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1. A doktori értekezés elozményei és célkitiizései

A ndvényi hatéanyagok terapias felhasznalasa egyidés az orvoslassal, és a modern
medicina minden korszakéban jelen van. Napjainkban a szintetikus €s bioldgiai iton eldallitott
farmakonok széles valasztéka mellett is mutatkozik igény a fitofarmakonokra, részben a
természetes gyogymodok pozitiv megitélése miatt a betegek részérdl, részben hasznalatuk

szamtalan elénye okan.

A novényi hatéanyagok olcsoak és konnyen hozzaférhetok, megeldzésre és terapiara
egyarant alkalmazhatok, a komplex hatéanyagokat tartalmazd gydgyndvények esetén

szinergista hatassal szamolhatunk, gyakran kedvez6 mellékhatas-profil mellett.

A modern, tudoményos bizonyitékokon alapuld terapids gyakorlat azonban szamos
elvarast timaszt a gyogynovényekkel szemben. Az egységes, jol definialt hatdanyagtartalom és
mindségbiztositas a tradiciondlisan hasznalt szaritott ndvényi részek esetében nem mindig
biztosithatd, a fitofarmakonok fizikai-kémiai tulajdonséagai, a vizoldhatdsag, permeabilitas és a

stabilitds gyakran rossz, ami elégtelen biohasznosulédshoz vezet.

Az utdbbi évtizedek gyogyszertechnologiai kutatasai kozott jelentds szamban talalunk
olyanokat, amelyek ezen elvardsoknak megfelelve ndvényi hatéanyagok biohasznosuldsanak
novelését tlztek ki célul, vagy fizikai-kémiai paramétereik befolyasoldsaval, vagy modern

gyogyszerleado rendszerekbe torténd inkorporaldsuk utjan.

Doktori értekezésem témdjaul két gydgyndvény biohasznosuldsdnak novelését
valasztottam kiilonb6z6 gydgyszertechnologiai formulaciok segitségével. Az elsd esetben a
gorogszénat (Trigonella foenum-graecum) hasznaltam, mely leginkabb antidiabetikus hatasa
miatt érdemel figyelmet. A szénhidratbont6 enzimek gatlasan keresztiil hipoglikémias hatast
Emellett antioxidans, a gasztrointesztinalis rendszert érintd, hepatoprotektiv —¢és
immunmodulator hatasai is vannak. A gordgszéna hatdéanyagainak oldhatdsaga, permeabilitasa
¢s stabilitdsa valtozdo. A modern gyogyszerleadd rendszerek tekintetében tobb kutatds is
foglalkozik gorogszénaval, illetve komponenseivel, a legtobb esetben azonban ezek
segédanyagként keriilnek a modern gyogyszerleadd rendszerekbe. Kutatomunkdm soran
standardizalt gorogszénamag kivonatat tartalmaz6 onemulgedld rendszereket formulaltam,
melyek fizikai paramétereit, illetve antioxidans hatasat vizsgaltam. Transzport kisérleteket
végeztem, melyek metabolomikai elemzésével Osszehasonlithatovd valt a ndvény fobb

komponenseinek permeabilitdsa a natir kivonat és az dnemulgedlod rendszerek esetében. A



SEDDS rendszerek sejtéletképességre gyakorolt hatasat is vizsgaltam a transzport kisérletekhez
hasznalt sejtréteg integritds monitorozasaval, illetve MTT teszt elvégzésével. Végiil pedig a
SEDDS rendszerek kioldodasanak indirekt vizsgélatat végeztem el keményzselatin és HPMC

kapszulakbol.

A masodik esetben mariatovis (Silybum marianum) hatéanyagaval, a szilimarinnal végeztem
kisérleteket. Ez a flavonolignan keverék szamos hatasa mellett elsdsorban hepatoprotektiv
hatdanyagként, rakos megbetegedések megeldzésére és kezelésére, illetve gasztrointesztinalis
panaszok esetén haszndlatos. Mind a vizoldhatosaga, mind a felszivodasa a vékonybélbdl rossz.
Biohasznosuldsdnak novelését nyujtott hatdoanyag-leadastt hidrofil matrix tablettak
formulalasaval noveltem, kiilonbozo tipustu Carbopolok felhasznélasaval. Ezt a technoldgiat
kiilonboz6 béta-ciklodextrin szarmazékokkal képzett zarvanykomplexekkel is kombinaltam a
vizoldékonysag novelésének érdekében. A tablettak fizikai tulajdonsagait vizsgaltam, hogy
megbizonyosodhassam a termékek tomegegységességének, kopasi veszteségének és torési
szilardsaganak  megfelelésérél az  Eurdépai  Gyogyszerkonyv — kovetelményeinek.
Kioldodasvizsgélatokat végeztem szilimarint és ciklodextrinekkel komplexalt szilimarint
tartalmaz6, Carbopol alapt hidrofil matrixtablettdkbol mesterséges bélnedvben, mesterséges
gyomornedvben, €s a human gasztrointesztindlis rendszer koriilményeit jobban modellezd
valtoz6 kozegben. A kioldddasi vizsgalatok eredményeinek kiértékelésével kivalasztottam a
legeldnydsebb  hatdanyag-felszabadulasi tulajdonsagokat biztositd formulacidkat, és
osszehasonlitottam Oket kereskedelmi forgalomban kaphatd készitménnyel. A legjobb
eredményeket mutatd Osszetétel sejtéletképességre gyakorolt hatasat is vizsgalatait MTT teszt

elvégzésével.



2. Anyagok és médszerek
2.1. Gorogszéna Kkivonat készitése

A gorogszéna kivonat a Debreceni Egyetem NoOvénytani Tanszékén késziilt. A
gyogyszerkonyvi min0ségli gorogszénamagot 10.000 rpm fordulatszamon 2 percen keresztiil
oroltik. 60,0 g Orlemény kivondsa 2400 ml forrasban levé metanollal tortént 60 percen
keresztiil, majd a kivonatot sziirtiik, és rotacios vakuum-beparloval szaritottuk. Igy 13,38 g
széaraz kivonathoz jutottunk. Ezutan a szaraz kivonatot tjra feloldottuk 30,0 ml PBS oldatban,
majd sterilre sziirtiik 0,22 um porusatmérdjit PES membranon. A steril kivonatot 4 °C-on hiitve
taroltuk, és 48 6ran beliil felhasznaltuk. A PBS-ben oldott kivonat 7,833 mg/ml trigonellint ¢s
8,258 mg/ml 4-OH-izoleucint tartalmazott.

2.2. SEDDS rendszerek formulalasa

A SEDDS rendszerekhez felhasznalt izopropil-mirisztdt a Merck (Darmstadt,
Németorszag) cégtdl, a Transcutol HP, Labrasol, Kolliphor RH40 és Capryol 90 a Gattefossé-

tol (Saint-Priest, Franciaorszag) keriilt beszerzésre.

A formulacio metodikaja a folyékony dnemulgeal6 rendszerek eléallitasara altalanosan
alkalmazott moddszernek felelt meg. Az olajos fazist alkotd izopropil-mirisztat, és az
emulgensként és koemulgensként hasznalt Transcutol HP, Labrasol, Kolliphor RH40 és
Capryol 90 miianyag centrifugacsévekben keriilt dsszemérésre és keverésre. A folyékony
gordgszénamag kivonatot és a PBS oldatot ehhez adtam hozza, majd dvatosan vortexeltem,
amig a keveré¢k latszolag egynemiinek nem tiint. A SEDDS rendszereket sterilre sztirtem. A
tovabbi kisérleteket az elkésziilést kovetden azonnal végrehajtottam. A korabban elkészitett
steril kivonat, a SEDDS komponensek és PBS felhasznéaldsaval 5 kiilonbozd Osszetételt
formulaltam. Ezek koziil egy natur névényi kivonatot tartalmazott, kettd novényi kivonatot
kiilonb6zé SEDDS rendszerekkel, kettd pedig ezen rendszerek segédanyagait, ndvényi kivonat

nélkiil.

2.3. Részecskeméret meghatarozas
A SEDDS rendszerek részecskeméret meghatdrozdsa Malvern Zetasizer Nano ZSP
berendezéssel tortént, dinamikus fényszorason alapulé modszerrel. A vizsgalt sszetételek 1 ml

mennyiségét 900 ml desztillalt vizzel higitottam. A protokoll szerint a mintak 5 percen keresztiil



ekvilibralodtak 25 °C-on, majd 5 mérést végeztem el rajtuk. A kiértékelést az eszkoz szoftvere

végezte, ehhez a polisztirén-latex refraktiv indexét és abszorpcios értékét hasznaltam.

2.4. Zéta-potencial analizis

A SEDDS rendszerek zéta-potencialjat Malvern Zetasizer Nano ZSP berendezéssel
mértem. A vizsgalt Osszetételek 1 ml mennyiségét 900 ml desztillalt vizzel higitottam. A
protokoll szerint a mintak 5 percen keresztiil ekvilibralodtak 25 °C-on, majd 5 mérést végeztem

el rajtuk. A kiértékelést az eszkoz szoftvere végezte.

2.5. DPPH antioxidans teszt

A SEDDS rendszerek antioxidans kapacitasat DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
antioxidans teszt utjan hataroztam meg, amely egy standard, egyszerii kolorimetrias modszer
anyagok szabadgyok semlegesité képességének mérésére. A SEDDS Osszetételekbdl és a
pozitiv kontrollbél (1 mg/ml koncentracioji aszkorbinsavoldat) higitasi sort készitettem, majd
az oldatokbol 1 ml mintdt 2 ml 0,06 mM DPPH reagenssel reagéltattam, melyet a Merck
(Darmstadt, Németorszag) cégtdl szereztiink be. Az antioxidans hatéanyagokkal reagalva a lila

DPPH reagens koncentraciofiiggd mértékben sarga szinii vegyiiletté alakul, amely szinvaltozas

abszorbanciajat Shimadzu UV-1900 spektrofotométerrel 517 nm hulldmhosszon mértem.

2.6. Caco-2 sejtvonal

A Caco-2 human adenokarcinéma sejtvonal a European Collection of Cell Cultures-t6l
(ECACC, Public Health England, Salisbury, UK) keriilt beszerzésre. A sejteket milanyag
sejttenyésztd flaskdkban tartottam fent, sejttenyésztd médiumban (,,Dulbecco’s modified
eagle’s medium”), 5% CO.-tartalmu, magas paratartalmi atmoszféraban, 37 °C-on. A sejteket

hetente passzaltam. A kisérletekhez felhasznalt sejtek passzazsszama 20 és 40 kozott volt.

2.7. Szuperoxid-dizmutaz (SOD) antioxidans teszt
A szuperoxid-dizmutdz enzim az oxigén-metabolizmus soran keletkezé szuperoxid
szabadgyokok lebontasat katalizalja, igy rendkiviill fontos antioxidans védelmi

mechanizmusnak képezi részét szinte minden €16 sejtben, amely oxigénnek van kitéve. A SOD



teszt elvégzéséhez a Caco-2 sejteket 12 lyuku plate-re szélesztettem, lyukanként 100.000
sejtszammal. A sejtek hat napon 4t néttek magas CO: tartalmi atmoszféraban, 37 °C
hémérsékletii inkubatorban. A kisérlet el6tt a médiumot eltavolitottam a sejtekrol, és minden
vizsgalandd Osszetétel 100x higitasi mint4djabol 1 ml-t adtam hozzajuk, ezutdn egyoras
aszkorbinsav-oldatot hasznaltam, 100x higitasban, negativ kontrollként pedig PBS oldatot. A
SOD enzimaktivitas vizsgalatat a Cayman Chemicals (Cat. 706002, Cayman, Ann Arbor, MI,
USA) antioxidans assay kit segitségével végeztem, a gyart6 altal megadott protokollt kdvetve.

Minden esetben harom parhuzamos mérést végeztem.

2.8. Permeabilitasi vizsgalatok

A Caco-2 human colon epithel sejtek sejtréteget alkotva tight junction-t képesek
kialakitani egymas kozott, ezéltal felhasznalhatok az anyagok paracelluldris felszivodasanak
modellezésére a sejtrétegen keresztiil. Emellett transzport és efflux fehérjék expresszalasa altal

tobbféle transzcellularis felvételi utat is képesek modellezni.

A transzport kisérletekhez a Caco-2 sejteket 24 lyukt plate-be helyezett polikarbonat
membran inzertekre szélesztettem, inzertenkénti 80.000 sejtszdmmal. A médiumot minden 3-4
nap elteltével frissre cseréltem. A transzepithelidlis elektromos ellenéllast (TEER) Millicell
ERS-2 voltohmmeter chopstick elektrodparjanak hasznalataval mértem. A kisérleteket azokon
az inzerteken kezdtem meg, amelyeken a sejt monolayer 800 és 1000 Qcm? kozotti TEER

értékeket mutatott.

A transzport kisérletek kivitelezéséhez az inzerteket ij 24 lyuku plate-be helyeztem.
Inditaskor a vizsgalandd Osszetétel 400 pl mennyiségét az inzert apikalis kamrdjaba
pipettaztam. A bazélis kamraba 1000 ul PBS keriilt, melybdl azonnal, a 0. idOpillanatban 50 ul
mintat vettem, majd késobb a vizsgalat 15., 30., 60., 120., és 240. percében is.

A transzport kisérlet sordn az 6t vizsgdland6 Osszetétel, valamint PBS oldat, mint

negativ kontroll mintait hasznaltam. Minden 6sszetételen négy parhuzamos mérést végeztem.

A vizsgalat sordn az inzertek bazalis kamraibdl vett mintdk feldolgozasa a Debreceni

Egyetem Novénytani Tanszékén tortént, LC-MS moddszer segitségével.



2.9. A sejtréteg integritasanak utinkovetése a permeabilitasi vizsgalatok végeztével

A sejtréteg integritasat a TEER értékek monitorozéaséaval ellendriztem. A permeabilitasi
vizsgalat soran a Caco-2 Sejtek kozotti tight junction-ok képesek fellazulni, ami a TEER
csokkenését eredményezi. Az €letképes sejtek kozotti sejtréteg integritds azonban rovid id6 alatt
helyreall a vizsgalat végeztével. A permabilitasi vizsgalatok el6tt mért TEER értékeket
feljegyeztem, majd a 2 ora idOtartamu vizsgalat végeztével, a mintak eltavolitasa és friss
sejttenyésztd médium hozzaadasa utdan ismét TEER-t mértem. Ujabb 2 ora elteltével
megismételtem a TEER mérést, majd a vizsgalat kezdetét kovetd 24. ordban uUjra. A
sejtintegritas ellendrzése soran pozitiv kontrollként Triton-X-100 oldattal (Sigma-Aldrich,

Budapest, Magyarorszag) kezeltem az inzertekre szélesztett sejteket.

2.10. MTT citotoxicitasi vizsgalat

A Caco-2 sejtek életképességét a mintakkal torténd kezelés utan MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) citotoxicitasi teszt segitségével vizsgaltam.
Az MTT egy sarga szinii molekula, amelyet az €16, aktiv metabolizmussal rendelkezo sejtek
felvéve mitokondridlis enzimeik altal lila szinli formazanna alakitanak 4t. Az intracellularis
formazan képzddése kolorimetridsan mérhetd. A kisérlethez a sejteket 96 lyuku plate-re
szélesztettem lyukankénti 10.000 sejtszammal, és 7 napon keresztiil novesztettem Oket
parasitott, 5% COo-tartalmi atmoszféraban, 37°C-on. A citotoxicitasi tesztek eldtt a
sejttenyésztd médiumot eltavolitottam a sejtekrdl, majd mostam 6ket. A mintaoldatokkal egy
30 percig tart6 inkubacids id6tartamon 4t kezeltem a sejteket, majd eltavolitottam réluk. Ezutan
ujabb 3 ora inkubacid kovetkezett sejttenyésztd médiumban, amelyhez 0,5 mg/ml MTT oldatot
adtam (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag). A sejtek mitokondrialis enzimei altal
atalakitott lila formazan kristalyokat 25:1 ardnyu izopropanol:sésav oldattal oldottam fel a plate
aljarol, az oldatok abszorbancidjat pedig FLUOstar OPTIMA Microplate Reader berendezéssel
mértem 570 nm hulldmhosszon, 690 nm hattér mellett. A sejttalélést a negativ kontrollként

PBS-el kezelt sejtekhez viszonyitott szazalékos aranyban fejeztem Kki.

Az els6 esetben a sejtek életképességét a SEDDS osszetételekkel torténd kezelés utan
vizsgaltam. Negativ kontrollként PBS oldatot, pozitiv kontrollként Triton X-100 kezelést
alkalmaztam. A vizsgaland6 Osszetételekbdl higitasi sorozatot készitettem a formuléacio 100,
200, 300, 400, 500, és 1000-szeres higitasaval, ezek mintait adtam a sejtekhez az MTT teszt

soran.



A masodik esetben a tablettazashoz felhasznalt 4 kiilonb6z6 Carbopolbdl oldatsorozatot
készitettem 150 mg polimer feloldasaval 900 ml desztillalt vizben, majd ezt tovabb higitva. Az
oldatok mintait adtam 30 perces inkubécios iddre a sejtekhez. Negativ kontrollként PBS oldatot

hasznaltam.

A harmadik teszt soran a kivalasztott tablettaformulaci6 kioldddasi vizsgalata soran vett
mintakat adtam a sejtekhez a 30 perces inkubacio6 idejére. Negativ kontrollként PBS oldatot

hasznaltam.

2.11. Antioxidans hatasti anyagok modositott kioldodasi vizsgalata kapszulabél

A SEDDS 6sszetételekkel modositott kioldodasi vizsgalatot végeztem, amely modszer
kidolgozasahoz a Li és mtsai, illetve Kalantari és mtsai altal leirt kisérleteket vettem alapul.
1 ml mennyiséget toltdttem az Gsszetételekbdl kemény zselatin és HPMC kapszulatokokba
(Capsugel, Inc., Morristown, NJ, USA). 3 kapszuldt 100 ml desztillalt vizbe helyeztem
szobahdmérsékleten, ¢és 120 rpm fordulatszammal kevertettem. 1 ml mintdt vettem a
zselatinkapszula esetében a vizsgalat 10., 20. és 30. percében, a HPMC kapszula esetében pedig

a 15., 30., 45., 60. percében.

A mintdkat 2 ml 0,06 mM DPPH reagenshez adtam, majd az igy keletkezett oldat

abszorbanciajat Shimadzu UV-1900 spektrofotométerrel mértem 517 nm hulldmhosszon.

2.12. Szilimarin

A szilimarint a Silybum marianum ndvény magjaibdl a Kahol és mtarsai altal leirt
modszer szerint allitottak el a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai Tanszékén . A
mariatovis magokat hitotték és poritottdk, az Orleményt zsirtalanitottdk. A kivonas
acetonitrillel tortént, az igy nyert szilimarint vdkuumban koncentraltdk be, majd sziirték és
szaritottak. A szilimarinpor nem tartalmazott oldoszermaradvanyokat. A HPLC-MS analitika a

standardoknak megfeleld bioaktiv flavonolignanokat hatarozott meg.

2.13. Tablettapréselés
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A hidrofil matrix alapjaként 4 kiilonb6z6 Carbopol tipust hasznaltam fel: Carbopol 71G,
Noveon® AA-1 Polycarbophil USP, Carbopol 974 PNF, és Carbopol 971P, a mintak a The
Lubrizol Corporation cégtél (Wickliffe, Ohio, USA) keriiltek beszerzésre.

A szilimarin komplexaladsdhoz 4 kiilonb6z6 béta-ciklodextrin szarmazékot hasznaltam
fel: a (2-Hidroxi)propil-B-ciklodextrin (DS~3+1) (HPBCD), Heptakis(2,6-di-O-metil)-f-
ciklodextrin, metilalt B-ciklodextrin (DS~12), és random metil-B-ciklodextrin (DS~12) a
CycloLab R&D Kft.-t6l keriilt beszerzésre (Budapest, Hungary).

A négyféle polimert tartalmazd tablettdkon til a Carbopolokat és a négyféle
komplexképz6t kombinalva 0Osszesen 20 kiilonbozé szilimarin  hatéanyag(i  hidrofil

matrixtablettat formulaltam.

Tablettazasi segédanyagként Mg-sztearatot, talkumot, dibazikus kalcium-foszfatot
(Hungaropharma Zrt., Magyarorszag), és Ludipress®-t (BASF, Ludwigshafen, Németorszag)

hasznaltam fel.

Minden termék 70 mg szilimarint tartalmazott hatéanyagként. A szilimarin-ciklodextrin
komplexeket tartalmazo tablettdk esetében a komplexek fizikai keverékként késziiltek. A
hatéanyag ¢és a ciklodextrin-szarmazék 1:1 molaranyban keriilt 6sszemérésre, és mozsarban
dorzsoléssel homogenizaltam Oket. 150 mg Carbopolt hasznaltunk minden tablettahoz.
Tablettazasi segédanyagként 15 mg Mg-sztearat, 5 mg talkum, 10 mg dibazikus kalcium-foszfat
és az 500 mg tabletta végtomeghez sziikséges mennyiségli Ludipress keriilt felhasznalasra
tablettanként. A segédanyagok biztositottak a glidans, lubrikéans, antiadheziv és kot hatast. A
tablettdk komponenseit dorzsmozsarba mértem 0Ossze, homogenizaltam, majd kézi

tablettazogéppel préseltem Oket, 50 N préserdvel.

2.14. Gyogyszerforma vizsgalatok (Ph. Eur. 9.)
2.14.1. Tomegegységesség

A tomegegységességet 20 tabletta felhasznalasaval vizsgaltam, ezek tomegét analitikai
mérlegen egyenként lemértem, majd kiszamoltam az atlagtomeget. Az atlagtol valé legnagyobb
eltérést szazalékos értékben adtam meg.

2.14.2. Kopasi veszteség
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A tablettdk kopasi veszteségét Erweka TA40 berendezés segitségével vizsgaltam
(Heusenstamm, Németorszag). 20 tabletta teljes tomegét gondos portalanitds utdn analitikai
mérlegen lemértem, majd a késziilék forgdédobjaba helyeztem 6ket. A dob 100 fordulata utan,
melyre 4 perc alatt keriilt sor, ismét portalanitottam a tablettdk felszinét, majd lemértem a

tomegiiket.

2.14.3. Torési szilardsag

A tablettak torési szilardsagat Erweka TBH30M berendezés segitségével vizsgaltam
(Heusenstamm, Németorszag). 10 tabletta eltéréséhez sziikséges erdt mértem le egymads utén,
majd a mérések datlagat vettem a tablettdk torési szildrdsaganak. A gydgyszerforma
vizsgalatokhoz hasznélt minden mérési modszer és eszkoz Osszhangban allt az Eurdpai

Gyogyszerkonyv 9. kiadasaval.

2.15. Matrix tablettak kioldédasi vizsgalatai

A kioldodasi vizsgalatokat Erweka DT 800 Dissolution Tester berendezéssel végeztem,

forgodlapatos modszerrel (Heusenstamm, Németorszag).

Az els6 esetben a szilimarin kioldodasat vizsgaltam Carbopol alapt hidrofil matrix
tablettakbol mesterséges bélnedvben. A mesterséges bélnedv literenként 6,8 g KH2POj4-ot
tartalmazott, a pH-t pedig 0,1 M NaOH oldattal allitottam be 6,8-re, az Eurdpai
Gyogyszerkonyv 9. kiadasdnak megfeleléen. A vegyszereket a Hungaropharma Zrt.-t6l
szereztlik be. A kozeg hémérséklete 37+0,5 °C volt a vizsgalat teljes iddtartama alatt, és 100
rpm fordulatszammal folyamatosan kevertettem. Minden tabletta 900 ml kioldokozegbe keriilt,
mind a 4 kiilonb6z6é formulacid esetében 4 parhuzamos mérést végeztem. A vizsgalat
id6tartama 780 perc volt, ezalatt 16 alkalommal 4 ml mennyiségli mintdt vettem a

kioldokdzegbdl, melyet azonnal potoltam.

A masodik esetben a szilimarin kioldodasat vizsgaltam Carbopol alapt hidrofil matrix

tablettakbol mesterséges gyomornedvben. A mesterséges gyomornedv Osszetétele literenként
2,0 g NaCl és 80,0 ml 1 M sosav volt, 1,2 pH értékkel, az Eurdpai Gyogyszerkonyv 9.
kiadasanak megfeleléen. A vegyszereket a Hungaropharma Zrt.-t6l szereztiik be. A kozeg
hémérséklete 37+0,5 °C volt a vizsgalat teljes idétartama alatt, és 100 rpm fordulatszammal

folyamatosan kevertettem. Minden tabletta 900 ml kioldokozegbe kertilt, mind a 4 kiilonb6z6
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formulaci6 esetében 4 parhuzamos mérést végeztem. A vizsgalat idétartama 780 perc volt,
ezalatt 16 alkalommal 4 ml mennyiségli mintat vettem a kioldokozegbdl, melyet azonnal

potoltam.

A harmadik esetben a kiilonb6z6 ciklodextrin szarmazékokkal komplexalt szilimarin

kioldodasat vizsgaltam Carbopol alapu hidrofil matrix tablettakbol mesterséges bélnedvben. A
kozeg hoémérséklete 37+0,5 °C volt a vizsgalat teljes iddtartama alatt, és 100 rpm
fordulatszammal folyamatosan kevertettem. Minden tabletta 900 ml kioldokozegbe Kkertilt,
mind a 16 kiilonbozé formuldcié esetében 4 parhuzamos mérést végeztem. A vizsgilat
idétartama 780 perc volt, ezalatt 16 alkalommal 4 ml mennyiségli mintat vettem a

kioldokozegbdl, melyet azonnal poétoltam.

A negyedik esetben a kiilonb6z6 ciklodextrin szarmazékokkal komplexalt szilimarin

kioldodasat vizsgaltam Carbopol alapti hidrofil matrix tablettakbdl valtozé kozegben. Ehhez a
berendezés forgdkosaras modszerét hasznaltam. A vizsgalat els6 Orajaban a tablettak
mesterséges gyomornedvbe keriiltek, ebbdl 15 percenként 4 ml mintdt vettiink. Ezutdn a
kozeget mesterséges bélnedvre cseréltiik, €s tovabbi 6 oraig végeztiik a vizsgalatot, minden 30

percben 4 ml mintavétellel.

A kozeg homérséklete 37+0,5 °C volt a vizsgalat teljes idétartama alatt, és 100 rpm
forulatszammal folyamatosan kevertettem. Minden tabletta 900 ml kioldokdzegbe keriilt, a

kiilonb6z6 formulaciok esetében 4 parhuzamos mérést végeztem.

A vizsgéalat sordn vett mintdkat spektrofotometrids modszerrel mértem, 287 nm
hullamhosszon, Shimadzu UV-1601 UV-VIS spektrofotométer hasznélataval (Kyoto, Japan).
Referenciaként 70 mg szilimarint oldottam fel desztillalt vizben, majd sziirtem, és lemértem az
abszorbanciajat. A kioldokozegbdl vett mintadk abszorbanciajat a referencia abszorbancia

szazalékaban fejeztem Ki.
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3. Az értekezés 1ij tudomanyos eredményei
3.1. SEDDS rendszerek részecskeméret-meghatarozasa

A Malvern Zetasizer Nano ZSP berendezéssel végzett, dinamikus fényszorason alapulo
részecskeméret-meghatarozas soran az egyik SEDDS rendszer atlagos részecskeatmérdje 859
nm, mig a masik dsszetételé 65,5 nm volt. A vizsgalat eredményei alapjan az elobbi formulaciéd
on-mikroemulgeald rendszernek tekinthetd (self-microemulsifying drug delivery system,
SMEDDS), mig az utobbi 6n-nanoemulgealo rendszernek (self-nanoemulsifying drug delivery
system, SNEDDS). Megjegyzend6 azonban, hogy az 6nemulgealo rendszerek nomenklatiiraja

nem egységes a szakirodalomban, ezért ezek a kategoridk vitathatdak.

3.2. SEDDS rendszerek zéta-potencial analizise

A Malvern Zetasizer Nano ZSP berendezés segitségével meghatarozott zéta-potencial
az els6 Osszetétel esetében -71,3 mV volt, a masodik Osszetétel esetében pedig -38,5 mV. A
zéta-potencial nagysaga mV mennyiségben megadva a vizsgalt rendszer stabilitasat mutatja
meg, 30-40 mV kozotti érték kozepes stabilitast, 40-60 mV kozotti érték jo, 61 mV feletti érték
pedig kivalo stabilitast jelent. A zéta-potencial analizis alapjan az elsé Osszetétel stabilitasa

kivalo, a masodik Osszetételé pedig kozepesnek tekinthetd.

3.3. DPPH antioxidans teszt

A DPPH antioxidans teszt soran a mintaoldatot 0,06 mM DPPH reagenssel elegyitettem,
¢s az oldat szinvaltozdsdnak abszorbancidjat mértem. A szabadgyokgatld kapacitast a

kovetkezd egyenlet szerint szamoltam Ki:

1% =22"45 100
0 — AO
ahol Ao a 0,06 mM DPPH reagens abszorbanciaja, As pedig a minta abszorbancidja.

A gordgszénamag kivonatot tartalmazd Osszetételek antioxidans kapacitdsa
alacsonyabb koncentracioban elmarad a pozitiv kontrollként hasznalt aszkorbinsav oldatétdl,

magasabb koncentracidoban azonban megkozeliti, vagy akar el is éri azt. Azok az dsszetételek,
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melyek csak a SEDDS rendszerek segédanyagait tartalmazzak, ndvényi kivonatot nem,

koncentraciotodl fiiggetleniil elhanyagolhato antioxidéns hatassal birnak.

3.4. Szuperoxid-dizmutaz (SOD) antioxidans teszt

Az in vitro SOD enzimaktivitasi tesztet Caco-2 sejteken végeztem el. A pozitiv
kontrollként aszkorbinsavval kezelt sejtek SOD aktivitasat 100%-nak vettem, és az ehhez

viszonyitott enzimaktivitas értékével szamoltam.

A ndvényi kivonatokat tartalmazo SEDDS Osszetételekkel kezelt sejtek SOD aktivitasa
magasabb értéket mutatott, mint az egyszeri gérogszénamag kivonattal kezelt sejtek esetében
tapasztalt érték. Erre lehetséges magyarazat, hogy a penetracidfokoz6 segédanyagoknak
koszonhetden a sejtek nagyobb mennyiségben vették fel a ndvényi kivonat antioxidans
komponenseit, igy azok jobban befolyasoltdk az enzimaktivitast. Az enzimaktivitdson alapulo
sejtes antioxidans teszt a korabban leirt, DPPH reagensen alapul6 kémcsokisérlethez képest a
mindkét esetben pozitiv kontrollként hasznalt aszkorbinsavnal nagyobb antioxidans kapacitast
mutatott az egyik SEDDS formulacié vonatkozasaban. Azok az osszetételek, melyek csak a
SEDDS segédanyagokat tartalmaztdk, szintén mutattak némi antioxidans hatast, amely
valamivel magasabb volt, mint a negativ kontrollként hasznalt PBS oldat esetében tapasztalt,

de nem tekinthet6 szamottevonek.

3.5. Gorogszéna komponensek permeabilitasi vizsgalatai

A transzport kisérletekhez felhasznalt inzerteken kialakult sejtrétegek TEER értékei 800
és 1000 Qcm? kozott voltak. A Novénytani Tanszéken végzett komplex metabolomikai

vizsgalat soran Osszesen 13 vegyiiletet sikeriilt kimutatni a transzport mintakbol.

A kivonatot nem tartalmazo Osszetételek és a negativ kontrollként hasznalt PBS
esetében a varakozasnak megfelelden nem tudtuk felszivodott komponensek nyomat kimutatni.
A SEDDS o6sszetételek esetében minden vegyiiletre vonatkoztatva jelentGsen nagyobb
mennyiségli névényi komponens jutott at a membranon a kisérlet sordn, mint az egyszerii
gorogszénamag kivonatot tartalmazo Osszetételbdl. Ez aldtdmasztotta az elméletet az
onemulgealé rendszerek penetraciofokozod hatasarél. Az alapvetden alacsonyabb

vizoldékonysagli vagy permeabilitaisi komponenseken til a SEDDS formulaciok a

crer
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megndvekedett biohasznosulashoz vezethet. Mig egyes vegyiiletek esetében a natar kivonat
felszivodasa nem mutat szignifikans kiilonbséget a negativ kontroll permeabilitasi gorbéjéhez
képest, a SEDDS rendszerek a natur kivonattdl és a negativ kontrolltél is minden esetben
szignifikdnsan eltéré gorbét eredményeztek. Egymastol azonban a legtobb esetben nem
kiilonboztek szignifikansan, a transzport kisérlet kiértékelése utan nem lehet egyértelmiien
kijelenteni, hogy barmelyik formulacié jobb penetraciéfokozo tulajdonsaggal rendelkezne a

masiknal.

3.6. A sejtréteg integritasa
A sejtréteg integritasat a TEER értékek monitorozasaval ellendriztem, az adott
idépontokban mért TEER értékeket rogzitettem, és a transzport kisérlet megkezdése el6tti

TEER értéket 100%-nak véve, ennek aranyaban vizsgaltam.

A transzport vizsgalatok végeztével a kezdeti TEER értékek csokkentek, a vizsgalat
befejeztével azonban, friss sejttenyésztd médium hozzaadéasa utan ismét néni kezdtek, és 24
oraval a vizsgélat végpontja utan visszaalltak a kiindulési értékek 90%-a feletti értékre. A
vizsgalt mintdkkal valo kezelés hatasara a tight junction-ok valamelyest lazultak, késobb
azonban lassan regeneralodtak, és az értékek helyredllasa a sejtek tulélését mutatja a
formulaciokkal torténd kezelés utan. A pozitiv kontrollként alkalmazott Triton-X hatasara a
sejtréteg TEER értékének csokkenése nagyobb €s permanens volt, a sejtek nem ¢éltek til a

kezelést.

3.7. MTT citotoxicitasi vizsgalat

Az MTT teszt elvégzése utan a tulélé sejtek szazalékos aranyat a mintaoldatok

torténd kezelés utani sejt viabilitast tekintettem 100%-nak.

A pozitiv kontrollként hasznalt Triton-X kezelés 6,7% sejt viabilitast eredményezett. Az
MTT tesztek eredményei alapjan a gordgszéna kivonatot és a SEDDS komponenseket is jol
toleraltadk a sejtek, a viabilitdsi értékek minden esetben 74% felett voltak. A 70% feletti
sejttalélési arany alapjan kijelenthetd egy anyagrol, hogy nem toxikus. A natur gorogszéna

kivonat mutatta a legmagasabb sejttulélési arany, mig a kiilonb6z6 SEDDS 0Osszetételek
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citotoxicitasi értékei kozott nem volt szignifikans kiilonbség. A sejtéletképesség és a

mintakoncentracio kozott nem talaltam Gsszefiiggést.

3.8. Indirekt kioldodasi vizsgalat

Az indirekt kioldodési vizsgalat soran a megadott idépontokban mintat vettem a
kioldokozegbol. A mintdkat DPPH reagenssel reagaltattam, majd lemértem az
abszorbancidjukat. A mintdk oxidativ szabadgyokoket semlegesitd képességét az alabbi
egyenlettel szamoltam Ki:

Ag— A
1% =-"2_"5 %100
Ao

ahol Ao a 0,06 mM koncentraciéju DPPH reagens abszorbanciaja, As pedig a DPPH-val reagalt
minta abszorbancidja. A kioldokézeg szabadgyokoket semlegesitd képessége egyenesen
Pozitiv kontrollként lemértem 100 ml desztillalt vizzel higitott gorogszéna kivonat antioxidans
kapacitasat, valamint a SEDDS segédanyagok teljes antioxidans kapacitasat 100 ml desztillalt
vizzel higitva, mint negativ kontrollt. A keményzselatin kapszuldk 30 perc utan kezdtek el
szétesni, mig a HPMC kapszuldkbol 60 perc elteltével is volt hatdéanyag-felszabadulas. A

kioldodas egyenletes €s elnyujtott volt mindkét kapszulatok esetében. Az egyes Osszetételek

kioldodasa kozott nem volt jelentds eltérés.

3.9. Gyogyszerforma vizsgalatok
3.9.1. Tomegegységesség

A tomegegységesség vizsgalata alapjan az atlagtomegtdl valdo maximalis eltérés minden
esetben a 9. Eurdpai Gyogyszerkonyv altal megengedett maximalis 5% alatt volt. A legnagyobb
eltérést a Carbopol 71G matrixalkotot tartalmazo tablettak esetében kaptam, a ciklodextrinnel
nem komplexalt Osszetételnél. A legkisebb eltérést a Carbopol 974 PNF tartalmu tablettdk

mutattdk, itt 0,5% alatt volt az atlagtomegtdl valo eltérés.

3.9.2. Kopasi veszteség
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A kopasi veszteség minden tablettadsszetétel esetében a 9. Eurdpai Gyogyszerkonyv
altal megengedett maximalis 1%-ndl alacsonyabb volt. A legnagyobb kopasi veszteséget a
Carbopol 71G polimert tartalmazo tablettdk esetében tapasztaltam, a masik harom
matrixalkotobol képzett tablettak esetében nem volt szamottevo kiilonbség a kopasi veszteség

értekei kozott.

3.9.3. Toreési szilardsag

A torési szilardsag vizsgalata alapjan a tablettadk megfeleléen lettek préselve. A
Carbopol 71G polimert tartalmazo tablettak bizonyultak a legkevésbé ellenallonak, mig a masik
harom matrixalkotdt tartalmazd tabletta torési szilardsdgdban nem mutatkozott jelentds

kiilonbség.

A tablettdk gydgyszerforma vizsgdlatai alapjan kijelenthetd, hogy a kézi
tablettazogéppel megfeleld fizikai paraméterekkel rendelkezd terméket hoztam 1étre, minden

mintdm megfelelt a Gyogyszerkonyvben leirt feltételeknek.

3.10. Carbopolok citotoxicitiasa

A tablettak formuldlasahoz felhasznalt négy Carbopol citotoxicitasat MTT teszt
segitségével vizsgaltam Caco-2 sejtvonalon. A vizsgalat eredményei alapjan nem tudtam
Osszefliggést kimutatni a sejtéletképesség és a kezelés mintdinak Carbopol koncentracigja

kozott. A legmagasabb sejtéletképességet a Noveon esetében tapasztaltam.

3.11. Szilimarin kioldédasa matrixtablettakbadl

A kioldodasi vizsgalatok elsd sorozatdban a szilimarin kioldodasat vizsgaltam a
Carbopol-alapt matrixtablettakbol. A kioldodasi gorbék alapjan kijelenthetd, hogy mind a négy
Carbopol elnytjtott, egyenletes hatoanyag-leadast biztositott. Eltérések tapasztalhatok azonban
a felszabadult hatéanyag teljes mennyiségében. A Carbopol 971P és Noveon polimerek
biztositottdk a legmagasabb szilimarin felszabadulast a matrixbol 780 perc elteltével. A
vizsgalat igazolta, hogy a Carbopolok megfeleld alapot jelentenek nyujtott hatdéanyag-leadast

hidrofil matrixtablettak formulalasahoz.
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3.12. Ciklodextrinekkel komplexalt szilimarin kiold6dasa matrix tablettakbdl

A kioldodési vizsgalatok masodik sorozatdban a hatéanyag felszabadulasat vizsgaltam
abban az esetben, ha a hidrofil matrix technologiat a ciklodextrinekkel torténd molekularis
kapszulazassal kombinaljuk. A 4 kilénboz6é Carbopolbol és a négyféle B-ciklodextrin
szarmazekbol Gsszesen 16 kiilonbozd Osszetételll tablettat formulaltam. A kioldddasi gorbék
Osszehasonlitasa utan két Carbopolt (Noveon és Carbopol 974 PNF) tudtam kivalasztani,

amelyekbdl a vizsgalat 780 perce alatt a legnagyobb mennyiségli szilimarin szabadult fel.

3.13. Szilimarin kiold6ddsa mesterséges gyomornedvben

A kioldodasi vizsgalatok harmadik sorozataban a szilimarin kioldodasat vizsgaltam
Carbopol alapt hidrofil matrix tablettakbol mesterséges gyomornedvben, melynek pH-ja 1,2.
A hatéanyagot HPBCD-vel komplexaltam. Itt minden Carbopol esetében elnyujtott és
egyenletes kioldodast tapasztaltam, de a folyamat sokkal lassabb volt, mint a mesterséges
bélnedv esetében. A 780 perces vizsgalat végére a tablettakbdl kioldddott szilimarin

mennyisége 14% ¢és 37% kozé esett.

3.14. Szilimarin kiold6dasa valtozo kozegben

A kioldodasi vizsgalatok negyedik sorozatdban az elsd Ordban a kioldokozeg
mesterséges gyomornedv volt, amit ezutdn lecseréltem mesterséges bélnedvre, és tovabbi 6
oran at folytattam a kisérletet. A cél a Carbopol matrixokbdl torténd kioldodas vizsgalata volt
a human gasztrointesztinalis rendszert leginkabb modellezé pH-ju kdrnyezetben. Mind a 16
Carbopol-ciklodextrin kombinaciot megvizsgaltam. Ebben az esetben a kioldodott szilimarin
mennyisége kevesebb volt a kordbban mesterséges bélnedvben elvégzett kisérletekhez képest,
részben a vizsgalat rovidebb ideje miatt, részben az els¢ oOra savas kozege miatt, amely
befolyasolja a polimerek gélképzését. A vizsgalatok alapjan két kombinacid esetében
Iényegesen jobb hatéanyag-felszabaduldssal szamolhatunk, mint a tobbi formulacional. Ezek a
metilalt béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmazé Carbopol 974 PNF, illetve

Noveon alapt matrixtablettak voltak.

3.15. Szilimarin kioldddasanak osszehasonlitasa kiilonb6z6 formulaciokbol
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A kioldodasi vizsgélatok eredményei alapjan két Carbopol-ciklodextrin kombinaciot
tudtam kivalasztani, amelyek a legalkalmasabbnak bizonyultak az elnyujtott hatdanyag-leadas
és ezaltal a megndvelt biohasznosulds elérésére. Osszehasonlitisképpen a metilalt béta-
ciklodextrinnel komplexalt szilimarint és Noveont, illetve Carbopol 974 PNF-et tartalmazo
formulaciok, valamint egy kereskedelmi forgalomban kaphaté 70 mg szilimarin tartalmu
készitmény, egy konvencionalis keményzselatin kapszula kioldodasvizsgalatat is elvégeztem
valtoz6 kozegben. Mig az utdbbi esetében a szilimarin kioldddésa egy ora utdn elérte a
maximumot, a matrix tablettak nytjtott hatdoanyag-leadasa 6 oraval a kisérlet kezdete utan is
tartott. A cikodextrinekkel torténé komplexalas novelte a hatdoanyag oldékonysagat, igy jobb
kioldodast eredményezett. A gyari készitmény kioldodasi gorbéje a 15. perctol szignifikansan
kiilonbozott a matrixtablettakétol, mig a matrixtablettdk gorbéi nem kiilonboztek egymastol

szignifikansan a vizsgalat végéig.

3.16. Noveon alapu matrix tablettak citotoxicitasi vizsgalata

Végiil megismételtem a kioldodasi vizsgalatot a legjobb hatdanyag-felszabadulési
tulajdonsagokat mutatd Noveon és metilalt béta-ciklodextrin kombinacioval, melybdl a korabbi
kisérletek alapjan a legtobb szilimarin oldodott ki. A vizsgalat soran a kioldokozegbdl vett
mintakat MTT teszthez hasznaltam fel. Nem talaltam Gsszefiiggést a tuléld sejtek szazalékos
aranya ¢és a tablettakomponensek koncentracioja kozott. A sejtéletképesség minden esetben
70% felett volt, egyes esetekben kozel 100%. A vizsgalat alapjan a készitménylink
biokompatibilisnek (citokompatibilisnek) tekinthetd.
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4, Diszkusszio

A természetes, ndvényi hatéanyagokat tartalmazd belsOleges készitmények iranti
érdeklodés fokozott igényt teremt a megfeleld, modern gyogyszerhordoz6 rendszerekbe torténd
inkorporalasra, hogy a rossz stabilitasi és biohasznosuldsu fitofarmakonok hatékony é&s

kiszamithato terapias felhasznalasat lehetdvé tegyiik.

A gorogszéna egy tobbféle terapias célra is alkalmazhaté gyogynovény, mely
elsésorban diabétesz €s inzulinrezisztencia esetén tlinik potencialis szernek mind a kezelés,
mind a prevenci6é szempontjabol. A kutatdmunkam elsé része soran két kiilonb6zé SEDDS

Osszetételt formulaltam goérogszénamag standardizalt kivonatabol.

A rossz oralis biohasznosulds a gyogyszerformulélas egyik legnagyobb kihivasa. Az
alacsony vizoldékonysag, rossz felszivodas és ido eldtti degradacid pedig a nem megfeleld
oralis biohasznosulas f6 okai. A megfeleld paraméterekkel rendelkez6 SEDDS rendszerek
javithatjak a lipofil, alacsony permeabilitast, és nem kelloképpen stabil molekuldak

biohasznosulasat.

Kutatomunkdm soran két kiilonboz6 SEDDS rendszert formulaltam standardizalt
gorogszénakivonatbol, melyek egyike a mikro-, a masik pedig a nanoemulzids
mérettartomanyba esett, megfeleld stabilitassal birtak, és javitottak a novényi komponensek

biohasznosulasat.

A kivonat és a SEDDS formulacidk antioxidans hatasait kétféle modszerrel, in vitro
kémiai €s Caco-2 sejtkultarés teszttel vizsgaltam. A DPPH reagens segitségével elvégzett teszt
alapjan a gorogszénamag kivonatot tartalmazo 0sszetételek antioxidans kapacitasa alacsonyabb
koncentracidban elmarad az aszkorbinsav oldatétdl, magasabb koncentracioban azonban
megkozeliti, vagy akar el is éri azt. A SOD enzimaktivitason alapulo sejtes antioxidans tesztek
alapjan a SEDDS-ként formulalt osszetételekkel kezelt sejtek esetében magasabb antioxidans
hatast tapasztaltam, mint az egyszerii gorogszénamag kivonattal kezelt sejtek esetében. Erre
lehetséges magyarazat, hogy a penetraciofokozd segédanyagoknak koszonhetden a sejtek
nagyobb mennyiségben vették fel a novényi kivonat antioxidans komponenseit, igy azok
jobban befolyasoltak az enzimaktivitast. Kordbban leirtdk, hogy a ndvényi komponensek

antioxidans kapacitasa penetraciofokozokkal novelheto.

A permeabilitasi vizsgalataimmal 13 gordgszéna komponens in vitro felszivodasat
vizsgaltam Caco-2 sejteken, koztiikk 5 szteroid szaponinét, 6 flavonoid gliikozidét, a 4-OH-

izoleucinét és a trigonellinét. A két SEDDS formulacio permeabilitasa szignifikansan magasabb
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volt mind a 13 névényi metabolit esetében, mint a natur gérdogszéna kivonaté, de egymastol
jelentdsen eltérd felszivodasi paramétereket nem mutattak. A transzport vizsgalatok utan a

membranintegritast TEER utdnkovetéssel ellendriztem.

Végrehajtottam a SEDDS formuléciok kioldodasanak indirekt vizsgélatat
keményzselatin és HPMC kapszulatokokbol. A keményzselatin kapszula egyenletes ¢és
elnyujtott hatdanyag-leadast biztositott 30 percen keresztiil, ezutdn szétesett. A HPMC
kapszulatokbol tobb mint 60 percen keresztiil tortént hatdanyag-leadés, ebben az esetben is
egyenletesen ¢€s elnyljtottan. A kioldodott hatéoanyagokat DPPH reagens hasznélatdval,
kozvetett médon mértem, kihasznalva a gorogszéna komponensek antioxidans tulajdonsagait.
T6bb tanulmanyt is talalunk, melyek a névényi hatéanyagokat tartalmazé SEDDS rendszerek

elénydsebb hatdanyag-felszabadulési tulajdonsdgait irjak le kiillonbozd gyogyszerformakbol.

A citotoxicitast MTT teszt segitségével vizsgaltam. Az eredmények azt mutatjak, hogy

a novényi kivonatot és a SEDDS formuléciokat is jol toleraltak a Caco-2 sejtek.

A szilimarin szamos hatéssal bir, ezek koziil elsdédlegesek hepatoprotektiv sajatsagai.
Legfobb hatranya rendkiviil alacsony biohasznosulasa, mely a terapias hatasat is befolyasolja.
A Dbiohasznosulas novelésére lehetdségiink van a vizoldékonysag, a permeabilitas, a
metabolizmus ¢és az exkrécié megvaltoztatasaval is. A kutatomunkam soran kiilonb6z6 béta-
ciklodextrin szarmazékokat hasznaltam a szilimarin vizoldékonysaganak novelése céljabol. A
ciklodextrinek széles korben hasznalt segédanyagok a gyogyszerészetben az oldékonysag, a
biohasznosulés és a stabilitas novelésére, illetve az irritacid €s az inkompatibilitas elkertilésére.
A komplexalast fizikai keverékként végeztem a Ghosh és mtsai altal leirt modszer alapjan,
akik leirtdk az igy késziilt komplexek stabilitasi allanddjat és fazisoldhatdsagi tulajdonsagait.
allo noveényi szarmazéek, a San Huang Shel Shin Tang komplexaldsaval tudtdk novelni annak
vizoldhatdsagat és hatékonysagat nemcsak in vitro modelleken, de in vivo allatkisérletek soran
IS.

A nyujtott hatdanyag-leadas biztositasahoz a hidrofil matrix tablettakat valasztottam. Ez
egy viszonylag olcso technologia, a gyartas nem igényel specialis berendezést vagy eszkdzoket

a konvencionalis tablettdk készitéséhez sziikségesen tul.

22



A Carbopolok jol ismert segédanyagok topikalis gélek formuldlasa soran,
karboxilcsoportjaiknak kdszonhetden a kozeg pH-ja befolyasolja az altaluk képzett gélfazisbol
torténd kioldodast. Az altalam a matrixtablettdk alapjaként felhasznalt négy Carbopol
citotoxicitasat MTT teszt segitségével vizsgaltam Caco-2 sejtvonalon. A kisérlet eredményei
alapjan a Carbopol koncentracidja és a kezelés utani sejtéletképesség kozott nem talalhato
Osszefiiggés. A legmagasabb sejtéletképességet a Noveonnal kezelt sejtek esetében

tapasztaltam, de egyik polimer sem bizonyult toxikusnak.

A szilimarinbol, illetve a szilimarin-ciklodextrin zarvanykomplexekbdl ¢és a
Carbopolokbol 6sszesen 20 kiilonbdzo Osszetételli tablettat készitettem kézi tablettazogéppel.
Ezek fizikai paramétereit az Eurdpai Gyogszerkonyv 9. kiaddsa szerint a tdmegegységesség, a
kopasi veszteség ¢€s a torési szilardsdg vizsgdlataival ellendriztem. Minden formuléacio
megfelelt a Gyodgyszerkonyv altal meghatarozott kovetelményeknek mindharom vizsgalat
esetében, ezek alapjan mind a tablettdk Osszetétele, mind az eléallitasi modszer alkalmasnak

bizonyult.

Hidrofil matrixtablettdkba inkorporalt szilimarin kioldodasa mesterséges bélnedvben
elnyujtottnak €s egyenletesnek bizonyult mind a négy Carbopol tipus esetében. A legnagyobb
mennyiségli hatdoanyag a Carbopol 971P és Noveon polimerekbdl szabadult fel. A vizsgalat
igazolta azon hipotézisemet, miszerint a Carbopolok megfelel6 alapot jelentenek szilimarin

hatéanyagu, nyujtott hatdanyag-leadast hidrofil matrixtablettdk formuldlasdhoz

A kiilonboz6 ciklodextrinekkel komplexalt szilimarint tartalmazé matrixtablettak
kioldodasa mesterséges bélnedvben hasonléan egyenletes €s elnyujtott volt, az dsszesen 16
kiilonbozd Gsszetétel kozott azonban 1ényeges eltérések mutatkoztak a felszabadult farmakon
teljes mennyisége kozott. Mig a zarvanykomplexet képz6 ciklodextrin szarmazékok kdzott nem
latszott kiilonbség, az egyes Carbopolok esetében azonban igen. A kioldodasi gorbék
Osszehasonlitdsa utdn két Carbopolt (Noveon és Carbopol 974 PNF) tudtam kivalasztani,

amelyekbdl a vizsgalat 780 perce alatt a legnagyobb mennyiségili szilimarin szabadult fel.

Az 12 pH-ju mesterséges gyomornedvben HPBCD-vel komplexalt szilimarint
tartalmazé hidrofil matrix tablettak kioldodasat vizsgaltam. A farmakon felszabaduldsa ebben
az esetben is elnyujtott és egyenletes volt, ugyanakkor Iényegesen lassabb, mint a mesterséges
bélnedvben. A 780 perces vizsgalat végére a hatdanyagnak legfeljebb minddssze 37%-a

oldodott ki. Az alacsony pH-n Iényegesen kisebb mértékii kioldédas a Carbopol-matrixbol az
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oralis terapiara nézve kedvezd tulajdonsag, igy ugyanis kevesebb hatéanyag szabadul fel a

gyomorban, a farmakonliberaci6 elsdsorban a vékonybélben torténik.

A szilimarin-ciklodextrin zarvanykomplexeket tartalmazo, Osszesen 16 Kkiilonb6z6
Osszetételll tablettat valtozd pH-ji kioldokozegben is vizsgaltam. Ebben az esetben a kisérlet
elsd ordjaban a médium mesterséges gyomornedv volt, amit ezutdn lecseréltem mesterséges
bélnedvre, amelyben tovabbi 6 6ran keresztiil folytattam a kisérletet, igy probalva in vitro
modszerekkel minél jobban modellezni a human gasztrointesztinalis rendszerre jellemz6 pH-
viszonyokat. A kioldodasi vizsgalatok alapjan két formulaciot tudtam kivalasztani, amelyek a
lehetséges terapias felhasznalads szempontjabol a legkedvezébb tulajdonsagokat mutattak: a

metilalt béta-ciklodextrinnel kombinalt Carbopol 974 PNF-et, illetve Noveont.

A két kivalasztott formulacio kioldodasi gorbéjét 6sszehasonlitottam egy kereskedelmi
forgalomban kaphat6 konvencionalis szilimarin keményzselatin kapszula kioldodasi
gorbéjével. Utobbi esetében a szilimarin kioldodésa egy Ora utan elérte a maximumot, a matrix
tablettdk nyujtott hatéanyag-leaddsa 6 oraval a kisérlet kezdete utdn is tartott. A
cikodextrinekkel torténé komplexalas novelte a hatéanyag oldhatosagat, igy jobb kioldodast

eredményezett.

A legalkalmasabbnak talalt tablettaformuldcion elvégzett MTT teszt magas

sejtéletképességi értékeket mutatott, igazolva a tabletta biztonsagos alkalmazhatdsagat.
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5. Osszefoglalas

Doktori tanulmanyaim sordn ndvényi hatéoanyagok biohasznosuldsanak novelésével
foglalkoztam. A célom az volt, hogy olyan modern gyogyszerleadd rendszereket formulaljak,
amelyekkel a szaritott novényi részeknél vagy a szaraz kivonatoknal jobban ki lehet hasznalni
a fitofarmakonok hatdsat, olcson és egyszertien eldallithatok megfeleld mindségben, oralis

beviteliik konnyt, és nem citotoxikusak.

A kutatomunka elsé részében gorogszéna szaraz kivonatabol készitettem SEDDS
formulaciokat kiilonbozé tenzidek felhasznaldsaval. A vizsgalatok alapjan a megfelel
Osszetétellel elérhetd stabil mikro- vagy nanoemulzids rendszer, amely megfeleld antioxidans
hatassal rendelkezik, és a novényi komponensek 1ényegesen nagyobb mennyiségben szivodnak
fel beldle, mint az egyszerii kivonatbol a bélhamsejteken. Tovabba konnyen tolthetd kemény
zselatin vagy HPMC kapszulaba, ezaltal egyszeriien adagolhato, és nem citotoxikus. Ezzel a
megoldassal egy jobb biohasznosuldsu formulacidhoz jutottam, mely hatékonyabba teheti
elsdsorban a diabétesz és az inzulinrezisztencia megeldzését és kezelését egy természetes,

komplex fitofarmakon tartalmil n6vényi hatdéanyag segitségével.

A kutatomunka masodik részében mariatovisbol kivont szilimarinbdl készitettem
Carbopol alapu hidrofil matrix tablettdkat, ezt a technoldgiat ciklodextrinekkel torténd
molekularis kapszuldzassal is kombinaltam. fgy a vizsgalataim alapjan a gyogyszerkonyvi
kovetelményeknek megfeleld tablettdk készithetok, melyekkel biztositott a hatéanyag
elnyujtott és egyenletes kioldédasa a human gasztrointesztinalis rendszer pH viszonyai kozott,
de elsésorban a vékonybélben, magasabb pH-ju kornyezetben. A modositott hatdanyag-leadas
¢s a jobb oldhatésadg egyiittesen jobb biohasznosuldst eredményezhet. A tablettdk és a
matrixalkoto polimerek bélhdmsejtekre nem toxikusak, bevételiik egyszeri, és a konvencionalis

gyogyszerforméakhoz képest 1ényeges terapias elénnyel rendelkeznek.
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