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1. Bevezetés és célkitiuzés

A terapias gyogyszerhatas 1étrejottéhez a hatdanyagot a hatas kifejtéséhez sziikséges
koncentracioban kell eljuttatnunk a kezelni kivant célszervhez. Az intravénas beadas
kivételével a gydgyszeranyagoknak ehhez eldszor be kell jutniuk a véraramba, ahonnan tovabb
Iépnek az extra- vagy intracelluléris térbe, vagyis a hatds helyére. Ahhoz azonban, hogy ezt
biztositani tudjuk, a gyodgyszertechnologiai formulalas soran tobb Osszetett problémaval is
szembe kell nézniink kiilsleg €s belsdleg alkalmazott gyodgyszerek esetében egyarant. A
késziteni kivant gydgyszerforma tipusat, valamint a formulalas céljat tobb szempont alapjan

hatarozzuk meg az alkalmazas modjatol fiiggden.

A farmakon szempontjabol legmegfelelébb gyogyszerforma kialakitdsa nemcsak a
hatdéanyag felszivodasat és biohasznosuldsat noveli, hanem annak terdpids hatdsat is. A
kiilonboz6 innovativ gydgyszerhordozé rendszerek kialakitasa sordn legnagyobb figyelmiink a
hatdéanyag diszperzitdsanak novelésére, valamint a kiilonb6zo bioldgiai barriereken keresztiili

transzportjara iranyul.

Az emberi szervezet bioldgiai barrierjei amellett, hogy megvédik szerveinket,
szoveteinket a kornyezet kdros fizikai, kémiai, illetve bioldgiai hatdsaitdl nélkiilozhetetlen
szerepet toltenek be testiink homeosztazisanak fenntartasaban. Ugyanakkor ezek a sejtkapcsolo
struktarak kihivast jelentenek a gyogyszerek bejuttatasdnak szempontjabol, hiszen a
hatéanyagnak a véraramba torténd felszivodasa, valamint a hatas helyére torténd transzportja
soran at kell jutnia a barriereken, valamint membranokon egyarant. Gyogyszertechnologiai
szempontbol fontos kutatdsi teriilet a gydgyszerjelolt molekuldk barriereken keresztiili
permeabilitasdnak fokozasa mind kiilséleges, mind pedig belsdleges gyodgyszerformak
tervezése soran. Formulalds soran kulcsfontossagi lehet megfeleld penetraciofokozod
segédanyagok alkalmazasa, amelyek megkonnyitik, s6t fokozhatjak a gyogyszeranyagok
felszivodasat. Szamos tudomanyos kisérletben igazoltdk, hogy a lipid tipust feliiletaktiv
anyagok képesek modositani a transz-, illetve paracellularis transzportot, ezaltal
nélkiilozhetetlen segédanyagai lehetnek kiils6leges ¢€s belséleges gyogyszerhordozo

rendszereknek egyarant.

A rossz vizoldékonysagu farmakonokbdl mikro- és nanorészecskék létrehozéasaval

novelhetd a rendszer diszperzitdsfoka, amelynek kovetkeztében csokken az anyag



szemcsemérete, €¢s nO a részecskek fajlagos feliilete. Ez a megoldds nagymértékben segiti a

hatéanyag felszivodasat is, ezaltal ndveli annak hatdsossagat.

Munkém soran olyan gydgyszer adminisztracios teriileteket kerestiink, amelyeknél a
hatékony gyogyszer bejuttatds a legnagyobb kihivast jelenti. Kisérleteimben olyan nagy
diszperzitasfoki heterogén diszperz gyogyszerhordozé rendszereket formuldltam és
vizsgaltam, amelyek a fent emlitett gyogyszerelési stratégia eredményes megvaldsithatosagat
tamogatjdk. Gyodgyszerformulacios kisérleteimben nagy kihivast jelentd kiilsdleges ¢és

belséleges formulaciok kialakitasat tliztem ki célul.

A kiils6leges gyogyszerforma kialakitdsandl a hatéanyagok koziil egyértelmiien az
Osszetett novényi hatdanyagok jelentik az egyik legnagyobb kihivast. Kisérleteink elso
részeben kiilsdleges felhasznalast novényi kivonatot tartalmazé gyodgyszerformat alakitottunk
ki, amely hat6anyagként a népgydgyaszatban régota alkalmazott Plantago lanceolata bioaktiv
komponenseit tartalmazta. A valtozatos polaritasti novényi extraktumok bioldgiailag aktiv
komponenseinek gyenge kémiai stabilitdsa mellett a boron keresztiil torténd rossz penetracios
képesség nagymértékben korlatozza a gyogyszertechnologiai felhasznalhatésagukat. A
formulalds sordn célul tiiztiik ki egy olyan 0j tipusu folyadékkristaly rendszer formulélasat,
amely amellett, hogy megvédi a landzsas utifli kivonatot annak hidrolitikus bomlasatol, noveli

az extractum biohasznosulasat is.

Enterdlis adminisztraciora szant gyogyszerforma fejlesztési kisérleteink soran
ugyancsak a legnagyobb kihivasokkal igyekeztiink szembedllitani magunkat. Kisérleteink
masodik részében 1) tipusi bevételre szant peptid tartalml készitményt fejlesztettiink,
amelyhez modell hatéanyagként a melanin koncentrdldé hormont (MCH) valasztottuk. A
formulaci6 soran szamos, a peptidek kedvezdtlen tulajdonsagaibol eredd akadalyt kell
lekiizdeni. A hatéanyag kémiai és fizikai tulajdonsaga mellet rendkiviili koriiltekintést igényel
a gasztrointesztinalis rendszer peptidekre gyakorolt kedvezdtlen hatasainak megismerése és
kikiiszobolése. Gyogyszerhordozo rendszerként az MCH-bol kalciummal térhaldsitott natrium-
alginat mikrogyongyoket képeztem nyitott polimerizacids modszerrel a peptid védelmének
érdekében. A kiilonbozd permeacidofokozd segédanyagok inkorporalasaval sikeriilt fokozni az

oralis biohasznosulast, ezért ezek alkalmazasa sikeres stratégia lehet.

A két eltérd terlileten megszerzett tapasztalati tudds hozzdjarul olyan

gyogyszerformulacids szemlélet kialakitasahoz, amelyet segitségiil hivva a legkiilonb6zébb



terapias kihivasokat is kezelni lehet. Ertekezésemben bemutatom egy kihivasokkal teli

kiilsdleges, és egy komplikalt belsdleges gyogyszerforma kialakitdsdnak folyamatat.



2. Anyagok és modszerek

2.1. Anyagok

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

2.2. Plantago Lanceolata kivonat tartalmu folyadékkristalyok formulalasa és vizsgalatai
2.2.1. Plantago Lanceolata levél kivonasa

A szaritott landzsas tifll levelek metanolos kivonatat a Debreceni Egyetem Novénytani
Tanszékének munkatarsai, Prof. Dr. Vasas Gdbor és Dr. Gonda Sandor készitették. A
kereskedelmi forgalombdl vasarolt P. lanceolata levél gyogyszerkonyvi standard mindségii
volt. A leveleket daralasat, majd poritasat 30 perces metanolos extrakcid kovette. Az extraktum

szlirését kovetden a szaritas rotacids vakuum beparldban tortént.
2.2.2. Folyadékkristalyok formulalasa

A folyadékkristalyos rendszerek formuldldsa sordn a komponensek optimalis
koncentraci6 tartomanyat titrdldsos modszerrel hataroztam meg a Schott titronic diszpenzer
segitségével. Korabbi vizsgalatok alapjan feliiletaktiv segédanyagként a Labrasolt, Lauroglycol
90-et és Gelucire 44/14-et valasztottuk. A formuldlds soran els6 1épésben a sziikséges

mennyiségli Plantago Lanceolata kivonatot a tenzidek keverékében oldottam, majd kis



részletekben, allando keverés kozben vizet adtam a rendszerhez. Az extraktum mennyisége
minden Osszetétel esetében 5%-nak felelt meg. Annak érdekében, hogy a viztartalomnak a
folyadékkristalyos szerkezetre gyakorolt hatdsat tanulményozhassam, 10% - 90% kozotti
viztartalml mintdkat készitettem, mikdzben a Labrasol/Lauroglycol 90 tenzidek aranyat
allando 6:1 értéken tartottam. Munkamat a tovabbiakban négy kiilonb6z6é Gsszetételii minta

vizsgalataval folytattam.
2.2.3. Membréan difftizids és permeabilitasi vizsgalat

A membran difftzios kisérleteket vertikalis Franz-diffazios cellaban (Hanson 6-cell
Manual Diffusion Test System) végeztem, amely segitségével a hatdéanyag felszabadulasat
vizsgaltam. A mintdkat az eldzetesen izopropil-mirisztatba daztatott celluloz-acetat
membranokra helyeztilk. Receptor fazisként 30 v/v% alkoholt hasznaltam folyamatos
magneses keverés mellett (350 rpm) annak érdekében, hogy segitsem az extraktum
komponenseinek oldodasat. A receptoroldat hdmérsékletét a fiziologias bér hdmérsékletének
imitalasara 32 °C-on termosztaltam a kisérlet ideje alatt. A receptor kozegbdl elére
meghatarozott idépontokban (15 percenként 6 6ran at) 1,0 mL mintdt vettem, amit minden
esetben friss receptoroldattal potoltam. A hatéanyag tartalmat UV-Vis spektrofotométer

(Shimadzu, Tokyo, Japan) segitségével hataroztam meg 517 nm hulldmhosszon.
2.2.4. RTCA és transzepithelialis elektromos ellenallas mérés

A sejtréteg in vitro permeabilitdsat a jol ismert transzepithelialis elektromos ellenallas
(TEER) érték mérésével ellendriztem. A mérés viszonylag egyszerli, valtakozo aramu
elektrodokat helyezve az apikalis és bazalis cellakba a mért fesziiltség értékekbdl megkapjuk a
barrier elektromos ellenallasat. A kisérlet soran 10* sejtet szélesztettem DMEM sejtkultaras
médiumban specialis e-microplatekre. A PSmHaCaT sejtek esetében a gyulladast IL-1-béta és
TNF-alfa keverékével indukaltam, a kordbban leirtak szerint. Az ellenéllast az xCELLigence
RTCA eszkoz segitségével mértem, az adatokat, mint példaul a sejtindexet pedig az Integrated
RTCA szoftver automatikusan elemezte. A mérési eredményeket a hagyomanyos TEER
mérésekkel tdmasztottam ald. A transepithelialis elektromos ellenallds (TEER) méréséhez a
HaCaT ¢és PSmHaCaT sejteket DEMEM médiumban 12 lyukt Transwell inzertekre (Corning
Transwell Clear, atmérdje: 6,5 mm, porusmérete: 3,0 Im) szélesztettem 2x10* sejt/ 500 uL
strtiséggel. A TEER értékeket szélesztést kovetd 6 ora utan mértem eldszor, majd 7 napig 12

oranként mértem Millipore Millicell-Ers 00.001 késziilék segitségével.



2.2.5. UV-C expozicio HaCaT sejteken

A PL-LC 0sszetételek UV-sugdarzassal szembeni védd hatdsat HaCaT keratinocita
sejteken vizsgaltam. A sejteket a fentiekben leirt koriilmények kozott tartottam fenn. A HaCaT
és PSmHaCaT sejteket 96 lyuku milanyag platekre szélesztettem 104200 pL siirtiséggel. A
kisérletet a szélesztést kovetd 5. napon végeztem (amikor az RTCA méréseink szerint a sejtek
még nem ¢érték el a teljes konfluens allapotot). A formuldcidok Osszetételét annyiban
modositottam, hogy desztillalt viz helyett azonos térfogath DMEM sejtkulturds médiumot
hasznaltam a viz karos hatasainak elkeriilése érdekében. Mindkét sejtvonalat az Oriel Sol-UV-
4 UV Solar Simulator (Newport, Irvine, CA, USA) segitségével vizsgaltam készitményekkel
kezelve, illetve kezelés nélkiil egyarant. Az els6 kisérlet soran a PL-LC &sszetételekkel
dolgoztam, a HaCaT ¢és a PSmHaCaT sejtvonalak két-két csoportjaval. UV sugarzast mindkét
esetben csak a masodik csoport kapott. A kiilonboz6 sejtek életképességét kozvetleniil, illetve
12, 24 ¢és 48 oraval az expoziciot kovetden MTT-teszttel vizsgéltam. A kisérlet masodik
részében a sejteket 0,5 v/v% PL-LC Osszetételekkel inkubaltam 24 6ran at (a proliferacio 4.
napjatol kezdve), majd 6 percig UV-indukalt oxidativ stressznek tettem ki 6ket. A HaCaT sejtek

¢letképességét kozvetleniil az expozicidt kdvetden szintén MTT-teszttel vizsgaltam.
2.2.6. Antioxidans tesztek
2.2.6.1. DPPH gyokfogo aktivitds mérés

A Plantago lanceolata tartalmt folyadékkristalyok gyokfogo aktivitasat DPPH-teszttel
vizsgaltam. A DPPH egy stabil szabadgyodk, amely kiilonbozé antioxidansok jelenlétében
megvaltoztatja szinét. Kontrollként a megfeleld vak kompoziciok és PL-kivonat 5 v/v% -0s
vizes diszperzidjat hasznaltam (CE). Minden PL kivonatot tartalmaz6 mintat etanolban (96%)
reagaltattam a stabil DPPH gyokokkel. A reakcidelegy 100 pL mintabol, 900 pL abszolut
alkoholbdl és 2mL etanolos DPPH oldatbdl (0,06 mM) allt. Az elegyeket 30 percig inkubaltam.
Amikor a DPPH reagal egy hidrogén donor antioxidans vegyiilettel, redukalodik. Ez a reakcio
szinvaltozassal jar, sotét ibolyabdl halvanysarga oldatot kapunk. A nem redukalodott DPPH
mennyiségi mérését UV spektrofotométerrel (Shimadzu Spectrophotometer, Tokio, Japan)
végeztem 517 nm hullamhosszon. A fotometrids meghatarozasok hattereként etanolt
hasznéltam. Kontrollként P. lanceolata kivonatot nem tartalmazo Osszetételeket hasznaltam. A

formulalt Osszetételek jobb antioxidans tulajdonsidganak bizonyitdsara vak P. lanceolata



kivonatot (5 v/v%) is alkalmaztam. A gyokfogd aktivitas szdzalékos mértékét (AA% =

antioxidans aktivitds) Mensor és munkatarsai mddszere alapjan hataroztuk meg:
AA% =100 - [((Astample - AbSbIank) X 100)/AbScontro|].
2.2.6.2. Lipidperoxidacié (MDA)

A reaktiv oxigéngyokok lipidperoxidacios folyamatokat képesek generdlni a
szervezetben. A malondialdehid (MDA) a tobbszordsen telitetlen zsirsavak peroxidacidjanak
egyik végterméke a sejtekben. A szabadgyOokok emelkedése MDA tultermelést okoz. A
lipidperoxidécios vizsgalat szerint a mintdban 1évéd MDA tiobarbitursavval (TBA) reagélva
MDA — TBA adduktumot eredményez. A kisérlet soran a HaCaT sejteket (1x10°) elészor jégen
homogenizaltam 300 pL MDA lizis pufferrel (3 uL BHT-vel (100), majd centrifugaltam
(13 000x g, 10 perc). A feliiluszot TBARS Assay Kit-tel (Cayman Chemical) elemeztem. A
lipidperoxidacid6 mértékét a malondialdehid (MDA) és tiobarbitursav (TBA) reakci6jabol
keletkezd kolorimetrikus (532 nm) MDA — TBA addukt mérésével hataroztam meg.

2.3. Peptid tartalmu natrium-alginat gyongyok formulalasa és vizsgalatai
2.3.1. Natrium-alginat és kalcium-klorid oldatok készitése

Az 1,5 m/V% natrium-alginat-oldat készitéséhez a sziikséges 3,30 g alacsony
viszkozitdsi natrium-alginatot 200 mL desztillalt vizben oldottam. Az oldatot 180 percig
kevertettem (300 rpm/perc) szobahémérsékleten a megfelelé homogenitas elérése érdekében.
A 100 mM CacCl; oldatot 14,70 g kalcium-klorid-dihidrat 1000 mL desztillalt vizben torténd

oldasaval készitettem.
2.3.2. MCH tartalmu alginat gyongyok formulalasa

A folyamat soran egy félautomata késziilék, a Biichi Encapsulator B 395-Pro (BUCHI
Labortechnik, Svajc) segitségével a hatoanyagot nyitott polimerizacids modszerrel kalciummal
térhalositott natrium-alginat mikrogydngyokbe inkorporaltuk a farmakon védelmének
érdekében. A gyongyképzés alapja, hogy a kontrollalt aramlast laminaris folyadéksugar
egyenld méretli cseppekre esik szét az optimalis frekvencianak (1800 Hz) koszonhetd
vibralastol. A formulalni kivant peptidet finoman eloszlattam 40 mL 1,50%-os natrium-alginat-
oldatban, majd az oldathoz 0,01 v/v% penetraciofokozd segédanyagot adtam (Labrasol/

Transcutol HP) a kiilonbozd Osszetételeknek megfeleléen. A keveréket ezt kovetéen BD



LuerLock tipust fecskendépumpaval csatlakoztattam a késziilékhez. Innen a folyadék eldszor
5,00 ml/perc sebességgel a pulzalo kamraba keriil, majd athalad a favokan (80 pm/200
um/1000 pm) és egyenld méretli cseppekre esik szét. A cseppek feliilete megvaltozik az
elektréd (1000 V) és fuvoka kozti elektromos mezdn athaladva, és az elektrosztatikus taszito
eroknek koszonhetden kiilon jutnak a keményito folyadékba. A gyongyoket 15 percig hagytam
keményedni a kalcium-klorid oldatban, majd mosést kovetéen 0,40 pm porusatmérdji
membranon szlirtem vakuumpumpaval. Szlrést kovetden a terméket 24 o6ran at fagyasztva

szaritottam -110 °C-on.
2.3.3. Bezarddasi hatékonysag

A gyodngyokben 1évé bezarodott hatdanyagtartalom meghatarozdsdhoz a 100 mM
kalcium-klorid keményit6 oldatbol 1 mL-es mintakat vettem kdzvetleniil formulalast kovetden.
Egyetem Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézet munkatarsainak segitségével. A bezarodasi

hatékonysagot (EE) a kovetkezd egyenlettel hatdroztam meg:

TQ — HQ

EEz(T

) x 100
amelyben HQ a keményitd oldatban mért gydgyszermennyiség, TQ pedig a gyongyok

teoretikus peptid tartalma.
2.3.4. Duzzadési képesség vizsgalata

A kiilonb6z6 hatéanyagokkal és eldallitasi paraméterekkel gyartott mikrokapszulak
eltérést mutatnak szamos fizikai tulajdonsagban, mint példaul a duzzadas mértékében. Az
emlitett tulajdonsag befolyasolja a hatéanyag biofarmdciai viselkedését a szervezetben,
valamint meghatdrozza a tovabbi feldolgozhatosagat, példaul tablettazhatdsagukat,
bevonhatosagukat, ami szilikségessé teszi a mikrokapszulak fizikai paramétereinek eldzetes
ismeretét. Az alginat gyongyok duzzadasi viselkedését gravimetridsan hataroztam meg. A
kisérlet sordn a pontosan bemért 85 mg szaraz gyongyot 60 percre 100 mL desztillalt vizbe
helyeztem szobahdmérsékleten. A gydngydket ezt kdvetden vakuumpumpaval szlirtem, majd
ismét megmértem a tomegét. Az egyensulyi vizfelvételt a kovetkezd egyenlet alapjan

hataroztam meg:



x 100

Ws —Wd
vy = (2= W)

amelyben Ws a duzzadt gyongyok tomege, Wd pedig a szaraz gyongyok kiindulasi tomege.

2.3.5. Pasztazo elektronmikroszkopos felvételek

jellemzése Hitachi Tabletop mikroszkép (TM3030 Plus) (Hitachi High-Technologies
Corporation, Tokid, Japan) segitségével tortént Dr. Budai Istvan segitségével a Debreceni
Egyetem Miiszaki Karan. A mintakat kétoldalu ragasztoszalaggal boritott lemezre rogzitettiik,

a mikrokrografia soran 5 kV-os gyorsitofesziiltséget hasznaltunk.
2.3.6. Részecskeméret-eloszlas meghatarozasa

A 200 pm-es favokaval eldallitott gyongyok részecskeméret-eloszlasat HoribaPartica
LA-950V2 (Horiba, Ltd., Kyoto, Japan) Ilézerdiffrakcios részecskeméret-eloszlasmérd
berendezés segitségével hataroztuk meg, amely nedves lizemmodban, desztillalt vizzel (1000x
higitds) mutkodott. A vizsgalat Dr. Moczo Janos, valamint a Budapesti Miuszaki és

Gazdasagtudomanyi Egyetem kozremuikodésével tortént.
2.3.7. In vitro kioldodas vizsgalat

A gydngyokbdl torténd hatdanyagleadas jellemzésére a forgolapatos Erweka DT 800
kioldodas vizsgald berendezést (Erweka GmbH, Langen, Németorszag) alkalmaztuk. A
vizsgalat soran minden esetben 400 mg szaraz mintat helyeztem 100 ml pH = 6,80 foszfat-
puffer oldatba 37 °C-on. A kiold6 kozegbdl meghatarozott idékozonként (0., 5., 15., 30., 60.,

crer

mértiik Dr. Németh Jozsef segitségével.
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2.3.8. Enzimatikus stabilitas

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

radioimmunoassay-vel mértik.
2.3.9. Transzport vizsgalat

A peptid Dbélrendszerben torténd felszivodasanak  modellezésére  human
adenokarcinoma Caco-2 sejtvonalat hasznaltam. A kisérlethez a sejteket eldszor 24 lyuka
ThinCert™ poliészter inzertekre (porusatmérdé: 0,40 pum; Greiner Bio-One International,
Mosonmagyarovar, Magyarorszag) szélesztettem 2 x 10° sejt/cm? siiriiséggel. A sejtek
transzepitelidlis elektromos ellendlldsat (TEER) 2 naponta mértem. A mérések alapjan a
transzport kisérlethez sziikséges stabil monolayer a szélesztést kovet6 21-28. napon alakult ki,
ekkor érték el a TEER értékek az 1000 Qx cm? koriili értéket. A kisérlet megkezdése el6tt az
apikalis, illetve bazalis kompartmentekben a tapkozeget médiumrdl HBSS pufferre cseréltem,
majd a sejteket 30 percig 37 °C-on eldinkubaltamk. A donor oldat 300 mg minta 60 mL PBS
pufferben 60 percig torténd oldasaval késziilt. Negativ kontrollként HBBS-t hasznaltam. A
mintakbol minden esetben 400 pL oldatot pipettaztam az apikalis kamrakba. A kisérlet soran
tobb Osszetétel permeabilitasat is vizsgaltam, melyek kiindulasi peptid koncentracidja minden
esetben ugyanannyi volt, eltérés csak a feliiletaktiv segédanyagok tipusaban volt. A membranon
atjuto MCH mennyiségének meghatarozasdhoz 60 perc elteltével gylijtottem mintékat a bazalis

kompartmentekbdl. A mintakat radioimmunoassay-vel elemeztiik.
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2.3.10. Transzepitelialis elektromos ellenallas (TEER) mérés

A transzport kisérlet alatt a sejtek transzepitelialis elektromos ellendllasat 15 percenként
mértem a Millipore Millicell-ERS 00001 berendezés segitségével (Waltham, MA, USA). A
membranfunkcidk regeneralodésat a vizsgalatot kovetd 24 6raban monitoroztuk tovabbi TEER

mérésekkel.
2.4. Sejttenyésztés és sejtéletképességi vizsgalatok
2.4.1. In vitro bér- és bélham modell

A sejtes kisérletek soran haszndlt HaCaT human keratinocita és Caco-2 human
adenocarcinoma sejtvonalakat heti rendszerességli passzaldssal tartottam fenn. A sejtek egyik
legfontosabb tulajdonsaga, hogy megoérizték differenciacios és proliferacios képességiiket,
mely tobbszori passzalas utan is megfigyelhetd [102]. A sejttenyésztés soran a sejteket
fiziologias koriilményekhez hasonlo, letapado sejtkultiirdhoz alkalmas sejttenyészté edényben
novesztettem DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) tenyészté médium folyadékban
37 °C-on 5 % CO2 atmoszféraban 95 % paratartalom mellett. A médium 2 mM L-glutamint,
100 mg/ml gentamicint, 10 v/v% inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FBS), valamint 1
v/v% nem esszencialis aminosavat tartalmazott. A tapoldatot mindkét sejttipusnal minden 3.
napon cseréltem steril koriilmények kozott, lamindris aramlasu fiilke alatt. A sejtek passzéalasa
a letapad6 sejtvonalakra jellemzd konfluens sejtréteg kialakulasakor tortént. A médium
cseréhez hasonldan a passzalas is sejtlaborban, laminar boxban tortént. A folyamat elsd
Iépésében oOvatosan eltavolitottam a sejtekrdl az elhasznalodott tapoldatot, majd a sejtek
felszinén maradt médiumot PBS-oldattal (Phosphate Buffered Saline) mostam le. A letapado
sejtrégetet tripszin oldat (TrypLE™ Express, ThermoFisher) segitségével szuzspenzioba
vittem. Az emésztés alatt a sejteket 5 percig inkubaltam, majd a reakciot friss médium
hozzdadasaval éllitottam le, amelynek szérum tartalma inaktivalja az enzimet. A
sejtszuszpenziot ezt kovetden 6 percig, 1100 rpm fordulaton, szobahdmérsékleten
centrifugaltam. A lecentrifugélt sejtekrél 6vatosan leszivtam a feliiliszot, majd 10 ml tiszta
médiummal szuszpendaltam JOket. A szuszpenzidban 1évé sejtek szamat Biirker kamra
segitségével szamoltam. A sejtszuszpenziobol 106 db sejtet tartalmazé mennyiséget steril
telepitd edénybe pipettaztam, és a médium mennyiségét kiegészitettem 10 ml-re. A keratinocita
sejtek egy csoportjat a tovabbi vizsgalatokhoz Da Hee Choi €s munkatarsai [103] munkaja

alapjan TNF-alfa (20 ng/mL) és IL-1-béta (25 ng/mL) proinflammatorikus citokinek

12



kombinacidjaval kezeltem, hogy TNF-alfa/IL-1-béta indukalt human PSmHaCaT sejteket

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

A kisérlet soran az €10 sejtek mitokondrialis dehidrogendz enzimje a sarga szini
vizoldhatdo MTT festéket (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid) lila szin,
vizben oldhatatlan formazan kristalyokkd redukaljak. A mddszer szelektiv, mert csak az €16
sejtek mitokondriumaban talalhat6 aktiv dehidrogenaz enzim. A keletkezd formazan s6 sosavas
izopropanollal oldatba vihetd, és az oldat abszorbanciaja spektrofotométerrel mérhetd. Az igy
meghatarozott abszorbancia érték korreldl az €16 sejtek szdmaval. A sejtéletképességi
vizsgalatokhoz a HaCaT és Caco-2 sejteket az el6z6 pontban ismertetett modon 7 napig
ndvesztettem 96 lyuku tenyészto plate-ben 104 sejt/lyuk stirtiséggel. A novesztés soran a faradt
médiumot a 3. napon lecseréltem. A konfluens sejtréteg kialakulasat kdvetden a tapoldatot

eltavolitottam, majd a sejteket meghatdrozott ideig inkubaltam a vizsgalati mintdkkal.
2.5. Statisztikai analizis

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

kiilonbségeket pedig p <0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.
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3. Eredmények
3.1. Plantago Lanceolata Kivonat tartalmu folyadékkristalyok formulalasa és vizsgalatai
3.1.1. Plantago Lanceolata levél kivonasa

A Plantago L. levél metanolos kivondsa végén 100 g kiindulasi anyag 25,2 g Plantago
kivonatot eredményezett. Az extraktum jellemzése hiteles standardokkal végzett kalibralas utan
LC-ESI-MS moédszerrel tortént. A kivonat 5,99% acteozidot, 2,34% aucubint, valamint 1,21%

katalpolt tartalmazott.
3.1.2. Folyadékkristalyok formulalasa

A folyadékkristalyok kialakuldsanak paramétereit pszeudoterner fazisdiagram
segitségével hatdroztam meg. A Labrasol/Lauroglycol 90 (6:1) / Gelucire 44/14 / viz
pszeudoterner diagram az 1. szamu abran lathat6. Annak érdekében, hogy a viztartalomnak a
folyadékkristalyos szerkezetre gyakorolt hatdsat tanulmanyozzam, kiilonbozé viztartalmu
(10% - 90%) mintakat készitettam. A titralas soran foként mikroemulziok képzédtek. Amikor
a viz aranya 90% fol¢ emelkedett makroemulzidk alakultak ki, fliggetleniil a
Labrasol/Lauroglycol 90 és Gelucire 44/14 feliiletaktiv anyagok aranyaitol. Ezzel szemben
folyadékkristalyos rendszerek csak az OsszetevOk egy bizonyos, sziikebb tartoméanyéaban
keletkeztek, amikor a keverék a Labrasol/Lauroglycol 90 tenzid part 10% alatt tartalmazta. A
diagram alapjan négy kiilonb6z6 6sszetételt valasztottam ki a Labrasol/Lauroglycol 90 allando
6:1 aranyaval tovabbi vizsgalatokra. A formulacidk tisztdk és stabilak voltak 4,1-9,9 %-0s

Labrasol/Lauroglycol 90, valamint 31,1-52 %-os Gelucire 44/14 tartomanyokban.
3.1.3. In vitro kioldodas vizsgalat

Az Osszetételekbdl felszabadult hatéanyag mennyisége alapjan az alabbi csokkend
sorrendet allitottuk fel: PL-LC 2 > 1 >4 > 3. Eredményeink alapjan jobb hatéanyag kioldddas
tortént azokbol a készitményekbdl, melyek a Labrasol/Lauroglycol 90 tenzid parbol tobbet
tartalmaztak. A legjobb diffuzidt az 1. és II. kompozicid esetében sikeriilt elérni, ahol a
feliiletaktiv anyagok tartomanya 9,9 % ¢és 7,8 % volt, a diffundalt PL-kivonat mennyisége pedig
meghaladta az 50% -ot. A I11. és a IV. kompozicié esetében, amelyek kevesebb feliiletaktiv
anyagot tartalmaztak, rosszabb hatdéanyag diffuziot tapasztaltunk, a felszabadult gyogyszer

mennyisége 40% alatt volt.
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3.1.4. HaCaT sejtproliferacios vizsgalat

A proliferacids vizsgalatokat 104200 pL striiséggel szélesztett HaCaT sejteken
végeztem az xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) segitségével. A HaCaT
sejtproliferacié impedancia mérésen alapuldé meghatarozdsa a sejtindex nyilvanvalo
novekedését mutatta mindegyik esetben eltérd proliferacios kinetika mellett. Mig a kezeletlen
HaCaT sejtek hét nap elteltével alakitottdk ki a konfluens monolayer sejtréteget, az IL-1-béta -
¢s a TNF-alfa stimulalt keratinocitdk (PSmHaCaT) a gyors proliferaci6 kovetkeztében
hamarabb elérték a platéfazist. Ezen feliil a PSmHaCaT keratinocitdk magasabb sejtindex
értékeket mutattak ebben a szakaszban. Ennek megerdsitésére a sejtek transzepithelialis
elektromos ellenallasat (TEER) is mértem, mely mérések eredménye Osszhangban van az
RTCA tesztekkel. Magasabb TEER értékeket figyeltem meg a PSmHaCaT sejteknél, mint a

kezeletlen keratinocitak esetében.
3.1.5. MTT sejtéletképesség vizsgalat

A biztonsagos alkalmazas biztositasanak érdekében MTT citotoxicitds vizsgalatokat
végeztem HaCaT sejtvonalon. A formulédciok citotoxicitasat kiilonbozé koncentracidkban
vizsgaltam. Az egyes OsszetevOket szintén teszteltem kiilon-kiilon. Az LC rendsezerek
Osszetételt annyiban valtoztattam meg, hogy a vizet azonos mennyiségli DMEM sejtkultras
médiumra cseréltem. Ez azonban az LC rendszer tulajdonsdgain nem valtoztat, mivel a vizhez
hasonléan a DMEM is polaros. A formuladlt LC rendszerek, illetve azok 0Osszetevoi sem
befolyasoltak jelentdsen a sejtéletképességet. A sejtéletképesség még magasabb koncentraciok
esetében is 50 % felett volt a negativ kontrollhoz képest (foszfat-puffer, PBS). Megallapitottam,
hogy az 6sszes kompozicid jol tolerdlhatd. Nem tapasztaltam szignifikans kiilonbséget az LC-
rendszerekkel, illetve a negativ kontrollként alkalmazott PBS-sel kezelt csoportok esetében, bar

mind koziil a I1. 6sszetétel csokkentette legkevésbé a sejtéletképességet.
3.1.6. DPPH gyokfogo aktivitas vizsgalat

A vizsgalat alapja a DPPH szabadgyok antioxidans jelenlétében torténd szinvaltozasa.
A folyadékkristaly rendszereket Plantago kivonattal, illetve anélkiil is vizsgaltam. Kontrollként
a megfeleld vak formulacidkat és 5% Plantago kivonat vizes diszperzidjat (CE) alkalmaztam.
Mint azt mar korabban emlitettem, a formulalt LC mintak szintén 5 v/v% PL Kivonatot
tartalmaztak. Az antioxidans aktivitds szézalékos aranyat DPPH teszttel mértem. A DPPH

gyokfogd aktivitdst Brand-Williams ¢és mtsai altal leirt modszer alapjdan mértem. Az
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eredmények alapjan szignifikans kiilonbségeket tapasztaltunk a vizsgalt csoportok kozott. Az
elvégzett vizsgalat megerdsitette, hogy az 6sszes kompozicié képes jelentésen gatolni a DPPH
oxidacidjat. Megallapitottam, hogy az 1. és a II. Osszetételek a leghatékonyabbak, ezzel
szemben a IV. Osszetétel mutatta a legkisebb aktivitas, bar antioxidadns kapacitasa igy is

jelentésen magasabbnak bizonyult, mint a kontroll csoporté (CE).
3.1.7. Lipidperoxiddz (MDA) vizsgalat

A formulaciok UV sugarzassal szembeni védOhatdsat HaCaT, illetve PSmHaCaT
sejteken vizsgaltam. Az MDA szintjében mért kiilonbségek megerdsitették a Plantago kivonat
antioxidans hatékonysagat, és a megfelelden kivalasztott komponensek fontossagat egyarant.
Amellett, hogy az 0sszes formuléacio csokkentette az MDA szintet a kontroll csoportokhoz
képest, azt tapasztaltam, hogy az I. Osszetétel (a legnagyobb penetracidfokozd segédanyag

tartalommal) esetében jelentsebb ez a csdkkenés.
3.1.8. UV-C expozicio HaCaT sejteken

Az LC-PL kompoziciok UV-C besugarzas elleni hatasat HaCaT, illetve stimulalt
keratinocita (PSmHaCaT) sejtvonalakon vizsgaltam. A formulaciok Osszetételét annyiban
modositottam (2. szdmu tablazat), hogy desztillalt viz helyett azonos térfogatt DMEM
sejtkultiras médiumot haszndltam a viz karos hatdsainak elkeriilése érdekében. Az els6
kisérletben nem alkalmaztam PL-LC kezelést. Az eredmények aldtdmasztottak az UV-C
sugarzas kiilonbozd sejtvonalakra kifejtett karos hatasat, tovabba megfigyeltem, hogy 6 perc
UV-C expozicido a sejtéletképesség jelentds csokkenését eredményezte. A sugdrzas altal
stimulalt proliferacids valtozasokat MTT-teszttel vizsgaltam az expoziciot kovetd 12., 24. és
48. oOrdban. Azt tapasztaltam, hogy 6 perc UV-C expozicid robusztus PSmHaCaT
sejtproliferaciot eredményezett. Két nap elteltével az UV-C-stimulalt PSmHaCaT sejtek
életképessége meghaladta a kezeletlen sejtek életképességét. Az eredmények alapjan a PL-LC
kezelés részben gatolta az UV-C sugarzas karos hatasait. A Plantago kivonat antioxidans hatasa
mellett a Labrasol/Lauroglycol 90 penetraci6fokozo hatasa is érvényesiilt, mivel az I. és III.
kompoziciobodl, amelyek a tenzid part nagyobb koncentracioban tartalmazzak, idéegység alatt
nagyobb mennyiségli hatdanyag kertilt a sejtekbe, novelve ezzel a sejtéletképességet. Az atfogd
elemzés kimutatta, hogy ugyan az LC-PL kezelés nem képes teljes mértékben megvédeni a
keratinocitakat, a PSmHaCaT sejtek esetében megfigyelt UV-C expozicid okozta

hiperproliferaciot azonban megeldzte.

16



3.2. Peptid tartalmi natrium-alginat gyongyok formulalasa és vizsgalatai
3.2.1. Bezarodasi hatékonysag

A vizsgéilat eredményei alapjdn a hatdanyag bezarddasi hatékonysidga az Osszes
Osszetétel esetében minimum 56 %-os volt. A legalacsonyabb értéket a csak peptidet tartalmazo
gyongyok esetében kaptam, mig a feliiletaktiv Labrasol és Transcutol HP segédanyagokat is
tartalmazé mintdk magasabb mértékii MCH bezarodast mutattak. Az egyes Osszetételek

hatéanyag bezar6 képessége kozott nem tapasztaltam szignifikéns kiilonbséget.
3.2.2. Duzzadasi képesség meghatarozasa

Az eredmények alapjan megfigyeltem, hogy az egyensulyi vizfelvétel mértéke dontden
a szemcsemérettdl fliggd tényezd. Minél kisebb a részecskeméret, és ezaltal minél nagyobb a
fajlagos feliilet, anndl nagyobb a részecskék vizfelvételi kapacitdsa. A duzzadési képesség
meghatarozdsa hasznos a termékek késObbi felhasznaldsa sordn, mivel befolyasolja azok

alkalmazhatdsagat.
3.2.3. Pasztaz6 elektronmikroszkopos felvételek

Az MCH tartalmu alginat gyongyok pasztazo elektronmikroszkopos felvételei alapjan
a mikrogyongy6k gomb alakt morfologiat mutatnak, feliiletiikon néhany aprobb zizodassal,
melyek valdsziniileg a szaradasi folyamat soran alakultak ki. A vizsgélat alatimasztotta, hogy
a mikrogyongyok atmeérdje Osszhangban van a részecskeméret-eloszlds meghatarozas

eredményeivel.
3.2.4. Részecskeméret-eloszlas meghatarozasa

A mikrogyongyoket HoribaPartica LA-950V2 1ézerdiffrakcios berendezés segitségével
vizsgaltuk. A mért értékeket a 4. tablazatban foglaltam Ossze. Az eredmények alapjan a

formulalt mikrogyongyok szemcsemérete megkdzeliti a teoretikus 200 pm-t.
3.2.5. In vitro kioldddas vizsgalat

Az in vitro kioldodas vizsgéalatot pH=6,80 foszfat-puffer oldatban végeztem, a mintakat
RIA mdédszerrel analizaltuk. A kioldodasi profilokat a kisérleti adatok dbrazolasaval hataroztam
meg. A mért értékek alapjan kétfazisu hatdanyagleadas figyelhetd meg az Gsszes Osszetétel

esetében. Az MCH kezdetben elnyujtva szabadult fel, az els§ 60 percben nem lehetett
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szignifikans peptid koncentraciot mérni. Egy ora elteltével azonban megindult a hatéanyag
robbandsszerl felszabadulasa, ahol a bezardédott MCH 68,30 %-a kioldddott a gyongyokbdl,

majd 120 perc elteltével ez az arany szignifikansan csokkent.
3.2.6. Enzimatikus stabilitas

Az enzimatikus stabilitas vizsgalat eredménye alapjan a szimulalt gyomornedvben
torténd 30 perces inkubdaciot kdvetden 3,00 + 0,50%, szimulalt bélnedvben pedig 8,00 + 0,50%
aktiv MCH volt kimutathat6 a kozegbdl a szabad, nem formulazott mintak esetében. A kisérlet
soran szimulalt gyomornedvben 60 perc elteltével teljesen elbomlott a szabad MCH, mig a 2
ords szimuldlt bélnedvben vald inkubacidé utdn minddssze 1,00 + 0,50% szabad peptid
visszamérés tortént. A formulalt mikrogyongyok esetében a bezarodott MCH legalabb 70%-a
védett maradt a gyomor-, és bélnedv emésztd enzimjeivel szemben. Az eredmények tehat
alatamasztottak, hogy a formulalt készitmények képesek sikeresen megvédeni a modell peptidet

a gasztrointesztindlis traktusban torténd degradaciotol.
3.2.7. MTT sejtéletképességi vizsgalat

A sejtéletképességi vizsgalat eredményei alapjan a felhasznalt alap- és segédanyagok az
alkalmazott koncentracidban in vitro biztonsagosnak bizonyultak. Annak ellenére, hogy
koncentraciofliggd toxicitas figyelhetd meg, a gyongyképzd natrium-alginat, valamint kalcium-
klorid-dihidrat még magasabb koncentracioknal sem mutatott relevans toxicitast. Mivel a
feliiletaktiv segédanyagok jelentdsebb toxicitdst mutattak nagyobb koncentracidknal,
meghataroztuk azok IC50 értékeit, mely Labrasol esetében 0,41 v/v%, Transcutol HP esetében
0,37 v/v%, Labrasol: Transcutol HP 1:1 aranyu keveréke esetében pedig 0,35 v/v%. A vizsgalat
eredményei alapjan a 0,01 v/v% penetraciofokozo segédanyagot tartalmazéd gyodgyszerhordozo

rendszerek sem karositottak a Caco-2 monolayer sejtréteget.
3.2.8. Transzport vizsgalat

A permeabilitas vizsgalat megkezdése el6tt az inzerteket benétt Caco-2 monolayer a
kisérlet megkezdéséhez megfeleléen magas (600 Qxcm2) transzepithelialis elektromos
ellenallds (TEER) értéket mutatott, ami a sejtek kozti szoros kapcsolddasra utalt. Az
eredmények alapjan az alginat gyongyokbe zart MCH permeabilitasa szignifikdnsan magasabb

volt, mint az anyagot oldott forméaban tartalmaz6 minta esetében. A formulédciok koziil
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megnovekedett peptid permeabilitast tapasztaltunk penetraciofokozd  segédanyagok

jelenlétében, ami a sejtek kozotti paracellularis utvonalak megnyilasara utalhat.
3.2.9. Transzepitelialis elektromos ellendllas mérések

Transzport vizsgalat kozben az inzerteken 1évé Caco-2 sejtréteg membranintegritasat a
TEER értékek folyamatos mérésével vizsgaltam. A kisérlet kozben azt tapasztaltam, hogy 30
perc inkubéciot kovetden a mintdk szignifikdnsan csokkentették a sejtek transzepitelialis
elektromos ellenallasat, majd a 60 perces vizsgalat elteltével a TEER értékek ujra elkezdtek
emelkedni, amint a sejtekre friss DMEM médium kertilt. A kisérlet végén a transzepitelialis

elektromos ellenallas értékei az alapvonal 90%-a fel¢ emelkedtek.
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4. Megbeszélés

4.1. Plantago Lanceolata kivonat tartalmu folyadékkristalyok formulalasa és vizsgalatai

A fitofarmakonok kiils6leges gyogyszeres terapiaban betoltott szerepe folyamatosan
novekszik a benniik taldlhatdo hasznos kémiai anyagoknak koszonhetéen. Annak ellenére
azonban, hogy a gyogyndvények hatasa bizonyitottan elényds, a vegyiiletek hatékonysaganak
novelése kiillonbozé gyogyszertechnologiai formulacios modszerekkel elengedhetetlen. A
bordn keresztiil torténd gyogyszerbevitel soran ugyanis két f6 kihivassal kell szembenézniink.
Tekintettel arra, hogy a helyi gyogyszeres terapidval szembeni beteg compliance alacsony, a
hatdéanyag szolubilizacidja, valamint a szarurétegen keresztiil torténé megfeleld penetracioja
mellett kiemelten fontos a kezeléssel szemben tanusitott beteg adherencia is. A fitofarmakonok
hatasat penetracidfokozo segédanyagokat tartalmazo innovativ gydgyszerformak segitségével
novelhetjiik a leghatékonyabban. Kisérletsorozatunk elsé részében célunk egy olyan
biztonsagos kiilséleges gyogyszerforma kialakitasa volt, melybdl a valasztott névényi kivonat,
a Plantago lanceolata boron keresztiil torténd felszivodasa fokozott. A folyadékkristalyos
rendszerek helyi terapidban elért hatékonysagat mar kordbban leirtdk. Szerkezetiik és kémiai
tulajdonsagaik hasonléak a sejtmembranéhoz, melynek koszonhetden lehetdve teszik a
gyogyszerek behatolasat a szarurétegbe, megkonnyitve ezzel a perkutan penetraciot. Az utdbbi
években jelentds figyelmet kaptak mint potencialis hatéanyagleado6 rendszerek, mivel képesek
olyan matrixot kialakitani, amely tartds hatdanyag-leadast biztosit, és amely képes megvédeni
a hatdanyagot mind a fizikai, mind a kémiai lebomlas ellen. Anizotrop jellegiikbdl adodoan
részben folyadékokra, részben pedig kristdlyokra jellemzd tulajdonsdgokat mutatnak.
Mindezeken feliil a folyadékristalyok képzéséhez olyan feliiletaktiv anyagok sziikségesek,
amelyek penetraciofokozé hatdsukat a vegyiiletek szolubilizicidjaval biztositjadk. Ezen
tulajdonsagaik miatt az LC rendszerek nemcsak gydgyszertechnoldgiai szempontbdl, hanem a
biohasznosulas €s egész terapias értekiiket szdmitva is eldnydsek. A formulécid soran a
Labrasol/Lauroglycol 90 (6:1)/Gelucire 44/14 tenzideket, valamint vizet szamunkra megfeleld
aranyban tartalmazo Osszetételeket strukturdlt pszeudoterner fézisdiagram segitségével
hataroztuk meg, tovabba meghatdroztuk a felszabadult hatdanyag mennyiségét is. Az eldallitott
LC rendszerek biokompatibilitasat kiilonb6z6 in vitro sejtkulturas vizsgalatokkal elemeztiik.
Ezekhez a kisérletekhez human keratinocita HaCaT sejtvonalon kiviil TNF-alfa és IL-1 indukalt
human PSmHaCaT sejteket hasznaltunk. A sejtproliferacid impedencia mérésen alapuld

meghatdrozasa minden esetben a sejtindex egyértelmli novekedését mutatta. Ezenfeliil, a
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proliferacid kinetikajaban is kiilonbséget tapasztaltunk: mig a nativ HaCaT sejtek a konfluens
sejtréteget 7 nap utdn érték el, az IL-1 és TNF-alfa stimulalt keratinocitdk (PSmHaCaT)
gyorsabb proliferacié kovetkeztében hamarabb elérték a platéfazist. Mindezek mellett, a
PSmHaCaT sejtek magasabb sejtindex értéket mutattak ebben a fazisban. Az elvégzett MTT
tesztek megerdsitették, hogy a formuldlt LC rendszerek, valamint azok Osszetevéi sem
befolyasoltak jelentésen a sejtéletképességet. A készitmények tehat biztonsagosnak
bizonyultak. A gyokfogd aktivitas vizsgalat kimutatta, hogy a formuléaciok jelentés mértékben
gatoltak a DPPH oxidacigjat. A tesztelt LC-PL rendszerek kozil az 1. és II. bizonyult a
leghatékonyabbnak, mig a I'V. 0sszetétel mutatta a legkisebb aktivitast. A PL-LC készitmények
antioxidans hatdsat MDA lipidperoxidéacios vizsgalattal is ellendriztik. A vizsgalat
eredményeként megallapitottuk, hogy a kontroll csoportokhoz képest az Osszes formulacio
képes volt csokkenteni a malondialdehid (MDA) szintet, tovabba azt lattuk, hogy az I. dsszetétel
esetében ez a csOkkenés szignifikdns. Eredményeink tehat aldtdmasztjdk a penetraciofokozo
segédanyagok szerepét az antioxidans hatés elérésében. Ezt a megfigyelést igazoltak az UV-C
besugarzas eredményei, mely szerint a sugarzas destruktivan hatott az egyes sejtvonalakra. Hat
perc UV-C expoziciot kovetden ugyanis jelentds sejtéletképesség csokkenést tapasztaltunk. A
sugarzast kovetden végzett MTT teszt alapjan jelentés PSmHaCaT sejtproliferaciot lattunk. Két
nap elteltével a besugarzott PSmHaCaT sejtek életképessége meghaladta a kezeletlen sejtekét.
A formulaciokkal torténd kezelés részben egyértelmiien blokkolta az UV-C sugarak karos
hatasat. Mindezek mellett, a Plantago kivonat antioxidans hatdsa, valamint a
Labrasol/Lauroglycol 90 penetraciofokozé hatdsa is érvényesiilt, mivel az 1. és III.
Osszetételekbodl, melyek aranyaiban tobbet tartalmaztak a tenzidparbol, nagyobb mennyiségii
hatéanyag jutott a sejtekbe. Megfigyeléseink alapjan ugyan a PL-LC kezelés nem tudta
képes volt csokkenteni. Kisérleti eredményeink ramutattak, hogy a felhasznalni kivant
segédanyagok ¢és feliiletaktiv anyagok alapvetd szerepet jatszottak a hatékonysag javitasaban,
ezért megfeleld kivalasztasuk egyarant rendkiviil fontos tényezd. Megallapitottuk tovabba,
hogy a megfogalmazott PL-LC kompoziciok eldnyds lehetéséget biztositottak a bér UV-

sugarzassal szembeni védelmére.
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4.2. Peptid tartalmu natrium-alginat gyongyok formulalasa és vizsgalatai

A biotechnologiai moddszerek gyorsiitemti fejlodése az elmult évtizedekben
nagymértékben felgyorsitotta a terapidban alkalmazott peptid tipusu vegyiiletek, illetve
fehérjék nagy mennyiségben torténd eldallitasat, lehetdveé téve ezzel a gyogyaszatban torténd
tovabbi felhasznalasukat. Ezek a készitmények azonban jelenleg szinte kizardlag injekcio
formajaban érhetdk el annak ellenére, hogy szamos hatranyos tulajdonsaguk lesz ezéltal, ezért
a kiilonbozo alternativ beaddsi mdodok fontossaga nem kérdéses. Annak ellenére, hogy az
injekcié forméjaban beadott peptidek millidk €letét mentették mar meg, invaziv jellegiik miatt
egy hosszutavu terapidban jelentdsen csokkent beteg compliance figyelheté meg. Az emlitett
problémara a peptid tipusu gyodgyszerjeldltek oralis gyodgyszerforméaban torténd eldallitasa
jelenthet megoldast, azonban az ilyen tipusi hordozé rendszerek fejlesztése a mai napig
folyamatos kihivéast jelent a gydgyszertechnoldgia szdmara. A formulacid sordn ugyanis szamos
akadalyt kell lekiizdeni annak érdékebén, hogy megfeleld oralis biohasznosulast érjiink el. A
gasztrointesztinalis traktus proteolitikus enzimjei, valamint hatékony barrierjei jelentds
mértékben korlatozhatjdk a peptidek ¢és fehérjék felszivodasat. Az emlitett problémak
kikiiszobolésére szamos megkozelitést emlit az irodalom, mint példaul az enzimgatlas, kémiai
modositds, membran permeabilitas novelése vagy 0j tipusu hordozo rendszerek kialakitasa. Az
utobbi években a peptidek bioadheziv polimer alapu gyogyszerhordozé rendszerekbe torténd
kapszulazasa igéretes eredményeket mutatott. Az emlitett szempontoknak megfeleléen
kisérletsorozatunk méasodik felében natrium-alginat alapti gyogyszerhordozd rendszereket
formulaltunk, melyhez modell peptidként a melaninkoncentralo hormont (MCH) valasztottuk.
A formulélni kivant peptid tartalmu alginat gyongyoket nyitott polimerizacioval allitottuk eld
a Biichi Encapsulator B-395 Pro késziilék segitségével. A valasztott modszer nagy eldnye
korabbi fejlesztésekhez képest, hogy szobahdmérsékleten teszi lehetdvé a formulalast, védve
ezzel a hatdanyagot az esetleges denaturaciotol. A gyongyok duzzadasi képességének mérése
soran azt az eredményt kaptuk, hogy az egyensulyi vizfelvétel mértéke a gyongyok
szemcseméretétol fiigg. A késObbi alkalmazhatdsag szempontjabol eredményeink alapjadn a 200
um-es fuvoka atmérdt talaltuk optimalisnak a formuldldshoz. Az elvégzett SEM és DLS
mérések megerdsitették, hogy a gyongydk morfologidja az elvarasoknak megfeleld, tovabba a
részecskeméret megkozeliti a teoretikus 200 pm-t. A gyongydkbe torténd hatdanyag bezarodas
meghatarozasa alapjan az alkalmazott alginatgyongy hordozok legalabb 56 %-os bezarodasi
hatékonysdgot mutattak az dsszes Osszetétel esetében, melyet a hozzaadott penetraciofokozok

nem befolyasoltak jelentGsebben. Méréseink alatamasztottak, hogy a formulalt rendszerek
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stabil kdrnyezetet biztositanak a peptid szamara azaltal, hogy védelmet nytjtanak a gyomor-
béltraktus emésztd enzimjeivel szemben. A kioldodas vizsgalatok szerint a gyongyokbe zart
MCH 68,30 %-a az els6 hatvan perc alatt felszabadult. Transzport vizsgalataink igazoltak, hogy
a kapszulazott MCH szintetikus membranon torténd permeacioja jelentésen nagyobb volt, mint
a nativ MCH oldaté. Ezenkiviil a vizsgalat alatamasztotta azt is, hogy penetraciéfokozo
segédanyagok jelenlétében tovabb nd a permeabilitas, ami a paracellularis utvonalak
megnyitasara utalo jelenség. Az eredmény hatterében all6 membrankarosodas lehetdségének
kizarasa érdekében folyamatosan mértiik a sejtek transzepithelialis elektromos ellenallasat. A
mérések alapjan azt tapasztaltuk, hogy a monolayer barrier tulajdonsagai a kezeléseket kovetd
12 6ran beliil teljesen helyrealltak. Az alkalmazott harom penetraciofokozo segédanyag koziil
tehat egyik sem vezetett a Caco-2 sejtek visszafordithatatlan karosodasahoz. Mivel egy Uj
gyogyszerforma tervezésekor kiemelt fontossagh a biztonsdgossag, a kivalasztott
segédanyagok, valamint Osszetételek toxicitasat szintén megvizsgaltuk kiilonb6zé in vitro
modszerekkel. Eredményeink megerdsitették, hogy a formulalashoz alkalmazott
segédanyagok, illetve az eldallitott készitmények biztonsadgosak in vitro korliilmények kozott.
Osszefoglalva eredményeinket elmondhatd, hogy az alginit alapi gydngyok, mint
gyogyszerhordozd rendszerek potencidlis védelmet nyujthatnak a peptidszarmazékok
gasztrointesztinalis  enzimatikus bontdsaval szemben. A penetraciéfokozok gondos és
koriiltekintd kivalasztdsa a barrierfunkciok reverzibilis megvaltoztatdsaval javithatja a
hatéanyag felszivodast. Formuléacioink kivald gydgyszerészeti tulajdonsagainak kdszonhetden
fontos eszkozei lehetnek az 0j tipusu peptid tartalma gydgyszerhordoz6 rendszereknek javitva
ezaltal a betegek adherencidjat. Eredményeink alapjan sikertilt bizonyitanunk, hogy az altalunk
eldallitott alginat gyongyok képesek megvédeni a valasztott modell peptidet, a melanin
koncentralé hormont a gyomor- és bélrendszerben torténd enzimatikus bomlassal szemben.
Mivel az alginat hordozok kiilonb6z6 amfifil feliiletaktiv anyagokkal valé kombinéaciojat még
nem vizsgaltdk koradbban, eredményeink bizonyitjdk, hogy ezek a penetraciofokozok

kulcsszerepet jatszhatnak a biohasznosulds ndvelésében.
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5. Osszefoglalas

Munkank elsé felében landzsas utifii tartalmu kiils6leges felhasznalasa folyadékkristaly
rendszereket formulaltunk titralasos modszer segitségével. A membran diffuzios vizsgalat
eredményei  alapjan  megallapitottuk, hogy a  penetraciofokozd  segédanyagok
antioxidans tesztek eredménye a penetraciofokozo segédanyagok antioxidans hatéas elérésében
betoltott szerepét is megerdsitette. A formulacidk UV-C sugarzassal szemben nyujtott védo
hatdsanak vizsgélata igazolta, hogy a kezelések részben egyértelmiien blokkoltdk az UV-C
sugarak karos hatasat. Annak ellenére, hogy a kezelés nem tudta teljes mértékben megvédeni a
keratinocita sejteket, a TNF-alfa és IL-1 indukalt sejtek UV-C sugarzas okozta
felhasznalni kivant feliiletaktiv segédanyagok alapvetd szerepet tdltenck be a ndvényi
hatdéanyagok boron keresztiil torténd felszivodasaban, ezért megfeleld kivalasztasuk rendkiviil

fontos tényezo a hatékonysag novelése érdekében.

Kisérletsorozatunk madasodik felében oralis bevitelre szént innovativ szilard
gyogyszerhordozd rendszereket terveztink a peptid tipusu hatéanyagok jobb ordlis
biohasznosulasanak novelése érdekében. A modell peptidként véalasztott melanin koncentralo
hormonbo6l nyitott polimerizacioval natrium-alginat mikrogyongyoket képeztink. A
preformulacid soran sikeresen kalibraltuk a formuldlashoz sziikséges miiszer részegységeit,
illetve optimalizaltuk a gyartas paramétereit a reprodukélhaté gyongy alak és méret érdekében.
A gyongyok fizikai tulajdonsagainak vizsgalata igazolta, hogy azok az elvarasoknak megfeleld
alakuak, illetve méretiieck. A bezarodasi hatékonysag mérésének eredményei alapjan azt a
kovetkeztetést allapitotuk meg, hogy az alkalmazott segédanyagok nincsenek hatassal a
bezarddott hatdanyag mennyiségére. A transzport vizsgalat eredményei alatamasztottak, hogy
a lipid tipusu feliiletaktiv segédanyagokat is tartalmazo Osszetételekbdl tobb hatdanyag képes
athatolni a szintetikus membranon keresztiil a bazalis folyadékba, jelenlétiik tehat fokozza a
bélrendszerben torténd felszivodast. Az emésztési vizsgalat eredményei alapjan a formulalt
gyogyszerhordozo rendszerek segitségével sikeresen megvédtiik a valasztott modell peptidet a
gasztrointesztinalis traktus enzimatikus koriilményeivel szemben. Eredményeink bizonyitjak,
hogy a kiilonb6z6 amfifil feliiletaktiv anyagok kulcsszerepet jatszhatnak a peptidek oralis

biohasznosulasanak ndvelésében.
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6. Koszonetnyilvanitas

Koszonetet szeretnék mondani témavezetomnek, Dr. Ujhelyi Zoltannak, hogy munkam

soran szamos szakmai tanacsaval segitett, a vizsgalatok elvégzésére felkészitett.

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

tdmogattak.

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

tdmogatasaért és megszamlalhatatlan tandcséaért.

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

tamogatasért egyarant.

Koszonetet mondok kozvetlen munkatarsaimnak, akik a kisérleti munka soran

felvetddott gyakorlati problémak megoldasaban segitségemre voltak.

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

Koszonetet mondok Dr. Mocz6 Janosnak a 1ézerdiffrakcidos mérésért.

Halaval tartozom szeretd csalddomnak és vdlegényemnek a rengeteg szeretetért és

kitartd tdmogatéasért, akiknek koszonhetden soha semmiben nem szenvedtem hianyt.

A kisérletes munkat a Richter Gedeon Talentum Alapitvany, tovabba az EFOP-3.6.1-
16-2016-00022 ,,Debrecen Venture Catapult Program tamogatta, illetve a Nemzeti Kutatési
Fejlesztési és Innovacios Alapbol biztositott tamogatas, a TKP2021-EGA palyazati program

finanszirozésaban valosult meg.
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