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1. Bevezetés

A Silybum marianum gyégynovényt, mar évszazadok oOta hasznaljak maj- €s epebetegségek
kezelésére. A szilimarin hatéanyag akut és kronikus majkarosodasok megeldzésére, de a mar
kialakult majgyulladas, majcirrozis esetén is kifejezetten hatasos. Alkalmazzak alkoholizmus
miatt kialakult majzsirosodasban, alkohol vagy virus eredetii hepatitiszben. Hatdsos szer
gombamérgezésben, illetve mas hepatotoxikus anyaggal szemben. Kompetitiv gatolja a
méreganyagok bejutasat a majsejtbe, segiti €s gyorsitja a majsejtek regeneralodasat, csokkenti
a toxinok okozta szabadgyokok mennyiségét. A belsdleges terdpias hatds mellett szamos
tudomanyos cikk igazolta a mariatovis kivonatanak kiilsdleges hatésat is, legfoképp az UV
sugarzas okozta borkarosodasok ellen nytjtott védelmét.

A novény hatasat a termésében talalhato flavonolignan-komplex adja, melynek 6sszefoglald
neve a szilimarin. A mariatovis hatdéanyaganak rossz a biohasznosulasa, mivel relativ
oldhatatlan vizben, amely mind belsleges mind kiils6leges alkalmazasanak korlatot szab.
Kivonas soran a mariatovis magbol, amely a ndvény érett termése két fazis kiilonithetd el, egy
szilard por és egy folyékony olajos rész.

A szilimarin por kedvezObb biohasznosulasa érdekében szdmos megoldast talalhatunk az
irodalomban. Jelentés mennyiségli adat bizonyitja, hogy a szilimarin sokkal kedvezObb
farmakokinetikai paramétereket mutat jol felszivodd szarmazékok (pl. sok, glikozidok)
esetében, illetve megfeleld gyogyszerformdban, mint liposzomaba dagyazva, szilard
diszperzidoban, nanorendszerben €s dn(mikro) emulgedlo rendszerekben is. Ugyanakkor kevés
olyan tudomanyos cikk talalhato, amely a szilimarin olajjal foglalkozik.

Vizben nehezen vagy nem old6dé hatoanyagok oralis bevitelére alkalmas Iehet az
on(mikro)emulgedld rendszerek alkalmazdsa, melyek novelik a biohasznosuldst a
gasztrointesztinalis szolubilizacido révén. Az Onemulgedld rendszerek izotrop keverékek,
melyek olajbol, tenzidbdl és/vagy kotenzidbdl allnak, vizet nem tartalmaznak. Vizes kdzegben
o/v emulzid képzédik minimadlis energiabefektetés hatdsara. A gasztrointesztindlis traktus
motilitasa is elegendd energiat adhat a rendszer kialakitasahoz.

A Kkiils6leges gyogyszerformakbdl a hatdanyag penetracidjat tobb tényezd befolydsolja. A
hatdéanyag  szerkezete, fizikia-kémiai tulajdonsdga ¢és felszabaduldsa az adott
gyogyszerformabol, a bor barrier funkcidja, a bor szarurétegének nedvességtartalma stb.

Ugyanakkor a kiilséleges gyogyszerformulalas egyik legfontosabb kritériuma a megfeleld



segédanyag(ok) (pl. penetraciot noveld) alkalmazasa is, hiszen azok segithetik a hatéoanyag
boéron keresztiil torténd atjutasat €s a terapias hatast.

Kisérleteink soran a Silybum marianum gyogyndvény magjabol kivont szilimarin olajjal és
porral dolgoztunk. A szilimarin olajbol egy belsdleges SMEDDS (6nmikroemulgeald rendszer)
gyogyszerformat alakitottunk ki és vizsgaltuk a hepatoprotektiv hatasat. A szilimarin porbol
o/v tipusti emulzios krémet formuldltunk, a port oldott formaban tartalmazta készitménylink,
illetve emulgensként penetraciot noveld segédanyagot valasztottunk. Az igy kialakitott

crcr

UV sugarzas ellenében a készitmény antioxidans hatasat.

2. Célkitiizes

Munkank sordn célul tiiztiikk ki a Silybum marianum magjabdl nyert olaj €s por belsdleges €s
kiilsdleges gyogyszerformaba torténd formulalasat annak érdekében, hogy magas

biohasznositasu gyogyszerformat allitsunk eld.

l. Kisérleteink elsé részében belsdleges per os gydgyszerformat alakitottunk ki szilimarin
olajbol. A formuldlas soran célul thztik ki, hogy a szilimarin olajbdl egy stabil
onmikroemulgeald rendszert (SMEDDS) formulaljunk, melyben a szilimarin olaj alkotja a
gyogyszerforma olajos fazisat €s egyben a hatdanyagat is, azért, hogy az igy kialakitott
készitmény megfeleld hepatoprotektiv hatassal rendelkezzen.

Ezeket a szempontokat figyelembe véve a kovetkezd célokat tiztikk ki a kisérleti terv
kialakitdsanal:

1. Szilimarin olajat tartalmazé stabil, megfeleld részecskemérettel rendelkezd
onmikroemulgealé rendszer (SMEDDS) formulaldsa, a megfeleld tenzidek és kotenzidek
kivalasztasa, gyogyszerforma vizsgélat.

2. A szilimarin olajat tartalmaz6 SMEDDS hatdsa szén-tetraklorid altal kivaltott
majkarosodasban. A készitmény in vivo hatdsanak vizsgélata egéren, a plazma majenzim (ALT,
AST) értékeinek meghatarozasa, az antioxidans enzim értékek detektalasa maj-

homogenizatumbdl és a m4j szovettani vizsgalata.

. Kisérleteink masodik részében szilimarin porbol formulaltunk krémet. A kiilsleges

készitmény kialakitdsanal az els6dleges célunk az volt, hogy a krém oldatos formaban



tartalmazza a szilimarin port, valamint a megfelelé segédanyagok kivalasztasaval noveljiik a
kezelésére és megeldzésére megfeleld antioxidans hatassal rendelkezd krémet allitsunk eld.

A kovetkezd kisérleti tervet kovettiik a kisérleteink masodik felében:

1. Szilimarin por oldédasanak optimalizalasa.

2. o/lv emulziés rendszerii, szilimarin port tartalmazé krém formulalasa penetraciéfokozo
segédanyagok alkalmazasaval.

3. A krémek konzisztencia vizsgalata Textura Analizalé késziilékkel és a hatoanyag in vitro
felszabadulasanak vizsgalata Franz-diffizios cella segitségével.

4. A krémek in vitro citotoxicitasi vizsgalata HeLa és HaCaT sejtvonalon.

5. In vivo irritaciés tesz soran a TEWL értékek meghatarozasa tengerimalac modellen.

6. A krém antioxidans hatdsdnak vizsgalata in vitro HaCaT sejtvonalon és in vivo
tengerimalacon UVB sugarzas eldtt és utan.

7. A HO-1 enzim aktivitas meghatarozasa tengerimalac bdorszovetébdl a krémmel valo eld és

utokezelésben UVB sugarzas ellenében.



3. Anyagok és modszerek

3.1 Felhasznalt anyagok

A munkénk soran hasznalt Transcutol HP, Capryol 90 és Labrasol a Gattefossé cég (Lyon,
Franciaorszag), a Cremophor RH40, Cremophor A6, A25 a BASF (Ludwigshafen,
Neémetorszag) ajandéka volt. A kisérleteinkben felhasznalt cukorésztereket (SP 50, SP70,
PS750) a Sisterna cég (Roosendaalc, Hollandia magyarorszdgi képviselete) bocsatotta
rendelkezésre.

HeLa, human adenokarcinoma sejtvonal a Sejtkulturak Eurdpai Gytlijteményébdl (ECACC,
European Collection of Cell Cultures, Egyesiilt Kirdlysdg) a HaCaT sejtek (human keratinocita
sejtek) a Cell Lines Service-t6l szarmazott (CLS, Heidelberg, Németorszag). Minden egyéb
reagens a Sigma-Aldrich (Budapest, Magyarorszag) terméke.

3.2. Silybum marianum mag szarmazasi helye

A mariatovis magok Aradrol (Romania) szdrmaznak. Az aradi Vasile Goldis Nyugati Egyetem
Természettudomanyi Kara és egy aradi, mindségi tanusitvannyal rendelkez0 gazdasag régota

egylttmiikodésben van, ahonnan a névények erednek.
3.3. Szilimarin olaj és szilimarin por kivonasa

A Silybum marianum magbol Kahol és mtsai. altal leirt modszer szerint késziilt a szilimarin
por ¢és olaj kivonat a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémia Tanszékén. A kivonds utan egy
szilard és egy folyékony fazist kaptak, a szilard fazisbol széritds utdn nyerték a szilard
szilimarin port. A folyékony hexénos kivonatbdl, védkuum alatt, rotdcidés pdarologtatd
késziilékkel elparologtattak a maradék hexant és az igy eldallitott sarga, szilimarin olajat
hasznaltuk a kisérleteinkben. A szilimarin por nem tartalmazott semmi olddszermaradvanyt.
HPLC-MS modszerrel ugyanazok a bioaktiv flavonoidok keriiltek meghatarozasra, mint a
standardokban. A szilimarin olaj komponenseit Shimadzu QP-2010 GC-MS késziilék

segitségével jellemezték.



3.4. Szilimarin olajjal végzett SMEDDS formulalas és a készitmény

hatasanak vizsgalata

3.4.1. SMEDDS-szilimarin olaj formuladlasa

A SMEDDS gyo6gyszerforma kialakitasat a kovetkezo feliiletaktiv anyag segitségével végeztiik:
Cremophor RH40, Labrasol, Capryol 90 és Transcutol HP. A SMEDDS olajos fazisat a
szilimarin olaj alkotta, amely egyben a gydgyszerhordozoé rendszer hatbanyagaként is szerepelt.
Kiilonb6z6 SMEDDS 0Osszetételeket viz higitasos modszerrel készitettik. A tenzid
komponenseket 37°C-on Osszekevertiik -Schott Tritronic diszpenzer és Radelkis OP-912
magneses keverd - segitségével. A szilimarin olajat szobahdmérsékleten inkorporaltuk a
rendszerhez. A keverékeket 24 6ran keresztiil allni hagytuk, hogy megfigyeljiik az esetleges
fazis-szeparaciot. Erweka DT 800 forgdlapatos kioldodas vizsgald késziilek segitségével
(Erweka Gmbh, Heusenstamm, Germany) néztiik a kiilonbozd keverékek oOn-emulgealod
képességét. 1 gramm keveréket adtunk 200 ml tisztitott vizhez és enyhe keverés mellett (70
fordulatszam, 37 °C) szemmel kovettiik az 6n-emulgealas folyamatat, majd a megfigyeléseink
alapjan Terner haromszog diagramokat szerkesztettiink. Szamitasainkhoz Cartesian koordinata

szamolast hasznaltunk.

3.4.2. SMEDDS cseppméretének meghatarozasa

A diszperz fazis atmér6jét DLS (dinamikus fénymikroszkop) késziilék (Brookhaven Fotometer)
segitségével hataroztuk meg. A diffizios koefficiens kiértékeléséhez az intenzitas korrelacios
funkciot hasznaltuk. A vizsgélat soran a 3.1 részecskeméret meghatarozd programot hasznaltuk
a kovetkezd paramétereket allitottuk be: hdmérsékletet 25°C, 1ézer detektélasi szog: 90 fok,
lambda: 533 nm, index: 1,334. A szamitdgépes program automatikusan meghatirozta a

diszperz fazis cseppjeinek atmérdjét.



3.4.3. Kisérleti allatok

A szén-tetraklorid toxicitas sordn vizsgalt hepatoprotektiv hatast Swiss him egéren vizsgaltuk.
Az allatokat 12-12 h vilagos-sotét ciklusban, allando homérsékleten tartottuk. Az allatoknak a
standard ragcsalotaphoz €s a vizhez szabad hozzaférésiik volt, az egerek testsulya 25 + 3 g volt.
Az allatkisérleteket a Vasile Goldis Nyugati Egyetem etikai bizottsaga engedélyezte. A

kisérletek alatt kovettiik a laborallatok gondozasara vonatkoz6 nemzetkozi etikai irdnyelveket.

3.4.4. Kezelési protokoll szilimarin olaj- SMEDDS-el egerekben.

A 48 db allatot hat csoportra osztottunk. A kontrol (1. csoport) és a CCls kontrol csoport (2.
csoport) csak izotonias sooldatot kapott. A tobbi csoport 7 napon keresztiil per os szilimarin
olajat tartalmazo SMEDDS-et kapott el6kezelésben, kétféle dozisban (500 mg/kg és 1000
mg/kg). A 8. napon intraperitonealis CCls-ot (1.0 ml/kg) kapott a CCls kontrol, valamint a 3.
(SMEDDS p.o. 500 mg/kg) és 4. (SMEDDS p.o. 1000 mg/kg.) csoport. Az egerekt6la 9. napon
narkozisban (narkotikum: ketamin/xylazin 80/6 mg/ttkg elegy) a venae cavae-bol vérmintat

gyljtottiink, majd cervikalis diszlokéacidval terminaltuk az allatokat.

3.4.5. Majenzim értékek meghatarozasa egéren

A cervikalis diszlokécio elott gyhjtott vért heparines csObe raktuk, majd lecentrifugaltuk (15
perc, 2000 g), hogy a plazmat megkapjuk. A plazma mintakbol azonnal meghataroztuk az
alanin-aminotranszferaz ~ (ALT) és  aszparat-aminotraszferaz ~ (AST)  aktivitast,
spektrofotometrikus méréssel kit segitségével (Roche, Franciaorszag) a gyartd altal leirt

modon.

3.4.6. Maj fehérje extraktum készitése

A total fehérje extraktum készitése soran 0,1g majszovetet szuszpendaltunk hideg 0,1M Tris-
HCI pufferben (pH 7,4), mely 5mM EDTA-t és frissen hozzaadott proteaz gatlo koktélt is
tartalmazott. Ezutdn golydsmalomban (MM 301 tipust, Retsch GmbH and Co, Haa,
Németorszag) homogenizaltuk 2 percen keresztil 16 Hz-en és a homogenizatumot
centrifugaltuk (8,000 rpm, 30 perc, 4 °C). A feliiliszobol hataroztuk meg az enzimértékeket
(SOD, CAT, GPX, GR) valamint a GSH és MDA koncentraciot.
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3.4.7. Hisztopatolégiai vizsgalatok

A majmintat 4%-0s formalin-foszfat pufferoldatban fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk. A
hemoxicillin-eozin festéshez Spum vastag mintakat metszettiink, a meghatarozast standard
modszer alapjan végeztikk. Az Oil-Red O festéshez a lefagyasztott mintdkat 8 pm vastagra
szeltik SLEE MNT criotom segitségével, majd 10%-os formaldehid pufferben fixaltuk és
festéshez Oil-Red-O Kit-et (Bio-Optica) hasznaltunk, kdvetve a gyarto altal leirt modszert. A
mintakat fénymikroszkop (Olympus BX43 mikroszkop) alatt megvizsgaltuk és digitalis
kameraval (Olympus XC30) lefényképeztiik.

3.4.8. M4j antioxidans statuszanak feltérképezése

3.4.8.1. Szuperoxid-dizmutdz (SOD) aktivitds meghatarozdsa majszovetbdl

SOD aktivitast spektrofotometrias modszerrel hataroztuk meg 340 nm-en. A modszer alapja a
szuperoxid anion képzddés okozta NADH oxidacid kovetkeztében Iétrejott optikai torés
csokkenése. Egy egység enzim-aktivitds az az enzimmennyis€g, amely ahhoz sziikséges, hogy

a NADH oxidacié 50%-ban gatolva legyen.

3.4.8.2. Katalaz (CAT) aktivitas meghatarozasa majszovetbol

CAT aktivitast spektrofotometriai modszerrel mértiik 240 nm-en, a H202 bomlast monitorozva.
A CAT aktivitast U/mg protein-ben hatatoztuk meg. Egy egység enzim egy umole H20>
bomléasat okozza egy perc alatt, 25°C-on pH=7 —en.

3.4.8.3. Glutation peroxidaz (GPX) meghatdarozasa mdjszévetbdl

GPx aktivitast Beutler altal leirt modszer segitségével spektrofotometrias mérést (340 nm)
végeztink. A detektalas alapja a NADPH-NADP+ oxidaciés atalakulas, tert-butil-
hidroperoxide altal. A NADPH koncentraciot molaris extinkcios koefficient (6,22 x 103 M-1
cm-1) segitségével szamoltuk, az aktivitast U/mg-ban fejeztiik ki. Egy egység (U) aktivitas
annak az enzimnek a mennyisége, amely ahhoz sziikséges, hogy 1 umol NADPH egy perc alatt

oxidalédjon.
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3.4.8.4. Glutation reduktaz (GR) aktivitas meghatarozdasa mdjszévetbdl

GR aktivitast spektrofotometrids méréssel (340 nm) hataroztuk meg a NADPH oxidaci6é miatt
létrejovo optikai stiriség csokkenése alapjan Ez a folyamat a GSSG (oxidalt glutation)
enzimatikus redukcidja miatt torténik. Az enzim aktivitasat U/mg-ban fejeztiik ki. Egy egység
enzim 1 pmol NADPH-t oxidal egy perc alatt meghatarozott koriillmények kozott.

3.4.8.5. GSH koncentrdcio meghatarozasa majszovetbol

A majszovet homogenizatumat deproteinizaltuk 5% szulfoszalicilsavval, majd Detect X®
Glutation kit segitségével kolorimetrids mérést végeztiink, kovetve a gyartd utasitisait. A
modszer kinetikai analizist foglal magaba, igy a GSH mennyiség folyamatos redukciojat
okozza a DTNB reagensnek 5,5-ditiobis (2-nitro-benzoesav), amely sarga szinli komplexet
képez a reaktiv nem fehérje-SH csoportokkal. A képz6dott sarga komplexet 412 nm-en lehet
detektalni, 10 mM GSH kalibracids gorbe segitségével. A GSH szintet nmol/mg fehérjében
adtuk meg.

3.4.8.6. Lipid peroxiddcio meghatarozasa

Del Rio altal leirt fluorimetrids médszer segitségével mértiik a ma;j lipid peroxidaciot, melynek
alapja a képz6dott MDA termék mennyisége. A maj homogenizatumot (200 ul) 700 ul 0,1 M
HCL- ban, 20 percen keresztiil szobahdmérsékleten inkubaltuk. Majd a homogenizatumhoz 900
ul 0,025 M tiobarbitursavat adtunk, és keveréket tovabb inkubaltuk 37°C-on, 65 percen
keresztiil. A mintakat fluoreszens analizisnek vetettiik alda (A ex = 520, A em =549)
(Spektrofluorométer FP-6300 JASCO). A malondialdehid koncentracidjat 1,1,3,3-
tetrametoxipropan standard segitségével hataroztuk meg. Az eredményeket nmol MDA/mg

fehérjében fejeztiik ki.
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3.5. Szilimarin port tartalmazo krém formulalasa és vizsgalata

3.5.1. Szilimarin port tartalmazo krémek formulalasa

A krémek formuldlasahoz kiilonb6z6 emulgenseket hasznaltunk gy, mint, Poliszorbat 60
(P60), Cremophor A6 és A25 (C) 1:1 aranyban, valamint kiilonb6z6 tipust cukorésztert (SP50,
SP70, PS750). Az o/v tipusu krémek el6allitdsa soran a cetil-sztearil alkohol, sztearinsav és
izopropil-mirisztat (IPM) melegitése (60 °C) és keverése alakitotta ki az olajos fazist. A vizes
fazis propilénglikolt, emulgenst és tisztitott vizet tartalmazott, melyet azonos hémérsékletre (60
°C) felmelegitettiink és az olajos fazishoz kevertiink. A készitmény homogenizalasa ¢és lehiitése
(25 °C) utan adtuk a Nipagin M-t és az aktiv hatdanyagot, a szilimarin port a krémekhez. A
krémekbe 5% por keriilt vagy szuszpendalt (I-V Osszetétel) vagy oldott formaban (VI-X
Osszetétel). Az oldott Osszetételeknél a szilimarin port, el6z6leg Transcutol HP (TC)-ben

oldottuk.

3.5.2. Krémek gyogyszerforma vizsgalata

3.5.2.1. Krémek konzisztencia vizsgalata

A krémek ellenallasat CT3 Textara Analizalé (Brookfield, Middleboro, U.S.A.) késziilékkel
mértiik. A kompresszios teszt, normal tesztmodban volt kivitelezve. A kdvetkezd paraméterek
értéke allando volt: trigger erd (4g), csucspont (10 mm), sebesség (0,5 mm/s). TAS cilinder
tipust testet (12,7 mm atmérd, 35 mm hosszusag) hasznaltunk a vizsgalat soran. Az ellenallas

értékét N-ban fejeztiik ki.

3.5.2.2. In vitro vizsgalat Franz diffuzios cellaval

Membran diffizids és permeabilitasi vizsgalatokat vertikalis Franz-diffuzios cellaban végeztiik
(Hanson Microette TM Topical and Transdermal Diffusion Cell System). A donor fazisba 0,3
g mintat raktunk, a cellul6z-acetat membranra helyezve (0,45 pm poérusméret). A membrant
izopropil-mirisztatban (IPM) ztatva készitettiik eld. Az effektiv diffizids teriilet 1,767 m? volt.
30%-os alkoholt hasznaltunk akceptor fazisnak, azért hogy segitsiik a szilimarin oldodéasat. A

magneses keverd rotacioja 450 rpm-re volt allitva. A receptor oldat 32,5 °C-ra volt termosztalva
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az egész kisérlet alatt, hogy a Franz cella membrdnja hasonld legyen a fiziologids bor
homérsékletéhez. A kisérleteket 6 6ran keresztiil végeztiik. Az akceptor fazisbol 0,8 ml mintat
vettiink, melyet friss receptor kdzeggel helyettesitettiink. A szilimarin mennyiségének mérését
UV spektrofotométer segitségével végeztiik (Shimadzu Spectrophotometer, Japan, Tokyo), 287

nm hulldmhosszon.

3.5.3. Sejttenyésztés

A HelLa sejteket milanyag sejttenyész6 edényben ndvesztettilk, DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle’s medium) tenyésztd médium folyadékban, amely 3.7 g/ NaHCOs, 10% (v/v) ho-
inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FBS), 1% (v/v) nem esszencialis aminosav oldatot,
1% (v/v) I-glutamint, 100 1U/mL penicillint és 100 IU/mL sztreptomicint tartalmazott, 37 °C-
on, 5% CO; atmoszféraban.

HaCaT keratinocitdkat DMEM tenyészé médium folyadékban ndvesztettiik, amely 7% (v/v)
FBS-t, sztreptomicint (100 U/ml), penicillint (0,1 mg/ml) és glutamint (4 mmol/l) tartalmazott
parasitott CO2 atmoszféraban (5%v/v), 37 °C-on.

A sejtteny€sz6 médiumot hetente kétszer cseréltiik mindkét sejttipusnal lamindris dramlasu
steril fiilke alatt A sejteket 1x10° sejt/cm? siirliségre szélesztettiik és a kisérletekhez kozel
konfluensre novesztettilk. A konfluens sejtréteg kialakuldsakor tortént a sejtek passzaldsa
laminaris box alatt. 20-40 passzazsszam kozotti sejteket hasznaltunk a citotoxicitasi €s

antioxidans kisérleteknél.

3.5.4. MTT teszt

A |-X 0Osszetétel citotoxicitasat kolorimetrids citotoxicitasi vizsgalattal, az MTT teszttel
veégeztiik el. HaCaT keratinocitdkon és Hela sejtvonalon végeztiik az in vitro citotoxicitasi
vizsgalatokat. A vizsgalatot a kdvetkezOképp végeztiik: HaCaT és HeLa sejteket sima feliileti
96 lyuk tenyészé plate-ben szélesztettiik 10° sejt/lyuk siirtiségre és CO- inkubétorban, 37°C-
on hagytuk ndni 7 napig, amig a konfluens sejtréteg kialakult. A ndvesztés soran a 3. napon a
tenyész0 médiumot lecseréltiik lamindris box alatt. A kisérletek soran a sejttenyészé médiumot
eltavolitottuk, vizsgalati mintadkat raraktuk a sejtre és a sejteket tovabbi 30 percig inkubaltuk
37°C-on. A mintak eltavolitasa utan a sejteket kétszer 1 ml PBS oldattal mostuk, és tovabbi 3
oran keresztiil inkubaltuk (37°C-on) az MTT -t tartalmazé médiummal, 5 mg/ml. A lila

formazan kristalyokat sdsavas izopropanolban oldottuk (izopropanol : 1,0 N sosav= 25:1). Az
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abszorbanciat 570 nm —en mértiikk, 690 nm hattér mellett FLUOstar OPTIMA Microplate
Reader segitségével. (BMG LABTECH, Offenburg, Németorszag). A sejt életképességet
kezeletlen kontrol- hoz viszonyitva szazalékban fejeztiik ki. Mindegyik kisérletet Otszor

megismételtiink, mindegyik komponenst 5 lyukban vizsgaltuk.

3.5.5. In vivo Kkisérletekhez hasznalt kisérleti allatok

Him, Hartley tengerimalacot (250-350 g) hasznaltunk a borszévet antioxidans és HO-1 enzim
értékének meghatarozasara. Az allatok standard ragesalotapot kaptak ad libitum és vizet ihattak
korlatlanul. Az allatokat 1 hétig hagytuk akklimatizalédni a kisérletek eldtt és 25+2 °C
hémérsékleten, 55 +5 % relativ paratartalomban tartottuk dket 12 oras vilagos-sotét ciklusban.
Az éllatkisérletekben a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsag iranyelveit
tartottuk szem el6tt a vonatkozd Europai Unids-€s a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és
a ,,Guide for the Care and Use of Laboratory Animals” eldirasaival (No 10/2014/DEMAB,
2019).

3.5.6. In vivo bor irritacios teszt

Az in vivo antioxidans vizsgalatok elott az 6sszetételekkel (II1., IV., VIIL., IX.) bér irritacids
tesztet végeztiink. A kivalasztott Gsszetételeket a tengerimalac hatborére kentiik és a TEWL
értéket 24 oraval a rahelyezés elott és utan mértiik. A vizsgalt krémet (0,1 g) egyenletesen
eloszlattunk egy nem egybeflizott polietilén vaszonra (2 cm X 2 cm), amelyet utdna a
tengerimalac hatara rogzitettiink. A vizsgalat el6tt az allatok hatsé borfeliiletét teljesen
leborotvaltuk. A polietilén vaszont Tegaderm® 3M (3Med Kft, Budakeszi, Magyarorszag) €s
Fixomull ® ragtapasszal (MEDIGOR Bt., Veszprém, Magyarorszag) rogzitettiik. 24 ora
elteltével a kotést eltdvolitottuk és a kezelt borfeliiletet vattaval megtisztitottuk. A készitmény
eltavolitasa utan 30 perccel a transzepidermalis vizvesztés (TEWL, Transepidermal water loss)
értékeket megmértiik és Osszehasonlitottuk a kezelés elott 24 oraval mért értékekkel.
Tewameter (TM300, Courage& Khazaka, Koln, Németorszag) segitségével. A kisérlet alatt a
laboratorium hémérséklete, 25° C-on relativ péaratartalma 55% értéken maradt. Mindegyik

kisérlet 6tszor lett megismételve (n=5).
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3.5.7. UV-B sugarzas HaCaT sejteken, a sejtek elo- és utokezelése.

A HaCaT sejteket 12-lyuku sima feliiletii plate-ben szélesztettiik 1x10° sejt/lyuk siirtiséggel és
7 napig novesztettiik CO2 inkubatorban 37°C —on, a konfluens sejtréteg kialakulasaig. A
ndvesztés soran a 3. napon a tenyész6 médiumot lecseréltiik laminaris box alatt. Az UVB
sugarzas 350uW egyszeri sugarzast jelentett 20 cm tavolsagbol.

Az elokezelt csoportban, a sejttenyésztd médiumot eltavolitottuk, majd a vizsgalati mintat
raraktuk a sejtekre és a sejteket tovabbi 20 percig inkubaltuk (37°C), majd 10 perc UV-B
sugarzas utdn a vizsgalati mintakat eltavolitottuk, a sejteket PBS-sel mostuk €s tovabbi 24 6ran
at inkubaltuk (37°C). Az utokezelés soran a sejteket eldszor 10 percig UV-B sugarzasnak tettiik
ki, és utana kezeltiik a vizsgélati mintakkal 20 percen keresztiil. Ezutan a vizsgalati mintat
eltavolitottuk, a sejteket PBS-sel mostuk €s 24 oran at inkubaltuk (37°C). A kisérlet végén
meghataroztuk kovetkezé paramétereket: superoxid-dizmutaz (SOD), katalaz (CAT), glutation
peroxidaz (GPx) ¢és malondialdehid (MDA) aktivitdsok. Mindegyik kisérletet Otszor

ismételtiink meg.

3.5.8. UV-B sugarzas tengerimalac bérén in vivo, a bor elé- és utokezelése szilimarin

tartalmu krémmel

A szilimarin krémek (III., IV., VIIL., IX.) el6 és utokezelésének antioxidans hatasat vizsgaltuk
UVB sugarzas el6tt és utan. Az allatokat UV-B sugarzasnak tettiik ki (akut sugarzas, 350uW)
20 cm tavolsagban. A kisérlet elott a tengerimalacok hatat leborotvaltuk és olyan aluminium
foliaval fedtiik le, amelyen 10 téglalap alaku (0,8 X 13 cm) vagas volt, majd 0,1 g krémet vittiink
fel mindegyik vagasra.

Az antioxidans és HO-1 enzim vizsgéalatoknal az 4llatokat két csoportra osztottuk, mindegyik
csoporthoz 10 allat tartozott. Az I. csoportban a tengerimalacok bdrét elékezeltiik a krémmel
20 percig, majd az allatokat az UV-B késziilék ald helyeztiik és 10 percig sugaroztuk a fedetlen
borfeliiletet. A krémeket lemostuk majd 24 oraval a sugarzast kdvetéen a boOrmintdkat
Osszegytjtottiik. A II. csoportban az 4llatokat eloszor 10 percig besugaroztuk, majd bdriiket
utokezeltiik a krémmel, melyet 20 perc mulva lemostuk €és 24 ora elteltével a bérmintdkat
Osszegyujtottik. A vizsgalatok végén az allatokat altatasban tartottuk ketamin/xylazine (30-44
mg/kg, 1-5 mg/kg) segitségével és a szovetmintdkat kivagtuk. Az 4llatokat cervikalis

diszlokécidval termindltuk. A mintadkat PBS-ben (foszfat puffer pH 7.4) aztattuk és lemostuk,
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majd eltavolitottunk a maradék vorosvérsejtet és alvadékot. A bdérmintdkat folyékony

nitrogénben lefagyasztottuk és -80°C-on tartottuk a tovabbi vizsgalatig.

3.5.9. Szuperoxid dizmutaz aktivitas meghatarozasa

A borszovetet homogenizaltuk 20 mM HEPES pufferben (ImM EGTA, 210 mM mannitol, és
70 mM sucrose /g szovet), pH 7.2. A homogenizatumot centrifugaltuk 1500 X g-n, 5 percen
keresztiil 4°C-on. Es a feliiliszoban vizsgaltuk a SOD aktivitast Cayman kit segitségével, a
gyarto  utasitasa  szerint. (Cayman  Chemical, Ann  Arbor, MI,  USA;
www.caymanchem.com/pdfs/706002.pdf).

A sejteket (1x 10%) gumibot segitségével felszedtiik, 1000 X g-n, 10 percen keresztiil 4 °C-on
centrifugaltuk. A sejtpelletet homogenizaltuk 20 mM HEPES pufferben (ImM EGTA, 210 mM
mannitol, és 70 mM sucrose /g szovet), pH 7.2. 10.000 X g-n 15 percen keresztiil 4 °C-on, a
feliiluszo6 SOD aktivitasat Cayman kit segitségével meghataroztuk, a gyartod utasitdsa szerint.

(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA; www.caymanchem.com/pdfs/707002.pdf)

3.5.10. Katalaz aktivitas meghatarozasa

A szdvetmintakat homogenizaltuk hideg pufferben (50 mM kélium foszfat, pH 7.0, ebben 1
mM EDTA) per gramm szovet, 10000 x g-n 15 percen keresztiil 4 °C—on centrifugaltuk és a
feliilaszoban néztiikk a CAT aktivitast Cayman kit segitségével. (Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, USA; www.caymanchem.com/pdfs/707002.pdf)

A sejteket (1x10°%) gumibot segitségével felszedtiik, 1000 x g-n, 10 percen keresztiil 4 °C-on
centrifugaltuk. A sejtpelletet homogenizaltuk jégen, 2 ml hideg kalium foszfat pufferben, pH
7.0, ImM EDTA per gramm szdvet, 10000 X g —n 15 percen keresztiil centrifugéltuk 4°C-on,
a feliiluszo CAT aktivitasat mértiilk Cayman kit segitségével. (Cayman Chemical, Ann Arbor,

MI, USA; www.caymanchem.com/pdfs/707002.pdf)

3.5.11. Glutation peroxidaz aktivitas

A szovetmintakat homogenizaltuk 10 ml hideg pufferben amely tartalmazott 50 mM Tris-HCL,
pH 7,5, 5 mM EDTA ¢és ImM dithiothreitol, per gramm szdvet, 10000 x g-n 15 percen keresztiil
4°C —on centrifugaltuk és a feliiliszoban néztiik a GPX aktivitast Cayman kit segitségével.

(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA; www.caymanchem.com/pdfs/703102.pdf)
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A sejteket (1x10°) gumibot segitségével felszedtiik, 1000 x g-n, 10 percen keresztiil 4 °C-on
centrifugaltuk. A sejtpelletet homogenizaltuk jégen, 2 ml hideg kalium foszfat pufferben, pH
7.0, ImM EDTA per gramm szdvet, 10000 X g —n 15 percen keresztiil centrifugaltuk 4 °C-on,
a feliiluszo GPX aktivitdsat mértilk Cayman kit segitségével (Cayman Chemical, Ann Arbor,

MI, USA; www.caymanchem.com/pdfs/703102.pdf)

3.5.12. Lipid peroxidacios (MDA) teszt

Szdvetmintat (10 mg) és sejteket (1 x 10°) jégen homogenizaltuk 300l MDA lizis pufferben,
amely 3ul BHT (100 x) tartalmazott, 13000 x g-n, 10 percen keresztiil centrifugéltuk, hogy az
oldhatatlan maradvanyokat eltavolitsuk. A feliiliszot vizsgaltuk Lipid peroxidacios kit
segitségével. (Sigma-Aldrich, Magyarorszag) A lipid peroxidaciét az MDA (malondialdehid)
¢s tiobarbitursav (TBA) reakcidjakor keletkezd kolorimetrias termékbdl (532 nm) hatdroztuk
meg, amely aranyos az MDA mennyiségével. Mindegyik antioxidans tesztet 6tszor ismételtiink

meg.

3.5.13. HO-1 aktivitas mérés

A tengerimalac bdrszovetet homogenizaltuk 200 mM foszfat pufferben (pH=7,4), majd
20.000g-vel, 4°C-on 30 percen keresztiil centrifugaltunk. A feliiliszobol a HO-1 enzim
aktivitast Tenhunen €s mtsai altal leirt médszer segitségével hataroztuk meg. A modszer alapja
a hem atalakulasa bilirubinna, mely spektrofotometridsan meghatarozhaté. A feliiluszéhoz a
kovetkezd reakcidelegyet adtuk: 2mM gliikk6z-6-foszfat, 0,14 U/ml gliikoz-6-foszfat
dehidrogenaz, 15 uM hem, 105 uM NADPH, 120 pg/mL biliverdin reduktaz (patkdny ma;j
citoszolbdl), 2mM MgCI2 és 100 mM KH2PO4. Az igy kapott mintat (2ml) 37° C-on
inkubaltuk 1 o6rat sotétben, majd a reakcidt a mintdk jégre helyezésével és kloroform
hozz4adasaval allitottuk le. A HO-1 aktivitast a bilirubin reakcidelegyben vald képzddésének
spektrofotometrids mérése alapjan szamoltuk ki 460 és 530 nm-en mért optikai denzitdsok

kiilonbségét alapul véve. Az aktivitds mértékegységét nmol bililrubin / mg / 6ra-ban fejeztiik
Ki.
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3.6. Statisztikai analizis

A szilimarin olajat tartalmaz6 SMEDDS gyogyszerforma vizsgalatakor az eredményeket
GraphPad Prism 5 szoftver segitségével végeztik. A csoportok kozotti szignifikancidk
Osszehasonlitasat kétutas ANOV A modszerrel és a csoportok kozotti eltérést Bonferroni teszttel
végeztiik. Az adatokat atlag +S.D. formaban kozoltiik. Csillaggal €s iires kereszttel jeloltiik a
szignifikdns kiilonbségeket az abrdinkon. A kiilonbségeket p < 0.05 esetén tekintettiik
szignifikdnsnak. Mindegyik kisérlet soran 6t parhuzamos mérést végeztiink és legalabb 6tszor
megismételtiik (n=5).

A szilimarin port tartalmazé krém vizsgalatanak eredményeit a SigmaStat (version 3.1; SPSS,
Inc.) segitségével elemeztiik €s ez alapjan szamitott atlagokat £ S.D. tiintettiik fel. Az MTT
¢letképesség vizsgalata soran a csoportok Osszehasonlitdsat egyutas ANOVA modszerrel
végeztik, és Tukey’s teszttel végeztiik a csoportok kozotti eredmények Osszehasonlitasat. A
SOD, CAT, MDA, GPX és HO-1 értékelésnél tobbutas Anova modszert hasznaltunk és a
csoportok kozotti 0sszehasonlitast Persian korrelacioval végeztiik. Csillaggal és kereszttel
jeloltiik a szignifikans kiilonbségeket az abrainkon. A kiilonbségeket p <0.05 esetén tekintettiik
szignifikdnsnak. A HeLa és HaCaT sejtvonalon végzet vizsgalatoknal tiz (n=10), a tobb kisérlet

soran 0t (n=5) parhuzamos mérést végeztiink és legalabb 6tszor megismételtiik.

3.7. Az értekezésben szereplo, egyiittmiikodésben kivitelezett metodikak

A szilimarin-olaj tartalma SMEDDS gyogyszerformak in vivo allatkisérleteiben az aradi Vasile
Goldis Nyugati Egyetem munkatarsai segitettek. (Georgiana Damache, Ardelean Aurel,
Costache Marieta, Dinischiotu Anca, Hermenean Anca)

A szilimarin por tartalmt krémek in vivo allatkisérleteiben részt vettek a Debreceni Egyetem,
Farmakoldgiai Intézet munkatérsai. (Dr. Juhasz Béla, Dr. Bombicz Mariann, Dr. Priksz Daniel,
Dr. Varga Balazs)

A HO-1 enzim mérésében kozremiikdott a Szegedi Tudomanyegyetem, Természettudomanyi
és Informatikai Kar, Elettani, Szervezettani és Idegtudoméanyi Tanszék munkatérsa. (Dr. Varga
Csaba)

A statisztikai eredmények kiértékelését dr. Ujhelyi Zoltan kollégdm segitségével végeztem.

Az értekezésben szerepld egyéb modszert és annak kiértékelését a jelolt sajat maga végezte.
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4. Az értekezés uj tudomanyos eredményei

4.1. Szilimarinolaj-SMEDDS készitmények formulalasa és terapias

hatasanak vizsgalata soran kapott eredmények

Munkank soran modern emulzids format, Oonmikroemulgealé rendszert alakitottunk ki
szilimarin olajbdl, melyet nemcsak vivOrendszerként alkalmaztuk, hanem egyuttal a
hatdéanyagként is. A SMEDDS-ben 1évé olaj komponens tulajdonsaga és koncentracidja
meghatarozo elemei a gyogyszerformanak Az 6nemulgealo rendszerben az olaj sajat terapids
hatasa azaltal novekszik, hogy peroralis felszivodasa jelentdsen fokozodik.

Az olajos fazis mellett a megfeleld feliiletaktiv anyag kivalasztasa is ndveli a hatdanyag terapids
hatasat az onemulgeald rendszerben Az Osszetételiinkben Cremophor RH 40, Transcutol HP
felilletaktiv anyagot, kotenzidként pedig Labrasolt és Capryol 90-et hasznaltunk. A
formulalashoz alkalmazott feliiletaktiv anyagok citotoxicitasat ¢s membran permeabilitasra
gyakorolt hatasat a munkacsoportunk el6zéleg mar megvizsgalta, igy az eredmények alapjan
keriiltek kivalasztasra a jelenlegi munkdban. E16z0 kisérleteink soran azt is megallapitottuk,
hogy a feliiletaktiv anyagok megvaltoztathatjdk a sejtmembran permeabilitdsat és a
paracellellularis transzportot. Feltételezésiink szerint, a szilimarin olajbol és a megfeleld
feliiletaktiv anyagokbol formulalt 6nmikroemulgeald rendszer valoszinlileg a paracellularis
transzportot is befolyasolta, igy novelve az olaj szajon at torténd biohasznosulasat.

A megfeleld gyogyszerforma kialakitasa a hatdanyagok terapias hatdsat novelheti, ugyanakkor
a dozisat csokkentheti, erre a célra megfeleld lehet az 6n (mikro) emulgeald rendszerek
kialakitdsa. Ezt igazolja az, hogy allatkisérletekben, csak extrém magas dozisban, 2000 mg/kg
(patkany) illetve 10 g/ kg (egér) mutatott védé hatast majszovetben szén-tetraklorid toxikacio
utan.

Munkank soran a szilimarin olaj-SMEDDS gydgyszerforma mar kisebb mennyiségii
olajtartalom esetén is terapids hatast mutatott. (500 mg/kg, 1000 mg/kg).

A kisérleteinkben szén-tetraklorid expoziciot kovetden vizsgaltuk a szilimarin olaj
hepatoprotektiv hatasait SMEDDS gyogyszerformaban. A szén-tetraklorid toxikacio megemelte
az ALT és AST értékeket az egéren végzett in vivo kisérletekben. A szilimarin olaj-SMEDDS
Osszetétel a magasabb dozisban (1000 mg/kg) mérsékelte a szén-tetraklorid okozta szérum
aminotranszferaz értékeket. Feltételezhetden, a hatast az valthatja ki, hogy a szilimarin olaj

megtartja a majsejtek membranjanak strukturalis integritasat. A hisztologiai vizsgalataink ezt a
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megallapitast szintén alatdmasztottak, mivel a nagyobb dézisban adott szilimarinolaj-SMEDDS
(1000 mg/kg) készitmény mérsékelte a szén-tetraklorid okozta méajkarosodast.

A szilimarin olaj-SMEDDS el6kezelés ugyanakkor antioxidans védelmet mutatott az egér
majszovetbdl mért antioxidans enzimértékek alapjan. A szén-tetraklorid okozta expozicié az
antioxidans enzimek csékkenését okozta, de a majhomogenizatumban mért enzim aktivitasok
(SOD, CAT, GPX, GR) néttek a szilimarin-0laj-SMEDDS kezelést kovetden. Az antioxidans
enzimszintek novekedésének egyik lehetséges oka a szilimarinolaj linolénsav tartalma, amely
az olaj egyik f0 komponense. A linolénsav az endogén GSH oxidaciojat idézi eld, ami a
szuperoxid anionok képzddést general. A szuperoxid-anion egy kaszkadot elinditva, noveli a
SOD termelddést, mely emeli a méj hidrogén-peroxid koncentracidjat, és ez a GPX és CAT
reakciot katalizalja.

A szilimarin-olaj SMEDDS készitmény az egér majszovetében novelte a GR szintet a szén-
tetraklorid okozta enzimszinthez képest, mely valtozas szintén a linolénsavhoz kapcsolhatd. Az
eredményeink Osszhangban vannak Choi és mtsai. megfigyeléseivel, melyben a linolénsav
izomerek GR ndveld hatasat irta le.

A lipidperoxidaco végtermékének, az MDA szintjének ndvekedése jelzi a szabadgyokok
keletkezését. A szén-tetraklorid expoziciot kdvetden az antioxiddns enzimek csokkenése az
antioxidans védelmi rendszer gyengiiléséhez vezetett, amely automatikusan az MDA
koncentraci6 novekedését vonta maga utan. A szilimarin-olaj SMEDDS el6kezelés
csokkentette az MDA szintet, amely a formulaci6 antioxidans hatasat feltételezi, melynek oka

valdszinti az olajban 1év6 magas linolénsav, tokoferol és aszkorbinsav 2,6 dihexadekonat.

4.2. Szilimarin port tartalmazo krémek formulalasa és terapias hatasanak

vizsgalata soran kapott eredmények

Munkénk sordn megfeleld konzisztencidval rendelkezd szilimarin port tartalmazé o/v emulzios
rendszerli krémeket formulaltunk.

A formulélas sordn a szilimarin port szuszpenzios formaban tartalmazd Osszetételek mellett
sikeriilt olyan krémeket eléallitani, melyekben a hatéanyag oldott allapotban volt. A szilimarin
port Transcutolban oldottuk, amely jo szolubilizald és penetracidt fokozo anyag, ugyanakkor
nem toxikus és a bérrel biokompatibilis.

A krémek eldallitasa soran kiilonb6zé nemionos, amfifil tenzidet hasznaltunk tgy, mint

Poliszorbat 60, Cremophor A6, A25, cukorészter SP50, SP70 és PS750. Az emulzios rendszer(i
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kiils6leges készitményeknél a megfeleld, penetraciot fokozod emulgens kivalasztasaval
szolubilizacioban is, ugyanakkor megvaltoztathatjdk a gyodgyszerek biohasznosithatosagat,
hiszen befolyasoljak a hatéanyag abszorpcidjat €s penetraciojat. A Franz diffizios vizsgalatok
eredményei igazoltdk, hogy a szilimarin port oldott allapotban tartalmaz6 krémekbdl a
hatéanyag felszabaduldsa és membranon vald atjutisa lényegesen jobb volt, mint a
szuszpenzids Osszetételeknek. Az in vitro membran diffuzidés vizsgélatok soran azt is
megallapitottuk, hogy a membranon atjutott szilimarin mennyisége az emulgensként cukor-
észtert tartalmazo Osszetételek esetében volt a legnagyobb.

A feliiletaktiv anyagok toxikus koncentraciojanak a meghatarozasa is sziikséges ahhoz, hogy a
gyogyszeradagolas biztonsagos legyen. Ennek érdekében, elséként in vitro biokompatibilitasi
vizsgalatokat végeztiink (MTT teszt) HeLa ¢és HaCaT sejteken. A HelLa sejtek a human
méhnyakrak megbizhatéo modellje, de kiilséleges készitmények vizsgélatara is hasznaljak. A
HaCaT sejtek alkalmasak arra, hogy megallapitsuk a segédanyagok bdr irritdcios potencialjat.
Az eredmények alapjan megallapitottuk, hogy az Osszetételekben 1évé emulgensek hogyan
befolydsolja a krémek toleralhatosdgat Az MTT sejtéletképesség vizsgalatok soran
emulgensként cukor-észtert tartalmazo készitmények biztonsdgosabbnak bizonyultak, mint az
emulgensként Cremofort és poliszorbatot tartalmazé krémek.

Az in vivo biokompatibilitasi vizsgalatok soran borirritacios tesztet (TEWL teszt) végeztiink az
in vitro vizsgalatok soran megfelelonek bizonyult krémdosszetételekkel (II1., IV., VIIL, IX.). A
mért TEWL értékek szerint a szilimarin krémek nem okoztak borirritaciot a tengerimalac borén.
A formulacios és biokompatibilitasi vizsgalatok utdn tovabb folytattuk az in vitro kisérleteket.
A sejteket UVB sugarzésnak tettilk ki és vizsgaltuk a szilimarin krém hatasat el és
utokezelésben tUgy, hogy HaCaT keratinocitdk antioxidans enzim aktivitas értékeit
meghataroztuk.

Az UVB sugarzas dnmagaban csokkentette a GPx, SOD és CAT enzimaktivitast, ugyanakkor
az MDA értéke nétt a kezeletlen csoporthoz képest. A szilimarin port Transcutolban oldva ¢€s
emugensként SP50 és SP70 cukorésztert tartalmazd készitmények (VIIL, IX.) eld és
utdkezelésben is az antioxiddns enzimek ndvekedését okoztdk az UVB sugarzast kovetden. E
mellett a lipid peroxidacio végtermékének a csokkenése volt tapasztalhatd ezen készitmények
alkalmazasakor.

Eredményeink O6sszhangban vannak azzal, hogy a szilimarin do6zistdl fliggéen védd hatést
mutatott UV indukalt karosodas ellen human keratinocitdkon az NF-kappa-B aktivacio

gatlasaval.
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Az in vitro antioxidans tesztek eredményei Szoros kapcsolatot mutattak az in vivo
vizsgalatokkal, melyet tengerimalac borén végeztiik el.

A szilimarin krémek el6 és utdkezelése a tengerimalac borszovetében mért antioxidans
enzimszintek novekedését okozta UVB sugarzast kovetden. Az MDA szint ugyanakkor
ezekben az esetekben csokkenést mutatott. Az in vitro és in vivo eredmények igazoltak, hogy
a szilimarin tartalmu o/v emulziés krémek kivédik az UVB okozta oxidativ stresszt, mely a
hatéanyag antioxidans hatdsaval Osszefliggést mutat. Megfigyelésiink megegyezik Katiyar
vizsgalataiban tapasztaltakkal, ahol a szilimarin kiils6leges hasznalata gatolta az UV okozta
oxidativ stresszt egér borszovetben, UVB besugarzasban. A kisérletekben a szilimarint
alkoholban oldottak, de nem alakitottak ki gydgyszerformat.

Svobodava és mtsai megfigyelései szerint, a szilimarin flavonoid komponensei, az UVA okozta
oxidativ stressz borkarosodast okozo hatasat mérsékelték. A kisérletek soran a szilimarin port
DMSO-ban oldottak és ennek hatasat vizsgaltak.

A HO-1 enzim szintjének nagymértékii ndovekedése szintén a stresszvalasz egyik jele a
kiilonb6zo kornyezeti hatasokra. Az UV-A és UV-B sugarzas is magas HO-1 szintet hoz Iétre
a sejtekben. Kisérleteink soran az UVB sugarzas utan a tengerimalac bérszovetében magas HO-
1 értékeket mértiink. Ugyanakkor a szilimarin krém kezelése nem befolyasolta a HO-1 enzim
értékeket Osszehasonlitva a kezeletlen csoporttal. Feltételezésiink szerint, abban az esetben,
mikor a szilimarin krémmel torténd kezelés soran az antioxiddns enzimek nagymértékben
aktivalodnak (oldott hatdanyag bejutas esetén), az aktivalt antioxidans enzim rendszer gyorsan

eliminalja a szabad gyokoket, ezért a HO-1 enzim ekkor nem képes aktivalodni.
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5. Osszefoglalas

Kisérletsorozatunk elsé részében szilimarinolajat tartalmaz6 SMEDDS készitményt
formulaltunk, melyben az olaj komponens egyben a hatdéanyag is.

Megallapitottuk, hogy a szilimarinolaj-SMEDDS gyogyszerforma csokkentette a szén-
tetraklorid intoxikacio okozta majenzim értékeket és az antioxidans enzimszintek emelkedését
egér majszoveten.

A szilimarin olajat tartalmazé SMEDDS készitmények hepatoprotektiv hatdsat hisztopatologiai
vizsgalatokkal is igazoltuk egér majszoveten szén-tetraklorid toxikaciot kovetden.
Eredményeink ramutattak arra, hogy a szilimarin-olaj SMEDDS 0&sszetételek nagy
valdszintiséggel a lipid-peroxidéaciot megakadalyozzak és stabilizaljak a majsejtek membranjat,
ezzel védi ki a szén-tetraklorid okozta majkarosodast.

Vizsgalatainkat Osszegezve megallapithatjuk, hogy a szilimarin-olaj SMEDDS készitmény
szajon at torténd adagolasanak majvédo hatasa van.

Munkank masodik felében olyan szilimarin port tartalmazd, megfelelé konzisztenciaju o/v
krémeket formulaltunk, amely penetraciot fokozo anyagokat tartalmaz. Az in vitro membran
diffuzios vizsgalatok eredményei igazoltak, hogy az Osszetételben 1évé Transcutol- mely
segitette a szilimarin por oldddésat is- egyiittesen a cukor-észter tipusu emulgenssel noveli a
hatdanyag atjutasat a diffizids membranon.

A szilimarin port oldott allapotban tartalmazd krémek elé és utdkezelésben is megfeleld
antioxidans aktivitast mutattak, az UVB indukalta oxidativ stressz ellen, tengerimalac modellen
¢s HaCaT sejteken. Az utokezelés szignifikans hatasa azért is kiemelkedd, mert a szilimarin
krémek hatékony kezelési lehetdséget jelenthetnek borartalmak kezelésére

Az in vitro és in vivo eredmények nem mutattak teljes korrelaciot a kisérleteink soran.
Megallapithat6, hogy az in vitro eredmények értékei nem elegendéek onalldan, viszont az in

vivo allatkisérletekkel egyiitt a human klinikai vizsgalatok megjosolhatdak.
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