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1. Bevezetés

A terdpids gyogyszerhatds létrejottéhez a hatdanyagot a hatas kifejtéséhez sziikséges
koncentracioban kell eljuttatnunk a kezelni kivant célszervhez [1]. Az intravénas beadas
kivételével a gydgyszeranyagoknak ehhez eldszor be kell jutniuk a véraramba, ahonnan tovabb
Iépnek az extra- vagy intracellularis térbe, vagyis a hatas helyére [2]. Ahhoz azonban, hogy ezt
biztositani tudjuk, a gyodgyszertechnoldgiai formulalas soran tobb Osszetett problémaval is
szembe kell nézniink kiilséleg és belsdleg alkalmazott gyodgyszerek esetében egyarant. A
késziteni kivant gyogyszerforma tipusat, valamint a formulalas céljat tobb szempont alapjan
hatarozzuk meg az alkalmazas modjatol fliggden. A terdpias indikéacion kiviil kiemelten fontos,
hogy a valasztott hatéanyag a Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (BCS) alapjan melyik
osztalyba tartozik, vagyis milyen oldhatosagi és permeabilitasi tulajdonsagok jellemzik [3]. A
forgalomba hozatali engedéllyel rendelkezd gydgyszerek mintegy 40%-anak, mig az uj
gyogyszerjelolt molekulak kozel 90%-anak rossz a vizoldhatosaga és/vagy a permeabilitasa [4].
A legtobb hatdanyag ¢és farmakonjeldlt a BCS alapjan a I1.-111.-IV. osztalyba sorolhato, vagyis
rossz oldhatosag és/vagy rossz membran permeabilitas jellemzi ket [5]. Formulalas soran az
egyik legnagyobb kihivast az emlitett hatdéanyagok biohasznosuldsdnak ndvelése jelenti. A
kiilonboz6 gyogyszertechnologiai segédanyagok, illetve modszerek segitségével azonban
képesek vagyunk a fent emlitett tulajdonsdgok modositasara, amelyek segitségével fokozhato
az oldékonysag és az abszorpcid [6]. A farmakon szempontjabol legmegfelelébb
gyogyszerforma kialakitdsa nemcsak a hatdanyag felszivodéasat és biohasznosuldsat noveli,
hanem annak terapias hatasat is [7]. A kiilonboz6 innovativ gyogyszerhordozd rendszerek
kialakitasa sordan legnagyobb figyelmiink a hatéanyag diszperzitasanak ndvelésére, valamint a
kiilonbozd bioldgiai barriereken keresztiili transzportjara irdnyul. A rossz vizoldékonysagu
farmakonokbol mikro- és nanorészecskék létrehozasaval ndvelhetd a rendszer diszperzitasfoka,
amelynek kovetkeztében csokken az anyag szemcsemérete, és n6 a részecskék fajlagos feliilete.
Ez a megoldas nagymértékben segiti a hatdéanyag felszivodasat is, ezaltal noveli annak
befolyasolja. A barriereken keresztiili transzportot a farmakon szerkezete, fizikai-kémiai
tulajdonsagai, valamint a felszivodas helye hatarozzdk meg dontdéen. Formuldlas soran
kulcsfontossagi lehet megfelelé penetraciofokozd segédanyagok alkalmazasa, amelyek
megkonnyitik, s6t fokozhatjak a gyodgyszeranyagok felszivodasat. Szamos tudomanyos
kisérletben igazoltdk, hogy a lipid tipust feliiletaktiv anyagok képesek moddositani a transz-,

illetve paracelluléris transzportot, ezaltal nélkiilozhetetlen segédanyagai lehetnek kiilséleges és



bels6leges gyogyszerhordozo rendszereknek egyarant. A membranfehérjéken, illetve
foszfolipid komponenseken kiviil a feliiletaktiv anyagok képesek szolubilizalni a rosszul

old6doé hatoanyagokat is, segitve ezzel a gyogyszertechnologiai formulaciot [9,10].

Munkdm soran olyan gydgyszer adminisztracios teriileteket kerestiink, amelyeknél a hatékony
gyogyszer bejuttatas a legnagyobb kihivast jelenti. Kisérleteimben olyan nagy diszperzitasfoka
heterogén diszperz gyodgyszerhordozo rendszereket formulaltam €s vizsgaltam, amelyek a fent
emlitett  gyodgyszerelési  stratégia  eredményes  megvalosithatosdgat — tamogatjak.
Gyogyszerformulacios kisérleteimben nagy kihivast jelentd kiilsdleges ¢és belsdleges
formulaciok kialakitasat tliztem ki célul. A két eltérd teriileten megszerzett tapasztalati tudas
hozzajarul olyan gydgyszerformuldcios szemlélet kialakitasahoz, amelyet segitségiil hivva a
legkiilonbozobb terapias kihivasokat is kezelni lehet. Ertekezésemben bemutatom egy
kihivasokkal teli kiilsdleges, és egy komplikalt belsdleges gyogyszerforma kialakitdsdnak
folyamatat. A kiilséleges gyogyszerforma kialakitdsanal a hatdoanyagok koziil egyértelmiien az
Osszetett novényi hatéanyagok jelentik az egyik legnagyobb kihivast. A valtozatos polaritasu
novényi extraktumok bioldgiailag aktiv komponenseinek gyenge kémiai stabilitasa mellett a
boron keresztiill torténd rossz penetraciés képesség nagymértékben korlatozza a
gyogyszertechnologiai felhasznalhatoésagukat. A gydgyszerforma kialakitasahoz ndvényi
hatéanyagként a Plantago lanceolata bioaktiv komponenseit valasztottuk, amely évszazadok
Ota ismert, a mai napig elterjedt gyogynovény [11]. A gydgyndvény f6 komponensei kiilonféle
farmakologiai tulajdonsagokkal rendelkeznek, beleértve a gyulladascsokkentd, vizelethajto,
antibakterials [12], hepatoprotektiv [13] és antioxidans [14] hatasokat. A gyogyaszatban
napjainkban leginkdbb 1égzdrendszeri betegségek, tovabba borsériilések kezelésére
alkalmazzak [15], mig a népgyodgyaszat évszazadokon keresztiil hasznalta sebek, égések
kezelésére, vérzéscsillapitasra is [16]. Bar kozismerten kivalo biztonsagi profillal rendelkezik,
a hidrolizisre valé hajlambdl adodd gyenge kémiai stabilitdsa korlatozza a
gyogyszertechnologiai felhasznalhatosagat [17]. Szamos elényos hatasanak ellenére az
akteozid magas hidrofil jellege miatt limitaltak a gyogynovény lehetséges alkalmazasi modjai
[18]. A gyogyszertarak polcain szinte kizardlag bevételre szant, kohogés elleni szirupok
formajaban talalhaté meg, ezért ezeket a tényezoket figyelembe véve esett valasztasunk erre a
hatdéanyagra. A fent emlitett korlatok kikiiszobolésének érdekében kiilsdleges felhasznalasu
folyadékkristaly rendszereket formulaltunk, melyek amellett, hogy védik a Plantago lanceolata
kivonatot a hidrolizist6l, fokozzak annak hatéasait is, penetracidofokozd segédanyag tartalma

révén pedig novelik az extractum biohasznosulasat is [19]. Enteralis adminisztraciora szant



gyogyszerforma fejlesztési kisérleteink soran ugyancsak a legnagyobb kihivasokkal
igyekeztiink szembeallitani magunkat. Munkam masodik felében olyan innovativ szilard
gyogyszerhordozd rendszert formulaltam, amely ndveli a peptid tipust vegyiiletek oralis
biohasznosulasat. Ehhez a formulacio soran szamos, a peptidek kedvezotlen tulajdonsagaibol
ered6 akadalyt kell lekiizdeni. A hatéanyag kémiai és fizikai tulajdonsaga mellet rendkiviili
kortltekintést igényel a gasztrointesztindlis rendszer peptidekre gyakorolt kedvezdtlen
rehatasainak megismerése és kikiiszobolése [20]. A gasztrointesztinalis traktusban torténd
gyakori peptid degradacid, valamint a peptidek amfifil tulajdonsaga mellett is alacsony
membran permeabilitasa jelentésen megneheziti a szajon at bevehetd gydgyszerkészitmények
eléallitasat [21]. A polipeptidek altalaban til nagy méretliek és polarisak ahhoz, hogy passzivan
diffundaljanak a lipidmembranokon keresztiil, a legtobb ismert aktiv transzportmechanizmus
azonban csak a nagyon kis peptidek sejtfelvételét segiti el6. A hasithatd szabad N- és C-
termindlisok gylirlibe zarasaval megvédhetjiik a peptideket a metabolikus enzimektdl
minimalizalva ezzel a bélben, vérben, valamint szovetekben torténd lebontasukat [22].
Gyodgyszertechnoldgiai  szempontbdl az emlitett problémakra megoldast jelenthet
penetracidfokozd segédanyagokat tartalmazd mukoadheziv polimer alapi innovativ
gyogyszerformak elballitasa [23,24]. A bevételre szant peptid tartalmi gyogyszerhordozo
rendszer fejlesztéséhez egy jol definialt, kisméretii ciklikus nonadekapeptidet, a melanin
koncentrald hormont valasztottuk modell hatéanyagként, amely a taplalkozasi viselkedés, az
energia egyensuly és a taplalékfelvétel szabalyozasaban tolt be fontos szerepet [25-28]. A
peptid kivalasztasaban fontos szempont volt, hogy kutatocsoportunk korabbi kisérleteiben
sikeresen kifejlesztett egy, az MCH mérésére szolgalo radioanalitikai (RIA) modszert [29]. A
formulaci6 soran az MCH-bol kalciummal térhalositott natrium-algindt mikrogyongyoket
képeztem nyitott polimerizacios modszerrel a peptid védelmének érdekében [30-33]. A
kivalasztott permeaciéfokozo segédanyagok inkorporalasaval sikeriilt fokozni a hatéanyag
oralis biohasznosuldsat, ezért ezek alkalmazasa sikeres stratégia lehet az oralis peptidbevitel

fejlesztésében.

A felhasznalt segédanyagok helyes megvalasztasaval kiilséleg, és bels6leg egyarant hatékony
gyogyszeres terapiat érhetliink el a gyodgyszertechnologiai formuldlas soran nagy kihivast
jelentd hatdéanyagok esetében is. Tovabba, a megfeleld gyogyszerforma kialakitdsaval
csokkenthetd a szervezetbe juttatott farmakon mennyisége, melynek koszonhetden
elkeriilhetdek a nemkivanatos mellékhatdsok. Az ilyen szemlélettel kialakitott készitmények

novelik a betegek terapiaban mutatott egytittmiikodését, a gyogyszeres terapia sikerességét.



2. Irodalmi attekintés

2.1.Biologiai barrierek

Az emberi szervezet biologiai barrierjei amellett, hogy megvédik szerveinket, szoveteinket a
kornyezet karos fizikai, kémiai, illetve biologiai hatasaitol nélkiilozhetetlen szerepet toltenek
be testiink homeosztazisanak fenntartasaban [34]. Az emlitett védelmi funkcion kiviil a
fiziologias barrierek fontos kapcsoldodasi pontokat jelentenek a kiillonbozé szoveti
kompartmentek és a kiilvilag k6zott. Az endotél és epitél sejteket sszekapcsolo szoros kotések,
a tight junction-ok akadalyozzak a sejtek kozotti szabad anyagaramlast az ionok, valamint
struktirdk kihivast jelentenek a gyoégyszerek bejuttatasinak szempontjabol, hiszen a
hatdéanyagnak a véraramba torténd felszivodasa, valamint a hatds helyére torténd transzportja
soran at kell jutnia a barriereken, valamint membranokon egyarant. A biologiai membranok
foszfolipid kettésrétegbdl allo mozaik struktarak. Az egymas mellett szorosan illeszkedd
lipidmolekulak hidrofob bels6 része diffuizios gatként szdmos molekula, valamint ion szdmara
atjarhatatlan. A kiilvilagtol valo teljes elzark6zas azonban kdros a sejtek szdmadra, ezért a
kornyezettel vald kapcsolatot a membranfehérjék biztositjadk. A membranfehérjék legnagyobb
része, az Un. integrans membranfehérjék teljesen atérve, stabilan iilnek a lipid kettsrétegben.
Legfontosabb képviseloik a kiilonb6z0 receptorok, csatorndk, transzporterek, illetve a
sejtfelismerésben szerepet jatszo fehérjék. Az anyagok membranon torténd atjutasa a karrier
membranfehérjék segitségével torténik, amely a koncentracid-gradiens fliggvényében passziv
(facilitalt difftizid) vagy aktiv transzportfolyamat (membranpumpa). E16bbi egyik legismertebb
példaja a sejtek gliikkdz felvételéért felelds gliikoz transzporter (GLUT), mig az utobbi egyik
klasszikus példdja a Na*/K'™-ATPaz. A csatornafehérjék egy vagy tobb alegységbdl allo
komplexek, amelyek belsd hidrofil csatornaja bizonyos anyagok szamara atjarhatd, legnagyobb
képviseldi az idegrendszerben nélkiilozhetetlen funkciot bet6ltd ioncsatorndk. Az
anyagtranszporton kiviil az integrans membranfehérjék masik fontos szerepe a sejtek
kornyezettel valo kapcsolattartdsa. A kiilvilag feldl érkez6 kémiai, vagy fizikai informaciokat
a specifikus membranreceptorok érzékelik, amelyek adott jelre konformacidvaltozassal
reagalnak, majd egy tobbtagu jelatviteli lancot aktivalnak. A kiilonb6z6 sejtkapcsolo struktarak,
mint példaul az okkludin, klaudin vagy a zonula occludens a sejtek tartos dsszekapcsolasaért

felelések. A sejtek kozotti permeabilitas fontos limitald tényezdje a hatdéanyag bejutasnak [35].
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A membran extracellularis tér felé es6 felszinén talalhato szénhidratkomponensei a sejtburok,

vagy mas néven glikokalix alkotoi.

Gyobgyszertechnologiai szempontbol fontos kutatdsi teriilet a gyogyszerjelolt molekulak
barriereken keresztiili permeabilitasanak fokozasa mind kiilséleges, mind pedig belséleges
gyogyszerformak tervezése soran. A barrierek koziil a sejtmembran, a vér-agy-gat, a fenesztralt
érendothel, a gasztrointesztinalis haimszovet, valamint az epidermisz korlatozzak leginkabb a
farmakonok célszervbe jutasat [36]. Kisérletsorozatunkban kiils6leges és belsdleges
készitményeket egyarant formulaltunk, ezért a tovabbiakban a bél- és borhdmon keresztiili

hatdéanyag transzportot szeretném részletezni.
2.1.1. Bélham barrier

Az emberi emésztdrendszer a gyomorbol, a vékonybélbdl, valamint a vastagbélbdl all, melyek
koziil a vékonybél nagy feliiletének kdszonhetéen (200 m?) a legtobb szajon 4t bevehetd
gyogyszer f6 felszivodasi helye [37]. A vékonybelet és vastagbelet boritdo bélhamot egy
kutikulas hengerhamszovet alkotja, amely els6dlegesen az emésztérendszer mitkodésében vesz
részt, de emellett szerves része az immunrendszernek is [38]. A vékonybél hamsejtjeinek
felszinét kesztyliujjszeriien boritd sejtnyulvanyok, a mikrobolyhok jelentdsen megndvelik a
tapanyag felszivo feliiletét, mig a sejtek kozotti specialis kapcsolatok, a tight junction-ok
atjarhatatlanna teszik a hamszovetet. A bélhamsejtek kozotti intercellularis kotéseknek négy
tipusat kiilonboztetjiik meg: gap junction, tight junction, dezmoszéma és adherens junkcio.
Ezek mindegyike kiilonbozé integrans fehérjékbol all, amelyek Osszehangolt miikodése
biztositja a hdmgat integritasat az ionok, metabolitok, valamint makromolekulak paracellularis
transzportjanak szabalyozasaval [39,40]. A réskapcsolatok, vagy mas néven gap
junction/konnexon a konnexin nevill transzmembran protein komplexbdl all6 hexamer alaka
csatorndk, melyek két sejtet minddssze 2 nanométeren beliilre hoznak egymastol. A
dezmoszomak a kadherin csaladba tartozd transzmembran adhézids fehérjékbdl allo
komplexek, melyek a sejtvazon keresztiil kotik 6ssze a szomszédos sejteket 30 nanométeres
rést hagyva két sejt kozott. Az adherens junkciok, més néven zonula adherens, a katenin és a
kadherin csaladok fehérjéi altal alkotott multiprotein komplexek. Az tgynevezett szoros
kapcsolatok (tight junction), vagy mas néven zonula occludens, a bélham legfontosabb
OsszetevOi a barrier funkcido szempontjabdl, amelyeket elsdsorban a klaudin és az okkludin
csaladok tagjai alkotnak. A koriilbeliil 35 kiilonb6zd fehérjébdl allo komplexek a lateralis és

apikalis membranok hataranak kozelében helyezkednek el egy folytonos gytirtit alkotva a sejtek
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koriil. Szelektiv, félig atereszto barrierként segitik a kisméretii ionok, valamint vizben oldott
anyagok paracellularis téren keresztiili atjutasat [41,42]. A legtobb makromolekula szamara
kihivast jelent a bélhamsejtek szoros kapcsolodasi pontjain keresztiili felszivodas. A
gyogyszerjelolt molekulak koziil a biomakromolekulak oralis iton torténd bejuttatasa évtizedek
Ota nagy nehézséget jelent a gyogyszeripar szamara, a klinikai gyakorlatban a biomolekulak

oralis hozzaférhetsége jelenleg az alacsony molekulatomegi peptidekre korlatozodik [37].
2.1.2. A bérham

Az emberi bor szerkezete és miikodése révén szamos feladatot lat el. A szervezetiinket érd
fizikai, kémiai, illetve mikrobiologiai hatdsok ellen véddé barrierként egyrészt képes
megakadalyozni az egészségiinkre karos anyagok bejutasat, masrészt gatolja a vizvesztést
[43,44]. Alapvet6en a borfelszin legfelsd, elszarusodd hamsejteket tartalmazo rétege, a stratum
corneum alsé sejtsora, az Oket Osszekotd sejtkapcsolatok, valamint a sejtek kozotti tér
alapallomanya alkotjak egyiittesen az emlitett fizikokémiai barriert [45]. A keratinocitakat
Osszekotd sejtkapcsolatok koziil egyesek olyan szorosak, hogy megakadéalyozzak a sejtek
kozotti szabad anyagaramlast, mig masok feladata a sejtmiikodés funkcionalis 6sszehangolasa.
Az egyik legfontosabb sejtkapcsolatot a ham 0Osszes rétegében megtaldlhatd dezmoszomak
jelentik. Az elmult években egyre nagyobb szerepet tulajdonitottak mas tipusu
sejtkapcsolatoknak is, amelyek azonban a felham (epidermisz) f6 barriernek tekintett
szarurétegében (stratum corneum) nem mutathatok ki, csak az alsobb granuldris rétegben
(stratum granulosum). Ide tartoznak az ugynevezett szoros kapcsolatok, vagy tight junction-ok,
amelyek kialakitdsdban a bél epitél sejtjeinél is ismertetett okkludin, illetve klaudin fehérjék
vesznek részt. Fontos megemliteni a réskapcsolatokat (gap junction/connexon) is, amelyek
csakugy, mint a tobbi sejttipusnal, a bérben is hat darab connexin molekulabol épiilnek fel.
Ezek a sejtkapcsolatok funkcidjukat tekintve egyrészt megakadalyozzak a nagyfoku
vizvesztést, masrészt biztositjak a kisméretli molekuldk, valamint ionok sejtkozotti dramlasat
[43,46]. A stratum corneum also sejtsoran kiviil a stratum granulosum sejtjei is részt vesznek a
fizikokémiai barrier kialakitasaban, amelyek bizonyos esetekben akar képesek atvallalni a
szaruréteg feladatat. A granuldris réteg sejtjeinek fo feladata azonban a barrier funkcio
szempontjabol fontos intercellularis lipidek termelése, amelyek membran altal hatarolt
sejtiiregecskékben, az un. Odland-testekben tarolodnak. Az Odland-testek, vagy mas néven
lamellaris testek altal szekretalt lipidek (ceramidok, szabad zsirsavak és koleszterin) toltik ki a

stratum corneum intercellularis réseit [47,48].
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A gybgyszeranyagok biohasznosuldsanak novelése allando kihivas a gyogyszerfejlesztések
soran, mely problémat tobb megkdzelitésbdl is vizsgaltdk mar. A hatéanyagok felszivodasat
egyrészt a diszperzitasfok novelésével javithatjuk megfeleld gyogyszerhordoz6 rendszer
kialakitdsaval. Alternativ megoldasként tovabb ndvelhetdé az abszorpcido kiillonbozo

segédanyagok hozzaadasaval, amelyek képesek modositani a biologiai barrierek védofunkcioit.

2.2. A biohasznosulas novelésének  érdekében  hasznalt
gyogyszertechnologiai segédanyagok

A vizben valo oldékonysagot a hatéanyag megfelelé kémiai atalakitisaival, vagy kiilonbozo
oldodaseldsegité segédanyagok hozzaadasaval novelhetjiik [49]. Az oldékonysag novelésére a

kovetkezo gydgyszertechnologiai lehetdségek vannak:
2.2.1. Vizoldékony sok képzése

Egy anyag bizonyos fizikai-kémiai tulajdonsagai, mint példaul az oldhatdsag eltérd lehet s6
formaban, mint a szabad savnak, vagy bazisnak. A megfeleld6 so6forma oldhatosagara
vonatkozoan azonban nincsenek elméleti adatok, ezért a kivalasztas eldzetes kisérletek alapjan
torténik. A soképzés lehetdségei eltéréek savas, illetve bazikus hatéanyagok esetében. Savak
vizoldékonysagat legtobbszor alkalifémekkel-, valamint alkalifoldfémekkel alkotott soikkal
novelhetjiik (pl. natrium-benzoat), mig bazisokra a hidroklorid, acetat, tartarat, szulfat, foszfat,

nitrat, és karbonat sok jellemzoek (pl. efedrin-hidroklorid) [50].
2.2.2. Polaris csoportok beépitése

A polaris csoportok molekulaba torténd beépitése kevésbé elterjedt modszer, mivel az atalakitas
soran kiilonbozd valtozasokkal kell szamolnunk, amely érintheti a hatéanyag farmakologiai
hatasat. Fontos megemliteni, hogy egy anyag kémiai valtoztatasa sokszor a stabilitas

csokkenéséhez is vezethet, amely befolyasolja a késébbi felhasznalhatosagot [51].
2.2.3. Komplexképzés

A komplexképzddés 1étrejohet hidrogénhidak kozott, polaros molekulak kozott fellépd dipolus-
dipolus kolcsonhatas altal, illetve kiilonbozé hatdanyagok, valamint hatdéanyagok ¢&s
segédanyagok kozotti hidrofob kdlcsonhatasok révén egyarant [52]. A folyamat soran azonban
szintén szamolni kell a gydgyszeranyag stabilitdsanak csokkenésével. A komplexképzés tipikus

példaja a koffein vizben vald oldékonysagat ndveld koffein-natrium-benzoat [51,53].
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2.2.4. Hidrotrop anyagok alkalmazasa

A hidrotrop segédanyagok olyan hidrofil polaros csoportokat tartalmazo egy- vagy tobbértékii
alkoholok, valamint ezek éterei €és €szterei, amelyek a hatdoanyag oldodasat feltehetden laza
komplexképzéssel, a viz hatarfeliileti fesziiltségének csokkentésével, vagy hidrogénhidak
kialakitdsaval ndvelik. Erésen hidratalodo tulajdonsaguk révén novelik az oldékonysagot,
mikozben asszociatumot képezhetnek a hatdéanyaggal [54]. Ez a mechanizmus szorosan
kapcsolodik a komplexképzddéshez, amely 1ényegében egy gyenge kdlcsonhatas a hidrotrop
anyag valamint a nehezen old6dé hatéanyag kozott [49]. A hidrotrop segédanyagok ismert
jellemzodje, hogy oldatban oOnszervezOdnek. A molekularis szerkezet alapjan torténd
osztalyozasuk viszonylag nehéz, mivel szamos vegylilet rendelkezik hidrotrép
tulajdonsagokkal. Legismertebb példai az etanol, az aromas alkoholok, az ionos feliiletaktiv
anyagok, illetve szamos natrium-s6, mint példaul a natrium-benzoat, natrium-citrat, vagy a

natrium-szalicilat [55].
2.2.5. Feliiletaktiv segédanyagok

A feliiletaktiv segédanyagok, vagy mas néven tenzidek gydgyszertechnoldgiai jelentosége
széleskori. Az oldas, valamint diszpergalas folyamatanak elésegitésén tal az abszorpcid
fokozasaval novelik a hatdéanyagok bioldgiai hasznosithatosag, ezért fontos komponensei
lehetnek egy uj gyogyszerhordozo rendszernek [56]. Szerkezetiiket tekintve amfifil vegyiiletek,
amelyek egy viszonylag nagyobb méretii hidrofob részbol és egy kisebb hidrofil fejecsoportbol
allnak [57]. Kémiai tulajdonsaguk szerint a feliiletaktiv anyagok alapvetéen két nagy csoportjat
kiilonboztetjilk meg, az ionos és nemionos tenzideket, amelyek egymastol a kationok és az
anionok jelenlétében vagy hianyaban kiilonboznek [58]. Az ionos felilletaktiv anyagok
molekulafeje elektromos toltést hordoz, amely lehet pozitiv vagy negativ t6ltés is. Ha a toltés
pozitiv, akkor kationos feliiletaktiv anyagnak nevezziik, mig negativ toltés esetén anionos
feliiletaktiv anyagrol beszélink. Az amfoter tenzideket két ellentétes toltésli, ikerionos
szerkezet jellemzi. A nemionos feliiletaktiv anyagok hidrofil részében nincs elektromos t6ltés,
vagyis a molekula nem kertiil ionizaciora, amikor azt vizben oldjuk [59]. A feliiletaktiv anyagok
jellemz6 tulajdonsédga, hogy igen kis koncentracidoban, hig vizes oldatban a viz felszinén
monomulekuldris réteget alkotnak. Mivel a tenzidek amfifil vegytiletek, a hidrofob résziiket
alkot6 szénhidrogén lancok az apoléros levegd, hidrofil fejcsoportjuk pedig a poléros viz felé
orientalodik [60]. A koncentracié novelésével egy meghatarozott értéknél, amely az egyes

tenzidek esetében igen eltérd lehet megindul a kolloid mérettartomdnyu asszociatumok, az
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ugynevezett micellak képzodése. A kritikus micellaképz6dési koncentracio (CMC) elérésével

a rosszul 0ld6do hatéanyagok oldhatosaga ugrasszertien megnd [61].

A hatoéanyagon kiviil a feliiletaktiv anyagok képesek a membran fehérje, valamint lipid
komponenseinek szolubilizalasara egyarant [62,63]. A bioldgiai membranok szolubilizacidja a
tenzid koncentraciojatol fiiggéen az alabbi meghatarozott, egymast kovetd fazisokbol all,
amely soran a feliiletaktiv anyag aranya folyamatosan né, a lipid kett6sréteg pedig fokozatosan
fragmentalodik és végiil szolubilizalddik. Kezdetben kisebb koncentracié mellett a tenzid
monomerek beépiilnek a foszfolipid kettOsrétegbe a membranintegritas megbontasa nélkiil. A
koncentracioé emelésével a feliiletaktiv monomerek aggregalddnak, és a membranon beliil kis
fragmentumokat hoznak 1étre, amelyek sz¢lét a feliiletaktiv anyagok komplexei fedik le. A
CMC elérésekor a foszfolipid kettésréteg megbomlik, és tenzid-lipid micellak, valamint kis
membranlemezek keletkeznek [64]. A feliiletaktiv anyagok a membranfehérjék hidrofob
részeivel is kolcsOnhatasba 1épnek. Mivel a membranszolubilizacié eredményeként 1étrejovo
abszorpcid fokozddas mellett kialakulhat membrankarosodas is, a preformulacié soran fontos
megvizsgalni a gyogyszerforma kialakitasahoz vélasztott feliiletaktiv segédanyag viselkedését

in vitro sejtkultras rendszeren Kisebb, illetve nagyobb koncentracioban egyarant.
2.3. Diszperzitasfok novelése

Wolfgang Ostwald elmélete szerint a diszperz rendszerek olyan, legalabb két komponensbdl
allo keverekek, amelyek koziil az egyik apro szemcsékre oszlatva, vagyis diszpergalt formaban
van jelen a masik, Osszefliggd komponensben [51]. Utobbi folytonos, matrix jellegli részt
diszperzios kozegnek, az eloszlatott szemcesés részt pedig diszperz fazisnak nevezziik. Mindkét
komponens lehet barmely halmazallapota [65]. A diszperz rész egyedi méretének
nagysagrendje szerint a diszperz rendszereket harom csoportra osztjuk. A homogén rendszerek,
vagy mas néven valodi oldatok részecskéi 1 nm alatti, a kolloid rendszerek, vagy mas néven
kolloidok szemcséi 1-500 nm kozottiek, mig a heterogén rendszerek, vagy mas néven durva
diszperz rendszerek részecskéi 500 nm feletti méretiiek [66]. Ha a diszperzids fazist nagyjabol
azonos méretli részecskék alkotjdk, akkor monodiszperz vagy izodiszperz rendszerrdl
beszéliink, ha pedig kiilonb6zd méretiiek, akkor a rendszer polidiszperz. A diszperz
rendszereket apritassal allitjuk eld, amely soran amellett, hogy noveljiik a részecskék feliiletét,
egymastol fliggetlen szemeséket hozunk 1étre. Diszpergalds soran a részecskék méreteit a tér

mindharom irdnydban csokkentjiik. A diszperz rendszerek egyik fontos jellemzdje a
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diszperzitasfok, amely minél nagyobb, annal kisebb a szemcseméret, illetve annal nagyobb a

fajlagos feliilet [67].
2.3.1. Klasszikus formulaciok

A heterogén diszperz rendszerek koziil leggyakrabban a folyékony halmazallapoti emulziokkal
¢és szuszpenziokkal talalkozhatunk. Mindkét gyodgyszerforma lehet bevételre vagy kiilsé
hasznélatra szant készitmény egyarant. Az emulzi6é két egymaéssal nem elegyedd folyékony
fazisbol all, amelyben a diszperz fazis 0,1 pm atmerdt meghalad6 cseppek formajaban van
tartosan diszpergalva. A diszperzios kozeg alapjan megkiilonboztetiink olaj a vizben, illetve viz
az olajban tipust emulzidkat. Az emulzi6 tipusat a fazisok térfogataranyan kiviil az alkalmazott
emulgensek hatarozzak meg. Az emulgensek olyan, az emulzidkészités nélkiilozhetetlen
segédanyagai, amelyek meggatoljadk a cseppek Osszefolyasat novelve ezaltal a rendszer
stabilitdsat. A csoport egyik legismertebb képviseldi a kordbban részletezett feliiletaktiv
anyagok, vagy mas néven tenzidek. Az emulzidk alkalmazisanak eldnye, hogy kiilséleg
alkalmazva jobb a penetracios képességiik, valamint hidratalo és hiité hatasuk, mint a tisztan
lipofil vagy hidrofil készitményeknek [68]. A szuszpenziok olyan heterogén diszperz
rendszerek, amelynek diszperz fazisa szilard, diszperziés kozege pedig folyékony
halmazallapota. A szilard fazis részecskemérete 0,5-100 um kozott valtozhat. A szuszpenziok
elénye, hogy lehetdvé teszik a vizben nem vagy rosszul oldodd hatdanyagok folyékony
gyogyszerformaban torténd adagolasat. Az emulzidkhoz hasonldan a szuszpenzidk formuléalasa
soran is elengedhetetlen a tenzidek alkalmazasa, amelyek nedvesitik a szilard anyag feliiletét a
viz feliileti fesziiltségének csokkentésével [69]. Az emlitett gyogyszerformak egyik legnagyobb
hatranya, hogy termodinamikailag instabil rendszerek. Benntiik a diszperz fazis €s a diszperzios
kozeg idOvel szétvalik, amely akar irreverzibilis folyamat is lehet, ami terapias hatékonysagukat

jelentésen csokkenti [70].
2.3.2. Folyadékkristalyok

A folyadékkristaly (LC) olyan anyagok Osszefoglald megnevezése, amelyek folyadékokra,
illetve kristalyokra jellemz6 tulajdonsagokat egyarant mutatnak. Halmazallapotukat tekintve
ugyan folyékonyak, azonban szamos fizikai tulajdonsaguk a kristalyokéhoz hasonléan
anizotrop [71]. A folyadékkristalyok megnyult, hossztengelyiik iranyaban merev molekulakbol
allo kristalyok megolvadasakor Kkeletkeznek. A molekulak hosszatavi rendezettségének
koszonhetéen az LC rendszerek megérzik folyékony tulajdonsagukat. Mivel egy meghatarozott

hémérsékleten az anyagok atalakulhatnak izotrop folyadékka, a fent emlitett allapot csak egy
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jol definialt hdmérséklet-tartomanyban alakulhat ki. A folyadékkristalyokat két f6 csoportba
sorolhatjuk. A termotrop rendszerek kialakulasat termikus folyamatok befolyasoljak. Ezek a
hémérséklettdl fiiggden kiilonbozo tulajdonsagokat mutatd fazisokba rendezddhetnek. Sajatos
mobilitast biztosito flexibilis oldallancok. A liotrop rendszerek amfifil molekuldkat, valamint
vizet tartalmazo olddszerek hatasara jonnek létre. A liotrop folyadékkristalyos anyagokhoz
képest nem feltétlentil rendelkeznek alakanizotropidval, inkabb az olddszerben valo
koncentraciojuk fliggvényében épiilnek fel [72]. A folyadékkristalyos rendszerek kozos
tulajdonsaga, hogy molekulaik irany szerint rendezetten helyezkednek el a térben, azonban a
szilard kristalyos allapottal ellentétben tomegkozéppontjaik nem alkotnak haromdimenzids

racsot [73].

G. Friedel és munkatarsai a folyadékkristalyok harom jellegzetes, a Szmektikus, nematikus, és
koleszterikus rendezdodését irtak le [74]. A szmektikus folyadékkristalyok molekulai
parhuzamos sikokba rendez6dnek, a molekulak sikon beliili tdvolsaga, illetve a sikok egymas
kozotti tavolsaga azonban véletlenszerii. A szmektikus folyadékkristalyok molekuldinak

elrendezddését az 1. szamu abra mutatja be.

1. abra. Szmektikus folyadékkristaly

A nematikus rendszerekben a molekulak egymassal szintén parhuzamosan allnak, azonban mar

nem alkotnak sikokat, tehat csak irany szerint rendezettek. A tomegkozéppontok elrendezddése



véletlenszerii. A nematikus folyadékkristalyok molekulainak elrendez6dését a 2. szamu abra

mutatja be.

2. dbra. Nematikus folyadékkristaly

A koleszterikus anyagokban a molekulak sikokba rendezddnek, sikon beliil pedig
parhuzamosak is egymassal, viszont két szomszédos sikban 1évé molekulak iranya mar nem
azonos, ugyanakkor nem is véletlenszerii. A tengelyek iranya tobb sikra nézve periodikus [75].

A koleszterikus folyadékkristalyok molekulainak elrendezédését a 3. szamu abra mutatja be.

3. dbra. Koleszterikus folyadékkristaly
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Gyobgyszertechnologiai szempontbol a folyadékkristalyok vizbdl, illetve egy, kettd vagy akar
tobb tenzid keverékébdl képzddnek meghatarozott koncentracid és hdmérséklet-tartomanyban

[76]. Az oldészer koncentracidjatol fiiggden a keletkezd folyadékkristalyos szerkezeteket

crer

crer

cres

megfelelé koncentracioban [77]. Ennek kszonhet6en a beteg teriileten célzott terapia, valamint
tartos gyogyszerhatas érhet6 el, amely a sziikséges hatdéanyag-dozis, illetve mellékhatasok

csokkentésével noveli a beteg compliancet.
2.3.3. Mikrokapszulak

A mikrokapszuldk olyan gyogyszerhordozo rendszerek, amelyek a hatoanyag molekularis
diszperz allapotanak koszonhetden jelentds mértékben gyorsitjak a felszivodast. Mivel a
hatéanyag-leadas nagy feliileten torténik, optimalis koriilmények kozott elérhetd lehet a teljes
hatéanyag mennyiség biohasznosulasa [78]. A mikrokapszulak szamos elonnyel rendelkeznek.
A kapszuldzott hatdanyagot hatékonyan védik a gasztrointesztindlis traktusban torténd
enzimatikus lebomldssal szemben, alkalmazasuk pedig lehetdséget biztosit a felhasznalas
helyén pontosan szabalyozott hatéanyag felszabadulasra. Mindemellett adminisztraciojuk
sokkal egyszerlibb és kényelmesebb az alternativ parenteralis, szabalyozott hatéanyag-
felszabadulasu dozisformakhoz, mint példaul a makroméreti implantatumokhoz képest. A
kiilonb6z6 mikropartikularis gyogyszerhordozo rendszerek tehat igéretes eszkozei lehetnek a

szajon at bevehetd szabalyozott hatéanyag-leadast biztositd gydgyszeres terapianak.

A mikrokapszulak vagy mikrogyongyok olyan gomb alak mikrorészecskék, amelyek mérete
akar 50 nm - 2 mm kozotti is lehet. Bar a kapszula szo egy kozponti magot koriilvevo
héjszerkezetre utal, a mikrokapszula kifejezés nem csak membrannal koriilvett szemcsékre
vagy cseppekre vonatkozik, hanem a szilard fazist matrix diszperziokra egyarant [79]. A
mikrokapszulak eldallitasi modjai, valamint a mikrokapszulazashoz alkalmazott technikak
jelentdésen atfedik egymaést. A kiilonb6zd formulacids eljardsok kémiai, fiziokémiai,
elektrosztatikus és mechanikai modszerekre oszthatok [80]. A kémiai folyamatok kozé a
hatarfeliileti és az in situ polimerizaciés modszerek tartoznak. A hatarfeliileti polimerizacio
soran egy monomer polimerizalodik két egymassal nem keveredd vegyiilet hatarfeliiletén. Ha

a bels¢ fazis folyékony halmazallapott, lehet6ség van a monomer belsd fazisban torténd
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diszpergalasara vagy szolublizalasara, majd ezt a keveréket emulgealjuk a kiils6 fazisban a
kivant részecskeméret eléréséig [81]. A koacervacios eljarassal torténd mikrokapszulazas a
fiziokémiai folyamatok ko6zé tartozik, amely altalaban harom 1€pésbdl all. Els6 1épésben egy
haromfazisu rendszert allitunk el6 az egymassal nem elegyedd mag-, és falanyagbol, valamint
a folyékony vivokozegbdl. Ezt kovetden megkezdddik a maganyag folyamatos bevonasa,
amely soran a falanyag folyamatosan lerakodik, majd végiil megszilardul a magon [82]. A
mikrokapszulazashoz hasznalt mechanikai modszerek specialis berendezések segitségével
torténnek. Porlasztasos fagyasztas soran a hatéanyagot a bevonod anyag olvadékaban
diszpergaljak, majd porlasztjak. A keletkezett cseppeket hiitéssel szilarditjak meg. Hasonlo
eljaras a porlasztva szaritds, amely az el6zot6l annyiban kiilonbdzik, hogy az olddszer
elparologtatasa utan szilardul meg a bevond anyag a cseppek feliiletén, nem pedig fagyasztas
soran. A Wurster-féle fluidizéacios eljards sordn a bevonds a berendezés aljan torténik, ahol
hatéanyagot és a bevono anyagot iS a levegbaramlas iranyanak megfeleléen egyszerre

adagoljak. A részecskék szaradasa a kolonna felsé részében torténik [80].
2.3.3.1. Alginat mikrogydngyok

A hatdéanyag bioadheziv polimer hordozorendszerekbe torténd kapszuldzasa kedvezd
tulajdonsagai miatt széles korben elterjedt modszer az oralis biohasznosulas novelésére [83,84].
A természetes polimerek bioldgiailag biztonsagos, inert hordozd matrixok, mivel nem csak
védik a gydgyszert a gasztrointesztinalis traktusban torténd enzimatikus bomlastol, hanem
javitjak annak felszivodasat is [85-87]. Ezenkiviil a polimer részecskék novelik a farmakon
hatékonysagat azaltal, hogy szabalyozott hatoanyag-felszabadulast biztositanak [31,88]. A
barna tengeri moszatbol nyert alginat egy biodegradabilis anionos polimer, amelyet elényos
tulajdonsagai miatt Széles korben hasznalnak szamos orvosbioldgiai vonatkozasban. Kivalo
biokompatibilitasa és mukoadheziv tulajdonsagai mellett alacsony toxicitasa, illetve viszonylag
alacsony ara miatt gyakran alkalmazott technoldgiai segédanyag [89]. Kétértékii kationok, mint
példaul kalciumion jelenlétében oldhatatlan ionos keresztkotésti térhalos komplexeket képez
[90]. A folyamat sordn a Ca?* ionok feltehetéen kizarélag az alginit guluronat részeihez
kotddnek, majd ezt kdvetden a szomszédos polimerlancok guluronatblokkjai keresztkotésekkel
ossezkapcsolddva gélszerkezetet hoznak 1étre. Az egyik leggyakrabban hasznalt vegyiilet az
alginat ionos térhaldsitasahoz a kalcium-klorid, amely nagyfoku vizoldékonysagabol addddoan
gyors és nehezen kontrollalt gélesedést eredményez. A gélesedés lassitasanak és ellenérzésének
egyik lehetésége a kalcium-szulfat, vagy a kalcium-karbonat alkalmazasa, amelyek

alacsonyabb oldhatosaguk miatt lassitjak a zselésedés sebességét [91].
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Korabbi kisérletek alapjan az alginat tartalmt partikulumok potencialis gyodgyszerhordozoi
lehetnek fehérje és peptid tipust vegyiileteknek. Mukoadheziv tulajdonsdganak kdszonhetéen
ezek a polimer alap gyogyszerhordoz6é rendszerek nagy mértékben javithatjak a hatéanyag
terapias hatdsat azaltal, hogy kozvetlen kapcsolatot alakitanak ki a célzott tertilet
nyalkahartyajaval, ndvelve ezzel a helyi hatdéanyag leadast, valamint felszivodast. Ezenkiviil az
alginat rendszerek potencialis hordozoéi lehetnek peptid tipust hatdanyagoknak, mivel elényds
tulajdonsagai révén képes izoldlni a peptidet a gyomor- és bélrendszer proteolitikus hatésaitol.
novelése kiillonbozé segédanyagokkal tovabb novelhetd. Ezek koziil a permeaciofokozo
anyagok alkalmazésa a legelterjedtebb mddszer peptidek, valamint fehérjék oralis bejuttatasara,
mivel a felszivd hamszovet tulajdonsagainak modositasaval megkonnyithetik a transz-, és
paracellularis felszivodast [9]. Tovabba, az alginat mikrogyongyok viszonylag enyhe
felszabadulésig torténd lebomléstol, mely szintén nem elhanyagolhaté formulalasi szempont.
Az alginat elényds tulajdonsagait kihasznalva kiilonbozé penetraciéfokozd segédanyagok
hozzaadasaval tehat olyan innovativ szilard gyogyszerhordoz6 rendszert alakithatunk ki, amely

noveli a peptid tipusu vegyiiletek oralis biohasznosulasat [80-82].
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2.4. Célkitlizés

Gyodgyszertechnoldgiai formulalas soran az egyik legnagyobb kihivast a hatéanyagok
megfeleld biohasznosulasa jelenti, amely kiillonb6z0 penetracidofokozo segédanyagok, illetve
formulaciés modszerek segitségével biztosithatd a farmakon oldékonysaganak és/vagy
abszorpcidjanak novelése révén. Kisérletsorozatunkban olyan kiilsdleges ¢és belsdleges
gyogyszerhordozo rendszereket formulaltunk és vizsgaltunk, melyek a gyogyszertechnologiai

formulalas szempontjabol kihivasokkal teli hatéanyagokat tartalmaznak.
Ennek megfelelden a kovetkezd fobb célokat fogalmaztuk meg:

e kiilonbozé innovativ heterogén diszperz rendszerek formuldldsa, melyek képesek
megvédeni a kivalasztott novényi hatéoanyagot a hidrolizissel, a polipeptidet pedig a
gasztrointesztinalis traktus enzimatikus emésztésével szemben,

e kiilonboz6 penetraciofokozo segédanyagok gondos és koriiltekint6 kivalasztasa, melyek
a barrierfunkciok reverzibilis megvaltoztatasaval javithatjdk a hatéanyag felszivodasat,

e az alkalmazott penetraciofokozo segédanyagoknak a hatéanyagok szintetikus
membranon keresztiil torténd permeabilitasara gyakorolt hatasanak in vitro vizsgalata,

e az alkalmazott penetraciofokozé segédanyagok, valamint a formulalt Osszetételek
human sejtekre gyakorolt hatasanak tanulmanyozasa in vitro sejtéletképességi

vizsgalatokkal.
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3. Anyagok ¢és modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

A munkamhoz hasznalt Gelucire 44/14, Lauroglycol 90, Labrasol, valamint Transcutol HP
feliiletaktiv anyagok a Gattefossé (Lyon, Franciaorszag) ajandékaként allt rendelkezésiinkre. A
felhaszndlt alacsony viszkozitdsi natrium-alginat a BUCHI Labortechnik (Flawil, Svajc)
terméke. A sejtkulturas kisérletekhez hasznalt human keratinocita sejtvonalat (HaCaT) a Cell
Lines Service-t6l (CLS, Heidelberg, Németorszag) szereztiik be, a human adenocarcinoma
sejtvonal (Caco-2) pedig az ECACC-t6]l (European Collection of Cell Cultures, Egyesiilt
Kiralysag) szarmazott. A 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid MTT-
festéket, DMEM sejttenyészté médiumot, a foszfat-puffert (PBS), a tripszin-etilén-diamin-
tetraecetsavat (EDTA), a héinaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FBS), az L-glutamint, a
nem esszencialis aminosav-oldatot és a penicillin—sztreptomicint a Sigma-Aldrich-t61 (St.
Louis, MO, USA) szereztilk be. A 96 lyuku plateket és sejttenyésztd flaskdkat a VWR
International-t61 (Debrecen, Magyarorszag) vasaroltuk. A TBARS Assay készletet a Cayman
Chemical-tol (Ann Arbor, MI, USA) vasaroltuk. A 2,2-difenil-1-pikril-hidrazilt (DPPH), az
abszolut etanolt, az IL-1-et és a TNF-alfat a Sigma-Aldrich-t61 (St. Louis, MO, USA) szereztiik
be.

3.2. Plantago lanceolata kivonat tartalmu folyadékkristalyok

formulalasa és vizsgalatai

3.2.1. Plantago lanceolata levél kivonasa

A széritott landzsas utifii levelek metanolos kivonatat a Debreceni Egyetem Novénytani
Tanszékének munkatarsai, Prof. Dr. Vasas Gabor és Dr. Gonda Sandor készitették. A
kereskedelmi forgalombol vasarolt P. lanceolata levél gyogyszerkonyvi standard mindségi
volt. A leveleket daralasat, majd poritasat 30 perces metanolos extrakcié kovette. Az extraktum

szlirését kovetden a szaritas rotacios vakuum beparloban tortént.
3.2.2. Folyadékkristalyok formulalasa

A folyadékkristalyos rendszerek formuldldsa sordn a komponensek optimalis koncentracio
tartomanyat titralasos modszerrel hataroztam meg a 4. szamu abran lathato Schott titronic

diszpenzer segitségével [72]. Korabbi vizsgalatok alapjan feliiletaktiv segédanyagként a
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Labrasolt, Lauroglycol 90-et és Gelucire 44/14-et valasztottuk. A formulalas soran elsd
Iépésben a sziikséges mennyiségli Plantago lanceolata kivonatot a tenzidek keverékében
oldottam, majd kis részletekben, allandd keverés kozben vizet adtam a rendszerhez. Az
extraktum mennyisége minden Osszetétel esetében 5%-nak felelt meg. Annak érdekében, hogy
a viztartalomnak a folyadékkristalyos szerkezetre gyakorolt hatasat tanulmanyozhassam, 10%
- 90% kozotti viztartalmu mintakat készitettem, mikdzben a Labrasol/Lauroglycol 90 tenzidek
aranyat allando 6:1 értéken tartottam. Munkamat a tovabbiakban négy kiillonbozo Osszetételii

minta vizsgalataval folytattam.

4. abra. Schott titronic diszpenzer

3.2.3. Membran diffuzios €s permeabilitasi vizsgalat

A membran diffaziés kisérleteket vertikalis Franz-diffuziés cellaban (Hanson 6-cell Manual
Diffusion Test System) végeztem, amely segitségével a hatdéanyag felszabadulasat vizsgaltam
[95]. A mintakat az elGzetesen izopropil-mirisztatba aztatott celluldz-acetait membranokra
helyeztiik [96]. Receptor fazisként 30 v/v% alkoholt hasznaltam folyamatos magneses keverés
mellett (350 rpm) annak érdekében, hogy segitsem az extraktum komponenseinek oldddasat. A
receptoroldat hémérsékletét a fizioldgids bor homérsékletének imitadlasara 32 °C-on
termosztaltam a kisérlet ideje alatt. A receptor kdzegbdl elére meghatarozott idépontokban (15
percenként 6 oran at) 1,0 mL mintat vettem, amit minden esetben friss receptoroldattal
pétoltam. A hatéanyag tartalmat UV-Vis spektrofotométer (Shimadzu, Tokyo, Japan)

segitségével hataroztam meg 517 nm hullamhosszon.
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3.2.4. RTCA és transzepithelidlis elektromos ellendllas mérés

A sejtréteg in vitro permeabilitasat a jol ismert transzepithelialis elektromos ellenallas (TEER)
érték mérésével ellendriztem. A mérés viszonylag egyszeri, valtakozo aramu elektrodokat
helyezve az apikadlis és bazalis celldkba a mért fesziiltség értékekbdl megkapjuk a barrier
elektromos ellenallasat. A kisérlet soran 10% sejtet szélesztettem DMEM sejtkultiras
médiumban specialis e-microplatekre. A PSmHaCaT sejtek esetében a gyulladast IL-1-béta és
TNF-alfa keverékével indukaltam, a korabban leirtak szerint. Az ellenéllast az xCELLigence
RTCA eszkoz segitségével mértem, az adatokat, mint példaul a sejtindexet pedig az Integrated
RTCA szoftver automatikusan elemezte. A mérési eredményeket a hagyomanyos TEER
mérésekkel tAmasztottam ald. A TEER méréséhez a HaCaT és PSmHaCaT sejteket DEMEM
médiumban 12 lyuku Transwell inzertekre (Corning Transwell Clear, atmérdje: 6,5 mm,
poérusmérete: 3,0 Im) szélesztettem 2x10* sejt/ 500 pL stirtiséggel [97]. A TEER értékeket
sz€lesztést kovetd 6 ora utan mértem eldszor, majd 7 napig 12 6rdnként mértem Millipore

Millicell-Ers 00.001 késziilék segitségével.
3.2.5. UV-C expozicio HaCaT sejteken

A PL-LC 06sszetételek UV-sugarzassal szembeni védé hatasat HaCaT keratinocita sejteken
vizsgaltam [98]. A sejteket a fentiekben leirt koriilmények kozott tartottam fenn. A HaCaT és
PSmHaCaT sejteket 96 lyuka miianyag platekre szélesztettem 104200 pL stiriiséggel. A
kisérletet a szélesztést kovetd 5. napon végeztem (amikor az RTCA méréseink szerint a sejtek
még nem ¢érték el a teljes konfluens allapotot). A formulaciok Osszetételét annyiban
modositottam, hogy desztillalt viz helyett azonos térfogatt DMEM sejtkultirds médiumot
hasznaltam a viz karos hatasainak elkeriilése érdekében. Mindkét sejtvonalat az Oriel Sol-UV-
4 UV Solar Simulator (Newport, Irvine, CA, USA) segitségével vizsgaltam készitményekkel
kezelve, illetve kezelés nélkiil egyarant. Az els6 kisérlet soran a PL-LC &sszetételekkel
dolgoztam, a HaCaT ¢és a PSmHaCaT sejtvonalak két-két csoportjaval. UV sugarzast mindkét
esetben csak a masodik csoport kapott. A kiilonbozd sejtek életképességét kozvetleniil, illetve
12, 24 és 48 oraval az expoziciot kovetden MTT-teszttel vizsgaltam. A kisérlet masodik
részében a sejteket 0,5 v/v% PL-LC 0Osszetételekkel inkubaltam 24 6ran at (a proliferacio 4.
napjatol kezdve), majd 6 percig UV-indukalt oxidativ stressznek tettem ki 6ket. A HaCaT sejtek

¢letképességét kozvetleniil az expozicidt kdvetden szintén MTT-teszttel vizsgaltam.
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3.2.6. Antioxidans tesztek

3.2.6.1. DPPH gyokfogé aktivitas mérés

A Plantago lanceolata tartalma folyadékkristalyok gyokfogd aktivitasat DPPH-teszttel
vizsgaltam. A DPPH egy stabil szabadgyodk, amely kiilonb6z6é antioxidansok jelenlétében
megvaltoztatja szinét. Kontrollként a megfelelé vak kompoziciok és PL-kivonat 5 v/v% -0s
vizes diszperzidjat hasznaltam (CE). Minden PL kivonatot tartalmaz6 mintat etanolban (96%)
reagaltattam a stabil DPPH gyokokkel. A reakcidelegy 100 pL mintabol, 900 pL abszolut
alkoholbol és 2mL etanolos DPPH oldatbol (0,06 mM) allt. Az elegyeket 30 percig inkubaltam.
Amikor a DPPH reagal egy hidrogén donor antioxidans vegyiilettel, redukalodik. Ez a reakcid
szinvaltozassal jar, sotét ibolyabol halvanysarga oldatot kapunk. A nem redukélodott DPPH
mennyiségi mérését UV spektrofotométerrel (Shimadzu Spectrophotometer, Tokio, Japan)
végeztem 517 nm hulldmhosszon. A fotometrids meghatdrozasok hattereként etanolt
hasznaltam. Kontrollként P. lanceolata kivonatot nem tartalmazo dsszetételeket hasznaltam. A
formulalt Osszetételek jobb antioxidans tulajdonsaganak bizonyitasara vak P. lanceolata
kivonatot (5 v/v%) is alkalmaztam. A gyokfogd aktivitas szazalékos mértékét (AA% =

antioxidans aktivitas) Mensor és munkatarsai modszere alapjan hataroztuk meg [99]:

AA% =100 - [((AstampIe - AbSbIank) X 100)/Ab5control].
3.2.6.2. Lipidperoxidacié (MDA)

A reaktiv oxigéngyokok lipidperoxidacios folyamatokat képesek generalni a szervezetben. A
malondialdehid (MDA) a tobbszordsen telitetlen zsirsavak peroxidacidjanak egyik végterméke
a sejtekben. A szabadgyokok emelkedése MDA taltermelést okoz. A lipidperoxidacios
vizsgalat szerint a mintaban 1évd MDA tiobarbitursavval (TBA) reagidlva MDA — TBA
adduktumot eredményez. A kisérlet soran a HaCaT sejteket (1x10°) eldszor jégen
homogenizaltam 300 pL. MDA lizis pufferrel (3 pL BHT-vel (100), majd centrifugaltam
(13 000x g, 10 perc). A feliiliszot TBARS Assay Kit-tel (Cayman Chemical) elemeztem. A
lipidperoxidacid6 mértékét a malondialdehid (MDA) és tiobarbitursav (TBA) reakci6jabol
keletkez6 kolorimetrikus (532 nm) MDA — TBA addukt mérésével hataroztam meg.
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3.3. Peptid tartalmi néatrium-alginat gyongyok formulaldsa ¢és

vizsgalatai
3.3.1. Natrium-alginat és kalcium-klorid oldatok készitése

Az 1,5 m/V% néatrium-alginat-oldat készitésé¢hez a sziikséges 3,30 g alacsony viszkozitasu
natrium-alginatot 200 mL desztillalt vizben oldottam. Az oldatot 180 percig kevertettem (300

rpm/perc) szobahdmérsékleten a megfelelé6 homogenitas elérése érdekében.

A 100 mM CaCl; oldatot 14,70 g kalcium-klorid-dihidrat 1000 mL desztillalt vizben torténd

oldasaval készitettem.
3.3.2. MCH tartalmu alginat gyongyok formulalasa

A folyamat sordn egy félautomata késziilék, a Biichi Encapsulator B 395-Pro (BUCHI
Labortechnik, Svajc) segitségével a hatdbanyagot nyitott polimerizaciés modszerrel kalciummal
térhalositott natrium-alginat mikrogyongyokbe inkorporadltuk a farmakon védelmének
érdekében. A gyongyképzés alapja, hogy a kontrollalt aramlasti laminaris folyadéksugar
egyenld méretli cseppekre esik szét az optimalis frekvencidnak (1800 Hz) k&szonhetd
vibralastol. A formulalni kivant peptidet finoman eloszlattam 40 mL 1,50%-0s natrium-alginat-
oldatban, majd az oldathoz 0,01 v/v% penetraciéfokozé segédanyagot adtam (Labrasol/
Transcutol HP) a kiilonbozd Osszetételeknek megfeleléen. A keveréket ezt kovetéen BD
LuerLock tipusu fecskendépumpaval csatlakoztattam a késziilékhez. Innen a folyadék el6szor
5,00 ml/perc sebességgel a pulzaldo kamraba keriil, majd 4athalad a favokan (80 pum/200
um/1000 pm) és egyenld méreti cseppekre esik szét. A cseppek feliilete megvaltozik az
elektréd (1000 V) és fuvoka kozti elektromos mezon athaladva, és az elektrosztatikus taszito
erOknek koszonhetden kiilon jutnak a keményitd folyadékba. A gyongyoket 15 percig hagytam
keményedni a kalcium-klorid oldatban, majd mosast kovetéen 0,40 pm porusatmérdji
membranon sziirtem vakuumpumpaval. Sziirést kovetden a terméket 24 oran at fagyasztva

szaritottam -110 °C-on [30].
3.3.3. Bezarodasi hatékonysag

A gyongyokben 1év0 bezarodott hatdoanyagtartalom meghatarozasahoz a 100 mM kalcium-

klorid keményitd folyadékbol 1 mL-es mintdkat vettem kozvetleniil formulalast kdvetden. A

crer
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Egyetem Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet munkatarsainak segitségével [29]. A
bezéarddasi hatékonysagot (EE) a kdvetkezd egyenlettel hataroztam meg:

TQ — HQ

EE=<T

)><100

amelyben HQ a keményité folyadékban mért gyogyszermennyiség, TQ pedig a gyongyok
teoretikus peptid tartalma [93].

3.3.4. Duzzadasi képesség vizsgalata

A kiilonb6z6 hatoanyagokkal és eloallitdsi paraméterekkel gyartott mikrokapszuldk eltérést
mutatnak szamos fizikai tulajdonsagban, mint példaul a duzzadas mértékében. Az emlitett
tulajdonsag befolyasolja a hatdanyag biofarmdciai viselkedését a szervezetben, valamint
meghatarozza a tovabbi feldolgozhatdsagat, példaul tablettazhatdésagukat, bevonhatdsagukat,
ami sziikségessé teszi a mikrokapszuldk fizikai paramétereinek eldzetes ismeretét. Az alginat
gyongyok duzzadasi viselkedését gravimetriasan hatdroztam meg. A kisérlet soran a pontosan
bemért 85 mg szaraz gyongyot 60 percre 100 mL desztillalt vizbe helyeztem
szobahdmérsékleten. A gyongyodket ezt kovetden vakuumpumpéval szlirtem, majd ismét
megmértem a tomegét. Az egyensulyi vizfelvételt a kdvetkezd egyenlet alapjan hataroztam

meg:
EWU = (WS _ Wd) X 100
B Ws
amelyben Ws a duzzadt gyongyok tomege, Wd pedig a széraz gyongyok kiindulasi tomege
[100].

3.3.5. Pasztazo elektronmikroszkopos felvételek

crey

Hitachi Tabletop mikroszkop (TM3030 Plus) (Hitachi High-Technologies Corporation, Tokio,
Japan) segitségével tortént Dr. Budai Istvan segitségével a Debreceni Egyetem Miiszaki Karan.
A mintékat kétoldalu ragasztoszalaggal boritott lemezre rogzitettiik, a mikrokrografia soran 5

kV-os gyorsitofesziiltséget hasznaltunk.
3.3.6. Részecskemeéret-eloszlas meghatarozasa

A 200 pm-es fuvokaval eldallitott gyongyok részecskeméret-eloszlasat HoribaPartica LA-

950V2 (Horiba, Ltd., Kyoto, Japan) 1ézerdiffrakcios részecskeméret-eloszlasmérd berendezés
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segitségével hataroztuk meg, amely nedves tizemmoddban, desztillalt vizzel (1000x higitas)
miitkodott. A vizsgalat Dr. Mocz6 Janos, valamint a Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi

Egyetem kozremiikodésével tortént.
3.3.7. In vitro kioldodas vizsgalat

A gyongyokbdl torténd hatoanyagleadas jellemzésére a forgdlapatos Erweka DT 800 kioldodas
vizsgald berendezést (Erweka GmbH, Langen, Németorszag) alkalmaztuk. A vizsgélat soran
minden esetben 400 mg szaraz mintat helyeztem 100 ml pH = 6,80 foszfat-puffer oldatba 37
°C-on. A kioldo6 kdzegbdl meghatarozott idokozonkeént (0., 5., 15., 30., 60., 90., 120. perc) 1000
Jozsef segitségével [29].

3.3.8. Enzimatikus stabilitas

Az MCH pepszin és pankreatin proetolitikus enzimek jelenlétében bekovetkez6 enzimatikus
lebomlasanak [101] vizsgalata soran a peptiddel toltott gyongyoket 100 mL pepszin tartalmi
mesterséges gyomornedvhez (szimuldlt gyomornedv — SGF), illetve pankreatin tartalmu
mesterséges bélnedvhez (szimulalt bélnedv — SIF) adtam, és 37 °C-on, mérsékelt keverés
mellett 100 rpm/perc sebességgel inkubdltam. Az SGF és SIF oldatokat az Eurdpai
Gyogyszerkonyv szerint készitettem. A kozegekbdl 120 percen keresztiil meghatarozott
1d6kozonként 1000 uL mintakat vettem, majd azonos térfogatt jéghideg reagenst adtem hozza
az enzimreakci6 ledllitasara (0,10 M NaOH SGF ¢és 0,10 M HCI SIF esetében). A mintakat

radioimmunoassay-vel mértiik [29].
3.3.9. Transzport vizsgalat

A peptid bélrendszerben torténd felszivodasanak modellezésére human adenokarcinoma Caco-
2 sejtvonalat haszndltam. A kisérlethez a sejteket eldszor 24 lyukt ThinCert™ poliészter
inzertekre (poérusatmérd: 0,40 pum; Greiner Bio-One International, Mosonmagyardvar,
Magyarorszag) szélesztettem 2 x 10° sejt/cm? siirliséggel. A sejtek transzepitelialis elektromos
ellenalldsat 2 naponta mértem. A mérések alapjan a transzport kisérlethez sziikséges stabil
monolayer a szélesztést kovetd 21-28. napon alakult ki, ekkor érték el a TEER értékek az 1000
Qx cm? koriilli értéket. A kisérlet megkezdése eldtt az apikalis, illetve bazélis
kompartmentekben a tapkozeget médiumrol HBSS pufferre cseréltem, majd a sejteket 30 percig

37 °C-on eléinkubaltamk. A donor oldat 300 mg minta 60 mL PBS pufferben 60 percig torténd
oldasaval késziilt. Negativ kontrollként HBBS-t hasznéltam. A mintakbo6l minden esetben 400
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uL oldatot pipettaztam az apikalis kamrakba. A kisérlet soran tobb Osszetétel permeabilitasat is
vizsgaltam, melyek kiindulasi peptid koncentraciéja minden esetben ugyanannyi volt, eltérés
csak a feliiletaktiv segédanyagok tipusaban volt. A membranon atjut6 MCH mennyiségének
meghatarozasdhoz 60 perc elteltével gyiijtéttem mintakat a bazélis kompartmentekbdl. A

mintakat radioimmunoassay-vel elemeztiik.
3.3.10. Transzepitelialis elektromos ellenéllas (TEER) mérés

A transzport kisérlet alatt a sejtek transzepitelidlis elektromos ellenallasat 15 percenként
mértem a Millipore Millicell-ERS 00001 berendezés segitségével (Waltham, MA, USA). A
membranfunkciok regeneralodasat a vizsgélatot kovetd 24 6raban monitoroztuk tovabbi TEER

mérésekkel.
3.4. Sejttenyésztés &s sejtéletképességi vizsgalatok
3.4.1. In vitro bor- és bélham modell

A sejtes kisérletek soran hasznalt HaCaT human keratinocita és Caco-2 human adenocarcinoma
sejtvonalakat heti rendszerességii passzalassal tartottam fenn. A sejtek egyik legfontosabb
tulajdonsaga, hogy megdrizték differencidcios €s proliferacios képességiiket, mely tobbszori
passzalas utan is megfigyelhetd [102]. A sejttenyésztés soran a sejteket fiziologids
koriilményekhez hasonld, letapadd sejtkulturahoz alkalmas sejttenyészté edényben
novesztettem DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tenyészté médium folyadékban
37 °C-on 5 % CO. atmoszféraban 95 % paratartalom mellett. A médium 2 mM L-glutamint,
100 mg/ml gentamicint, 10 v/v% inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FBS), valamint 1
v/v% nem esszencialis aminosavat tartalmazott. A tapoldatot mindkét sejttipusnal minden 3.
napon cseréltem steril koriilmények kozott, lamindris dramlasu fiilke alatt. A sejtek passzalasa
a letapad6 sejtvonalakra jellemzd konfluens sejtréteg kialakuldsakor tortént. A médium
cseréhez hasonloan a passzalas is sejtlaborban, laminar boxban tortént. A folyamat els6
Iépésében Ovatosan eltavolitottam a sejtekrdl az elhasznalodott tapoldatot, majd a sejtek
felszinén maradt médiumot PBS-oldattal (Phosphate Buffered Saline) mostam le. A letapado
sejtrégetet tripszin oldat (TrypLE™ Express, ThermoFisher) segitségével szuzspenzidba
vittem. Az emésztés alatt a sejteket 5 percig inkubdltam, majd a reakciot friss médium
hozzdadasaval éllitottam le, amelynek szérum tartalma inaktivdlja az enzimet. A
sejtszuszpenziot ezt kovetéen 6 percig, 1100 rpm fordulaton, szobahOmérsékleten

centrifugaltam. A lecentrifugélt sejtekrél 6vatosan leszivtam a feliiliszot, majd 10 ml tiszta

30



médiummal szuszpendaltam Oket. A szuszpenzidban 1évé sejtek szamat Biirker kamra
segitségével szamoltam. A sejtszuszpenziobol 10° db sejtet tartalmazé mennyiséget steril
telepité edénybe pipettaztam, és a médium mennyiségét kiegészitettem 10 ml-re. A keratinocita
sejtek egy csoportjat a tovabbi vizsgalatokhoz Da Hee Choi és munkatarsai [103] munkaja
alapjan TNF-alfa (20 ng/mL) és IL-1-béta (25 ng/mL) proinflammatorikus citokinek
kombinaciojaval kezeltem, hogy TNF-alfa/IL-1-béta indukalt human PSmHaCaT sejteket

kapjunk. A tovabbi kisérletekhez 10 és 30 passzazs szamu sejteket hasznaltam.
3.4.2. MTT sejtéletképességi vizsgalat

A kisérlet sordn az ¢l6 sejtek mitokondridlis dehidrogendz enzimje a sarga szinii vizoldhato
MTT festéket (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid) lila szinii, vizben
oldhatatlan formazan kristalyokka redukaljak. A modszer szelektiv, mert csak az €16 sejtek
mitokondriumaban taldlhaté aktiv dehidrogendz enzim. A keletkezd formazan s6 sosavas
izopropanollal oldatba vihetd, és az oldat abszorbancidja spektrofotométerrel mérhetd. Az igy
meghatarozott abszorbancia érték korrelal az €16 sejtek szamaval. A sejtéletképességi
vizsgalatokhoz a HaCaT és Caco-2 sejteket az el6z6 pontban ismertetett modon 7 napig
ndvesztettem 96 lyuki tenyésztd plate-ben 10% sejt/lyuk siirtiséggel. A novesztés soran a faradt
médiumot a 3. napon lecseréltem. A konfluens sejtréteg kialakuldsat kdvetden a tapoldatot

eltavolitottam, majd a sejteket meghatarozott ideig inkubaltam a vizsgalati mintakkal.
3.5. Statisztikai analizis

Kisérletes eredményeinket a Microsoft Excel 2013 és SigmaStat 4.0 (3.1 verzio; SPSS,
Chicago, IL, USA, 2015) segitségével elemeztiik. A mért adatokat atlag = SD formaban
kozoltik. A csoportok Osszehasonlitasat egyutas ANOVA modszerrel végeztiik, amelyet
Tukey’s teszt kovetett. A kisérletek soran legalabb harom parhuzamos mérést végeztiink, a

kiilonbségeket pedig p <0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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4. Eredmények

4.1. Plantago lanceolata kivonat tartalmu folyadékkristalyok

formulalasa és vizsgalatai

4.1.1. Plantago lanceolata levél kivonasa

A P. lanceolata levél metanolos kivonasa végén 100 g kiindulasi anyag 25,2 g P. lanceolata
kivonatot eredményezett. Az extraktum jellemzése hiteles standardokkal végzett kalibralas utan
LC-ESI-MS modszerrel tortént [104]. A kivonat 5,99% acteozidot, 2,34% aucubint, valamint
1,21% katalpolt tartalmazott.

4.1.2. Folyadékkristalyok formulélasa

A folyadékkristalyok kialakuldsanak paramétereit pszeudoterner fazisdiagram segitségével
hataroztam meg. A Labrasol/Lauroglycol 90 (6:1)/ Gelucire 44/14 / viz pszeudoterner diagram
az 5. szamu abran lathatd. Annak érdekében, hogy a viztartalomnak a folyadékkristalyos
szerkezetre gyakorolt hatdsat tanulmanyozzam, kiilonb6z6 viztartalmua (10% - 90%) mintakat
készitettam. A titralas soran féként mikroemulziok képzddtek. Amikor a viz aranya 90% folé
emelkedett makroemulzidk alakultak ki, fiiggetleniil a Labrasol/Lauroglycol 90 és Gelucire
44/14 feliiletaktiv anyagok aranyaitol. Ezzel szemben folyadékkristalyos rendszerek csak az
OsszetevOk egy bizonyos, sziikebb tartoméanyaban keletkeztek, amikor a keverék a
Labrasol/Lauroglycol 90 tenzid part 10% alatt tartalmazta. A diagram alapjan négy kiilonb6z6
Osszetételt valasztottam ki a Labrasol/Lauroglycol 90 4allandé 6:1 aranyaval tovabbi
vizsgalatokra. A formulaciok tisztak és stabilak voltak 4,1-9,9 %-0s Labrasol/Lauroglycol 90,
valamint 31,1-52 %-o0s Gelucire 44/14 tartomanyokban. A kivalasztott PL kompozicidkat az

1. szamu tablazat foglalja ossze.
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PL-LC 1 PL-LC2
Labrasol/ Lauroglycol 90 (6:1)
" wFolyadékkristaly (LC) '

aMikroemulzio
aMakroemulzid

PL-LC3 WAVAVA .. AVAVAVAVAW PL-LC 2

' Viz Gelucire 44/14 '

[ Plantago L.extraktum [ Gelucire 44/14 M Labrasol:Lauroglycol 90 (6:1)  [[] Vi

5. dbra. Labrasol/Lauroglycol 90 (6:1) / Gelucire 44/14 | viz rendszer pszeudoterner
fazisdiagramja. A sotétkek teriilet a folyadékkristalyok képzodésének tartomanyadt jeloli (LC).
A kordiagramok a kivadlasztott Plantago lanceolata PL-LC ésszetételek (I-1V) segédanyagainak

aranydt szemléltetik.
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1. tablazat. Formulalt LC rendszerek osszetétele. A formulalt LC rendszerek minden esetben

5% hatoanyagot tartalmaztak valtozo tenzid- és viztartalom mellett.

Osszetétel P. lanceolata Gelucire Labrasol/Lauroglycol Viz
Kivonat 44/14 90

l. 1.25mL 10 mL 2.5 mL (9.90%) 11.5mL
(4.95%) (39.60%) (45.55%)

. 1.6 mL 10 mL 2.5 mL (7.79%) 18 mL
(4.92%) (31.15%) (56.08%)

[l. 1.1mL 11.25 mL 1.25 mL (5.79%) 8 mL
(5.09%) (52.08%) (37.04%)

V. 1.5 mL (5%) 11.25 mL 1.25 mL (4.17%) 16 mL
(37.50%) (53.33%)

4.1.3. In vitro kioldodas vizsgalat

A 6. szamu abra a szintetikus cellul6z-acetat membranon keresztiil diffundalt P. lanceolata
kivonat szdzalékos aranyat mutatja az 1d6 fiiggvényében. Az Osszetételekbdl felszabadult
hatéanyag mennyisége alapjan az alabbi csokkend sorrendet allitottuk fel: PL-LC 2>1>4 >
3. Eredményeink alapjan jobb hatéanyag kioldddas tortént azokbol a készitményekbdl, melyek
a Labrasol/Lauroglycol 90 tenzid parbol tobbet tartalmaztak. A legjobb diffuziot az 1. és IL
kompozici6 esetében sikeriilt elérni, ahol a feliiletaktiv anyagok tartomanya 9,9 % és 7.8 %
volt, a diffundalt PL-kivonat mennyisége pedig meghaladta az 50% -ot. A III. és a IV.
kompozici6 esetében, amelyek kevesebb feliiletaktiv anyagot tartalmaztak, rosszabb hatéanyag

diffuziot tapasztaltunk, a felszabadult gyogyszer mennyisége 40% alatt volt.
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6. dbra. A kompoziciok kioldodas profiljai. A legtobb hatoanyag az I. és II. OsszetételekKbdl
diffundalt, amely a Labrasol/Lauroglycol 90 tenzid parbol a legtobbet (9,90 % és 7,80%)

tartalmazta.

4.1.4. HaCaT sejtproliferacios vizsgalat

A proliferacios vizsgalatokat 10%4/200 uL stiriiséggel szélesztett HaCaT sejteken végeztem az
XCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) segitségével. A 7. szamu abra szemlélteti a
vizsgalt mintak kozott tapasztalt jelentds kiilonbségeket. A HaCaT sejtproliferacidé impedancia
mérésen alapuldé meghatarozasa azonban a sejtindex nyilvanvalé novekedését mutatta
mindegyik esetben eltérd proliferacids kinetika mellett. Mig a kezeletlen HaCaT sejtek hét nap
elteltével alakitottak ki a konfluens monolayer sejtréteget, az IL-1-béta - és a TNF-alfa stimulalt
keratinocitak (PSmHaCaT) a gyors proliferacio kovetkeztében hamarabb elérték a platofazist.
Ezen feliil a PSmHaCaT keratinocitak magasabb sejtindex értékeket mutattak ebben a
szakaszban. Ennek megerdsitésére a sejtek transzepithelialis elektromos ellenallasat is mértem,
mely mérések eredménye Osszhangban van az RTCA tesztekkel. Amint az a 8. szamu abran is
lathat6, magasabb TEER értékeket figyeltem meg a PSmHaCaT sejteknél, mint a kezeletlen

keratinocitak esetében.
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8. dbra. Transepithelialis elektromos ellenallas (TEER) mérés eredményei.

4.1.5. MTT sejtéletképesség vizsgalat

A biztonsagos alkalmazas biztositasanak érdekében MTT sejtéletképességi vizsgalatokat
végeztem HaCaT sejtvonalon. A formuléciok citotoxicitdsat kiillonb6zé koncentracidkban

vizsgaltam. Az egyes OsszetevOket szintén teszteltem kiilon-kiilon. Az LC rendsezerek
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Osszetételt annyiban valtoztattam meg, hogy a vizet azonos mennyiségii DMEM sejtkultiras
médiumra cseréltem. Ez azonban az LC rendszer tulajdonsdgain nem valtoztat, mivel a vizhez
hasonléan a DMEM is poldros. A 9. szdmu abran lathato, hogy a formulalt LC rendszerek,
illetve azok Osszetevoi sem befolyasoltak jelentdsen a sejtéletképességet. A sejtéletképesség
még magasabb koncentraciok esetében is 50 % felett volt a negativ kontrollhoz képest (foszfat-
pufter, PBS). Megéllapitottam, hogy az 6sszes kompozicid jol tolerdlhatd. Nem tapasztaltam
szignifikans kiilonbséget az LC-rendszerekkel, illetve a negativ kontrollként alkalmazott PBS-
sel kezelt csoportok esetében, bar mind koziil a II. Gsszetétel csokkentette legkevésbé a

sejtéletképességet.

2. tablazat. MTT teszthez modositott LC rendszerek oOsszetétele. A formulaciok osszetétele
annyiban valtozott a kisérlet soran, hogy a vizet azonos mennyiségii tenyészto médium

folyadékkal helyettesitettem.

Osszetétel P. lanceolata Gelucire Labrasol/Lauroglycol DMEM
kivonat 44/14 90

l. 1.25mL 10 mL 2.5 mL (9.90%) 11.5mL
(4.95%) (39.60%) (45.55%)

Il. 1.6 mL 10 mL 2.5 mL (7.79%) 18 mL
(4.92%) (31.15%) (56.08%)

I"i. 1.1 mL 11.25 mL 1.25 mL (5.79%) 8 mL
(5.09%) (52.08%) (37.04%)

V. 1.5 mL (5%) 11.25 mL 1.25 mL (4.17%) 16 mL
(37.50%) (53.33%)
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9. abra. A formulaciok, illetve azok komponenseinek toxicitas vizsgalata HaCaT sejtvonalon
MTT teszttel. Pozitiv kontrollként Triton-X-et; negativ kontrollként foszfat-puffert (PBS)

hasznaltam.

4.1.6. DPPH gyokfogo aktivitas vizsgalat

A vizsgalat alapja a DPPH szabadgyok antioxidans jelenlétében torténd szinvaltozasa. A
folyadékkristaly rendszereket Plantago lanceolata kivonattal, illetve anélkiil is vizsgaltam.
Kontrollként a megfelel6 vak formulaciokat és 5% Plantago lanceolata Kkivonat vizes
diszperzidjat (CE) alkalmaztam. Mint azt mar korabban emlitettem, a formuldlt LC mintik
szintén 5 v/v% PL kivonatot tartalmaztak. Az antioxidans aktivitas szazalékos aranyat DPPH
teszttel mértem. A DPPH gydkfogd aktivitast Brand-Williams és mtsai altal leirt modszer
alapjan mértem [105]. Az eredmények alapjan szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk a
vizsgalt csoportok kozott, melyet a 10. szamu abran csillaggal jeloltem. Az elvégzett vizsgalat
megerdsitette, hogy az 0sszes kompozicié képes jelentdsen géatolni a DPPH oxidaciojat.
Megallapitottam, hogy az I. és a II. Osszetételek a leghatékonyabbak, ezzel szemben a IV.
Osszetétel mutatta a legkisebb aktivitas, bar antioxidans kapacitdsa igy is jelentdsen

magasabbnak bizonyult, mint a kontroll csoporté (CE).
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50

10. dbra. Az LC-PL ésszetételek altal kozombositett reaktiv oxigéngyokok szazalékos ardanya.

Pozitiv kontrollként 5 v/v% P. lanceolata kivonat vizes diszperzidjat valasztottam, negativ

kontrollként pedig hatoanyag nélkiili folyadékkristalyt. A szignifikanciat csilaggal jeloltem (*).

4.1.7. Lipidperoxidacido (MDA) vizsgalat

A formulaciok UV sugarzassal szembeni védohatasat HaCaT, illetve PSmHaCaT sejteken

vizsgaltam. Az in vitro antioxidans aktivitas mérések eredményeit a 11. szamu abra mutatja be.

Az MDA szintjében mért kiilonbségek megerdsitették a Plantago lanceolata kivonat

antioxidans hatékonysagat, és a megfelelden kivalasztott komponensek fontossagat egyarant.

Amellett, hogy az 6sszes formulacio csokkentette az MDA szintet a kontroll csoportokhoz

képest, azt tapasztaltam, hogy az I. Osszetétel (a legnagyobb penetracidfokozd segédanyag

tartalommal) esetében jelentdsebb ez a csokkenés.
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11. dbra. Az LC-PL rendszerek HaCaT (a) és PSmHaCaT (b) sejtek MDA szintjére gyakorolt
hatdsa 6 perc UV expoziciot kévetéen. Pozitiv kontrollként PL kivonatot, negativ kontrollként

pedig kezeletlen sejteket alkalmaztam.
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4.1.8. UV-C expozici6 HaCaT sejteken

Az LC-PL kompoziciok UV-C besugarzés elleni hatasat HaCaT, illetve stimulalt keratinocita
(PSmHaCaT) sejtvonalakon vizsgaltam. A formulacidk dsszetételét annyiban modositottam (2.
szamu tablazat), hogy desztillalt viz helyett azonos térfogatt DMEM sejtkulturas médiumot
hasznéltam a viz karos hatdsainak elkeriilése érdekében. A 12. szdmu abra az UV-indukalt
oxidativ stresszt kovetd sejtéletképességet mutatja. Az elso kisérletben nem alkalmaztam PL-
LC kezelést. Az eredmények alatdmasztottak az UV-C sugérzas kiillonboz6 sejtvonalakra
kifejtett karos hatasat, tovabba megfigyeltem, hogy 6 perc UV-C expozici6 a sejtéletképesség
jelentds csokkenését eredményezte. A sugarzas altal stimulalt proliferacios valtozasokat MTT-
teszttel vizsgéltam az expoziciot kovetd 12., 24. és 48. ordban. Azt tapasztaltam, hogy 6 perc
UV-C expozicié robusztus PSmHaCaT sejtproliferaciot eredményezett. Két nap elteltével az
UV-C-stimuldlt PSmHaCaT sejtek ¢letképessége meghaladta a kezeletlen sejtek
¢életképességét. A 13. szamu abra PL-LC-vel kezelt sejtek életképességét mutatja 6 perc UV-C
expozicid okozta oxidativ stressz utan. Az eredmények alapjan a PL-LC kezelés részben gatolta
az UV-C sugarzas karos hatasait. A Plantago lanceolata kivonat antioxidans hatasa mellett a
Labrasol/Lauroglycol 90 penetraciofokozo hatasa is érvényesiilt, mivel az 1. és IIL
kompoziciobol, amelyek a tenzid part nagyobb koncentracioban tartalmazzdk, idéegység alatt
nagyobb mennyiségli hatdanyag kertilt a sejtekbe, novelve ezzel a sejtéletképességet. Az atfogd
elemzés kimutatta, hogy ugyan az LC-PL kezelés nem képes teljes mértekben megvédeni a
keratinocitdkat, a PSmHaCaT sejtek eset¢ben megfigyelt UV-C expozicid6 okozta

hiperproliferaciot azonban megeldzte.
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12. abra. MTT sejtéletképességi vizsgalat eredményei HaCaT, illetve PSmHaCaT sejteken UV
expoziciot kovetd 12., 24., 48. oraban. A szignifikanciat csilaggal jeléltem (*).
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13. dabra. MTT sejtéletképességi vizsgalat eredményei HaCaT (a), illetve PSmHaCaT (b)

sejteken 6 perccel az UV expoziciot kovetden.
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4.2. Peptid tartalmi natrium-alginat gyongyok formuldlasa ¢&s

vizsgalatai
4.2.1. MCH tartalmu natrium-alginat mikrogyongyok formulalasa
Az MCH-bdl eléallitott négy formulacid dsszetételét az 3. tdblazat foglalja Ossze.

3. tablazat. MCH tartalmu natrium-alginat mikrogyongyok formulalasahoz valasztott

osszetételek.
. Natrium-alginat- Transcutol
Osszetétel Labrasol
oldat HP
MCH gyongy 40 mL - -
0.01%
MCH gyongy + 0.01% (v/v%) Labrasol 40 mL -
(VIv%)
MCH gyongy + 0.01% (v/v%) Transcutol HP 40 mL - 0.01% (v/v%)
MCH gyongy + 0.01% (v/v%) Labrasol és 0.01%
40 mL 0.01% (v/v%)
0.01% (v/v%) Transcutol HP (VIV%0)

4.2.2. Bezarddasi hatékonysag

A vizsgalat eredményei alapjan a hatdanyag bezarddasi hatékonysaga az Osszes Osszetétel
esetében minimum 56 %-os volt. A legalacsonyabb értéket a csak peptidet tartalmazd gyongyok
esetében kaptam, mig a feliiletaktiv Labrasol és Transcutol HP segédanyagokat is tartalmazo
mintak magasabb mértéktit MCH bezarodéast mutattak. Az egyes 0sszetételek hatéanyag bezaro
képessége kozott nem tapasztaltam szignifikdns kiilonbséget. A bezarddasi hatékonysag

mérések eredményeit a 14. abra foglalja 6ssze.
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80

HH
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Hi

40

20

MCH gyongy MCH gyongy + MCH gyongy + MCH gyongy
0.01%(v/v%0) Labrasol 0.01%(v/v%0) 0.01%(v/v%0) Labrasol
Tanscutol HP és 0.01%(v/v%)
Transutol HP

Bezarédasi hatékonysag (EE) (%)

14. abra. Bezarodasi hatékonysag a kiilonbozé6 MCH tartalmu gyongydkre vonatkozoan. Bar
az egyes Osszetételek esetében kapott eredmények kozott nincs szignifikans kiilonbség, a

Labrasol-¢ és Transcutol HP-t tartalmazo gyongyok magasabb értéket mutattak.

4.2.3. Duzzadasi képesség meghatarozasa

A gyongyok duzzadasi képességét a 15. abra mutatja be. Az eredmények alapjan megfigyeltem,
hogy az egyensulyi vizfelvétel mértéke dontden a szemesemérettdl fiiggd tényezd. Minél kisebb
a részecskeméret, és ezaltal minél nagyobb a fajlagos feliilet, annal nagyobb a részecskék
vizfelvételi kapacitdsa. A duzzadasi képesség meghatdrozasa hasznos a termékek késdbbi

felhasznalasa soran, mivel befolyasolja azok alkalmazhatosagat.
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15. abra. A gyongyok duzzadasi viselkedése a formulalashoz alkalmazott fuvoka méretének

fiiggvényében.

4.2.4. Pasztazo elektronmikroszkopos felvételek

Az MCH tartalmt alginat gyongyok pasztazo elektronmikroszkopos felvételei a 16. dbran

lathatok. A képeken jol latszik, hogy a mikrogydngydk gomb alaki morfologiat mutatnak,

feliiletiikon néhany aprobb zizoddassal, melyek valoszinlileg a szdradasi folyamat soran

alakultak ki. A vizsgalat aldtdmasztotta, hogy a mikrogydngyok atmérdje 6sszhangban van a

részecskeméret-eloszlas meghatarozas eredményeivel.
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MCH gyongy 0.01%(v/v%) Labrasol

m D83 x600

MCH gyongy 0.01% (v/v%) Labrasol és
0.01% (v/v%) Transutol HP
MCH gyongy 0.01% (v/v%) Tanscutol HP

—_—
m D95 x600 100 pm m D9.5 x600 100 um

16. abra. Pasztazo elektronmikroszkopos felvételek az MCH tartalmu alginat gyongyokrol.

4.2.5. Részecskeméret-eloszlads meghatarozasa

A mikrogyongyoket HoribaPartica LA-950V2 lézerdiffrakciés berendezés segitségével
vizsgaltuk. A mért értékeket a 4. tablazatban foglaltam Gssze. A 17. abran Osszefoglalt
eredmények alapjan a formulalt mikrogydngyok szemcsemérete megkozeliti a teoretikus 200

pm-t.
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4. tablazat. Leézerdiffrakcios mérésekkel végzett részecskeméret meghatarozas eredményei.

Minta d(0.1) pm | d(0.9) pm | d(4.3) pm
MCH 144.03 + | 193.32+ 500,65 < 78
on .65+
SYonsy 7.37 8.25
146.09+ | 19842+ | 208.23 +
MCH gyongy + 0.01% (v/v%) Labrasol
6.21 3.63 1.56
141.52 + | 205.26 = | 220.30 =
MCH gyongy + 0.01% (v/v%) Transcutol HP
3.97 2.83 3.85
MCH gyongy + 0.01% (v/v%) Labrasol és 0.01% (v/v%)| 146.71+ | 199.47+ | 211.10+
Transcutol HP 7.02 4.23 1.19
80 = MCH gyongy
;@ 70
;g 60 MCH gyongy 0,01 v/v% Labrasol
Ec’ 50 MCH gyongy 0,01 v/v% Transcutol
e HP
2 40
§ 30 MCH gyongy 0,01 v/v% Labrasol +
E 0,01 v/v% Transcutol HP
2 20
10
0 ——— N T —

150 160 170 180 190 200 210 215 220 225 230 240 250 260

Szemcseméret (um)

17. abra. A lézerdiffrakcios részecskeméret-eloszlas meghatarozas eredményei a térfogattal

sulyozott szemcseméret-eloszlas atlaga értékek szerint. A gyongyok részecskemérete mind a

negy készitmeény esetében kozel van az elméleti 200 um-es értékhez.



4.2.6. In vitro kioldodas vizsgalat

Az in vitro kioldodas vizsgalatot pH=6,80 foszfat-puffer oldatban végeztem, a mintakat RIA
modszerrel analizaltuk. A kioldddasi profilokat a kisérleti adatok abrazoldséval hatdroztam
meg, mely eredményeket az 18. dbran foglaltam Ossze. A mért értékek alapjan kétfazisa
hatoanyagleadas figyelhet6 meg az Osszes Osszetétel esetében. Az MCH kezdetben elnyujtva
szabadult fel, az els6 60 percben nem lehetett szignifikans peptid koncentracidét mérni. Egy ora
elteltével azonban megindult a hatébanyag robbanasszerli felszabaduldsa, ahol a bezarddott

MCH 68,30 %-a kioldodott a gyongyokbdl, majd 120 perc elteltével ez az arany szignifikansan

csokkent.
7000
6500
6000
- 5500
E 5000
—g 4500
< 4000 —@— MCH gydngy
S 3500
= 3000 —— MCH gyongy + 0.01%(v/v%)
= Labrasol
2 2500
==/r==MCH gyongy + 0.01%(v/v%)
Q 2000 Transcutol HP
1500
1000 eeseXeeo« MCH gyongy + 0.01%(v/v%)
Labrasol és 0.01%(v/v%) Transutol
500 HP

N P
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 195 210 225 240
Id6 (min)

18. dbra. A natrium-algindt gyongyokbdl felszabadult MCH in vitro kioldodasi profilja foszfat
puffer oldatban (pH = 6,80). A peptid ugrdsszerii felszabaduldsa 60 perc utan kezdédatt, majd
120 perc elteltével érte el a plato fazist.

4.2.7. Enzimatikus stabilitas

Az enzimatikus stabilitas vizsgalat eredménye alapjan a szimulalt gyomornedvben torténé 30
perces inkubacidt kovetden 3,00 + 0,50%, szimulalt bélnedvben pedig 8,00 + 0,50% aktiv MCH
volt kimutathaté a kozegbdl a szabad, nem formulézott mintdk esetében. A kisérlet soran
szimulalt gyomornedvben 60 perc elteltével teljesen elbomlott a szabad MCH, mig a 2 6rés
szimulalt bélnedvben valo inkubacié utdn minddssze 1,00 £+ 0,50% szabad peptid visszamérés

tortént. A formulalt mikrogyongyok esetében a bezarodott MCH legalabb 70%-a védett maradt
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a gyomor-, és bélnedv emésztd enzimjeivel szemben. Az eredmények tehat alatamasztottak,
hogy a formulalt készitmények képesek sikeresen megvédeni a modell peptidet a

gasztrointesztinalis traktusban torténd degradaciotol. A vizsgalat eredményeit 19. dbra mutatja
be.

120
Bszabad MCH (nem formulalt)
S 100 - T T
$ Ex
LL BMCH gyongy
Q . +
O 80 &
= EIES
g\, 60 - B OMCH gyo6ngy + 0.01%(v/v%) Labrasol
I
(©)
= 40 I OMCH gyongy + 0.01%(v/v%) Tanscutol HP
>
E
< 20 - | EMCH gyongy + 0.01%(v/v%) Labrasol és
0.01%(v/v%) Transutol HP
0 -
0 min 30 min 60 min 120 min
(a)
120
. - Bszabad MCH (nem formulalt)
QC) 100 B = 7
2 i
o BMCH gyongy
= 80 -
S =
£ 60 - |~ | @BMCH gyongy + 0.01%(v/v%) Labrasol
I
O
§> 40 - - OMCH gyongy + 0.01%(v/v%) Tanscutol HP
:%
20 - B OMCH gyongy + 0.01%(v/v%) Labrasol és
0.01%(v/v%) Transutol HP
0 -
0 min 30 min 60 min 120 min
(b)

19. dbra. A natrium-alginat gyongyokbe zart melanin koncentralo hormon (MCH) enzimatikus
stabilitasa: (a) SGF kozegben; (b) SIF kézegben. Kontrollként mindkét vizsgalat soran szabad
(nem _formuldzott) MCH-t alkalmaztunk.
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4.2.8. MTT sejtéletképességi vizsgalat

A sejtéletképességi vizsgalat eredményei alapjan a felhasznalt alap- ¢és segédanyagok az
alkalmazott koncentracidban in vitro biztonsagosnak bizonyultak. Annak ellenére, hogy
koncentraciofiiggd toxicitas figyelheté meg, a gyongyképzo natrium-alginat, valamint kalcium-
klorid-dihidrat még magasabb koncentracioknal sem mutatott relevans toxicitast. Mivel a 20.
abran jol lathatd, hogy a feliiletaktiv segédanyagok jelentdsebb toxicitdst mutattak nagyobb
koncentracioknal, meghataroztuk azok ICsp értékeit, mely Labrasol esetében 0,41 v/v%,
Transcutol HP esetében 0,37 v/v%, Labrasol: Transcutol HP 1:1 aranyt keveréke esetében pedig
0,35 v/v%. A vizsgélat eredményei alapjan a 0,01 v/v% penetracidfokozd segédanyagot

tartalmazo gyodgyszerhordoz6 rendszerek sem karositottdk a Caco-2 monolayer sejtréteget.
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Y
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20. dbra. A formuldlas soran alkalmazott segédanyagok és gyongyképzé komponensek in vitro
sejtéletképességi vizsgadlatanak mérési eredményei. A gyongyképzd natrium-algindt és kalcium-
klorid-dehidrat sem mutatott jelentds toxicitdst in Vitro, mig a penetrdciofokozo segédanyagok
(Labrasol, Transcutol HP) nagyobb koncentracioban toxikusnak tiintek. Pozitiv kontrollként
Triton-X-et hasznaltuk, negativ kontrollként pedig foszfat-pufferoldattal (PBS) kezelt csoportot
alkalmaztunk.

4.2.9. Transzport vizsgalat

A permeabilitas vizsgalat megkezdése eldtt az inzerteket bendtt Caco-2 monolayer a kisérlet
megkezdéséhez megfeleléen magas (600 Qxcm?2) TEER értéket mutatott, ami a sejtek kozti
szoros kapcsolodasra utalt. A membranon atjuto peptid mennyiségét a 21. abra mutatja be. Az
eredmények alapjan az alginat gyongyokbe zart MCH permeabilitasa szignifikdnsan magasabb
volt, mint az anyagot oldott formaban tartalmazdé minta esetében. A formulaciok koziil
megnovekedett peptid permeabilitast tapasztaltunk penetraciofokozd segédanyagok

jelenlétében, ami a sejtek kozotti paracelluldris ttvonalak megnyildsara utalhat.
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21. dbra. Az MCH Caco-2 epitélsejtrétegen keresztiil térténd transzportjanak eredménye.
Penetrdciofokozo segédanyagok jelenlétében a peptid permeabilitasanak novekedése figyelheto

meg.

4.2.10. Transzepitelialis elektromos ellenallas mérések

Transzport vizsgéalat kozben az inzerteken 1évo Caco-2 sejtréteg membranintegritasat a TEER
értekek folyamatos mérésével vizsgaltam. A kisérlet kozben azt tapasztaltam, hogy 30 perc
inkubaciot kovetden a mintak szignifikdnsan csokkentették a sejtek transzepitelialis elektromos
ellenallasat, majd a 60 perces vizsgalat elteltével a TEER értékek ujra elkezdtek emelkedni,
amint a sejtekre friss DMEM médium keriilt. A kisérlet végén a transzepitelialis elektromos
ellenallas értékei az alapvonal 90%-a felé emelkedtek. Az eredményeket a 22. abra foglalja

0ssze.
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22. abra. Caco-2 bélhamsejtek transzepitelidlis elektromos ellendlldsa: (a) a kisérlet egészére

vonatkozoan; (b) az elsé 100 percre dsszpontositva.
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5. Megbeszélés

5.1. Plantago lanceolata kivonat tartalmu folyadékkristalyok

formulalasa és vizsgalatai

A fitofarmakonok kiilséleges gyogyszeres terapiaban betoltott szerepe folyamatosan novekszik
a benniik taldlhatdo hasznos kémiai anyagoknak koOszonhet6en [106,107]. Annak ellenére
azonban, hogy a gydgyndvények hatasa bizonyitottan elonyds, a vegyiiletek hatékonysaganak
novelése kiillonb6z6 gyogyszertechnoldogiai formulacios modszerekkel elengedhetetlen [108].
A boron keresztiil torténé gyogyszerbevitel soran ugyanis két f6 kihivassal kell
szembenéznilink. Tekintettel arra, hogy a helyi gydgyszeres terdpiaval szembeni beteg
compliance alacsony, a hatéanyag szolubilizacidja, valamint a szarurétegen keresztiil torténd
megfeleld penetracidja mellett kiemelten fontos a kezeléssel szemben tanusitott beteg
adherencia is. A fitofarmakonok hatasat penetraciofokozo segédanyagokat tartalmazo innovativ
gyogyszerformak segitségével novelhetjiik a leghatékonyabban [109]. Kisérletsorozatunk elsd
részében célunk egy olyan biztonsagos kiils6leges gyogyszerforma kialakitasa volt, melybdl a
valasztott novényi Kivonat, a Plantago lanceolata béron keresztiil torténd felszivodasa
fokozott. A folyadékkristalyos rendszerek helyi terapiaban elért hatékonysagat mar korabban
leirtak [110]. Szerkezetiik és kémiai tulajdonsagaik hasonldak a sejtmembranéhoz, melynek
koszonhetden lehet6vé teszik a gyogyszerek behatolasat a szarurétegbe, megkonnyitve ezzel a
perkutan penetraciot [111,112]. Az utobbi években jelentds figyelmet kaptak mint potencialis
hatéanyagleadd rendszerek, mivel képesek olyan matrixot kialakitani, amely tart6s hatéanyag-
leadast biztosit, és amely képes megvédeni a hatéoanyagot mind a fizikai, mind a kémiai
lebomlas ellen [113,114]. Anizotrop jellegiikbdl adoddan részben folyadékokra, részben pedig
kristalyokra jellemzo6 tulajdonsagokat mutatnak [73]. Mindezeken feliil a folyadékristalyok
képzéséhez olyan feliiletaktiv anyagok sziikségesek, amelyek penetraciofokozo hatasukat a
vegyiiletek szolubilizacidjaval biztositjak [115]. Ezen tulajdonsagaik miatt az LC rendszerek
nemcsak gyogyszertechnoldgiai szempontbol, hanem a biohasznosulds €s egész terdpias
értékiiket szamitva is elonyosek. A formulacio soran a Labrasol/Lauroglycol 90 (6:1)/Gelucire
44/14 tenzideket, valamint vizet szdmunkra megfeleld ardnyban tartalmazo Osszetételeket
strukturalt pszeudoterner fazisdiagram segitségével hataroztuk meg, tovabba meghataroztuk a
felszabadult hatéanyag mennyiségét is. Az eldallitott LC rendszerek biokompatibilitasat
kiillonboz6 in vitro sejtkultiras vizsgalatokkal elemeztiik. Ezekhez a kisérletekhez human

keratinocita HaCaT sejtvonalon kiviil TNF-alfa és IL-1 indukalt humén PSmHaCaT sejteket
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hasznaltunk. A sejtproliferaci6 impedencia mérésen alapuldé meghatarozadsa minden esetben a
sejtindex egyértelmli ndvekedését mutatta. Ezenfelill, a proliferacio kinetikdjdban is
kiilonbséget tapasztaltunk: mig a nativ HaCaT sejtek a konfluens sejtréteget 7 nap utan érték
el, az IL-1 és TNF-alfa stimulalt keratinocitdk (PSmHaCaT) gyorsabb proliferacio
kovetkeztében hamarabb elérték a platofazist. Mindezek mellett, a PSmHaCaT sejtek magasabb
sejtindex értéket mutattak ebben a fazisban. Az elvégzett MTT tesztek megerdsitették, hogy a
formuldlt LC rendszerek, valamint azok 0Osszetevéi sem befolyasoltak jelentésen a
sejtéletképességet. A készitmények tehat biztonsagosnak bizonyultak. A gyokfogo aktivitas
vizsgalat kimutatta, hogy a formulacidk jelentds mértékben gatoltadk a DPPH oxidaciojat. A
tesztelt LC-PL rendszerek koziil az 1. és I1. bizonyult a leghatékonyabbnak, mig a V. sszetétel
mutatta a legkisebb aktivitdst. A PL-LC készitmények antioxiddns hatasat MDA
lipidperoxidacios vizsgalattal is ellendriztiik. A vizsgalat eredményeként megallapitottuk, hogy
a kontroll csoportokhoz képest az 6sszes formulacio képes volt csokkenteni a malondialdehid
(MDA) szintet, tovabba azt lattuk, hogy az 1. 0sszetétel esetében ez a csdkkenés szignifikans.
Eredményeink tehat alatdmasztjak a penetraciéfokozéd segédanyagok szerepét az antioxidans
hatés elérésében. Ezt a megfigyelést igazoltak az UV-C besugarzés eredményei, mely szerint a
sugarzas destruktivan hatott az egyes sejtvonalakra. Hat perc UV-C expoziciot kdvetden
ugyanis jelentOs sejtéletképesség csokkenést tapasztaltunk. A sugarzast kovetden végzett MTT
teszt alapjan jelentds PSmHaCaT sejtproliferacidt lattunk. Két nap elteltével a besugarzott
PSmHacCaT sejtek életképessége meghaladta a kezeletlen sejtekét. A formulaciokkal torténd
kezelés részben egyértelmiien blokkolta az UV-C sugarak karos hatasat. Mindezek mellett, a
Plantago lanceolata kivonat antioxidans hatdsa, valamint a Labrasol/Lauroglycol 90
penetraciofokozo hatésa is érvényestilt, mivel az I. és III. dsszetételekbdl, melyek aranyaiban
tobbet tartalmaztak a tenzidparbdl, nagyobb mennyiségli hatéanyag jutott a sejtekbe.
Megfigyeléseink alapjan ugyan a PL-LC kezelés nem tudta megvédeni a keratinocitékat, a
eredményeink rdmutattak, hogy a felhasznalni kivant segédanyagok ¢és feliiletaktiv anyagok
alapvet6 szerepet jatszottak a hatékonysag javitasaban, ezért megfeleld kivalasztasuk egyarant
rendkiviil fontos tényez6. Megallapitottuk tovabba, hogy a megfogalmazott PL-LC

kompoziciok elényos lehetdséget biztositottak a bér UV-sugarzassal szembeni védelmére.
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5.2. Peptid tartalmi natrium-alginat gyongyok formulaldsa ¢és
vizsgalatai

A biotechnoldgiai modszerek gyorsiitemii fejlodése az elmult évtizedekben nagymértékben
felgyorsitotta a terapiaban alkalmazott peptid tipust vegyiiletek, illetve fehérjék nagy
mennyiségben torténd elodallitasat, lehetové téve ezzel a gyodgyaszatban torténd tovabbi
felhasznalasukat [116]. Ezek a készitmények azonban jelenleg szinte kizarolag injekcid
formajaban érhetdk el annak ellenére, hogy szamos hatranyos tulajdonsaguk lesz ezaltal, ezért
a kiilonbozo alternativ beadasi modok fontossaga nem kérdéses [117]. Annak ellenére, hogy az
injekci6 formdjaban beadott peptidek milliok €letét mentették mar meg, invaziv jellegiik miatt
egy hosszutavu terdpidban jelentdsen csokkent beteg compliance figyelhetd meg. Az emlitett
problémara a peptid tipusu gyodgyszerjeldltek oralis gyodgyszerformaban torténd eldallitasa
jelenthet megoldast, azonban az ilyen tipusu hordozd rendszerek fejlesztése a mai napig
folyamatos kihivast jelent a gyogyszertechnologia szamara [118]. A formulacio soran ugyanis
szamos akadalyt kell lekiizdeni annak érdékebén, hogy megfeleld oralis biohasznosulast érjlink
el. A gasztrointesztinalis traktus proteolitikus enzimjei, valamint hatékony barrierjei jelentds
mértékben korlatozhatjak a peptidek és fehérjék felszivodasat [119]. Az emlitett problémak
kikiiszobolésére szamos megkozelitést emlit az irodalom, mint példaul az enzimgatlas, kémiai
modositas, membran permeabilitds novelése vagy Uj tipust hordoz6 rendszerek kialakitasa. Az
utobbi években a peptidek bioadheziv polimer alapu gyogyszerhordozé rendszerekbe torténd
kapszulazasa igéretes eredményeket mutatott [120]. Az emlitett szempontoknak megfeleléen
kisérletsorozatunk masodik felében natrium-alginat alapu gyogyszerhordozé rendszereket
formulaltunk, melyhez modell peptidként a melaninkoncentralé hormont (MCH) valasztottuk.
A formulélni kivant peptid tartalmu alginat gyongyoket nyitott polimerizacioval allitottuk eld
a Biichi Encapsulator B-395 Pro késziilék segitségével. A valasztott mdodszer nagy eldnye
korabbi fejlesztésekhez képest [83,89], hogy szobahdmérsékleten teszi lehetévé a formulalast,
védve ezzel a hatéanyagot az esetleges denaturaciotol. A gyongyok duzzadasi képességének
mérése soran azt az eredményt kaptuk, hogy az egyenstlyi vizfelvétel mértéke a gyongyok
szemcseméretétol fligg. A késébbi alkalmazhatosag szempontjabdl eredményeink alapjan a 200
pm-es fuvoka atmérdt talaltuk optimdlisnak a formuldldshoz. Az elvégzett SEM és DLS
mérések [121] megerdsitettek, hogy a gyongydk morfologidja az elvarasoknak megfeleld,
tovabba a részecskeméret megkdzeliti a teoretikus 200 pm-t. A gyongyokbe torténd hatdéanyag
bezar6das meghatarozasa alapjan az alkalmazott alginatgyongy hordozok legalabb 56 %-0s

bezarodasi hatékonysdgot mutattak az Osszes Osszetétel esetében, melyet a hozzdadott
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penetracidfokozok nem befolydsoltak jelentdsebben. Méréseink aldtamasztottdk, hogy a
formulalt rendszerek stabil kornyezetet biztositanak a peptid szamdara azaltal, hogy védelmet
nyujtanak a gyomor-béltraktus emészt6 enzimjeivel szemben. A kioldddas vizsgalatok szerint
a gyongyokbe zart MCH 68,30 %-a az elsé hatvan perc alatt felszabadult. Transzport
vizsgalataink igazoltak, hogy a kapszuldzott MCH szintetikus membranon térténd permeécioja
jelentdsen nagyobb volt, mint a nativ MCH oldaté. Ezenkiviil a vizsgalat alatdmasztotta azt is,
hogy penetraciéfokozo segédanyagok jelenlétében tovabb nd a permeabilitds, ami a
paracellularis utvonalak megnyitasara utald jelenség [122]. Az eredmény hatterében allo
membrankarosodas lehetségének kizardsa érdekében folyamatosan mértiik a sejtek
transzepithelialis elektromos ellenallasat. A mérések alapjan azt tapasztaltuk, hogy a monolayer
barrier tulajdonsagai a kezeléseket kdvetd 12 o6ran beliil teljesen helyredlltak. Az alkalmazott
harom penetraci6fokozd segédanyag koziil tehat egyik sem vezetett a Caco-2 sejtek
visszafordithatatlan karosodasdhoz. Mivel egy 10j gyogyszerforma tervezésekor kiemelt
fontossagu a biztonsadgossag, a kivalasztott segédanyagok, valamint &sszetételek toxicitasat
szintén megvizsgaltuk kiilonb6z6 in vitro modszerekkel [123]. Eredményeink megerdsitették,
hogy a formuldlashoz alkalmazott segédanyagok, illetve az eldallitott készitmények
biztonsagosak in vitro kériilmények kozott. Osszefoglalva eredményeinket elmondhato, hogy
az alginat alapu gyongyok, mint gydgyszerhordozd rendszerek potencialis védelmet
nyujthatnak a peptidszarmazékok gasztrointesztindlis enzimatikus bontidsaval szemben. A
penetraciofokozok gondos ¢és koriiltekintd kivalasztasa a barrierfunkciok reverzibilis
megvaltoztatasaval javithatja a hatdanyag felszivodast. Formulacioink kivalo gydgyszerészeti
tulajdonsagainak koszonhetden fontos eszkozei lehetnek az 1 tipusi peptid tartalmu
gyogyszerhordoz6 rendszereknek javitva ezaltal a betegek adherencigjat. Eredményeink
alapjan sikeriilt bizonyitanunk, hogy az altalunk eldallitott alginat gyongyok képesek
megvédeni a valasztott modell peptidet, a melanin koncentrdld hormont a gyomor- és
bélrendszerben torténd enzimatikus bomlassal szemben. Mivel az alginat hordozok kiillonb6zo
amfifil feliiletaktiv anyagokkal wval6 kombinécigjadt még nem vizsgaltdk kordbban,
eredményeink bizonyitjdk, hogy ezek a penetraciéfokozok kulcsszerepet jatszhatnak a

biohasznosulas ndvelésében.
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5.3. Penteraciofokozé vegyiiletek jelentdségeének Osszegzése a kisérleti

eredmények alapjan

A hatéanyagok helyspecifikus adagolasa rendkiviil fontos a terapia hatékonysaganak novelése,
valamint az esetleges mellékhatasok csokkentése érdekében. A farmakonok célszervbe torténd
eljuttatisa azonban nagy kihivast jelent a szervezetiinket védé bioldgiai barriereknek
koszonhetden. A biologiai gatak alapvetd feladata, hogy megvédjék szervezetiinket az idegen
részecskéktdl megteremtve ezzel a belsé homeosztazist. Ugyanakkor ezek a mechanizmusok
hasonloképpen korlatozzak a terapias szerek szervekhez, szovetekhez torténd eljutasat is, mely
nagymértékben  csokkenti a  terdpids  hatékonysdgot. Munkidnk sordn  olyan
gyogyszertechnologiai  segédanyagokat, illetve modszereket alkalmaztunk, melyek
segitségével képesek vagyunk a fent emlitett akadalyok lekiizdésére. Kisérletsorozatunkban a
két legelterjedtebb adminisztracios teriiletetnek megfeleléen topikalis és  oralis
gyogyszerformakat terveztliink. Modell hatéanyagként mindkét esetben rossz biohasznosulast
anyagokat valasztottunk, amelyek felszivodasat a megfelelé penetraciofokozd segédanyagok
alkalmazasaval kivantuk megkonnyiteni. A formulacio soran alkalmazott tenzideket esetleges
sejtkéarositd hatasuk miatt tobb koncentracidban is vizsgaltuk MTT teszt segitségével, melyek
koziil egyik sem bizonyult in vitro citotoxikusnak. Sejtkulturas kisérleteink megerdsitették,
hogy a penetraciofokozo anyagokat is tartalmazo, azonos hatéanyagtartalmt formulaciokbol
nagyobb mennyiség jutott a sejtekbe. Eredményeink tehat alatamasztottak a penetraciéfokozo
segédanyagok szerepét a terapias hatas elérésében. Ezen akadalyok megkeriilése mellett, ezek
az Ujszerli formuldciés megkdzelitések segithetnek a terapias szerek célzott helyekre torténd

crer

a kapcsolodo mellékhatasokat.
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6.1. Osszefoglalas

Munkénk elsé felében landzsas utifti tartalmt kiilsleges felhasznalasu folyadékkristaly
rendszereket formulaltunk titralasos modszer segitségével. A membran diffuzios vizsgalat
eredményei  alapjan  megallapitottuk, hogy a  penetraciofokozd  segédanyagok
antioxidans tesztek eredménye a penetracidfokozé segédanyagok antioxidans hatas elérésében
betoltott szerepét is megerdsitette. A formulaciok UV-C sugarzéassal szemben nyujtott védo
hatasanak vizsgalata igazolta, hogy a kezelések részben egyértelmiien blokkoltak az UV-C
sugarak kéros hatdsat. Annak ellenére, hogy a kezelés nem tudta teljes mértékben megvédeni a
keratinocita sejteket, a TNF-alfa és IL-1 indukalt sejtek UV-C sugarzas okozta
hiperproliferaciojat jelentdsen csokkentette. Kisérleti eredményeink alatamasztottak, hogy a
felhasznalni kivant feliiletaktiv segédanyagok alapvetd szerepet toltenck be a ndvényi
hatdéanyagok boron keresztiil torténd felszivodasaban, ezért megfeleld kivalasztdsuk rendkiviil
fontos tényezo a hatékonysag novelése érdekében.

Kisérletsorozatunk masodik felében oralis bevitelre szant innovativ szilard gyogyszerhordozd
rendszereket terveztiink a peptid tipusu hatéanyagok jobb oralis biohasznosuldsanak novelése
érdekében. A modell peptidként valasztott melanin koncentrald6 hormonbdl nyitott
polimerizaciéval natrium-alginat mikrogyongyoket képeztiink. A preformulacid soran
sikeresen kalibraltuk a formulalashoz sziikséges miiszer részegységeit, illetve optimalizaltuk a
gyartas paramétereit a reprodukalhatd gyongy alak és méret érdekében. A gydngydk fizikai
tulajdonsagainak vizsgalata igazolta, hogy azok az elvarasoknak megfeleld alakuak, illetve
méretlieck. A bezarddasi hatékonysdg mérésének eredményei alapjan azt a kovetkeztetést
allapitotuk meg, hogy az alkalmazott segédanyagok nincsenek hatassal a bezarodott hatdanyag
mennyiségére. A transzport vizsgalat eredményei alatamasztottak, hogy a lipid tipust
feliletaktiv segédanyagokat is tartalmazo Osszetételekbdl tobb hatdanyag képes athatolni a
szintetikus membranon keresztiil a bazéalis folyadékba, jelenlétiik tehat fokozza a
bélrendszerben torténd felszivodast. Az emésztési vizsgalat eredményei alapjan a formulalt
gyogyszerhordozo rendszerek segitségével sikeresen megvédtiik a valasztott modell peptidet a
gasztrointesztinalis traktus enzimatikus koriilményeivel szemben. Eredményeink bizonyitjak,
hogy a kiilonb6zé amfifil feliiletaktiv anyagok kulcsszerepet jatszhatnak a peptidek oralis

biohasznosulasanak novelésében.
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6.2. Summary

In the first part of our work Plantago lanceolata loaded liquid crystal delivery systems were
formulated for external use with the help of titration method. According to the results of in vitro
permeation study, we found that the penetration enhancing excipients increase the penetration
of the drug in a concentration-dependent manner. The results of DPPH and MDA antioxidant
assays also confirmed the role of penetration enhancing excipients in antioxidant activity. Tests
on the UV-C protection of the formulations demonstrated that the treatments clearly blocked
some of the harmful effects of UV-C radiation. Although the treatments could not fully protect
keratinocyte cells against radiation, our compositions significantly reduced the UV-C-induced
hyperproliferation of TNF-o and IL-1 induced cells. Our experimental results have confirmed
that surfactants play a crucial role in transdermal absorption of herbal active ingredients,
therefore their proper selection is a major factor to increase efficacy.

In the second part of our experiments, we designed innovative solid drug delivery systems for
oral administration to increase oral bioavailability of peptide-type drugs. Peptide-loaded
calcium cross-linked alginate beads were formulated from melanin-concentrating hormone by
controlled gelification method in order to protect our model peptide. During preformulation,
we successfully calibrated the instrument components for the formulation and also optimized
the critical parameters for reproducible bead shape and size. Examination of the physical
properties of the beads confirmed that their shape and size are both appropriate. Based on the
results of the encapsulation efficiency measurements, we concluded that the excipients have no
effect on the amount of the entrapped drug. The results of permeability studies confirmed that
from the formulations containing lipid-type surfactant excipients are able to penetrate more into
the basal fluid across the synthetic membrane, so their presence enhances absorption in the
intestinal tract. Based on the results of enzymatic stability evaluation, the formulated drug
delivery systems successfully protected the model peptide against the harsh enzymatic
conditions of the gastrointestinal tract. Our results confirm that using different amphiphilic
surfactants can play a key role in enhancing oral bioavailability of peptide-type drugs.
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8. Abrajegyzék

1. abra. Szmektikus folyadékkristaly. (sajat szerkesztés)
2. dbra. Nematikus folyadékkristaly. (sajat szerkesztés)

3. abra. Koleszterikus folyadékkristaly. (sajat szerkesztés)
4. ébra. Schott titronic diszpenzer. (sajat szerkesztés)

5. ébra. Labrasol/Lauroglycol 90 (6:1) / Gelucire 44/14 / viz rendszer pszeudoterner

fazisdiagramja. (sajat szerkesztés)

6. abra. A kompoziciok kioldodas profiljai. (sajat szerkesztés)

7. abra. HaCaT sejtproliferacié impedancia alapti mérések eredménye. (sajat szerkesztés)

8. abra. Transepithelialis elektromos ellenallas (TEER) mérés eredményei. (sajat szerkesztés)

9. dbra. A formuléciok, illetve azok komponenseinek toxicitds vizsgalata HaCaT sejtvonalon

MTT teszttel. (sajat szerkesztés)

10. abra. Az LC-PL 6sszetételek altal kozombositett reaktiv oxigéngyokok szazalékos aranya.

(sajat szerkesztés)

11. abra. Az LC-PL rendszerek HaCaT (a) ¢s PSmHaCaT (b) sejtek MDA szintjére gyakorolt

hatasa 6 perc UV expozicidt kovetden. (sajat szerkesztés)

12. dbra. MTT sejtéletképességi vizsgalat eredményei HaCaT, illetve PSmHaCaT sejteken UV

expoziciot kovetd 12., 24., 48. draban. (sajat szerkesztés)

13. abra. MTT sejtéletképességi vizsgalat eredményei HaCaT (a), illetve PSmHaCaT (b)

sejteken 6 perccel az UV expoziciot kovetden. (sajat szerkesztés)

14. dbra. Bezarddasi hatékonysag a kiilonb6z6 MCH tartalmu gyongyokre vonatkozdan. (sajat

szerkesztés)

15. abra. A gyongyok duzzadasi viselkedése a formuladlashoz alkalmazott fivoka méretének

fliggvényében. (sajat szerkesztés)

16. abra. Pasztdzo elektronmikroszkopos felvételek az MCH tartalmu alginat gyongyokrol.

(sajat szerkesztés)
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17. abra. A lézerdiffrakcids részecskeméret-eloszlas meghatarozas eredményei a térfogattal

sulyozott szemcseméret-eloszlas atlaga értékek szerint. (sajat szerkesztés)

18. dbra. A natrium-alginat gyongyokbdl felszabadult MCH in vitro kioldodasi profilja foszfat
puffer oldatban (pH = 6,80). (sajat szerkesztés)

19. abra. A natrium-alginat gyongyokbe zart melanin koncentralé hormon (MCH) enzimatikus

stabilitasa: (a) SGF koézegben; (b) SIF kozegben. (sajat szerkesztés)

20. abra. A formulalés soran alkalmazott segédanyagok és gyongyképz6 komponensek in vitro

sejtéletképességi vizsgalatanak mérési eredményei. (sajat szerkesztés)

21. dbra. Az MCH Caco-2 epitélsejtrétegen keresztiil torténd transzportjanak eredménye. (sajat

szerkesztés)

22. 4bra. Caco-2 bélhamsejtek transzepitelialis elektromos ellenéllasa: (a) a kisérlet egészére

vonatkozoan; (b) az elsé 100 percre dsszpontositva. (sajat szerkesztés)
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9. Tablazatok jegyzéke

1. tdblazat. Formulalt LC rendszerek dsszetétele. (sajat szerkesztés)
2. tablazat. MTT teszthez modositott LC rendszerek Osszetétele. (sajat szerkesztés)

3. tablazat. MCH tartalmu natrium-alginat mikrogyongyok formuldlasdhoz valasztott

Osszetételek. (sajat szerkesztés)

4. tablazat. Lézerdiffrakcios mérésekkel végzett részecskeméret meghatarozas eredményei.

(sajat szerkesztés)
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10.1. Targyszavak

Plantago lanceolata, folyadékkristaly, HaCaT sejtvonal, antioxidans teszt, melanin koncentrald
hormon, natrium-alginat gyongy, Caco-2 sejtvonal, transzport vizsgalat, feliiletaktiv

segédanyag
10.2. Keywords

Plantago lanceolata, liquid crystal, HaCaT cell culture, antioxidant assay, melanin

concentrating hormone, sodium-alginate bead, Caco-2 cell culture, permeability test, surfactant
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11. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani témavezetdmnek, Dr. Ujhelyi Zoltannak, hogy munkam soran

szamos szakmai tanacsaval segitett, a vizsgalatok elvégzésére felkészitett.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Vecsernyés Miklos Dékan Urnak és Prof. Dr. Bacskay Ildik6
Tanszékvezetd asszonynak, hogy lehetdséget biztositottak a Gyodgyszertechnoldgiai Tanszéken
a kisérleti tudomanyos munkdm elvégzésére. K6szonom tovabba, hogy az elmult években
mindig segitokész tamogatast nyujtottak, munkamat pedig mindenben maximalisan

tdmogattak.

Halas vagyok Dr. Petd Agotanak a tobb mint 12 éve tartd hii baratsagaért, rendithetetlen

tdmogatasaért és megszamlalhatatlan tandcséaért.

Koszonetet szeretnék mondani Dr. Haimhoffer Adamnak a rengeteg szakmai és barati

tamogatasért egyarant.

Koszonetet mondok kozvetlen munkatarsaimnak, akik a kisérleti munka soran felvetddott

gyakorlati problémak megoldésaban segitségemre voltak.

Koszonetet szeretnék mondani Prof. Dr. Vasas Gébornak és Dr. Gonda Sandornak a ndvényi
kivonat elkészitéséért. Koszonom Dr. Budai Istvannak az elektronmikroszkopos felvételeket.
Koszonettel tartozom Dr. Németh Jozsefnek a radioimmunoassay vizsgalatokért. Kdszonetet

mondok Dr. Modcz6 Janosnak a 1ézerdiffrakcios mérésért.

Halaval tartozom szereté csaladomnak és volegényemnek a rengeteg szeretetért és kitartd

tamogatasért, akiknek kdszonhetden soha semmiben nem szenvedtem hianyt.
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12. Fiiggelek

12.1. Tamogatas

A kisérletes munkat a Richter Gedeon Talentum Alapitvany, tovabba az EFOP-3.6.1-16-2016-
00022 ,,Debrecen Venture Catapult Program tamogatta, illetve a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési

¢s Innovacios Alapbol biztositott tamogatas, a TKP2021-EGA palyazati program

finanszirozéasaban valosult meg.
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