegek a fajdalom intenzitasat barhova el tudtak helyezni egy 10 cm hosszu szakaszon,
végpontokon a ,,nincs fajdalom” (a 0. szinten) és az ,.elviselhetetlen f4jdalom” (a 10. szinten)
leirokkal. T-proba kertilt elvégzésre az aktiv és a placebo csoportok 0sszehasonlitasara. A
szignifikanciat csillagok jelolik (p <0,0001). Az aktiv csoport kezelése a hatdbanyagokat is tartalmazo
D osszetétellel tortént, mig a placebo csoporté ugyanazzal a formulacioval hatéanyagok nélkiil.

5.2.7.2. A szinovialis membran vastagsaganak mérése

fziileti gyulladasban szenvedé betegeknél a gyulladas miatt a szinovilis membran
megvastagodasa fordulhat el6. [128] A fiziologias szinovialis membran legfeljebb 1,8 mm
vastag, ennél nagyobb érték szinovialis hipertrofiat jelez. [129]

A vizsgalat soran ultrahang segitségével értékeltiik a terapia hatékonysagat, a
szinovialis membran vastagsagat ultrahanggal mértiikk az aktiv és a placebo csoportban. A
kapott eredmények azt mutattdk, hogy a membran vastagsdga szignifikdns mértékben
csokkent a térdet érintd iziileti gyulladassal kezelt betegeknél az aktiv csoportban (3,22 +
1,14-r61 1,32 + 0,91-re), mig a vallat érintd reumatoid artritiszben szenvedd betegeknél a
kezdeti szinovialis vastagsag 3,41 £ 1,39-r61 1,92 + 1,07-re csokkent a 14. nap végére (22.
abra). Az aktiv és a placebo csoport kozotti kiilonbség a 14. napon szintén szignifikans volt a
térd-RA esetében (p <0,0001). A placebo csoportok szinovialis membranvastagsaga a

vizsgélat soran nem valtozott jelentésen. A mérés szerint az alkalmazott lokalis terapia
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hatékonyabbnak bizonyult a térd-RA esetén, mivel a szinovialis vastagsag csokkenése az
aktiv csoportban 59%-0s volt, szemben a vallat érinté megbetegedéssel kezeltek esetében,

ahol a csokkenés 44% volt a hatéanyagokkal formulalt D jelolésti készitménnyel torténd

kezelést tekintve.
m Placebo
W Aktiv
vall-RA
14. nap
térd-RA
— k%k%%
0. nap T

o
[

2 3 4 5 6

Szinovialis membran vastagsaga (mm)

22. abra: A szinovialis membran vastagsaganak ultrahangos vizsgalata (mm). T-proba keriilt
elvégzésre az aktiv és a placebo csoportok dsszehasonlitasara. A szignifikans kiilonbséget csillagokkal
jeloltiik (p <0,0001). Az aktiv csoport kezelése a hatdanyagokat is tartalmazo D Osszetétellel tortént,
mig a placebo csoporté ugyanazzal a hatdanyagok nélkiili formuléacidval.



6. Megbeszélés

6.1. A Spirulina platensis tartalmia készitmények vizsgalati eredményeink

megbeszélése

A természetes eredetii hatdéanyagokat tartalmazd készitmények formuldlasa esetén
kiemelkedd figyelmet kell forditanunk a megfeleld gyogyszerforma kialakitasara, kiilonos
tekintettel a segédanyagok kivalasztasara, melyek hasznalata segitheti az aktiv komponensek
biohasznosuldsat.

Elsé kisérletsorozatunkban a kiilonb6z6 feliiletaktiv anyagokat tartalmazd, liofilizalt S.
platensis alga felhasznalasaval formulalt készitmények konzisztenciajat, diffuzids profiljat és
biokompatibilitasat vizsgaltuk és hasonlitottuk 0Ossze, majd feltérképeztiik a kivalasztott
Osszetételek antibakterialis hatasat. A formulalas soran az altalunk liofilizalt S. platensis algat
szuszpenzids allapotban tartalmazd Osszetételek mellett a Transcutol HP segitségével a port
oldott formaban tartalmaz6 krémek formulaldsa is megvalosult. Ez kiemelkedden fontos volt
szdmunkra, ugyanis a szakirodalom szerint a hatéanyag oldott allapotban torténd alkalmazasa
nagymértékben eldsegitheti annak biohasznosulasat. [63] Az egyes Osszetételek alapanyagai
azonosak voltak, egyediil az emulgens tipusa kiilonbozott. A krémek formulalasdhoz
nemionos feliiletaktiv anyagokat, Poliszorbat 60-at, Cremophor A6 és A25 egy-egy aranyu
keverékét, SP70 cukorésztert és Tefose 63-mat valasztottunk azok bdrre gyakorolt
kiméletesebb hatasa végett.

A textlira analizis és az in vitro diffazios vizsgalat eredményei alapjan megallapithato,
hogy azok a készitmények, amelyek penetracié fokozoként TC-t tartalmaztak kombinalva
SP70 cukor-észterrel vagy Tefose 63 emulgealoszerrel, lagyabb konzisztenciat és ebbdl
kifolyolag kedvez6bb hatdanyagleadast és membranon keresztiili diffuziot mutattak. A TC
kivald szolubilizaloszernek bizonyult, segitségével sikeriilt az SPP-t oldott allapotban
inkorporadlni a krémekbe, amely befolyasolhatja a hatéanyagok boOrbe jutdsat és
biohasznosulasat. Elonye tovabba, hogy nem toxikus ¢és biokompatibilis a borrel a
szakirodalom szerint. [121,122,130]

A feliiletaktiv anyagok szintén modosithatjdk a hatéanyagok oldékonysagat és
permeabilitasat egyarant. [131-133] Az in vitro diffuzids vizsgalataink ravilagitottak, hogy az
egyes feliiletaktiv anyagok kiilonbozé mértékben befolyasoltak a fikocianin felszabadulasat és

crcr

nemionos feliiletaktiv anyagot TC-vel egyiitt tartalmazé készitmények optimalis
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konzisztenciaval rendelkeztek, illetve szignifikans mértékben fokoztak a hatéanyag
oldékonysagat és kedvezd diffuzids profilt eredményeztek. Az SP70 cukorészterre a
szakirodalomban leirtak alapjan esett a valasztasunk a formulalas soran. A cukorésztercket
természetes ¢és biologiailag lebomldé nemionos segédanyagok, jol ismert emulgedlo,
szolubilizaldo és penetracidt fokozoé tulajdonsagokkal. Emellett javithatjdk a hatdanyag
felszabadulasat, eloszlasat és biohasznosulasat. [81,82,134,135] A Tefose 63 szintén
nemionos feliiletaktiv anyag, hdrom komponens fizikai keveréke: PEG-6-palmitosztearat,
etilénglikol-palmitosztearat és PEG-32-palmitosztearat. Kellemes allagot ad a krémeknek,
emellett kivalo szolubilizalo tulajdonsagokkal is rendelkezik. [84,136]

Az in vitro citotoxicitasi vizsgalatok eclengedhetetlenck a gyogyszerkészitmények
biztonsagi profiljanak meghatdrozasahoz. Kutatomunkam soran HaCaT sejtvonalon MTT
tesztet végezve térképeztem fel a kiilonbozo Osszetételek sejtéletképességre gyakorolt hatasat.
A HaCaT sejtek a human keratinocitak széles korben alkalmazott in vitro modelljei, melyet a
keratinocitak miikodésének tanulmanyozasara és a borfeliileten alkalmazhatd készitmények,
valamint segédanyagok biokompatibilitasanak vizsgélatdra széleskorlien alkalmaznak. A
keratinocitakkal végzett vizsgalatok eredményei eldrevetithetik az in vivo eredményeket.
[87,137,138]

A citotoxicitasi vizsgalat eredményei alapjan az SP70 és TFS feliiletaktiv anyagokat
tartalmazo Osszetételek sejtéletképességre gyakorolt hatasa kedvezdbb volt, mint a P60 és CR
tenzideket tartalmazo készitményeké. A HaCaT sejteken végzett in vitro citotoxicitasi tesztek
szerint az SP70 tartalma készitmények kevésbé voltak toxikusak, a sejtek életképessége a V-
es készitmény esetében 87,24% + 1,0%-nak, mig a TC-t is tartalmazé VIII-as Osszetétel
esetében 83,15% + 0,82%-nak bizonyult.

A helyi antibiotikum-kezelés altalaban az els6 valasztas az acne vulgaris kezelésében. A
novekvd bakteridlis rezisztencia azonban a helyi antibiotikumok monoterapiaként torténd
alkalmazasa elleni ajanlasokhoz vezet, és mas helyi szerekkel kombinalt terapiat kivan meg.
[139-141] Az acne vulgarisban foként a C. acnes és a S. aureus baktériumok feleldsek a
borgyulladasért. [38] Fanelli és munkatarsai arrdl szamoltak be, hogy az acnéban szenvedd
betegek 43%-anal torént C. acnes kolonizacio [39], tovabba a bdrelvaltozasokban a S. aureus
szama 1is novekszik, ami extracelluldris toxinok és enzimek felszabaditasaval gyulladéasos
bérbetegséget okozhat pustulakkal. [38]

A C. acnes lokalis gyulladast valthat ki azaltal, hogy kemotaktikus faktorokat termel,
¢s az odavonzott neutrofilek gyulladasos mediatorokat, példaul ROS-t szabaditanak fel a

dermiszben. A ROS semlegesitése jelentdsen csokkentheti az acne soran fellépd gyulladassal
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jard sejtkarosodast [142], ezért az antimikrobialis hatas mellett antioxidans hatassal is

A SOD enzim aktivitasanak meghatarozasara iranyuld antioxidans vizsgalataink soran a
SPP tartalmt krémekkel torténd kezelés elott vagy utan UV sugarzasnak tettiink ki HaCaT
sejteket. Az UV-sugarzas oxidativ stresszhez vezethet a bdr fels6bb rétegeiben, és szamos
jelatviteli utvonalat aktivalhat, hatasara a keratinocitakban fokozodik a ROS képzddés.
[143,144] A S. platensis-ben nagymennyiségben megatlalhatdé SOD, az egyik f6 antioxidans
enzim, semlegesiti az oxidativ stressz soran keletkez0 szabad gyokoket, igy megeldzve a
sejtkarosodast. [145,146]

A HaCaT sejtvonalon végzett in vitro antioxidans teszt szerint a TC-ben oldott S.
platensis TFS és SP70 feliiletaktiv anyaggal (VII, VIII) kombindlva fokozottabb mértékii
SOD aktivitast eredményezett a szuszpenzids Osszetételekkel Osszehasonlitva (III és 1V).
Eredményeink azt mutattdk, hogy az el6kezelés hatékonysaga szignifikdnsan nagyobb
mértéklt volt az oldott SPP-t tartalmazé formulacidk esetében, mig a szuszpenzids
gyogyszerformdkndl nem tapasztaltunk eltérést az eld- és utdkezelések hatékonysaga kozott.
A kisérlet segitségével sikeriilt igazolnunk, hogy a hatdanyag oldott formaban torténd
inkorporalasa az adott készitménybe novelheti annak penetracios készségét és ez altal a
hatékonysagat. Mindezek mellett a feliiletaktiv anyag tipusa is befolyasolta a készitmények
antioxidans hatasat. Az SP70 cukorészter emulgenst tartalmazo VIII-as 0Osszetételii
premedikéci6é mutatta a legnagyobb SOD aktivitasndvekedést.

Gunes ¢és munkatarsai leirtak, hogy az 1,125% S. platensis kivonatot tartalmazé krém
sebgyogyitd és antioxidans hatassal bir a keratinocitakra. [147] A S. platensis antioxidans
hatdsa elsdsorban fikocianin- és SOD enzimtartalmanak koszonhetd, amelyek egyarant
képesek megkotni a szabadgyokoket. [148,149] Eppen ezért a legajabb trendek azt sugalljék,
hogy a mikroalgak értékes hatdoanyagaik (példaul antioxidansok és pigmentek) révén jelentds
szerepet tolthetnek be a kozmetikai iparban. [35,147]

Az acne terapiaja soran elengedhetetlen a C. acnes talszaporodasanak
megakadalyozasa. [150] Az antibiotikumok széleskorii és hosszu tava alkalmazasa az acne
kezelésében azonban - mint azt fent emlitettem - rezisztens C. acnes torzsek elterjedését
eredményezi, ezért a borgyogyaszat teriiletén egyre nagyobb figyelmet kapnak az
antimikrobialis hatasti természetes vegyiiletek. [151] El-sheekh és munkatarsai
megallapitottak, hogy a S. platensis antibakterialis hatassal bir a Gram-pozitiv és Gram-
negativ baktériumokkal szemben [60]. Moon és kutatocsoportja szerint a S. platensis vizes

kivonata 1,5+0,1 mg/ml MIC-értéket mutat C. acnes ellen [152], mig Mala és munkatarsai
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leirtdk, hogy a S. platensis acetonos kivonata mérsékelt antimikrobialis hatast mutat a S.
aureus ellen. [153]

Az antibakterialis hatas vizsgalata soran készitményeinket S. aureus és C. acnes
baktériumokon is teszteltiik. A S. platensis pontos hatasmechanizmusa nem ismert, de egyes
feltételezések szerint a S. platensis antimikrobialis aktivitasa zsirsav-komponenseinek és
poliszacharid-tartalmanak szinergikus hatasaval hozhato Osszefiiggésbe. [18] Tovabba azt is
leirtak, hogy az algaban talalhaté zsirsavak képesek elpusztitani a mikroorganizmusokat azok
sejtmembranjanak bontasa révén. [41,152,154]

C. acnes cllen a klindamicin ¢és az eritromicin a leggyakrabban valasztott antibiotikum
[155,156], ezért kutatbmunkdm soran az eritromicint tartalmazé Aknemycin krémet
alkalmaztuk standardként az antibakterialis tesztekben. Az Orvosi Mikrobiologiai Intézet
munkatarsaival egylittmiikddve végzett vizsgdlataink szerint a formuldlt krémek
csOkkentették a C. acnes és a S. aureus életképességét a kontrollcsoportokhoz képest. A SP70
cukorészter feliiletaktiv anyagot tartalmazo Gsszetételek nagyobb mértékben csokkentették a
baktériumok életképességét, mint a TFS tenziddel késziiltek 6 oras inkubacio utan. Ezek az
eredmények azt is mutattak, hogy a feliiletaktiv anyag tipusa befolyasolta a S. platensis
biohasznosuléasat és az antimikrobialis aktivitast.

Munkank ravilagitott a kiilonb6z6é nemionos feliiletaktiv anyagokat tartalmazd S.
platensis készitmények kozotti kiilonbségekre mind a biokompatibilitast illetéen mind pedig a
biohasznosulds terén. Kisérleteink szerint a feliiletaktiv anyagok nagymértékben
befolyasoltdk a krémek textirdjat ¢és a hatdéanyag felszabadulasat, ebbdl addododan
készitményeink antioxidans €s antibakteridlis aktivitdsdnak meértékére is bizonyitottan hatassal

voltak.

6.2. A Calendula officinalis tartalmu készitmények vizsgalati eredményeink

meghbeszélése

A gyogyszeriparban egyre nagyobb az igény a Szisztémas mellékhatasok nélkiili, helyi
gyulladascsokkenté hatasu reumatoid artritisz kiegészitd kezelésére szolgald kiilsdleges
készitményekre. Bar a reumatoid artritisz nem gyogyithatd, a korai kezelés és szupportiv
terapia (beleértve a fizikoterdpiat, az életmodbeli valtoztatasokat és a miitétet) csokkentheti az

iziileti karosodas kockazatat és megakadalyozhatja az allapot romlasat. [157]
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Kutatomunkam soran hat kiilonb6zo, diklofenak-natrium, metil-szalicilat és C.
officinalis viragat tartalmazo kivonat kombinacidjat tartalmazo gyulladascsokkenté hatasu
topikalis készitményt formulaltam. Az elsé kisérletsorozattdl eltérden ezuttal kiilonbozo
tipusu készitményalapokat hoztunk Iétre, ugy, mint a vazelint és lanolint tartalmazé
szénhidrogéngélt, valamint o/v emulzids rendszerii, nagyobb viztartalmu krémeket, melyek
anionos (Empicol LZ/N) vagy nemionos (cukorészter SP70) emulgenst tartalmaztak. Harom
kiilonb6z6 segédanyaggal (Carbopol 974P, Pemulen TR-1 és Synthalen K) makromolekulas
hidrogéleket is formulaltunk, melyektdl kedvezOobb hatoanyagfelszabadulast ¢és diffuziot
vartunk.

Els6ként a készitmények fizikai-kémiai tulajdonsagait, a textaralis és reoldgiai
paramétereket térképeztikk fel. A viszkozitds az egyik legfontosabb tényezd a helyileg
alkalmazand6 készitményeknél, mivel befolyasolhatja a hatdéanyag felszabadulasat, valamint
modosithatja a vivéanyagok diffiizids sebességét. Szamos tanulmany leirta mar a félszilard
gyogyszerformak viszkozitdsa €s az azokban 1év6 hatdéanyagok diffuzids képessége kozotti
forditott aranyossagot, valamint azt, hogy az alkalmazott vivdanyag tipusa szignifikdns
[158,159] Kisérleteink szerint az altalunk formulalt Synthalen K gélkészitmény mutatta a
legjobb diffuzios eredményeket €s a legalacsonyabb viszkozitast, a leglagyabb konzisztenciat.
A gélek in vitro diffuzids vizsgalatunkban tapasztalt nagyobb diffiizios sebessége tehat az
alacsony viszkozitasuknak tudhat6 be, ami fokozott gydgyszerfelszabaduldst eredményezett
ezekbdl a készitményekbdl. [159] Emellett a gélkészitmények - szemben a kendecsel és
krémekkel - konnyebben kenhetdk, igy nagy feliiletek kezelésére alkalmasabbak lehetnek.

Hasonldan az elsd kisérletsorozathoz a koromvirag tartalmt készitmények esetében is
végeztiink citotoxicitasi vizsgalatokat HaCaT sejtvonalon a készitmények toxicitasanak
kizarasara. [87,138] Az MTT vizsgalat alapjan a kiilonb6zo Osszetételii készitmények koziil a
D formulacid volt a legkevésbé toxikus, ezesetben a sejtek életképessége 93,61 + 1,49%-nak
bizonyult. A vivéanyagként vazelint és lanolint tartalmazo Osszetétel mutatta a legmagasabb
sejt-¢letképességi értéket (88,92 + 5,97%), mig az o/v emulzids tipusu krémekkel torténd
kezelés a sejtek életképességének nagyobb mértékii csokkenését eredményezték. Az anionos
feliiletaktiv anyagot tartalmazé Osszetétel esetben az életképesség csak 68,43 + 5,62%-nak
adédott, mig az SP70 cukorészter nemionos emulgenssel formuldlt Osszetétellel torténd
kezelés 82,79 + 2,95%-os sejtéletképességet eredményezett. Az eredmények alapjan tehat az
anionos feliiletaktiv anyag az alkalmazott koncentracidban mar citotoxicitast eredményez

HaCaT sejteken, mig a nemionos emulgens jol toleralhato.
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Preformulécios vizsgalataink és az antioxidans teszt alapjan a Synthalen K gélképzd
segédanyagot tartalmazo Gsszetételt talaltuk alkalmasnak az in vivo vizsgalatra.

A készitménylinket prospektiv, placebo kontrollalt klinikai vizsgalatnak vetettiik ala a
gyulladascsokkentd és fajdalomesillapitd hatasanak értékelése céljabol. A fajdalom egy tiinet,
¢s mint ilyen, az egyetlen személy, aki pontosan érzi annak intenzitasat, az az érintett beteg,
tehat onmaga képes pontosan értékelni. Az orvosi gyakorlatban sziikséges volt a fajdalom
intenzitdsanak targyiasitasara, igy kiilonboz6 értékelési modszerek keriiltek kidolgozésra az
évek soran. A vizudlis analog skala (VAS) a klinikai gyakorlatban leggyakrabban hasznalt
fajdalomértékelési eszkdz. A moddszer egyszerli, nem invaziv és konnyen hasznalhato,
lehetové teszi a fajdalom osztalyozasat a paciens szamara. [160—162] Diklofenak-natriumot,
metil-szalicilatot és koromvirdg extraktumot egyiittesen tartalmazd gyogyszerkészitmény
klinikai vizsgélatarél jelenleg még nem 4llnak rendelkezésre informacidink, viszont
diklofenak-gélek reumatoid artritiszben szenvedd betegeken torténé human Kklinikai
vizsgalatairdl szamos tanulmany szamolt mar be. Egy szakirodalomban leirt randomizalt
Klinikai vizsgalatban a diklofenak gél a vartnak megfelel6en jobbnak bizonyult a fajdalom
csillapitasaban 3 napos kezelési periddust vizsgalva, mint a placebo gél. [112] Az altalunk
formulalt gél a klinikai vizsgalat szerint a VAS skalan értékelt fajdalmat szignifikansan
csokkentette 14 napos kezelési 1d6 elteltével.

Tobb tanulmanyban beszdmoltak arrdl, hogy a gyulladascsokkentdvel végzett
kiilsdleges kezelésre adott rovid tava szinovidlis valasz, azaz a szinovium vastagsagbeli
csokkenése ultrahanggal kimutathatdo [163], ezért vizsgalatunk soran elvégeztik az
ultrahangos képalkotd vizsgalatot a kezelések el6tt és utan. Az eredmények szerint a
Synthalen K segédanyaggal formulalt gélkészitménnyel végzett kezelés utan a szinovium
vastagsaganak szignifikans mértékii csokkenése volt megfigyelheté a placebo csoporthoz
képest, tehat a kezelés jotékony hatassal volt a lokalis gyulladasra.

A C. officinalis, a diklofenak-natrium és a metil-szalicilat kombinacidja a prezentalt gél
formajaban kitind eredménnyel alkalmazhaté reumatoid artritisz kiegészité kezeléseként.
Megannyi tanulmany igazolta mar azt a feltételezést, hogy a koromviragolaj javitja a
diklofenak-natrium in vitro perkutan felszivodasat. [56] Tovabba leirtak, hogy a diklofenak-
natrium és metil-szalicilat kombinacidja helyi nanoemulzidban alkalmazva térdiziileti
osteoarthritis fennallasa esetén fokozta a klinikai hatékonysagot azokhoz a készitményekhez
képest, amelyek csak diklofenak-natriumot tartalmaztak. A ko6zolt eredmények tehat a

koromvirag, illetve a metil-szalicilat szinergista hatasat jelezhetik. [7]
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A C. officinalis kivonat gyulladascsokkent6 és antioxidans hatasa tobb tanulmany altal
bizonyitott. Leirtak példaul, hogy a viragabdl késziilt 70%-0s etanolos kivonat kiils6leges
alkalmazasa egereken 20%-kal csokkentette a mesterségesen indukalt filodémat [46,164],
tovabba a C. officinalis etanolos kivonata gyulladascsokkent6 hatast fejtett ki, és pozitiv
formaban hatott Wistar néstény patkdnyok boérsebeinek gyodgyulasi folyamatanak gyulladasos
és proliferativ fazisaban. [165]

A C. officinalis extraktumban talalhat6é szamos polifenol révén megel6zheti az oxidativ
stressz altal létrehozott karosodast, s6t akar mar 0,2 pg/ml koncentracioban alkalmazva
semlegesiti a reumatoid artritisz patogenezisében is bizonyitottan részt vevd reaktiv oxigén-
¢és nitrogéngyokoket. [166,167] Van Vugt és munkatarsai leirtak az antioxidans terapia
klinikai jelentOségét és az antioxidansok jotékony hatasat a reumatoid artritisz lefolyasara.
[54] A kiilonboz6 Osszetételekkel végzett antioxidans vizsgalatunk szerint a Synthalen K
gélképzot tartalmazd formulacid mutatta a legnagyobb gyokfogo aktivitast a hat készitmény
kozil, igy ebbdl az aspektusbol is ezt az Osszetételt tartottuk megfelelének az in vivo
vizsgalatra.

Munkéank rdmutatott a kiilonb6zd segédanyagokkal, feliiletaktiv anyagokkal és gélképzd
polimerekkel rendelkezd kendcs-, krém- ¢és gélkészitmények kozotti kiillonbségekre. A
segédanyagok befolyasoltdk a reologiai viselkedést, a készitmények citotoxicitdsat és a
hatéanyagok felszabadulasat, valamint az antioxidans hatds mértékét. A Synthalen K-t
tartalmazo gél kedvezé difftizios profilja és ez altal a terapias hatékonysaga révén megfeleld
alternativat jelenthet adjuvans terapiaként valo alkalmazésra reumatologiai korképek, példaul

vall- és térdiziileti gyulladas kezelésére.
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7. Osszefoglalas

Doktori tanulményaim soran novényi hatéanyagok felhasznalasaval kiilonbozo terapias
indikéciokban kiils6leges gydgyszerformakat formulaltam. Kutatomunkam elsddleges céljat a
segédanyagok - kiilonds hangsullyal a feliiletaktiv anyagokra - kozti kiillonbségekre valo
ramutatas képezte.

Els6é Kkisérletsorozatunkban hatéanyagként S. platensis liofilizatumot tartalmazo
emulziés krémeket formulaltunk kiilonb6z6 nemionos emulgensek, illetve Transcutol HP
szolubilizaloszerként vald alkalmazasaval. Vizsgalataink ravilagitottak, hogy az SP70
cukorésztert és Transcutol HP-t tartalmazd készitmény megfelelé konzisztenciaval és
diffazios profillal rendelkezik, tovabba ez esetében detektalhatd a legmagasabb antioxidans
aktivitas UVB  sugarzas indukalta oxidativ stressz esetében HaCaT sejteken.
Kutatdmunkankkal sikeriilt igazolni, hogy az emlitett készitmény antimikrobialis hatassal is
bir az acne vulgaris két f6 korokozoja, a C. acnes és a S. aureus ellen, illetve minimalis a
HaCaT sejtek életképességére gyakorolt negativ hatdsa. A S. platensis algaval végzett
kisérleteink egyik kiemelkedd eredményét egy természetes eredetli hatdanyagot tartalmazéd
topikalis készitmény fejlesztése jelenti, amely alternativ lehetdséget nyujt az egyik
leggyakoribb borbetegség, az acne vulgaris kezelésére, kevesebb mellékhatassal ¢és
antibiotikum-rezisztencia nélkiil.

Masodik kisérletsorozatunkban olyan kendcsot, krémeket és géleket formulaltunk,
melyek a C. officinalis extraktumot, diklofenak-natriummal és metil-szalicilattal kombinalva
tartalmazzdk az optimalis terdpias hatas elérése érdekében. A reologiai €és a diffuzios
vizsgalatok alapjan elmondhatd, hogy a hatdéanyagok gélkészitménybe térténd inkorporalasa -
a kendccesel és krémmel Osszehasonlitva - kedvezobb tulajdonsagokat eredményez, amelyek
kovetkeztetni engednek a magas szoveti koncentracid biztositasara, ami nagyobb mértékii és
hosszabb idejii fajdalomcsillapitdé és gyulladascsokkentd hatast von maga utan. Legjobb
tudomasunk szerint a jelen értekezésben targyalt human klinikai vizsgalat volt az elsé C.
officinalis-t, diklofenak-natriumot és metil-szalicilatot egyiittesen tartalmazo készitményre
Synthalen K gélképz6 polimerrel formulalt készitmény szignifikins mértékben képes
csoOkkenteni a betegek fajdalmat, valamint az érintett iziilet gyulladdsdnak mértékét. Az
altalunk formulalt C. officinalis tartalma gél tehat kiting, szisztémas mellékhatasoktol
mentes, alternativ terapids lehetdséget nyujthat az iziileti gyulladasban szenvedd betegek

részére,
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8. Summary

During my PhD studies, | formulated external dosage forms in various therapeutic
indications using herbal active ingredients. The primary goal of my research was to point out
the differences between excipients, with special emphasis on surfactants.

In our first experiments, ointments containing S. platensis lyophilisate were formulated
using various nonionic emulsifiers and Transcutol HP as a solubilizer. The investigations
have pointed out that the formulation containing SP70 sucrose ester emulsifier and Transcutol
HP has a good consistency and diffusion profile and this composition presents the highest
antioxidant activity in UV radiation-induced oxidative stress on HaCaT cells. In addition, it
has antimicrobial activity against the two main pathogens of acne vulgaris, C. acnes and S.
aureus, and has a minimal negative effect on the viability of HaCaT cells. One of the
outstanding results of our experiments with S. platensis algae is the development of a topical
preparation containing a natural active ingredient, which offers an alternative treatment for
one of the most common skin diseases, acne vulgaris, with fewer side effects and no antibiotic
resistance.

In the second experiments, we formulated anti-inflammatory an ointment, two creams
and three gels containing C. officinalis extract in combination with diclofenac sodium and
methyl salicylate to achieve the optimal therapeutic effect. Based on rheological and diffusion
studies, the incorporation of the active ingredients into a gel formulation results in more
favorable properties compared to the ointment and creams, suggesting a high tissue
concentration. This can provide a greater and longer-lasting analgesic and anti-inflammatory
effect. To the best of our knowledge, the human clinical trial discussed in this dissertation was
the first study to investigate the combination of C. officinalis, diclofenac sodium, and methyl
salicylate in the treatment of rheumatoid arthritis. In our experiment, we were able to
demonstrate that the formulation with Synthalen K gel-forming polymer can significantly
reduce pain in patients as well as the degree of inflammation in the affected joint. The C.
officinalis gel we had formulated may provide an excellent alternative treatment option for

patients with rheumatoid arthritis without systemic side effects.
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10. Abrajegyzék

1. abra: A Spirulina platensis mikroszkopikus képe. (forras: https://algae-
lab.com/shop/living-algae/culture-sample/spirulina-platensis-live-algae-spiral-cells/ Letoltve:
2021.12.09.)

2. abra: A Spirulina platensis legfontosabb bioaktiv vegyiileteinek szerkezeti képletei. (sajat

abra)

3. abra: Az acne vulgaris patogenezise (forras: https://healthhelmet.com/acne-pathogenesis
Letoltve: 2022. 02. 15.)

4. abra: A reumatoid artritisz patogenezise
(forras:https://www.advancedrheumatology.net/service/rheumatoid-arthritis

treatment/services-callout-rheumatoid-arthritis/ Letoltve: 2022. 02. 15.)

5. abra: A cukorészterek altalanos kémiai szerkezete. (forras: Sziits Angéla (2009)
Cukorészterek olvadéktechnolodgiai alkalmazhatdsaganak vizsgalata cimii PhD értekezése,

Szeged)

6. abra: A Transcutol (dietilén-glikol-monoetil-éter) kémiai szerkezete. (forras:
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Diethylene_glycol _monoethyl _ether
Letoltve: 2021.10.21)

7. abra: A S. platensis tartalmu készitmények textira-analizisének eredménye 24,5 £+ 0,5 °C-

on, nyomoéerd (N)-ként meghatdrozva. (sajat dbra)

8. abra: A fikocianin in vitro diffuzios profilja izopropil-mirisztattal (IPM) impregnalt

celluloz-acetat szintetikus membranon keresztiil az [-VIII 6sszetételek esetében. (sajat dbra)

9. abra: Az SP70 cukorészter (SP70), Tefose 63 (TFS), Poliszorbat 60 (P60), Cremophor A6
és A25 (CR), Transcutol HP (TC) és Spirulina platensis 0,50 (m/m) %-os oldataival kezelt
HaCaT sejtek ¢letképességének vizsgalata MTT festék segitségével. (sajat abra)

10. abra: Sejtéletképességi vizsgalat MTT-teszt segitségével HaCaT-sejteken az I-VI1I

formuléciokkal torténd 1 oras inkubalas utan. (sajat dbra)
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11. (a-b) abra: Tefose 63-at (I1I, VII) és cukorészter SP70 feliiletaktiv anyagot (IV, VIII)
tartalmazé készitményekkel végzett el (a) - és utdkezelés (b) hatdsa az UVB sugarzdsnak

kitett HaCaT-sejtek SOD enzimaktivitasara. (sajat abra)

12. abra: A S. platensis-t tartalmazo6 készitmények szabadgyokfogo aktivitasa a hatdbanyag

nélkiili készitményekkel 6sszehasonlitva. (sajat abra)

13. (a-b) abra: A C. acnes (a) és a S. aureus (b) baktériumtorzsek sejtéletképessége a VII,
VIII 6sszetétellel (hatoanyaggal és kontrollként hatdanyag nélkiil), a pozitiv kontrollal
(Aknemycin™) és az SPP-oldattal (0,25%) torténd kezelés utan. (sajat abra)

14. abra: A C. officinalis tartalmu készitmények textira-analizisének eredménye 24,5 + 0,5

°C-on. (sajat abra)

15. (a-f) abra: A kendcs-, krém- és gélmintak folyas-és viszkozitasgorbéi, a nyirofesziiltség
(Pa) (bal) és a viszkozitas (Pa‘s) (jobb) a sebesség gradiens (nyirasi sebesség) fiiggvényében

abrazolva. (sajat abra)

16. abra: A diklofenak-natrium in vitro diffazios profilja izopropil-mirisztattal (IPM)

impregnalt cellul6z-acetat membranon keresztiil. (sajat dbra)

17. abra: A metil-szalicilat in vitro diffuzios profilja izopropil-mirisztattal (IPM) impregnalt

celluloz-acetat membranon keresztiil. (sajat abra)

18. abra: A kvercetin in vitro diffiiziés profilja izopropil-mirisztattal (IPM) impregnalt

celluloz-acetat membranon keresztiil. (sajat abra)

19. abra: Sejtéletképességi vizsgalat (MTT teszt) az A-F Osszetételekkel és PBS-ben oldott 1

(sajat abra)

20. abra: In vitro szabadgyok semlegesitd aktivitas hatoanyagokkal vagy anélkiil, valamint a

C. officinalis kivonat antioxidans aktivitasa (15 mg/ml). (sajat abra)

21. abra: A fajdalom mértékének alakulasa (VAS skala pontszamok alapjan értékelve). (sajat
abra)

22. abra: A szinovialis membran vastagsaganak ultrahangos vizsgéalata (mm). (sajat abra)
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11. Tablazatok jegyzéke

1. tablazat: A kutatomunka soran alkalmazott kisérletek sematikus abrazolasa a tarsszerzok

kozremikddésének megjelolésével. (sajat tablazat)

2. tablazat: S. platensis liofilizatumot tartalmazd o/v emulzios krémek Osszetétele. (sajat

tablazat)

3. tablazat: C. officinalis kivonatot tartalmazé kendes (A) és krémek (B-C) Gsszetétele. (sajat
tablazat)

4. tablazat: C. officinalis tartalma gélek mindségi és mennyiségi Osszetétele. (sajat tablazat)

5. tablazat: A Spirulina platensis tartalmt készitmények pH-értékei kozvetleniil formulalas

utan, valamint 30 és 60 nap elteltével 21 °C-on torténd tarolassal. (sajat tablazat)

6. tablazat: Az azonos emulgealdszerrel formulalt oldott és szuszpendalt Spirulina platensis
port tartalmazd Osszetételek kioldodasi profiljdnak Osszehasonlitisa a hasonlosagi tényezd

(f2) szamitasaval. (sajat tablazat)

7. tablazat: A fikocianin felszabadulasi sebessége és a diffuzios koefficiens értékek az egyes

Osszetételekre vonatkoztatva (I-VI111.). (sajat tablazat)

8. tablazat: A koromvirdg tartalmi formulaciok pH értékei kozvetleniil formuldlds utan,

valamint 30 és 60 nap elteltével, 21 °C-on torténd tarolas esetén. (sajat tablazat)

9. tablazat: A diklofendk-natrium felszabadulasi sebessége (k) és diffuizids egyiitthato értékei

(D) az A-F készitményekre vonatkoztatva. (sajat tablazat)

10. tablazat: A metil-szalicilat felszabadulasi sebessége (k) és diffuzids egyiitthatod értékei

(D) az A-F készitményekre vonatkoztatva. (sajat tablazat)
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12. Targyszavak

Spirulina platensis, Calendula officinalis, feliiletaktiv anyagok, antioxidans, kiils6leges

gyogyszerkészitmények, acne vulgaris, antibakterialis, gyulladasgatlo, HaCaT sejtvonal

13. Keywords

Spirulina platensis, Calendula officinalis, surfactants, antioxidants, topical preparations,

acne vulgaris, antibacterial, anti-inflammatory, HaCaT cell line
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14. Koszonetnyilvanitas

Mindenekelott szeretnék koszonetet mondani témavezetOmnek, Dr. Fehér Palmanak,
akitdl mar TDK hallgatoként rengeteg segitséget ¢és tdmogatast kaptam, melyek hatasara
diplomam megszerzése utan a tudomanyos élet felé vettem az iranyt. Oszintén halas vagyok
aldozatos munkajaért, folymatos szakmai irdnymutatasaért, illetve az €let minden teriiletére
kiterjedo barati tanacsaiért, biztatasaért.

Halas koszonettel tartozok Prof. Dr. Bacskay Ildiké dékéanhelyettes és tanszékvezetd
asszonynak, hogy segitségével bekapcsolodhattam a Gyogyszertechnologiai Tanszéken zajlo
kutatasokba, emellett szakmai felkésziiltségével és a Gyogyszerésztudomanyi Karért végzett
aldazatos munkéjaval mindannyiunk szamara példat allit.

Szeretném megkdszonni Prof. Dr. Vecsernyés Miklos Dékan Urnak, hogy lehetéséget
biztositott a tudomanyos munka végzésére a Gyodgyszertechnoldgiai Tanszéken és barmikor
szamithattam szakmai segitségére.

Koszonettel tartozom Dr. Lekli Istvannak az elmult hirom évben nytjtott szakmai
segitségéért, példamutatasaért és folyamatos tAmogatasaért.

Ko6szonetet mondok a Gyogyszertechnologiai Tanszék valamennyi munkatarsanak, Dr.
Ujhelyi Zoltannak, Dr. Fenyvesi Ferencnek, Dr. Varadi Juditnak, Dr. Vasvari Gabornak, Dr.
Réti-Nagy Katalinnak, Dr. Nemes Danielnek, Dr. Arany Petranak, Dr. Sinka Davidnak, Dr.
Petd Agotanak, Dr. Kosa Déranak, Dr. Rusznyék Agnesnek, Dr. Haimhoffer Adamnak, Dr.
Klusoczki Agnesnek, Pardi Sandornénak, Horanyiné Korei Marianak, Sziligyi Erikanak,
Nagy Tiindének ¢s Batoriné Pataki Brigittdnak, amiért munkajukkal és szakmai
tdmogatasukkal hozzdjarultak eredményeimhez. Koszondm tovabba Vaszily Maridnak,
Lakatos Szilvianak és Antalné Sipos Szilvidnak, hogy tdmogattdk munkamat és barmikor
fordulhattam hozzajuk segitségeért.

Ezlton is szeretném megkoszonni az értekezésem alapjaul szolgald kozlemények
tarsszerzOinek a kozos munka sordn nyujtott Onzetlen segitségiiket és tdmogatasukat.
Koszonetet mondok Dr. Szab6 Judit tandrndének és Dr. Kallé Gergének, akik lehetdvé tették
az antibakterialis vizsgalatok elvégzését, illetve segitették a munkamat szakmai tanacsaikkal.
Koszonetet mondok az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet valamennyi munkatarsanak, akik a
kutatomunka soran felvetddott gyakorlati problémak megoldasdban segitségemre voltak.
Koszonettel tartozok Prof. Dr. Vasas Gabor tanszékvezetd Urnak és a Novénytani Tanszék

valamennyi dolgozdjanak, hogy szakmai tanacsaikkal segitették tudomanyos munkamat.
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Koszondm Prof. Dr. Jurca Tiindének, tovabba a Nagyvaradi Egyetem oktatoinak a
gyogynovényekkel végzett analitikai vizsgélatokat és a kozos publikacionk megjelenéséhez
nyujtott tamogatasukat. Koszonettel tartozok a Baile Felix Recovery Hospital munkatarsainak
a human klinikai vizsgalatban nyujtott segitségiikért.

Dr. Csoma Eszternek, Prof. Dr. Tésaki Arpadnak és Prof. Dr. Gergely Lajosnak
koszondm a faradthatatlan munkat, melyet a Doktori Iskolankért végeznek.

Oriasi halaval tartozok paromnak, Dr. Arvai Péternek onzetlen tamogatasaért és
szeretetéért, mely segitett atvészelni a nehezebb pillanatokat.

Halasan koszonom testvéremnek és egyben legjobb baratndmnek, Jozsa Kamillanak,
hogy mindvégig mellettem allt és odaaddan tdmogatott.

Végiil, de nem utolsé sorban szeretném megkdszonni Sziileimnek, hogy nyugodt és
kiegyensulyozott hatteret biztositottak a kutatomunkdm elvégzéséhez és disszertaciom

megirdsahoz, valamint kitartdan timogatnak és segitenek egész €életemben.
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Fiiggelék

A kutatas az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 ,,Debrecen Venture Catapult Program” ¢&s
EFOP-3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 palyazat keretében valdsult meg.

A kutatds az Innovacios és Technolégiai Minisztérium UNKP-21-3 kodszami Uj
Nemzeti Kivalosag Programjanak a Nemzeti Kutatdsi, Fejlesztési és Innovécios Alapbol

finanszirozott szakmai tdmogatasaval késziilt.

Az értekezés alapjaul szolgald kutatast az Innovacids és Technologiai Minisztérium
altal meghirdetett Témateriileti Kivalosagi Program (TKP2020-IKA-04 Big Data,
Biotechnoldgia, Energetika, Terapids célu fejlesztés, Vizzel kapcsolatos kutatasok és a négy
Lendiilet kutatocsoport tovabbfinanszirozasa és TKP2021-EGA-18) tamogatta. A TKP2020-
IKA-04 szamu projekt a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacidés Alapbol biztositott
tdmogatassal, a 2020-4.1.1-TKP2020 palyazati program finanszirozasaban valosult meg. A
TKP2021-EGA-18 szamu projekt a Nemzeti Kutatdsi Fejlesztési €és Innovacidés Alapbol

biztositott tamogatéassal, a TKP2021-EGA palyazati program finanszirozasaban valosult meg.

A disszertacid elkészitését a GINOP-2.3.4-15-2020-00008 Komplex Egészségipari
Multidiszciplindris Kompetencia Kozpont kialakitasa a Debreceni Egyetemen Uj innovativ
termékek ¢és technologidk fejlesztése érdekében és a GINOP-2.3.3-15-2016-00021
,Qyogyszertechnologiai K+F fejlesztése a Debreceni Egyetemen” cimii projekt timogatta. A
projekt az Europai Unio tdmogatasdval, az Europai Regionalis Fejlesztési Alap

tarsfinanszirozasaval valosult meg.

A kutatas egy része a ,,Domus Hungarica Scientiarum et Artium” kutatasi palyazattal és

a Nagyvaradi Egyetem Kutatasi szerzédésének (nr. 6/2016) tdamogatasaval valdsult meg.
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