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Roviditések jegyzéke

BCS Biopharmaceutical Classification System (Biofarmaciai Osztalyozasi
Rendszer)

Caco-2 immortalizalt human kolorektalis adenokarcinoma sejtvonal

DPPH 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

EDTA ethilen-diamine-tetraaceticacid (etilén-diamin-tetraecetsav)

EGTA egtazic acid (egtazinsav)

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

HPBCD hidroxipropil-béta-ciklodextrin

HPLC High Performance Liquid Chromatography (nagy teljesitményt
folyadékkromatografia)

HPMC hidroxipropil-metil-celluloz

LC Liquid Chromatography (folyadékkromatografia)

MS Mass Spectrometry (tdmegspektrometria)

MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolium bromid

PBS Phosphate Buffered Saline (foszfat pufferelt sooldat)

PEG polietilén-glikol

PES poliéter-szulfon (membran)

Ph. Eur. European Pharmacopoeia (Europai Gyogyszerkonyv)

RNS ribonukleinsav

RPM Round Per Minute (fordulatszam percenként)

SEDDS Self Emulsifying Drug Delivery System (6nemulgedlo gydgyszerhordozo
rendszer)

SMEDDS Self Microemulsifying Drug Delivery System (6n-mikroemulgeald
gyogyszerhordozo rendszer)

SNEDDS Self Nanoemulsifying Drug Delivery System (6n-nanoemulgealo
gyogyszerhordozo rendszer)

SOD szuperoxid-dizmutaz

TEER Transepithelial Electrical Resistance (transzepithelidlis elektromos ellenallas)



1. Bevezetés

A novényi hatdéanyagok terapids felhasznaldsa egyidds az orvoslédssal, és a modern
medicina minden korszakéban jelen van. Napjainkban a szintetikus €s bioldgiai Giton eldallitott
farmakonok széles valasztéka mellett is mutatkozik igény a fitofarmakonokra, részben a
természetes gyogymodok pozitiv megitélése miatt a betegek részérdl, részben hasznalatuk

szamtalan elénye okéan.

A ndvényi hatéanyagok olcsoak és konnyen hozzaférhetok, megeldzésre €és terapiara
egyarant alkalmazhatok, a komplex hatdanyagokat tartalmazd gydgyndvények esetén

szinergista hatassal szdmolhatunk, gyakran kedvezé mellékhatas-profil mellett.

A modern, tudomanyos bizonyitékokon alapuld terapias gyakorlat azonban szdmos
elvarast tamaszt a gyogynovényekkel szemben. Az egységes, jol definialt hatéanyagtartalom és
mindségbiztositds a tradicionalisan hasznalt szaritott novényi részek esetében nem mindig
biztosithato, a fitofarmakonok fizikai-kémiai tulajdonsagai, a vizoldhatdsag, permeabilités és a

stabilitas gyakran rossz, ami elégtelen biohasznosuldshoz vezet.

Az utdbbi évtizedek gyogyszertechnoldgiai kutatasai kozott jelentds szamban talalunk
olyanokat, amelyek ezen elvarasoknak megfelelve novényi hatéanyagok biohasznosuldsanak
novelését tlztek ki célul, vagy fizikai-kémiai paramétereik befolyasolasaval, vagy modern

gyogyszerleadd rendszerekbe torténd inkorporalasuk utjan.

Doktori értekezésem témajaul két gyogyndvény biohasznosuldsdnak ndvelését
vélasztottam kiilonbozd gyogyszertechnologiai formulaciok segitségével. Az elsd esetben a
gorogszénat (Trigonella foenum-graecum) hasznaltam, mely leginkabb antidiabetikus hatasa
miatt érdemel figyelmet. A szénhidratbonté enzimek gatldsan keresztiil hipoglikémias hatast
Emellett antioxiddns, a gasztrointesztindlis rendszert ¢érintd, hepatoprotektiv ¢és
immunmodulator hatdsai is vannak. A goérdgszéna hatdéanyagainak oldhatdsaga, permeabilitasa
¢s stabilitasa valtozo. A hatdéanyagtartalomra standardizalt szaritott gorogszénamag-kivonatot
on-emulgedld gyogyszerhordozé rendszerekké formulaltam, melyeknek vizsgéltam a fizikai
paramétereit, antioxidans hatasat, felszivodasi tulajdonsagait, és kioldodasat az adagolést

megkonnyitdé kapszulakbol.

A masodik esetben mariatovis (Silybum marianum) hatdanyagéval, a szilimarinnal
végeztem kisérleteket. Ez a flavonolignan keverék szamos hatdsa mellett elsGsorban
hepatoprotektiv hatoanyagként, daganatos megbetegedések megelézésére és kezelésére
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kiegészitd terapiaként, illetve gasztrointesztinalis panaszok esetén hasznalatos. Mind a
vizoldhatdsédga, mind a felszivoddsa a vékonybélbdl rossz. Biohasznosuldsdnak ndvelését
nyujtott hatéanyag-leadasu hidrofil matrix tablettak formulalasaval noveltem, ezt a technologiat
ciklodextrinekkel képzett zarvanykomplexekkel is kombinaltam. A tablettdk fizikai
tulajdonsagait vizsgaltam, valamint a beldliik torténd hatéanyag felszabadulést kiilonb6z6 pH-
ju kozegben, igy a kioldodasi gorbéket Osszehasonlitva meghataroztam a biohasznosulas

novelésére legalkalmasabb 0sszetételt.

A természetes, novényi eredet nem feltétlentil jelent biztonsagos alkalmazhatosagot,
ezért az altalam készitett formulaciok biokompatibilitasat is szem el6tt tartva sejtéletképességi
vizsgalatokat végeztem a kisérletek soran felhasznalt Osszetételekkel és anyagokkal torténd

kezelés utan.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Gyogynovények és novényi hatéanyagok a gyégyaszatban

A gyogyndvények hasznélata egyidds az orvosldssal, archeoldgiai leletek alapjan mar
tobb tizezer évre visszamendleg is taldlunk bizonyitékot ndvények gyogyitd céllal torténd
felhasznalasarol. A korai kultardkban az irasbeliség megjelenésével a betegségeket vagy
tiineteiket enyhitd novényekrdl szerzett tudds konnyen atadhatova valt, lehetdséget adva a
megfigyeléseken alapuld novényi terapidk fejlddésének és elterjedésének. A tradicionalis
orvoslasban hasznélt formulacidk listaja hosszu €s valtozatos, a z(zaléktol a fézeteken,
forrazatokon, szirupokon at a kupokig és kendcsokig. A tudomanyos szemlélet kialakulasaval
a novényi hatéanyagok a farmakoldgia részévé valtak, és a gyogyszergyartas hajnalan is
rendkiviil meghataroz6 volt a novényi izolatumok szerepe, példaul a makbol (Papaver
somniferum) kivont alkaloidoké, melyek koziil kiemelt jelentdségii a morfin, és amelyek
napjaink bizonyitékokon alapuld orvoslasaban is fontos szerepet téltenek be [1]. A szintetikus
kémia segitségével lehetdség nyilt ismert novényi hatéanyagok hatdsossdganak novelésére,
illetve mellékhatasprofiljuk eldnydsebbé tételére, ahogy a flzfa (Salix alba) kérgében
megtalalhato szalicin és szarmazékai, a szalicilatok, példaul a szalicilsav és az acetilszalicilsav
esetében is lathatjuk [2]. Egyes esetekben ndvényekben megtalalhatd hatdéanyagok mintajara
allitottak eld szintetikus vegyiileteket, ahogy a kecskeruta (Galega officinalis) bioaktiv

komponense, a guanidin szolgélt a biguanidok hatéanyagcsoportjanak mintajaként [3].

A tradicionalis orvoslds napjainkban is komoly szerepet kap, kiemelkedden fontos
példaul egyes azsiai régiokban. A nyugati kultaraban is megfigyelheté ugyanakkor egyfajta
trend, mely a természetes, vagy természetesnek tartott gyogymodokat részesiti elényben a
szintetikus farmakonokkal szemben. Tarsadalmi szinten vonzova teheti a fitoterdpiat a
konvencionalis terapidhoz viszonyitott olcsdsaga, és hogy orvos altal kiallitott recept nélkiil is
elérhetd. Szintén a beteg terdpia iranti compliance-ét javitja, hogy a nem kivant mellékhatasok
eléfordulasi gyakorisadga alacsonyabb tendenciat mutat a szintetikus gyogyszerekhez képest. A
gyogynovények felhaszndldsi lehetdségei betegségek széles spektrumat olelik fel, és nem
korlatozodnak az akut kezelésre, a kronikus és preventiv terapiaban is hasznalhatok, komplex

fitokemikalia tartalmuk szinergista hatast eredményezhet [4].

Nem hagyhatunk azonban figyelmen kiviil olyan tényezdoket, amelyek a fitoterapia
alkalmazasa ellen szolnak. A gyo6gyndvények hasznélata az esetek jelentOs részében empirikus

tapasztalatokon alapul, ¢és nélkiilozi a kell6 tudomanyos, elsésorban klinikai €és toxikoldgiai



vizsgalatokat, melyek a hatdsossagat és biztonsagossagat bizonyitandk. A hatéoanyagtartalomra
torténd standardizalas illetve a hatdanyagtartalom stabilitasa, valamint a megfeleld
mindségbiztositds lehetséges ugyan, de nem Aaltalanos [5]. Igaz, hogy a nem kivant
mellékhatasok szdma alacsonyabb, azonban a komplementer terapiaként alkalmazott
gyogynovények hatdanyagai interakcioba Iéphetnek egymaéssal, vagy a konvenciondlis kezelés
részeként szedett gyogyszerek hatdanyagaival, ennek eredménye lehet elhanyagolhato,
¢letveszélyes, vagy hossztavi szervi problémakat okozo hatas is [6]. Ez kiilondsen igaz olyan
esetekben, mikor a novényi készitményeket fogyasztd beteg nem megfeleld, szakmai forrasbol
tajékozodik, hiszen a fitoterapia irdnti érdeklddés teret enged az ezt kihasznald, kizardlag
rovidtava anyagi haszonszerzést célul kitiz vallalkozasoknak is. A tapasztalatokon alapuld
felhasznalast lassan levaltdé tudomdanyos bizonyitékokon alapuldé hasznalat pedig ujabb
kérdéseket vetett fel, melyek sok esetben a fitofarmakonok biohasznosuldsaval kapcsolatosak:
mennyi ndvényi hatdbanyag, és milyen gyorsan abszorbealddik az adminisztracio utan, illetve a
metabolizacid €s elimindcid hogyan befolyasolja a hatasukat. Egyre tobb gydgynovényrdl lehet
elmondani, hogy bar a tudomanyos kutatasok alatimasztottak az empirikus tapasztalatokat, st
egy¢éb hatasokat is leirtak, a hatdéanyagok fizikai-kémiai tulajdonsdgai miatt biofarméaciai
szempontbol a hasznalatuk problémads, oldékonysdguk, permeabilitasuk, illetve stabilitasuk
alacsony ¢és egyes esetekben kiszamithatatlan biohasznosuldshoz vezet. Ez megneheziti a
konvencionalis novényi formulaciok adagolasdnak kiszamitasat, illetve olyan adagolast tesz

sziikségessé, amely a beteg compliance csokkenését vonja maga utan [7].

2.2. Gorogszéna

A gorogszéna (Trigonella foenum-graecum) egy elsOsorban a Foldkozi-tenger keleti
régiojaban, Marokkoéban, Egyiptomban, és nem utolsésorban Indidban termesztett
fiiszerndvény. Erds ize és illata miatt szaritott és 6rolt magjat eldszeretettel hasznaljak keleti
ételek izesitésére, Dél-Kelet Azsiaban tobb jellegzetes fiiszerkeveréknek és fogasnak képezi az
alapjat. Emellett a tradicionalis orvoslds is szédmtalan céllal hasznalja gyogyndvényként
ezekben a kulturdkban [8]. A gorogszénanak tobb farmakologiai hatésat is leirtak, ezek kozott
taldlunk  karminativ, gyomormotilitdst stimuldld, antioxiddns, gyulladascsokkentd,
antikarcinogén és hepatoprotektiv hatdsokat [9]. A ndvény antidiabetikus hatdsa szintén
kutatasok targyat képezte és képezi. Mind a mag, mind pedig annak metanolos, etanolos ¢és

vizes kivonata hipoglikémias hatast valt ki a szénhidratbontdé enzimek gatldsan, illetve a



vércukorszint csOkkentésén keresztiil [10]. Ezeken tul leirtak a gorogszéna immunmodulator

hatésat is, mely a makrofagok stimulalasa altal jon létre [11].

A gorogszénat a gyodgyszertechnologia is tobbféle céllal hasznalja, mint modern
gyogyszerleado rendszerek segédanyagat. A hidrogélt képz6 rostjai alkalmassa teszik oralis
gyogyszerformak biohasznosulds-novelésére és hatdanyag-leadds modositasara, akar egyéb
novényi hatéanyagok esetében is [12]. A gorogszéna komponensek felhasznaldsa penetraciot

fokoz6 segédanyagokként szintén kutatasok fokuszaban van [13].

Napjainkban gorogszénamagbol késziilt termékek széles vélasztéka kaphato
kereskedelmi forgalomban. Ezek tobbnyire 6rolt gorogszénamagbol késziilt kapszulak vagy
granulatumok, annak ellenére, hogy a kutatdsok alapjan a névényi drog szaraz kivonatanak
hasznélata hatasosabb és kevesebb mellékhatdssal jar, mint a széritott ndvényi részeké [14].
Taladlunk példat néhany rendhagyd formulaciora is, példaul hatéanyagként gorogszénat
tartalmazo gabonapehelyre, amelyet diabetes mellitus-ban szenvedd betegek étrendjének
kiegészitésére szantak [15]. A modern gydgyszerleadod rendszerek tekintetében tobb kutatas is
foglalkozik gorogszénaval, illetve komponenseivel, példaul a ndvényi hatdéanyaggal toltott
polimer nanopartikulumok esetében, amely készitmény célja a biohasznosulas fokozasa [16], a
legtobb esetben azonban a gérogszénamag komponensei segédanyagként keriilnek a modern
gyogyszerleadd rendszerekbe [17]. A goOrdgszéna hatdanyagainak Caco-2 sejteken valo
permeabilitasa széles skalan mozog, jol és rosszul felszivodod vegyiileteket egyarant talalunk

koztiik [18], azonban penetraciéfokozokkal, példaul béta-ciklodextrinekkel ez javithato [19].

2.3. Szilimarin

A szilimarin a mariatévis (Silybum marianum) hatdanyaga. Egy flavonolignan keverék,
amely mar a flavonolignan kutatasok kezdete ota nagy figyelmet kap [20]. Az alkotdelemeit
HPLC-tandem MS modszerrel valasztottak el. A f6 bioaktiv komponensei a szilibin A és B,
izoszilibin A és B, szilikrisztin A és B, szilidianin, valamint harom tovabbi vegyiilet, melyek

koziil kettd valosziniileg szilibin sztereoizomer, egy pedig izoszilibin sztereoizomer [21].

Az emlitett flavonoidok tobbféle hatassal rendelkeznek, té6bbek ko6zott antioxidans,
tumorellenes és sejtregenerald hatasokkal [22]. Ezen tulajdonsdgai miatt a mariatdvist
¢vszazadok ota hasznaljak gyogynovényként, elsdsorban maj- és epebetegségek kezelésére,
valamint antidepresszansként, amely Osszefliggésben allhat a térténelmi hipotézissel, miszerint

a melankdliat ,,rossz epe” vagy majjal kapcsolatos problémék okozzak [23].
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A bizonyitékokon alapulo6 orvoslas a 20. szazad masodik felében kezdett el foglalkozni
a mariatovissel. A kutatdsok tobb kiilonb6zd farmakologiai hatast irtak le, mind kiilséleges,
mind belsdleges hasznalat esetén. A szilimarinnak van gyulladas- és erythema-ellenes, valamint
borvédd hatasa [24]. Az antioxidans tulajdonsagai megakadalyozzdk az oxidativ stresszt €s
segitenek a borrak kialakulasanak megelézésében [25][26]. A kiilsdlegesen hasznalt szilimarin
hatassal van a bor enzimatikus (szuperoxid-dizmutéaz, kataldz, glutation-peroxidaz, glutation-
reduktdz, glutation-S-transzferdz) és nem enzimatikus fizioldgias védelmi mechanizmusaira,
igy csokkenti a reaktiv oxidativ szabadgyokok képzodését, ami a gyulladdshoz €és a tumoros

megbetegedésekhez vezetd oxidativ stressz legfobb oka [27].

A szilimarin azonban elsésorban belsélegesen keriil felhaszndlasra, mint
hepatoprotektiv  hatéanyag, rakos megbetegedések megeldzésére ¢és  kezelésére,
gasztrointesztinalis panaszok esetén, nephropathia, kardiopulmonaris problémak és neuropatia
esetén, valamint kiilonb6z6 toxinok antidotumaként [28][29][30][31]. Az oralisan alkalmazott
szilimarin hatdsai kozott ott taldljuk az RNS polimerdz I, a riboszomalis RNS szintézis és
proteoszintézis stimulalasat, szabadgyokoket semlegesitd képességet valamint a cellularis
glutationszint emelését, ami a lipid peroxidaciot gatolja, a hepatocitdkbdl torténd
miofibroblaszt képzddés akadalyozdsat, és a membranpermeabilitds szabalyozasat, amivel

nodveli a membran stabilitdsat xenobiotikus eredetii sériilés esetében.

A rendelkezésre allo hatékony hepatoprotektiv farmakonok alacsony szdma miatt a
szilimarin hatdsai és alkalmazési lehetdségei fontos kutatdsi témat jelentenek. Mar az 1.
szazadbol is talalunk feljegyzést kezdetleges mariatdvis formulaciordl, ennek az alapja ndvényi
nedv és méz volt [23]. Napjainkban a szilimarin oralis bevitele konvencionalis tablettakat vagy
kapszulakat jelent, melyek poritott mariatovis kivonatot tartalmaznak. Joval kevesebb olaj,
szirup, vagy szuszpenzio tipusu terméket taldlunk kereskedelmi forgalomban. Ugyanakkor a
szilimarin a biofarméciai osztalyozasi rendszer (1. tablazat) IV. csoportjaba tartozik, rosszul
oldodik vizben ¢és rosszul szivodik fel a gasztrointesztinalis rendszerbdl, ami limitalt
biohasznosulashoz vezet, ¢és korlatozza a lehetOségeket gyodgyszerforma terén is. A
farmakologiai hatdsok jobb kihasznaldsahoz modernebb készitmények sziikségesek [32].
Kiilonboz6 tanulmanyok eltéré eredményeket irnak le, egyes esetekben az ordlisan bevitt
szilimarin 20-50 sz4zalé¢kéanak felszivodasat tapasztaltak a gasztrointesztinalis traktusbol [33],
mas esetben viszont rendkiviil alacsony, 0,73 szdzaléknyi biohasznosulast patkany vérplazma

vizsgalata utan [34].
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Oldhatésag
magas alacsony
Permeabilitas magas I. (pl. metoprolol) II. (pl. ketoprofen)
alacsony II1. (pl. aciklovir) IV. (pl. szilimarin)

1. tablazat. A Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (BCS).

A szilimarin oldhat6saganak ¢és biohasznosulasanak novelését szamtalan kutatés tiizte
ki célul, tobb megoldasi lehetdséget is vizsgdlva. A limitald tényezdkdn tallépni probalod
modszerek kozott talalunk j kémiai szarmazékokat, melyek funkcios csoportok hozzdadaséaval,
s0- vagy komplexképzéssel javithatjdk a szilimarin komponensek oldhatésagat [35]. A
gyogszertechnologiai fejlesztések célozhatjak az oldhatdésag novelését, vagy a felszivodas
fokozasat is. Ezek lehetnek modern gyogyszerformdk, mint példaul mikroemulziok,
onemulgeald rendszerek, szilard diszperzids rendszerek, lebegd tablettak. Talalunk kutatasokat,
melyek kiilonb6z6 hordozdanyagokat vizsgalnak, példaul lipid nanopartikulumokat, polimer
micelldkat, fulvosavakat, vagy komplex hordozorendszereket, amilyenek a liposzomak és

targetalt liposzomak, fitoszémak [36][37][38][39].

2.4. A biohasznosulas novelésének lehetdségei

A peroralis gyogyszerbevitel tobb kiillonb6z6 szempontbdl is a preferalt adminisztraciods
utnak szadmit. A modern gybgyszerfejlesztés és gyogyszeripari kutatdsok szamara
megkeriilhetetlen a hatdéanyagok orélis biohasznosulasanak novelése. Az elmult évtizedekben
a farmakonok sokfélesége noétt, €s az alacsony biohasznosulas okainak egyre jobb megértésével
teret nyertek a kiilonbozé gyodgyszerhordozo rendszerek. Alacsony oralis biohasznosulast
eredményezhet példaul a rossz felszivodas, alacsony vizoldhatdsag, preszisztémas

metabolizmus, a first pass effect, €s az efflux mechanizmusoknak valé kitettség [40].

Elsésorban a rossz vizoldhatosagli farmakonok esetében lehetséges megoldas prodrug
hasznalata. A prodrugok olyan vegyiletek, melyek ©Onmagukban nem rendelkeznek
farmakologiai aktivitassal, de a szervezetbe keriilve kémiai vagy enzimatikus uton bioaktiv
hatéanyaggd alakulnak. A prodrug fizikai-kémiai tulajdonsagai eltérhetnek a hatdanyagétol, igy
lehetdséget adnak vizoldékony, jobb felszivodast, vagy a vér-agy gaton atjutd vegylilet
bejuttatasara. Az oldékonysag novelésére a leggyakoribb megoldast a fosztat- illetve aminosav-

¢észter prodrugok jelentik [41]. A prodrugok hasznalatanak limital6 tényezoi kozott azonban ott
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talaljuk nem megfeleld szelektivitast a szoveti felvétel terén, €s a reaktiv metabolitok

képzddésének magas kockazatat [42].

A kémiai moédositas soran a molekuldba polaris funkcids csoportokat épitenek be,
példaul karboxil-, keto-, aminocsoportokat, melyek javitjadk a vizzel vald interakciot [43].
Novényi hatdoanyagok esetében az észterifikacio [44] és a PEGilacio [45] is képes javitani a

vizoldhatdsagot, ezaltal a biohasznosulést is ndvelni.

A mikronizacid az egyik legmegbizhatobb technolodgia szilard anyagok oldhatdsdganak
novelésére, melynek soran a részecskék méretét jellemzden 10 um ald csokkentik. A kisebb
részecskeméret, egyenletesebb részecskeméret-eloszlas, egységesebb részecske alak,
megfelelobb feliileti sajatossagok ¢s agglomeracios viselkedés megnovelik az oldodasi
sebességet, ezaltal jobb biohasznosuldshoz vezetnek. A leggyakrabban alkalmazott
mikronizacios technologidk a fizikai 6rlés, a porlasztva szaritas, és a szuperkritikus folyadék
modszer. Az alkalmazott technoldgia meghatdrozza a termék oldékonysag szempontjabol

Iényeges paramétereit [46].

A polimer mikroszférakat a gyogydszat szamos teriiletén hasznaljak. Méretiik 1 és 1000
um kozeé esik, gyogyszerhordozo rendszerekként programozott hatéanyag-leadast lehet veliik
elérni, amelynek alapja az adminisztraci6 utani gélképzé sajatsaguk, vagy a részecskék lassu
degradacioja, amelynek soran a farmakon lassan a szervezetbe keriil [47]. A technolégia in vitro

és in vivo kisérletek alapjan jelentdsen javitja a biohasznosulast [48].

A nanopartikulumok hasznalataval rossz vizoldhatosagi farmakonok felszivodasa és
biodisztribcidja, ezaltal biohasznosuldsa is javithaté [49]. A fitoterdpidban alkalmazott
hatéanyagok esetén szdmos igéretes eredményt latunk a rossz oldhatdsagl, permeabilitdsu,
stabilitasu, vagy nem megfeleld disztribucioval rendelkezd, esetleg gyorsan metabolizal6do
vegyiiletek tulajdonsdgainak javitasara. Nanopartikulumok Iétrehozhatok példaul magas
nyomast homogenizéacioval, komplex koacervécioval, ko-precipitacidoval, nanoprecipitacidval,
szuperkritikus folyadék modszerrel. A kiilonbozd tipust, példaul polimer, szilard lipid,
magneses, szervetlen nanopartikulumok, vagy quantum dot-ok kiilonb6z6 paraméterekkel

rendelkeznek [50].

A liposzomak foszfolipid kettdsréteggel hatarolt vezikulumok, melyekbe rossz
vizoldhatésagu vagy oldhatatlan hatdéanyagokat is inkorporalhatunk. A szolubilizald
képességlik mellett magas a biokompatibilitasuk, és strukturdlisan is hasonlok a bioldgiai

membranokhoz, ami népszerii kutatdsi témava teszi Oket a rosszul oldodd vagy rosszul
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felszivodo farmakonok non-invaziv oralis adagoldsanak biohasznosulas-novelésére. A novényi
komponensek foszfolipid-komplexei kiemelt jelentdségliek, kiilon néven, fitoszomaként is
szokas rajuk hivatkozni, és kiilondsen a szilimarinnal és a kurkuminnal kapcsolatban talalunk
nagy szamban publikéciokat [51]. A liposzémak hatranyai koz¢é tartozik azonban instabilitasuk
a gasztrointesztinalis traktusban, a viszonylag nagy méretiik (0,025 pm — 2,5 pm), ami
megneheziti a felszivodasukat, és hogy a legtobb kutatas in vitro eredményeket mutat be, igy

hianyoznak az in vivo farmakokinetikai adatok [52].

A szilard diszperzidk formuldldsa soran a szemcseméretet a lehetd legkisebbre
csokkentik, igy javitjdk a hatéanyag nedvesedési tulajdonsagait. Az eldallitas altalaban
olvasztassal vagy oldoszer elparologtatdssal torténik, az eredmény pedig az esetek tobbségében
amorf termék [53]. Az alacsony vizoldhat6saga hatdanyagok kioldddasi profiljanak javitasaval
a szilard diszperziok jelentds biohasznosulas-ndvelést képesek elérni [54]. A szolid diszperzids
technoldgia elterjedésének talan legfontosabb limitald tényezdje a Iéptékndvelés nehézsége,
féleg a farmakon fizikai-kémiai tulajdonsagainak fenntartasa a feldolgozas és gyartas soran. A
megfeleld gyogyszerforma kidolgozasa is kihivast jelent nagyobb Iéptékben, mert a felhasznalt
polimerek, mint a polietilén-glikolok és egyéb viaszos anyagok, és a tablettdzas soran

meglagyulhatnak, vagy olvadhatnak [55].

A gasztrointesztinalis rendszer felsd traktusabol felszivodo hatdanyagok oralis
biohasznosulasanak novelése lehetséges gasztroretentiv tablettak Gtjan. Ezek altalaban polimer
alapt rendszerek, melyek stirlisége alacsonyabb, mint a gyomornedvé, igy annak felszinén
lebegnek, mikdzben elnyutjtva és egyenletesen adjak le a hatéanyagot. A hatdanyag-leadds
tobbnyire gélesedés tutjan torténik a vizes kozegben, ¢és magasabb, egyenletes
plazmakoncentraciét eredményez [56]. Ugyanakkor a technoldgia nem jelent megoldast az
instabil, vagy a vékonybél proximalis traktusaban nem megfelelden felszivodd farmakonok

esetében [57].

A biohasznosulas novelésének széles korben korben hasznalt és sokoldali modszere a

kiilonboz6é 6nemulgeald rendszerek formulalasa.

2.5. Onemulgeslé rendszerek
Az Onemulgeald gyogyszerhordozo rendszerek (Self-Emulsifying Drug Delivery
Systems, SEDDS) természetes vagy szintetikus olajokbol, emulgensekbdl és koszolvensekbdl

allo, idealis esetben izotropikus keverékek, melyek oralis bevétel utan, a gasztrointesztinalis
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rendszer hidrofil koézegében, a perisztaltika keverd hatdsara olaj-a-vizben mikro- vagy
nanoemulziot képeznek (1. dbra), mely tartalmazza a hatdéanyagot [58]. A SEDDS rendszerek
konnyen eldallithatok, kemény- vagy lagyzselatin kapszuldkba toltve konnyen adagolhatok, és
szamottevd novekedést képesek elérni lipofil farmakonok oldhatdsagi és permeabilitési
tulajdonsagaiban, ami a biohasznosulas jelentds ndvekedéséhez vezet [59]. Antioxidans hatasu
anyagok esetében a biohasznosulds és a hatékonysag is n6 [60], ami jobb beteg compliance-hez

vezet [61].

KEVEREDES A GI

+ HATOANYAG RENDSZERBEN

OLAJ
. O/V TIPUSU

EMULGENS - SEDDS - MIKRO/NANOEMULZIO

KOSZOLVENS

1. abra. SEDDS rendszerek formulaciéjanak sémaja.

A mikro- és nanoemulzidk kozotti legfontosabb kiilonbségek a cseppméret €s a
stabilitds. A nanoemulzids cseppek 100 nm alatti mérettartomanyba, a mikroemulzids cseppek
pedig 200 és 300 nm kozé esnek. A mikroemulzidk termodinamikailag stabil rendszerek, és
spontan is képzddhetnek, mig a nanoemulziok kinetikus stabilitast mutatnak, és kiils6 energia
befektetése szilikséges a létrehozasukhoz [62]. Ezen altaldnosnak tekinthetd elvek ellenére
azonban az On-mikroemulgealé rendszerek (SMEDDS) ¢és on-nanoemulgealdé rendszerek

(SNEDDS) nevezéktana a szakirodalomban vitatott [63].

A novényi hatéanyagok SM/NEDDS formulédcidoi komoly potencidlt rejtenek.
Segitségiikkel megkeriilhetdk az olyan terapids limitdlo tényezdk, mint a nem megfeleld kémiai
stabilitas a hidrolizisre valo hajlam miatt [64], a rossz vizoldhatdsag, illetve a rossz felszivodas
¢s disztribucid. A SEDDS formulaciok segitségével nem csak a stabilitas, az oldhatdsag €s a
permeabilitas novelhetd, de a kioldodasi profil javitdsaval a nytjtott hatdéanyag-leadas is
elérhetd, €s a gasztrointesztinalis rendszer karosodasa is konnyebben elkeriilhetd [65][66]. A
technologia meggy6z6 eredményeket mutat példaul szilimarin [67] és indirubin [68]

biohasznosulasanak novelésében.
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2.6. Nyujtott hatoanyag-leadas

A tabletta a leggyakrabban alkalmazott gyogyszerforma. Alkalmazasa konnyti, gyors,
kényelmes, és nem igényel szaktértelmet, ami jobb beteg compliance-hez vezet. Nemcsak a
legtobb szilard, de egyes folyékony hatéanyagok is alkalmasak tablettdk eldallitasara, a
megfeleld segédanyagok megvalasztasaval. A gyogyszerforma lehetévé teszi a farmakonok
pontos adagolasat, a fizikai és kémiai stabilitas biztositasat, tarolasa és szallitdsa egyszerti, az
eléallitds gépesitéssel nagy léptékben sem igényel hossza vagy bonyolult technologiai
folyamatot, és a termék alakja, mérete, szine konnyen valtozatossa tehetd, ami megkonnyiti a

megkiilonboztetést [69].

A megfeleld technologia megvalasztasaval a hatéanyag felszabadulasa és felszivodasa
a tablettakbol szabalyozhato, ezen szempontok alapjan megkiilonboztethetiink konvencionalis,
illetve modositott hatdéanyag-leadast tablettakat, utobbin beliil pedig késleltetett, nytjtott, €s
szakaszos (pulzativ) hatéanyag-leaddsu tablettdkat. Depokészitményeknek nevezzik a
szervezetben raktart képezd, folyamatos hatdanyag-felszabadulast, ennek kdvetkeztében pedig

allando, egyenletes plazmakoncentraciot biztositd formulacidkat [70].

A modositott hatéanyag-leadas elényei kozé tartozik a gyakori gyodgyszerszedés
elkeriilése, ezaltal javul a beteg compliance, €s kisebb az esély az adagolds elmulasztidsara. A
farmakon vérszintje kisebb intervallumban ingadozik, konnyebb elkeriilni a tiladagolashoz
vagy alacsony felezési idejii gyogyszerek esetében aluldozirozdshoz vezetd ,,csucs-volgy”

(peak-valley) hatés (2. abra). A mellékhatasok kockézata is csokkenhet [71].

Ratanysg
QE0a2E2 hagyomdnvos
- hisleltatent

Hatoanyag-leadas

2. abra. Kiilonb6z6 médositott hatéanyag-leadasu rendszerek kioldodasi profiljai.

Nyujtott hatdanyag-leadas kialakitdsa tobbféle uton lehetséges: kémiai modszerekkel

(pl. sOképzés, észter- vagy éterképzés), fiziologiai modszerekkel (pl. alkalmazas helyének

15



megvalasztdsa, metabolizmust vagy exkrécidt befolyasold hatdanyagok kombinaldsa), és

technologiai modszerekkel (pl. zarvanykomplex kialakitasa, bevondanyag, vazszerkezet) [71].

A nyujtott hatéanyag-leadasu készitményekkel a nulladrendii kinetikdju kioldodasi
profil elérése a cél, melynek sordn a farmakon plazmakoncentracidja allando, kioldddas
esetében ez allando felszabaduldsi sebességet jelent. A megfeleld formulacidval lehetdség
nyilik a nulladrendith6z hasonld, nagyon lassti elsérendii kinetikaji profil elérésére, tehat a

hatdanyag plazmakoncentracioja exponencidlisan valtozik az id6 fiiggvényében [71].

Az elmult évtizedekben tobbféle technologia keriilt kifejlesztésre, amellyel elérhetd a
hatdanyag nyujtott felszabaduldsa. A tobbrétegi Geomatrix® tablettak, a lyukkal ellatott
magon alapuld Procise®, a ,,gyliris fank™ alaka (donut-shaped) tablettdk ¢és az ozmotikus
minipumpak mind alkalmasak a kozel-nulladrendli kinetika elérésére, azonban rendkiviil

Osszetett technologiak, és a készitmények gyartdsa ipari 1éptékben viszonylag draga [72].

2.7. Matrix tablettak

A koradbban bemutatott, hatdéanyag-leadast modosité technoldgidk mellett fokozott
érdeklddés iranyul egyéb, nyujtott hatéanyag-leadasu rendszerek felé¢, amennyiben a felhasznalt
segédanyagok és az el6allitas koltségei nem til magasak a konvencionalis gyogyszerformakhoz
képest. A matrix tablettdk a legnépszertibb modern gyogyszerleadé rendszerek koz¢é tartoznak,
részben azért, mert nem sziikséges hozzajuk bonyolult vagy draga gyartasi folyamat, és a
megfeleld6 matrixalkotdé polimer kivalasztdsaval a farmakon felszabadulasa konnyen és jol

iranyithato [73].

A matrix tablettdk hatdanyagot, polimert, és tablettazasi segédanyagokat tartalmaznak.
Eldallithatok direkt préseléssel, de akar széraz vagy nedves granulalas utan is. A kész tablettak
bevonhatok valamilyen kiilsé réteggel, ami hozzajarulhat a hatdanyag-felszabadulas helyének
megvalasztdsdhoz, példaul gyomorsav-rezisztens bevonat esetén, vagy tartalmazhatja a

farmakon telité dozisat, ami igy a bevétel utdn gyorsan felszabadul.

Maga a matrix a farmakon vagy farmakonok, illetve polimer vagy polimerek, példaul
hidrofil gélképz6 anyagok kelléen homogén elegye. Ezek a tipust polimerek vizes kozegben,
példaul a gyomorban vagy a vékonybélben duzzadnak, gélt képeznek, mikdzben térfogatuk
megnd. El6szor a tabletta felszine, majd idovel a teljes tabletta elgélesedik, amig a szilard

tablettamag el nem tiinik, és a rendszer egy kocsonyés, erodalodé polimer gyogyszerhordozova
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valik (3. abra). A matrixban a magas hatdanyag koncentracio hatdsara né a kémiai potencial és
a termodinamikai aktivitds. A farmakon elsdsorban a gélfazis mikroporusain keresztiil szabadul
fel, diffuzi6 Utjan. A gélréteg igy szabalyozni is képes a felszabadulas sebességét, amely kozel

linearissa valik [74].

.........................

L

3. abra. Hidrofil matrixtablettak miikodési sémaja.

A Carbopolok nagy molekulatomegii akrilsav polimerek, divinil-alkohol, illetve
polialkenil-éter keresztkotésekkel. A keresztkotott Carbopol polimerek nem olddédnak vizben,
de gyorsan hidratalt gombokké duzzadnak, ami magas viszkozitdst eredményez hidrofil
kozegben. Ezen tulajdonsaguknak koszonhetden elterjedt a felhaszndlasuk kozmetikai és

haztartasi cikkekben [75].

A gyogyszerészetben a Carbopolok elsésorban szintén viszkozitasnoveld
segédanyagokként hasznaltak kendcsokben, krémekben, gélekben, szuszpenzidkban ¢és
transzdermalis gél rezervoarokban, illetve bioadheziv tulajdonsagaikat is kihasznalhatjuk
bukkalis, fiilészeti, intesztinalis, nazalis, vaginalis ¢€s rektalis készitményekben. Mivel vizes
kozegben gélt képeznek, alkalmasak hidrofil matrix tablettdk alapjat képezd polimernek, mind
mesterséges gyomornedvben, mind pedig mesterséges bélnedvben megfeleld duzzadasi
tulajdonsagokat mutatnak elnyujtott, kozel-nulladrendti kinetikaja hatéanyag-felszabadulas
eléréséhez. A gélesedett tablettamatrix nem oldodik és nem is erodalédik, a farmakon a
keresztkotések miatt képes a hidrogélben maradni, magas koncentracioja miatt azonban lassan
kioldodik, amit a polimer szabalyoz. A kioldédas pontos paraméterei a konkrét Carbopol tipus
duzzadasi ¢és hidratacids tulajdonséagaitol fliggnek, amit a molekularis struktara hataroz meg

[76].
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2.8. Ciklodextrinek

A zéarvanykomplexek eldnydsebb kémiai vagy bioldgiai tulajdonsagokat képesek
mutatni, mint a vendégmolekuldik onmagukban. Ez megnyilvanulhat tobbek kozott jobb
vizoldhatésagban, kioldodasban, vagy biohasznosuldsban, vagy megnovelt fizikai-kémiai
stabilitasban [77]. A komplexképzd ciklodextrinekkel tobb kutatds is foglalkozott méar a
Debreceni Egyetem Gyogyszertechnologiai Tanszékén, eldnyds lehetOséget jelentenek a
szilimarin komponenseihez hasonléan rossz oldhatosdgti molekuldk oldékonysagnovelésére

akar szilard gyogyszerformak formulalasa esetén is.

A ciklodextrinek ciklikus oligoszacharidok, amelyek tobb Iényeges tulajdonsagukban is
eltérnek linedris megfeleldiktdl. Képesek zarvanykomplexet képezni tobbféle lipofil
farmakonnal, ezaltal novelve a vizoldhatdsagot €s a stabilitast, fokozva a penetracios készséget,
valamint javitva a kioldodasi profilt [78]. Emellett nem toxikusak, igy népszerii segédanyagok

mind a gyogyszer-, mind az €élelmiszeriparban [79].

Szerkezet szerint harom nagy csoportba soroljuk dket a gytirtis strukttrat alkoto6 alfa-D-
gliikopirano6z egységek szama alapjan: alfa- (hat), béta- (hét), és gamma-ciklodextrinek (nyolc
egység). A legnagyobb szdmban a kiilonb6zd béta-ciklodextrin szarmazékok hasznalata
elterjedt. A komplexalodas soran (4. abra) a ciklodextrin gytirii belsd, lipofil ,,zsebébe”
csapdazodik a vendégmolekula, elektrosztatikus kdlcsonhatdsoknak, van der Waals-eréknek,
illetve hidrogénkotéseknek kdszonhetden. A komplex kiilsé gytirtije hidrofil tulajdonsagokat
mutat. A farmakon-ciklodextrin zarvanykomplexek képzésére tobbféle modszert is leirtak, ezek
koziil a leggyakoribbak a ko-precipitacid, a duzzasztés, az oldoszer-elparologtatas, a fagyasztva

szaritas, és a fizikai keverés [80].

Hidrofil
gylrd
o ¥
CH_-OH
CH | Hatd- @ —— Komplex
anyag

—

Hidroféb -/ CH.OH
zseb 2

4. abra. Ciklodextrin zarvanykomplex képzddése.
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2.9. Caco-2 sejtvonal

Mivel az oralis gyodgyszerbevitel a legnépszeriibb hatéanyagbeviteli ut, fokozott az
igény olyan sejtkultiras modellrendszerekre, amely monolayer-t alkotva jol leképezik a
bélnyalkahartyat, és in vitro kisérletek soran alkalmasak a felszivodasi tulajdonsagok

vizsgalatara [81].

A Caco-2 sejtvonal human colon adenokarcinoma eredetii sejtvonal, mely az enterocitak
szamos morfologiai és funkciondlis tulajdonsagat mutatja. A sejtek extracellularis matrix
fehérjék és adhézids molekulak segitségével tapadnak le és alkotnak monolayert, tight junction-
oket kialakitva a sejtréteg tagjai kozott. Transzport €s efflux fehérjéket is expresszalnak, igy
paracellularis és transzcelluldris abszorpcios folyamatok modellezésére is alkalmazhatok. A
sejtréteget altalaban szemipermedbilis membranra szélesztik (5. abra), amely a vizsgalt
anyagokat atereszti, igy a membranon atjutott farmakon mennyisége mutatja a sejtek altal
felvett farmakonmennyiséget [82]. A Caco-2 permeabilitasi tesztek elterjedtek a vékonybélben
torténd felszivodas €s oralisan adagolt hatbanyagok biohasznosuldsanak in vitro modellezésére,
tobbek kozott ndvényi hatdéanyagok, példaul a rosszul oldodo és rosszul felszivodo kurkumin

[83] és szilimarin [84] esetén is.

Sejtréteg
Inzert
Apikalis kamra
AERRRRRRERRNRRRNRRR Szemipermeabilis membran
Bazalis kamra

5. abra. Sejtkultiras permeabilitasi vizsgalat sematikus abraja.

A Caco-2 sejtkultirak megfeleléek a SEDDS rendszerek vizsgalatara is, lehetségessé
teszik példaul a tight junction-okre kifejtett hatasuk vizsgalatat [85], a biohasznosulas
novelésének mérését [86], penetracidfokozod hatasuk Osszehasonlitasat [87] €s akar az

intesztinalis peptid felszivodas tanulmanyozasat [88]. Emellett a Caco-2 sejtek alkalmas
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modellt jelentenek az oralisan adagolt, vékonybélben felszivoddo hatdanyagok,
gyogyszerformdk ¢és gyodgyszerhordozd rendszerek biokompatibilitdsi €s citotoxicitasi

hatasainak vizsgélatara is [89].
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3. Célkitiizések

Kutatomunkam sordn célul tliztem ki ndvényi hatéanyagok biohasznosulasanak
javitasat modern gyogyszertechnoldgiai formulaciok felhasznalasaval, nagy hangsulyt fektetve

a készitmények megfeleld biokompatibilitdsara (alacsony citotoxicitdsara).

A kutatas két {6 részre oszthatd. Az elsdé részben inzulinrezisztencia €s kettes tipusu
cukorbetegség prevencidjara €s kezelésére alkalmazhatd gorogszénamag kivonatat hasznaltam.
A gorogszéna farmakologiai hatdssal rendelkezd komponensei kozott megtalalhatjuk a
biofarmaciai osztalyozds rendszer tobb csoportjanak képviseldit is. A metabolitok
vizoldékonysaga és permeabilitdsi sajatsagai valtozoak, emellett vannak koztiik instabil

vegyiiletek is.

Célul tiztem ki:

1. standardizalt gorogszénamag kivonatat tartalmazé Onemulgedld rendszerek
formulalasat, melyekkel egyarant lehetségessé valik a ndvényi metabolitok
vizoldékonysaganak, felszivodasanak ¢€s stabilitasanak fokozésa.

2. az altalam formulédlt 6nemulgeald rendszerek fizikai paraméterének vizsgalatat,
ugymint a SEDDS tipusat megadd részecskeméret meghatarozasa, valamint a
rendszer stabilitdsat mutatd zéta-potencial mérése.

3. a novényi kivonat ¢és a SEDDS formuldciok antioxidédns tulajdonsagainak
vizsgalatat.

4. transzport kisérletek  elvégzését, melyek metabolomikai elemzésével
Osszehasonlithatova vélik a novény fobb komponenseinek permeabilitdsa a natir
kivonat €s az onemulgealo rendszerek esetében.

5. aSEDDS rendszerek sejtéletképességre gyakorolt hatdsanak vizsgalatat a transzport
kisérletekhez hasznalt sejtréteg integritds monitorozasaval, illetve MTT teszt
elvégzésével.

6. végiil pedig a SEDDS rendszerek kioldédasanak indirekt vizsgélatat keményzselatin
kapszulakbol.

A kutatomunka masodik részében elsdsorban madjbetegségek kezelésére és

megeldzésére hasznalt szilimarin formuldcioit vizsgaltam, mely rosszul oldodd és rosszul

felszivodo hatdanyag.
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Célul tiztem ki:

1.

szilimarin hatdéanyagot tartalmazo hidrofil matrix tablettdk eldallitasat, kiilonb6zo
tipusu Carbopolok felhasznalaséaval.

a szilimarin komplexalasat kiilonbozd béta-ciklodextrin szdrmazékokkal, a
vizoldékonysag novelésének érdekében, €s a komplexalt szilimarint tartalmazo
Carbopol alapt hidrofil matrix tablettak formulalasat.

az altalam készitett tablettdk gyogyszerforma vizsgalatainak elvégzését, hogy
megbizonyosodhassam a termékek tomegegységességének, kopasi veszteségének és
torési  szilardsagdnak  megfelelésér6l az  Eurdépai  Gyogyszerkonyv
kovetelményeinek.

a Carbopolok sejtéletképességre gyakorolt hatasanak vizsgéalatat MTT teszt
elvégzésével.

kioldodasvizsgalatok elvégzését szilimarint és ciklodextrinekkel komplexalt
szilimarint tartalmazd, Carbopol alapu hidrofil matrixtablettdkbol mesterséges
bélnedvben, mesterséges gyomornedvben, ¢és a human gasztrointesztinalis rendszer
koriilményeit jobban modellezé valtozd kdzegben.

a kioldodasi vizsgalatok eredményeinek kiértékelését, a legeldnydsebb hatdanyag-
felszabadulasi  tulajdonsagokat  biztositd  formulaciok  kivalasztasat, és
Osszehasonlitasat kereskedelmi forgalomban kaphat6 készitménnyel.

a legjobb eredményeket mutatd Osszetétel sejtéletképességre gyakorolt hatasdnak

vizsgélatat MTT teszt elvégzésével.

A kutatdmunka célkitizéseit a 6. abran abrazoltam.
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Névényi
hatdanyag

Cél: Rossz
biohasznosulas oldékonysag, Szilimarin
ndvelése permeabilitas

Kézepes
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Gorogszena oldekonysag

SEDDS

permeabilitas,

Nyujtott
hatéanyag-
leadds

Molekularis
kapszulazas

Béta-
ciklodextrin

Hidrofil matrix
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Formulalas

Fizikai
Antioxidans param?terek Gyomornedy
hatasok vizsgalata
kisérletek

Kioldddasvizsgalat = ;
Valtozo

kozeg

Sejtéletképességre
gyakorolt hatas

6. abra. Kisérleti terv.
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Gorogszéna kivonat készitése

A gorogszéna kivonat a Debreceni Egyetem NoOvénytani Tanszékén késziilt. A
gyogyszerkonyvi mindségii (Ph. Eur. 10.) gorogszénamagot Retsch GM 200 Grin-domix
berendezéssel Oroltiik 10.000 rpm fordulatszamon, 2 percen keresztiil. 60,0 g drlemény
kivonasa 2400 ml forrasban levé metanollal tortént visszafolyod hiités mellett 60 percen
keresztiil, majd a kivonatot Whatman sziirépapiron keresztiil sziirtiik, majd rotacidés vakuum-
beparloval szaritottuk. fgy 13,38 g szaraz kivonathoz jutottunk. Ezutan a szaraz kivonatot tjra
feloldottuk 30,0 ml PBS oldatban, majd sterilre szrtiik 0,22 pm poérusatmérdji PES
membranon. A steril kivonatot 4 °C-on hitve taroltuk, és 48 oran beliil felhasznaltuk. A PBS-

ben oldott kivonat 7,833 mg/ml trigonellint és 8,258 mg/ml 4-OH-izoleucint tartalmazott.

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

tol (Saint-Priest, Franciaorszag) keriilt beszerzésre (2. tablazat).

Osszetétel Fébb felhasznalas
Transcutol HP nagytisztasagu dietilén-glikol- koszolvensként oralis
monoetil-éter formulaciokban, oldoszer és
oldékonysagnoveld
Labrasol kaprilokaproil-makrogol-8- habok kialakitasa,
gliceridek, kaprilokaproil- szolubilizaloszer, o/v emulgens
polioxil-8-gliceridek, polioxil mikroemulzidkban
gliceridek
Kolliphor RH40 polioxil ricinusolaj szolubilizaloszer, emulgens
Capryol 90 propilén-glikol-monokaprilat szolubilizaloszer, koemulgens
mikroemulziok képzésénél

2. tablazat. SEDDS rendszerekhez felhasznalt segédanyagok [90][91][92][93].

A formulacio metodikaja a folyékony 6nemulgedlo rendszerek eléallitasara altalanosan
alkalmazott modszernek felelt meg [94]. Az olajos fazist alkotd izopropil-mirisztat, és az
emulgensként és koemulgensként hasznalt Transcutol HP, Labrasol, Kolliphor RH40 ¢és
Capryol 90 milanyag centrifugacsévekben keriilt 0sszemérésre €s keverésre. A folyékony
gorogszénamag kivonatot és a PBS oldatot ehhez adtam hozzd, majd 6vatosan vortexeltem,
amig a keverék latszolag egynemiinek nem tiint. A SEDDS rendszereket sterilre szlirtem 0,2

pum porusatméréji PES membranon, ez a sejtes kisérletek utdni sejtréteg integritas
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utankovetésének érdekében volt sziikséges. A tovabbi kisérleteket az elkésziilést kovetden

azonnal végrehajtottam.

A korabban elkészitett steril kivonat, a SEDDS komponensek és PBS felhasznalasaval

5 kiilonbozd Osszetételt formuldltam. Az egyes formuldciok Osszetétele a 3. tablazatban

lathato.
TFG S1 TFG+S1 S2 TFG+S2
Gorogszéna 6 ml - 6 ml - 6 ml
kivonat
PBS 3 ml 6 ml - 6 ml -
izopropil- - 1 ml 1 ml 0,25 ml 0,25 ml
mirisztat
Transcutol HP - 1 ml 1 ml 1,5 ml 1,5 ml
Labrasol - 1 ml 1 ml 0,5 ml 0,5 ml
Kolliphor - - - 0,5 ml 0,5 ml
RH40
Capryol 90 - - - 0,25 ml 0,25 ml

3. tablazat. A vizsgalt formulaciok osszetétele.

4.3. Részecskeméret meghatarozas

A SEDDS rendszerek részecskeméret meghatarozdsa Malvern Zetasizer Nano ZSP
berendezéssel tortént, dinamikus fényszoérason alapulé modszerrel. A dinamikus fényszoras
évtizedek oOta bevett moddszer diszperz rendszerek atlagos részecskeatmérdjének ¢és
részecskeméret-eloszlasdnak vizsgalatdhoz, mert gyors, nem invaziv, ¢és alacsony
koncentracioban konnyen elvégezhetd [95]. A vizsgalt 6sszetételek 1 ml mennyiségét 900 ml
desztillalt vizzel higitottam. A protokoll szerint a mintdk 5 percen keresztiil ekvilibralodtak 25
°C-on, majd 5 mérést végeztem el rajtuk. A kiértékelést az eszkdz szoftvere végezte, ehhez a

polisztirén-latex refraktiv indexét €s abszorpcios értékét hasznaltam.
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4.4. Zéta-potencial analizis

Az elektrokinetikai potencial vagy zéta-potencial a részecske felszinét beburkold tapadd
¢s az elmozdul6 folyadékréteg kozott 1étrejovo nyirasi sikban mérhetd, és szorosan kapcsolodik
a kolloid stabilitashoz, illetve a koagulacié sebességéhez. A SEDDS rendszerek zéta-
potencialjat Malvern Zetasizer Nano ZSP berendezéssel mértem [96]. A vizsgalt 6sszetételek 1
ml mennyiségét 900 ml desztillalt vizzel higitottam. A protokoll szerint a mintdk 5 percen
keresztiil ekvilibralodtak 25 °C-on, majd 5 mérést végeztem el rajtuk. A kiértékelést az eszkoz

szoftvere végezte.

4.5. DPPH antioxidans teszt

A SEDDS rendszerek antioxidéns kapacitdsit DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil)
antioxidans teszt Utjan hataroztam meg, amely egy standard, egyszerli kolorimetrids modszer
anyagok szabadgyok semlegesité képességének mérésére [97]. A kisérlet soran 1 mg/ml
és a pozitiv kontrollbol higitasi sort készitettem, majd az oldatokbol 1 ml mintat 2 ml 0,06 mM
DPPH reagenssel reagéltattam, melyet a Merck (Darmstadt, Németorszag) cégtdl szereztiink
be. Az antioxidans hatoanyagokkal reagalva a lila DPPH reagens koncentraciofiiggd mértékben
sarga szini vegyiilett¢ alakul, amely szinvaltozds abszorbancidjat Shimadzu UV-1900

spektrofotométerrel 517 nm hullimhosszon mértem.

4.6. Caco-2 sejtvonal

A Caco-2 human adenokarcinéma sejtvonal a European Collection of Cell Cultures-t6l
(ECACC, Public Health England, Salisbury, UK) keriilt beszerzésre. A sejteket miianyag
sejttenyésztd flaskadkban tartottam fent, sejttenyészté médiumban (,,Dulbecco’s modified
eagle’s medium”, 3,7 g/l NaHCO3-tal, 10% ho-inaktivalt szarvasmarha embrid szérummal, 1%
nem esszencialis aminosavakkal, 1% L-glutaminnal, 100 [U/ml penicillinnel, és 100 TU/ml
sztreptomicinnel), 5% CO»-tartalmu, magas paratartalmt atmoszféraban, 37 °C-on. A sejteket
hetente passzaltam UV lampaval csiramentesitett, laminaris aramlast bokszban, aszeptikus
koriilmények kozott, steril eszkdzoket és anyagokat felhaszndlva, izopropanollal fertétlenitett
feliileteken. A hasznalt médiumot eltavolitottam, a sejteket PBS oldattal mostam, hogy a
médium ¢és az elhalt sejtek maradvanyait eltdvolitsam. Ezutan tripszin-EDTA oldatot (0,05%

(m/v) tripszin és 0,02% (m/v) EDTA) adtam a sejtekhez, hogy felvaljanak a flaska aljatol, 6
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percig inkubaltam 6ket, majd médiumot adtam hozza, semlegesitve az emésztdenzimet. 6
percnyi 1100 rpm fordulatszamon torténd centrifugdlds utdn eltavolitottam a feliiltiszot, a
letilepitett sejteket 10 ml friss médiummal reszuszpendaltam, majd sejtszdmot vizsgaltam
mikroszkop alatt, Biirker-kamrds moddszerrel. A szuszpenziobol annyit pipettdztam az Uj
flaskaba, hogy 1 milli6 sejtet tartalmazzon, majd friss médiummal 10 ml-re egészitettem ki a

folyadék mennyiségét. A kisérletekhez felhasznalt sejtek passzazsszdma 20 és 40 kozott volt.

4.7. Szuperoxid-dizmutaz (SOD) antioxidans teszt

A szuperoxid-dizmutaz enzimnek harom tipusa létezik, ezek a citoplazmaban, a
mitokondriumban, illetve az extracellularis térben talalhatok meg. Az enzim az oxigén-
metabolizmus soran keletkezd szuperoxid szabadgy6kok lebontasat katalizalja, igy rendkiviil
fontos antioxiddns védelmi mechanizmusnak képezi részét szinte minden €16 sejtben, amely
oxigénnek van kitéve [98]. A SOD teszt elvégzéséhez a Caco-2 sejteket 12 lyukt plate-re
sz¢élesztettem, lyukanként 100.000 sejtszammal. A sejtek hat napon at ndttek magas CO-
tartalmi atmoszféraban, 37 °C hémérsékletli inkubatorban. A kisérlet el6tt a médiumot
eltavolitottam a sejtekrdl, és minden vizsgalandd Osszetétel 100x higitdsi mintdjabol 1 ml-t
adtam hozzjuk, ezutan egyoras inkubacié kovetkezett 37 °C-on. A teszt soran pozitiv
negativ kontrollként pedig PBS oldatot. A kezelés és az inkubacios 1d6 letelte utan a sejteket
mechanikusan, gumipdlca segitségével valasztottam el a plate aljatol, 10 percen keresztiil
centrifugaltam (4 °C, 1000x g), majd a sejtcsapadékot 20 mM HEPES pufferben (1 mM EGTA,
210 mM mannitol, és 70 mM szukrdz/g szovet) homogenizaltam és centrifugaltam 15 percig
(10.000x g, 4 °C). A feliiluszéo SOD enzimaktivitasanak vizsgalatat a Cayman Chemicals (Cat.
706002, Cayman, Ann Arbor, MI, USA) antioxidans assay kit segitségével végeztem, a gyartd

altal megadott protokollt kovetve. Minden esetben harom parhuzamos mérést végeztem.

4.8. Permeabilitasi vizsgalatok

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

tobbféle transzcellularis felvételi utat is képesek modellezni [99].
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A transzport kisérletekhez a Caco-2 sejteket 24 lyuku plate-be helyezett polikarbonat
membran inzertekre sz¢élesztettem, inzertenkénti 80.000 sejtszammal. A médiumot minden 3-4
nap elteltével frissre cseréltem. A transzepithelidlis elektromos ellenallast (TEER) Millicell
ERS-2 voltohmmeter chopstick elektrodparjanak hasznalatdval mértem. A kisérleteket azokon
az inzerteken kezdtem meg, amelyeken a sejt monolayer 800 és 1000 Qcm? kdzotti TEER

értékeket mutatott.

A transzport kisérletek kivitelezéséhez az inzerteket 1) 24 lyuku plate-be helyeztem.
Inditaskor a vizsgaland6d 0Osszetétel 400 pl mennyiségét az inzert apikalis kamrajaba
pipettaztam. A bazalis kamraba 1000 pl PBS keriilt, melybdl azonnal, a 0. iddpillanatban 50 pul
mintat vettem, majd késébb a vizsgalat 15., 30., 60., 120., és 240. percében is. A bazalis
kamrabol vett mintakat PBS oldattal potoltam. A kisérlet ideje alatt a sejteket inkubatorban
tartottam (37 °C, 35 rpm kevertetés).

A transzport kisérlet soran az 6t vizsgalando Osszetétel, valamint PBS oldat, mint

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

A vizsgalat soran az inzertek bazalis kamraibol vett mintak feldolgozasa a Debreceni

Egyetem Novénytani Tanszékén tortént, LC-MS modszer segitségével.

4.9. A sejtréteg integritasanak utankovetése a permeabilitasi vizsgalatok végeztével

A sejtréteg integritasat a TEER értékek monitorozasaval ellendriztem. A permeabilitasi
vizsgalat soran a Caco-2 sejtek kozotti tight junction-6k képesek fellazulni, ami a TEER
csokkenését eredményezi. Az életképes sejtek kozotti sejtréteg integritas azonban rovid id6 alatt
helyredll a vizsgalat végeztével [100]. A permabilitasi vizsgalatok eldtt mért TEER értékeket
feljegyeztem, majd a 2 oOra idGtartamu vizsgalat végeztével, a mintdk eltavolitasa és friss
sejttenyészté médium hozzaaddsa utan ismét TEER-t mértem. Ujabb 2 ora elteltével
megismételtem a TEER mérést, majd a vizsgalat kezdetét kovetd 24. ordban ujra. A
sejtintegritas ellendrzése soran pozitiv kontrollként Triton-X-100 oldattal (Sigma-Aldrich,

Budapest, Magyarorszag) kezeltem az inzertekre szélesztett sejteket.

4.10. MTT citotoxicitasi vizsgalat
A Caco-2 sejtek ¢letképességét a mintdkkal torténd kezelés utdn MTT (3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) citotoxicitasi teszt segitségével vizsgaltam.
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Az MTT egy sarga szinii molekula, amelyet az €16, aktiv metabolizmussal rendelkez6 sejtek
felvéve mitokondridlis enzimeik altal lila szinli formazanna alakitanak at. Az intracellularis
formazéan képzddése kolorimetridsan mérhetd [101]. A kisérlethez a sejteket 96 lyuku plate-re
sz¢élesztettem lyukankénti 10.000 sejtszammal, €s 7 napon keresztiil ndvesztettem Oket
parasitott, 5% CO»-tartalmii atmoszféraban, 37°C-on. A citotoxicitasi tesztek eldtt a
sejttenyészté médiumot eltavolitottam a sejtekrdl, majd mostam Oket. A mintaoldatokkal egy
30 percig tart6 inkubacios id6tartamon at kezeltem a sejteket, majd eltavolitottam réluk. Ezutan
ujabb 3 ora inkubdacio kovetkezett sejttenyésztd médiumban, amelyhez 0,5 mg/ml MTT oldatot
adtam (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag). A sejtek mitokondrialis enzimei 4&ltal
atalakitott lila formazan kristalyokat 25:1 ardnyt izopropanol:sosav oldattal oldottam fel a plate
aljarol, az oldatok abszorbancidjat pedig FLUOstar OPTIMA Microplate Reader berendezéssel
mértem 570 nm hulldmhosszon, 690 nm hattér mellett. A sejttalélést a negativ kontrollként

PBS-el kezelt sejtekhez viszonyitott szazalékos ardnyban fejeztem ki.

Az els6 esetben a sejtek ¢€letképességét a TFG, TFG+S1 és TFG+S2 Osszetételekkel
torténd kezelés utan vizsgaltam. Negativ kontrollként PBS oldatot, pozitiv kontrollként Triton
X-100 kezelést alkalmaztam. A vizsgalando Osszetételekbdl higitasi sorozatot készitettem a
formulaci6 100, 200, 300, 400, 500, és 1000-szeres higitasaval, ezek mintait adtam a sejtekhez

az MTT teszt soran.

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

hasznaltam.

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

hasznaltam.

4.11. Antioxidans hatasi anyagok modositott kioldédasi vizsgalata kapszulabol

A TFG+S1 és TFG+S2 osszetételekkel modositott kioldodasi vizsgalatot végeztem,
amely modszer kidolgozdsédhoz a Li és mtsai [102], illetve Kalantari és mtsai [64] altal leirt
kisérleteket vettem alapul. 1 ml mennyiséget toltottem az Osszetételekbdl kemény zselatin és
HPMC kapszulatokokba (Capsugel, Inc., Morristown, NJ, USA). 3 kapszulat 100 ml desztillalt

vizbe helyeztem szobahdmérsékleten, és 120 rpm fordulatszammal kevertettem. 1 ml mintat
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vettem a zselatinkapszula esetében a vizsgalat 10., 20. és 30. percében, a HPMC kapszula

esetében pedig a 15., 30., 45., 60. percében.

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

abszorbanciajat Shimadzu UV-1900 spektrofotométerrel mértem 517 nm hulldmhosszon.

4.12. Szilimarin

A szilimarint, melynek f6 hatdanyagkomponensei a szilibin A és B, izoszilibin A és B,
szilikrisztin A ¢€s B, illetve szilidianin, a Silybum marianum névény magjaibol a Kahol és
mtarsai altal leirt modszer szerint allitottak el6 [103] a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémiai
Tanszékén. A mariatdvis magokat hiitdtték és poritottdk, az Orleményt zsirtalanitottdk. A
kivonds acetonitrillel tortént, az igy nyert szilimarint vakuumban koncentraltak be, majd szlirték
¢s szaritottdk, ezutan pedig tovabb tisztitottdk acetonitrillel, amit ujabb szlirés és szaritas
kovetett. A szilimarinpor nem tartalmazott oldéoszermaradvanyokat. A HPLC-MS analitika a

standardoknak megfeleld bioaktiv flavonolignanokat hatarozott meg.

4.13. Tablettapréselés

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

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

A négyféle polimert tartalmazd tablettdkon tul a Carbopolokat ¢és a négyféle
komplexképz6t kombindlva 0Osszesen 20 kiilonb6z6 szilimarin hatéanyagu hidrofil

matrixtablettat formulaltam (4. tablazat).
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HPBCD Heptakis(2,6- metilalt B- random metil-f3-
di-O-metil)-- ciklodextrin ciklodextrin
ciklodextrin
Carbopol 71G F1 F2 F3 F4
Noveon F5 Fo6 F7 F8
Carbopol 974 F9 F10 F11 F12
PNF
Carbopol 971P F13 F14 F15 F16

4. tablazat. Polimerek és komplexképzok kombinacioi.

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

hasznaltam fel.

Minden formuléci6 70 mg szilimarint tartalmazott hatéanyagként. A szilimarin-
ciklodextrin komplexeket tartalmazo tablettak esetében a komplexek fizikai keverékként
késziiltek, amely egy egyszeri, kiilon segédanyagok felhasznélasa nélkiil is megvaldsithatd
komplexalasi metddus, és a korabbi vizsgalatok alapjan megfeleld a biohasznosulas
noveléséhez, emellett az igy késziilt komplexek stabilitasi dllandojat 722 K-! értékként irtdk le
[104]. A hatéanyag és a ciklodextrin-szarmazék 1:1 molaranyban keriilt 6sszemérésre, és
mozsarban homogenizaltam o6ket. 150 mg Carbopolt hasznaltunk minden tablettahoz.
Tablettazasi segédanyagként 15 mg Mg-sztearat, 5 mg talkum, 10 mg dibazikus kalcium-foszfat
¢s az 500 mg tabletta végtomeghez sziikséges mennyiségii Ludipress kerilt felhasznalasra
tablettanként (5. és 6. tablazat). A segédanyagok biztositottak a glidans, lubrikéns, antiadheziv

¢és kotd hatast. A tablettdk komponenseit dorzsmozsarba mértem 9ssze, homogenizaltam, majd

kézi tablettazogéppel préseltem oket, 50 N préserdvel.

Szilimarin 70 mg
Carbopol 150 mg
Mg-sztearat 15 mg
Talkum 5 mg
Dibazikus kalcium-foszfat 10 mg
Ludipress 250 mg

5. tablazat. Szilimarint tartalmazo matrix tablettak osszetétele.
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Szilimarin 70 mg
Béta-ciklodextrin szarmazék 189 mg
Carbopol 150 mg
Mg-sztearat 15 mg
Talkum 5 mg
Dibazikus kalcium-foszfat 10 mg
Ludipress 61 mg

6. tablazat. Ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmazé matrix tablettak

osszetétele.

4.14. Gyogyszerforma vizsgalatok (Ph. Eur. 9.)
4.14.1. Tomegegységesség

A tomegegységességet 20 tabletta felhasznalasaval vizsgaltam, ezek tomegét analitikai
mérlegen egyenként lemértem, majd kiszamoltam az 4tlagtomeget. Az atlagtol valo legnagyobb

eltérést szazalékos értékben adtam meg.

4.14.2. Kopasi veszteség

A tablettdk kopdasi veszteségét Erweka TA40 berendezés segitségével vizsgaltam
(Heusenstamm, Németorszag). 20 tabletta teljes tomegét gondos portalanitds utan analitikai
mérlegen lemértem, majd a késziilék forgodobjaba helyeztem Oket. A dob 100 fordulata utéan,
melyre 4 perc alatt keriilt sor, ismét portalanitottam a tablettak felszinét, majd lemértem a

tomegiiket.

4.14.3. Torési szilardsag

A tablettdk torési szilardsagat Erweka TBH30M berendezés segitségével vizsgaltam
(Heusenstamm, Németorszag). 10 tabletta eltdréséhez sziikséges er6t mértem le egymas utéan,
majd a mérések atlagat vettem a tablettak torési szilardsdganak. A gyogyszerforma
vizsgéalatokhoz hasznalt minden mérési modszer és eszkéz Osszhangban allt az Eurdpai

Gyogyszerkonyv 9. kiadasaval.
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4.15. Matrix tablettak kioldodasi vizsgalatai
A kioldodasi vizsgalatokat Erweka DT 800 Dissolution Tester berendezéssel végeztem,

forgolapatos modszerrel (Heusenstamm, Németorszag).

Az elsd esetben a szilimarin kioldodasat vizsgaltam Carbopol alapt hidrofil matrix
tablettakbol mesterséges bélnedvben. A mesterséges bélnedv literenként 6,8 g KH>PO4-ot
tartalmazott, a pH-t pedig 0,1 M NaOH oldattal allitottam be 6,8-re, az Eurdpai
Gyobgyszerkonyv 9. kiadasanak megfeleléen. A vegyszereket a Hungaropharma Zrt.-t6l
szereztiik be. A kdzeg homérséklete 37+0,5 °C volt a vizsgalat teljes idétartama alatt, é¢s 100
rpm fordulatszammal folyamatosan kevertettem. Minden tabletta 900 ml kioldokozegbe kertilt,
mind a 4 kiilonb6zé formulacid esetében 4 parhuzamos mérést végeztem. A vizsgalat
id6tartama 780 perc volt, ezalatt 16 alkalommal 4 ml mennyiségi mintat vettem a

kioldokozegbol, melyet azonnal podtoltam.

A masodik esetben a szilimarin kioldodasat vizsgaltam Carbopol alapti hidrofil matrix

tablettakbol mesterséges gyomornedvben. A mesterséges gyomornedv Osszetétele literenként
2,0 g NaCl és 80,0 ml 1 M sosav volt, 1,2 pH értékkel, az Eurdpai Gyogyszerkonyv 9.
kiadasanak megfeleléen. A vegyszereket a Hungaropharma Zrt.-t6] szereztiik be. A kozeg
hoémérséklete 37+0,5 °C volt a vizsgalat teljes idOtartama alatt, €s 100 rpm fordulatszammal
folyamatosan kevertettem. Minden tabletta 900 ml kioldokozegbe keriilt, mind a 4 kiilonb6zo
formulaci6 esetében 4 parhuzamos mérést végeztem. A vizsgalat id6tartama 780 perc volt,
ezalatt 16 alkalommal 4 ml mennyiségli mintat vettem a kioldokozegbdl, melyet azonnal

potoltam.

A harmadik esetben a kiilonb6z6 ciklodextrin szdrmazékokkal komplexalt szilimarin

kioldddasat vizsgaltam Carbopol alapt hidrofil matrix tablettakbol mesterséges bélnedvben. A
kozeg hoémérséklete 37+0,5 °C volt a vizsgalat teljes idoétartama alatt, és 100 rpm
fordulatszdmmal folyamatosan kevertettem. Minden tabletta 900 ml kioldokdzegbe kertilt,
mind a 16 kiilonb6zé formulacid esetében 4 parhuzamos mérést végeztem. A vizsgalat
iddtartama 780 perc volt, ezalatt 16 alkalommal 4 ml mennyiségli mintat vettem a

kioldokozegbol, melyet azonnal pédtoltam.

A negyedik esetben a kiilonboz6 ciklodextrin szarmazékokkal komplexalt szilimarin

kioldddasat vizsgaltam Carbopol alapu hidrofil matrix tablettakbol valtozé kdzegben. Ehhez a
berendezés forgokosaras modszerét hasznaltam. A vizsgalat elsé oOrajaban a tablettak

mesterséges gyomornedvbe kertiltek, ebbdl 15 percenként 4 ml mintat vettiink. Ezutan a
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kozeget mesterséges bélnedvre cseréltiik, €s tovabbi 6 oraig végeztiik a vizsgalatot, minden 30

percben 4 ml mintavétellel.

A kozeg homérséklete 37+0,5 °C volt a vizsgalat teljes idétartama alatt, €s 100 rpm
forulatszdmmal folyamatosan kevertettem. Minden tabletta 900 ml kioldokozegbe keriilt, a

kiilonboz6 formuléaciok esetében 4 parhuzamos mérést végeztem.

A vizsgalat sordn vett mintdkat spektrofotometridas modszerrel mértem, 287 nm
hulldamhosszon, Shimadzu UV-1601 UV-VIS spektrofotométer hasznélataval (Kyoto, Japan).
Referenciaként 70 mg szilimarint oldottam fel desztillalt vizben, majd sziirtem, és lemértem az
abszorbancidjat. A kioldokozegbdl vett mintak abszorbancidjat a referencia abszorbancia

szazalékaban fejeztem ki.

4.16. Statisztikai kiértékelés

Az adatokat Microsoft Excel 2013 szoftver segitségével kezeltem ¢és abrazoltam
atlagként = S.D., statisztikai kiértékelés¢hez GraphPad Prism szoftvert hasznaltam (9-es
verzi0; GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA). A csoportok 6sszehasonlitasat kétiranya
ANOVA-t koveto Tukey teszttel végeztem el, a kiilonbséget akkor tekintettem szignifikansnak,
ha ap <0,05.
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5. Eredmények

5.1. SEDDS rendszerek részecskeméret-meghatarozasa

A Malvern Zetasizer Nano ZSP berendezéssel végzett, dinamikus fényszorason alapul6d
részecskeméret-meghatarozashoz a polisztirén részecskékre jellemz6 1.59 refraktiv indexet és
0,010 abszorpcids értéket hasznaltam, igy kaptam meg a TFG+S1 (7. abra) ¢s TFG+S2 (8.
abra) Osszetételek részecskeméret-eloszlasat. A TFG+S1 Osszetétel atlagos részecskedtmérdje
829 nm, mig a TFG+S2 osszetételé 65,5 nm volt. A vizsgalat eredményei alapjan a TFG+S1
formulaci6 on-mikroemulgedld rendszernek tekinthetd (self-microemulsifying drug delivery
system, SMEDDS), mig a TFG+S2 6n-nanoemulgeal6 rendszernek (self-nanoemulsifying drug
delivery system, SNEDDS). Megjegyzend0 azonban, hogy az Onemulgeald rendszerek

nomenklatiuraja nem egységes a szakirodalomban, ezért ezek a kategoriak vitathatoak.

[0} R PR EAMETH T P L0 3 R WERF AT B <SR R 0 T E R R RE RT3 .
40. ................ ............... ............... ............ u‘ ...............

P S L wimem s men s F s e e s e Lsmsmeemya TR :

Mennyiség (%)

: : : [} :
20. ................ ' ............... :. ............... : ........... ‘\..J‘ ................ :

10< ................ : ............... :. ............... E...,.,...,...\‘.; ............... :

0.1 1 10 100
Méret (d.nm)

10000

Record 6: composition3 1 Record 7: composition3 2
—— Record 10: composition3B 2 —— Record 11: composition3B 3

7. abra. TFG+S1 6nemulgealé rendszer részecskeméret-eloszlasi grafikonja.
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Mennyiség (%)

0.1 1 10 100 1000 10000
Méret (d,nm)

Record 1: composition5 1 Record 2: composition5 2
—— Record 4: composition5 4 Record 5: composition5 5

Record 3: composition5 3

8. abra. TFG+S2 onemulgealoé rendszer részecskeméret-eloszlasi grafikonja.

5.2. SEDDS rendszerek zéta-potencial analizise

A Malvern Zetasizer Nano ZSP berendezés segitségével meghatarozott zéta-potencial a
TFG+SI1 6sszetétel esetében -71,3 mV volt, a TFG+S2 §sszetétel esetében pedig -38,5 mV (7.
tablazat). A zéta-potencial nagysdga mV mennyiségben megadva a vizsgalt rendszer
stabilitasat mutatja meg, 0-5 mV kozotti érték gyors koagulaciot vagy flokkulaciot jelez, 10-30
mV kozott instabilitast, 30-40 mV kozotti érték kozepes stabilitast, 40-60 mV kozotti érték jo,
61 mV feletti érték pedig kivalo stabilitast [105]. A zéta-potencidl analizis alapjan a TFG+S1

Osszetétel stabilitasa kivalo, TFG+S2 osszetételé pedig kdzepesnek tekinthetd.

Formulacié Z¢&ta-potencial Szoras
TFG+S1 -71,3 mV 11,8 mV
TFG+S2 -38,5 mV 7,47 mV

7. tablazat. SEDDS formulaciok zéta-potencialja.

5.3. DPPH antioxidans teszt

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

kovetkez6 egyenlet szerint szamoltam ki:
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9. abra. DPPH teszttel mért antioxidans kapacitas.

crer

szazalékos aranyat a 9. abran abrazoltam. A grafikonon lathat6, hogy a TFG, TFG+SI1 és
TFG+S2, tehat a gorogszénamag kivonatot tartalmazd Osszetételek antioxidans kapacitasa
alacsonyabb koncentracioban elmarad a pozitiv kontrollként hasznalt aszkorbinsav oldatétol,
magasabb koncentracioban azonban megkdzeliti, vagy a TFG+S1 formulacio6 esetében akar el
is éri azt. Az S1 ¢és S2 0Osszetételek, melyek csak a SEDDS rendszerek segédanyagait

tartalmazzak, novényi kivonatot nem, koncentraciotol fiiggetleniil elhanyagolhat6 antioxidans

hatassal birnak.

5.4. Szuperoxid-dizmutaz (SOD) antioxidans teszt
Az in vitro SOD enzimaktivitasi tesztet Caco-2 sejteken végeztem el. A pozitiv
kontrollként aszkorbinsavval kezelt sejtek SOD aktivitdsat 100%-nak vettem, és az ehhez

viszonyitott enzimaktivitas értékét a 10. abran abrazoltam.
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10. abra. SOD enzimaktivitas teszt eredménye.

A grafikonon lathatd, hogy a TFG+S1 és TFG+S2 osszetételekkel kezelt sejtek SOD
aktivitdsa magasabb értéket mutatott, mint az egyszerti gérogszénamag kivonat TFG-vel kezelt
sejtek esetében tapasztalt érték. Erre lehetséges magyardzat, hogy a penetraciéfokozo
segédanyagoknak kdszonhetden a sejtek nagyobb mennyiségben vették fel a novényi kivonat
antioxidans komponenseit, igy azok jobban befolydsoltdk az enzimaktivitdst. Az
enzimaktivitason alapul6 sejtes antioxidans teszt a korabban leirt, DPPH reagensen alapulo
kémcsokisérlethez képest a mindkét esetben pozitiv kontrollként hasznalt aszkorbinsavnal
nagyobb antioxidans kapacitast mutatott a TFG+S1 formulaci6é vonatkozasaban. Az S1 és S2
Osszetételek, melyek csak a SEDDS segédanyagokat tartalmaztak, szintén mutattak némi
antioxidans hatést, amely valamivel magasabb volt, mint a negativ kontrollként hasznalt PBS

oldat esetében tapasztalt, de nem tekinthetd szamottevonek.

5.5. Gorogszéna komponensek permeabilitasi vizsgalatai

A transzport kisérletekhez felhasznalt inzerteken kialakult sejtrétegek TEER értékei 800
és 1000 Qcm? kozott voltak. A permeabilitasi teszt soran vett mintdkbol kimutatott
komponensek koncentracidja alapjan grafikonon dabrazoltam a felszivodott gorogszéna
komponensek mennyiségét az 1d6 fiiggvényében (11-13. abra). A Novénytani Tanszéken
végzett komplex metabolomikai vizsgalat soran 0sszesen 13 vegyiiletet sikeriilt kimutatni a

transzport mintakbol.
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11. abra. A {6 gorogszéna komponensek: 4-OH-izoleucin és trigonellin permeabilitasi

gorbéi.
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12. abra. A gorogszénamag Kivonatbdl kimutatott 5 kiilonb6z6 szteroid szaponin

permeabilitasi gorbéi. A szinkodok megegyeznek a 11. abraval.
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13. abra. A gorogszénamag Kkivonatbdl kimutatott 6 kiilonb6zo flavonoid permeabilitasi

gorbéi. A szinkédok megegyeznek a 11. abraval.

Az S1, S2 és a negativ kontrollként hasznalt PBS esetében a varakozasnak megfeleléen
nem tudtuk felszivodott komponensek nyomdat kimutatni, a gérbék minden esetben végig
egymassal és a grafikon x tengelyével atfedésben futnak. A TFG+S1 és TFG+S2 0sszetételek
esetében minden vegyliletre vonatkoztatva jelentésen nagyobb mennyiségli ndvényi
komponens jutott 4&t a membranon a kisérlet soran, mint az egyszeri gérégszénamag kivonatot
tartalmazd TFG 0Osszetételbdl. Ez alatamasztotta az elméletet az onemulgeald rendszerek
penetraciofokozo hatdsarol. Az alapvetden alacsonyabb vizoldékonysagu vagy permeabilitast
komponenseken tial a SEDDS formulaciok a vizoldékony, jol felszivodd vegyliletek
vezethet. A permeabilitasi gorbék Tukey HSD post-hoc teszttel keriiltek 0sszehasonlitasra, a
kiilonbozd betlikkel jelolt gorbék szignifikdnsan kiilonboznek egymadstol (p < 0,05). A
statisztikai analizis is alatamasztja, hogy mig egyes vegyiiletek esetében a TFG minta
felszivodasa nem mutat szignifikans kiilonbséget a negativ kontroll permeabilitasi gorbéjéhez
képest, a TFG+S1 és TFG+S2 a TFG-tdl és a negativ kontrolltol is minden esetben
szignifikdnsan eltéré gorbét eredményezett. Egymastél azonban a legtobb esetben nem

kiilonboztek szignifikdnsan, a transzport kisérlet kiértékelése utdn nem lehet egyértelmiien
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kijelenteni, hogy barmelyik formuldcio jobb penetraciofokozé tulajdonsaggal rendelkezne a

masiknal.

5.6. A sejtréteg integritasa
A sejtréteg integritasdit a TEER értékek monitorozasaval ellendriztem, az adott

idépontokban mért TEER értékeket rogzitettem, €és a transzport kisérlet megkezdése eldtti

TEER értéket 100%-nak véve, ennek aranyaban abrazoltam (14. abra).

Sejtréteg integritas utankovetése

120

—=@=TGF

e=@==TGF+S1

e TGF+S52

kiindulasi TEER %

S1
= 52
==@==PBS

=@ TRX

id6 (ora)
14. abra. Sejtréteg TEER valtozasanak kovetése.
A transzport vizsgalatok végeztével a kezdeti TEER értékek csokkentek, a vizsgalat

befejeztével azonban, friss sejttenyésztd médium hozzaadésa utan ismét néni kezdtek, és 24

oréval a vizsgalat végpontja utan visszaalltak a kiindulési értékek 90%-a feletti értékre. A
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vizsgalt mintakkal vald kezelés hatisara a tight junction-ok valamelyest lazultak, késobb
azonban lassan regeneralodtak, és az értékek helyredllasa a sejtek talélését mutatja a
formulaciokkal torténd kezelés utan. A pozitiv kontrollként alkalmazott Triton-X hatdsdra a
sejtréteg TEER értékének csokkenése nagyobb és permanens volt, a sejtek nem ¢€lték tul a

kezelést.

5.7. MTT citotoxicitasi vizsgalat

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

crcr

oldattal torténd kezelés utani sejt viabilitast tekintettem 100%-nak.

Sejt viabilitas
200
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120

100 I I I I I I mTGF

80 B TGF+S1

Sejt viabilitas (%)

60 TGF+S2

40

20

100x 200x 300x 400x 500x 1000x TRX PBS
Minta higitas

15. abra. Sejt viabilitas gorogszénamag kivonatot tartalmazo formulaciokkal valo

Kkezelés utan.

A pozitiv kontrollként hasznalt Triton-X kezelés 6,7% sejt viabilitast eredményezett. Az
MTT tesztek eredményei alapjan a gérdgszéna kivonatot é¢s a SEDDS komponenseket is jol
toleraltak a sejtek, a viabilitasi értékek minden esetben 74% felett voltak. A 70% feletti
sejttulélési arany alapjan kijelenthetd egy anyagrol, hogy nem toxikus, az ISO 10993-5:2009(E)

standard orvosi eszkdzok és in vitro citotoxicitasi tesztek bioldgiai értékelésére vonatkozo
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iranyelvei alapjan [106]. A TFG minta esetében 100% feletti viabilitasi értékeket is
tapasztaltam, ami valosziniileg a névényi kivonat magas antioxidans tartalmaval magyaréazhato,
mely felerdsiti az MTT redukcidjat. A natir gordgszéna kivonat mutatta a legmagasabb
sejttalélési arany, mig a kiillonb6z6 SEDDS 06sszetételek citotoxicitasi értékei kdzott nem volt
szignifikans kiilonbség. A sejtéletképesség ¢s a mintakoncentracid kozott nem taldltam
Osszefliggést. Minden sejt viabilitasi érték 6 parhuzamos mérés atlagat mutatja. A kiilonbozo
mintdk atlagai minden koncentracidoban egyiranyt ANOVA tesztet kovetd Tukey teszttel
keriiltek 0sszehasonlitasra egymadssal, amely nem mutatott szignifikdns eltérést a kiilonbozo

formulaciok esetén tapasztalt sejtéletképességi értékek kozott (p < 0,05).

5.8. Indirekt kioldddasi vizsgalat

Az indirekt kioldddasi vizsgalat soran a megadott idOpontokban mintit vettem a
kioldokozegb6l. A mintdkat DPPH reagenssel reagaltattam, majd lemértem az
abszorbancidjukat. gy grafikonon tudtam abrazolni a mintdk oxidativ szabadgyokoket
semlegesitd képességét, amit az alabbi egyenlettel szamoltam ki:

Ay — A
1%=°A—5><100
0

cre

crer

Pozitiv kontrollként lemértem 100 ml desztillalt vizzel higitott gérogszéna kivonat antioxidans
kapacitasat, valamint a SEDDS segédanyagok teljes antioxidans kapacitasat 100 ml desztillalt
vizzel higitva, mint negativ kontrollt. A keményzselatin kapszuldk 30 perc utan kezdtek el
szétesni (16. abra), mig a HPMC kapszulakbol 60 perc elteltével is volt hatéoanyag-
felszabadulés (17. abra).
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16.

Minden adatpont 5 parhuzamos mérés atlagat mutatja szoérassal. A gorbék alapjan

elmondhato,

SEDDS 06sszetételek kioldédasa kemény zselatin
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abra. SEDDS osszetételek kioldodasa keményzselatin kapszulakbol.

SEDDS 06sszetételek kioldédasa HPMC kapszulabdl
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17. abra. SEDDS osszetételek kioldodasa HPMC kapszulakbol.

hogy a kioldddas egyenletes és elnytjtott volt mindkét kapszulatok esetében. A
kiilonbozo dsszetételek kioldodasi értékeinek atlagai minden idépontban Kolmogorov-Smirnov
teszttel kertiltek 0sszehasonlitasra, amely nem mutatott szignifikans kiilonbséget a kioldodasi

profilokban (p < 0,05).

44



5.9. Gyogyszerforma vizsgalatok

5.9.1. Tomegegységesség

A tomegegységesség vizsgalata alapjan az atlagtomegtdl valdo maximalis eltérés minden
esetben a 9. Eurdpai Gyogyszerkonyv altal megengedett maximalis 5% alatt volt. A legnagyobb
eltérést a Carbopol 71G matrixalkotot tartalmazo tablettak esetében kaptam, a ciklodextrinnel
nem komplexalt Osszetételnél. A legkisebb eltérést a Carbopol 974 PNF tartalmut tablettak
mutattak, itt 0,5% alatt volt az atlagtomegtdl valo eltérés. A 8. tablazat 20 tabletta atlagos
tomegét mutatja, és az attél valdo maximalis eltérést szilimarint tartalmazé Carbopol alapt
hidrofil matrix tablettak esetén. A 9. tablazat 20 tabletta atlagos tomegét mutatja, és az attol
valo maximalis eltérést ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmazé Carbopol alapu

hidrofil matrix tablettak esetén. A kombinacidok szamozasa a 4. tablazat szerint tortént.

71G | Noveon | 971 PNF | 974 PNF

atlagos tomeg (mg) 504.8 | 497.9 496.1 494.8

maximalis eltérés (mg) | +17.5 +4.9 +8.6 +2.5

8. tablazat. Szilimarint tartalmazo Carbopol alapu hidrofil matrix tablettak atlagos

tomege, ¢és az attol valo maximalis eltérés.

Fl1. F2. F3. F4. F5. Fé6. F7. F8.

atlagos tomeg (mg) | 498.1 | 499.8 | 497.2 | 499.3 | 504.8 | 494.7 | 497.4 | 495.7

maximalis eltérés (mg) | £7.3 | £89 | 6.4 | £7.8 | +82 | £5.6 | £5.8 | 94

FO. F10. | F11. | F12. | F13. | F14. | F15. | Fl6.

atlagos tomeg (mg) | 494.7 | 497.9 | 497.8 | 497.3 | 503.7 | 500.7 | 495.4 | 496.1

maximalis eltérés (mg) | +2.4 | £9.3 | +49 | +6.4 | £2.5 | £7.4 | £59 | #4.5

9. tablazat. Ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmazo Carbopol alapu hidrofil

matrix tablettak atlagos tomege, és az attol valéo maximalis eltérés.
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5.9.2. Kopasi veszteség

A kopasi veszteség minden tablettadsszetétel esetében a 9. Eurdpai Gyogyszerkonyv
altal megengedett maximalis 1%-nal alacsonyabb volt. A legnagyobb kopasi veszteséget a
Carbopol 71G polimert tartalmazd tablettdk esetében tapasztaltam, a masik harom
matrixalkotobdl képzett tablettdk esetében nem volt szdmottevd kiilonbség a kopdsi veszteség
értékei kozott. A 10. tablazatban 20 tablettdnak a kopasi veszteséget vizsgalo berendezés 100
fordulata eldtti, illetve utdni tomege kozotti kiilonbség van feltiintetve a kopasi veszteséget
vizsgéald berendezés 100 fordulata elétt, illetve utan, szilimarint tartalmaz6 Carbopol alapt
hidrofil matrix tablettak esetén. A 11. tablazatban 20 tablettanak a kopdasi veszteséget vizsgalod
berendezés 100 fordulata el6tti, illetve utdni tomege kozatti kiilonbség van feltiintetve a kopasi
veszteséget vizsgalo berendezés 100 fordulata el6tt, illetve utdn, ciklodextrinnel komplexalt
szilimarint tartalmazd Carbopol alapu hidrofil matrix tablettdk esetén. A kombinacidok

szamozasa a 4. tablazat szerint tortént.

71G | Noveon | 971 PNF | 974 PNF

kopasi veszteség | 49.2 26.2 27.2 24.0 mg

0.54| 0.29 0.27 0.26 %

10. tablazat. Szilimarint tartalmazo Carbopol alapu hidrofil matrix tablettak kopasi

vesztesége.
Fl1. F2. F3. F4. F5. Fé. F7. F8.
kopasi 43.8 459 53.9 43.8 28.3 28.7 22.9 30.7 mg
veszteség
0.44 0.46 0.5 0.44 0.28 0.32 0.23 0.31 %
F9. F10. F11. F12. F13. F14. F15. Fl6.
kopasi 27.7 20.9 34.8 34.8 30.2 46.1 38.6 33.7 mg
veszteség
0.25 0.21 0.35 0.35 0.3 0.46 0.39 0.34 %

11. tablazat. Ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmazé Carbopol alapu hidrofil

matrix tablettak kopasi vesztesége.
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5.9.3. Toreési szilardsag

A torési szilardsag vizsgalata alapjan a tablettdk megfeleléen lettek préselve, a

széttorésilkhoz a konvenciondlis tablettdkhoz képest nagyobb erdhatas sziikséges. Mivel a

matrixtablettdknek nem kell szétesniiik a gasztorintesztindlis rendszerben, ez a felhasznalés

szempontjabol elényds. A Carbopol 71G polimert tartalmazo tablettdk bizonyultak a

legkevésbé ellenédllonak, mig a masik harom matrixalkotot tartalmazo tabletta torési

szilardsagadban nem mutatkozott jelentds kiilonbség. A 12. tablazat a 10 tabletta eltorésé¢hez

sziikséges erdk atlagat mutatja, Newtonban kifejezve, szilimarint tartalmazd Carbopol alapu

hidrofil matrix tablettak esetén. A 13. tablazat a 10 tabletta eltoréséhez sziikséges erdk atlagat

mutatja, Newtonban kifejezve, ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmazé Carbopol

alapu hidrofil matrix tablettak esetén. A kombinaciok szamozasa a 4. tablazat szerint tortént.

71G

Noveon

971 PNF

974 PNF

atlagos torési szilardsag (N)

327

493

493

492

12. tablazat. Szilimarint tartalmazo Carbopol alapa hidrofil matrix tablettak torési

szilardsaga.
Fl. [F2. |F3. [F4. | F5. [F6. | F7. | Fs.
atlagos torési szilardsag (N) | 310 | 342 | 337 | 316 | 484 | 488 | 495 | 473
F9. | F10. | F11. | F12. | F13. | F14. | F15. | F16.
atlagos torési szilardsag (N) | 487 | 480 | 476 | 486 | 508 | 487 | 510 | 489

13. tablazat. Ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmazé Carbopol alapa hidrofil

matrix tablettak torési szilardsaga.

A tablettdk gyogyszerforma vizsgalatai

alapjan kijelenthetd,

hogy a kézi

tablettazogéppel megfeleld fizikai paraméterekkel rendelkezd terméket hoztam 1étre, minden

mintam megfelelt a Gydgyszerkdnyvben leirt feltételeknek.
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5.10. Carbopolok citotoxicitasa

A tablettdk formulalasahoz felhasznalt négy Carbopol citotoxicitdsait MTT teszt
segitségével vizsgaltam Caco-2 sejtvonalon. A vizsgalat eredményei alapjan nem tudtam
Osszefliggést kimutatni a sejtéletképesség €s a kezelés mintdinak Carbopol koncentracioja
kozott. A legmagasabb vizsgalt koncentracio 150 mg Carbopol volt, 900 ml vizben oldva, ami
egy matrixtablettdnak megfelelé mennyiség. A legmagasabb sejtéletképességet a Noveon
esetében tapasztaltam. A 18. dbran lathatok az MTT teszt eredményei, a taléld sejtek
szazalékos aranyat abrazoltam a Carbopol koncentracié fliggvényében. A negativ kontrollként
hasznalt, PBS-el kezelt sejtek talélését vettem 100%-nak. Minden adatpont 5 parhuzamos

mérés atlagat mutatja, szorassal.

Carbopolok citotoxicitasa
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Carbopol koncentracié (mg/900 ml)

Carbopol 71G  m Carbopol 971P  m Carbopol 974P Noveon

18. abra. Carbopolok citotoxicitasa.

5.11. Szilimarin kiold6dasa matrixtablettakbol

A kioldddasi vizsgélatok elsd sorozatdban a szilimarin kioldodasat vizsgaltam a
Carbopol-alapu matrixtablettadkbol. A 19. dabran az adott id6pontban levett minta
szilimarintartalmat abrazoltam a referenciaoldat szazalékaban. Minden adatpont négy
parhuzamos mérés atlagat mutatja, szorassal. A kioldddasi gorbék alapjan kijelenthetd, hogy
mind a négy Carbopol elnyujtott, egyenletes hatdanyag-leadast biztositott. Eltérések
tapasztalhatok azonban a felszabadult hatoanyag teljes mennyiségében. A Carbopol 971P ¢és

Noveon polimerek biztositottak a legmagasabb szilimarin felszabadulast a matrixbol 780 perc
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elteltével. Az elsd szignifikans kiilonbség a vizsgalat 60. percében mutatkozott a Carbopol 971P

¢s a Carbopol 71G kozott. A vizsgalat 780. percében mind a négy kioldodasi gorbe

szignifikansan kiilonbozott egymastol.

A vizsgalat igazolta, hogy a Carbopolok megfeleld alapot jelentenek nyujtott hatdéanyag-

leadast hidrofil matrixtablettak formulalasahoz.

Szilimarin kioldodasa matrix tablettakbal

90
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< 60 =@==Carbopol 71G
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@ 50
:g e=@==Noveon AA-1
k-] 40 polycarbophil USP
o
z 30 Carbopol 974P NF
20
10 ==@==Carbopol 971P
0

I1d6 (perc)

19. abra. Szilimarin kioldodasa kiillonbozo6 polimereket tartalmazo matrix tablettakbol.

5.12. Ciklodextrinekkel komplexalt szilimarin kioldodasa matrix tablettakbol

A kioldodasi vizsgalatok masodik sorozataban a hatdéanyag felszabadulasat vizsgaltam
abban az esetben, ha a hidrofil matrix technolédgiat a ciklodextrinekkel torténé molekularis
kapszulazéssal kombinaljuk. A 4 kiilonb6zé Carbopolbdl és a négyféle B-ciklodextrin
szarmazékbol Osszesen 16 kiillonbozd dsszetétell tablettat formulaltam. A kioldodasi gorbék
Osszehasonlitasa utan két Carbopolt (Noveon és Carbopol 974 PNF) tudtam kivalasztani,

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

A HPBCD-vel komplexalt szilimarin kioldodasa a 20. abran l4athat6. Minden adatpont
négy parhuzamos vizsgalat atlaga, szorassal. A kioldodott hatéanyag mennyisége a
legmagasabb a Carbopol 974 PNF ¢és a Noveon esetében volt, elérte a referenciaoldathoz
viszonyitott 100%-os kioldodast. Az elsd szignifikans kiilonbség a vizsgalat 60. percében volt,
a 974 PNF és 71G kozott. A vizsgalat 240. percében minden kioldodasi gorbe szignifikdnsan

kiilonbozott egymastol.
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20. abra. HPBCD-vel komplexalt szilimarin kioldodasa a Carbopol alapu
matrixtablettakbol.

A random metil-béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol
alapu matrixtablettdkbol a 21. abran lathat6. Minden adatpont négy parhuzamos vizsgalat
atlaga szorassal. A legtobb hatdéanyag a Carbopol 974 PNF ¢és a Noveon esetében szabadult fel,
ezekben az esetekben a referenciaoldathoz képest 100%-os kioldddast tapasztaltam. Az elsd
szignifikans kiilonbség a vizsgalat 120. percében tapasztalhatdo a Carbopol 974 PNF és 71G,
illetve a 974 PNF and 971P kozott. A Noveon és Carbopol 974 PNF kioldodasi gorbék nem

kiilonboztek egymastol szignifikdnsan a vizsgalat végéig.
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21. abra. Random metil-béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a

Carbopol alapu matrixtablettakbol.

A Heptakis ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kiolddédasa a Carbopol alapt
matrixtablettakbol a 22. abran lathato. Minden adatpont négy parhuzamos vizsgélat atlaga,
szorassal. A kioldodott hatdbanyag mennyisége a legmagasabb a Carbopol 974 PNF és a Noveon
esetében volt, elérte a referenciaoldathoz viszonyitott 100%-os kioldddast. Az els6 szignifikans
kiilonbség a vizsgalat 60. percében volt, a 971P és a Noveon kozott. A vizsgalat 480. percében

minden kioldodasi gorbe szignifikdnsan kiilonbozott egymastol.
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22. abra. Heptakis ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldodasa a Carbopol alapu

matrixtablettakbol.

A metilalt béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol alapt
matrixtablettakbol a 23. abran lathato. Minden adatpont négy parhuzamos vizsgélat atlaga,
szorassal. A kioldodott hatdbanyag mennyisége a legmagasabb a Carbopol 974 PNF és a Noveon
esetében volt, ezekben az esetekben a referenciaoldathoz képest 100%-os kioldodast
tapasztaltam. Az elsd szignifikans kiilonbség a vizsgélat 180. percében volt, a 71G és a Noveon
kozott. A Noveon és a 974 PNF, illetve a 71G és 971P kioldodasi gorbéi kozott nem volt

szignifikans kiilonbség a vizsgalat végéig.
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Metilalt B-ciklodextrin
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23. abra. Metilalt béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol

alapu matrixtablettakbol.

A random metil-béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol
alapt matrixtablettakbol a 24. abran lathat6. Minden adatpont négy parhuzamos vizsgalat
atlaga szorassal. A legtobb hatdanyag a Carbopol 974 PNF és a Noveon esetében szabadult fel,
ezekben az esetekben a referenciaoldathoz képest 100%-os kioldddast tapasztaltam. Az elsd
szignifikans kiilonbség a vizsgalat 120. percében tapasztalhatdo a Carbopol 974 PNF és 71G,
illetve a 974 PNF and 971P kozott. A Noveon és Carbopol 974 PNF kioldddasi gorbék nem

kiilonboztek egymastol szignifikdnsan a vizsgalat végéig.
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24. abra. Random metil-béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a

Carbopol alapu matrixtablettakbol.

5.13. Szilimarin kioldodasa mesterséges gyomornedvben

A kioldodasi vizsgalatok harmadik sorozataban a szilimarin kioldodaséat vizsgaltam
Carbopol alapt hidrofil matrix tablettakbol mesterséges gyomornedvben, melynek pH-ja 1,2.
A hatoanyagot HPBCD-vel komplexaltam. Itt minden Carbopol esetében elnyujtott és
egyenletes kioldodast tapasztaltam, de a folyamat sokkal lassabb volt, mint a mesterséges
bélnedv esetében. A 780 perces vizsgadlat végére a tablettakbol kioldddott szilimarin
mennyisége 14% ¢€s 37% kozé esett. A kioldodasi gorbék a 25. abran lathatok. Minden
adatpont négy parhuzamos vizsgalat atlaga, szérdssal. Az elsd szignifikans kiilonbség a
vizsgélat 5. percében volt, a 974 PNF ¢s a Noveon kozott. A Noveon és 71G kioldodasi gorbéi

kozott nem volt szignifikans kiilonbség a vizsgalat végéig.
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25. abra. HPBCD-vel komplexalt szilimarin kioldodasa kiilonb6zo polimereket

tartalmazo matrix tablettikbol mesterséges gyomornedvben.

5.14. Szilimarin Kiold6dasa valtozé kozegben

A kioldédasi vizsgalatok negyedik sorozatdban az elsd oOrdban a kioldokdzeg
mesterséges gyomornedv volt, amit ezutan lecseréltem mesterséges bélnedvre, és tovabbi 6
oran at folytattam a kisérletet. A cél a Carbopol matrixokbdl torténd kioldodas vizsgalata volt
a human gasztrointesztinalis rendszert leginkabb modellezé pH-ji kornyezetben. Mind a 16
Carbopol-ciklodextrin kombinaciot megvizsgaltam. Ebben az esetben a kioldddott szilimarin
mennyisége kevesebb volt a korabban mesterséges bélnedvben elvégzett kisérletekhez képest,
részben a vizsgalat rovidebb ideje miatt, részben az els¢ o6ra savas kozege miatt, amely
befolyésolja a polimerek gélképzését. A kioldodasi gorbék dsszehasonlitasaval kivalaszthatoak

a legjobb hatéanyag-felszabadulést biztositdo Carbopol-ciklodextrin kombinaciok.

A HPBCD-vel komplexalt szilimarin kioldédéasa a Carbopol alapi matrixtablettakbol
valtozo kozegben a 26. abran lathatd. Minden adatpont négy parhuzamos vizsgalat atlaga. A
legtobb hatéanyag a Carbopol 974 PNF ¢és a Noveon esetében szabadult fel, de mind a négy
Carbopolbdl alacsony volt a felszabadulas, 24-34% koz¢ esett a referenciaoldathoz viszonyitva.
Az els6 szignifikans kiilonbség a vizsgalat 30. percében talalhat6 a Carbopol 71G és a 974 PNF

kozott. A 971P és a 71G nem kiilonbozott egymadstol szignifikdnsan a vizsgalat végéig.
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26. abra. HPBCD-vel komplexalt szilimarin kioldodasa a Carbopol alapu

matrixtablettakbol, valtozé kozegben.

A Heptakis ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldéddsa a Carbopol alapu
matrixtablettakbol valtozo kdzegben a 27. abran lathaté. Minden adatpont négy parhuzamos
vizsgalat atlaga. A legtobb hatdanyag a Carbopol 974 PNF ¢és a Noveon esetében szabadult fel,
de mind a négy Carbopolbdl alacsony volt a felszabaduldsl 15-31% kozé esett a
referenciaoldathoz viszonyitva. Az els6 szignifikans kiilonbség a vizsgalat 15. percében
talalhato a Carbopol 71G és a Noveon kozott. A 971P és a 71G nem kiilonbozott egymastol

szignifikansan a vizsgalat végéig.
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27. abra. Heptakis ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldodasa a Carbopol alapu

matrixtablettakbol, valtozo kozegben.

A metilalt béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol alapt
matrixtablettakbol valtozo kozegben a 28. abran lathatd. Minden adatpont négy parhuzamos
vizsgalat atlaga. A legtobb hatoanyag a Carbopol 974 PNF és a Noveon esetében szabadult fel,
ezekben az esetekben meghaladta a referenciaoldathoz viszonyitott 75%-ot. A masik két
Carbopolbdl csak kis mennyiségili szilimarin szabadult fel, 30%-nal alacsonyabb mennyiség a
referenciaoldat viszonylataban. A Carbopol 974 PNF ¢s a Noveon szignifikdnsan kiillonbozott

a 71G-t6l és a 971P-t6] a vizsgalat kezdetétdl, egymastdl viszont a vizsgalat végéig nem.
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28. abra. Metilalt béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol

alapu matrixtablettakbol, valtozé kozegben.

A random metil-béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol
alapi matrixtablettakbol valtozo kozegben a 29. abran lathaté. Minden adatpont négy
parhuzamos vizsgalat atlaga. A legtobb hatdéanyag a Carbopol 974 PNF ¢és a Noveon esetében
szabadult fel, de mind a négy Carbopolbdl alacsony volt a felszabadulas, nem érte el a

referenciaoldathoz viszonyitott 30%-ot. Az elsd szignifikdns kiilonbség a vizsgalat 15.
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percében taldlhato a Carbopol 71G és a 974 PNF kozott. A 971P és a 71G nem kiilonbozott

egymastol szignifikansan a vizsgalat végéig.
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29. abra. Random metil-béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldodasa a

Carbopol alapu matrixtablettakbol, valtozé kozegben.

A vizsgalatok alapjan két kombinacié esetében Iényegesen jobb hatéanyag-
felszabadulassal szamolhatunk, mint a tobbi formulacional. Ezek a metilalt béta-ciklodextrinnel
komplexalt szilimarint tartalmazé Carbopol 974 PNF, illetve Noveon alapti matrixtablettak

voltak.

5.15. Szilimarin kiold6dasanak 6sszehasonlitasa kiilonb6z6 formulaciokbol

A kioldodasi vizsgélatok eredményei alapjan két Carbopol-ciklodextrin kombinaciot
tudtam kivalasztani, amelyek a legalkalmasabbnak bizonyultak az elnyujtott hatéanyag-leadas
és ezéltal a megndvelt biohasznosulds elérésére. Osszehasonlitasképpen egy kereskedelmi
forgalomban kaphaté 70 mg szilimarin tartalma készitmény, egy konvencionalis
keményzselatin kapszula kioldodasvizsgalatat is elvégeztem valtozo kozegben. A 30. abran
lathatok a metilalt béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarint és Noveont, illetve Carbopol 974
PNF-et tartalmaz6 formulacidk, valamint a gyari készitmény kioldodasi gorbéi. Mig az utdbbi

esetében a szilimarin kioldodasa egy ora utan elérte a maximumot, a matrix tablettak nyujtott

57



hatdanyag-leaddsa 6 oraval a kisérlet kezdete utan is tartott. A cikodextrinekkel torténd
komplexaléas novelte a hatdanyag oldékonysagat, igy jobb kioldddast eredményezett. Minden
adatpont négy parhuzamos mérés eredménye. A gyari készitmény kioldddasi gorbéje a 15.
perctdl szignifikansan kiilonbozik a matrixtablettakétol, mig a matrixtablettak goérbéi nem

kiilonboztek egymastdl szignifikansan a vizsgalat végéig.

Kulonboz6 szilimarin készitmények kioldodasa
100%
90%
80%
70%
60%

50%

Kioldédas

40%

30%

20%

10%

0%
15 30 45 60 90 120 150 180 210 240 270 300 330 360 390 420
1d6 (perc)

=@ \OveOn — ==@==974 PNF Kapszula

30. abra. Konvencionalis keményzselatin kapszula, valamint metilalt béta-
ciklodextrinnel komplexalt szilimarint és Noveont, illetve Carbopol 974 PNF-et

tartalmazo matrixtablettak hatéanyag-leadasa.

5.16. Noveon alapu matrix tablettak citotoxicitasi vizsgalata

Végiil megismételtem a kioldodasi vizsgalatot a legjobb hatdanyag-felszabadulasi
tulajdonsagokat mutatd Noveon és metilalt béta-ciklodextrin kombinécidval, melybdl a korabbi
kisérletek alapjan a legtobb szilimarin oldodott ki. A vizsgélat soran a kioldokdzegbdl vett
mintakat MTT teszthez hasznaltam fel. Az eredmények a 31. abran lathatok, minden adatpont
5 parhuzamos mérés atlagat mutatja, szorassal. Nem taldltam Osszefiiggést a taléld sejtek
szazalékos ardnya ¢€s a tablettakomponensek koncentracioja kozott. A sejtéletképesség minden
esetben 70% felett volt, egyes esetekben kozel 100%. A vizsgdlat alapjan a készitmény
biokompatibilisnek (citokompatibilisnek) tekinthetd.

58



Noveon alapu matrix tablettak
citotoxicitasi vizsgalata
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6. Diszkusszio

6.1. A gorogszéna kivonatot tartalmazo SEDDS formulaciok kutatasi eredményeinek
diszkusszidja

A természetes, novényi hatdéanyagokat tartalmazd belsdleges készitmények iranti
érdeklédés fokozott igényt teremt a megfeleld, modern gyogyszerhordozé rendszerekbe torténd
inkorporalasra, hogy a rossz stabilitasi és biohasznosuldsu fitofarmakonok hatékony és

kiszamithato terapias felhasznalasat lehetové tegyiik.

A gorogszéna egy tobbféle terdpids célra is alkalmazhatdé gydgyndvény, mely
elsésorban diabétesz és inzulinrezisztencia esetén tlinik potencialis szernek mind a kezelés,
mind a prevencid szempontjabol. A kutatomunkdm elsd része soran két kiillonbozé SEDDS

Osszetételt formulaltam gorogszénamag standardizalt kivonatabol.

A goOrogszéna f6 farmakologiai komponenseinek stabilitasi, oldékonysagi ¢és
felszivodasi paraméterei széles skalan mozognak. A 4-OH-izoleucin egy ndvényekben nem
kifejezetten gyakori, nem proteinogén aminosav. Az inzulinrezisztencidra gyakorolt hatasat az
inzulinszekrécid stimuldlasanak tulajdonitjadk magas vércukorszint esetében [107][108]. Ennek
értelmében a gordgszéna antidiabetikus gydgyndvénynek tekinthetd [109]. Az aminosavak
biohasznosulasanak legfobb limitalo tényezdje a felszivodas, amelynek fokozasa jelenleg is
szamos kutatds témaja, tobbféle megkozelitésben, tobbek kozott abszorpcidfokozd

segédanyagokkal, kémiai mddositassal, €s liposzomakkal [110][111].

A gorogszéna emellett tartalmaz dioszgenin-glikozidokat, amelyekbdl a
gasztointesztinalis traktusban dioszgenin szabadul fel. A vegyiilet segiti a hasnyalmirigy béta-
[108]. A dioszgenin egy szteroid szaponin alacsony biohasznosulassal, ami
penetraciofokozokkal javithatdé mind in vitro Caco-2 sejtmodelleken, mind in vivo

allatkisérletekben [112].

A trigonellin egy inzulinrezisztencias allapot javitasdhoz tobbféleképpen hozzdjarulni
képes alkaloid. Csokkenti a bélrendszerbdl torténd gliikozfelvételt, és segiti a béta-sejtek

crer

amelynek javitasa kiilonb6z6 nanoformulacidkkal jelenleg is kutatasok targyat képezi [115].

Az apigenin gatolja az a-glukozidaz aktivitast, és fokozza az inzulinszekréciot [116]. A
flavonoid oralis biohasznosulasa rossz, de megfeleld nanoformuldciokkal [115], szilard
diszperzidkkal [114], és szubmikro-emulzidkkal [117] javithato.
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A rossz oralis biohasznosulas a gydgyszerformulalas egyik legnagyobb kihivasa. Az
alacsony vizoldékonység, rossz felszivodas és id6 eldtti degradacid pedig a nem megfeleld
oralis biohasznosulas f6 okai [118][119]. A megfeleld paraméterekkel rendelkez6 SEDDS
rendszerek javithatjak a lipofil, alacsony permeabilitasu, és nem kell6képpen stabil molekulak

biohasznosulasat [120][121].

Kutatdmunkdm sordn két kiilonb6zé6 SEDDS rendszert formuldltam standardizalt
gorogszénakivonatbol, melyek egyike a mikro-, a masik pedig a nanoemulzids
mérettartomanyba esett, megfeleld stabilitassal birtak, €és javitottdk a novényi komponensek

biohasznosulasat.

A SEDDS rendszerek hasznos technoldgianak bizonyultak a vizoldékonysdg ¢és a
biohasznosulds javitasara, Iéptéknovelésiikk egyszerli, emellett bizonyos esetekben
csokkenthetik a metabolizmust és megkeriilhetik a méj first pass effektjét [122][94].
Ugyanakkor rendelkeznek hatranyokkal is, ezek kozé sorolhatd a kis hatdéanyag-kapacitas, az
esetleges hatdanyag szivargas, stabilitasi problémak, és a valaszthatd gyogyszerformak erésen

korlatozott szama [123].

A gorogszéna és komponensei a modern hatdanyag-leado rendszerek formulécioja soran
leginkdbb segédanyagok szerepét toltik be, SEDDS rendszerekbe torténd inkorporacidjuk

korabban nem volt kutatés targya.

A munkam soran formulélt két kiilonb6zo, gordgszéna szaritott alkoholos kivonatat
tartalmazo SEDDS 06sszetétel fizikai paramétereinek vizsgalata alapjan a TFG+S1 Osszetétel
egy 829 nm atlagos részecskedtmérdjii on-mikroemulgedld rendszer (SMEDDS), mig a
TFG+S2 egy 65,5 nm atlagos részecskeatmérdjii on-nanoemulgedld rendszer (SNEDDS). Ezek
a kategoriak nevezéktani szempontbol erdsen vitatottak a szakirodalomban. A zéta-potencial
analizis alapjan a TFG+S1 0sszetétel stabilitasa kivalo (-71,3 mV), TFG+S2 Gsszetételé pedig
kozepesnek tekinthetd (-38,5 mV). Mindkét formulacio fizikai paraméterei megfelelonek

bizonyultak.

A kivonat és a SEDDS formulacidk antioxidans hatasait kétféle modszerrel, in vitro
kémiai és Caco-2 sejtkultiras teszttel vizsgaltam. A DPPH reagens segitségével elvégzett teszt
alapjan a TFG, TFG+S1 és TFG+S2, tehat a gérogszénamag kivonatot tartalmazo 6sszetételek
antioxidans kapacitasa alacsonyabb koncentracioban elmarad az aszkorbinsav oldatétol,
magasabb koncentracioban azonban megkozeliti, vagy a TFG+S1 formuléacié esetében akar el

is éri azt. Az S1 és S2 oOsszetételek, melyek csak a SEDDS rendszerek segédanyagait
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tartalmazzak, ndvényi kivonatot nem, koncentraciotdl fiiggetleniil elhanyagolhat6 antioxidans
hatassal birnak, a varakozasnak megfeleléen. A SOD enzimaktivitison alapuld sejtes
antioxidans tesztek alapjan a TFG+S1 ¢és TFG+S2, tehat a SEDDS-ként formulalt
osszetételekkel kezelt sejtek esetében magasabb antioxidans hatast tapasztaltam, mint az
egyszerti gorogszénamag kivonat TFG-vel kezelt sejtek esetében. Erre lehetséges magyarazat,
hogy a penetraciofokozd segédanyagoknak koszonhetéen a sejtek nagyobb mennyiségben
vettek fel a ndvényi kivonat antioxidans komponenseit, igy azok jobban befolyasoltdk az
enzimaktivitast. Kordbban leirtdk, hogy a novényi komponensek antioxiddns kapacitasa
penetracidfokozokkal novelhetd [124]. A TFG+S1 formulédcié az aszkorbinsavnal nagyobb
antioxidans kapacitast mutatott. Az S1 és S2 Osszetételek, melyek csak a SEDDS
segédanyagokat tartalmaztak, szintén mutattak némi antioxidans hatast, amely azonban nem

tekinthet0 szamottevonek.

A permeabilitasi vizsgalataimmal 13 gordgszéna komponens in vitro felszivodasat
vizsgaltam Caco-2 sejteken, koztiik 5 szteroid szaponinét, 6 flavonoid gliikozidét, a 4-OH-
izoleucinét €s a trigonellinét. A két SEDDS formulaci6 permeabilitasa szignifikansan magasabb
volt mind a 13 ndvényi metabolit esetében, mint a natir goréogszéna kivonaté, de egymastol
jelentdsen eltérd felszivodasi paramétereket nem mutattak. Hasonld eredményeket irtak le
SEDDS rendszerekbe inkorporalt filligenin és tektorigenin ndvényi hatdbanyagok in vitro és in
vivo permeabilitasi vizsgélatai soran [125][126]. A transzport vizsgalatok utdn a

membranintegritast TEER utankdvetéssel ellendriztem.

Végrehajtottam a SEDDS formuldciok kioldodasanak indirekt vizsgélatat
keményzselatin ¢s HPMC kapszulatokokb6l. A keményzselatin kapszula egyenletes és
elnyujtott hatdanyag-leadast biztositott 30 percen keresztiil, ezutan szétesett. A HPMC
kapszulatokbol tobb mint 60 percen keresztiil tortént hatdéanyag-leadas, ebben az esetben is
egyenletesen ¢€s elnyujtottan. A kioldodott hatdéanyagokat DPPH reagens hasznalataval,
kozvetett mdédon mértem, kihasznalva a gorogszéna komponensek antioxidans tulajdonsagait,
a Kalantari és mtsai altal leirt modszer alapjan [64]. Tobb tanulményt is talalunk, melyek a
ndvényi hatdanyagokat tartalmazd SEDDS rendszerek elénydsebb hatéanyag-felszabadulési

tulajdonsagait irjak le kiilonb6zé gyogyszerformakbol [65][64][126].

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

a novényi kivonatot és a SEDDS formulacidkat is jol tolerdltdk a Caco-2 sejtek. Bizonyos

esetekben 100% feletti sejt viabilitasi értékeket kaptam, amit a goérdgszéna kivonat magas

antioxidans tartalma okozhatott, megnovelve az MTT atalakitds mértékét [127][128]. A
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biokompatibilitds kulcsfontossdgii paraméter a SEDDS formulaciok ¢és altalaban a

penetraciofokozok esetében [129].

6.2. A szilimarint tartalmazo matrixtablettak kutatasi eredményeinek diszkusszidja

A szilimarin szdmos hatéssal bir, ezek koziil elsédlegesek hepatoprotektiv sajatsagai
[130]. Elhanyagolhaté mellékhatasokkal rendelkezd természetes farmakonként magasabb beteg
compliance varhato a terapiatol [28]. Habar talalunk tanulmanyokat, melyek jobb méajvédd
hatast mutatd farmakonokat irnak le [131], a szilimarin még mindig ezen terapids teriilet
legeredményesebb hatdéanyagai kozott van, igy érdemes célpontja a biohasznosuldsanak
javitasat célzdé tudomanyos kutatdsoknak. Ennek okan vizsgdltam mariatdvis kivonatat

tartalmazo6 oralis bevételre szant, modositott hatdanyag-leadasu matrix tablettakat.

A szilimarin legfébb hatranya rendkiviil alacsony biohasznosuldsa, mely a terapids
hatasat is befolyésolja [32]. A biohasznosulds ndvelésére lehetdségiink van a vizoldékonysag,
a permeabilitds, a metabolizmus ¢és az exkrécid6 megvaltoztatasaval is [36][132]. A
kutatdomunkdm soran kiilonboz6 béta-ciklodextrin szarmazékokat hasznaltam a szilimarin
vizoldékonysaganak ndvelése céljabol. A ciklodextrinek széles korben hasznalt segédanyagok
a gyogyszerészetben az oldékonysag, a biohasznosulds és a stabilitas novelésére, illetve az
irritacid és az inkompatibilitas elkeriilésére oralis, rektalis, nazalis és transzdermalis bevitel
esetén egyarant [133]. A komplexalast fizikai keverékként végeztem a Ghosh és mtsai altal leirt
modszer alapjan [104], akik leirtdk az igy késziilt komplexek stabilitasi allandojat és
fazisoldhatdsagi tulajdonséagait. A kutatds soran Yeh és mtsai [134] publikacidjara alapoztam,
akik egy szintén sok komponensbdl all6 névényi szarmazék, a San Huang Shel Shin Tang
komplexalasaval tudtdk ndvelni annak vizoldhatdsdgat és hatékonysagat nemcsak in vitro

modelleken, de in vivo allatkisérletek soran is.

A nyujtott hatdanyag-leadas biztositdsdhoz a hidrofil matrix tablettdkat valasztottam. Ez
egy viszonylag olcs6 technoldgia, a gyartads nem igényel specialis berendezést vagy eszkozoket
a konvenciondlis tablettak készitéséhez sziikségesen tal. TOobb kutatds vizsgalta a béta-
ciklodextrinekkel torténd komplexalas hatasat hidrofil matrix technolégidval kombinalva, és
magasabb biohasznosulast irtak le rossz vizoldékonysagu farmakonok, példaul karbamazepin

[135], nikardipin [136], diklofendk [137] és teofillin [130] esetében.

A Carbopolok jol ismert segédanyagok topikalis gélek formuldlasa soran,

karboxilcsoportjaiknak koszonhetden a kozeg pH-ja befolyasolja az altaluk képzett gélfazisbol
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torténd kioldddast [138]. Az altalam a matrixtablettak alapjaként felhasznalt négy Carbopol
citotoxicitasat MTT teszt segitségével vizsgaltam Caco-2 sejtvonalon. A kisérlet eredményei
alapjan a Carbopol koncentracidja és a kezelés utani sejtéletképesség kozott nem talalhatd
Osszefliggés. A legmagasabb sejtéletképességet a Noveonnal kezelt sejtek esetében

tapasztaltam, de egyik polimer sem bizonyult toxikusnak.

A szilimarinbdl, illetve a szilimarin-ciklodextrin zarvanykomplexekbdl ¢és a
Carbopolokbol 6sszesen 20 kiilonbozo Gsszetételii tablettat készitettem kézi tablettdzogéppel.
Ezek fizikai paramétereit az Europai Gyogszerkonyv 9. kiadasa szerint a tomegegységesség, a
kopasi veszteség és a torési szilardsag vizsgalataival ellendriztem. Minden formulécio
megfelelt a Gyogyszerkonyv altal meghatarozott kdvetelményeknek mindhdrom vizsgalat
esetében, ezek alapjan mind a tablettdk Osszetétele, mind az eldéallitasi modszer alkalmasnak

bizonyult.

Hidrofil matrixtablettakba inkorporalt szilimarin kioldédasa mesterséges bélnedvben
elnyujtottnak és egyenletesnek bizonyult mind a négy Carbopol tipus esetében. A legnagyobb
mennyiségli hatéanyag a Carbopol 971P és Noveon polimerekbdl szabadult fel. A vizsgalat
igazolta azon hipotézisemet, miszerint a Carbopolok megfeleld alapot jelentenek szilimarin

hatdanyagu, nyujtott hatdbanyag-leaddsu hidrofil matrixtablettak formulalasahoz

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

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

Az 1,2 pH-ju mesterséges gyomornedvben HPBCD-vel komplexalt szilimarint
tartalmaz6 hidrofil matrix tablettak kioldodasat vizsgaltam. A farmakon felszabadulasa ebben
az esetben is elnyujtott és egyenletes volt, ugyanakkor Iényegesen lassabb, mint a mesterséges
bélnedvben. A 780 perces vizsgalat végére a hatdanyagnak legfeljebb minddssze 37%-a
oldodott ki. Az alacsony pH-n lényegesen kisebb mértékii kioldédas a Carbopol-matrixbol az
oralis terapidra nézve kedvezd tulajdonsdg, igy ugyanis kevesebb hatéanyag szabadul fel a
gyomorban, a farmakonliberdcio elsésorban a vékonybélben torténik. A Carbopolok tehat

megfelelé polimer alapot jelentenek olyan farmakonokbol torténd hidrofil matrix tablettak
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képzésére, amelyek karosithatjadk a gyomornyalkahartyat, vagy ellenkezdleg, karosodast
szenvedhetnek el a gyomorban. A novényi hatéanyagok kozott mindkét esetre nagy szamban

talalunk példat.

A szilimarin-ciklodextrin zarvanykomplexeket tartalmazo, dsszesen 16 kiilonbozd
Osszetételll tablettat valtozo pH-ju kioldokdzegben is vizsgaltam. Ebben az esetben a kisérlet
elsé orajaban a médium mesterséges gyomornedv volt, amit ezutan lecseréltem mesterséges
bélnedvre, amelyben tovabbi 6 6rdn keresztiil folytattam a kisérletet, igy probalva in vitro
modszerekkel minél jobban modellezni a human gasztrointesztinalis rendszerre jellemz6 pH-
viszonyokat. A kioldddott szilimarin mennyisége kevesebb volt a korabban mesterséges
bélnedvben elvégzett kisérletekhez képest, részben a vizsgélat rovidebb ideje miatt, részben az
elsé ora savas kozege miatt, amely befolyasolja a polimerek gélképzését. A kioldddasi
vizsgélatok alapjan két formulacidt tudtam kivalasztani, amelyek a lehetséges terapias
felhaszndlas szempontjabdl a legkedvezdobb tulajdonsdgokat mutattdk: a metildlt béta-

ciklodextrinnel kombinalt Carbopol 974 PNF-et, illetve Noveont.

A két kivalasztott formulacio kioldodési gorbéjét dsszehasonlitottam egy kereskedelmi
forgalomban kaphat6 konvenciondlis szilimarin keményzselatin kapszula kioldodasi
gorbéjével. Utdbbi esetében a szilimarin kioldodasa egy 6ra utan elérte a maximumot, a matrix
tablettdk nyujtott hatoanyag-leaddsa 6 oraval a kisérlet kezdete utdn is tartott. A
cikodextrinekkel torténé komplexalas novelte a hatéanyag oldhatosagat, igy jobb kioldodast

eredményezett.

A ciklodextrinek toxicitasa évtizedek Ota vizsgalt kérdés [139][140][141], de
tanulmanyok a kiilonb6z6 béta-ciklodextrin szarmazékok eltérd €s erdsen koncentraciofiiggd
citotoxicitdsi tulajdonsdgait mutattak ki [142][143]. A legalkalmasabbnak talalt
tablettaformuléacion elvégzett MTT teszt magas sejtéletképességi értékeket mutatott, igazolva

a tabletta biztonsagos alkalmazhat6sagat.

6.3. Uj tudomanyos eredmények osszefoglalisa

A kisérletes munkam soran elért 4 tudomanyos eredmények 0sszefoglalasa:

e (Gorogszénamag kivonatabol megfeleld fizikai paraméterekkel rendelkez6 6nemulgealo
rendszereket formulaltam, melyek jellegét ¢és stabilitasat részecskeméret-

meghatarozassal €s zéta-potencial analizissel vizsgaltam.
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A SEDDS rendszerek és a kivonat antioxidans hatdsat in vitro kémiai és sejtes
antioxidans teszttel igazoltam, utobbi esetében a SEDDS rendszerek magasabb hatést
mutattak az egyszerii kivonatnal.

Permeabilitasi vizsgalatok elvégzésével bizonyitottam, hogy a SEDDS rendszerekbdl
jelentésen nagyobb mennyiségben szivadik fel mind a 13 hatéanyag-komponens, mint
az egyszeru kivonatbol.

Kemény zselatin és HPMC kapszulatok felhasznalasaval a SEDDS rendszerek
egyenletes, elnyujtott kioldodédsa is elérhetd a gasztrointesztindlis traktusban, amit
indirekt kioldodasi vizsgalattal igazoltam.

A SEDDS formuldciok citokompatibilitasit MTT teszt segitségével, illetve a
permeabilitasi teszt soran felhasznalt sejtréteg integritasanak utdnkovetésével
vizsgéltam, a formulaciok egyik esetben sem bizonyultak citotoxikusnak.
Szilimarinbdl és ciklodextrinekkel komplexalt szilimarinbdl Carbopol alapt hidrofil
matrixtablettdkat formuldltam, melyek fizikai paramétereik vizsgdlata alapjan
megfeleltek a 9. Eurdpai Gyogyszerkdnyv kdvetelményeinek.

A kiilonb6zo Osszetételt tablettdkkal kioldodasi vizsgalatokat végeztem mesterséges
bélnedvben, mesterséges gyomornedvben, €s valtozd kozegben. A kioldddasi profilok
alapjan ki tudtam valasztani a legalkalmasabb Osszetételt az egyenletes, nyujtott
szilimarin-felszabadulds  eléréséhez. Ezt  kereskedelmi  forgalomban levd
konvenciondlis szilimarinkészitmény kioldodasaval is 6sszehasonlitottam.

A tablettak citokompatibilitasat in vitro MTT teszttel ellendriztem, amely mind a

Carbopolok, mind pedig a készitmények esetében alacsony citotoxicitast mutatott.
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7. Osszefoglalas

Doktori tanulményaim soran ndvényi hatéanyagok biohasznosuldsanak novelésével
foglalkoztam. A célom az volt, hogy olyan modern gyégyszerleadd rendszereket formulaljak,
amelyekkel a szaritott ndvényi részeknél vagy a szaraz kivonatoknal jobban ki lehet hasznalni
a fitofarmakonok hatédsat, olcson és egyszerlien eldallithatok megfelelé mindségben, oralis

beviteliik konnyt, €s nem citotoxikusak.

A kutatomunka elsd részében gorodgszéna szaraz kivonatabol készitettem SEDDS
formulaciokat kiilonbozé tenzidek felhasznédldsaval. A vizsgalatok alapjan a megfeleld
Osszetétellel elérhetd stabil mikro- vagy nanoemulzios rendszer, amely megfelelé antioxidans
hatassal rendelkezik, és a ndvényi komponensek Iényegesen nagyobb mennyiségben szivodnak
fel beldle, mint az egyszerli kivonatbol a bélhdmsejteken. Tovabba konnyen toltheté kemény
zselatin vagy HPMC kapszulaba, ezaltal egyszeriien adagolhato, és nem citotoxikus. Ezzel a
megoldassal egy jobb biohasznosuldsi formulacidhoz jutottam, mely hatékonyabba teheti
elsésorban a diabétesz és az inzulinrezisztencia megeldzését és kezelését egy természetes,

komplex fitofarmakon tartalmi névényi hatdéanyag segitségével.

A kutatomunka masodik részében szilimarinb6l készitettem Carbopol alapt hidrofil
matrix tablettakat, ezt a technologiat ciklodextrinekkel torténd molekularis kapszuldzassal is
kombinaltam. Igy a vizsgalataim alapjan a gyogyszerkényvi kovetelményeknek megfeleld
tablettak készithetdk, melyekkel biztositott a hatdanyag elnyujtott és egyenletes kioldodasa a
humén gasztrointesztinalis rendszer pH viszonyai kozott, de elsdsorban a vékonybélben,
magasabb pH-ju kérnyezetben. A mddositott hatdanyag-leadas €s a jobb oldhatdsag egylittesen
jobb biohasznosulast eredményezhet. A tablettak és a matrixalkot6d polimerek bélhdmsejtekre
nem toxikusak, bevételiik egyszerti, és a konvencionalis gyogyszerforméakhoz képest lényeges

terapias elonnyel rendelkeznek.
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8. Summary

During my PhD studies, the focus of my research was the bioavailability enhancement
of herbal drugs. My aim was to formulate modern drug delivery systems which are able to make
better use of the beneficial effect of phytopharmacons than dried plant parts, cost-effective and

simple to produce in proper quality, easy to administer orally, and not cytotoxic.

In the first part of my work SEDDS formulations were prepared of dried extract of
fenugreek seed with the use of different emulsifiers. According to my examinations, stabile
micro- or nanoemulsion systems can be formulated with a proper composition, which possess
high antioxidant capacity and significantly increase the intestinal permeability of active herbal
components compared to the native fenugreek extract. Furthermore, they easily can be filled
into hard gelatine or HPMC capsules, therefore administration is simple, and they do not show
cytotoxic properties. With this technology, a formulation with better oral bioavailability was
achieved, and it can make the prevention and therapy of diabetes and insulin resistance with a

natural herbal drug product containing complex phytopharmacons.

In the second part of my work Carbopol based hydrophilic matrix tablet were formulated
of silymarin extracted from milk thistle. This technology was also combined with molecular
encapsulation by cyclodextrins. According to my examinations, the tablets met the
requirements of the European Pharmacopoea 9th Edition, and enabled sustained pharmacon
dissolution on the pH of the human gastrointestinal system. The modified release and the
improved solubility can lead to enhanced bioavailability. The tablets and the matrix forming
polymers are safe and non-toxic, their administration is simple, and they have significant

therapeutic benefits compared to the conventional dosage forms.
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10. Abrajegyzék

crer

2. abra. Kiilonb6z6é moddositott hatdanyag-leadasti rendszerek kioldoddasi profiljai. Forrés:
Somodi Orsolya: Nem konvencionalis gyogyszerformék alkalmazasaval kapcsolatos
gyogyszerészi tanacsadds. Egyetemi doktori (PhD) értekezés, Semmelweis Egyetem,
Gyodgyszertudomanyok Doktori Iskola, Budapest, 2017.

3. abra. Hidrofil matrixtablettak miikddési sémaja. Forras:
https://api.intechopen.com/media/chapter/49600/media/image159.png (Letdltve: 2022.07.25.)

4. abra. Ciklodextrin zarvanykomplex képzddése. Forrés:
https://www.researchgate.net/profile/Ajay-
Semalty/publication/261621580/figure/fig2/AS:669136896147463@1536546076394/Comple

xation-of-drugs-inside-the-hydrophobic-cavity-of-CDs-CD-Cyclodextrin.png (Letoltve:
2022.07.25.)
5. abra.  Sejtkulturdas  permeabilitasi  vizsgalat  sematikus  abrdja.  Forras:

https://www.mdpi.com/mps/mps-05-00017/article_deploy/html/images/mps-05-00017-
g001.png (Letdltve: 2022.07.25.)

6. abra. Kisérleti terv. (sajat abra)

7. ébra. TFG+S1 6nemulgeal6 rendszer részecskeméret-eloszlasi grafikonja. (sajat abra)
8. abra. TFG+S2 6nemulgealo6 rendszer részecskeméret-eloszléasi grafikonja. (sajat abra)
9. abra. DPPH teszttel mért antioxidans kapacités. (sajat abra)

10. abra. SOD enzimaktivitas teszt eredménye. (sajat abra)

11. abra. A f6 gorogszéna komponensek: 4-OH-izoleucin ¢€s trigonellin permeabilitasi gorbéi.
(sajat abra)

12. dbra. A gorogszénamag kivonatbol kimutatott 5 kiilonb6z0 szteroid szaponin permeabilitasi
gOrbéi. (sajat abra)

13. dbra. A gorogszénamag kivonatbol kimutatott 6 kiilonb6z6 flavonoid permeabilitasi gorbéi.
(sajat abra)

14. abra. Sejtréteg TEER valtozasanak kovetése. (sajat abra)

15. abra. Sejt viabilitas gorogszénamag kivonatot tartalmazo formulaciokkal valo kezelés utan.
(sajat abra)

16. abra. SEDDS 06sszetételek kioldodasa keményzselatin kapszuldkbol. (sajat dbra)
17. abra. SEDDS 06sszetételek kioldodasa HPMC kapszulakbol. (sajat abra)
18. abra. Carbopolok citotoxicitasa. (sajat abra)

19. 4bra. Szilimarin kioldodasa kiilonb6z6 polimereket tartalmazo matrix tablettakbol. (sajat
abra)
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20. abra. HPBCD-vel komplexalt szilimarin kioldodésa a Carbopol alapt matrixtablettakbol.
(sajat abra)

21. abra. Random metil-béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol
alapti matrixtablettakbdl. (sajat abra)

22. 4bra. Heptakis-szal komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol alapti matrixtablettakbol.
(sajat abra)

23. éabra. Metilalt béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldodésa a Carbopol alapu
matrixtablettakbol. (sajat abra)

24. abra. Random metil-béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol
alapt matrixtablettakbol. (sajat abra)

25. abra. HPBCD-vel komplexalt szilimarin kioldddasa kiilonbdzd polimereket tartalmazo
matrix tablettakbol mesterséges gyomornedvben. (sajat dbra)

26. abra. HPBCD-vel komplexalt szilimarin kioldédésa a Carbopol alapt matrixtablettakbol,
valtozo kozegben. (sajat abra)

27. ébra. Heptakis-szal komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol alapt matrixtablettakbol,
valtozo kozegben. (sajat abra)

28. éabra. Metilalt béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldddasa a Carbopol alapu
matrixtablettakbol, valtozo kdzegben. (sajat abra)

29. abra. Random metil-béta-ciklodextrinnel komplexalt szilimarin kioldédasa a Carbopol
alapt matrixtablettakbol, valtozé kdzegben. (sajat abra)

30. abra. Konvencionalis keményzselatin kapszula, valamint metilalt béta-ciklodextrinnel
komplexalt szilimarint és Noveont, illetve Carbopol 974 PNF-et tartalmazé matrixtablettak
hatéanyag-leadasa. (sajat abra)

31. abra. Noveon alapu matrix tablettak citotoxicitasi vizsgalata. (sajat abra)
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11. Tablazatok jegyzéke

1. tablazat. A Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (BCS). (sajat tablazat)

2. tablazat. SEDDS rendszerekhez felhasznalt segédanyagok. (sajat tablazat)
3. tablazat. A vizsgalt formulacidk dsszetétele. (sajat tablazat)

4. tablazat. Polimerek ¢és komplexképzok kombinacioi. (sajat tablazat)

5. tablazat. Szilimarint tartalmazé matrix tablettak osszetétele. (sajat tablazat)

6. tablazat. Ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmazé matrix tablettdk Osszetétele.
(sajat tablazat)

7. tablazat. SEDDS formulacidk zéta-potencialja. (sajat tdblazat)

8. tablazat. Szilimarint tartalmaz6 Carbopol alapt hidrofil matrix tablettak atlagos tomege, és
az attdl valdé maximalis eltérés. (sajat tablazat)

9. tablazat. Ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmaz6 Carbopol alapu hidrofil matrix
tablettak atlagos tomege, €s az attol valé maximalis eltérés. (sajat tablazat)

10. tdblazat. Szilimarint tartalmaz6 Carbopol alapt hidrofil matrix tablettak kopasi vesztesége.
(sajat tablazat)

11. tablazat. Ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmaz6 Carbopol alapu hidrofil matrix
tablettak kopasi vesztesége. (sajat tablazat)

12. tablazat. Szilimarint tartalmaz6 Carbopol alapt hidrofil matrix tablettak torési szilardsaga.
(sajat tablazat)

13. tablazat. Ciklodextrinnel komplexalt szilimarint tartalmaz6 Carbopol alapu hidrofil matrix
tablettak torési szilardsaga. (sajat tdblazat)
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12. Targyszavak

Trigonella foenum-graecum, szilimarin, biohasznosulds-novelés, SEDDS, hidrofil
matrix tabletta, ciklodextrin, citokompatibilitas, antioxidans hatas, permeabilitas, kioldodas

13. Keywords

Trigonella foenum-graecum, silymarin, bioavailability enhancement, SEDDS,
hydrophilic matrix tablet, cyclodextrin, cytocompatibility, antioxidant effect, permeability,
dissolution
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14. Koszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretnék koszonetet mondani témavezetOmnek, Prof. Dr. Bacskay
Ildik6 dékéanhelyettes ¢és tanszékvezetd asszonynak a szakmai irdnymutatisért &s
kutatomunkdm koordindlasaért, valamint hogy bekapcsolodhattam a Gydgyszertechnoldgiai

Tanszéken végzett munkaba.

Koszonettel tartozom Dr. Fehér Palmanak, akitél mar TDK hallgatoként rengeteg
segitséget ¢s tamogatast kaptam, melyek hatdsara diplomdm megszerzése utan a tudomanyos

¢let felé vettem az iranyt.

Szeretném megkdszonni Prof. Dr. Vecsernyés Miklos Dékan Urnak, hogy lehetéséget

biztositott a tudomanyos munka végzésére a Gyogyszertechnologiai Tanszéken.

Koszonetet mondok a Gyogyszertechnologiai Tanszék valamennyi munkatarsanak, Dr.
Ujhelyi Zoltannak, Dr. Fenyvesi Ferencnek, Dr. Véradi Juditnak, Dr. Vasvari Gabornak, Dr.
Réti-Nagy Katalinnak, Dr. Nemes Dénielnek, Dr. Arany Petranak, Dr. Jozsa Lizanak, Dr. Petd
Agotanak, Dr. Késa Doranak, Dr. Rusznyak Agnesnek, Dr. Haimhoffer Adamnak, Pardi
Sandornénak, Horanyiné¢ Korei Marianak, Szilagyi Erikdnak, Nagy Tiindének ¢és Batoriné
Pataki Brigittdnak, amiért munkdjukkal ¢és szakmai tdmogatasukkal hozzéjarultak
eredményeimhez. Koszondm tovabba Vaszily Marianak, Lakatos Szilvianak és Antalné Sipos

Szilvidnak, hogy tamogattdk munkamat és barmikor fordulhattam hozzajuk segitségért.

Ezaton is szeretném megkOszonni az értekezésem alapjaul szolgald kdzlemények
tarsszerzOinek a kozos munka soran nyujtott Onzetlen segitségiiket és tdmogatasukat.
Koszonettel tartozok Prof. Dr. Vasas Gabor tanszékvezetd Urnak és a Novénytani Tanszék

valamennyi dolgozéjanak, hogy szakmai tanacsaikkal segitették tudomanyos munkamat.

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

koszonOm a faradthatatlan munkat, melyet a Doktori Iskolankért végeznek.
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