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1. Bevezetés

Manapsag a természetes eredetii, ndvényi hatdéanyagok reneszanszukat ¢lik, a betegek részérol
egyre novekszik az igény a természetes Osszetevoket tartalmazo készitményekre, [1,2]. A
gyogyszertarakban  egyre novekvOd kinalat taldlhaté a gydgyndvény tartalmu
étrendkiegészitOkbdl és egyeb készitményekbdl. A novényi eredetli hatdbanyagok azonban nem
feltétleniil jobbak a szintetikusan el6allitott hatdanyagoknal [3]. Alkalmazasuk esetében a
biztonsadggal kapcsolatban aggalyok meriilhetnek fel, ezért a ndvényi hatéanyagok
felhasznalasat megeldzen preformulacids vizsgalatokat kell elvégezni. A gyogyndvények
termesztése kelld odafigyelést igényel, feldolgozasuk kihivasokkal teli feladat, rdadasul sok
gyogyndvény esetében csupdn a népgyodgyaszat tapasztalati Gton szerzett informdcioi allnak
rendelkezésiinkre. A gyogynovénybdl torténd hatdanyagkivonas mellett az aktiv

komponenseket azonositani kell, tovabba a hatéanyag standardizalasa is elengedhetetlen [4,5].

A természetes eredetli hatdanyagok mellett az 0j farmakonok, gyodgyszerjeldltek kutatdsa,
tudomanyos ismerete is fontos és rohamosan fejlddd teriilet, hiszen szadmos olyan koérkép és
indikacio 1étezik, melynek kezeléséhez nem all rendelkezésiinkre megfeleld gyogymod, vagy a
jelenleg hasznélatos terdpia nem teljes mértékben kielégitd és hatékonyabb, kevesebb

mellékhatast okozo, jol toleralhato gyogyszerre van sziikség [6,7].

A boron keresztiil torténd gyogyszerbevitel lehetdségét €s annak modszereit mar a XX.
szdzadban is nagy figyelem Ovezte. A dermalis gydgyszerbevitel a betegek korében nagy
népszeriiségnek oOrvend, hiszen fajdalommentes, nem invaziv kezelési mod, mely az
emésztorendszert elkertili, igy sokkal kevesebb mellékhatassal kell szamolnunk [8,9]. Azonban
elonyei mellett gyogyszer formulalasi szempontbdl nagy kihivast is jelent, melynek soran tobb
problémaval is szembe kell nézniink, hiszen a bor felépitésébdl adoddan a stratum corneum
gatat szab szdmos hatdanyag bejutdsdnak a bor mélyebb rétegeibe, az aktiv komponenseknek
szamos kritériumnak kell megfelelniiik. Tobbek kozott a méret, a lipofilitas, a hatékony dozis,
¢s a felezési 1d6 is meghatdrozd tényezd. A megfeleld készitményalap, a megfeleld
segédanyagok ¢€s penetraciofokozok hasznalata hozzajarul a jobb terdpids hatas és

biohasznosulas eléréséhez [10].

Doktori értekezésem témdjaként egy gyogyszerjelolt farmakont, a BGP-15-6t ¢és egy
gyogynovényt, a Philadelphus coronariust valasztottam. Ezek felhasznalasaval kiils6leges
gyogyszerformat, O/V tipusu kendcsoket fejlesztettem, a gydgyszer formulélas 1épései soran a

kiilonbozdségekre -melyek a hatdanyag eltérd természetébdl fakadnak- ramutatva. A



formulalas soran f6 szempontjaim a biohasznosulés €s a biokompatibilitas novelése voltak. A
hatéanyagok kivalasztasdban szerepet jatszott egy 1j, kismolekuldji hatéanyag dermalis
bevitelének eldsegitése, valamint egy gyogynovény feldolgozasa ¢és kiils6leges
gyogyszerformaban torténd alkalmazasa. A valasztott hatdanyagok hatékonysaganak vizsgalata
is fontos részét képezte kutatasomnak. A részletes kisérleti tervet a célkitiizés fejezetben

mutatom be.

2. Irodalmi attekintés

2.1. Boron keresztiil torténo gyogyszerbevitel modern megkozelitése

A gyogyszerek boron keresztiil torténd bejuttatisa a gydgyszerészet egy vonzo és kihivasokkal
teli teriilete. A modern technologidk gyors fejlédésének koszonhetden a gydgyszerek egyre
nagyobb hanyadat igyekeznek transzdermalis Gton bejuttatni, beleértve a konvencionalis
terapias modszerekkel jol alkalmazhato hatoanyagokat is. Ennek oka, hogy a transzdermalis
gyogyszerbevitel szamos elényds tulajdonsaggal rendelkezik, kikeriili a gasztrointesztinalis
traktust, ezaltal a maj first-pass effektjét is, lokalis és szisztémas hatast egyarant elérhetiink
vele. Lehet6vé teszi egyes korképek helyi kezelését, ezaltal kevesebb mellékhatassal kell
szamolnunk, valamint nem invaziv, fijdalommentes kezelési mod, a paciensek sajat maguk is
az egyik leginkabb kedvelt beviteli kapu. Mindez a fokozott beteg compliance-ben nyilvanul

meg, kiillondsen hosszutava kezelés esetén [11].

A boron keresztiil torténd gyogyszerbevitel soran leggyakrabban alkalmazott gyogyszerformak
a kenOcsok és a transzdermalis terdpias rendszerek. A kendcsdkkel elsOsorban helyi hatés
elérése a célunk, a borfeliilet vagy mélyebb borrétegek kezelése, mig a transzdermalis terapids
rendszerek esetében a cél a hatdanyag bejuttatasa a szisztémas keringésbe [12]. A hatasuk
alapjan megkiilonboztetiink fedd vagy védokendcesoket, sebkendcsoket, penetracios valamint
reszorpcios kendcsoket. Fedékendcesok esetén az elsddleges cél a bor védelme. Sebkendcsoket
a kéarosodott bor kezelésére alkalmaznak. Ezen két csoport esetében, tovabba a penetracios
kendcsok esetében a cél, hogy a kendcs a bor felsd szoveti rétegeibe behatoljon, penetralédjon
¢és ott fejtse ki hatasat. A reszorpcids kendcesok egy kiilonleges csoportot képeznek, hiszen
ezeknél a készitményeknél az a cél, hogy a hatdéanyag felszivodjon a szisztémas keringésbe (pl.
reumas korképek, bronchitis kezelése esetében). Transzdermalis gyogyszerbevitel soran olyan
terapias rendszereket alkalmazunk, melyek lehetové teszik, hogy kiilonb6z6 hatdéanyagok a

bordn keresztiil, elére meghatarozott program szerint, folyamatosan felszabadulva a szisztémas



keringésbe jussanak [13]. A leggyakoribb transzdermalis indikacios teriiletek kozé tartozik pl.
a fajdalomcsillapitas, magas vérnyomads kezelése, hormonpdtlas, hormonalis fogamzasgatlas,
dohanyzasrodl vald leszokas segitése. Ezen terapids rendszerek legfobb korlatozo tényezdje,
hogy a bejuttathatd hatdéanyagok a bér barrier funkcidja miatt limitaltak [14]. A
transzdermalisan bejuttathatd hatdéanyagnak a kovetkezd kritériumoknak kell megfelelnie:
alacsony molekulatomeg ( <400 Da), megfelel6 lipofilitas (log P on~1-4), felezési idé max. 10
ora, alacsony dézisban hatékony (kb. 20 mg/nap), alacsony olvaddspont, nem irritalja a bort
[15]. A korlatozé tényezdk miatt a transzdermalis gyogyszerbevitel egy intenziven kutatott
teriilet, szamos technika és mddszer van kifejlesztés alatt annak érdekében, hogy pl. peptidek,
de akar véddoltasok is bejuttathatok legyenek a béron keresztiil, hiszen ezek a hatéanyagok a
limitald tényezdk miatt egyeldre csak invaziv modon vihetdek be a szervezetbe. Lalani €s
peptidek stabilitasat és biohasznosulasat [16], Leone és munkatarsai pedig a mikrotiik
segitségével torténd vakcinacid6 modszerének tovabbfejlesztésével értek el figyelemre méltd

eredményeket [17].

Bdriink elsddlegesen védelmi feladatot lat el, szervezetiinket elhatarolja a kiilvilagtol, valamint
a homeosztazis fenntartasaban is fontos szerepe van. A mechanikai védelem €s a barrier funkcio
mellett védelmet nyujt a mikroorganizmusokkal €s a fénnyel szemben, fontos szerepe van a

hdszabalyozasban, metabolizmusban, kivalasztasban, a kiilvilag ingereinek érzékelésében [18].
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1. abra. A bor felépitése.

A Dbér anatomiai felépitésének ismerete elengedhetetlen fontossagu, hiszen nagyban

meghatarozza a boron keresztiil torténd gyogyszerbevitel lehetdségeit. A bor 3 rétegre oszthato:



epidermis (felham), dermis (irha) és subcutis (bdralja). Az epidermis tobbrétegli elszarusodo
laphambol épiil fel, legkiilsd rétege a stratum corneum (SC), melynek sejtjei szorosan
illeszkednek egymashoz. A SC keratinnal to1tott, stiriin tomaétt, elhalt sejtekbdl épiil fel. A sejtek
kozotti teret lipid kettésréteg alkotja [19]. Ezek a lipid domének zsirsavakbol, koleszterinbdl és
telitett zsirokbol, ugynevezett ceramidokbol allnak [20]. A szorosan elhelyezked6 keratinocyta
rétegek ¢€s a sejtek kozotti lipidek egylittesen alkotjak a barrier rendszert és megakadalyozzak,
hogy kiilonb6z6 agensek hatoljanak be a bér mélyebb rétegeibe [11,21]. A sejtek magas
keratintartalma miatt az apolaris karakter(i anyagok tudnak athatolni a SC-on, viszont onnan
tovabbjutni csak azok a hatéanyagok képesek, melyek bizonyos hidrofil tulajdonsaggal is
rendelkeznek, hiszen igy képesek az epidermis mélyebb, viztartalmu rétegeibe tovabbjutni [22].
Ez a gy6gyszerbevitel szempontjabodl kulcsfontossagu, hisz, a SC fent emlitett tulajdonsagai

miatt a dermalis gyogyszerbevitel kihivasokkal teli feladat [23,24].

Egy molekula kiilonb6z6 modokon juthat at a szarurétegen: transzcellularisan, intercellularisan,
illetve borfiiggelékeken keresztiil. A transzcellularis uton a molekulanak direkt mddon, a
sejteken keresztiil kell atjutnia a SC lipidstruktirain, igy ez leginkabb a lipofil anyagokra
jellemzd. Az intercellularis, azaz sejtek kozotti utvonalon a hatéanyagoknak a keratinocytak
kozott kell athaladniuk, ez a hidrofil anyagokra jellemzd. A borfiiggelékeken keresztiil torténd
utvonal jelentdsége teoretikus, hiszen a bdriinknek csak elhanyagolhatéan kis hanyadat teszik
ki (kb. 0,1%) [25].

Az aktiv komponensek boron keresztiil torténd felszivodasat penetraciofokozd segédanyagok

masik fontos kulcs a megfelel6 hordozoérendszer kivalasztasa [26].

2.2. Penetraciofokozo segédanyagok

A penetraciofokozok olyan segédanyagok, melyek képesek a borbe behatolni, az
alkotdelemeivel kolesonhatasba 1€pni és reverzibilisen atjarhatova tenni a lipid kettdsréteget a
nem lipofil molekuldk szdmdara azaltal, hogy destabilizaljak a lipid kettdsréteget, vagy a

atmenetileg [27].

A penetraciofokozast két nagy csoportra szokas osztani, fizikai és kémiai modszerekre. A
fizikai modszerek szamos technikat foglalnak magukba, ilyen az elektroporacio, iontoforézis,
ultrahang, lézeres kezelések, mikrotli alapu eszk6zok, magnetoforézis, thermoporézis,

radiofrekvencias kezelés hasznalata. A kémiai penetracidfokozokat tovabbi csoportokra



oszthatjuk a segédanyagok kémiai tulajdonsaga alapjan: szulfoxidok, azonok, pyrrolidonok,
zsirsavak, karbamid, illoolajok, alkoholok, zsiralkoholok, glikolok, feliiletaktiv anyagok
[25,28,29].

A feliiletaktiv anyagokat emulgensként, nedvesitdszerként, stabilitds noveloként hasznaljak
szamos topikalis gyogyszerkészitményben, kozmetikai és élelmiszeripari termékben. Ezen
talmenden koztudott, hogy a feliiletaktiv anyagok amfifil természetiiknek koszonhetden
hatassal vannak a bioldgiai membranok ateresztoképességére is, fokozhatjak a kiilonbozo

elotérbe keriilt a fentebb emlitett funkcioik mellett [30].

A kiilséleges gyogyszerkészitmények hatdsa fokozhatd a megfeleldé vivoanyag ¢és
segédanyagok kivalasztasaval. Egyes penetraciofokozokat, illetve ezek kombindcioit,
eloszeretettel alkalmazzak kendcsokben, mert a jo hatdanyag-leadas biztositasaval fokozhatjak

a készitmény hatasat [31].

A propilén-glikol két alkoholcsoportot tartalmazé diol, mely kivald penetraciéfokozo hatasa
mellett oldoszerként is gyakran hasznalatos segédanyag [32]. Az izopropil-mirisztat polaris
tulajdonsagokkal rendelkezé olddszer és penetraciofokozo segédanyag, az izopropil-alkohol
mirisztinsav észtere [33]. Penetraciofokozo hatasat szamos tanulmany bizonyitotta, a propilén-
glikollal kombinacioban torténd alkalmazasuk kimondottan eldnydsnek szamit dermalis
készitményekben, ugyanis a propilénglikol (PG) és az izopropil-mirisztat (IPM) szinergikusan

crer

gyulladascsokkentd hatast [34].

A cukorészterek (SP50, SP70, PS750) a szacharoz zsirsavakkal torténd észteresitésével
eldallitott, nemionos tenzidek, az élelmiszer és kozmetikai iparban elterjedt feliiletaktiv
anyagok. Napjainkban a gydgyszertechnoldgiaban is szivesen tanulmanyozzik elényds
alkalmazhatdsaguk, tobbek kozott kivaldé emulgeald hatasuk, penetraciéfokozo tulajdonsagaik

miatt. Tovabbi el6nyiik, hogy biodegradabilis anyagok és a bort nem irritaljak [35].

A Transcutol, a dietilén-glikol-monoetil-éter, a gyogyszeriparban és a kozmetikai iparban
elészeretettel alkalmazott olddszer és penetraciofokozo [36]. A cukorészterek és a Transcutol
mélyebb borrétegekbe, igy fokozva annak hatasat [37]. A piroxikam penetracioja d'Arpino és
munkatarsai szerint a propilén-glikol és a Transcutol kombinacidjaval jelentdsen javithatd az

altaluk vizsgalt egyéb hordozokhoz képest [38].
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R-COOCH,

2. abra. A cukorészterek altalanos képlete.

A Cremophor A6 és A25 nemionos tenzidek, O/V emulgensek, az etilén-oxid és ricinusolaj
reakciojaval allitjak oket eld. A Cremophor A6 és A25 megjelolések az etilén-oxid lanc
hosszara utalnak [39]. Megfelel6 aranyban egymassal kombinalva elGszeretettel alkalmazzak
kiilonboz6é kendes Osszetételekben. Suthasinee és munkatarsai kiilonb6zd, Curcuma mangga
kivonatot tartalmazo krémek gyulladascsokkentd hatasat vizsgaltak, az altaluk valasztott
emulgedloszerek a Cremophor A6; A25; glicerin-monosztearat voltak minden egyes

készitményben a megfelelé biohasznosulas elérése érdekében [40].

A Labrasol nemionos feliiletaktiv anyag, polioxil-glicerid, O/V tipusi emulgens, a
gyogyszeriparban nagy népszeriiségnek orvend kivald szolubilizal6 tulajdonsagai miatt [41].
Kataras és munkatarsai a piroxikamot vizsgaltdk, hogy hogyan lehet javitani a hatdéanyag
felszabadulési sebességét és oldhatdsagat. Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy a Labrasol és a

Gelucire 44/14 kombinacidja pozitiv hatassal van a hatdanyag felszabadulasara [42].

A Tefose 63 szintén nemionos tenzid, O/V emulgens, a poli-oxietilén sztearatok csoportjaba
tartozik [43]. Abd-Elsalam és munkatarsai vizsgalataban a Tefose 63 javitotta a vorikonazol

biologiai hozzaférhet6ségét és hatasat [44].

A Sedefos 75 anionos O/V emulgens, etilénglikol-palmitosztearat [45]. Jurca és munkatarsai
kutatasdban a fehér akac kendcsbol torténd felszabadulasat és biohasznosulédsat jelentésen

novelte a Sedefos 75 alkalmazasa [46].
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2.3. BGP-15

A BGP-15 egy nikotinos amidoxim-szarmazék (O-(3piperidino-2-hidroxi-1-propil)-
nikotinsav-amidoxim), magyar fejlesztésii, kis molekulaji gyogyszerjelolt. Az 1970-es
években szintetizaltak, eredetileg citosztatikus készitmények neuro-, nefro- és myelotoxikus

hatasanak enyhitésére szantak [47,48].

3. abra. A BGP-15 szerkezeti képlete

2010 utan a molekuldval kapcsolatos kutatasok ujra eldtérbe keriiltek és az elmult években a
hatéanyag szdmos egyéb jotékony hatasat is feltartdk, tobbek koézott hatékonynak bizonyult
inzulin-rezisztencia megelézésében és kezelésében [47,49,50], tovabba egyes tudomanyos
publikaciokban lehetséges gyulladascsokkentd hatasa is emlitésre keriilt [51,52]. Emellett
kardioprotektiv tulajdonsdgai is intenziv kutatds alatt allnak, szivelégtelenség kezelésében,

pitvarfibrillacidban és pitvari szivmegnagyobbodasban is igéretes eredményeket produkalt [53—

crer

ey

allatkisérletben igazoltak, melynek soran izomdisztrofidban szenvedd egereken tesztelték a
hatéanyagot [57,58]. Emellett a BGP-15 kezelés jotékonynak bizonyult policisztds ovarium
szindroma kezelésében is (PCOS), ahol csokkentette az interstitialis fibrozist, valamint a
kollagén depoziciot az ovariumban, mellyel 6sszefligg a széleskortien kutatott mitokondridlis
hatasa is [59]. A BGP-15 adasa potencialisan alkalmazhat6 traumas agysériilésben, és hatékony
lehet a hosszu ideig 1élegeztetett betegeknél kialakulod rekeszizom-gyulladas kezelésében [60].
A hatéanyag jotékony hatésaival foglalkoz6 tanulményokat és kisérleteket egy korabbi,

irodalmi attekint6 cikkiinkben foglaltuk dssze [61].
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1. tablazat. A BGP-15 6 hatasainak dsszefoglalasa terapias dozissal.

BGP-15 hatasai Hatékony dozis
Inzulin érzékenyitd hatas 200-400 mg/kg per 0s
Duchenne-féle izomdisztrofidban
vazizomfunkcio javitasa 15 mg/kg per 0s
Kemoterapias szerek toxikus
mellékhatdsainak enyhitése (pl. ciszplatin,
taxol) 50-200 mg/Kkg per 0s
Paracetamol okozta majkarosit6 hatas
enyhitése 10-450 mg/kg per 0s
Diafragma izomfunkciojanak javitasa 40 mg/kg
Fotoprotektiv hatés 5-20% BGP-15 krém
PCOS (interstitialis fibrézis és kollagén
depozicio csokkentése) 3 mg/100g per 0s
Diasztolés diszfunkcid helyredllitasa,
arrithmias epizodok csokkentése 10-15 mg/kg per 0s
Traumas agysériilés patologias
kovetkezményinek csokkentése 15 mg/kg per 0s

A BGP-15 a II. klinikai fazisig jutott diabétesz indikacioban, de a megfeleld indikacio
meghatarozasa még folyamatban van, mivel még jelenleg is kevés ismeret all rendelkezéstlinkre
a molekulaval kapcsolatban [47,62]. A szamos tanulmany ellenére a BGP-15 sokrétii
hatdsmechanizmusa sem teljesen tisztazott. A legtobbet kutatott, leginkabb elfogadott elmélet,
a kis molekulasulyt hésokkfehérjék (Hsp70 csalad) expressziojanak indukalasa, mellyel tobb
protektiv tulajdonsaga magyarazhato (pl. inzulinérzékenyitd) [63]. Mivel a szivizomban nem
mutathato ki fokozott Hsp expresszid, kardioprotektiv hatasat egyes kutatasok a poli-ADP-
riboz-polimeraz (PARP) enzim gatld hatasanak tulajdonitjak [64]. A membran lipidraftokat

modositd hatasat szintén kisérletekkel tamasztottak ala [65—68].
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4. abra. A BGP-15 hatdsmechanizmusaval kapcsolatos jelenlegi ismereteink. A BGP-15 gatolja a JNK
inzulinreceptorra gyakorolt gatld hatasat, igy az inzulinérzékenységet fokozza. A BGP-15 blokkolja a PARP
enzimet, ami csokkenti a sejthalalt, emellett a BGP-15 képes gatolni a mitokondrialis ROS termelést, ami a sejtek
jobb tulélését eredményezheti. Ezenkiviil. a BGP-15 fokozza az AKT foszforilaciot, ami a GSK-3
deaktivalodasahoz vezet, igy a gatlo foszforilacio csokken. A HSF-1 csokkenni fog, és a HSP-indukcio névekedni
fog. Ezenkiviil gatolja a HSF-1 acetilaciojat,ami fokozott HSP aktivitast eredményez. A BGP-15 aktivalja a Rac
1-et, igy a H202 szint emelkedik, amely aktivalja a HSF-1-et és indukalja a HSP aktivitasat.

A hatdéanyag helyi alkalmazasa kevésbé vizsgalt kutatasi teriilet, csakugy, mint a BGP-15
gyulladascsokkentd hatasa. Farkas és munkatirsai BGP-15 krémeket formuléltak, bar az
indikécio kissé eltéré volt. A kendcsok fényvédd hatisat gy vizsgaltdk, hogy egereket
elékezeltek BGP-15 tartalmu készitményekkel, majd az allatokat kozvetlen UV-sugarzdsnak
tették ki. Megallapitottdk, hogy a krémek jelentdsen csokkentették az égett sejtek szamat, és
megfigyelték az IL-10 és TNF-o epidermalis citokinek expressziojanak csokkenését [69]. A
fent emlitett tulajdonsagokat figyelembe véve a BGP-15 Ilehetséges gyulladascsokkentd
hatasanak vizsgalata kiilséleges gyogyszerformaban kiegészitheti jelenlegi ismereteinket, és

tovabbi hasznos informaciokkal szolgalhat a hatdanyagrol.
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2.4. Philadelphus coronarius

A Philadelphus coronarius (P. coronarius), magyar nevén a kozOnséges jezsamen a
hortenziafélék (Hydrangeaceae) csaladjaba, a somviraguak (Cornales) rendjébe tartozik.
Eredeti el6fordulasat tekintve Dél-Eurdépaban Gshonos, manapsag azonban mar vilagszerte

termesztik disznévényként [70].

A Hydrangeaceae csalad szamos fajara jellemzé az antimikrobidlis és gyulladascsokkentd
hatas, de emellett majvédo és antidiabetikus tulajdonsagaikat is azonositottak [71-73]. A
kozonséges jezsament a népgydgyaszatban eldszeretettel alkalmazzék kiilonbozd korképek
kezelésére, am ennek ellenére a vonatkoz6 szakirodalomban mégis kevés tudomanyosan
megalapozott informacié lelheté fel a gydogynovényrdl, az eddigi tudasunk sokkal inkabb
tapasztalati uton szerzett informacioként ¢l a koztudatban. Korabbi kémiai kutatdsok mar
feltartak a gyogynovény viraganak flavonoid-, triterpén-, kumarin- és fenolsavtartalmat, am a

levél efféle vizsgalatardl nincs informacio [74].

A népgybdgyaszatban a jezsamen vizes kivonatit leggyakrabban kiilonb6z6 ndgyogyaszati
korképek kezelésére alkalmazzak elGszeretettel, emellett a novénynek antibakterialis és
gyokfogd hatast is tulajdonitanak [74,75]. A kozOnséges jezsamen kiils6leges
gyogyszerformaban torténd alkalmazasaval kapcsolatban jelenleg nem all rendelkezésiinkre
tanulmany, am a fent emlitett tények és tapasztalatok alapjan gyogyaszati hasznositasa szamos

elényt hordozhat magaban ¢és a jelenlegi terapias megoldasoknak hasznos kiegészitése lehet.

5. abra. A kozonséges jezsamen.
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2.5. A vizsgalati modszerek elméleti hatterének attekintése

2.5.1. Biokompatibilitasi vizsgdlat

A gyogyszerbiztonsag alapvetd tényez6 minden gyodgyszerfejlesztési folyamat soran. A
készitményfejlesztés korai szakaszaban széles kori toxicitasi vizsgalatot kell végezni nem
csupan a hatéanyagra vonatkozdan, hanem az 6sszes felhasznalt segédanyagot illetéen is [76].
A biokompatibilitas, mint fogalom a szervezetbe bekeriilé bioanyagok altal kivaltott reakciot
foglalja magéaba. Legegyszeriibb meghatarozasa szerint egy adott anyag azon tulajdonsaga,
miszerint nem gyakorol mérgezd vagy karos hatast a biologiai rendszerekre [77]. Ezt a
megfogalmazast gyakran kiegészitik a maximalis hatds, minimdlis kockazat elvével, miszerint
garantalnunk kell, hogy az adott, szervezetbe keriild bioanyag maximalisan képes kifejteni
jotékony hatésait és minimalizalnunk kell az alkalmazas soran fellépd kockazati tényezdket. A
biokompatibilitast kiilonbozé vizsgalati elemekre lehet felosztani: a citotoxicitasra,

hisztotoxicitasra, hemotoxicitasra és genotoxicitasra [78].

Ezek tesztelésére szamos irdnyelvet fogalmaztak meg az elmult évtizedekben, melyek
egységesitésére €s harmonizalasara sziiletett meg az ISO (International Organization for
Standardization), azaz a Nemzetk6zi Szabvanyiigyi Szervezet egységes iranyelv rendszere
[78,79]. Kisérletes munkam soran a citotoxicitast, mint a biokompatibilitas elengedhetetlen
tényezdjét vizsgaltam a formuldlt készitményekre ¢és a kivalasztott segédanyagokra

vonatkozodan.

2.5.1.1. A citotoxicitds vizsgalata

Az allatkisérletekkel jar6é novekvo koltségek és a novekvo adminisztracios terhek okan az in
vitro kisérletek népszertisége az elmult évtizedben novekedett. A sejtéletképességi vizsgalatok
olcsok, konnyen és gyorsan kivitelezhetdk, jol reprodukalhatok és nem igénylik veszélyes, vagy

kiilonleges reagensek felhasznalasat [80].

A sejtéletképességi vizsgalatok az é€letben maradt és az elpusztult sejtek aranyat hatarozzak
meg, melybdl kovetkeztetni lehet a tesztelt anyag sejtkarosito hatasara [81]. A sejtéletképességi
vizsgalatok tobbnyire a sejtek életben maraddsahoz sziikséges biokémiai folyamatokhoz és
biomarkerek méréshez kapcsolddnak. A citotoxicitdsi vizsgdlatok esetében a vizsgalat a
sejtpusztulassal jard6 membranintegritas elvesztésének kimutatasara Osszpontosit [82]. A

citotoxicitas vizsgalatara szamos in vitro modszer keriilt kidolgozasra.

Az MTT teszt olcso és népszerii modszer a citotoxicitas nyomon kdvetésére [83]. A vizsgalat

lényege, hogy a tesztoldatokkal torténd kezelést kdvetden az ¢életben maradd sejtek
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mitokondrialis enzimjei a sarga MTT festéket (tetrazolium-bromid) lila formazan
precipitatumokka alakitjak [84]. Az MTT festék pozitiv toltéssel rendelkezik, ezért a sejtek és
az intracellularis oxidoreduktazok felveszik és katalizaljak az emlitett reakciot. A sejt oxidativ
allapota és a mitokondrialis 1égzési lanc alapvetd fontossaguak az atalakulasban. A NADH
koncentracioja korlatozza a folyamatot, €s minden olyan kémiai vegyiilet, amely mddositja a
sejt oxidativ potencialjat, képes esetleg csokkentheti vagy novelheti a vizsgalat jelét [85].
Néhany tanulmanyban fellelhetd, hogy bizonyos vizsgalt vegyiiletek radikalisan eltérd
eredményeket mutatnak MTT teszttel, mint mas modszerekkel, a lehetséges antioxidans
tulajdonsagaik miatt [86]. Igy az MTT teszt, bar a legnépszeriibb modszerek kozé tartozik,

bizonyos esetekben érdemes lehet mas tesztekben gondolkodni.

Az LDH teszt egy citoplazmatikus enzim, a laktat-dehidrogendz aktivitdsan alapul, amely a
NAD-ot NADH-va redukalja. A NADH ezutan egy tetrazolium festéket (vagy akar més, egyéb
reagenst) redukal, amelynek koncentracioja spektrofotometriasan mérhet6 [87]. A vizsgalatot
elsdsorban a membranszivargas kimutatasara hasznaljak, amely korreldl a sejtkarosodassal. A
leggyakoribb reagens a 2-p-jodfenil-3-p-nitrofenil-tetrazolium-klorid (INT), amely voros szinti
formazan terméket képez. Az LDH meglehetdsen stabil a vizsgalat idOtartama alatt az
extracellularisban térben, mennyisége fiigg a sejtmérettl €s az oxidativ aktivitastol. Mas
tetrazolium alapu modszerekkel dsszehasonlitva kivaloan hasznalhaté mert a sériilt sejteket is
képes mérni, nem csak az elhaltakat. A modszer korlatja azonban, hogy a szérum énmagaban
is magas LDH-aktivitassal rendelkezik, ezért a szérummal kiegészitett kozegek nem idealisak
az LDH-teszthez, vagy tobb mosasi 1épésre van sziikség, mieldtt a tesztreagens a Sejtekre
keriilne. Tovabbi probléma, hogy ha a sejtek elhaltak (vagy a novekedés gatolt), de tesztelt
anyag nem karositja a sejtmembrant, akkor az elhalt sejtek tényleges szdmat a modszer

alabecsiili. Erre megoldast jelenthet a kontrollvegyiiletek hasznalata [88].

A neutralvoros teszt nem enzimatikus biokémiai reakcion alapul. A vizsgalat soran a sejtek a
festéket felveszik és megfesti a lizoszomakat [89]. A festék egy gyenge kationos vegyiilet, mely
mikropinocitézissal vagy nem ionos diffuzidval keriil felvételre és felhalmozodik a
lizoszomakban [90]. Mivel a sériilt sejtek a festéket csak csokkent mértékben tudjak felvenni
¢s tarolni, az elhalt sejtek pedig egyaltalan nem festddnek meg, ezért a vizsgalat szenzitivitasa
magas, de a kisérlet soran a sejteket tobbszor mosni kell, melyet ha nem végeznek kelld
elovigyazatossaggal, csokkentheti a sejtek szamat, tonkreteheti a sejtek monolayerét vagy

masfajta jarulékos karokat okozhat a sejtekben.
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2.5.1.2. A citotoxicitasi vizsgalatokhoz hasznalatos sejtvonalak dattekintése

Napjainkban kiilonboz6 immortalizalt vagy primer sejtek és szovetek széles skaldja all
rendelkezésre az in vitro toxicitas értékeléséhez. A jol kivalasztott sejttipus értékes informaciot
nyujthat a tesztelt anyagrol vagy formuldciordl, am a kutatoknak gyakran nehézségekkel is
szembesiilnek, mivel figyelembe kell venni és mérlegelni a kiilonboz6 modellek erésségeit és
gyengeségeit. A sejteknek genetikailag stabilnak kell lenniiik, ¢s minden egyes vizsgalat soran
reprodukalhaté eredményeket kell biztositaniuk. A citotoxicitas tesztelésére kiillonb6zé human
sejtvonalak hasznalatosak. Példaul a Caco-2, HaCaT ¢és a Hela, de ezeken kiviil még szamos

mas sejtvonal all rendelkezésre.

A sejtvonalak lehetnek els6dlegesek, amikor kozvetleniil egy szovetbdl vagy szervbdl izolaljak
Oket. Szerkezetiik, fehérje expresszids mintazatuk, anyagcseréjiik és genetikai kodjuk azonos a
az in vivo sejtekével. Emellett viszont nagyon érzékenyek a tenyésztés soran fellépd barmilyen
kiilsé hatasra és meghatarozott élettartamuk van, ami azt jelenti, hogy csak korlatozott szamu
passzalast képesek elviselni. A masodlagos sejtvonalakat valamilyen moédszerrel

immortalizaljak, ami azt jelenti, hogy hipotetikusan végtelen az ¢lettartamuk [80].

A HaCaT sejtvonal human, felnétt bérbdl szarmazo immortalizalt keratinocytakbol épiil fel,
melyek megdrizték differenciacids és proliferacidos képességiiket, mely tobbszori passzalast
koveten is megfigyelheté [91]. A sejtvonal normalis morfogenezist mutat, és az izolalt
keratinocytak Osszes f6 felszini markerét és funkcionalis aktivitasat expresszaljak [92];
stimulacio hatasara a HaCaT sejtek differencidlodnak és specifikus differencialodasi
markereket fejeznek ki. Képesek rétegzett epidermalis struktarat is kialakitani [93], de a kozeg
kozott. A sejtvonal limitalo tényezdi kozé tartozik, hogy citogenetikai elvaltozasokat, valamint

kromoszomalis instabilitast mutat [94].

A HeLa sejtvonal human epithelialis méhnyak adenokarcinoma sejtekbdl szarmazik, az elso,
kultirdban fenntartott sejtvonal volt. Immortalizalt, mivel laboratériumi koriilmények kozott
korlatlan szamu osztddasra képes. A HeLa sejteknek szdmos kiilonb6z6 torzse 1étezik, mivel
sejtkultirdkban folyamatosan mutadlédnak. Fenntartdsa konnyti, viszont a kontaminacio6 és a

befert6z6dés igen gyakori HeLa sejtekkel torténd kisérletezés soran [95].

A Caco-2 human epitél sejtvonalat széles korben hasznaljak a bélhdm modelljeként. A Caco-2
sejtvonal eredetileg vastagbélrakbol szarmazik. Az egyik legeldnydsebb tulajdonsaga, hogy

spontan differencialodni képes és monolayert képez. Bar vastagbél karcinomabdl szarmaznak,
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ha specialis koriilmények kozott tenyésztik Oket, a sejtek differencidlodnak és polarizalodnak,
igy fenotipusuk morfologiailag ¢és funkciondlisan hasonlit a vékonybélben taldlhatd

enterocitakhoz [96].

A kisérletes munkam soran a felhasznalt segédanyagok és a készitmények citotoxicitdsat MTT
teszt segitségével hataroztam meg, annak egyszerl kivitelezhetosége ¢és fent emlitett tovabbi
elonyei figyelembevételével. Mivel kiilsOleges gyogyszerformat fejlesztettem, igy a

citotoxicitasi vizsgalatokhoz a HaCaT sejtvonalat valasztottam a bor modellezésére.

2.5.2. Textura analizis

A kendOcsok gyogyszerforma vizsgalatai kozé tartozik a konzisztencia vizsgalata, melynek
ismerete fontos szempont a felhasznalast tekintve. A konzisztencia a rendszernek azon az a
tulajdonsaga, hogy a kiilonb6z0 mechanikai hatdsoknak ellendll, ez kvantitativ mddon
jellemezhetd. A konzisztencia meghatarozza egy kendcs kenhetdségét, a szétteriilés mértékét,
a feliilethez torténd tapadast. A konzisztencia vizsgélatok kozé tartozik a rotacids
viszkozimetria, penetrometria, konzisztometria, szétteriilés, tapadas, tubusbol valo

kinyomhatdsag.

A rotacios viszkozimetria folyasgorbék felvételére, a viszkozitds és a tixotropia
meghatarozasara alkalmas modszer. A vizsgalat soran a mintadban alland6 sebességgel forog
egy adott méretli és formaju test. A fellépd nyirofesziiltséget a miiszer elektromos jellé alakitja

és regisztralja [97].

A konzisztometria soran az elkésziilt kendcsosszetételekbe elére meghatarozott paraméterek
szerint egy probatest hatol be. A miiszer a kendcs probatestre kifejtett ellenallasat regisztralja.

Minél lagyabb egy készitmény konzisztenciaja, annal kisebb ellenallast fog kifejteni [98].

A penetrométerek az egyik legszélesebb korben hasznalatos reoldgiai berendezések. A
penetrometria mérésekor a vizsgalandd mintdba egy szabvany méretli test (kettOsktp, kup)

hatol be. A behatolas a penetrométer fok (P°) mértékegységgel jellemezhetd [13].

Az extenzométerek a mintdk szétteriiloképességének jellemzésére szolgalnak. A vizsgalat
soran a mintara novekvé mértékli vertikalis terhelés hat, melynek fliggvényében a minta
szétteriilését, a kendcsfolt novekedését mérjiik. A teriiletnovekedés mértéke korrelal a

szétteriiloképességgel [99].

A tapadoképesség vizsgalatira kenOcsingakat hasznalunk. A mintdkat egy iivegfeliiletre

megadott rétegvastagsagban felkenjiink €s ezen a feliileten mozog az un. csuszo szan. A kendcs
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tapadasa a feliileten fékezi a szan mozgasat, igy a lengésbehozatal és a nyugalmi helyzet k6zott

eltelt id6 a tapadoképességet jellemzi [100].

A tubusbol val6 kinyomhatdsag a konzisztencia gyakorlati szempontbdl torténd vizsgalata. A
kisérletben a tubust meghatarozott tomeggel terheljiik, majd megfigyeljiik, hogy az alkalmazott

tomegi terhelés hatasara mekkora tomegli minta, mennyi id6 alatt nyomodik ki a tubusbol [13].

2.5.3. Franz diffuzios vizsgalat

A hatdanyag készitményalapbdl torténd felszabadulasanak vizsgalatdhoz a gyakorlatban két {6
modszer terjedt el, a membran nélkiil miikodé, valamint a membrannal szabalyozott rendszerek.
A membran nélkiili modellek esetében a minta kozvetleniil érintkezik a valasztott kioldo
kozeggel. Sokkal eldnydsebb lehet a membrannal szabalyozott rendszerek hasznalata, hiszen
ebben az esetben a minta nem érintkezik kozvetleniil a kioldd kézeggel, a hatéanyagnak egy
membranon keresztiil kell atdiffundalnia a donor fazisbol az akceptor fazisba. A berendezésben
a membran a bort modellezi. A diffizids cellaval tehat jol megfigyelhetd a hatdéanyag
vivOanyagbol torténd felszabaduldsa (a hatéanyag feldiisuldsa a membran és a készitmény
hatarrétegeiben), a penetracido (a membranba torténd belépés) és a permeacio (az akceptor
fazisba vald bejutas a membranon keresziil) folyamata is [11,13,101,102]. A vizsgalatok
kivitelezésében a membran kivéalasztdsa sarkalatos pont, hiszen nagyban meghatirozza a
kisérletet. Legszélesebb korben a szintetikus membranok hasznalata terjedt el, hiszen
koltséghatékony, egyszerlien beszerezhetd és konnyen hasznalhatd, &m egyes tanulmanyok
szerint a szintetikus membranok (pl. celluléz-acetait membran) permedbilisabbak a biologiai
membranokkal Osszehasonlitva. Ennek kikiiszobolésére a membrant impregnalni szoktak
valamilyen lipofil oldoszerrel (pl. izopropil-mirisztat) annak érdekében, hogy a bért hiien
modellezze szamunkra. A torekvések ellenére azonban egyre inkabb kezd elterjedni az ex vivo
bor hasznalata, amikor az allatbdl kimetszenek egy bordarabot €s ez keriil felhasznaldsra. A bor
szarmazhat egérbdl, patkanybol, tengerimalacbdl, de akar nagyobb testii allatokbol is, pl.
sertésb6l vagy marhabol. A probléma az allati bér ex vivo felhasznalasaval, hogy a SC
vastagsdga minden faj esetében eltérd. A majmok és a sertések bdérének felépitését tartjak a
leginkabb hasonlonak a human bérhdz, azonban ezek beszerzése és felhasznélésa ritka, hiszen
koltséges és nehezen megoldhato, igy leggyakrabban kisebb ragcsalok borét szokas alkalmazni.
A human bor felhasznalasa sem példa nélkiili ezekben a vizsgalatokban, ennek alkalmazasa a
legrelevansabb ¢és az ezekkel kapott eredmények korrelalnak legjobban az in vivo vizsgalatok

eredményeivel. Azonban a human bér alkalmazéasara a lehetdségek limitaltak, nehezen elérhetd

19



és kivitelezhetd, sok esetben draga és adminisztracidval terhelt folyamat. Igy a leggyakrabban

a szintetikus membran ¢€s az allati bor ex vivo alkalmazasaval talalkozhatunk [103,104].

2.5.4. Luciferaz vizsgalat

A luciferaz vizsgalat soran lumineszcencia alapl detektalas segitségével mérheté az NF-xB
jelatviteli ut aktivalodasa. A Raw 264.7 sejtek NF-kB-luciferaz riporter rendszerrel stabilan
aktivalva. A vizsgalat soran a BGP-15 hatésat vizsgaltuk, hogy képes-e az NF-kB aktivaciojat
gatolni vagy mérsékelni. A luciferdz expresszidja az NF-kB aktivalodasatol fiigg, amely a
sejtstimulaciot kovetden kovetkezik be. A luciferdz szubsztrat hozzdadasat kovetden
luminométer segitségével mértiik az enzimreakcid hatasara keletkezd fényfelvillandsokat. Az
enzimreakcio sordn keletkezd fotonok szama (a mért luciferdz egység) ardnyos az NF-kB

jelatviteli ut aktivitasaval [105].

2.5.5. In vivo gyulladdsi modellek attekintése

A fajdalomesillapité és gyulladascsokkentd gyogyszerek kutatdsa egy intenziv teriilet, mivel a
jelenleg rendelkezésre allo gydgyszerek nem minden esetben kielégitden hatékonyak, vagy
komoly mellékhatdsokkal birnak, mely az alkalmazasukat korlatozza. Ebbdl a megfontolasbol
a fajdalomcsillapitod és gyulladascsokkentd hatas vizsgalatara az elmult évtizedekben tobb in
vivo modellt is sikeresen beallitottak, melyeket mechanikai vagy hétraumaval, legtobbszor

kémiai anyagok felhasznalasaval valositanak meg [106].

A hot plate test az akut nociceptiv tesztek kozé sorolhatd. A vizsgalat soran az allatot (altalaban
patkany vagy egér) egy specidlis térbe helyezik, ahol a ldbaval érintkezd talaj
szobahdmérsékletrdl indulva egyre melegszik, majd az allat a talpa nyalogatasaval és

labrazassal jelzi a homérsékleti fajdalomkiiszobot [107,108].

A formalin teszt soran a kisérleti allat egyik végtagjaba formalint injektalnak, ez néhany perc
elteltével gyulladast indukal az allatban, melyet talpnyaldssal és ldbemelgetéssel jelez
szamunkra. A vizsgalat akut gyulladast modellez, a tesztelni kivant készitményt vagy
hatdanyagot altaldban eldkezelésben alkalmazzak és Gsszehasonlitjdk a kezelt és kezeletlen

csoportok eredményeivel [109].

Ecetsavval un. visceralis nocicepciot lehet kivaltani, a kisérletet vonaglasi tesztként is szokas
aposztrofalni. Az esetsavat intraperitonedlisan adjak be az allatnak, a hashartya izgatdsanak
révén alhasi izomdsszehuzodasok jelennek meg, melynek kovetkeztében az éllat vonaglik

[110].
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A karragénnel torténd kezelés kevert tipusu, neurogén €s nem neurogén gyulladasos reakciot
valt ki. A karragént rendszerint az éllat lababa injektaljak, mely a maximalis talpduzzanatot 3
oraval a beadast kdvetden éri el. Az allatok itt is labemeléssel, labrazassal és talpnyalassal
adjak jelét a gyulladas kialakuldsanak. A modszer hasznalatanal mindenképp figyelembe kell

venni, hogy a gyulladas a maximumot 3 éra elteltével éri el [111].

A mustarolajjal (allil-izotiocianat) akut, neurogén gyulladas valthatd ki, ugyanis a
kapszaicinre érzékeny nociceptorokat izgatja. A mustarolajat széles korben alkalmazzak
fiillodéma kivaltasara. Az 6démat tolomérd segitségével kvantitativan lehet mérni, igy az
allatokat a vizsgalni kivant hatéanyaggal kezelve azt is meg tudjuk allapitani, hogy az adott
szer mennyire hatasos a gyulladasra nézve, hiszen ha a fiilodéma mértéke, a fiil vastagsaga

csokken, akkor az adott hatdanyag nagy valdsziniiséggel hatasos gyulladascsokkent6 [112].

2.5.6. Antioxiddns vizsgdlatok

Szervezetlinkben szamos enzim hozzéjarulasaval valdosul meg az anyagcesere soran keletkez6
szabadgyokok semlegesitése. Eppen ezért jelenleg mar szamos kidolgozott analitikai modszer
¢s mérési metodika all rendelkezéslinkre melynek segitségével megallapithatjuk egy anyag
antioxidans kapacitasat. Ezek a modszerek miikodési elviikben bar sokszor hasonloak, de eltérd

reakciokon alapulnak, esetleg eltéré enzimek aktivitasanak mérését veszik alapul.
Elektronatmeneten alapuld metodikak:

A FRAP mddszer a vas redukaloképességén alapul, a reakciod soran a Fe** ion Fe?" jonna alakul.
A reakcio pH=3,6 kozegben torténik és szinvaltozassal jar, mely spektrofotometridasan

kovethet6 és mérhetd [113].

A CUPRAC a rézion redukaloképességén alapuld modszer. A reakcid a fiziologidshoz kozeli
értéken torténik, a Cu?* ion Cul* ionna alakul, mely kolorimetridsan kovethetd és

spektrofotométerrel mérhet6 [114].

A DPPH modszer az 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil gyok megkotésén alapuld metodika. A reakcid
soran a lila szinli gyok antioxidans anyagokkal reagalva elvesziti szinét. A modszer széles

korben alkalmazott, a DPPH gydk stabilitasa és a reakcid egyszertisége miatt [115].

Az ABTS vizsgalat soran a sotétzold szinli ABTS kation gyokdt antioxidansokkal reagéltatva

a szinintezitas csokken, végiil elvesziti szinét [116].

In vitro és in vivo antioxidans vizsgalatok:
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A SOD (szuperoxid-dizmutdz) egy antioxidans enzim, melynek hatasa fontos az
katalizalja molekularis oxigénné és hidrogén-peroxiddd, mely a kataldz enzim segitségével

vizzé és oxigénné alakul [117].

A TAC (teljes antioxidans kapacitds) egy integralt paraméter, ami egy tobbféle kiillonbozo

antioxidans vegyiilet komplex Osszességét tartalmazo mintat jellemez [118].

2.5.7. Mikrobiologiai vizsgalatok

Az elmult években egyre nagyobb érdeklddés mutatkozott uj antimikrobidlis szerek kutatasa és
fejlesztése irant a rezisztens torzsek lekiizdése érdekében. Eppen ezért az antimikrobialis
aktivitds meghatdrozasara alkalmas moddszerek kidolgozasdra és fejlesztésére is nagyobb

figyelem iranyult.

Az agarlyuk-diffiizios modszert széles korben alkalmazzak novények vagy mikrobialis
kivonatok antimikrobialis hatasanak értékelésére. Az agarlemez feliiletét a mikrobialis
inokulummal beoltjuk, majd ezutan egy 6-8 mm atmérdji lyukat farunk ra és hozzaadjuk a
vizsgalando Kivonatot a tesztelni kivant koncentracidban. Ezutan az agarlemezeket megfelel
koriilmények kozott inkubaljuk. Az tesztelt minta, ha antimikrobialis hatassal rendelkezik

bediffundal a kozegbe és gatolja a mikrobatorzsek novekedését [119].

A mikrodilicidos modszer a legegyszeriibben kivitelezhetd higitdsos modszerek kozé tartozik.
egy egyszerlien kivitelezhetd kisérlet, hasznalata soran 96 lyukt plate-re pipettazzuk a
tesztorganizmusok inokolumat, majd hozzaadjuk a vizsgélati anyagot és 24 6rds inkubaciot

kovetden spektrofotométerrel megmérjiik az egyes lyukak abszorbanciajat [120].

A baktériumolé vagy gombadldé hatds meghatarozasara a legmegfelelébb modszer a time-Kill
teszt, hiszen informdacidt nyujt az antimikrobidlis szer és a mikrobatorzs kozotti dinamikus
kolcsonhatasrol. A vizsgélat sordn a kivalasztott baktérium és gombatorzseken teszteljiik a
vizsgalati anyagunkat és a mikroorganizmusok szaporodasara kifejtett hatasukat figyeljiik az
id6ében. A kisérlet tenyésztocsovekben torténik, a tesztorganizmusokhoz hozzaadjuk a vizsgalni
kivant anyagot. Elére meghatarozott id6k6zonként mintat vesziink a feliiliszobol, majd ezeket
a mintdkat megfeleld taptalajra szélesztjik ¢és 24 oras inkubdciot kovetden a

spektrofotometriasan mérjiik az egyes lyukak abszorbanciajat [121].
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A Philadelphus coronarius antimikrobialis aktivitasanak meghatarozasahoz a mikrodiltcios és
a time-kill tesztet valasztottam, az egyszerii ¢és gyors Kkivitelezhet6ség, valamint a

gyogynovénnyel kapcsolatos korabbi szakirodalmi adatokat figyelembe véve [122].

2.5.8. |L-4 szint monitorozdsa
Mivel a gyulladas egy Osszetett folyamat, igy a gyulladascsokkentd hatas in vitro vizsgalatara
szamos biokémiai Utvonalra és biomarkerre épiild, kidolgozott mddszer és kereskedelmi

forgalomban elérhetd készlet all rendelkezésre.

A gyulladasban a makrofagok fontos szerepet jatszanak a reaktiv oxigén gyokok (ROS), reaktiv
nitrogén gyokok (RNS), citokinek, tumor nekrozis faktor-o (TNF-a), valamint a gyulladést

eldsegitd nitrogén-oxid (NO) és prosztaglandin (PGE) termelésével.

Az LPS egy bakterialis endotoxin, amely a gyulladasos mediatorok pl. @ TNF-a, az IL-6 és a
NO szabdlyozasaval serkenti a velesziiletett immunitast. A LPS altali expoziciordl
bebizonyosodott, hogy noveli a fent emlitett gyulladasos citokinek és medidtorok mRNS-
expressziojat. A gyulladasos medidtorok szintézisének gatlasa kozismerten hasznos terapias
stratégia a gyulladasos betegségek kezelésében. A kozelmultban egyre nagyobb érdeklddés
ovezi a gyogynovényekbdl izolalt vegyliletek felhaszndldsat a gyulladdsos betegségek
kezelésében [123]. A gyogynovények gyulladascsokkentd hatasanak vizsgélata soran a
leggyakrabban alkalmazott ezek koziil az NF-kB utvonal tanulmanyozasa, illetve gyulladasos

citokinek expressziojanak tanulmanyozasa [124,125]

Az IL-4 a limfocitdk aktivacigjat és differencidlodasat szabalyozza, emellett a makrofag
aktivaciojaban is fontos szerepe van, igy a gyulladas 1étrejottében. A legujabb megfigyelések
arra utalnak, hogy az IL-4jelentés szerepet jatszhat a rheumatoid arthritis és a psoriasis
korképének alapjaul szolgald gyulladasos folyamatok szabalyozasaban [126,127]. Ezeket a
megfigyeléseket alapul véve valasztottam az IL-4-et vizsgalatom alapjaul. A kisérletet HaCaT
sejteken végeztem el, ELISA segitségével azt vizsgaltam, hogy a jezsamennel torténd

elokezelés képes-e csokkenteni vagy gatolni a sejtek 1L-4 expresszidjat. [128].
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3. Célkitiizés

Kisérleti munkam soran célul tiiztem ki egy szintetikus és gyogynovénybdl izolalt hatdbanyagok
felhasznalasaval kiils6leges gyogyszerforma kialakitasat, valamint a formulalas 1épésein
keresztiil a hatéanyagok eltéré természetébdl fakadd hasonlosagok és kiilonbozoségek

bemutatasat. Tovabbi célom volt a hatbanyagok biohasznosulasanak novelése és a készitmény

megfeleld biokompatibilitasanak elérése. A kisérleti terv a 6. abran lathato 6sszefoglalva.

A Kkisérletek elsé szakaszaban a BGP-15 gyogyszerjelolt felhaszndldsaval kiilséleges

gyogyszerforma 1étrehozasa és vizsgalata, valamint a hatéanyag hatasanak vizsgalata volt a
célom. Ehhez kiilonb6zé kendcsosszetételek meghatarozasa és a megfeleld segédanyagok
kivélasztasa, majd biokompatibilitasi vizsgéalata volt a kisérletek célja. Az elkésziilt kendcsoket
tobb szempontbol elemeztem, Franz diffuzios vizsgdlatot és textira analizist végeztem. A
hatdéanyag gyulladascsokkentd hatdsat in vitro és in vivo teszteltem, valamint az antioxidans

tulajdonsagait is vizsgaltam.

A Kkisérletek masodik szakaszaban a P. coronarius gyogynovény levelébdl és viragabol

kivonatot készitettem majd jellemeztem a bioaktiv komponensek azonositasaval,
hatdanyagtartalom és az antioxiddns kapacitas meghatdrozasdval. A kivonatbdl liofilizalt
extraktumot készitettem, melynek hatasat tobb szempontbdl vizsgaltam, majd kiils6leges
gyogyszerformat fejlesztettem. A formulalt kendcsok textira analizisét elvégeztem, valamint a

hatéanyag in vitro felszabadulasat vizsgaltam.
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6. abra. Kisérleti terv.

Hatéanyag

e

P. coronarius levél, virag

BGP-15 (szintetikus) [

Kivonat készitése,
hatdanyag tartalom
meghatdrozasa,

ﬂ -

Liofilizalt termék
elGallitasa,

vizsgalata, mikrobioldgiai

vizsgalatok

Kendcs formulalasa, MTT Kenécs formuldlasa, MTT
teszt, Franz diffazio, teszt, Franz diffuzio,
textdra analizis textura analizis

Hatasmechanizmus
vizsgalata in vitro

Allatkisérlet:
gyulladascsokkent6
hatas, antioxidans
vizsgalat
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Anyagok

Hatéanyagok: A BGP-15 ((O-(3piperidino-2-hidroxi-1-propil)-nikotinsav-amidoxim)
hatoanyagot a SONEAS Chemicals Ltd.-t6] szereztiik be. A P. coronarius friss leveleit és
viragat (~500 g) a Nagyvaradi Egyetem Orvos-¢és Gyogyszerésztudomanyi Karanak kertjébdl
gyljtottiik 2020 nyaran. A Philadelphus coronarius L. faj egy példanyanak szarat, leveleit és
viragat a Nagyvaradi Egyetem Orvos-és Gyodgyszerésztudomanyi Karanak Herbariumaban

Orzik, mely a NYBG Steere Herbarium-ban van regisztralva UOP 05313 koddal.

Feliiletaktiv anyagok: Kisérleteimhez a cukorészterek (SP50, SP70, PS750) a Sisterna-tol
(Roosendaal, Hollandia) kertiltek beszerzésre. A munkam soran hasznalt Sedefos 75 , Labrasol,
Tefose 63 és Transcutol a Gattefossé (Lyon, Franciaorszag), mig a Cremophor A6 és A25 a

BASF (Ludwigshafen, Németorszag) ajandéka volt.

2. tablazat. A felhasznalt tenzidek kémiai neve és HLB értékiik.

Brand név Kémiai név HLB érték
szachar6z-sztearat (50%
SP50 monoészter) 11
szachar6z-sztearat (70%
SP70 monoészter) 15
PS750 szachardz-palmitat 16
Sedefos 75 glikol-sztearat 10
Kaprilokaproil makrogol-8
Labrasol glicerid 12
Tefose 63 etilén-glikol palmitosztearat 9,5
Transcutol Dietilénglikol-monoetil-éter 4,2
Cremophor A6 polietilénoxid-alkiléter 10-12
Cremophor A25 polietilénoxid-alkiléter 15-17

A kenécesok készitéséhez hasznalt egyéb anyagok: A sztearinsav, cetil-sztearil-alkohol,

izopropil-mirisztat, propilén-glikol a Hungaropharma Zrt-t61 (Budapest, Magyarorszag) keriilt

beszerzésre. Az anyagok Ph. Hg. VIII. mindségliek voltak.
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Sejtes kisérletekhez hasznalt anyagok: A HaCaT sejteket a Cell Line Service-t61 (Heidelberg,
Németorszag) szereztiik be. A sejtvonal fenntartasahoz sziikséges anyagokat és eszkdzoket, ugy
mint GlutaMax, sejttenyésztd flaska, 96 Iyuku plate a Thermo-Fisher (Darmstadt,
Németorszag) biztositotta. A szentjanosbogar luciferdz szubsztrat a Promega-t6l szarmazott
(Madison, WI, USA). Az IL-4 ELISA Kkitet, valamint az allil-izotiocianatot (AITC) a Sigma
Aldrich-tol (Budapest, Magyarorszsag) vasaroltuk, mig a SOD kitet a Cayman Chemical-t6l
(Ann Arbor, MI, USA) szereztiik be. A S. aureus, C. ablicans és E. coli torzseket, az RPMI ¢és
Mueller-Hinton tapfolyadékokat az ATCC-t6l (Manassas, Virginia, USA) szereztiik be.

4.2. Modszerek

4.2.1. Biokompatibilitds vizsgadlatahoz kapcsolodo modszerek

4.2.1.1. HaCaT sejtvonal fenntartasa

Sejtes kisérleteimet huméan keratinocyta (HaCaT) sejtvonalon végeztem el. A sejtvonal
passzélasa, azaz 0j flaskaba torténd athelyezése heti rendszerességgel tortént, a passzalasok
kozott sziikségszerlien médiumot (DMEM), azaz tapoldatot cseréltem a megfeleld ndvekedés
elérése érdekében. A passzalast mindig steril koriilmények kozott, laminaris boxban végeztem.
A folyamat lényege, hogy a sejtekrdl a hasznalt médiumot eltavolitottam, majd PBS-sel torténd
atmosas utan a letapadt sejteket tripszin-EDTA segitségével, enzimatikus tton elvalasztottam
az edény felszinétdl. Az enzim miikddését médiummal megallitottam, majd centrifugalast
kovetden a feliiliszot eltavolitottam €s a centrifugacsd aljan maradt sejteket friss médiummal
szuszpendaltam. A szilikséges mennyis€gii sejtszuszpenziot, elézetes Biirker kamraban torténd
szamlalas alapjan meghataroztam és athelyeztem 1j flaskaba, majd médiummal kiegészitettem.
A sejtek 37°C-on, 90%-o0s pératartalom alkalmazéasaval, 5%-0s CO atmoszféraban voltak

eltartva. A vizsgalatok 20-40 passzazsszam kozott kivitelezhetok [129].

4.2.1.2. MTT teszt

Az MTT-teszt a sejtek életképességének vizsgalatara alkalmas, in vitro citotoxicitasi teszt. A
munkat lamindris boxban végeztem. Eldzetesen HaCaT sejteket szélesztettem 96 lyuku plate-
re, 10.000 sejt/lyuk denzitassal, majd 7 napig novekedni hagytam Oket, hogy a konfluens
sejtréteg kialakuljon. A vizsgalat soran a hasznalt médiumot eltavolitottam a sejtek felszinér6l,
majd PBS-sel torténé mosast kovetéen 200 pl/lyuk tesztoldatot felvittem a sejtekre és
inkubal6dni hagytam 30 percen at. Ezt kovetden a tesztoldatokat eltavolitottam, a sejteket PBS-
sel mostam, majd 5 mg/ml-es MTT-PBS (1:9) oldatot mértem a sejtekre és 3 oran at, 37°C-on

inkubaltam Oket. A kialakult formazan precipititumokat sosavas izopropanollal (1:25)
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szuszpendaltam, majd a mintdk abszorbancidjat spektrofotométer segitségével (Fluostar

Optima) 570 és 690 nm-en mértem [130].

4.2.2.Kendcsok formulalasahoz és vizsgalatahoz kapcsolodo modszerek

4.2.2.1. Kenocsok formulalasa

A kendesok készitése laboratoriumi koriilmények kozott tortént, az alabbi 3. tablazat alapjan.
A formulélasahoz kiilonb6z6 emulgenseket valasztottam, ugy, mint Labrasol, Cremophor A6:
A25=1:1, cukorészterek (SP50, SP70, PS750) a BGP-15 esetében, Tefose 63, Sedefos 75 és
SP70 a P. coronarius esetében. Az elballitas soran a cetil-sztearil-alkohol, izopropil-mirisztat
¢s sztearinsav olvasztasa (60 °C) alakitotta ki az olajos fazist. A cetil-sztearil-alkohol emulgens,
amely attol fliggden, hogy magas vagy alacsony HLB értékii tenziddel parositjak, O/V vagy
V/O emulzids kendcsot képes kialakitani. Mindemellett a sztearinsavval egyiitt a kendes alapjat
fogjak képezni, az izopropil-mirisztat pedig jo penetracidfokozd segédanyag. A vizes fazis
emulgenst, propilénglikolt és tisztitott vizet tartalmazott, melyet az olajos fazissal megegyez6
hémérsékletiire (60 °C) melegitettem, majd az olajos fazishoz kevertem. A készitményt
szobahdmérsékletiire hitottem és a fazisokat emulgedltam , pétoltam a melegités soran
elparolgott vizet, majd 1% Solutio conservans-sal, a FoNo VIII. kiadasaban hivatalos tart6sito
oldattal tartositottam és hozzaadtam a liofilizalt n6vényi kivonatokat vagy a BGP-15-6t. A
hatéanyagokat el6z6leg Transcutolban és tisztitott viz 1:1 aranyu keverékében oldottam [131].

A Transcutol j6 olddszer és penetracidfokozo segédanyag.
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3. tablazat

. A kendcsok Osszetétele.

Osszetétel

VI.

VILI.

VIII.

XI.

BGP-15

10g

109

10g

109

10g

P.
coronarius

levél

59

5¢

59

P.
coronarius

virag

5¢

5¢

5g

Transcutol

1,42 g

142¢

1,42 g

142¢

1,42 g

1,42 g

1,42 g

1,42 g

1,42 g

1,42 g

1,429

Cetil-
sztearil
alkohol

469

469

469

4649

469

4649

469

4649

469

4649

469

Sztearinsav

10g

109

10g

109

10g

109

109

109

109

10g

109

Propilén-

glikol

5g

54

5g

54

5g

59

59

59

59

5¢

59

I1zopropil-

mirisztat

5g

54

5g

54

5g

59

5g

59

5g

5¢

59

Glicerin

5¢

5¢

5¢

59

5¢

5¢

5¢

5¢

5¢

5¢

5¢

Solutio
conservans
(Ph. Hg.
VIL)

1g

1g

1g

1g

1g

1g

1g

1g

1g

1g

1g

Labrasol

39

Cremophor
A6:A25

SP50

SP70

PS750

Tefose 63

3¢

3¢

Sedefos 75

39

3¢

Tisztitott

viz

ad 100

ad
100 g

ad
100g

ad
100 g

ad
100g

ad
100 g

ad
100g

ad
100 g

ad
100g

ad
100g

ad
100g
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4.2.2.2. Textura analizis

A krémek ellenallasat a CT3 Textura Analizalo (Brookfield, Middleboro, U.S.A.) késziilékkel
mértem. A vizsgalat soran a kendcsbe egy probatest hatol be és a miiszer a kendcs altal kifejtett
ellenallast méri. A mérés alatt a kovetkez6 beallitasi paramétereket alkalmaztam: trigger erd
(4g), csucspont (5 mm), sebesség (0,5 mm/s). Probatestként a TAjg cilinder tipusu testet (12,7
mm atmérd, 35 mm hosszasag) valasztottam. A kendcsok cilinderre kifejtett ellendllasanak

értékét mN-ban fejeztem ki [132].

4.2.2.3. Invitro hatéanyag felszabadulas vizsgalata Franz diffuzios cella segitségével

A mérések sordn a kioldokozeg pH=5,5 puffer volt (Ph.Hg. VIII. eldirata szerint), mely a bor
pH-javal megegyezd. A kioldokozeget 32°C-ra fiitottem a berendezéshez tartozd termosztat
segitségével, a bor homérsékletének megfelelden. A félig ateresztd, szintetikus celluloz-acetat
membrant a vizsgélat el6tt 15 percig izopropil-mirisztatban 4ztattam, hogy az a bor lipofil
karakterét modellezze. A BGP-15 tartalmi kendcsok esetében az analitikai elemzés
tomegspektrométer segitségével, mig a P. coronarius tartalma készitmények esetében
spektrofotométerrel tortént. A diffundalt hatéanyag mennyiségét szazalékban fejeztem ki €s az
1d6 fiiggvényében abrazoltam. Az abrazolt egyenes meredeksége jellemz6 a mért hatdéanyag

felszabadulasi sebességére [133—-135].

A hatéanyag felszabadulasi profiljanak matematikai modelljét az alabbi egyenletek alapjan

hataroztam meg:
Nullad rendli: Q; = Qo + kot

ahol Q a kioldddott hatbanyag mennyisége t idében, Qo a hatdanyag kezdeti mennyisége, Ko a

sebességi allando.
Elsd rendii: Q; = Qo X ekt

ahol Qta visszamaradt hatéanyag mennyisége t idoben, Qo a hatéanyag kezdeti mennyisége, e

az Euler féle szam és ki a sebességi allando.
A kiilonbozdségi faktorokat az alabbi egyenlet alapjan hataroztam meg:

IR = Ty

1= n
j=1Rj

x 100
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Rj: a referens készitménybdl j idépontban felszabadult hatbanyag mennyisége szazalékban; Tj
a vizsgalati készitménybdl kioldodott hatdbanyag mennyiségének szdzaléka a j idépontban; n a

mintavételi iddpontok szamat jeldli.

4.2.3.Hatékonysdg vizsgalata

4.2.3.1. Luciferdz vizsgalat

A kisérletben hasznalt Raw264.7 sejtek NF-kB-Luciferaz riporter rendszerrel stabilan
transzfektalt makrofagok. A sejteket 60 000/lyuk denzitassal szélesztettiik lumineszcens plate-
re. 1 nap elteltével a makrofagok 1, 10, 100 pM BGP-15-tel voltak kezelve. A mintak
elkészitéséhez a BGP-15-6t PBS-ben oldottuk, majd penetracidofokozoként hozzaadtunk SP50,
SP70 vagy PS750 cukorésztert. A sejtek egy részét LPS-sel indukaltuk (100 ng/l), mig méasokat
nem. 6 o6ra inkubaciot kdvetden a médiumot eltavolitottuk és mostuk 200 ul/lyuk PBS-sel. Ezt
kovetéen a sejteket sejtkultura lizis reagenssel lizaltuk (20 pl/lyuk) 10 percig. A
szentjanosbogar-luciferdz szubsztrat (20 pl/lyuk; Promega) hozziaddsa utan Luminoscan
Ascent Scanning Luminometer (Thermo Electron Corporation) segitségével mértiik a luciferaz
aktivitast. A vizsgalatok elvégzése a Szegedi Bioldgiai Kozpont munkatarsainak segitségével,

egylittmiikodésben valosult meg [136].

4.2.3.2. BGP-15 tartalmu kendcsok gyulladascsokkento hatasanak vizsgalata in vivo fiilodéma
teszttel

A BGP-15 gyulladascsokkent6 hatasat az el6z6leg formulalt kenéesok, valamint 10 ™/, %-0s
vizes oldat formajaban, fiilodéma teszt segitségével vizsgaltam. Etikai engedélyszam: HB/15-
ELB/1921-6/2020. Fiilodéma teszt soran a kisérleti allatok fiilét gyulladaskelté anyaggal
gyulladasba hoztam, majd a gyulladast kiséré 6déma mértékét kvantitativan tudtam mérni a fiil
vastagsag valtozasanak kovetésével. A kisérlet soran paraffinban oldott, 1%-0s allil-
izotiocianat oldattal (AITC) lokalis gyulladast idéztem ¢l6 fiatal, feln6tt CS7BL/6 egerek fiilén.
Az oldatot vattapalcika segitségével vittem fel a fiil belsd és kiilsd felszinére egyarant és azt
vizsgaltam, hogy a BGP-15 tartalmi kendcsok, valamint BGP-15 oldat ezt a gyulladast
képesek-e csokkenteni. A kendcsoket és az oldatot premedikacioként, korabbi szakirodalomban
[87] kozolt tapasztalatok alapjan vittem fel, majd a beszivodast kovetéen (30 perc) idéztem el
a gyulladast. A mintak felvitelét megeldzden, valamint a gyulladas kivaltasat kovetden 10
percenként egy mérndki pontossigu, digitdlis tolomérédvel mértem az egerek fiilének
vastagsagat. A kisérlet soran kiilon megvizsgaltam a fiilvastagsag valtozasat csak AITC oldattal
kezelt egereken, valamint hatoanyagot nem tartalmazé kendcsokkel is. A kisérlet elvégzésében

az Elettani Intézet munkatarsai voltak a segitségemre [137—139].
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4.2.3.3. SOD aktivitas meghatarozasa, antioxidans vizsgalat

A SOD (szuperoxid-dizmutdz) egy antioxidans enzim, melynek hatdsa fontos az
katalizalja molekularis oxigénné és hidrogén-peroxiddd, mely a kataldz enzim segitségével
vizz¢é és oxigénné alakul. A BGP-15 antioxidans aktivitdsat HaCaT sejtvonalon vizsgaltam
kiilonbozdé koncentracioban: 1; 5; 10; 50; 100 mg/ml. A mintak a PBS-sel késziilt oldatok
voltak. A sejteket elézetesen 24 lyuki plate-re szélesztettem 50 000 sejt/lyuk denzitassal, majd
7 napig ndvekedni hagytam Oket CO: inkubatorban, 37°C-on. A kisérlet sordn a sejtek
felszinérdl eltavolitottam a hasznalt médiumot, majd a BGP-15 tartalmi mintékkal
elokezelésként inkubaltam 1 6ran at. Ezt kovetden a mintakat eltavolitottam és mesterségesen
generalt UV-B sugarzasnak tettem ki a sejteket 10 percen at, abbdl a célbol, hogy az oxidativ
stressz hatdsara a szabadgyokok képzodése fokozodjon. Ezt kovetben az egyes
koncentraciokhoz tartozo sejteket kiilon-kiilon 6sszegytijtéttem a plate-rol és 10 percen at, 1000
rpm fordulatszamon, 4°C-on centrifugaltam. A sejtpelleteket ezutin HEPES pufferben
homogenizaltam és 15 percig Ujra centrifugaltam 1000 rpm fordulatszamon, 4°C-on. A
feliiliszok SOD aktivitasat ezt kovetden a gyartd altal biztositott leiras alapjan vizsgaltam 96
lyuku plate-re helyezve a mintdkat, majd az abszorbancidjukat spektrofotométer segitségével

(Fluostar Optima) 235 nm hullamhosszon [140].

4.2.3.4. Total antioxidans kapacitas (TAC) vizsgalat

A kisérletet 20 hetes patkanyokon végeztik BGP-15 tartalmi kendcsokkel (Etikai
engedélyszam: 6/2019/DEMAB). Az allatok hatat szértelenitettiik, majd két nappal késébb a
kendcsoket felvittiik (24 orara). A harmadik napon egy masik bdrrészre vittiik fel a mintékat,
ezuttal 1 o6rara. Minden allattol bormintat vettiink, 3 régidbol, a 24 oran at kezelt, az 1 6ran at
kezelt és kezeletlen részekrdl. A minték feldolgozasa a kit-et biztositd gyartod utasitasai szerint
torténtek. 100 mg mintét reagens pufferben homogenizaltunk, majd centrifugéaltuk 12 000 rpm
fordulatszamon, 15 percen at, 4°C-on. Ezt kovetden a feliiluszot vizsgaltuk az utasitasnak
megfelelden, az oldatok abszorbanciajat 405 nm hullamhosszon (MultiscanGo microplate
spectrophotometer). Az eredményeket a kezeletlen régid6 eredményeihez viszonyitva,
szazalékban fejeztiik ki. A kisérlet kivitelezésében a Gydgyszerhatastani Tanszék munkatarsai

voltak a segitségemre [141].
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4.2.4. Gyogynoveénybol torténd kivonatkészités és karakterizalas

4.2.4.1. Kivonat készitése és liofilizalt termék eldallitasa a P. coronarius levelébdl és
viragabol

Az Osszegyljtott friss novényi részeket szobahdmérsékleten, napfénytdl védett helyen eltartva
szaritottuk, majd az egyes részeket feldaraboltuk és Ill-as szamu szitan atszitaltuk. Az
extrakcidhoz oldoszerként 30 Y/\%-os etanol és desztillalt viz elegyét valasztottuk 1:10
aranyban. Az igy késziilt extraktumbodl az etanolt rotacidés beparld késziilék (Hei VAP
Precision-Platinum 3) segitségével tavolitottuk el 40°C hémérsékleten, 8 rpm fordulatszamon,
200 mBar nyomason. A visszamaradt vizes fazist -80°C-ra fagyasztottuk és liofileztiik
(ALPHA 2-4 LSC plus liofilezd), igy szilard, vizoldhato terméket kaptunk. A kisérletek

elvégzésében a Nagyvaradi Egyetem munkatarsai voltak segitségemre [142].

4.2.4.2. Fizikai-kémiai karakterizalas HPLC mddszerrel

A P. coronarius kivonatabol szarmazo bioaktiv vegyiiletek azonositasat és mennyiségi
meghatarozasat kromatografias elvalasztassal (Shimadzu Nexera-i LC-2040C 3D plus)
végeztiik. Phenomenex C18 (2) 100 A, 150 mm X 4,6 mm x 5 um méretli oszlopot hasznaltunk,
amelyet 30 °C hdmérsekleten tartottunk. Az eludlashoz hasznalt mozgdfazisok metanolt (A) és
0,1%-0s hangyasavat (B) tartalmaztak. Az alkalmazott gradiens program a koévetkezo volt: 5%
A és 95% B 0-3. perc, 25% A és 75% B 3-6. perc, 37% A és 63% B 9-13. perc, 54% A és 46
% B 18-22. perc, 95% A és 5% B 26-29. perc és 5% A és 95% B 30-36. perc. Az dramlasi
sebesség 0,5 ml/perc, az injektalt térfogat pedig 10 pl. A detektalast tobb hulldmhosszon
végeztiik: 254, 270, 275, 326, 337 ¢s 360 nm. A kivonatbol szarmazod polifenolokat a kivonat
kromatogramjan szerepld retencids idok Osszehasonlitdsaval azonositottuk a standardoldat

kromatogramokon [142].
A bioaktiv vegylilet-tartalmat a kovetkezd egyenlettel hataroztuk meg:

Mpioaktiv vegyiilet

Bioaktiv vegyllet tartalom (mg/100mg) = —
gyogynovény

A kisérletek elvégzésében a Nagyvaradi Egyetem munkatarsai voltak segitségemre.

4.2.4.3. A liofilizalt kivonat fitokémiai vizsgalata

Vizsgalataink soran a P. coronarius kivonatok bioaktiv vegyiilet tartalmat (az 6sszes polifenol
¢s Osszes flavonoid tartalmat) meghataroztuk. A teljes polifenol tartalom kiszamitasahoz a

Folin—Ciocalteu moddszert valasztottuk. Ez elektrontranszfer reakcion alapul, amely egy

antioxidans reduktiv képességét méri. A teljes polifenol tartalmat a szaritott novény galluszsav-
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ekvivalensként (GAE/100 g) szamitottuk ki a galluszsav kalibracios egyenese alapjan (5-500
mg/l, Y = 0,0027 x -0,0055, R? = 0,9999). Minden meghatdrozast harom parhuzamosban
végeztiink. Az Osszes flavonoid tartalom meghatarozasara az aluminium-klorid kolorimetrias
modszert valasztottuk. A standard kalibracidos gérbéhez kvercetint hasznaltunk. A kvercetin
torzsoldatot tigy allitottuk el6, hogy 5 mg kvercetint 1 ml metanolban oldottunk fel, majd ezt
kovetden egy standard kvercetin higitasi sort készitettiink metanollal (5-200 pg/ml). Az
abszorbanciat 420 nm-es hullimhosszon mértiik UV-Vis Varia spektrofotométerrel. A teljes
flavonoid koncentréaciot a kalibracids egyenes szerint szamitottuk ki (Y = 0,0162 x + 0,0044,
R? =0,999), és kvercetin ekvivalensben (QE) mg/100 g szaritott gyogyndvényben fejeztiik ki.
Minden meghatarozast harom parhuzamos méréssel végeztiink. A kisérletek elvégzésében a

Nagyvaradi Egyetem munkatarsai voltak segitségemre.

4.2.4.4. DPPH antioxidans vizsgadlat

A P. coronarius levelének és viraganak antioxidans képességét DPPH teszt segitségével
vizsgaltuk, melynek alapja, hogy a lila szini DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) szabadgyok
antioxidansok jelenlétében szinét elvesziti. Az extraktumokat a 96%-os etanolban oldott DPPH
szabad gyokkel reagaltattuk. A reakcioelegy 100 ul extraktumot, 900 pl etanolt és 2 ml DPPH
oldatot (0,06 mM) tartalmazott. A reakcidelegyeket fél o6ran at inkubaltuk. A reakcidban a
fennmaradé DPPH mennyiség mérését UV spektrofotométerrel (Shimadzu Spectrophotometer,
Tokio, Japan) végeztiik 517 nm hullamhosszon. Az antioxidans vizsgalatok elvégzésében a

Nagyvaradi Egyetem munkatarsai voltak segitségemre [143].

4.2.4.5. Antioxidans kapacitas meghatdrozasa FRAP modszerrel

A FRAP modszer (Ferric-Reducing Antioxidant Power) egy egyszerl, spektrofotometris
technika, mely a tesztelt minta antioxidans aktivitasat hatdrozza meg, melynek alapja, hogy a
Fe®" ionokat az antioxidansok Fe?" ionokka redukaljak. A reakcioban Fe2+ ionok keletkeznek
aTPTZ (2, 4, 6-tripiridil-S-triazin) segitségével, melyet kék szinvaltozas kisér. A szinvaltozast
spektrofotometridsan kdvethetjiik. A torzsoldatok a kovetkezoket tartalmaztak: 300 mM acetat
puffer; 270 mg FeCls - 6 H2O 50 ml desztillalt vizben oldva; 150 mg TPTZ és 150 ul HCI, 50
ml desztillalt vizben oldva. A FRAP oldatot 50 ml acetat puffer, 5 ml FeCls - 6 H20 oldat és 5
ml TPTZ oldat 6sszekeverésével allitottuk eld. A Troloxot mint standard oldatot és a mintak
abszorbancidjat 595 nm-es hullamhosszon detektaltuk. Az antioxidans vizsgalatok

elvégzésében a Nagyvaradi Egyetem munkatarsai voltak segitségemre [144,145].
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4.2.4.6. Antioxidans kapacitas meghatarozasa CUPRAC mddszerrel

A kisérlet a Cu®* ion Cul* ionnd torténé redukalasan alapul, mely kolorimetridsan nyomon
kovethetd. A reakcidelegy 0,25 ml CuCl; oldatot (0,01 M), 0,25 ml etanolos neokuproint (7,5 -
10 M) és 0,25 ml CH3COONH4 pufferoldatot (1 M) tartalmazott, melyet dsszekevertiink a
mintakkal. Ezutdn a teljes térfogatot 2 ml-re egészitettilk ki desztillalt vizzel, és alaposan
Osszekevertiik, a csoveket lezartuk €s szobahOmérsékleten allni hagytuk 30 percig. Ezt
kovetden a mintak abszorbancidjat 450 nm-en mértiik spektrofotométer segitségével (Shimadzu
Spectrophotometer, Tokid, Japan). A reakcidelegy megnovekedett abszorbanciija jelezte
fokozott redukcidos képességet. Az antioxidans vizsgalatok elvégzésében a Nagyvaradi

Egyetem munkatarsai voltak segitségemre [146].

4.2.4.7. Antioxidans kapacitas meghatdrozasa ABTS modszerrel

A mintdk antioxidans aktivitasait ABTS moddszerrel is meghataroztuk. A kisérlet az
antioxidansok relativ képességét méri a vizes fazisban keletkezé ABTS (2,20-azinobisz-(3-etil-
benzotiazolin-6-szulfonsav) megkdtésére, 0sszehasonlitva Trolox standard-del. Az ABTS-t
desztillalt vizben feloldottuk (7 mM). Az ABTS gyok kation (ABTSY) el6allitasdhoz a
torzsoldatot kalium-perszulfattal reagaltattuk, majd egy éjszakan at allni hagytuk egy sotét
szobaban. ABTS" -t és a mintakat etanollal higitottuk. A reakcioelegy 10 pl higitott mintat
(vagy Trolox standard-et) és 1 ml ABTS® -t tartalmazott, a mintdk abszorbanciajat
spektrofotométer (Fluostar Optima) segitségével mértik 734 nm hulliamhosszon. Az

antioxidans vizsgalatok elvégzésében a Nagyvaradi Egyetem munkatarsai voltak segitségemre
[116].

4.2.5. A gyogynioveény hatdsainak vizsgdlata

4.2.5.1. Liofilizatum antimikrobialis hatasanak vizsgalata mikrodilucioval

A P. coronarius levelének és virdganak antifungalis és antibakterialis aktivitasat
mikrodilacioval teszteltiik C. albicans, P. aeruginosa, E. coli, S. aureus fajokon. 96 lyuk plate-
re pipettaztam fungalis vagy bakterialis inokolumot (100 pul), ehhez 100 pl tesztoldatot adtunk.
A mintak a liofilizalt P. coronarius levélb6l vagy viragbol késziiltek RPMI-1640 illetve
Mueller-Hinton tapoldatban oldva, majd 0,2 um-es szlirén atszirtiik. A tesztoldatokkal 24 6ran
at, 37°C-on inkubaltuk a sejteket, majd az oldatok abszorbancidjat spektrofotométerrel
(Multiskan Go) 492 nm-en mértiik fungalis, 600 nm-en bakteridlis sejtek esetén. A
mikrobiologiai vizsgalatok kivitelezésében az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet munkatarsai

voltak segitségemre [147].
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4.2.5.2. Liofilizatum antimikrobidlis hatasanak vizsgalata in vitro idé-6lés (time-kill) teszttel

A kisérlet soran 5 ml-es tenyésztd csdvekben gomba (10° sejt/ml) és bakterialis sejtek (108-107
sejt/ml) lettek szélesztve pH=7-es tapfolyadékban (RPMI-1640 ill. Mueller Hinton). C.
albicans esetében eltavolitottunk 100 pl feliiluszot elére meghatarozott idok6zonként, majd
ezeket 10-szeresen meghigitottuk és 4 x 30 ul-t Sabouraud dextrdz agar taptalajra pipettaztuk.
Ezt kovetden 48 oran at inkubaltuk 35°C-on. S. aureus és E. coli baktériumok esetében
ugyanezzel a mddszerrel keriiltek a mintak szélesztésre Mueller-Hinton taptalajra, majd azonos
koriilmények kozott, azonos ideig inkubaltuk Oket. Az inkubacidt kovetden az oldatok
abszorbanciajat Multiskan Go spektrofotométerrel mértiik. A mikrobiologiai vizsgéalatok

kivitelezésében az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet munkatarsai voltak segitségemre [148].

4.2.5.3. Liofilizatum gyulladascsokkento hatasanak vizsgalata ELISA segitségével

A kisérlethez el6zetesen HaCaT sejteket szélesztettem 96 lyuku plate-re és egy hétig ndvekedni
hagytam Oket. A faradt médiumot eltavolitottam a sejtek felszinérdl, majd a tesztoldatokkal 1
Oran at inkubaltam 6ket. A mintak a liofilizalt P. coronarius levélbdl vagy viragbol késziiltek
PBS-ben oldva, majd 0,2 pm-es szlirén atsziirtik. A tesztoldatokat 1 ora elteltével
eltavolitottam, majd lyukanként 50-50 ul IL-1B-at és TNFa-at adtam a sejtekhez, melyekkel 24
oran at inkubaltam. Masnap a feliiluszot eltavolitottam és a gyartd utasitdsainak megfelelden
elvégeztem a vizsgalatot. Az oldatok abszorbanciajat (Fluostar Optima) spektrofotométerrel

mértem 235 nm hulldmhosszon [149,150].

5. Eredmények

5.1. Segédanyagok biokompatibilitasi vizsgalata
A segédanyagok citotoxicitasat HaCaT sejtvonalon teszteltem. A sejtéletképességet a negativ
kontrollhoz (PBS) hasonlitottam. A vizsgalat soran pozitiv kontrollt, Triton-X 100-at is

hasznaltam, annak érdekében, hogy meggy6zodjek arrol, a teszt megfeleléen mikodik-e.
koncentraci6 tartomanyban a cukorészterek biztonsagosan alkalmazhatonak bizonyultak, a
legjobb sejtéletképességi értéket az 1% SP50 cukorésztert tartalmazo minta produkalta, de az

¢letképesség minden minta esetében 70% f6l6tt van, mely az ISO (10993-5) szabvany

eléirasanak megfelel. Az eredményeket a 7. abra foglalja dssze.
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7. abra. A cukorészterek MTT tesztje. A kisérlet soran 6 parhuzamos mérést végeztem, ezek atlagai lathatoak a
PBS-hez hasonlitva, szazalékban kifejezve. A szignifikans kiilonbségek az abran csillaggal jel6lve lathatoak. Az
eredményeket egy utas ANOVA és T-proba segitségével hasonlitottam Ossze. ** j*¥** ¢&s ****gzignifikdns

kiilonbséget jelez p<0,01; p<0,001 és p<0,0001-nél.

crer

PBS-sel. Az alkalmazott koncentraciéban a vizsgalt mintdk nem bizonyultak toxikusnak, az
életképesség 70% folotti minden minta esetében. A koncentracid novekedésével a
sejtéletképességi értékek csokkenése figyelhetd meg. Az eredményeket a 8. abran foglaltam

0ssze.
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8. abra. A Transcutol MTT tesztje. A vizsgalat soran 6 parhuzamos mérést végeztem, melyek atlagai lathatbak a
PBS-hez hasonlitva, szazalékban kifejezve. A szignifikdns kiilonbséget csillaggal jeloltem. Az eredmények
statisztikai elemzése egy utas ANOVA ¢és T-proba segitségével tortént. **** szignifikans kiilonbséget jelez

p<0,0001-nél.

A Labrasol sejtkarositdé hatasanak vizsgalatat kovetéen kapott eredményeket a 9. abran
mutatom be. A Kkisérlethez higitasi sort készitettem a tenzidb6l PBS segitségével. A
koncentraci6 novelésével az anyag citotoxicitdsa novekvd tendenciat mutat. A sejtéletképességi

értékek 70% folott vannak, 0,10%-os koncentracidoban 72%.

38



150+

(%)

* Fkk *kk *kk

épesseég

-

Sejtéletk

Labrasol koncentracio (%)

9. abra. A Labrasol citotoxicitasi vizsgalata. A kisérlet soran koncentraciénként 6 parhuzamos mérést végeztem,
melyek atlagai lathatéak a PBS-hez viszonyitva, szazalékban kifejezve. A statisztikai elemzés egyutas ANOVA
és T-teszt segitségével tortént. *, *** **** gzionifikans kiillonbséget jelez p<0,05; p<0,001 és p<0,0001-nél.

A Cremophor A6:A25 sejtéletképességi vizsgalatanak eredményei a 10. abran talalhatoak. A
segédanyagot kiilonbozé koncentraciokban vizsgaltam, jol lathatd, hogy a koncentracid
novelésével a citotoxicitds novekszik. A kendes formulalasadhoz alkalmazott 3% még a 70%
feletti  sejtéletképességet eredményez, 5%-ban alkalmazva azonban mar a 70%

sejtéletképességi hatart nem éri el.
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10. abra. A Cremophor A6:25 sejtéletképességi vizsgalatanak eredményei. A vizsgalat soran csoportonként 6
parhuzamos mérést végeztem, ezek atlagai lathatoak a PBS-hez viszonyitva, szazalékban kifejezve. A statisztikai

elemzés egyutas ANOVA és T-teszt segitségével tortént. **** szignifikans kiilonbséget jeldl p<0,0001-nél.

A Tefose 63 feliiletaktiv anyag esetében a sejtkarositd hatas kisebb mértékii, mint az el6z6
esetben. A vizsgalt koncentraciotartomanyban a segédanyag biztonsdgosan alkalmazhato,
hiszen a sejtéletképesség minden esetben 70% folott van, még 5%-os koncentracidban is a

sejteknek 85%-os volt a talélési aranya. A vonatkozé eredmények a 11. abran keriilnek

bemutatasra.
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11. abra. A Tefose 63 citotoxicitasi vizsgalata. A kisérlet soran koncentracionként 6 parhuzamos mérést végeztem,
ezek atlagai lathatdak a PBS-hez viszonyitva, szazalékban kifejezve. A statisztikai elemzés egyutas ANOVA és
T-teszt segitségével tortént. **** szignifikans kiilonbséget jelol p<0,0001-nél.

A Sedefos 75-tel torténd MTT teszt soran a segédanyag biztonsagosnak bizonyult az dsszes
vizsgalt koncentracioban, hiszen a sejtek tulélési aranya 70% folott van minden esetben. A

kisérlet eredményei a 12. abran talalhatoak 6sszegezve.

150

Sejtéletképesség (%)
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12. abra. A Sedefos 75 citotoxicitasi vizsgalata. A kisérlet soran koncentracionként 6 parhuzamos mérést
végeztem, az abran mérések atlagai 1athatoak a PBS-hez viszonyitva, szazalékban kifejezve. A statisztikai elemzés

egyutas ANOVA és T-teszt segitségével tortént. **** szignifikans kiilonbséget jelol p<0,0001-nél.
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5.2. Kenécs formulalas

A kendcsok formulalasa soran Osszesen 11 Osszetételt készitettem, melybdl 5 BGP-15-6t, 3
liofilezett P. coronarius levél extraktumot, tovabbi 3 pedig liofilezett P. coronarius virag
extraktumot tartalmazott. Az emulgensek valtoztatasaval tovabbi 0sszetételeket hoztam 1étre.

A pontos 0sszetételekrdl a 3. tablazat ad informaciot.

5.3. BGP-15 tartalmu kendcsok textira analizise

A formulalt készitmények textirdjat a Brookfield CT3 Textra Analizal6 késziilék segitségével
vizsgaltam meg. A maximalis kompresszids erd, mely ahhoz volt sziikséges, hogy a cilinder
behatoljon a kendcsbe a 13. abran lathaté. A BGP-15 tartalma kendcsok esetében a Labrasolt
tartalmazd Osszetétel (I. Osszetétel) mutatta a leglagyabb konzisztenciat, mig az SP50-et

tartalmazd formulacié (I11. Gsszetétel) a volt legellenallobb.

2500,

6 (MmN)

2000,

0s ero

1500

1000

500,

Maximum kompresszi

13. abra. A BGP-15 tartalmu kendcsok textura analizise. Az abran a maximalis kompresszios erd lathato abrazolva
mN-ban kifejezve az egyes formulacidk vonatkozasdban. Az eredmények 3 mérés atlagat mutatjak be + SD. Az

Osszehasonlitast egyutas ANOVA-val és T probaval végeztem el.
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4. tablazat. BGP-15 tartalmt kendcsok textura analizisének statisztikai eredményei, p értékek és szignifikancia.

Osszetételek p érték

L. és I1. Osszetétel <0,0001 falakaled
L. és III. osszetétel <0.0001 falaiakad
L. és IV. osszetétel <0.0001 Fhxk
L. és V. Osszetétel 0.0001 folelal
I1. és III. Gsszetétel <0.0001 falakaled
Il. és IV. Osszetétel 0.0003 ol
II. és V. Osszetétel 0.3716 nem szignifikdns
III. és IV. Osszetétel <0.0001 falolalel
III. és V. Osszetétel <0.0001 falolakel
IV. és V. Osszetétel 0.0019 e

5.4. In vitro hatéanyag felszabadulas

A kendOcsokbdl torténd hatdoanyag felszabadulast Franz diffuzios cella segitségével vizsgaltuk.
A kisérletek eredményeit a 14. abran foglaltuk 6ssze, mely bemutatja az egységnyi feliiletre
hatéanyag felszabaduladsi ratat (k), valamint a diffuziés koefficiens (D) értékeket a 5.
tablazatban mutatom be. A BGP-15-6t tartalmaz6 formulaciok esetében a cukorészterekkel
formulalt 6sszetételek (I11; IV; V.) értek el a legjobb hatdanyag felszabadulast, ezek koziil is az
SP50 tartalmu formulacio (II1. 6sszetétel). A P. coronarius tartalma ken6esok koziil a legjobb
hatéanyag felszabadulés a Tefose 63 és az SP70 tartalmu készitmények (VII; IX; X.) esetében
volt megfigyelhetd. A készitményekbdl torténd hatdanyag felszabadulast kiilonbozdség
szempontjabol is elemeztiik. Ennek eredményei a 6. tablazatban talalhatoak 6sszefoglalva. Két
formulacio kiilonb6zo, ha kiillonbozoségi faktoruk (f1) 0-15 kdzott van. Ez alapjan a I11. és V.

Osszetételek kiillonbozoek.
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14. abra. BGP-15 tartalmu ken6csok Franz diffuzios vizsgalata. A diagramon 3 parhuzamos mérés atlagai vannak

dbrazolva = SD.

5. tablazat. Az egyes Osszetételekhez kiszdmitott felszabadulasi rata (k) és diffuzios koefficiens (D) értékek.

Készitmények Felszabadulasi rata (k) Diffuzios koefficiens (D)
(pg/cm? x \min) (D x 107"; cm?/min)
I. Osszetétel 279,49 3810
II. osszetétel 123,39 972
III. &sszetétel 593,64 17000
V. Gsszetétel 402,12 6480
V. dsszetétel 551,53 14100

6. tablazat. A BGP-15 tartalmu készitmények kiilonb6z6ségi faktorai.

Készitmények Kiilonbozdségi faktor (1)
. vs. Il 54,18
I vs. 111 57,61
l. vs. IV. 35,59
l.vs. V. 54,26
I vs. 1. 80,58
I, vs. IV. 70,49
Il. vs. V. 79,04

1. vs. IV. 34,19
1. vs. V. 7,33
IV.vs. V. 28,98
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5.5. Készitmény citotoxicitasanak vizsgalata MTT teszttel

A kendcesok citotoxicitdsanak vizsgalatdhoz Franz difftizios cellabdl, 6 6ran at tartod inkubéciot
kovetden vettliink mintat, ahol a kioldokozeg pH=5,5 kémhatasu puffer volt. Az eredmények
alapjan ebben az esetben is elmondhat6, hogy a ken6csok biztonsdgosan alkalmazhatoak, a
sejtéletképesség 70% fO16tt van az dsszes tesztoldat esetében. A legjobb tulélési aranyt az SP50
cukorésztert tartalmazo, III. Osszetétel produkalta. Az eredmények a 15. abran talalhat6ak

Osszefoglalva.
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15. abra. BGP-15 tartalmt kendcsok citotoxicitasa. A vizsgalat soran 6 parhuzamos mérést végeztem, ezek atlagai
lathatoak a PBS-hez hasonlitva, szazalékban kifejezve. A szignifikans kiilonbségek az abran csillaggal jelolve
lathatoak. A statisztikai elemzést utas ANOVA és T-proba segitségével végeztem el. **** gzignifikans

kiilonbséget jelol p<0,0001-nél.

5.6. Luciferaz vizsgalat

A BGP-15 gyulladascsokkentd hatasa, valamint annak utvonalat egér makrofagokbdl szarmazo
Raw264.7 sejteken keriilt vizsgalatra, melynek eredményei a 16. abran talalhatoak. A kisérlet
soran azt teszteltem, hogy a BGP-15 az LPS-sel indukalt sejtekben képes-e mérsékelni az NF-
kB utvonal aktivaléodasat ¢és a gyulladas kialakuldsat. A hatdanyagot kiilonb6zo
koncentraciokban adtuk a sejtekhez, (1 pM, 10 pM, 100 uM) Onmagaban, valamint a
kendcsosszetételekben alkalmazott emulgensekkel kombindlva. A mért lumineszcencia
aranyos volt az NF-kf} transzkripcids faktoranak aktivitdsaval. Az eredmények azt mutatjak,

crer

indukalta NF-«kf} valaszat szignifikdnsan mérsékelni vagy gatolni.
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16. abra. A BGP-15 hatasa dnmagéban és cukorészterekkel egyiitt, kiilonbdz6 koncentraciokban LPS indukalta
Raw264.7 sejteken.

5.7. BGP-15 tartalmu kendcsok gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalata in vivo

A kisérlet soran azokat a BGP-15 tartalmt tartalmi Osszetételeket teszteltem allatokon,
melyekben az emulgens cukorészter volt, mivel a diffuzios vizsgalat sordn ezek produkaltdk a
legjobb eredményeket. A kisérletben emellett hatdanyag nélkiili kendcsoket, a gyulladaskelto
anyagot (AITC) onmagéban, valamint a BGP-15 vizes oldatat (10 "/n%) is vizsgaltam. Az
eredmények a 17. abran lathatéak 6sszefoglalva, valamint a 18. abran a kisérlet 10. percében
mért fiilvastagsagokat prezentaltam. Jol lathatdé mindkét diagramon, hogy a hatdanyagot
tartalmazo készitmények esetében (III; IV; V. 6sszetétel) a flilvastagsag szignifikansan kisebb
Osszehasonlitva az alapkendccsel, a BGP-15 oldattal, vagy magaval a gyulladaskelté anyaggal.

A legjobb eredményt a IV. Gsszetétellel, az SP70-et tartalmazé formulacioval sikertilt elérni.
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17. abra. A BGP-15 tartalmu ken6csok in vivo tesztelése.

Fillvastagsag a 10. perchen
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18. abra. Fiilvastagsag a kisérlet 10. percében. Az eredmények 3 parhuzamos mérés atlagaibol adodtak ossze. A
csoportok dsszehasonlitasat egy utas ANOVA-val és T-teszt segitségével elemeztem. A szignifikans kiilonbségek

csillaggal jelolve talalhatoak. *** és **** gzignifikans kiilonbséget jeldl p<0,001 és p<0,0001-nél.
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5.8. BGP-15 antioxidans hatasanak vizsgalata
A BGP-15 esetleges antioxidans hatasat két modszerrel teszteltem, in vitro SOD aktivitast,
valamint in vivo 6ssz-antioxidans kapacitast (TAC) elemeztem.

A SOD teszt eredményei a 19. diagramon lathatoak. A kisérletet HaCaT sejtvonalon végeztiik,

c ey

crer

az UV-B sugarzés okozta intenziv oxidativ stressz. A sejtek BGP-15-tel torténd eldkezelése

nem tudta megelézni vagy mérsékelni a SOD enzim csokkenését.

* k%%

150- f 1
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3

BGP-15 koncentracié (mg/mL)

19. abra. BGP-15-tel elokezelt HaCaT sejtek SOD aktivitasa UV-B sugarzast kovetéen. A statisztikai elemzéshez
T-tesztet €s ANOVA-t végeztem. **** szignifikans kiilonbséget jelol p<0,0001-nél.

Az 0Ossz-antioxidans kapacitas vizsgalatakor 20 hetes, elézdleg szortelenitett patkanyokat
kezeltem BGP-15 tartalmu kendcsokkel, valamint mindharom készitmény hatéanyagmentes
véltozataval. A kisérlet sordn egyik kendcsOsszetétel sem mutatott szignifikans valtozast az
hatéanyagmentes kendcsokhoz hasonlitva, bar az V. dsszetételnél (PS750 tartalmu) kezdetben
megfigyelhetd volt a csokkend tendencia, az eredmények ebben az esetben sem voltak

szignifikansan kiilonb6zdek. Az eredmények a 20. grafikonon foglaltam ssze.
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20. abra. BGP-15 tartalmu kendcsok 0ssz-antioxidans kapacitasa (TAC).

5.9. A P. coronarius bioaktiv komponensek meghatarozasanak eredménye

Az extraktumok bioaktiv vegyiilettartalmanak meghatarozadsa HPLC segitségével tortént. Az
azonositott komponenseket és azok mennyiségét a 7. és 8. tablazat mutatja be. A P. coronarius
levél nagy mennyiségben tartalmaz delphinidin 3-rutinozid kloridot (0,3354 mg/100 mg),
luteolin 7-gliikozidot (0,2528 mg/100 mg) és 7-metoxikumarint (0,2061 mg/100 mg) a tobbi
komponenshez viszonyitva. A P. coronarius virag nagy mennyiségben tartalmaz bergaptent
(2,8370 mg/100 mg), valamint kavésavat (1,8407 mg/100 mg), delfinidin-3-rutinozid-kloridot
(1,7928 mg/100 mg), 7-metoxikumarint (1,6725 mg/100 mg). A virdg sokkal nagyobb

mennyiségben tartalmazza a delfinidin-3-rutinozid-kloridot és 7-metoxi-kumarint, mint a levél.
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7. tablazat. P. coronarius levél extraktum bioaktiv vegyiilettartalma.

P. coronarius levél

Bioaktiv vegyiilettartalom (mg
vegyiilet/100 mg extraktum) £ SD

7-metoxikumarin

0.2061 = 0.032

Klorogénsav 0.0128 + 0.0097
Kévésav 0.0740 £ 0.0033
Delfinidin 3-rutinozid klorid 0.3354 +0.047
Hyperozid 0.0514 £ 0.0071

Luteolin 7-gliikozid 0.2528 +0.056
Rutin 0.0941 + 0.0045

T- rezveratrol

0.0602 £+ 0.0026

8. tablazat. P. coronarius virag extraktum bioaktiv vegyiilettartalma.

P. coronarius virag

Bioaktiv vegyiilettartalom (mg
vegyiilet/100 mg extraktum) £ SD

7-metoxikumarin

1.6725 £0.372

Klorogénsav 0.2485 + 0.098
Ferulsav 0.1094 + 0.020
Galluszsav 0.1375+0.034

Rozmarinsav

0.7674 £0.112

Trans p-kumarsav

0.4387 +0.079

Bergapten 2.8370 + 0.432
Kavésav 1.8407 + 0.087
Delfinidin 3-rutinozid klorid 1.7928 + 0.201
Diozmin 1.1125 +£0.386
Hiperozid 0.2428 +0.042
Izopimpinellin 0.4678 +0.016
Luteolin 7-gliikozid 0.0585 + 0.0093
Myricetin 0.0645 +0.0021
Quercetin 0.1449 + 0.034

Rutin 0.4077 £0.015

T- rezveratrol

0.5262 £ 0.027

5.10. A P. coronarius antioxidans vizsgalata

A 9. tablazat a P. coronarius levelének és viraganak antioxidans aktivitasat mutatja be
kiilonb6z6é moddszerekkel. A vizsgalatok soran a virdg szignifikdnsan jobb antioxidans
kapacitast mutatott ABTS (p<0,0241) és Cuprac modszerrel (p<0,0093), azonban a DPPH ¢és
FRAP modszerekkel nem tapasztalthatdo szignifikans kiilonbség. A kisérlet soran harom

parhuzamos mérés lett elvégezve.

A 10. tablazat a n6vény levelének és viraganak teljes polifenol és flavonoid tartalmat -mint két
6 antioxidans komponens- foglalja 6ssze. A levél és a virag polifenol és flavonoid tartalméat T-

probaval hasonlitottuk dssze, azonban az eredmények nem kiilonboztek szignifikansan.
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9. tablazat. A P. coronarius antioxidans aktivitisa. A statisztikai elemzést T-teszttel végeztem. * és **
szignifikans kiilonbséget jelol p<0,0241 és p<0,0093-nal.

P. coronarius levél P. coronarius virag

DPPH (%) 86.63 + 6.49 92.24+ 10.09
ABTS (mmol TE/g DW) 18.37 £4.73 4054 £9.77 *
FRAP (umol TE/g) 77.97 + 46.01 164.62 + 52.75

222.42 +21.04 423.35+71.07 **

Cuprac (umol TE/mL)

10. tablazat. A P. coronarius teljes polifenol és flavonoid tartalma.

P. coronarius levél P. coronarius virag

Polifenolok (mg GAE/100

9) 59.31 + 4.36 54.83 +9.74
Flavonoidok (mg QE/100
9) 1.97 +1.49 1.91 +0.82

5.11. Liofilizatum antimikrobialis hatasanak vizsgalata mikrodilicioval és time-kill
modszerrel

A P. coronarius levél és virag antimikrobialis potencialjanak vizsgalatara mikrodiliicios és

time-kill modszerrel antimikrobialis vizsgalatokat végeztem.

A mikrodilaciés modszerrel kapott eredményeket a 11. tablazatban mutatjuk be. A virag képes
volt csokkenteni az E. coli életképességét 46,4%-ra. A levél esetében a S. aureus
sejtéletképességét 68,6%-ra, az E. coli 41,5%-ra csokkentette. Ezekben a kisérletekben sem a
P. coronarius viraga, sem a levele nem gatolta a C. albicans vagy a P. aeruginosa

¢letképessegét.

11. tablazat. A P. coronarius antimikrobidalis aktivitasa mikrodilucios modszerrel

C. albicans S. aureus E. coli P. aeruginosa
P. coronarius nem tortént nem tortént 46.4% +3.4% nem tortént
virag gatlas gatlas gatlas
P. coronarius nem tortént 68.6% £5.6% 41.5% £2.7% nem tortént
levél gatlas gatlas

A time-kill modszerrel végzett vizsgalat eredményeit a 21. abra foglalja 6ssze. A C. albicans
¢és S. aureus esetében a P. coronarius levél lassitotta a mikroorganizmusok szaporodasat, E.
coli esetében azonban mind a virag, mind a levél hatastalannak bizonyult. A mintaink 616
aktivitast nem mutattak, csupan korlatozott mértékben tudtak lassitani a mikroorganizmusok

szaporodasat.
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21. abra. A time-kill vizsgalat eredményei. C. albicans és S. aureus esetében a levél képes volt lassitani a mikrobak
szaporodasat.

5.12. Liofilizatum gyulladascsokkent6 hatasanak vizsgalata

A P. coronarius levelének és viraganak IL-4-re kifejtett hatasat ELISA segitségével vizsgaltam
HaCaT sejtvonalon. A vizsgalat soran negativ kontrollként PBS-t alkalmaztam, a kiértékelés
soran a PBS altal produkalt eredményeket vettem 100%-nak és ehhez hasonlitottam a tobbi
értéket, szdzalékban kifejezve. A levéllel és virdggal torténd eldkezelés nem csokkentette
szignifikansan a sejtek IL-4 termelését sem 1, sem 3, sem pedig 5% koncentracidban. A

vizsgalat eredményei a 22. abran lathatoak.
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22. abra. A P. coronarius levél és virag hatasa a sejtek IL-4 termel6désére. A kisérletet 6 parhuzamos méréssel
végeztem el, a statisztikai elemzéshez egyutas ANOV A-t és T-probat alkalmaztam, a csoportok kdzott szignifikans
kiilonbség nem volt kimutathatd.

5.13. In vitro hatéanyag felszabadulas vizsgalata
A kendcsokbdl torténd hatdanyag felszabadulast Franz diffiizios cella segitségével vizsgaltam.

A kisérletek eredményeit a 23. abran foglaltam 6ssze, mely bemutatja az egységnyi feliiletre

hatdéanyag felszabadulasi ratat (k), valamint a diffuziés koefficiens (D) értékeket a 12.
tablazatban mutatom be. A P. coronarius tartalmu kendécsok koziil a legjobb hatéoanyag
felszabadulads a Tefose 63 és az SP70 tartalmu készitmények (VII; IX; X.) esetében volt
megfigyelhetd. A készitményekbdl torténd hatdoanyag felszabaduldst kiillonbozdség
szempontjabol is elemeztiik. Ennek eredményei a 13. tablazatban talalhatoak Osszefoglalva.
Két formulaci6 kiilonbzd, ha kiilonbozdségi faktoruk (1) 0-15 kozott van. Ez alapjan a VI. és

VII; VI és IX; VI és X; VIL és IX; VIII. és XI; IX és X; X és XI. osszetételek kiillonbozoek.
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23. abra. A P. coronarius tartalma kenbcsok Franz diffuzids vizsgalata. Az abran prezentalt eredmények 3

parhuzamos mérés atlagai + SD.

12. tablazat. Az egyes Osszetételekhez kiszamitott felszabadulasi rata (k) és diffuzios koefficiens (D) értékek.

Készitmények Felszabadulasi rata (K) Diffuzios koefficiens (D)
(pg/cm? x \min) (D x 107"; cm?/min)

VI. osszetétel 7,47 3,30

VII. 6sszetétel 8,05 3,97
VIII. osszetétel 531 2,36

IX. Osszetétel 7,45 4,32

X. Osszetétel 6,57 3,97

XI. gsszetétel 5,29 1,40

13. tablazat. A P. coronarius tartalmu 6sszetételek kiilonb6zdségi faktorai.

Készitmények Kiilonbozdségi faktor (f1)
VI. vs. VII. 6,87
VI. vs. VIII. 31,40
VI. vs. IX. 2,98
VI. vs. X. 14,44
VI. vs. XI. 24,02
VII. vs. VIII. 36,11
VII. vs. IX. 9,65
VII. vs. X. 20,32
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VII. vs. XI. 29,24
VIII. vs. IX. 29,29
VIII. vs. X. 24,71
VIII. vs. XI. 9,71
IX. vs. X. 11,81
IX. vs. XI. 21,68
X. vs. XI. 11,19

5.14. P. coronarius tartalmu osszetételek textira analizise

A formulalt készitmények textarajat a Brookfield CT3 Textura Analizalo késziilék segitségével
vizsgaltam meg. A maximalis kompresszids erd, mely ahhoz volt sziikséges, hogy a cilinder
behatoljon a kendcsbe a 24. abran lathato. A P. coronarius-t tartalmazé kendcsok vizsgalata
soran a Tefose 63-at tartalmazokhoz (VII; X. Osszetétel) volt sziikség a legnagyobb

kompresszids erdre, mig a leglagyabb textirdja a Sedefos 75 tartalmti formulacidknak volt

(VIII; XI. dsszetétel).

200,

150

100

50,

Maximum kompresszios eré (mN)

24. abra. A P. coronarius-t tartalmazo készitmények textura analizise. Az abran prezentalt eredmények 3 mérés

atlagai + SD. A statisztikai elemzés ANOVA és T-proba segitségével tortént. * szignifikans kiilonbséget jeldl

p<0,05-nél.
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5.15. A P. coronarius tartalmi kenécsosszetételek citotoxicitasa

A kendcesok citotoxicitdsanak vizsgalatdhoz Franz diffiizids cellabol, 6 6rdn at tartd inkubéciot
kdovetden vettem mintat, ahol a kioldokézeg pH=5,5 kémhatast puffer volt. Az eredmények
alapjan ebben az esetben is elmondhat6, hogy a kendcsok biztonsdgosan alkalmazhatdak, a
sejteletképesség 70% f0lott van az Osszes tesztoldat esetében. A legjobb tulélési aranyt az SP50
cukorésztert tartalmazo, III. Osszetétel produkalta. Az eredmények a 25. abran talalhat6ak

Osszefoglalva.

1 50 - *hkk

(%)

re

1004

épesség

-

504

Sejtéletk

25. abra. P. coronarius tartalmu kenécsok MTT tesztje. Az eredmények 6 parhuzamos mérés atlagai = SD. Az
eredmények Osszehasonlitasat egyutas ANOVA és T-proba segitségével végeztiik el. **** szignifikans

kiilonbséget jelol p<0,0001-nél.
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6. Megbeszélés

6.1. A BGP-15-tel kapcsolatos kisérletek eredményeinek megbeszélése

A BGP-15 gyogyszerjelolt farmakon kivételes tulajdonsagai miatt intenziv kutatas targyat
képezi, azonban a hatéanyaggal kapcsolatos jelenlegi ismereteink hianyosak. A BGP-15
lehetséges gyulladascsokkentd hatdsa gyakran targyalt felvetés kiilonbozd tanulmanyokban
[67,151], am mégis alulkutatott teriilet, csakugy, mint a hatdéanyag lokalis alkalmazasa. A BGP-
15-bél jelenleg nem all rendelkezésiinkre kiilséleges gyogyszerforma, holott a hatéanyag
kiilonb6z6 indikacidkban (pl. fényvédelem, gyulladéas) torténd helyi alkalmazdséban szamos

lehet6ség rejlik [67,69,151].

Kisérletes munkam elsé szakaszaban kiilonb6z6 O/V tipusu emulzids kendcsoket formulaltam
BGP-15 felhasznalasaval, kiilonb6zé emulgensek és penetraciofokozo segédanyagok
inkorporalasaval, majd ezeket a készitményeket gyogyszerforma vizsgalatoknak vetettem ala,
mint példaul a textara analizis és az in vitro hatéanyag felszabadulas. A textara analizis soran
bebizonyosodott, hogy a készitmények megfeleld konzisztenciaval rendelkeznek, a
cukorésztereket tartalmazo készitmények keményebb allaguak. Az in vitro hatdanyag
felszabadulast Franz diffuzios cella segitségével vizsgalatam, majd ennek eredménye alapjan
kerlilt kivalasztasra az a harom Gsszetétel (III;IV;V. 6sszetétel) amelyek a legjobb hatéanyag

felszabadulasi profilt mutattak tovabbi kutatasok elvégzése céljabol.

A fent emlitett kisérletekkel parhuzamosan a kendcsok és a kivalasztott segédanyagok
biokompatibilitasi vizsgalata zajlott. A citotoxicitasi vizsgalatokat HaCaT sejtvonalon
végeztem el. Az MTT teszt soran az Osszetételekhez kivalasztott segédanyagok az alkalmazott
koncentraci6 tartomanyban ¢és a formulaciok is biztonsdgosan alkalmazhatoak, jol toleralhatok

voltak.

A BGP-15 kendcsok gyulladdscsokkentd hatasat C57BL/6J egereken vizsgaltam fiilodéma
teszttel. A kisérlet soran az egerek fiilén lokalis gyulladast indukaltam AITC-oldattal, és a fiil
vastagsagat a kisérlet teljes idOtartama alatt monitoroztam. Az egerek fiilét a BGP-15 tartalmu
kendesokkel, hatbanyagmentes kendesokkel, illetve BGP-15 vizes oldattal premedikaltam. A
kisérlet sordn a hatéanyagot tartalmazd kendcsok jelentésen csokkentették vagy
megakadalyoztak a gyulladas kialakulasat, mig azokban az esetekben, amikor az allatokat olyan
készitményekkel kezeltem, amelyek nem tartalmaztak BGP-15-6t, a gyulladas szinte
ugyanolyan mértékben indukélodott, mint amikor a fiilet csak a pozitiv kontrollal

(gyulladaskeltod szerrel (AITC)) kezeltem. A legjobb eredményt a IV. Osszetétel, az SP70-et
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tartalmazé formulacio érte el. Ebbé] arra kovetkeztethetiink, hogy a BGP-15 kendcs formajaban
az elokezelés soran penetrdlni tudott az allat borébe, megakadalyozva a lokalis gyulladés
kialakulasat. Ezzel szemben vizes oldat formdjaban nem tudott a borbe penetralni, igy ott a

gyulladas kialakult.

A BGP-15 antioxidédns tulajdonsagait - mint a gyulladdscsokkentd hatas Iehetséges
magyarazatat - HaCaT sejtvonalon végzett SOD-teszttel vizsgaltam. Az eredmények azt
mutatjak, hogy a hatéanyag nem volt képes megvédeni a sejteket az UV-sugarzas okozta
oxidativ stresszt6l, a SOD enzim szintje ugyanugy csokkent, mint abban az esetben, amikor a
sejtek csupan PBS-sel voltak kezelve. Az antioxidans tulajdonsag vizsgalatat a teljes
antioxidans kapacitas meghatarozasaval (TAC) is kiegészitettiik, de szignifikans valtozas nem
volt kimutathatd egyik Osszetétel esetében sem. Eredményeink hasonloak Siimegi és
munkatarsainak eredményeihez, akik mas modszerekkel probaltak vizsgalni a hatdanyag
esetleges antioxidans hatasat, de Ok is arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hatéanyag, bar

gatolja a mitokondrialis ROS-termel6dést, antioxidans hatassal nem rendelkezik [151].

A BGP-15 gyulladascsokkentd hatasanak masik lehetséges magyardzataként luciferaz
vizsgalatot végeztiink. A kisérletben a BGP-15 gyulladascsokkent6 hatasat Raw 264.7 sejteken
makrofagok LPS indukalta NF-kp valaszat szignifikdnsan mérsékelni vagy gatolni, igy

feltehetden a hatdanyag a gyulladascsokkentd hatasat mas Gtvonalon fejti ki.

Eredményeink megerésitik azokat a feltételezéseket, melyek szerint a BGP-15 lokalisan
alkalmazva gyulladascsokkent6 hatassal bir, azonban a hatas pontos mechanizmusa tovabbra is
tisztazatlan, viszont néhany lehetséges magyarazatot ki tudtunk zarni. A szakirodalomban a
BGP-15 potencialis gyulladascsokkent6 tulajdonsagat a farmakon PARP-gatldo hatasanak
tulajdonitjak. A PARP-gatlok képesek megvédeni a sejteket a ROS 4ltal kivaltott sériilésektol.
A sejtek ROS-termelése gyulladasos folyamatokat képes indukalni [152,153]. Ezen tilmenden
a BGP-15 képes megvédeni a mitokondriumokat a ROS altal kivaltott karosodasoktol azaltal,
hogy csokkenti a mitokondrialis ROS-termelést [151]. A BGP-15 képes csokkenteni a matrix
metalloproteindz 9 (MMP9) expresszidjat is, ami szintén lehetséges magyarazat lehet. Az
MMP9 magas szintje mitokondridlis karosodashoz vezet. A BGP-15 blokkolja a JNK-t is,
amely egy gyulladasos citokin [154-156].

A kendcsok Osszetétele és a megfeleld penetraciofokozok kivalasztdsa nemcsak a formulalas,

de a penetracio és a biohasznosulas szempontjabol is fontos tényezd. A kendcsok Osszetételének
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meghatarozasakor igyekeztiink olyan készitményeket 1étrehozni, amelyek a legmegfelel6bb
segédanyagokat tartalmazzak a BGP-15 lehet6 legjobb biohasznosulasanak elérése érdekében.
A szakirodalom alapjan a cukorészterek (SP50, SP70, PS750) ¢és a Transcutol jo
penetraciéfokozo tulajdonsaguk révén képesek szamos hatdéanyag hatdsanak fokozasara
[37,38]. A Cremophor és szarmazékai azonban nem bizonyultak a legjobb valasztisnak,
Malingré €s munkatarsai a paclitaxelt vizsgaltak, és arra a kdvetkeztetésre jutottak kisérleteik
alapjan, hogy a Cremophor hasznalata korlatozta a hatéanyag felszivodasat [157]. A mi
tapasztalataink hasonloak voltak, a Franz difftzios vizsgalatban a II. Gsszetétel (amely
Cremophort tartalmaz) produlalta a legrosszabb eredményeket. A Labrasol és az IPM el6nyos
kombinaci6é lehet, mivel Okur és munkatarsai azt talaltdk, hogy ndvelheti a naproxen
permeacios sebességét a boron keresztiili gyogyszerbevitelben [158]. Azonban a Labrasol sem
bizonyul mindig a megfelel6 feliiletaktiv anyagnak. Shafiq és munkatérsai tanulmanyukban a
ramiprilt vizsgéltdk, és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Labrasol nem megfeleld
feliiletaktiv anyag a gyogyszerfelszivodas fokozasara [159]. Esetiinkben a cukorészterek €s a
Transcutol kombinacidja bizonyult a legjobb valasztdsnak a Franz-diffizidos eredmények

alapjan, és ezek a készitmények az allatkisérletben is figyelemre méltd eredményeket értek el.

6.2. A kozonséges jezsamennel kapcsolatos kisérletek eredményeinek megbeszélése

Kisérleti munkam masodik szakaszaban a Philadelphus coronarius L., magyar nevén
kozonséges jezsament, a tudomdnyosan kevéssé tanulmanyozott gydgyndvényt vizsgaltam.
Népgyogyaszatban torténd alkalmazasa soran szamos jotékony [160] hatasat felfedezték,
tobbek kozott gyulladascsokkentd [161] és antimikrobialis tulajdonsagaira figyeltek fel,
gyakran alkalmaztak ndgyogyaszati korképek kezelésére [122]. Ujdonsagként a névény levelét
¢s viragat is felhasznaltam kutatasomban, melyekbdl kivonat késziilt, majd liofilizalt extraktum,
melynek lehetséges hatasait vizsgaltam. Mindemellett az antioxidans kapacitas kiillonb6zo
modszerekkel keriilt tanulmanyozasra, és a gydgyndvénybdl kiilonbozd kendcsodsszetételeket

fejlesztettem.

A természetes eredetli készitmények esetében a meghatarozott hatdanyagtartalom, a stabilitas
¢s a konnyi feldolgozhatosag fontos szempont. E célbol liofilizalt terméket allitottunk eld a
kivonatokbol, hiszen ebben a formaban a hatbanyagok stabilabbak és konnyen feldolgozhatok.
A liofilizalt extraktumok eléallitasa a szakirodalom szerint egyediilallo a jezsamen esetében,
mivel a legtobb tanulmany csak a kivonatat vizsgalta [74,122,161] , amely tartalmaz szerves
oldoszert, pl. etanolt, metanolt, ez befolydsolhatja a biztonsdgossagot ¢és téves

kovetkeztetésekre vezethet.
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Vizsgalatunk részeként a P. coronarius levelének és viraganak antioxidans aktivitasat, valamint
a teljes polifenol- és flavonoid tartalmat is meghataroztuk. A polifenolok fontos metabolitok,
erds antioxidadnsok, amelyek képesek megvédeni az UV-sugarzastol, és gyulladascsokkentd
hatasuk is van [162,163]. A flavonoidok antimikrobialis hatéanyagként, antioxidansként
ismertek ¢és gyulladascsokkentd hatassal is birnak [164,165]. A vizsgalatainkban a P.
coronarius viraga szignifikansan jobb antioxidans kapacitast mutatott ABTS és CUPRAC
vizsgalatokkal, azonban a DPPH ¢és FRAP modszerekkel nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget. Csak az ABTS és CUPRAC vizsgalat eredményei kiilonboztek szignifikansan a
levél és a virag esetében, ennek {6 oka feltehetéen az, hogy a viragbol tobb bioaktiv komponens
volt azonosithatd, mint a levélbdl. A galluszsav és a kvercetin két jol ismert, kivald és erds
antioxidans vegyiilet, védelmet nyujtanak az oxidativ stresszel szemben [166-169]. Ez a két
vegyiilet csak a viragban volt kimutathato, ami megmagyarazza a jobb antioxidans kapacitast.
A kiilonboz6 antioxiddns aktivitast meghatarozd moédszerek kiillonb6zé mechanizmusokon
alapulnak és eltér6 érzékenységgel rendelkeznek [170,171], ami megmagyarazza, hogy miért
nem kaptunk szignifikansan kiilonb6z6 eredményeket a levél és a virag antioxidans kapacitasa
kozott minden modszerrel. Ezért ajanlott az antioxidans kapacitast kiilonb6z6 modszerekkel

vizsgalni.

A szakirodalomban fellelhetd informaciok alapjan a P. coronarius antimikrobialis
tulajdonsagokkal rendelkezik. Egy korabbi tanulmanyban mikrodiltciés modszerrel vizsgaltak
Gram-pozitiv és negativ baktériumokra Kifejtett hatasat. A kivonat erds antibakterialis hatassal
rendelkezett a vizsgalatban szerepld tobbi gydgynovény Kivonataval sszehasonlitva [122].
Kisérletsorozatunkban a liofilizalt virag ¢és levél Kivonat antibakterialis tulajdonsagait
vizsgaltuk, kiegészitve antifungalis hatdsanak vizsgalataval. A mikrodilucids kisérletiinkben a
virag csokkentette az E. coli életképességét, a levél pedig a S. aureus és az E. coli sejtek
¢letképességét. Tovabbi, pontosabb informaciokért az antimikrobidlis vizsgalatokat in vitro
time Kill teszttel egészitettiik ki, ahol a levél és a virdg hatasat monitoroztuk a mikrobak
novekedésére az idoben. A S. aureus és a C. albicans novekedését a levél késleltette, mig a
virdg nem eredményezett semmilyen valtozast. Ezek az eredmények azonban nincsenek
Osszhangban a mikrodilucié soran tapasztaltakkal. A két modszer koziil a time kill tesztet

pontosabbnak tartjak, mivel az id6t, mint fontos tényezdt is figyelembe veszi a kisérlet soran.

A liofilizalt kivonatok gyulladascsdkkentd hatasat HaCaT sejteken vizsgaltuk. Az eredmények
azt mutatjak, hogy sem a virdggal, sem a levéllel torténd elOkezelés nem csokkentette

szignifikdnsan az IL-4 szintjét, annak ellenére, hogy a Hydrangeaceaec fajok

60



gyulladascsokkentd hatasat mar korabban is tesztelték. Dilshara és munkatarsai azt vizsgaltak,
hogy a H. macrophylla levél kivonatanak van-e gyulladascsokkenté hatasa [161].
Megfigyelték, hogy a kivonat elnyomta néhany pro-inflammatorikus citokin pl. NO
expressziojat. PGE2, TNFa. Tovabba Nakamura és munkatarsai megallapitottak, hogy a H.
macrophylla csokkentette az IL-6 mRNS expressziojat [73].

A jol megvalasztott segédanyagok a topikalis formulaciok szamos tulajdonsagat
befolyasolhatjak, a bioldgiai hasznosulas novelésével a készitmény hatdsat fokozhatjak
[172,173]. A kendcs Osszetételek meghatarozasakor a segédanyagokat ugy valasztottuk ki,
hogy a hatdanyagok legjobb potencialis biologiai hasznosuldsat érjiik el. Csizmazia és
munkatarsai publikacioja szerint a cukorészterek, mint példaul az SP70, képesek fokozni a

hatéanyagok pl. az ibuprofén penetracidjat és hatasat [174].

Hasonl6 informéaciok lelhetdk fel a Tefose 63-mal kapcsolatban is, Abd-Elsalam és munkatarsai
vizsgalataban a Tefose 63 javitotta a vorikonazol biologiai hozzaférhetdségét és hatasat [44].
Ezt a mi in vitro hatdéanyag felszabadulasi vizsgalataink is megerésitették. A IX. dsszetétel
(SP70) produkalta a legjobb eredményeket, amelyet szorosan kovetett a VII; X (Tefose 63) és
VI. osszetétel (SP70). A legalacsonyabb felszabadulasi rata a VIII. és XI. Osszetételhez
(Sedefos 75) tartozik. Azok a készitmények, amelyek emulgensként Tefose 63-at vagy SP70-
et tartalmaztak, végiil jobb hatéanyag felszabadulasi profillal rendelkeztek, ami a hatdanyagok

jobb biohasznosulasahoz vezethet.

A feliiletaktiv anyagok és penetraciofokozok alkalmazasa befolyasolhatja a kiilonb6z6 topikalis
készitmények biokompatibilitasat, ezért a készitmény biztonsdgossagat minden esetben
ellendrizni kell. A citotoxicitasi vizsgalatokat MTT teszttel végeztem el. Az eredmények
alapjan a P. coronarius levele és viraga, valamint a kendcs Osszetételek biztonsagosak voltak.
A sejtek ¢életképességének értéke minden esetben 70% feletti volt, ami megfelel az ISO 10993-
5 ajanlasoknak.

Mind a gydgyszeripari, mind a kozmetikai termékek esetében fontos tényezd a beteg
compliance. A készitménynek a lehet6 leginkabb beteg baratnak kell lennie, és a készitmény
alkalmazasaval kapcsolatos kellemetlenségeket minimalisra kell csokkenteni [175,176]. A
kendcsok esetében a textlra fontos tényezo a beteg egyiittmiikddés, compliance szempontjabol.
Ezt figyelembe véve O/V emulzios tipustu kendcsot valasztottunk gyogyszerformanak, mivel
ez népszerii és kedvelt a betegek korében a lagyabb konzisztencidja miatt, valamint azért mert

felkenés utan nem hagy zsiros foltot. A textura analizis soran a VII. és X. dsszetétel bizonyult
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a legkeményebb allagiinak (mindketté Tefose 63-at tartalmazott), mig a VIII. és XI. dsszetétel

volt a leglagyabb (mindkett6 Sedefos 75-6t tartalmazott), de minden Osszetétel kdnnyen

kenhetd és alkalmazhato6 volt.

6.3. Uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

A kisérletes munkam soran elért, uj tudomanyos eredmények:

A BGP-15-bdl O/V tipusu emulzios kendcsoket formulaltam, az dsszetételek kozil a
cukorészter tartalmuak bizonyultak hatdéanyag leadds szempontjabol a legjobbnak,
melyet a Franz diffizids vizsgalat és az allatkisérlet is alatdmaszt

A formulaci6 soran felhasznalt segédanyagok citotoxicitasanak vizsgalataval igazoltam
azok biztonsagossagat, mely az ISO 10993-5 ajanlasainak megfelel

A BGP-15 ken6esok gyulladascsokkentd hatasat in vivo allatkisérletben igazoltam

A Philadelphus coronarius gyogyndvény levelébdl és viragabdl liofilezett extraktumot
készitettiink, a jobb feldolgozhatdsag és stabilitds érdekében, ez egyediilalld a
novénnyel kapcsolatos szakirodalomban

A novény levelének ¢és virdganak komponenseit azonositottuk, hatéanyagtartalmat
meghatéaroztuk

A gyogyndvény antioxidans kapacitasat megvizsgaltuk, melynek soran kideriilt, hogy a
virag jobb antioxidans tulajdonsdgokkal bir, mint a levél, ezt a CUPRAC és az ABTS
antioxidans teszt is aldtdmasztja

A liofilizalt extraktumok antimikrobialis hatasanak vizsgalata soran a levél lassitotta a
C. albicans és S. aureus szaporodasat

A liofilizalt extraktumok felhasznalasaval O/V tipust emulzids kenécsok formulaltam,
melyek koziil a legjobbnak a cukorészter SP70 és a Tefose 63 tartalmu bizonyult, ezt a
Franz diffazios vizsgalat alatamasztja

A formulalashoz felhasznalt segédanyagok és a készitmények -citotoxicitasanak
vizsgalataval igazoltam azok biztonsagossagat, mely megfelel az 1SO 10993-5

ajanlasanak
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7. Osszefoglalas

Kisérletes munkam soran két, eltérd természeti hatdanyagot valasztottam kutatdsom
témajahoz, egy jelenleg klinikai vizsgalat alatt 4ll6 gyogyszerjelolt farmakont, a BGP-15-6t €s
a gyogynovényt, a tudomanyos korokben kevéssé vizsgilt, am a népgyogyaszatban
eloszeretettel alkalmazott Philadelphus coronariust, a kozonséges jezsament. A kutatasom
soran mindkét hatéoanyagbol O/V tipusit emulzids kendcsoket formuldltam és a megfeleld
biohasznosulas elérése érdekében kiilonb6z6é emulgenseket és  penetraciofokozo
segédanyagokat adtam az Osszetételekhez. A biokompatibilitist, a segédanyagok ¢s a
készitmények biztonsagos alkalmazhatosagat -mely a megfeleld beteg compliance egyik fontos

szempontja- vizsgalva kertiltek az ken6csosszetételek meghatarozasra.

A hatéanyagok hatasainak vizsgalatara is nagy hangsulyt fektettem, hiszen nagy
ujdonsagértékkel birnak. A BGP-15 hatésai jelenleg is intenziv kutatasok targyat képezik. A
jezsamennel kapcsolatban ugyan a népgyogyaszat révén rendelkezésre allnak tapasztalati uton

szerzett informacidk, &m ezek tudomanyos megalapozottsaga sok esetben hianyos.

A BGP-15-tel kapcsolatos kutatdsom sordan a farmakonbdl kendcsoket formulaltam, majd
ezeket a kendcsoket kiilonbozd vizsgalatoknak vetettem ala: textdra analizis, Franz diffizios
vizsgalat. A kendcsokbdl tobb valtozatot formulaltam az emulgensek valtoztatasaval. A textura
analizis sordn a legkeményebb konzisztenciat az SP70 tartalma formulaci6 mutatta, mig a
leglagyabbat a Labrasol tartalmi. A Franz diffzios vizsgéalat sordn a legjobb hatéanyag
felszabadulési profilja a cukorészter tartalmu (SP50, SP70, PS750) készitményeknek volt, igy
a kutatast ezekkel az dsszetételekkel folytattam. A biokompatibilitasi vizsgalatok a felhasznalt
segédanyagok és a kendcsosszetételek biztonsagosan alkalmazhatonak bizonyultak. A BGP-15
gyulladascsokkentd hatdsat in vivo allatkisérletben igazoltam, melynek sordn egereken
végeztem flilodéma tesztet. A vizsgalat soran a BGP-15-6t tartalmaz6 kendcsok szignifikansan
csokkentették a fiilvastagsadgot, azaz gatoltak lokalis gyulladds kialakulasat. A farmakon
hatdsmechanizmusara vonatkozoan luciferaz vizsgalatot végeztiink, melynek eredménye arra
engedett kovetkeztetni, hogy a BGP-15 nem gatolja az NF-xB utvonalat, mas mddon fejti ki

hatasat. Az antioxidans vizsgalatok soran a BGP-15 nem mutatott antioxidans tulajdonsagokat.

A Philadelphus coronariussal kapcsolatos kisérleteim soran a ndvény levelébdl €s viragabol
kivonat, majd liofilezett termék kertilt eldallitasra. A kivonatok komponenseit azonositottuk, a
hatéanyagtartalmat meghataroztuk. Az antioxiddns kapacitast tobb teszttel is vizsgaltuk,

melynek soran igazoltuk, hogy a gyogyndvény virdga jobb antioxidans aktivitassal bir, mint a
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levele. Az antimikrobialis vizsgéalatban bizonyitottuk, hogy a liofilizalt levél extraktum a C.
albicans és a S. aureus szaporodasat lassitotta. Az ELISA teszt soran sem a levél, sem a virag
nem csokkentette a gyulladt sejtek IL-4 expressziojat, igy a gyulladascsokkentd hatést kizartuk.
A liofilizalt extraktumok felhasznalasaval kiilonbozé O/V tipusi emulzidés kendesoket
formulaltam ¢és gyogyszerforma vizsgéalatokat végezetem. A textura analizis soran a
legkeményebb konzisztenciaja a Tefose 63-at, mig a leglagyabb textaraja a Sedefos 75 tartalmu
formulacidknak volt. A Franz diffuziés vizsgalat sordn a legjobb hatéanyag felszabadulési
profilja az SP70 és Tefose 63 tartalmu készitményeknek volt. A biokompatibilitasi vizsgalatok
soran a felhasznalt segédanyagok és a kendcsoOsszetételek biztonsdgosan alkalmazhatonak

bizonyultak.
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8. Summary

In my experimental work two active substances were selected, a drug candidate pharmacon,
BGP-15, currently under clinical trial and Philadelphus coronarius L., a popular and

widespread, but scientifically less-investigated herb.

In my research, O/W emulsion ointments were formulated from both active ingredients and
different emulsifiers and penetration enhancer excipients were added to the formulations to
achieve proper bioavailability. The ointment compositions were formulated to assess
biocompatibility, excipients and safe administration of the formulations, which is an important

aspect of adequate patient compliance.

The effects of the active ingredients were in the focus as well as they have a high novelty value.
The effects of BGP-15 are currently the subject of intensive researches. Although empirical
information about P. coronarius is available based on folk medicine, the scientific base is often

incomplete.

In my research with BGP-15, ointments were formulated from the pharmacon and subjected
these ointments to various tests: texture analysis, Franz diffusion study. Several versions of the
ointments were prepared by changing the emulsifiers. In the texture analysis, the formulation
containing SP70 had the hardest consistency, while the one containing Labrasol had the softest
consistency. In Franz diffusion study, the formulations containing sucrose esters (SP50, SP70,
PS750) had the best drug release profile, so the research was continued with these formulations.
The biocompatibility studies showed that the excipients and the ointment compositions were
safe and well-tolerated. Anti-inflammatory effect of BGP-15 was tested in vivo in animal
studies using mice in ear oedema test. In this study, those ointments, which contained BGP-15
significantly reduced ear thickness, thus inhibited the development of local inflammation.
Luciferase assay was performed to investigate the mechanism of action of the pharmacon, the
results suggested that BGP-15 does not inhibit the NF-xB pathway. In antioxidant assays, BGP-

15 did not show antioxidant properties.

In my experiments with Philadelphus coronarius, an extract of the leaves and flowers of the
plant was prepared, followed by a lyophilization to gain a solid, stable, water soluble product.
The constituents of the extracts were identified and the bioactive compound content was
determined. The antioxidant capacity was tested by several assays, demonstrating that the
flower of the herb has better antioxidant activity than the leaf. In the antimicrobial assay, it was

demonstrated that the lyophilized leaf extract inhibited the growth of C. albicans and S. aureus.
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In the ELISA test, neither the leaf nor the flower reduced IL-4 expression in inflamed cells, so

an anti-inflammatory effect of the herb was excluded.

Using the lyophilized extracts, different O/V type emulsion ointments were formulated and
dosage form studies were performed. In the texture analysis, those formulations, which
contained Tefose 63 had the hardest consistency and those ones, which contained Sedefos 75
had the softest texture. In the Franz diffusion study, the formulations containing SP70 and
Tefose 63 had the best drug release profile. In biocompatibility studies, the excipients and the

ointment compositions were safe and well-tolerated by the cells.
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10. Roviditésjegyzék

ABTS 2,20-azinobisz-(3-etil-benzotiazolin-6-szulfonsav)
AITC allil-izotiocianat, gyulladaskelt6 anyag
AKT Protein-kinaz B, szerin/treonin specifikus protein kinazok gytijténeve
ANOVA Variancia analizis (Analysis of Variance)
BGP-15 (N'-(2-hidroxi-3-(piperidin- 1 -il)propoxi)-3-piridin-karboximidamid)
C. albicans Candida albicans, sarjadzogomba
C57BL/6 egerek | Csiramentes, beltenyésztett egér
Caco-2 Colon carcinoma sejtvonal
CO; szén-dioxid

Rézion redukalasan alapul6 antioxidéans kapacitas (Cupric Reducing
CUPRAC Antioxidant Capacity)

Dulbecco's modified Eagle's medium, sejttenyésztéshez hasznalt
DMEM tapfolyadék
DPPH 1,1-difenil-2-pikrilhidrazil gyok megkotésén alapuld antioxidans mérés
DW Szarazanyag (Dry Weight)
E. coli Escherichia coli, Gram negativ baktérium
EDTA Etilén-diamin-tetraecetsav

Enzimhez kapcsolt immunoszorbens proba (Enzyme Linked
ELISA Immunosorbent Assay)
FoNo VIII. Formulae Normales VIII; Szabalyos Vénymintak VIII.

Vas redukalo képességen alapuld antioxidans mérés (Ferric-Reducing
FRAP Antioxidant Power)
GAE Galluszsav ekvivalens
GSK-3 Glikogén szintaz kindz 3

Human keratinocyta sejtvonal (Human adult skin keratinocytes, low
HaCaT Ca2" elevated Temperature)

Human epithelialis méhnyak adenokarcindma sejtvonal (Az elnevezés
HelLa Henrietta Lacks nevébdl szarmazik)

Ikerionos szulfonsav-pufferanyag (4-(2-hidroxi-etil)-1-piperazin-
HEPES etanszulfonsav)
HLB Hidrofil-lipofil egyenstily
H20; Hidrogén-peroxid

Nagy teljesitményli folyadékkromatografia (High Performance Liquid
HPLC Chromatography)
HSF-1 Hosokk faktor-1
HSP Heat shock protein, hdsokk fehérje
IL-10 Interleukin 10
IL-1B Interleukin-1p
IL-4 Interleukin-4
IL-6 Interleukin 6
INT 2-p-jodfenil-3-p-nitrofenil-tetrazolium-klorid
IPM Izopropil-mirisztat

Nemzetkozi Szabvanyligyi Szervezet (International Organization for
ISO Standardization)
JNK Jun N-terminal kinaz
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LDH Laktat-dehidrogenaz

LPS Lipopoliszacharid

MRNS messenger RNS, hirvivé RNS

MTT 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid
NAD Nikotinamid-adenin-dinukleotid

NF-«xB Nuklearis faktor-kappa B

NO Nitrogén-oxid

o Olaj a vizben

P. coronarius

Philadelphus coronarius, kozonséges jezsamen

PARP

poli-ADP-rib6z-polimeraz

PBS Phosphate buffered saline (foszfat pufferelt sdooldat)
PCOS Policisztds ovarium szindroma

PG Propilén-glikol

PGE Prosztaglandin

Ph. Hg. VIII. Pharmacopoeia Hungarica VIII; VIII. Magyar Gyogyszerkonyv
PS750 cukorészter PS750, nem ionos emulgens

QE Kvercetin ekvivalens

Rac 1 Rho GTP-az fehérje

Raw 264.7 Egér makrofag eredetli sejtvonal

RNS Reaktiv nitrogén gyokok

ROS Reaktiv oxigén gyokok

RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institute 1640 tapfolyadék

S. aureus Staphylococcus aureus, Gram pozitiv baktérium

SC Stratum corneum, szaruréteg

SD Szo6ras (Standard Deviation)

SOD szuperoxid-dizmutaz

SP50 cukorészter SP50, nem ionos emulgens

SP70 cukorészter SP70, nem ionos emulgens

TAC Teljes antioxidans kapacitds, 0ssz-antioxidans kapacités
TE Trolox ekvivalens

TNF-a Tumor nekrézis faktor-o

TX-100 Triton-X-100, pozitiv kontroll

UV-B sugarzas

Ultraibolya-B sugarzas
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koncentraciokban LPS indukalta Raw264.7 sejteken. (Sajat abra)

17. abra: A BGP-15 tartalmu kendcsok in vivo tesztelése. (Sajat abra)

18. abra: Fiilvastagsag a kisérlet 10. percében. (Sajat dbra)
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19. abra
abra)

20. abra
21. abra
22. abra
23. abra
24. abra

25. abra

: BGP-15-tel elokezelt HaCaT sejtek SOD aktivitdsa UV-B sugérzast kovetden. (Sajat

: BGP-15 tartalmu kendcsok 6ssz-antioxidans kapacitasa (TAC). (Sajat abra)

: A time-kill vizsgalat eredményei. (Sajat abra)

: A P. coronarius levél és virag hatasa a sejtek IL-4 termelédésére. (Sajat abra)
: A P. coronarius tartalmt ken6csok Franz diffuzios vizsgalata. (Sajat abra)

: A P. coronarius-t tartalmazo6 készitmények textara analizise. (Sajat abra)

: P. coronarius tartalma ken6csok MTT tesztje. (Sajat abra)
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12. Tablazatok jegyzéke

1. tablazat: A BGP-15 f6 hatasainak 0sszefoglaldsa terapias dozissal. (Sajat tablazat)
2. tablazat: A felhasznalt tenzidek kémiai neve és HLB értékiik. (Sajat tablazat)

3. tablazat: A kendcsok Osszetétele. (Sajat tablazat)

4. tablazat: BGP-15 tartalmu kendcsok textara analizisének statisztikai eredményei, p értékek

¢s szignifikancia. (Sajat tablazat)

5. tablazat: Az egyes Osszetételekhez kiszamitott felszabaduldsi rata (k) és diffuzios

koefficiens (D) értékek. (Sajat tablazat)

6. tablazat: A BGP-15 tartalmu készitmények kiilonboz6ségi faktorai. (Sajat tablazat)
7. tablazat: P. coronarius levél extraktum bioaktiv vegyiilettartalma. (Sajat tablazat)
8. tablazat: P. coronarius virag extraktum bioaktiv vegyiilettartalma. (Sajat tablazat)
9. tablazat: A P. coronarius antioxidans aktivitasa. (Sajat tablazat)

10. tablazat: A P. coronarius teljes polifenol és flavonoid tartalma. (Sajat tablazat)

11. tablazat: A P. coronarius antimikrobidlis aktivitdsa mikrodilticiés modszerrel (Sajat

tablazat)

12. tablazat: Az egyes Osszetételekhez kiszamitott felszabadulasi rata (k) és diffuzios

koefficiens (D) értékek. (Sajat tablazat)

13. tablazat: A P. coronarius tartalmu osszetételek kiillonbozéségi faktorai. (Sajat tablazat)
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13. Targyszavak

BGP-15, Philadelphus coronarius, penetracié fokozd, biokompatibilitds, biohasznosulas,

kendcs, gyulladacsokkentd, HaCaT sejtvonal, antioxidans, antimikrobialis

14. Keywords

BGP-15, Philadelphus coronarius, penetration enhancer, biocompatibility, bioavailability,

ointment, anti-inflammatory, HaCaT cell line, antioxidant, antimicrobial
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15. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék halas koszonetet mondani témavezetémnek, Prof. Dr. Bacskay Ildikonak, 6nzetlen
segitségéért, tamogatasaért, aldozatos munkajaért, a szakmai irdnymutatdsaért ¢&s

példamutatasaért az élet minden teriiletén.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Vecsernyés Miklos Dékan Urnak, hogy lehetdséget biztositott

kutatasaim elvégzésére a Gyogyszertechnologiai Tanszéken.

Halaval tartozom Dr. Kosa Doranak a hosszu évek ota tartd hii baratsagaért, szeretetéért és

rendiiletlen tAmogatasaért. Koszonom tovabba Dr. Haimhoffer Adamnak baréti tamogatasat.

Halasan koszonom kollégaimnak, a Gyogyszertechnologiai Tanszék munkatarsainak Dr. Fehér
Pélmanak, Dr. Ujhelyi Zoltannak, Dr. Fenyvesi Ferencnek, Dr. Véradi Juditnak, Sz4szné Dr.
Réti-Nagy Katalinnak, Dr. Vasvari Gabornak, Dr. Jozsa Lizanak, Dr. Nemes Danielnek, Dr.
Sinka Davidnak, Dr. Rusznyak Agnesnek, Dr. Arany Petranak, Pardi Sandornénak, Horanyiné
Korei Marianak, Szilagyi Erikanak, Gulyas Evanak, hogy segitették munkamat. Koszoném
tovabba Vaszily Maridnak, Lakatos Szilvidnak, Antalné Sipos Szilvidnak és Batoriné Pataki
Brigittanak a tdmogatast. Koszondm Dr. Lekli Istvannak és Dr. Gyongydsi Alexandranak a

kutatasban nyujtott segitségiiket és tamogatasukat.

Szeretném megkdszonni kutatopartnereimnek és tarsszerzéimnek a kozds munkat, mellyel
hozzajarultak kutatdsaim sikeréhez és a dolgozatom megirdsdhoz. Koszondm Prof. Dr. Vigh
Laszlonak, Dr. Gombos Imrének, Dr. Marton Annamaridnak és Dukic Barbaranak a Szegedi
Biologiai Kozpont munkatarsainak, Dr. Jurca Tiindének és Dr. Pallag Annamarianak a
Nagyvéaradi Egyetem munkatarsainak, tovabba Dr. Szentesi Péternek az Elettani Intézet
munkatarsanak és Dr. Toth Zoltannak, az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet kutatdjanak a

segitséget.

Koszon6m a tutoraimnak, Prof. Dr. Vasas Gabornak és Prof. Dr. Kéki Sandornak a PhD

képzésem alatt nytjtott timogatasukat.

Ko6széném Dr. Csoma Eszternek, Prof. Dr. Tésaki Arpadnak és Prof. Dr. Gergely Lajosnak a

Doktori Iskolaért végzett faradhatatlan munkajukat.

Hélaval tartozom szeretd csaladomnak a sziintelen tamogatasukért. Koszonom testvéremnek és
sogoromnak, Laszloné Petd Timednak ¢és Laszld6 Tamasnak a szeretetet és a tdmogatast,

keresztfiamnak és unokahtigomnak, Lasz16 Boldizsarnak és Laszl6 Emmanak a feltétel nélkiili,
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Onzetlen szeretetiiket és vidamsagukat, mellyel a nehéz pillanatokban is felviditottak.
Ko6sz6ndm nagymamamnak, Szlics Jozsefnének a szeretetét és félté gondoskodasat. Végiil, de
nem utolso sorban kdszondm draga sziileimnek, hogy egész életem soran tamogatnak, biztos €s

nyugodt, szeretetteljes hatteret biztositanak nekem ¢és mindig szamithatok rajuk.
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16. Fiiggelék

A kutatas az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 ,,Debrecen Venture Catapult Program” és EFOP-
3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 palyazatok keretein beliil valosult meg.

A kisérletes munkat az Innovacidés és Technologiai Minisztérium altal meghirdetett
Témateriileti Kivalosagi Program (TKP2020-IKA-04 Big Data, Biotechnologia, Energetika,
Terapias célu fejlesztés, Vizzel kapcsolatos kutatdsok ¢€s a négy Lendiilet kutatdécsoport
tovabbfinanszirozasa é¢s TKP2021-EGA-18) tdmogatta. A TKP2020-1KA-04 szdmu projekt a
Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacidos Alapbol biztositott tdmogatassal, a 2020-4.1.1-
TKP2020 palyazati program finanszirozasaban valdsult meg. A TKP2021-EGA-18 szamu
projekt a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacids Alapbdl biztositott tdmogatassal, a

TKP2021-EGA palyazati program finanszirozasaban valosult meg.

A doktori értekezés elkészitését a GINOP-2.3.4-15-2020-00008 Komplex Egészségipari
Multidiszciplinaris Kompetencia Kozpont kialakitdsa a Debreceni Egyetemen 0j innovativ
termékek ¢€s technologiak fejlesztése érdekében ¢és a GINOP-2.3.3-15-2016-00021
,Gyogyszertechnologiai K+F fejlesztése a Debreceni Egyetemen” projekt tamogatta. A projekt
az Eurdpai Unid tdmogatasaval, az Eurdpai Regiondlis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval

valdsult meg.

A kutatds egy része a ,,Domus Hungarica Scientiarum et Artium” kutatdsi palyazattal és a

Nagyvaradi Egyetem Kutatési szerzddésének (nr. 6/2016) timogatasaval valosult meg.

A kisérletes munkat a Richter Gedeon Talentum alapitvany tdmogatta.
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