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Roviditések

AAPS American Association of Pharmaceutical Scientists

ALT alanine aminotrasferase
AST aspartate aminotransferase
BCS Biopharmaceutical Classification System

BHT Butylated hydroxytoluene
CAT catalase

CCly Carbon tetrachloride
CLS Cell Lines Service
DLS Dynamic Light Scattering

DMEM  Dulbecco’s modified Eagle’s medium
DMSO  Dimethyl sulfoxide

ECACC European Collection of Cell Cultures

EDTA  Ethilen-Diamine-Tetraaceticacid

FBS Foetal Bovine Serum

FDA Food and Drug Administration

GC/MS  Gas Chromatography -Mass Spectroscopy
GPx Glutathione peroxidase

GR Glutathione reductase

GSH glutathione

GSSG Glutathione disulfide

HaCaT = Human adult skin keratinocytes, low Ca2+ elevated Temperature
HelLa Henrietta Lacks

HLB Hydrophilic-lipophilic Balance

HO Heme oxygenase

HPLC-MS/MS  High-performance liquid chromatography-tandem  Mass

Spectroscopy
IL Interleukin
IPM Isopropyl myristate

MDA Malondialdehyde
MTT 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-difenil-tetazolium-bromid

NADH Nicotinamide adenine dinucleotide



NADPH
NF-xB
NMF
Nrf2
PBS

PS 750
ROS
SD
SEDDS
SLN

Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
Natural Moisturizing Factor

Nuclear factor erythoid 2-related factor 2

Phosphate Buffered Saline

Sucrose palmitale

Reactive Oxygen Species

Standard Deviation

Self Emulsifying Drug Delivery System

Soild Lipid Nanoparticles

SMEDDS Self Micro-Emulsifying Drug Delivery System

SOD
SP 50
SP 70
TBA
TC
TNFa
TEWL
USP
WHO

Superoxide dismuthase

Sucrose stearae 50% monoesters
Sucrose stearate 70% monoesters
Thiobarbituric-acid

Transcutol

Tumor necrosis factor alpha
Transepidermal Water Loss
United States Pharmacopoeia

World Health Organization



1. Bevezetés

Az Egészségiigyi Viladgszervezet (WHO) felmérése szerint a betegek legalabb 80
szazalékat nagyrészt vagy kizarolag természetes szerekkel kezelik a vilagon. A fejlett
ipari orszagokban alkalmazott gyogyszereknek is mintegy 40 szazaléka szarmazik
természetes forrasbol (Sz6ke E. és mtsai. 2012). Fitofarmakonnak tekintjiik azokat a
gyogyaszati céllal alkalmazott készitményeket, amelyek hatéanyagai ndvényi részek
(gyogyndvény-drog), illetve azok kivonatai (nyers vagy tisztitott kivonat), igy az
altaluk kivaltott farmakologiai hatas természetes anyagkeverékeknek koszonhetd
(Nyiredi Sz. 2002).

A novényi kivonatok biologiailag aktiv komponensei rossz vizoldékonysaguk mellett
gyakran biologiai membranokon is rosszul penetralnak, ezért kicsi az abszorpcidjuk,
amely alacsony biohasznosulast és hatast eredményez. Sokszor ez az oka annak, hogy
hiaba az in vitro kisérletek eredményessége, az in vivo vizsgalatok mar nem mutatjak
ugyanazt a hatast és ezaltal a novényi extraktumok klinikai felhasznalasa hattérbe
szorul vagy nem lehetséges. A novényi eredetii készitmények fejlesztésekor az egyik
lehetséges utvonal az, hogy mar ismert fitofarmakon biofarmaciai tulajdonsagat
megvaltoztatjak, ezaltal novelik annak biohasznosulasat.

A Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (BCS) a hatdéanyagoknak az emésztotraktusbol
val6 felszivodasat hatarozza meg, melyet Gordon L. Amidon és mtsai. 1995-ben
vezettek be (Amidon és mtsa. 1995). A hatéoanyagokat oldhatosag és permeabilitéas
alapjan 4 csoportra osztottak. A preformulalas soran az egyik fontos szempont, hogy a
hatdanyag melyik BCS csoportba tartozik. Amennyiben ismert, hogy a hatéanyag rossz
oldhatésaggal és/vagy rossz  permeabilitissal rendelkezik, a megfeleld
gyogyszertechnologiai modszer illetve segédanyag alkalmazasaval javithatjuk ezen
tulajdonsagokat és ezaltal segithetjik a hatdanyag felszivodasat és ezzel egyiitt
biohasznosithatosagat is (Kasim 2004). (1. dbra)
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1. abra: A hatbéanyag felszivodasanak elosegitése a BCS besorolas alapjan (forras:

Antal L. eloadas 2008)

Rossz vizoldékonysaggal rendelkezé ndvényi komponensek valamint kivonatok
hatdanyaganak részecskeméretének csokkentése, mikro- €s nanorészecskék 1étrehozasa
is segitheti a hatdanyag abszorpciojat €s ezaltal a hatasossagat. Ilyen megoldas lehet az
on(mikro) emulgeéld rendszerek formulalasa.

A megfeleld gyogyszerforma kialakitdsa szintén ndvelheti a ndvényi eredetli hatéanyag
felszivodasat ezaltal biohasznosuldsat €s terapias hatasat, agy hogy ezzel egyiitt akar a
terapids dozist csokkenti. Egy 0j gydgyszerforma kialakitasa a mar meglévd hatdoanyag
biohasznosuldsat nagymértékben ndvelheti és célzott terapiat érhet el.

A kiilséleges gyogyszerformakbol a hatdéanyag penetracidjat tobb tényezd befolyasolja.
A hatoanyag szerkezete, fizikia-kémiai tulajdonsdga és felszabaduldasa az adott
gyogyszerformabdl, a bor barrier funkcidja, a bér szarurétegének nedvességtartalma
sth. Ugyanakkor a kiilséleges gyogyszerformulalasban kulcsfontossagi a megfeleld
segédanyag(ok) alkalmazésa, hiszen azok dontd modon segithetik a hatéanyag béron

keresztiil torténd atjutdsat és a terapias hatas kifejlodését.



Munkank kezdetekor olyan novényi kivonatot kerestiink mely régota ismert, hatasat
mar igazoltak, ugyanakkor rossz vizoldékonysaggal rendelkezik, amely az egyik
legfébb oka a rossz biohasznosulasanak. Igy esett a valasztas a Silybum marianum
gyogynovényre, melyet mar évszazadok ota haszndlnak maj- és epebetegségek
kezelésére. A belsOleges terapias hatds mellett szamos tudoményos cikk igazolta a
mariatdvis kivonatanak kiilsdleges hatasat is, legfoképp az UV sugarzas okozta
boérkarosodasok ellen nyujtott védelmét. A ndvény hatdsat a termésében talalhatod
flavonolignan-komplex adja, melynek Osszefoglaldo neve a szilimarin. A mariatdvis
hatdanyaganak rossz a biohasznosulasa, mivel relativ oldhatatlan vizben, mely mind
bels6leges mind kiils6leges alkalmazasanak korlatot szab (Hung és mtsai 2010).

Kisérleteink soran a Silybum marianum gyogyndvény magjabol kivont szilimarin
olajjal és porral dolgoztunk. A szilimarin olajbol egy belsdleges SMEDDS
(6nmikroemulgeald rendszer) gyogyszerformat alakitottunk ki és vizsgaltuk a
hepatoprotektiv hatasat. A szilimarin porbol o/v tipusu emulzids krémet formulaltunk,
a port oldott formaban tartalmazta készitményiink, illetve emulgensként penetraciot
novel6 segédanyagot valasztottunk. Az igy kialakitott kiils6éleges gyogyszerforma
segitette a szilimarin por bérbe vald penetracidjat és Kimutattuk UV sugarzas ellenében
a készitmény antioxidéns hatasat. A kisérletes munkank vazlatat a 2. abra foglalja 6ssze

(2. ébra).
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2. abra. A kisérletes munka vazlata
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Silybum marianum

A Silybum marianum a leggyakrabban alkalmazott gy6gyndvény a majbetegségek
megelézésére és kezelésére (3. abra) (Pepping 1999, Shaker és mtsai. 2010). A
mariatovist a népi gyogyaszatban mar szazadok ota sikerrel alkalmazzak. A névény a

zarvatermOk torzsébe és fészkes viragzatuak (Asteraceae) csaladjaba tartozik, Dél-

Nyugat Azsiabol szarmazik, hazankban termesztett ndvény (Vargas-Mendoza és mtsai.

2014).

3. abra. Silybum marianum /forras: http://evgyogynovenye.hu/2013 mariatovis/

2.2. Silybum marianum mag kémiai osszetétele

A gyogyaszatban a mariatovis barnds termését (Silybi mariani fructus) alkalmazzak,
amely a VIII. Magyar Gyogyszerkonyvben is hivatalos Silybi mariani extractum
siccum rafinatum et normatum néven. A készitmény a termés tisztitott, standardizalt
kivonata, szilimarintartalma 30-65%, hazankban szamos gyogyszer, gyogytermék és
étrend-kiegészité alapanyaga (Ph. Hg.VIII.).

A termés kb. 6 mm hosszu, legnagyobb mennyiségben zsirosolajat (15-30%) és fehérjét
(20-30%) tartalmaz. Gyogyaszati szempontbol ugyanakkor a termésben talalhatd
vegyiiletkeveréknek van nagy jelentdsége, amely Osszefoglalo néven szilimarinnak

nevezett, kémiailag flavonoligndn-komplex. FO hatdéanyaga a maghéjban

12
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koncentralodé szilimarin legnagyobb mennyiségben (kb.50%) szilibint (mas név:
szilibinin) tartalmaz, de ezen kiviil jelentdsebb mennyiségii szilikrisztint, szilidianint és
izoszilibinint (4. abra). Kivonas soran a maraitdvis magbdl, amely a novény érett
termése két fazis kiilonithetd el, egy szilard por és egy folyékony olajos rész.

A kisérleteink soran alkalmazott szilimarin por komponensit Kuki és mtsai. (Kuki és
mtsai. 2012) nagynyomasu folyadékkromatografiaval Osszekapcsolt
tomegspektrometrias modszerrel (HPLC-MS/MS) jellemezték. A legfobb bioaktiv
flavonoid komponensek, mint szilikrisztin A és B, szilidianin, szilibin A és B,
izoszilibin A és B mellett hdrom tovabbi komponenst szintén detektaltak és részben
szeparaltak; feltételezhetden két szilibin sztereoizomert ¢és egy izoszilibin

sztereoizomert (Kuki és mtsai. 2012).
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4. abra. Szilimarin f6bb komponenseinek kémiai struktaraja (Kuki és mtsai 2012)

A szilimarin olaj a mariatovis mag kivonasakor keletkezd melléktermék. Az olaj
esszencialis zsirsavakat, foszfolipideket, szterolokat és viszonylag nagy mennyiségii E
vitamint tartalmaz (Hadolin és mtsai. 2001). Gazkromatografias vizsgalat soran a
szilimarin olajbdl a kovetkezd zsirsavkomponenseket hataroztak meg: linolsav (39%),
olajsav (36,7%), palmitinsav (10,1%), sztearinsav (6,8%), linolénsav (3,6%),
arachidinsav (2,9%) és behénsav (0,57%) (Fathi-Achachlouei és mtsai. 2016).
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Hermenean és mtsai. (Hermenean és mtsai. 2015) gazkromatografids elvalasztassal
kombindlt tomegspektrometria (GC-MS) eljardssal vizsgaltdk a munkank soran
felhasznalt szilimarin olajat. Féként telitett és telitetlen zsirsavakat, tokoferolt és
els6ként aszkorbinsav 2,6 dihexadekanoat-ot azonositottak, de e mellett lignocerinsav
metil-észtert, squalen-t és koleszterolt is detektaltak. A zsirsavak koziil a legnagyobb

koncentracioban linolsavat és sztearinsavat mutattak ki.

23. A szilimarin olaj és por Dbelsoleges hatasa,

biohasznosulasa és a SMEDDS gyogyszerforma felépitése

2.3.1. Szilimarin olaj belséleges hatasa

A szilimarin olaj terapias hatasardl kevés tudomanyos cikk talalhato, valamint eddigi
ismereteink szerint az olajat belsdleges gyogyszerformaban még nem formulaltak.
Zhu és mtsai (Zhu és mtsai. 2014) vizsgaltak a szilimarin olaj antioxidans és oregedés
gatlo hatasat D-galaktoz-(D-gal)-lal kezelt egéren. A szilimarin olajat 7 héten keresztiil,
szajon at adagoltak az allatoknak, amely csokkentette a triglicerid és koleszterin szintet,
ugyanakkor a szuperoxid dizmutaz, glutation peroxidaz szintet valamint a teljes
antioxidans kapacitast novelte.

A mariatovis ndvény magjabol kinyert olaj antioxidans hatasat is kimutattak patkany
majszévetében szén-tetraklorid toxicitas utan. Az olaj nagy koncentracioban (2000 mg/
kg) csokkentette a lipid-peroxidaciot és novelte a katalaz enzimaktivitast (Batakov és
mtsai. 2001).

Hermenean és mtsai (Hermenean és mtsai. 2015) egéren vizsgaltak a szilimarin olaj
hatasat szén-tetraklorid indukcié okozta majkarosodasban. Az eredmények szerint a
szilimarin olaj eldkezelés kivédte a szén-tetraklorid okozta oxidativ stresszt és a
majkarosodast. A szilimarin olaj elékezelés javitotta a majenzim, antioxidans enzim

értékeket a szén-tetraklorid expozicid utan.
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2.3.2. Szilimarin por belséleges hatasa

A Silybum marianum magjank szilard kivonatat (szilimarin por) mar évszazadok ota
hasznaljak kiilonb6z6 maj és epebantalmakra. Napjainkban legelterjedtebben, mint
majvédd alkalmazzék, az orvostudomanyi adatbazisban tobb mint ezer kozlemény
bizonyitja majvédo hatasat (Gazak és mtsai. 2007, Luper 1998). Ezen irodalmi adatok
alapjan a szilimarin hatéanyag akut és kronikus majkarosodasok megelozésére, de a
mar kialakult majgyulladas, majcirrozis esetén is kifejezetten hatasos (Flora €s mtsai.
1998).

Alkalmazzak alkoholizmus miatt kialakult majzsirosodasban, alkohol vagy virus
eredetli hepatitiszben (Hackett €s mtsai. 2013). Hatasos szer gombamérgezésben,
illetve mas hepatotoxikus anyaggal szemben. Kompetitiv gatolja a méreganyagok
bejutdsat a majsejtbe, segiti és gyorsitja a mdjsejtek regeneralodasat, csokkenti a
toxinok okozta szabadgyokok mennyiségét (Fraschini és mtsai. 2002). A szilimarin
terapia védi a majsejteket kiillonbozo karositdo hatas ellen, mint iszkémia, sugarzas,

vastulterhelés (Ramasamy és Agarwal 2008).

2.3.3. A szilimarin biohasznosulasa

A flavonoidok rossz felszivodasa két okra vezethetd vissza. Az egyik az, hogy
tobbgytiris szerkezetiilk van, amely tal nagy ahhoz, hogy egyszerti difftizidval
szivodjon fel, ugyanakkor aktiv felszivodasuk sem jon Iétre. A masodik ok a flavonoid
molekulak rossz elegyedése olajokkal és mas lipidekkel, amely akadalyozza specialis
gyogyszerformak kialakitasanak lehetdségét, és atjutasukat a lipidekben gazdag
membranokon.

A mariatdvis hatdanyagainak, mint az emlitett flavonoidoknak, rossz a
biohasznosulasa, melynek két f6 oka van, a fazis I metabolizaci6 nagy mértéke és a
hatéanyag rossz vizoldékonysaga (5. abra) (Csupor D. 2013). Mindezek mellet a
szilimarinnak alacsony a permeabilitasa a vékonybél epitel sejtjein, ami szintén
csokkenti a biohasznosulast (Javed és mtsai 2011). Patkanyon végzett kisérletekben a
szajon at beadott szilibin mennyiségének csupan 0,95%-a hasznosul (Javed és mtsai
2011). Hasonl6 eredményt irtak le Wu és munkatarsai (Wu és mtsai. 2007) szilibin

oralis bevitele utan 0,73 % biohasznosulast detektaltak patkany plazmaban. Szilmarin
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rossz vizoldékonyséaggal rendelkezik (0.04 mg/ml). Az oldékonysaga a kovetkezdképp
alakul més olddszerben: transcutol (350,1 mg/ml), etanol (225.2 mg/ml), poliszorbat
20 (131.3 mg/ml), gliceril monooleat (33.2 mg/ml) (Javed és mtsai. 2011). A szilimarin
a biofarmaciai osztalyozasi rendszer szerint a IV. osztalyba tartozik (rossz
oldékonysag, rossz permeabilitas), alacsony a biohasznosuldsa, amely sokszor gatat
szab felhasznalasnak, hidba mutat kedvezo terapids lehetdségeket. Az utdébbi években
szamos kutatds iranyult arra, hogy a szilimarin biohasznosulasat ndvelje,
megvaltoztassa az flavonoid-komplex oldékonysagat, permeabilitasat, metabolizmusat

¢és kivalasztasat.

5. abra. A szilimarin alacsony biohasznosulasanak okai (Javed és mtsai 2011)
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2.3.4. Szilimarin biohasznosuldasnak novelése

Habar disszertaciom anyagdban nem szerepel a szilimarin por belsdleges
gyogyszerformaba torténd felhasznalasa, de szerettem volna egy irodalmi attekintést
adni arr6l, hogy eddig milyen modszereket alkalmaztak arra, hogy a biohasznosulasat
noveljék.

A szilimarin por kedvezébb biohasznosulasa érdekében szamos megoldast talalhatunk
az irodalomban. Jelentés mennyiségli adat bizonyitja, hogy a szilimarin sokkal
kedvezobb farmakokinetikai paramétereket mutat jol felszivodod szarmazékok (pl. sok,
glikozidok) esetében, illetve megfeleld gyogyszerformaban, mint liposzémaba
agyazva, szilard diszperzidban, nanorendszerben stb. (6.4bra).

A kovetkezd fejezetben, roviden attekintem azokat a fejlesztéseket, melyek a szilimarin

belsdleges felhasznalasanak nehézségeit probaltak megoldani.

szilimarin

vizoldékony

6. abra. A szilimarin biohasznosulasanak novelése

2.3.4.1. Komplexalt szilimarin képzése

Komplexképzés Foszfatidilkolinnal

A mariatovis extraktum biohasznosulasa novelhetd, ha komplexképzd segédanyaggal

kombindljuk. A szilibin foszfatidilkolinnal kompexalva ndveli az ordlis
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biohasznosuldst emberben (Barzaghi és mtsai. 1990, Morazzoni és mtsai. 1992, 1993,
Yanyu és mtsai. 2006). A komplexalt szilibinnek n6 a felszivodasa, a biohasznosulasa
tizszer jobb, mint a nem komplexalt szilibinnek, ezaltal csokkenthetd a terapias dozis
(Kidd ¢és Head 2005). Szamos orszagban forgalomban van a Siliphos® néven
védjegyzett készitmény, amely 1 rész szilibin, két rész foszfatidilkolin komplexet
tartalmazo stabil gyogyszerforma. Klinikai vizsgalatok igazoltak, hogy a készitmény
hat4sosabb a nem komplexalt formaban 1évé szilibinnél szdmos majbetegségben, mint
akut virusos hepatitisz A, B, alkoholos hepatitisz (Kidd és Head 2005, Hackett és mtsai.
2013).

Komplexképzés [-ciklodextrinnel

Allatkisérletek bizonyitjak, hogy a ciklodextrinek is alkalmasak a szilimarin
biohasznosulasat ndvelni (Voinovich €s mtsai. 2009).

Arcari és munkatarsai (Arcari és mtsai. 1992) kisérleteik soran kimutattak, hogy a
szilibin-BCD  komplex nagymértékben ndvelte a hatéanyag felszabadulasat,

0sszehasonlitva a nem komplexalt szilibininnel.

2.3.4.2. Vizoldékony szilimarin szarmazék képzése

Jelent6s fejlesztésnek bizonyult a szilibin vizoldékony séjanak, a szilibinin-C-2,3-
dihidrogén-szukcinat dindtrium eldallitasa (Mira €s mtsai. 1994). Magyarorszagon
forgalomban 1év0 készitmények koziil a Legalon Sil® 10 mg/ml porampulla
hatdanyaga a szilibinin-C-2,3-dihidrogén-szukcinat dinatriumot tartalmaz, mely
intravénds injekcid formajaban beadhatd gydgyszer. A készitmény gyilkos galoca
(Amanita phalloides) mérgezés esetén alkalmazhato. A leggyakrabban el6fordulo
gombatoxin az Amanita fajban eléfordulé amanitin és falloidin, mindkét polipeptid
redkiviil mérgez6 tulajdonsagli. Az amanitin a DNS fliggd RNS polimeraz (II) gatlasa
sordn a fehérjeszintézist megakadalyozza, mig a falloidin a m4jsejtek
plazmamembranjaval 1ép reakcioba (Fiirst 1998). A szilimarin a sejtmembranok
fehérjéihez kapcsolodik, megakadalyozza a gombatoxinok bejutdsat a sejtekbe az

OATP2 falloidintranszporter kompetitiv gatlasaval (Mengs et al. 2012).
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2.3.4.3. Szilimarin hatoanyagtartalmu uszotabletta formulaldsa

Garg ¢és Gupta szilimarin hatéanyag-tartalmi usz6 pezsgdtablettat formulalt, melynek
gyomorban toltott ideje hosszabb volt, a szilimarin biohasznosulasa javult és a
betegcompliance szintén jobb eredményeket mutatott a hagyomanyos tablettaval

szemben (Garg és Gupa 2009).

2.3.4.4. Szilimarin hatéanyagtartalmu lagy zselatin kapszula formulaldsa

Egy vizsgalat soran 0sszehasonlitottak a lagy €s kemény zselatin kapszulaba toltott
szilibint. Cross-over, randimizalt vizsgalatot végeztek 12 egészséges emberen. A lagy
zselatinkapszuldban 80 mg, 1:2 aranyban szilibint komplexaltak foszfatidilkolinnal. A
szilimarin haromszoros Cmax és kétszeres AUCo.1 értékeket mutatott lagy zselatin

kapszulaban, mint 6nmagaban (Savio ¢s mtsai 1998).

2.3.4.5. Szilimarin liposzomdba torténd dgyazdsa

No6vényi eredetli anyagok liposzomaba agyazasa megvaltoztatja azok farmakokinetikali
paramétereit, noveli a féléletidejiiket és hatasukat (Chen és mtsai. 2012, Saraf 2010).
A szilimarin liposzoOmaban torténé alkalmazasara foként olyan adatokat talalunk,
melyek allatkisérleten alapulnak. A publikaciokban leirtak alapjan feltételezhetjiik azt,
hogy a biohasznosulds jeletosen novelhetd, a liposzoma eldallitasi technikdjatol
fliggéen. Maheshwari és munkatarsai (Maheswari és mtsai 2003) alkohol-injektalos
modszer segitségével szilibint agyaztak liposzomadba. A technoldgia célja, hogy
liposzéma struktirdba inkorporalt szilimarin hatdsat noveljék, adagolasa biztonsagos
legyen, de e mellett célzott hatast érjenck el a majsejtekre. Az in vivo eredmények
szerint egéren 55%-0s hepatoprotektiv hatdst mutatott a szilibin-liposzéma
gyogyszerforma. A szilimarin dnmagaban csak 33%-0s, ugyanakkor a hatéanyag
nélkiili liposzoma 24%-os hatdst mutatott, mivel a liposzoémak Onmagukban is
mutatnak hepatoprotektiv hatast a foszfolipid tartalmuk miatt (Maheswari és mtsai
2003, Javes S. 2011).
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2.3.4.6. Szilimarin szildrd diszperzioba térténd inkorpordldsa

A hatdanyag szilard diszperzioba torténd inkorporalasa segiti a nedvesithetdséget, az
egyenletesen eloszlatott kisméretti diszpegalt részek miatt né az oldhatdsag és javul a
biohasznosulds (Vasconselos és mtsai 2007), melyre szilmarin tartalmi hatéanyag
esetén is talalhatunk megfigyeléseket. Sun és munkatarsai
szilimarin/polivinilpirrolidon szilard diszperziés pelletet formulaltak, fluidizacios
bevonassal. Szajon at torténd bevétel utan (kutyaban) 6tszor jobbnak bizonyult a
pelletek relativ biohasznosulasa mint a szilibin szuszpenzionak (Sun és mtsai. 2008).
Egy vizsgalat soran szilimarin- 3 CD szilard diszperzids tablettat formulaltak kdzvetlen
préseléssel. Kiilonb6z6 koncentracidban alkalmaztak szuperdezintegransokat, mint
croskarmell6z-Na, Na keményit6 glikolat és poliplasdone a formulalashoz. Mindegyik
készitmény jobb eloszlast mutatott a hagyomanyos készitményekkel szemben (Javed
¢és mtsai 2011, Chen as mtsai 2005).

2.3.4.7. Szilimarin- szildrd lipid nanorészecskék elédllitisa (SLN)

Hasonlé eredményeket tapasztaltak, ha szilimarin- szilard lipid nanorészecskéket
allitottak elé (He J. és mtsai. 2005). Szilimarin szuszpenziéval Gsszehasonlitva
szilimarin-lipid nanorészecske magasabb biohasznosulast mutatott szajon at torténd
bevitel utan (He J. és mtsai. 2005, Javed és mtsai. 2011). Akar lassu felszivodast
biztositd rendszer is eléallithato szilard lipid nanorészecskéket alkalmazva (Zhang és

mtsai. 2007).

2.3.4.8. Szilimarinnal téoltott mikroszférak kialakitasa

Szilimarinnal t61t6tt lipid mikroszférat formulalt Abrol és mtsai (Abrol és mtsai. 2004).
A gybgyszerforma kialakitasakor a tenzid szojalecitin a kotenzidek span 20, tween 20,
tween 80 és propilén glikol volt. A szilimarin mikroszférakbol 36 ora elteltével 56%
volt a gydgyszerfelszabadulds, mig a sima szilimarin propilén glikol oldatbol csupan

18% (Abrol és mtsai 2004).
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2.3.4.9. Szilimarinnal téltott polimer micellak kialakitisa

Wu és munkatarsai amfifil -szilimarinnal t6ltott - citozan micellakat formulaltak,
melynek alkalmazasa soran a szilimarin felszivodasa lényegesen magasabb volt a

szilimarin szuszpenzidval dsszehasonlitva. (Wu és mtsai 2009)

2.3.4.10. Szilimarin nanoemulzio és nanoszuszpenzio formuldaldsa

Parveen és munkatarsai szilimarin tartalmi nanohordozo6 rendszert formulalt, mellyel
novelte a szajon at torténd adagolds utani biohasznosulast. A nanoemulzi6
farmakokinetikai paraméterei kedvezdbbek voltak, mint a szilimarin szuszpenzidnak
(AUC négyszeres, Cmax hatszoros értéket mutatott) (Parveen és mtsai. 2011, Javed és
mtsai 2011).

2.3.4.11. Szilimarin por-SMEDDS formuldlds

Az irodalomban nagyszamu lipofil, szilard hatdéanyagtartalmt gyogyszerformulaciot
talalhatunk On(mikro)emulgealdé rendszerben. A Silybum marianum magjabol nyert
szilard szilimarin por SMEDDS gydgyszerformaba vitelére is talalhatunk néhany
vizsgalatot, mely novelte a névényi kivonat relativ biohasznosulasat szajon at torténd
bevitel esetén (Wei és mtsai. 2006).

Ez a gyogyszerforma azért is fontos szamunkra, mert hossza tava terviink az, hogy a
szilard szilimarin tartalma port 6nemulzios rendszerbe juttassuk be a szervezetbe.

Wu munkacsoportja tobb 6nmikroemulgeald rendszer kialakitasaval probalta ndvelni a
szilimarin bejuttatasat: Tween 80, etil-alkohol és etil linoleate segédanyagok
segitségével megfelelé méretd részecskéket sikeriilt eléallitani. A nytlon végzett
vizsgalatokban a szilimarin tartalmi SMEDDS készitmények farmakokinetikai
paraméterei és a biohasznosulasa jobbnak bizonyult a szilimarin szuszpenzional és
oldatnal (polietilén glikol 400-ban oldott szilimarin) egyarant (Wu és mtsai 2006).
Egy masik kisérlet soran olaj fazisként gliceril-monooleat-ot, emulgensként poliszorbat
20 ¢és polioxietilén-50-hidrogénezet ricinusolaj keveréket, kotenzidként pedig
transcutolt hasznaltak. A készitményt a Legalon kapszulaval hasonlitottak Ossze,

patkdnyban a hatdanyag biohasznosuldsa 3,6-szor magasabb értéket mutatott. Az
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Osszetétel hatranya az, hogy vizzel véges az elegyedése, ami nem idedlis oralis bevitele
esetén (Woo 2007).

Liu és munkatarsai szintén SMEDDS-szilimarint formulaltak (Liu, 2007). A
formulalasnal az olaj komponens etil-oleat: MCT 1:1 aranya keveréke (MCT: kozepes
lanchosszsagu glicerid szarmazgk), a feliiletaktiv anyag Cremophor EL és a kotenzid
Transcutol P volt. A szilimarin felszabaduldas a SMEDDS gyogyszerformabol
magasabb értékeket mutatott, 0sszehasonlitva a hagyomanyos Legalon kapszulaval és
a Yiganling tablettaval (Liu 2007).

Optimalis szilimarin- SMEDDS gyogyszerformat alakitottak ki etil-linoleate/
Cremophor EL/ etil-alkohol felhasznalasaval Li munkacsoportja (Li és mtsai 2010). A
készitmény in vitro hatdéanyag felszabaduldsa jobb és gyorsabb volt a Legalon
kapszulahoz viszonyitva. Az in vivo vizsgélatokat him keverék kutydkon végezték, a
szilimarin-SMEDDS biohasznosulasa szignifikansan magasabb volt a Legalon

kapszulahoz képest (Li és mtsai 2010).

2.3.5. Olajok formulalasa SMEDDS-ben

Nagyon kevés irodalmi adat taldlhato arra vonatkozdan, hogy On(mikro)emulgeédlo
rendszerben az olaj komponens nemcsak segédanyagként, de hatéanyagként is jelen
van. Zhao ¢és mtsai a zedoaria gyogynovény gyoktorzsébdl kivont kurkuma olajbol
formulalt SMEDDS készitményt. A kovetkezé Osszetétel volt a legoptimalisabb a
formulacio soran: kurkuma olaj, etil-oleat, Tween 80, Transcutol P (30,8:7,7:40,5:21
v/v), ehhez még tovabbi 30% kurkuma olajat adtak. Viz hozzdadas utan a kialakult
atlagos cseppméret 68,3+1,6 nm volt. A kurkuma olajbol formulalt SMEDDS
készitményt és a kurkuma olajat onmagdban hasonlitottak 0ssze per os adagolast
kovetden. Patkdnyban az AUC és a Cmax €rtékek is magasabbnak bizonyultak a
SMEDDS készitmény adagolasa utan (Zhao és mtsai 2010).
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2.3.6. On(mikro)emulgeal6 rendszerek

A SMEDDS rendszer fejlesztése is lehetdséget nyajt arra, hogy a szilimarin por
biohasznosuldsat noveljiik, ahogy emlitettem a jovoben szeretnénk olyan 6n (mikro)
emulzids rendszert fejleszteni, melyben a szilimarin szilard formaban van jelen. Ezért,
kisérleteink elsé felében szilimarinolajat tartalmazo On(mikro)emulgedlé rendszert
alakitottunk ki, melyben a szilimarin olaj a gydgyszerforma olajos komponense és
egyben hatdanyaga is volt. Disszertaciomban fontosnak tartom azt, hogy az
onemulgealo rendszerek kialakitasdnak szempontjait részletesen ismertessem.

Az Onemulgeald rendszerek izotrop keverékek, melyek olajbdl, tenzidbdl és/vagy
kotenzidbdl allnak, vizet nem tartalmaznak. Vizes kozegben o/v emulzio képzddik
minimalis energiabefektetés hatasara. A gasztrointesztindlis traktus motilitdsa is
elegendd energiat adhat a rendszer kialakitdsahoz. A kialakult részecskeméret szerint
megkiilonboztetiink 6nemulgealdé SEDDS (Self emulsifying drug delivery system)
gyogyszerformat, melynek mérete 100-50 nm ¢és On-mikroemulgeald rendszereket
SMEDDS (Self —microemulsifiing drug delivery system), amelyek mérete 50 nm alatt
van (Pouton 1997, 2000, Constantinides 1995, Shah 1994).

Vizben nehezen vagy nem oldodo hatéoanyagok oralis bevitelére alkalmas lehet az
on(mikro)emulgeald rendszerek alkalmazasa (Lawrence és Rees 2000). Noveli a
biohasznosulast a gasztrointesztindlis szolubilizacid révén. Egyéb elonyiik, hogy
csokkenthetd a hatdanyag dozisa, célzott hatas érhetd el a gasztrointesztinalis traktus
lehetséges abszorpcids feliiletének kivalasztasaval, valamint védik a hatoanyagot a
gyomor- bélrendszer kdrnyezetével szemben (pl. savak, enzimatikus lebontés) (Javed
¢s mtsai 2011, Panapisal és mtsai. 2012).

Minél kisebb a cseppméret az Onemulgeald rendszerben, annal nagyobb feliiletet
biztosit a hatdéanyag abszorpcidjanak ¢és segiti a farmakon gyors eljutasat a
nyalkahartydhoz. A lipid fazis tovabb befolyasolja a hatdanyag abszorpcidjat, segiti
annak biohasznosulasat. (Aulton 2013).

A hatdanyag felszabadulasat befolyasolja a farmakon olaj/viz megoszlasi koefficiense
és a cseppméret (Sagar és Anderson 2008).

A SMEDDS-b61 képz8dd mikroemulziok termodinamikailag stabilak, ennek feltétele,
hogy a két egymassal nem elegyedd folyadék hatarfeliileti fesziiltsége kozel 0 legyen,
melyet a feliiletaktiv anyagok biztositanak. (Tan és mtsai. 2011)
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A mikroemulziok szubmikroszkopikus diszkontinuitasokat tartalmazé kolloid
rendszerek, o/v vagy v/o emulziok. A diszkontinuitasok mérete joval kisebb, mint a
lathato fény hulldmhossza, ezért fényszorddas szabad szemmel nem, vagy csak alig
¢szrevehetd mértékben figyelhetd meg, igy a mikroemulzidk atlatszoak
(transzparensek), de legalabbis attetszoek (transzlucensek). A rendszer azon
Osszetételét, ahol az Onemulgedlddds maximalisan 1étrejon, fazisdiagramok
segitségével hatarozhatjuk meg (7. 4bra) (Sujoy ¢és mtsai 2013). A
haromszogdiagramokon feltiintetett harom komponens a viz, az olaj és a megfeleld
tenzid. A tenzidkomponens koncentracidja a segédtenziddel alkotott egylittes
koncentraciojat jelenti. Hasonloan a viz, mint komponens jelenthet adott
koncentracioju elektrolitoldatot, az olaj pedig kiilonféle szénhidrogének elegyébdl is
allhat. A fazisdiagram haromszogének mindhdrom csticsa a komponensek 100%-4t
jeloli.

A fazisdiagram szerkesztése legtobbszor viz titralasi modszer (viz higitasi modszer)
segitségével torténik. Meghatarozott mennyiségli tenzid, kotenzid és olaj keverékhez,
adott hémérsékleten folyamatosan, cseppenként adagoljuk a vizet allandd keverés
mellett. Szabad szemmel megallapithato, hogy a keverék mikor lesz tiszta, atlatszo,
illetve ujra zavaros. A haromszogdiagram segitségével kovethetjiik, hogy mi jatszodik
le a rendszerben. A diagramon jegyzett koncentracio értékek kialakitjadk a
mikroemulzids teriiletet. A tiszta, atlatszo keveréket mikroemulzionak, ugyanakkor a
kevésbé atlatszo, esetleg zavaros keveréket emulzionak definialjuk (Liu és mtsai 2007).
Az 7. é&bra szemlélteti a mikroemulziés rendszer elhelyezkedését a
haromszogdiagramon beliil, illetve lathato hogyan kapcsolodik kézvetlen a normal és
mverz micellaris rendszerekhez, valamint a makroemulzidkhoz.

A SMEDDS készitményeknél az onemulgealodast kovetden az egyik legfontosabb
vizsgélat, hogy megallapitsuk a diszperz fazis cseppjeinek méretét. Az egyik ilyen
modszer, hogy dinamikus fénymikroszkop (DLS) segitségével meghatarozzuk a
diszperz fazis cseppjeinek atmér6jét, amely igazolja a mikroemulzié 1étrejottét.
Munkank soréan a szilimarinolajat tartalmaz6 SMEDDS gydgyszerforma cseppméretét
dinamikus fénymikroszkop segitségével hataroztuk meg és igazoltuk a mikroemulzi6

1étrejottét.
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7. abra. A mikroemulziés rendszer elhelyezkedése a terner rendszerben

(forras: Ujhelyi Z. Ertekezés. 2014)

2.3.7. S(M)EDDS formulalasnal alkalmazott segédanyagok

Az olaj komponens segiti az onemulgealast, segitheti a hatéanyag abszorpcidjat a GI
traktusbol. A formulalasnal foleg természetes olajokat és hosszu lancu triglicerideket
alkalmaznak (Gowri és mtsai 2012).

Az olaj komponens eldsegiti a hatbanyag intesztinalis limfatikus transzportjat (Dixit és
mtsai 2010). Ennek a komponensnek a tulajdonsaga és aranya hatarozza meg leginkabb
az Onemulgeald rendszereket. Ugyanakkor az is bizonyitott, hogy maga a
gyogyszerforma az olaj komponens abszorpcidjat és terapids hatdsat is novelheti.
(Zidan és mtsai 2007, Gang és Yan 2011).

A feliiletaktiv anyag(ok) koziil a nemionos feliiletaktiv anyag(ok) valasztasa elényos,
mivel azok enyhe, visszafordithatd valtozasokat okoznak az intesztindlis fal
permeabilitdsaban. Ennek az Osszetevonek a koncentracidja altalaban: 30-60 % a
gyogyszerformaban (Gowri és mtsai 2012). Amfifil tulajdonsaguk révén a hidrofob
komponenseket szolubilizaljak, megakadalyozzak a hatdoanyag bomlasat, hosszantartd
hatast érhetiink el. A tenzid természete és koncentracidja hatdrozza meg a vizes

kozegbe keriilés utan a cseppméretet.
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A harmadik segédanyagcsoport a kotenzidek. Céljuk, a nagyobb hidrofil feliiletaktiv
anyagok vagy hidrofob hatéanyagok oldéasa a lipid fazisba. PL. Dietilén glikol monoetil
éter, polietilén glikol. A kotenzid koncentracidjanak novelése, segiti a hatéoanyag

felszabadulasat a gyogyszerformabol (Gowri és mtsai 2012).
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2.4. A szilimarin hatéanyagainak Kkiilsoleges hatasa és a

kiilsoleges gyogyszerforma kialakitasanak szempontjai

2.4.1. A szilimarin por Kkiilséleges hatasa

A bels6leges terapias hatas mellett a szilmarin por kiilsdleges alkalmazasarol és
hatasarol is szamos leirast taldlunk. A mariatovis magbol nyert szilard kivonatrol
megallapitottak, hogy fényvédo hatassal rendelkezik és védelmet nyajt az UV sugarzas
okozta borkarosodasok ellen (Katiyar 2002, Narayanapillai és mtsai. 2012). Boron
alkalmazott szilimarin készitmények segithetik a napégés elleni készitmények
védelmét valamint hatasos lehet olyan bérbetegségek kezelésében, amelyeknél az UV
sugarzas gyulladast és oxidativ stresszt okoz (Couteau €és mtsai 2012, Campanini ¢és
mtsai 2013).

Ezen kiviil gyorsitja a sebgydgyulast, lassitja a béréregedést, rosaceae kezelésben
csokkenti a bor kipirosodasat és borfehérit6 hatas is van (Aliabadi és mtsai. 2011, Rasul
¢s Akhtar 2012, Rasul és mtsai. 2011, Nield és Ippersiel 2002)

A mariatovis extraktum kiilséleges alkalmazasa is fleg a kivalo antioxidans hatasan
alapszik, mely a terapias felhasznalasnak alapja. Az antioxidans hatas tobb szinten is
érvényesiil, egyrészt a szilimarin direkt szabadgyokfogd képességén. Ugyanakkor,
megakadalyozza a szabadgyokok és reaktiv oxigén gyokok (ROS) képzodését ugy,
hogy gatolja a specialis ROS képz6 enzimeket. Befolyasolja az intracellularis glutation
szintet, amely megakadalyozza a membranok lipidperoxidaciojat (Vargas Mendoza és
mtsai. 2014). E mellett javitja a mitokondrium integritasat stresszben. Optimalis redox
egyensulyt tart fenn a sejtben, aktivalja az antioxidans enzimek €és nem enzimatikus
antioxiddnsok képzddését, foleg az Nrf2 aktivacidja révén. Ezt a mechanizmust tartjak
a szilimarin legfébb antioxidans utvonaldnak (Surai 2015).

Az altalunk attekintett tudomanyos publikaciok nagy részében a Silybum marianum
magjabol nyert szilard kivonat kiils6leges hatasat Gigy vizsgaltak, hogy a szilimarin port
valamilyen oldészerben feloldottak és a boron igy, és nem gyogyszerformaba agyazva
applikaltak.

Katiyar és munkatarsai a szilimarin port acetonban oldottak és vizsgaltak kiils6leges
hatdsat az UVB sugarzas okozta borrdk kialakulasa ellen. A kisérleteket SKH-1

szortelen egeren végezték. A vizsgalatok szerint csokkent a tumor kialakulasa, terjedése
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¢s a tumor mérete is a kezeletlen csoporthoz képest (Katiyar és mtsai. 1997). Egy masik
kisérletsorozatban azt is megallapitottak, hogy a szilimarin por kiilséleges alkalmazasa
az UV sugdarzas altal kivaltott hidrogén-peroxid és nitrat-oxid képzddést is gatolta az
egér epidermisz és dermiszben egyarant (Katiyar 2002).

Az UV sugarzas okozta bérrak, masnéven fotokarcinogenezis kialakulasanak dsszetett
folyamata harom szakaszra kiilonithet6 el (8. abra). A tumor kifejlédésének kiindulo
Iépése egy mutacid okozta sejtszintii elvaltozas, mely hatterében a genotoxikus UV
sugarzas all. Ezutdan a mutdlodott sejt osztddasnak indul, aminek kovetkeztében
elburjanzik és joindulatti daganat alakul ki, azonban a tumor ebben a fejlodési
szakaszaban még visszafordithatd. Végiil a tumor progresszidja zajlik le, mely sordn az
addig benignus sejtburjanzés transzforméciod utjan malignus daganattd alakul, ez az
atalakulas azonban csak tovabbi genotoxikus hatas eredményeként kovetkezik be. A
szilimarin helyi alkalmazdsaval erésen gatolhaté az UV sugarzas okozta daganatok
kialakuldsanak mindhdrom lépése, vagyis a teljes karcinogenezis (Vaid és Katiyar

2010, Katiyar 2005).
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8. abra: UV sugarzas okozta bérrak kialakuldsanak sematikus abrazolasa, a
szilimarin hatasa az UV sugarzas okozta bérdaganatok kialakulasara (Vaid és
Katiyar 2010)
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2.4.2. Szilimarin porbol formulalt kiilsoleges készitmények

Az irodalmi adatokat attekintve, csak néhany kiils6éleges készitmény és rendszer
talalhato, amelynek hatdéanyaga szilimarin port tartalmaz. A feltiintetett adatokbol
sajnos nem deriil ki egyértelmlien az, hogy a hatéanyag részlegesen, vagy teljesen

oldott, illetve szuszpendalt allapotban van-e jelen a készitményben.

2.4.2.1. Leviaderm®

Szilimarin port tartalmazd, Németorszagban forgalomban [év6 készitmény a
Leviaderm®. A krém 0sszetételében a Silybum marianum extraktum mellett talalhatod
még szO010, malnavész virdg, arpa extraktum, bisabolol (kamilla illoolaj egyik
komponense), E-vitamin és Adelmidrol, amely az azelainsav etanolamid szarmazéka.
Mellrdkban szenvedd, a miitét utan sugarkezelést kapott betegeknél vizsgaltak a
Leviaderm® hatdsat a kezelés soran kialakult borgyulladas kezelésében. A szilimarin
tartalmi krémet egy pantenol tartalmi krémmel hasonlitottak 6ssze. Az 5. hét elteltével
a Leviaderm® készitménnyel kezelt betegeknél a Grade II. fokozati bérgyulladas csak
a betegek 9,8%-ban jelentkezett, mig a pantenol tartalmt krémmel kezeltek 52%-nal
alakult ki. A sugarterapia végén a Leviaderm® krémet hasznalt betegek 23,5%- nak
nem alakult ki semmilyen bortiinete ugyanakkor csupan 2%-volt ez az érték a pantenol
tartalmi krémet hasznaloknal (Becker-Schiebel és mtsai 2011). A biologiai hatas
igazolasa mellett nem allapithaté meg az, hogy a szilimarin részlegesen oldott, vagy

szuszpendalt formaban van-e jelen ebben a készitményben.

2.4.2.2. Organogél formuldlasa szilimarin porbol

Szilimarin por hatéanyagtartalmi organogéleket formulaltak Pluronic 127 és lecitin
felhasznalasaval és vizsgaltak a gél hatasat atopias dermatitiszben. A szilimarin port
etil-alkoholban vagy DMSO-ban oldottak és a gél vizes fazishoz elegyitették. A klinikai
vizsgéalatok szerint a szilimarin tartalm gél csdkkentette a borpirt, duzzadast és a

gyulladas mértékét is a betegek borén (Mady és mtsai 2016).
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2.4.2.3. v/o emulzios krém formuldldsa mariatévis mag etanolos kivonatabol

A Silybum marianum etanolos extraktumat v/o emulziés rendszer(i krémben
formulaltak. A krém olajos fazisa paraffin olajat (14%) és emulgensként ABI® EM90
(2%) nemionos feliiletaktiv anyagot tartalmazott. A vizes/alkoholos fazis tartalmazza a
szilimarin kivonatot. A krém béroregedés gatld hatasat 12 hétig tartd kezelés alatt és
kozben vizsgaltak egészséges emberek borén, az atlagéletkor 46 év volt. A szilimarin
krém kiilsleges alkalmazasa soran a TEWL értékek csokkentek, vagyis a bor
nedvességtartalma javult. Ezen kiviil a bor mechanikai tulajdonséagai is javultak, a bor

kevésbé volt érdes, puhasaga nétt és a rancok is csokkentek (Rasul és mtsai 2012).

2.4.3. A kendcsformulalas szempontjai

Munkank masodik felében a célunk szilimarin port tartalmazé kendcs eléallitasa és
bioldgiai hatasanak vizsgéalata volt. A megfeleld hatoanyagleadd rendszer
kialakitasahoz fontos ismerniink a kendcstervezés altalanos szempontjait, amit ebben a
fejezetben szeretnék ismertetni.

A kendOcsok 0sszetételének tervezésekor, ahhoz hogy a megfeleld hatast elérjiik, harom
dolgot figyelembe kell venniink. A megfeleld terapias eredményt a hatdanyag, a
vivoanyag €s a bor egyiittes hatasa alakitja ki (Nino és mtsai. 2010).

A hatéanyag szempontjabol figyelembe kell venni annak koncentraciojat,
oldékonysagat, penetracios ¢és diffuzios képességét egyarant. Oldott farmakon
felszivodasa a kendcsbdl fiigg a hatdéanyag kezdeti koncentraciojatol, annak diffizios
allandojatél és az alkalmazas id6tartamatol (Higuchi 1960). Ugyanakkor szuszpendalt
hatdanyag esetén a farmakon felszivodasa a kendcsbdl ezen paraméterek mellet még a
farmakon kendcs fazisban 1évé oldhatosagitol is fiigg. Amennyiben a hatéanyag
felszabadulasi ratdja nd a megfeleld formuldcio segitségével, a perkutan abszorpcidoban
is javulas mutatkozhat (Higuchi 1961). Ezen kiviil a ndvényi kivonatok
gyogyszerforma tervezésénél figyelembe kell venni, hogy a kivonatok hatdéanyaga a
ndvény szarmazasatol, gyiijtési idejétdl nagyban fligg. JOl ismert az a tény is, hogy a
ndvényi kivonatok tobb tiz vagy akar szaz komponensbdl all6 anyagkeverékek, melyek
szamos hatdssal rendelkeznek. A komponensek frakciondldsa vagy izolalasa
megbonthatja az optimalis egyensulyt, ami a hatds csokkenésében, esetleg a toxicitas

novekedésében nyilvanulhat meg (Hudaib és mtsai. 2002; Prajapati és mtsai. 2009).
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Napjainkban mar meglévé ndvényi hatdbanyagok ujratervezett formulacioja sokszor a
terapias hatas novekedését okozhatja.

A vivoanyag Osszetétele két részbdl tevodik Ossze, az alapanyagbol ¢és a
segédanyagokbdl. Az alapanyag sajat hatdsa, bérbe vald behatolasi képessége is
hozzajarul a terapias hatas kialakulasahoz. Nagyon fontos hogy milyen tipusa
alapanyagot valasztunk a formuldlasnal. Kisérleteinkben o/v emulzidés rendszerti
krémeket formulaltunk. Célunk az volt, hogy lagy konzisztencidji, konnyen felkenheto
krémeket allitsunk eld, melyek hatéanyagleadasa kedvezd. Az o/v emulzios rendszerii
krémek konnyen felszivodo, vizzel lemoshatd, tetszetds kiillemi készitmények, ezért a
betegcomplience is megfelelé. Nagy mennyiségii (60-80%) emulgealt vizet
tartalmaznak, melyhez egy vagy tobb felilletaktiv anyagra is sziikség van az
Osszetételben. Szamos eldnye van az emulzidés krémeknek. A legfontosabb
tulajdonsaguk, hogy a gyodgyszerleadasuk jobb, mint a vizmentes rendszereké és
megfelel6 emulgens kivalasztasaval a hatdanyag penetraciojat tovabb segithetjiik (Racz
I. és Selmeczi B. 2001).

A segédanyagok koziil a felszivodast eldsegitd segédanyagok alkalmazasa jelentds
mértékben befolydsolhatja a hatéanyag penetraciojat. A kiilsleges készitményeknél és
a transzdermalis terapids rendszereknél széles korben allamazzak a penetracid fokozé
segadanyagokat a formuldlds soran. A kémiai penetraciofokozd anyagok
alkalmazasaval reverzibilisen lehet megnyitni a stratum corneum szigortian rendezett
szerkezetét (Liu X. Es mtsai. 2017)

Chattaraj és Walker (1995) 10 csoportba sorolja a penetracié fokozokat kémiai
szerkezetiik alapjan: szulfoxidok, alkoholok, poliolok, zsirsavak, zsirsav-észterek,
amidok, feliiletaktiv anyagok, terpének, alkanok és szerves savak (Chattaraj és Walker
1995).

A propilénglikol 3 szénatomos dialkohol a kozmetikai és a gyogyszeriparban foképp
oldoszerként alkalmazzak (9. 4abra). Kiilséleges dermalis készitményekben a
leggyakrabban ko-szolvensként hasznaljak. Penetraciot ndveld hatasat szamos esetben
leirtdk, a lipofil hatéanyagok boron keresztiili atjutasat segitik. Kimutattdk, hogy
hatassal van egyes gyodgyszerek termodinamikus aktivitdsara is. A propilénglikol a
feliiletaktiv anyagokkal egyiitt jobban segiti a hatdanyag felszivodasat (Trommer és
Neubert 2006).
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9. abra. Propilén-glikol kémiai szerkezete

A Transcutol (dietilén glikol monoetil-éter) egy szintelen, atlatszo, higroszkopos
folyadék, melyet az iparban els6sorban olddszerként hasznalnak, azonban szamos
hatdanyag szamara hatasos szolubilizaloszer, mivel polaris és apolaris oldoszerekkel is

elegyedik (10. abra) (Csizmazia és mtsi. 2011).
0
ch/\ D/\/ N\ o

10. abra Transcutol kémiai szerkezete

A Transcutol béron keresztiili penetracio fokozd hatassal rendelkezik, mivel vizet
abszorbeal a bor mélyebb rétegeibdl, igy a stratum corneum, azaz a bor legkiilsébb
rétegének viztartalmat noveli. Ez a viztartalom novekedés a stratum corneum
megduzzadasaval jar, igy az intercellularis lipidek ugy képesek egymastol eltavolodni,
hogy ez a szerkezetiik megvaltozasaval jarna. Az egymastol torténd eltavolodassal
csokken a boron keresztiili diffuzios ellenallas, igy a hatdanyag konnyebben jut be a
bor mélyebb rétegeibe a Transcutol alkalmazéasa mellett (Shokri és mtsi. 2012).

Mivel a Transcutol csak a viztartalom megvaltozasaval éri el a penetraciofokozo hatasat
¢s szerkezetbeli valtozast nem okoz, igy nem jelent toxikus veszélyt a borre, azzal
biokompatibilis.

A Transcutol szamos hatdéanyag perkutan penetracidjat segiti onalloan, de a megfeleld
feliiletaktiv anyaggal vagy koszolvenssel egyiitt alkalmazva a hatas er6sodhet.
Delgadillo és mtsai bizonyitottak, hogy a cukor-észter és transcutol kombinécidja a
lidokain in vitro diffuzidjat és a boron keresztiili penetraciojat is szignifikansan novelte
(Cazares-Delgadillo és mtsai 2005). Klonazepam hatéanyagtartalmti gél formulalasa

sordn a transcutol propilénglikollal egyiittesen alkalmazva az in vitro diffazids

crcr
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A nemionos feliiletaktiv anyagok segithetik a hatdéanyag perkutan abszorpcidjat. A
segédanyag szerkezete, vagyis funkcionalis csoportjai, a szénhidrogén lanc hosszsaga
¢s telitettsége hatdrozza meg a penetraciot segitd hatast. Ugyanakkor a készitményben
1évo hatdanyag fizikai-kémiai tulajdonsagai és a vivoanyag természete is befolyasolja
a nemionos feliiletaktiv anyag felszivodast eldsegitd hatasat.

A cukor észterek természetes eredetli nemionos feliiletaktiv anyagok. Eldallitasuk
soran a szachar6z a-D-gliikdéz 6-0s C-atom OH-csoportjat zsirsavakkal észteresitik. A
szachar6z 8 hidroxil csoportja maximum 8 zsirsavval észteresithetd. A cukor észterek
eloallitisa soran a leggyakrabban hasznalt zsirsavak a kovetkezOk: laurinsav,
mirisztinsav, palmitinsav, sztearinsav, olajsav, behénsav és erucinsav (Sziits A. és
Szabd-Révész P. 2012). Minél nagyobb az észterezettség foka, és minél hosszabb a
zsirsavlanc a cukorészterben, annal kisebb a HLB érték. A cukor rész felel a
hidrofilitasért, mig a zsirsav rész a lipofilitasért. A 12 szénatomszamu alkil lanc mutatja
a leghatékonyabb membran permeabilitdst, mivel a Cl2-es lanc kodzepes olaj/viz
oldékonysaga révén képes penetralni a kettds lipid rétegbe. A cukor észterek segitik az
abszorpciot és penetracio fokozo hatassal is rendelkeznek. Elonylik még, hogy nem
irritaljak a bort €s biodegradabilis anyagok. Az élelmiszeripar mellett a kozmetikai €s
gyogyszeripar is széles korben alkalmazza a cukor észtereket (Sziits A. és Szabo-
Révész P. 2012). A cukor észterek jo emulgedld és szolubilizald tulajdonsaggal
rendelkeznek. E mellett javitjak a hatoanyag felszabaduladsat és eloszlasat, valamint
elosegitik az abszorpcidt/ penetraciot, amely javitja a hatdanyag biohasznosulasat.
Kisérleteinkben haromféle cukorészter tipust hasznaltunk fel, melyek koziil kettd - az
SP50 és SP70 -sztearinsavval, mig a PS750 palmitinsavval van észteresitve.
Mindharom tipus magas, de kiilonboz6 HLB értékkel rendelkezd, o/v emulgens (1.

tablazat).
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Cukor Kémiai Mono- HLB

észter szerkezet észter %

SP50 szachar6z- 50 11
sztearat

SP70 szachar6z- 70 15
sztearat

PS750 szachar6z- 75 16
palmitat

1. tablazat: A szilimarin krémek formulalasahoz felhasznalt cukor észterek

tipusai

A bér allapota ( pl. ép vagy sériilt borfeliilet) meghatarozza, hogy a készitménybdl
felszabadult hatéanyag milyen mélyre juthat a bérszovetben. Az ép, egészséges bor
barrier funkcidja gatat szab szamos gyodgyszermolekula atjutasanak, viszont a sériilt
borfeliiletrdl a hatoanyag felszivodasa gyorsabb, valamint a bor eldokezelése (pl.
szaruréteg eltavolitasa) is segitheti a hatoanyag felszivodasat (Racz 1. és Selmeczi B.
2001).

korneocytdk rendezett strukturajanak (,téglafal-szerkezet”) ¢és a bor diffazios
ellenallasanak koszonhetd, hogy szamos hatdanyag szamara a boron keresztiili atjutas
nehezitett, olykor Ilehetetlen. A szarurétegen keresztiili penetracid6 fokozasat
segédanyagokkal és a megfeleld gyodgyszerforma kialakitasaval segithetjiik. Ahhoz
hogy olyan kiils6leges  vivOanyagrendszert  fejlessziink, amelyb6l a
gyogyszerfelszabadulas optimalis és megfeleld a bérdn keresztiili penetracio, szamos
preformulacios vizsgalatra van sziikség (Godin B. és Touitou E. 2007).

A legtobb gydgyszermolekula, amely képes athatolni az epidermiszen a transzcellularis
utvonalat valasztja. Ezen az itvonalon a molekuldknak direkt médon at kell jutniuk a
stratum corneum lipid strukturdin és az elhalt keratinocitak és citoplazmain is. Ez a
legrovidebb Ut egy molekula bejutasahoz, viszont az adott hatdéanyag erds ellenallasba

litk6zik penetracidkor, mivel mind lipofil, mind hidrofil struktardkon keresztiil kell
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haladnia. Az intercellularis Gton a gyogyszermolekulak a keratinocitak kozotti teriileten
athaladva kiizdik le a stratum corneum barrier funkcidjat. Mivel a kiilonb6z6
fiiggelékek csak a bor sszfeliiletének minimalis hanyadat (kb. 0,1%) teszik ki, igy az
alternativ itnak inkdbb csak teoretikus jelentdsége van, de folynak kutatdsok ennek a

bejuttatasi modnak a kiaknazasara is.

2.5. A gyogyszerformak fejlesztéséhez alkalmazott in vitro és
Vivo médszerek attekintése

A gybgyszerforma kialakitisa alatt és utan fontos a kiilonb6z6 biokémiai markerek
tanulmanyozaséaval igazolni a kdvetkezdket:

- a vivoanyag rendszer biokompatibilitdsat (in vitro, in vivo vizsgalatok)

- a gyogyszer hordozo rendszer €s a hatdanyag biohasznosulasat és ezek 6sszefliggéseit

(in vitro és in vivo kisérletek)

2.5.1. Franz diffuzios cella

A félszilard gyogyszerformak hatoanyaganak kioldodasara a gyodgyszerkonyvi
modszerek nem egységesek. A gyakorlatban két berendezés-tipus terjedt el, a Franz
diffizios cella és a forgdlapatos késziilék. Az Amerikai Gyogyszerkonyv (USP), az
amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer Engedélyeztetési Hivatal (FDA) és Amerikai
Gyogyszerésztudomanyi Tarsasag (AAPS) iranyelveiben a Franz vertikalis diffazids
cellat jelolik meg a legalkalmasabb késziiléknek a dermatoldgiai készitményekben 1évo
hatdéanyagok kioldodasi vizsgalataira. A vertikdlis Franz diffuzios cellat a hatdanyag
vivéanyagbodl torténd felszabaduldsanak, illetve membranon keresztiili diffizidjanak és
bdrbe jutasdnak a modellezésre hasznaljak. (Csizmazia és mtsai. 2012, Petro és mtsai.
2012)

A szintetikus membranon keresztiil végzett in vitro diffuzids vizsgalatok soran célszerti
a membrant lipofillé tenni, hogy a stratum corneum atjarhatosagat modellezziik. A
szilimarin por tartalmi o/v emulzios krémek vizsgélatanal a celluloz-acetat szintetikus
membrant el6zdleg izopropil-mirisztattal (IPM) impregnaltuk. A lipofil tulajdonsaga
IPM-ben aztatott szintetikus membranon keresztiil torténd diffiizié gyakran alkalmazott
moddszer, mely helyettesitheti az allati eredeti bérmodelt. Siewert és mtsai szerint

(Siewer ¢és mtsai. 2003) a Franz diffazids cellaban alkalmazott IPM-ben aztatott
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szintetikus membranon keresztiili hatéanyag felszabadulas eldrevetitheti az in vivo
eredményeket.

A kioldodott szilimarin mennyiségét mikrogramm/cm? egységnyi feliiletre szamitva
abrazoltuk az id6 négyzetgyokének fliggvényében. Az igy kapott egyenes meredeksége

jellemzé a hatéanyag felszabadulasi sebességére.

2.5.2. Kiilsoleges gyogyszerformak sejtéletképességi vizsgalatai

A sejtkulturakon végzett vizsgalatoknal leginkabb az ¢€letképes €s elpusztult sejtek
aranyat hatarozzak meg, ez alapjan allapitjak meg az adott készitmény, hatdéanyag vagy
segédanyag toxicitasat (Kasugai és mtsai. 1990). Kisérleteinkben a szilimarin porbol
formulalt krémek Osszetételét vizsgaltuk meg MTT teszt segitségével. A citotoxicitasi
vizsgalatokat két kiilonbozd sejtvonalon végeztiik el. A HeLa és HaCaT sejtvonalon
elvégzett biokompatibilitasi vizsgalatokat egymassal is 6sszehasonlitottuk.

A Hel.a setjvonal Henrietta Lacks afroamerikai n6 méhnyakabdl szarmaz6 hamsejtek
a vildgon az els6 in vitro immortalizalt sejtkultara (Sharrer 2006). A halhatatlansagat
egy enzimnek, a telomeraznak koszonheti, ami a kromoszomak sejtosztodas kozbeni
rovidiilését akadalyozza meg. Ezen a sejtvonalon vald vizsgalat nagyban hozzéjarult
szamos orvosi kutatds eredményéhez pl. raksejtek kutatdsa, gyogyszerek preklinikai
vizsgalata. A legelterjedtebben hasznalt sejtvonal a laboratoriumokban szerte a
vilagban, a legtobb kozmetikai cég is ezen a sejtkulturan végzi a kiilséleges
készitmények tesztelését (Lucey és mtsai. 2009).

A HaCaT, immortalizalt humén keratinocita sejtvonal. 1988-ban Boukamp és
munkatarsai készitették a sejtvonalat (Boukamp és mtsai. 1988). A keratinocitdk egy
62 éves férfibetegbdl szarmaztak, aki melanoméban szenvedett. A daganat eltavolitasa
biztonsdgi zona rahagyasaval tortént, s a HaCaT keratinocitdk elddjeit ebbdl a
biztonsagi zonabol nyerték ki. A sejteket ezt kdvetden alacsony kalciumtartalmu (0.2
mM) tapoldatban, magas hdmérsékleten (38.5 °C) tenyésztették. A sejtvonal neve is
innen ered: Human adult skin keratinocytes, low Ca?* elevated Temperature (HaCaT).
A HaCaT sejtek a human keratinocitak széles korben alkalmazott modeljei. Mivel a
hamréteg sejtjei 95%-ban keratinocitdk, a HaCaT sejtvonalon végzett vizsgalatok
ramutathatnak a hamrétegben zajlo jelenségekre (Wilson 2014). A keratinocitak az

epidermisz bazalis rétegében helyezkednek el, ahol sokszorosodnak és szétvalnak. A
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bor felszine felé vald vandorlasuk soran lipideket, keratint és egyéb természetes
hidratal6 faktort (NMF) termelnek. Ez alatt a keratinocitdk egyre jobban kisimulnak,
elveszitve sejtmagjukat, majd elhalnak. Ezt kdvetéen mar korneocitdknak hivjuk dket
(Boukamp ¢és mtsai 1988).

Az MTT tesztek részletes bemutatasara az anyagok és modszerek fejezetben keriil sor.

2.5.3. Transzepidermalis vizvesztés

Boériink védi a szervezetiinket a kiils6 hatasoktol, megfeleld hidrataltsaga
elengedhetetlen ahhoz, hogy a természetes egyensulyi allapotat megtartsa. A tartdosan
szaraz bOr érzékennyé valik, megjelennek az irritacid tiinetei, mint bOrpir, hamlas,
viszketés, esetleg kirepedezés. Ha a bor vizmegtartd képessége romlik az a védelmi
rendszerének a karosodasara utal. A bor lipidrendszerének sériillésekor a bor
vizvesztése megnd ¢és a karositd anyagok is konnyen bekeriilhetnek a bérbe. A bor
hidrataltsagat legtobbszor a kiilsé kornyezeti hatasok (pl. levegd paratartalma, UV
sugarzas, homérséklet stb.) befolyasoljak. E mellett a vizvesztés oka lehet belsd
hormonalis tényezd, és egyéb anyagok kiilséleges hatédsa is pl. szappan, meleg viz,
alkohol ¢s a feliiletaktiv anyagok (Plessis €s mtsai. 2013).

A bor hamrétegén tdvozo vizmennyiséget (TEWL) mérhetjiik Tewameter segitségével.
A transzepidermalis vizvesztés utalhat a bér védelmi funkcidjanak zavarara (Pinnagoda
¢s mutsai. 1990).

A kozmetikai cégek a termék hatasanak ¢és biokompatibilitasanak vizsgalatara
hasznaljak a transzepidermalis vizvesztés mérést. A TEWL érték tobbek kozott utal
arra, hogy az adott készitmény okoz-e bdrirritdciét vagy mennyire képes a bor Iélegezni
¢s regeneralodni felhasznalasa soran.

Munkank sorén tengerimalac bOrén vizsgéltuk a transzepidermalis vizvesztést, az in

vitro diffuziés eredmények alapjan kivalasztott szilimarin tartalmt krémeknél.
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2.5.4. Antioxidans rendszer

Az evolucid soran az €16 szervezetekben specidlis antioxiddns rendszer fejlodott ki,
amely az oxidéacids folyamatok és a szabadgydkos lancreakciokkal szemben védelmet
nyujtanak. A szabadgyokok olyan atom vagy molekula szarmazékok, amelyek egy
vagy tobb parositatlan elektront tartalmaznak, amely megvaltoztatja ezen szarmazékok
kémiai reaktivitasat (Halliwell 1994). A szabadgyokok mellett reaktiv koztitermékek is
keletkeznek az oxigén redukélasaval vagy gerjesztésével, ezeket kozos néven reaktiv
oxigén intermediereknek (ROS) nevezziik (Murphy 2013).

Az antioxiddns védelemnek hdrom szintje van. Az els6 védelmi vonal antioxidans
enzimekbdl és fémkotd fehérjekbol all, megeldzi a szabadgyokok képzodését a
szabadgyokok prekurzorainak eltavolitasaval, valamint a katalizatorok inaktivalasaval.
Hérom antioxidans enzim, a szuperoxid-dizmutaz (SOD), katalaz (KAT) és a glutation
peroxidaz (GPx) vesz részt a rekcidban. Mivel a szuperoxid gyokok keletkeznek nagy
mennyiségben fizolologias koriilmények kozott a sejtben, az elsé védelmi vonal
legfobb eleme a SOD.

A SOD enzim elhelyezkedés és fémtartalma szerint harom tipusat kiilonboztetjiikk meg
az allatokba. A réz-cink szuperoxid-dizmutazok (Cu/Zn- SOD) a citoszolban (Markund
1982), a mangan szuperoxid-dizmutazok (Mn-SOD) a mitokondriumokban ¢és az
extracellularis szuperoxid- dizmutézok (ec-SOD) a sejten kiviil lokalizalédik. Az enzim
a szuperoxid gyOokoket dizmutalja hidrogen-peroxidda és oxigénné. A keletkezett
hidrogén-peroxidot a KAT és GPx képes vizz¢ alakitani (Mc Cord és Fridovich 1969,
Weisiger ¢s Fridovich 1973).

A fémkoto fehérjék szintén fontos szerepet toltenek be az elsé védelmi vonalban, mivel
megeldzik a lancinditd reakcidkat azéltal, hogy megkotik a fémionokat (pl. Cu, Fe).
[lyen fémkotd fehérje példaul a ferritin, albumin, transzferrin, céruloplazmin vagy
metalloprotein. Az elsd védelmi vonal mitkodése nem elegend6 a sejtek szdmara, hogy
teljesen megelézze a szabadgyokok kialakuldséat, egyes gyokok athaladnak ezen a
vonalon és lipid-peroxidaciot inditanak el, valamint DNS, fehérje és zsirsav karosodast
okoznak (Birben 2012).

Az antioxidas védelmi vonal masodik szintjét a kis molekulatomegli antioxidansok
alkotjak, amelyek megszakitjak a gyokos lancreakciokat. Ide zsiroldékony (A és E-
vitamin, karotinoidok) és vizoldékony (C- vitamin, hugysav, glutation) antioxidans

molekuldk tartoznak (Lindahl 1982).
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A védelmi vonal harmadik szintje végzi a karosodott molekuldk helyreallitisat vagy
eltavolitasat. Ide tartoznak a hdsokk fehérjék, protedzok, lipazok, DNS repair enzimek
¢s a glutation-reduktaz (GR) (Surai 2015).

Az oxidativ stressz akkor jon létre, amikor a reaktiv oxigén gyokok képzddését az
antioxidans védelmi rendszer nem tudja semlegesiteni. A prooxidansok és
antioxidansok kozotti egyensuly eltolodik a prooxidansok javara, emiatt tulzott
mértéki ROS képzddés torténik. Az oxidativ stressz allapota a makromolekulak
karosodasahoz vezet (Sies 1993). A lipidperoxidacié kovetkeztében a membranlipidek
karosodnak, megbomlik a membran integritdsa, ami tovabbi irreverzibilis szovet és
szervkarosodashoz vezethet. A lipidperoxidacid okozza a kiilonbozd citotoxikus
termékek keletkezését is pl. aldehidek, dialdehidek és hidroxi-aldehidek. Ezek a
termékek a DNS-t is karositjak, amely mutaciokhoz ¢és a sejtmitkodés zavardhoz
vezetnek (Arora és mtsai. 2002). A reaktiv oxigén gyokok a fehérjéket is karosithatjak.
Oxidativ stressz hatdsara a sejtek apoptotikus vagy nekrotikus haladla kdvetkezhet be
(Sheldon és Pinnel 2003).

Munkank els6 felében egér majszovetben mértiik az antioxidans enzimek aktivitasat és
az MDA szintet a szilmarin-olajat tartalmazé SMEDDS készitmények kezelése soran
szén-tetraklorid intoxikacioban. A kiilséleges szilimarin port ¢és emulgensként
cukorésztert tartalmazo krémek esetében vizsgaltuk a készitmény hatasat UVB
sugarzas kovetkeztében. Az in vitro kisérletekben HaCaT sejtek elo és utokezelése
soran mértiik az antioxidans enzimek értékeit. Az allatkisérletekben tengerimalac
bérszovetében hataroztuk meg az antioxidans enzimszinteket ugyanezen osszetételli

krémek el6 és utdkezelése soran.

2.5.5. HO-1 fehérje

A hemoxigenaz (HO) enzimek a hem lebontdsanak elsd, sebességmeghatarozo lépését
katalizaljadk. A hem szétesésekor szénmonoxid (CO), vas ¢és biliverdin keletkezik. A
biliverdin ezutan bilirubinna alakul a biliverdin redutaz enzim hatasara. A vas foként
az Uj hem szintézisében haszndlodik fel (Tenhunen ¢és mtsai. 1968). HO
enzimcsaladnak harom tagja van (HO-1, HO-2, HO-3), mindegyiket kiilonb6z6 gén
kodol (Maines és mtsai. 1986, McCoubrey és mtsai. 1997). A HO enzim indukalhaté
formaja a HO-1, melyet, h6sokk protein 32-nek is neveznek (Shibahara és mtsai. 1987).

A HO-1 fiziologias koriilmények kozott a legtobb szdvetben alacsony szinten
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expresszalodik, de szamtalan stimulus hatasara indukalodik. Ilyen stimulus egyebek
mellett az UV sugarzas, reaktiv oxigén gyokok (ROS), nehézfémterhelés, hésokk,
iszkémia, GSH szint cs6kkenés, hipoxia, hiperoxia (Panchenko és mtsai. 2003). E
mellett szintén megnd a HO-1 aktivitas citokinek, prosztaglandinok, lipopoliszacharid,
egyes gyogyszer (pl. aspirin, simvastatin stb) és antioxidans anyag hatasara is (pl.
kurkumin, rezveratrol) (Balogun és mtsai. 2003, Abraham és Kappas 2008).

A HO-1 antioxidans hatasa a biliverdin bilirubin atalakulds eredménye. A keletkezett
bilirubin erés gyokfogo képességgel rendelkezi, megkoti a peroxil, nitrogén gyokoket,
a szuperoxid aniont, hidroxidokat, hipoklorossavat és a szinglet oxigént is. A bilirubin
mérsékli az oxiddnsok hatdsira bekovetkezett sejtkarosodast, csokkenti a
lipidperoxidaciot. Nagyobb koncentracioban azonban sargasagot okoz (Tenhunen és
mtsai. 1970).

HO-1 indukci6 véd az oxidativ stressz és az apoptotikus sejthalal ellen. HO-1 —r6l
bebizonyosodott immunmodulator ¢és  gyulladascsokkenté  hatasa is. A
gyulladascsokkentd hatasa annak kdszonhetd, hogy segiti a bilirubin €s szénmonoxid
képzddést, ugyanakkor specidlis sejtfunkciot tolt be a mieloid sejtekben (pl.
makrofagok, monocitak), az endotel sejtekben. Mindkét sejttipus fontos szerepet jatszik
a gyulladési valasz kialakitasaban. Az antiapoptotikus és gyulladascsokkentd hatas is
foként a CO termelddésnek koszonhetd. A szovetben felszaporodd CO tobb
gyulladaskeltd mediator molekulanak a termelddését csokkentheti, ilyen példaul a
TNFa, IL-6, IL-1B. A HO-1 gyulladascsdokkentd hatas még annak is koszonhetd, hogy
az NF«kB utvonalon keresztiil csokkenti a gyulladaskelté granulocita makrofag kolonia
stimulalo faktor (GM-CSF) termel6dését, amely a bakterialis endotoxinok hatasasra
konnyen és gyorsan termelddik. (Al-Owais és mtsai 2012, Otterbein és mtsai. 2000)
A HO-2 hasonl¢ fizikai és kinetikai tulajdonsdgokkal rendelkezik, mint a HO-1, nem
indukalhat6, leginkabb az agyban és herében expresszalodik (Raju és mtsai. 1997). A
HO-3 90%-0s homologiat mutat a HO-2 enzimmel, a katalitikus aktivitadsa azonban
alacsonyabb (Hayashi és mtsai. 2004).

Kisérleteinkben az emulgensként cukor-észtert tartalmazo, szilimarin hatéanyaga
krémek el6 ¢és utokezelése soran mértik a HO-1 enzimszintet tengerimalac

bdrszovetében UVB sugarzast kovetden.
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2.5.6. A kisérletes majkarosodas és mértékének jellemzése

A m4j a szervezet legnagyobb, 1étfontossagii mirigye, amely a szervezet anyagcsere-
folyamatainak kozponti szerve. A mdj szamos feladatot 1t el, tobbek kozott az
epeelvalasztast, szénhidratraktarozast, ketontestképzést, plazmafehérjék eldallitasat,
valamint a gyogyszerek és toxinok detoxikalasat (Ganong, 1990). A szervezetben
keletkezd vagy kiviilr6l bekeriild idegen anyagokat (xenobiotikumok: gyogyszerek,
vegyszerek stb.) foként a maj kozombositi (Szollar, 1993). A hepatotoxikus anyagok
majkarosodast okoznak, melynek meértéke eltér6. Az erdsen karositd anyagok
majsejtnekrozist okoznak, melynek eredményeként a szérumban extrém magas a
transzferazok szintje, melybdl két enzim, az alanin-aminotranszferaz (ALT) és
aszpartat-animotranszferaz (AST) eltérése jelzi a karosodas mértékét, mivel elsésorban
a majban talalhatoak meg (Giannini és mtsai. 2005).

El6z6leg ismertetett antioxidans védelmi rendszert alkotd enzimek is fontos indikatorai
a majkarosodasnak (SOD, CAT GPx). Az antioxidans enzimek csokkenését lehet
tapasztalni majkarosodasban, mivel a karositd szabadgyokok szintje jelentésen megnd,
¢s akar visszafordithatatlan szovetkarosodast okozhat (Sies 1993).

A majszovetben észlelt hisztologiai elvaltozasok szintén utalnak majkarosité hatasra.
Ilyenkor a maj szovettani metszetében zsirosodas és nekrozis lathat6. Megemlitendd
az, hogy a maj nekrozisa a szerv kiilonbozo teriiletén helyezkedhet el és az elhalas
mérete is a karositd tényezotol fliggden valtozo lehet (Guicciardi és mtsai. 2013).
Vizsgalataink soran a szén-tetrakloridot alkalmaztuk a kronikus majkarosodas
modeljeként (Johnson és Kroenung 1998). A szén-tetraklorid reaktiv metabolitjai, a
triklormetil és peroxi trikolormetil gyokok okozzak a majkarositd hatast, melyek
majenzim eltéréseket, cirrdzist és fibrozist hoznak 1étre (Weber és mtsai, 2003).

A bels6legesen alkalmazott SMEEDS kisérleteinkben vizsgaltuk azt, hogy a szilimarin
olajat tartalmazo gyogyszerleadd rendszer kivédi-e a szén-tetraklorid okozta
majkarosodast. Az Aallatkisérletek soran az egér mdajenzim (ALT, AST) értékeit
plazmabdl, az antioxidans enzimek aktivitasanak mértékét maj-homogenizatumbol
hataroztuk meg. E mellett elvégeztiik a m4j szovettani vizsgalatat is, mely sordn

hemoxicillin-eozin és Oil-Red O festést alkalmaztunk.
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2.6. Célkituzés

Osszefoglalva, az irodalmi eldzmények tiikrében, célul tiiztiik ki a Silybum marianum
magjabol nyert olaj és por belsdleges ¢s kiilsdleges gyogyszerformaba torténd
formulalasat annak érdekében, hogy magas biohasznositasu gyogyszerformat allitsunk

elo.

l. Kisérleteink elsé részében belsdleges per os gyogyszerformat alakitottunk ki
szilimarin olajbol. A formuldlas soran célul tiiztiik ki, hogy a szilimarin olajbol
egy stabil onmikroemulgeald rendszert (SMEDDS) formulaljunk, melyben a
szilimarin olaj alkotja a gyogyszerforma olajos fazisat és egyben a hatéanyagét
is, azért, hogy az igy kialakitott készitmény megfelel hepatoprotektiv hatassal

rendelkezzen.

Ezeket a szempontokat figyelembe véve a kdvetkezd célokat tiiztiik ki a kisérleti terv
kialakitasanal:

1. Szilimarin olajat tartalmazd stabil, megfeleld részecskemérettel rendelkezo
onmikroemulgeald rendszer (SMEDDS) formuldldsa, a megfeleld tenzidek ¢és
kotenzidek kivalasztasa, gyogyszerforma vizsgalat.

2. A szilimarin olajat tartalmaz6 SMEDDS hatasa szén-tetraklorid altal kivaltott
majkarosodasban. A készitmény in vivo hatdsdnak vizsgalata egéren, a plazma
majenzim (ALT, AST) értékeinek meghatdrozasa, az antioxidans enzim értékek

detektalasa maj-homogenizatumbol és a maj szovettani vizsgalata.

. Kisérleteink masodik részében szilimarin porbol formulaltunk krémet. A
kiilsdleges készitmény kialakitdsanal az elsddleges célunk az volt, hogy a krém
oldatos formaban tartalmazza a szilimarin port, valamint a megfeleld
segédanyagok kivalasztasdval noveljiikk a hatéanyag penetraciojat. A terapids
cél az volt, hogy UVB sugarzds okozta bdrkarosodas kezelésére ¢és

megel6zésére megfeleld antioxidans hatadssal rendelkezd krémet allitsunk eld.

A kovetkezo kisérleti tervet kovettiik a kisérleteink masodik felében:
1. Szilimarin por oldddasanak optimalizalasa.
2. olv emulziés rendszerli, Szilimarin port tartalmazé krém formulalasa

penetraciéfokozo segédanyagok alkalmazasaval.
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3. A krémek konzisztencia vizsgalata Textura Analizal6 késziilékkel és a hatdéanyag in
vitro felszabadulasanak vizsgalata Franz-diffizios cella segitségével.

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

5. In vivo irritacios tesz soran a TEWL értékek meghatarozasa tengerimalac modelen.
6. A krém antioxidans hatdsanak vizsgalata in vitro HaCaT sejtvonalon €s in vivo
tengerimalacon UVB sugarzas el6tt és utan.

7. A HO-1 enzim aktivitdas meghatarozasa tengerimalac borszdvetébol a krémmel valo

eld és utdkezelésben UVB sugarzas ellenében.
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3. Metodika

3.1 Felhasznalt anyagok

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

HeLa, human adenokarcinoma sejtvonal a Sejtkultirdk Eurdpai Gyiijteményébdl
(ECACC, European Collection of Cell Cultures, Egyesiilt Kiralysag) a HaCaT sejtek
(human keratinocita sejtek) a Cell Lines Service-t0l szarmazott (CLS, Heidelberg,
Németorszag)

Minden egyéb reagens a Sigma-Aldrich (Budapest, Magyarorszag) terméke.
3.2. Silybum marianum mag szarmazasi helye

A mariatovis magok Aradrol (Romania) szarmaznak. Az aradi Vasile Goldis Nyugati
Egyetem Természettudomanyi Kara és egy aradi, mindségi tanusitvannyal rendelkezd

gazdasag régdta egyiittmitkodésben van, ahonnan a ndvények erednek.

3.3. Szilimarin olaj és szilimarin por kivonasa

A Silybum marianum magbdl Kahol és mtsai. (Kahol és mtsai. 2001) altal leirt modszer
szerint késziilt a szilimarin por és olaj kivonat a Debreceni Egyetem Alkalmazott Kémia
Tanszékén. A kivonds utan egy szilard és egy folyékony fazist kaptak, a szilard f4zisbol
szaritas utan nyerték a szilard szilimarin port. A folyékony hexdnos kivonatbdl, vakuum
alatt, rotacios beparloval, hexant6l teljesen mentessé valt szilimarin olajat hasznaltuk a
kisérleteinkben. A szilimarin por sem tartalmazott oldészermaradvanyt. HPLC-MS
modszerrel a bioaktiv flavonoidok mennyiségi és mindségi meghatarozasat végezték
el. A szilimarin olaj komponenseit Shimadzu QP-2010 GC-MS késziilék segitségével
jellemezték (Kuki és mtsai. 2012).
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3.4. Szilimarin olajjal végzett SMEDDS formulalas és a

készitmény hatasanak vizsgalata
3.4.1. SMEDDS-szilimarin olaj formulalasa

A SMEDDS gyogyszerforma kialakitasat a kovetkezo feliiletaktiv anyag segitségével
végeztiik: Cremophor RH40, Labrasol, Capryol 90 és Transcutol HP. A SMEDDS
olajos fazisat a szilimarin olaj alkotta, amely egyben a gydgyszerhordoz6 rendszer
hatéanyagaként 1s szerepelt. Kiilonb6z6 SMEDDS 06sszetételeket viz higitasos
modszerrel készitettiik. Az 2. tablazat szemlélteti a szilimarin olajat tartalmazo
kiilonb6zé SMEDDS 6sszetételeket. A tenzid komponenseket 37°C-on 6sszekevertiink
-Schott Tritronic diszpenzer €s Radelkis OP-912 magneses keverd - segitségével. A
szilimarin olajat szobahdmérsékleten inkorporaltuk a rendszerhez. A keverékeket 24
oran keresztiil allni hagytuk, hogy megfigyeljiik az esetleges fazis-szeparaciot. Erweka
DT 800 forgolapatos kioldodasvizsgald késziilék segitségével (Erweka Gmbh,
Heusenstamm, Germany) néztiik a kiilonb6z6 keverékek on-emulgeald képességét. 1
gramm keveréket adtunk 200 ml tisztitott vizhez és enyhe keverés mellett (70
fordulatszam, 37 °C) szemmel kovettik az On-emulgedlds folyamatat, majd a
megtigyeléseink alapjan Terner haromszog  diagramokat  szerkesztettiink.

Szamitasainkhoz Cartesian koordinata szamolast hasznaltunk.

Osszetétel | Szilimarin | Transcutol | Cremophor Labrasol | Capryol
olaj HP | RH 40 90

1. 30 % 45% 20% 5% 0%

2. 25 % 20 % 33,3% 16,6 % 5%

3 16,6 % 16,6 % 16,6 % 33,3% 16,6 %

4 16,6 % 16,6 % 16,6 % 16,6 % 33,3%

2. tablazat. A szilimarin olajat tartalmazo kiilonb6z6 SMEDDS odsszetételek

3.4.2. SMEDDS cseppméretének meghatarozasa

A diszperz fazis atmérdjét DLS (dinamikus fénymikroszkép) késziilék (Brookhaven

Fotometer) segitségével hataroztuk meg. A diffuzids koefficiens kiértékeléséhez az
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intenzitds korrelacios funkciot hasznaltuk. A vizsgalat sordn a részecske méré 3.1
részecskeméret meghataroz6 programjat hasznaltuk, melyhez a kdovetkezo
paramétereket allitottuk be: hdmérsékletet 25°C, 1ézer detektalasi szog: 90 fok, lambda:
533 nm, index: 1,334. A szamitdgépes program automatikusan meghatarozta a diszperz

fazis cseppjeinek atmérojét.

3.4.3. Kisérleti allatok

A szén-tetraklorid toxicitas soran vizsgalt hepatoprotektiv hatast Swiss him egeren
vizsgaltuk. Az allatokat 12-12 h vilagos-sotét ciklusban, allandé homérsékleten
tartottuk. Az allatoknak a standard ragcsalotaphoz €s a vizhez szabad hozzaférésiik,
teststilytik 25 + 3 g volt. Az 4llatkisérleteket a Vasile Goldis Nyugati Egyetem etikai
bizottsaga engedélyezte. A kisérletek alatt kovettiik a laborallatok gondozasara

vonatkozd nemzetkdzi etikai iranyelveket.

3.4.4. Kezelési protokoll szilimarin olaj- SMEDDS-el egerekben

A 48 db allatot hat csoportra osztottunk (3. tablazat). A kontrol (1. csoport) és a CCls
kontrol csoport (2. csoport) csak izotonias sdoldatot kapott. A tobbi csoport 7 napon
keresztiil per os szilimarin olajat tartalmazo SMEDDS-et kapott el6kezelésben, kétféle
dozisban (500 mg/kg és 1000 mg/kg). A 8. napon intraperitonealis CCls-0t (1.0 ml/kg)
kapott a CCls kontrol, valamint a 3. (SMEDDS p.o. 500 mg/kg) és 4. (SMEDDS p.o.
1000 mg/kg.) csoport (3. tablazat). Az egerekt6l a 9. napon narkoézisban (narkotikum:
ketamin/xylazin 80/6 mg/ttkg elegy) a venae cavae-bol vérmintat gyiijtottiink, majd

cervikalis diszlokacioval terminaltuk az allatokat.
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Csoport Elokezelés Izoténias CCly I.P. | Eutanazia és
(7 napon natrium oldat | injektalas a nyaki
keresztiil) adasa 8. nap diszlokacio a
(7 napon (1.0 ml/kg) 9. nap
keresztiil)
1. csoport - + - ¥
2. csoport - + + +
3. csoport SMEDDS p.o. | - + +
500 mg/kg
4. csoport SMEDDS p.o. | - + +
1000 mg/kg
5. csoport SMEDDS p.o. | - B +
500 mg/kg
6. csoport SMEDDS p.o. | - - +
1000 mg/kg

3. tablazat: A szilimarin olajat tartalmazé SMEDDS Kisérletek Kkezelési

protokollja egeren végzett in vivo vizsgalatokban

3.4.5. Majenzim értékek meghatarozasa egeren

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

Franciaorszag) a gyarto altal leirt médon.

3.4.6. M4j fehérje extraktum készitése

A total fehérje extraktum készitése soran 0,1g majszovetet szuszpendaltunk hideg 0,1M
Tris-HCI pufferben (pH 7,4), mely 5mM EDTA-t és frissen hozzaadott proteaz gatld
koktélt is tartalmazott. Ezutdn golyésmalomban (MM 301 tipusti, Retsch GmbH and
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Co, Haa, Németorszag) homogenizaltuk 2 percen keresztil 16 Hz-en és a
homogenizatumot centrifugaltuk (8,000 rpm, 30 perc, 4 °C). A feliilusz6bol hataroztuk
meg az enzimértékeket (SOD, CAT, GPX, GR), ezen kiviil Glutathion (GSH),
malondialdehid (MDA) koncentraciot.

3.4.7. Hisztopatologiai vizsgalatok

A majmintat 4%-0s formalin-foszfat pufferoldatban fixaltuk, majd paraffinba agyaztuk.
A hemoxicillin-eozin festéshez 5um vastag mintakat metszettiink, a meghatarozast
standard mddszer alapjan végeztiik. Az Oil-Red O festéshez a lefagyasztott mintakat 8
um vastagra szeltik SLEE MNT criotom segitségével, majd 10%-0s formaldehid
pufferben fixaltuk és festéshez Oil-Red-O Kit-et (Bio-Optica) hasznaltunk, kdvetve a
gyart6 altal leirt modszert. A mintdkat fénymikroszkop (Olympus BX43 mikroszkop)
alatt megvizsgaltuk és digitalis kameraval (Olympus XC30) lefényképeztiik.

3.4.8. Maj antioxidans statuszanak feltérképezése

3.4.8.1. Szuperoxid-dizmutdz (SOD) aktivitdas meghatdrozdsa mdjszovetbdl

SOD aktivitast spektofotometrias modszerrel (Paoletti és Mocali, 1990) hataroztuk meg
340 nm-en. A modszer alapja a szuperoxid anion képzddés okozta NADH oxidacio
kovetkeztében abszorbancia csokkenése. Egy egység enzim-aktivitas az az
enzimmennyiség, amely ahhoz sziikséges, hogy a NADH oxidaci6 50%-ban gatolva

legyen, az aktivitast U/mg protein-ben hataroztuk meg.

3.4.8.2. Katalaz (CAT) aktivitds meghatdrozdsa mdjszovetbol

CAT aktivitast spektofotometriai mddszerrel mértiik 240 nm-en, a H202 bomlast
monitorozva (Aebi 1974). A CAT aktivitast U/mg protein-ben hataroztuk meg. Egy
egység enzim egy pumole H202 bomléasat okozza egy perc alatt, 25°C-on pH=7 —en.
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3.4.8.3. Glutation peroxidaz (GPX) meghatdrozdsa majszovetbol

GPx aktivitast Beutler altal leirt modszer (Beutler 1984) segitségével spektofotometrias
mérést (340 nm) végeztiink. A detektalds alapja a NADPH-NADP+ oxidacios
atalakulas, tert-butil-hidroperoxide altal. A NADPH koncentraciét molaris extinkcids
koefficient (6,22 x 103 M? cm™) segitségével szamoltuk, az aktivitast U/mg-ban
fejeztiik ki. Egy egység (U) aktivitas annak az enzimnek a mennyisége, amely ahhoz

sziikséges, hogy 1 pmol NADPH egy perc alatt oxidalodjon.

3.4.8.4. Glutation reduktdz (GR) aktivitas meghatdrozdasa mdjszovetbdl

GR aktivitast spektrofotometrids méréssel (340 nm) hataroztuk meg a NADPH
oxidacid miatt létrejovo optikai stiriség csokkenése alapjan Ez a folyamat a GSSG
(oxidalt glutation) enzimatikus redukcidja miatt torténik. Az enzim aktivitasat U/mg-
ban fejeztik ki. Egy egység enzim 1 pmol NADPH-t oxidal egy perc alatt
meghatarozott koriilmények kozott (Goldber €s Spooner, 1983).

3.4.8.5. GSH koncentrdacio meghatdrozdsa mdjszévetbol

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

3.4.8.6. Lipid peroxiddcio meghatdrozdsa

Del Rio altal leirt (Del Rio és mtsi. 2003) fluorimetrids modszer segitségével mértiik a
m4j lipid peroxidaciot, melynek alapja a képzddott MDA termék mennyisége. A maj
homogenizatumot (200 pl) 700 pul 0,1 M HCL ban, 20 percen keresztiil
szobahdmérsékleten inkubaltuk. Majd a homogenizditumhoz 900 pl 0,025 M
tiobarbitursavat adtunk, és keveréket tovabb inkubaltuk 37°C-on, 65 percen keresztiil.

A mintédkat fluoreszens analizisnek vetettik ala (A ex = 520, A em =549)
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(Spektrofluorométer FP-6300 JASCO). A malondialdehid koncentracidjat 1,1,3,3-
tetrametoxipropan standard segitségével hataroztuk meg. Az eredményeket nmol

MDA/mg fehérjében fejeztiik ki.

3.5. Szilimarin port tartalmazé krém formulalasa és
vizsgalata

3.5.1. Szilimarin port tartalmazoé krémek formulalasa

A krémek formulalasahoz kiilonb6z6 emulgenseket hasznaltunk tgy, mint Poliszorbat
60 (P60), Cremophor A6 és A25 (C) 1:1 aranyban, valamint kiilombdzd tipust
cukorésztert (SP50, SP70, PS750). Az o/v tipust krémek eldallitasa sordn a cetil-
sztearil alkohol, sztearinsav és izopropil-mirisztat (IPM) melegitése (60 °C) és keverése
alakitotta ki az olajos fazist. A vizes fazis propilénglikolt, emulgenst és a tisztitott vizet
tartalmazott, melyet azonos hdémérsékletre (60 °C) felmelegitettiink €s az olajos
fazishoz kevertiink. A készitmény homogenizéalasa ¢és lehtitése (25 °C) utan adtuk a
Nipagin M-t és az aktiv hatéanyagot, a szilimarin port a krémekhez. A krémekbe 5%
por keriilt vagy szuszpendalt (I-V 6sszetétel) vagy oldott formaban (VI-X 6sszetétel).
Az oldott sszetételeknél a szilimarin port, el6z6leg Transcutol HP (TC)-ben oldottuk
(4. tablazat).
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Szuszpendalt Oldott
Osszetevok l. 1. il [ IvV. | V. VI. | VI | VI [ IX | X
(9)
Szilimarin 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5
por
Transcutol - - - - - 14,2 1142 | 14,2 | 14,2 | 14,2
Poliszorbat 3 - - - - 3 - - - -
60
Cremophor | - 3 - - - - 3 - - -
AG6: A25 (1:1)
Cukor észter | - - 3 - - - - 3 - -
SP50
Cukor észter | - - - 3 - - - - 3 -
SP70
Cukor észter | - - - - 3 - - - - 3
PS750
Cetil-sztearil 4,6
alkohol
Sztearinsav 10
Propilénglikol 5
Izopropil- 5
mirisztat
Konzervald 1
oldat
Tisztitott viz ad 100

4. tablazat. A szilimarin port tartalmazo6 o/v emulziés krémek osszetétele
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3.5.2. Krémek gyogyszerforma vizsgalata
3.5.2.1. Krémek konzisztencia vizsgalata

A krémek ellenallasat CT3 Textura Analizald (Brookfield, Middleboro, U.S.A.)
késziilékkel mértiikk. A kompresszios teszt, normal tesztmddban volt kivitelezve. A
kovetkez0 paraméterek értéke allandod volt: trigger erd (4g), csticspont (10 mm),
sebesség (0,5 mm/s). TAS cilinder tipusu testet (12,7 mm atmérd, 35 mm hosszusag)

hasznaltunk a vizsgalat soran. Az ellenallas értékét N-ban fejeztiik ki.

3.5.3. In vitro vizsgalat Franz diffuzios cellaval

Membran diffuzids és permeabilitasi vizsgalatokat vertikalis Franz-diffuzios cellaban
végeztilk (Hanson Microette TM Topical and Transdermal Diffusion Cell System)
(Liebenberg, W. és mtsai 2004). A donor fazisba 0,3 g mintat raktunk, a cellul6z-acetat
membranra helyezve (0,45 um porusméret). A membrant izopropil-mirisztatban (IPM)
aztatva készitettiik elé. Az effektiv diffuzios teriilet 1,767 m? volt. 30%-os alkoholt
hasznaltunk akceptor fazisnak, azért hogy segitsiik a szilimarin oldodasat. A magneses
keverd rotacidja 450 rpm-re volt allitva. A receptor oldat 32,5 °C-ra volt termosztalva
az egész kisérlet alatt, hogy a Franz cella membranja hasonl6 legyen a fiziologids bor
hémérsékletéhez. A kisérleteket 6 6ran keresztiil végeztilk. Az akceptor fazisbol 0,8
mL mintat vettiink, melyet friss receptor kozeggel helyettesitettiink. A szilimarin
mennyiségének mérését UV spektrofotométer segitségével végeztiikk (Shimadzu

Spectrophotometer, Japan, Tokyo), 287 nm hulldmhosszon.

3.5.4. Sejttenyésztés

A HeLa sejteket milanyag sejttenyészd edényben ndvesztettik DMEM (Dulbecco’s
modified Eagle’s medium) tenyészté médium folyadékban. A tenyész6 médium 3.7 g/L
NaHCOs, 10% (v/v) hd-inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FBS), 1% (v/v) nem
esszencialis amindsav oldatot, 1% (v/v) l-glutamint, 100 IU/mL penicillint és 100
IU/mL sztreptomicint tartalmazott, 37 °C-on, 5% CO: atmoszféraban. A sziikséges
anyagokat a Sigma-Aldrich-t61 (Magyarorszag) szereztiik be.
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HaCaT keratinocitdkat DMEM tenyészé médium folyadékban ndvesztettiik, amely 7%
(v/v) FBS-t, sztreptomicint (100 U/ml), penicillint (0,1 mg/ml) és glutamint (4 mmol/I)
tartalmazott parasitott CO2 atmoszféraban (5%v/v), 37 °C-on.

A sejttenyész0 médiumot hetente kétszer cseréltiik mindkét sejttipusnal lamindris
aramlasu steril fiilke alatt (Bigansoli és mtsai 1999). A sejteket 1x10° sejt/cm? siirtiségre
szélesztettiik €s a kisérletekhez kozel konfluensre novesztettiik. A konfluens sejtréteg
kialakulasakor tortént a sejtek passzalasa laminaris box alatt. A sejttenyésztd médiumot
eltavolitottuk, majd a maradék tapoldatot PBS (Phosphate Buffered Saline) oldattal
lemostuk. A letapadd sejteket tripszinezés segitségével szuszpenzidba vittiik. A
tripszinezéshez 0,05 (m/v)% tripszin oldatot és kelatképzoként 0,02 (m/v)% etilén-
diamin-tetraacetat (EDTA) oldatot hasznaltunk (0,5% g/l tripszin, 0,2 g/l EDTA
(Sigma-Aldrich, Magyarorszag). A sejteket 2 percig 37°C-on inkubaltuk az emésztés
alatt, majd a reakciot 6tszorés mennyiségii friss médium hozzaadasaval allitottuk le,
mivel a médiumban [€v6 szérum inaktivilja a tripszint. A sejtszuszpenziot
centrifugaltuk (1100 rpm fordulatszam, 6 perc, 25 °C). A feliiliszot eltavolitottuk, a
sejteket 10 ml friss médiummal szuszpendaltuk ¢€s a sejteket Biirker kamra segitségével
megszamoltuk. A sejtszuszpenzioban -10° db sejtet tartalmazé mennyiséget steril
telepit6 edénybe pipettaztunk és a tapoldat mennyiségét kiegészitettiik 10 ml-re. 20-40

passzazsszam kozotti sejteket hasznaltunk a citotoxicitasi €s antioxidans kisérleteknél.

3.5.5. MTT teszt

A kisérletek soran a sejtek mitokondrialis aktivitas valtozasat mértiik. Az életképes
sejtek mitokondriumaiban zajlé oxidativ reakcidoban résztvevd dehidrogendzok a
vizben oldhaté sarga szinii 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid
(MTT) oldatot lila szini vizben oldhatatlan formazén kristdlyokkd alakitjak.
(Palamakula és mtsai 2004) HaCaT keratinocitakon és Hela sejtvonalon végeztiik az in
Vitro citotoxicitasi vizsgalatokat. A vizsgalatot a kdvetkezOképp végeztikk: HaCaT és
HeLa sejteket sima feliiletli 96 lyuku tenyészé plate-ben szélesztettiik 103 sejt/lyuk
striiségre és CO inkubatorban, 37°C-on hagytuk néni 7 napig, amig a konfluens
sejtréteg kialakult. A ndvesztés soran a 3. napon a tenyészé médiumot lecseréltiik
laminaris box alatt. A kisérletek sordn a sejttenyész6 médiumot eltavolitottuk,

viszgalati mintakat raraktuk a sejtre és a sejteket tovabbi 30 percig inkubaltuk 37°C-
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on. A mintdk eltavolitdsa utan a sejteket kétszer 1 ml PBS odattal mostuk, és tovabbi 3
oran keresztiil inkubaltuk (37°C-on) az MTT —t tartalmaz6é médiummal, 5Smg/ml. A lila
formazan kristalyokat sdsavas izopropanolban oldottuk (izopropanol : 1,0 N sésav=
25:1). Az abszorbanciat 570 nm —en mértiik, 690 nm hattér mellett FLUOstar OPTIMA
Microplate Reader segitségével. (BMG LABTECH, Offenburg, Németorszag). A sejt
¢letképességet kezeletlen kontrol-hoz viszonyitva szazalékban fejeztiik ki. Mindegyik
kisérletet 6tszor megismételtiink, mindegyik komponenst 5 lyukban vizsgaltuk (Gursoy
és mtsai 2003).

3.5.6. In vivo kisérletekhez hasznalt kisérleti allatok

Him, Hartley tengerimalacot (250-350 g) hasznaltunk a borszovet antioxidans és HO-
1 enzim értékének meghatarozasara. Az allatok standard ragcsalotapot kaptak ad
libitum ¢€s vizet ihattak korlatlanul. Az allatokat 1 hétig hagytuk akklimatizalodni a
kisérletek elott és 25 °C homérsékleten, 55 £5 % relativ paratartalomban tartottuk ket
12 orés vilagos-sotét ciklusban. Az 4llatkisérletekben a Debreceni Egyetem
Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsdg iranyelveit tartottuk szem elétt a vonatkozod
Eurdpai Unids-€s a ,,Principles of Laboratory Animal Care” és a ,,Guide for the Care

and Use of Laboratory Animals” eldirasaival ( No 10/2014/DEMAB, 2019).

3.5.7. In vivo bor irritacios teszt

A vizsgalt krémet (0,1 g) egyenletesen eloszlattunk egy nem egybefiizott polietilén
vaszonra (2 cm X 2 cm), amelyet utdna a tengerimalac hatara rogzitettiink. A vizsgalat
elétt az allatok hats6 borfeliiletét teljesen leborotvaltuk. A polietilén véaszont
Tegaderm® 3M (3Med Kft, Budakeszi, Magyarorszag) és Fixomull® ragtapasszal
(MEDIGOR Bt., Veszprém, Magyarorszag) rogzitettiik. 24 ora elteltével a kotést
eltavolitottuk és a kezelt borfeliiletet vattaval megtisztitottuk. A készitmény eltavolitasa
utan 30 perccel a transzepidermalis vizvesztés (TEWL, Transepidermal water loss)
értékeket megmértiik és 0sszehasonlitottuk a kezelés eldtt 24 draval mért értékekkel.
Tewameter (TM300, Courage& Khazaka, K6ln, Németorszag) segitségével. A kisérlet
alatt a laboratorium homérséklete, 25° C-on relativ paratartalma 55% értéken maradt.

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

A HaCaT sejteket 12-lyuka sima feliiletii plate-ben szélesztettiik 1x10° sejt/lyuk
strtiséggel és 7 napig novesztettiik CO> inkubatorban 37°C —on, a konfluens sejtréteg
kialakulasaig. A novesztés soran a 3. napon a tenyészé médiumot lecseréltiik laminaris
box alatt. Az UVB sugarzas 350uW egyszeri sugarzast jelentett 20 cm tavolsagbol.
Az elékezelt csoportban, a sejttenyészté médiumot eltavolitottuk, majd a vizsgalati
mintat raraktuk a sejtekre és a sejteket tovabbi 20 percig inkubaltuk (37°C), majd 10
perc UV-B sugarzas utan a vizsgalati mintakat eltavolitottuk, a sejteket PBS-sel mostuk
¢s tovabbi 24 oran at inkubaltuk (37°C). Az utokezelés soran a sejteket eldszor 10 percig
UV-B sugarzasnak tettiik ki, és utanna kezeltiik a vizsgalati mintdkkal 20 percen
keresztiil. Ezutan a vizsgélati mintat eltavolitottuk, a sejteket PBS-sel mostuk ¢s 24
oran at inkubaltuk (37°C). A kisérlet végén meghataroztuk kdvetkezd paramétereket:
superoxid-dizmutaz (SOD), katalaz (CAT), glutation peroxidaz (GPx) ¢és
malondialdehid (MDA) aktivitasok. Mindegyik kisérletet 6tszor ismételtiink meg.

3.5.9. UV-B sugarzas tengerimalac borén in vivo, a bor el6- és
utokezelése

Az allatokat UV-B sugarzasnak tettiik ki (akut sugarzas, 350uW) 20 cm tavolsagban.
A kisérlet eldtt a tengerimalacok hatat leborotvaltuk és olyan aluminium folidval fedtiik
le, amelyen 10 téglalap alaka (0,8 X 13 c¢cm) vagas volt, majd 0,1 g krémet vittlink fel
mindegyik vagasra. (Bak és mtsai 2011)

Az antioxiddns és HO-1 enzim vizsgélatoknal az allatokat két csoportra osztottuk,
mindegyik csoporthoz 10 allat tartozott. Az 1. csoportban a tengerimalacok borét
elokezeltiik a krémmel 20 percig, majd az allatokat az UV-B késziilék ald helyeztiik és
10 percig sugaroztuk a fedetlen borfeliiletet. A krémeket lemostuk majd 24 o6raval a
sugarzast kovetden a bdrmintakat 6sszegyiijtottiik. A II. csoportban az allatokat eloszor
10 percig besugéroztuk, majd boriiket utokezeltiik a krémmel, melyet 20 perc mulva
lemostuk és 24 ora elteltével a bormintakat 6sszegylijtottilk. A vizsgalatok végén az
allatokat altatasban tartottuk ketamin/xylazine (50/5 mg/ttkg) segitségével és a
szovetmintakat kivagtuk. Az allatokat cervikalis diszlokacioval termindltuk. A

mintakat PBS-ben (foszfat puffer pH 7.4) aztattuk és lemostuk, majd eltavolitottunk
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minden vOrosvérsejtet ¢és alvadékot. A bérmintdkat folyékony nitrogénben

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

3.5.10. Szuperoxid dizmutaz aktivitas meghatarozasa

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

A sejteket (1x 10°) gumibot segitségével felszedtiik, 1000 X g-n, 10 percen keresztiil 4
°C-on centrifugaltuk. A sejtpelletet homogenizaltuk 20 mM HEPES pufferben (1mM
EGTA, 210 mM mannitol, €s 70 mM sucrose /g szovet), pH 7.2. 10.000 X g-n 15 percen

keresztiil 4 °C-on, a feliiluszo SOD aktivitasat Cayman kit segitségével meghataroztuk,
a gyartd utasitdsa szerint. (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA;
www.caymanchem.com/pdfs/707002.pdf)

A kolorimetrids mérés a tetrazdlium s6 detektalasan alapszik, mely a kdvetkezd
reakcion alapul. A xantin oxigén jelenlétében xantin-oxidaz enzim segitségével alakul
at hugysavva, a reakcio soran szuperoxid anion gyok és hidrogén-peroxid is keletkezik.
A xantan oxidaz enzim aktivitasa linearis 0sszefliggést mutat a keletkezdé szuperoxid
anion gyokkel, melyet a képzddo tetrazdlium sé jelez. SOD a keletkezd szuperoxid
anion gyokot semlegesiti oxigénné €s hidrogén-peroxidda, mikdzben a tetrazolium so
vizoldékony formazan festékké alakul. Egy egység SOD az az enzimmennyiségnek,
amely a szuperoxid gyokok 50%-4at dizmutalja. A keletkezd formazan festéket 450 nm-

en mértiik FLUOstar OPTIMA Microplate Reader segitségével.

3.5.11. Katalaz aktivitas meghatarozasa

A szovetmintakat homogenizaltuk hideg pufferben (50 mM kélium foszfat, pH 7.0,
ebben 1 mM EDTA) per gramm szovet, 10000 X g-n 15 percen keresztiil 4 °C—on
centrifugaltuk és a feliiliszoban néztilk a CAT aktivitdst Cayman kit segitségével.

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

57


http://www.caymanchem.com/pdfs/706002.pdf
http://www.caymanchem.com/pdfs/707002.pdf
http://www.caymanchem.com/pdfs/707002.pdf

A sejteket (1x10°%) gumibot segitségével felszedtiik, 1000 x g-n, 10 percen keresztiil 4
°C-on centrifugaltuk. A sejtpelletet homogenizaltuk jégen, 2 ml hideg kalium foszfat
pufferben, pH 7.0, ImM EDTA per gram szovet, 10000 X g —n 15 percen keresztiil
centrifugaltuk 4°C-on, a feliilisz6 CAT aktivitasat mértiik Cayman kit segitségével.

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

A mérés a kataldz enzim peroxidacios aktivitdsan alapszik. A modszer Iényege, hogy a
katalaz enzim reakcioba 1ép a metanollal megfeleld mennyiségii hidrogen-peroxid
jelenlétében. A keletkezett formaldehid kolorimetriasan mérhetd Purpald festékképzo
(kromogén) jelenlétében, mivel reakcidba lépnek egymadssal €s lila szinli terméket
hoznak Iétre. A keletkez6 lila terméket 540 nm-en mértiik FLUOstar OPTIMA
Microplate Reader segitségével. Egy egység katalaz aktivitds az az enzimmennyiség

amely 1.0 nmol formaldehid 4talakulast okoz egy perc alatt 25°C-on.

3.5.12. Glutation peroxidaz aktivitas

A szovetmintakat homogenizaltuk10 ml hideg pufferben amely tartalmazott 50 mM
Tris-HCL, pH 7,5, 5 mM EDTA ¢és 1mM dithiothreitol, per gramm szdvet, 10000 x g-
n 15 percen keresztiil 4°C —on centrifugaltuk és a feliiliszoban néztiikk a GPX aktivitast
Cayman kit segitségével. (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA;
www.caymanchem.com/pdfs/703102.pdf)

A sejteket (1x10°) gumibot segitségével felszedtiik, 1000 x g-n, 10 percen keresztiil 4
°C-on centrifugaltuk. A sejtpelletet homogenizaltuk jegen, 2 ml hideg kalium foszfat
pufferben, pH 7.0, ImM EDTA per gram szdvet, 10000 X g —n 15 percen keresztiil
centrifugaltuk 4 °C-on, a feliilaszo GPX aktivitdsat mértiikk Cayman kit segitségeével

(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA; www.caymanchem.com/pdfs/703102.pdf)

A mérés indirekt médon méri a glutation peroxidazt a kdvetkezd reakciok alapjan. A
glutation glutation peroxidaz hatasara alakul 4t oxidalt glutationna (GSSD) és
hidrogén-peroxiddd. Az oxidalt glutation (GSSD) enzimatikus uton, glutation-
reduktdzzal (GR) alakulhat vissza redukalt formajava. A folyamathoz az elektront
NADPH szolgaltatja. A NADPH oxidaciéja NADP+-vé, abszorbancia csokkenéssel jar
340 nm-en. Az abszorbancia csokkenés mértéke egyenesen aranyos a glutation

peroxidaz aktivitdssal.
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3.5.13. Lipid peroxidaciés (MDA) teszt

Szdvetmintat (10 mg) és sejteket (1 x 10°) jégen homogenizaltuk 300ul MDA lizis
pufferben, amely 3ul BHT (100 x) tartalmazott, 13000 x g-n, 10 percen keresztiil
centrifugaltuk, hogy az oldhatatlan maradvanyokat eltavolitsuk. A feliiliszot vizsgaltuk
Lipid peroxidacios kit segitségével. (Sigma-Aldrich, Magyarorszag) A lipid
peroxidaciot az MDA (malondialdehid) és TBA (tiobarbitursav) reakciojakor keletkezo
kolorimetrias termékbdl (532 nm) hatdroztuk meg, amely ardnyos az MDA

mennyiségével. Mindegyik antioxidans tesztet 6tszor ismételtiink meg.

3.5.14. HO-1 aktivitas mérés

A tengerimalac borszovetet homogenizaltuk 200 mM foszfat pufferben (pH=7,4), majd
20.000g-vel, 4°C-on 30 percen keresztiil centrifugaltunk. A feliilaszoboéla HO-1 enzim
aktivitast Tenhunen és mtsai altal leirt modszer (Tenhunen €s mtsai 1968) segitségével
hataroztuk meg. A modszer alapja a hem 4atalakuldsa bilirubinnd, mely
spektrofotometriasan meghatarozhato. A feliilliszohoz a kovetkezd reakcidelegyet
adtuk: 2mM gliikoz-6-foszfat, 0,14 U/ml gliik6z-6-foszfat dehidrogenaz, 15 uM hem,
105 uM NADPH, 120 pg/mL biliverdin reduktaz (patkany maj citoszolbol), 2mM
MgCl, és 100 mM KH2POs. Az igy kapott mintat (2ml) 37° C-on inkubaltuk 1 orat
sOtétben, majd a reakciot a mintdk jégre helyezésével ¢és kloroform hozzaadasaval
allitottuk le. A HO-1 aktivitast a bilirubin reakcidelegyben vald képzddésének
spektrofotometrias mérése alapjan szamoltuk ki 460 ¢és 530 nm-en mért optikai
denzitasok kiilonbségét alapul véve. Az aktivitds mértékegységét nmol bililrubin / mg

/ 6ra-ban fejeztiik ki.

3.6. Statisztikai analizis

A szilimarin olajat tartalmaz6 SMEDDS gyogyszerforma vizsgalatakor az
eredményeket GraphPad Prism 5 szoftver segitségével végeztiik. A csoportok kozotti
szignifikanciak 6sszehasonlitasat kétutas ANOVA modszerrel és a csoportok kozotti
eltérést Bonferroni teszttel végeztiik. Az adatokat atlag +S.D. formaban kozoltik.

Csillaggal és iires kereszttel jeloltiik a szignifikans kiilonbségeket az abrainkon. A
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kiilonbségeket p < 0.05 esetén tekintettiik szignifikansnak. Mindegyik kisérlet soran ot
parhuzamos mérést végeztiink és legalabb 6tszor megismételtiik (n=5).

A szilimarin port tartalmazo krém vizsgalatanak eredményeit a SigmaStat (version 3.1;
SPSS, Inc.) segitségével elemeztiik és ez alapjan szamitott atlagokat + S.D. tiintettiik
fel. Az MTT ¢életképesség vizsgalata soran a csoportok Osszehasonlitdsat egyutas
ANOVA moddszerrel végeztiik, és Tukey’s teszttel végeztik a csoportok kozotti
eredmények Osszehasonlitasat. A SOD, CAT, MDA, GPX ¢és HO-1 értékelésnél
tobbutas Anova modszert hasznaltunk €s a csoportok kozotti 6sszehasonlitast Persian
korrelacioval végeztiik. Csillaggal és kereszttel jeloltiik a szignifikans kiilonbségeket
az abrainkon. A kiilonbségeket p < 0.05 esetén tekintettiik szignifikansnak. A HeLa és
HaCaT sejtvonalon végzet vizsgalatokndl tiz (n=10), a tobb kisérlet soran 6t (n=5)

parhuzamos mérést végeztiink és legalabb 6tszor megismételtiik.

3.7. Az értekezésben szereplo, egyiittmiikodésben Kivitelezett
metodikak

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

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

A HO-1 enzim mérésében kozremikodott a Szegedi Tudomanyegyetem,
Természettudomanyi és Informatikai Kar, Elettani, Szervezettani és Idegtudomanyi
Tanszék munkatarsa. (Dr. Varga Csaba)

A statisztikai eredmények kiértékelését Dr. Ujhelyi Zoltan kollégam segitségével
veégeztem.

Az értekezésben szerepld egyéb modszert és annak kiértékelését a jelolt sajat maga

veégezte.
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4. Eredmények

4.1. Szilimarin olajat tartalmazé SMEDDS formulalasa és a
gyogyszerforma hatasvizsgalata

4.1.1. SMEDDS cseppméretének meghatarozasa

A pszeudoterner fazisdiagram eredményei alapjan a 2. Osszetételt valasztottuk ki a
mikroemulzié formuldldsahoz, mivel ezen a diagramon észleltiik a maximalis
mikroemulziot jelz6 zonat (11. ébra). El6z6 munkank soran meghataroztuk a 2.
Osszetételben Iévo feliiletaktiv anyagok kritikus micellaképzddéi koncentraciojat,
illetve CaCo-2 sejtvonalon MTT citotoxicitasi tesztet is végeztiink (Ujhelyi és mtsai
2012, 2013). Az el6z6 vizsgalatok soran kapott CMC és a citotoxicitasi vizsgalatok
eredményeit Gsszevetettiik a fazisdiagramon lathato értékekkel, amely igazolta, hogy a
2. oOsszetétel megfeleld. A 2. Osszetétel a kovetkezd komponensekbdl allt: 25%
szilimarin olaj, 33,3% Cremophor RH40, 20% Transcutol HP, 16,6% Labrasol, 5%
Capryol 90. DLS késziilék segitségével a 2. Gsszetétel cseppmérete: 57.8+3.32 nm (12.
abra). A mikroemulzié spontan kialakult az 6sszetétel vizzel torténd dsszekeverésekor,
¢és az emulzioképzési id6 20-30 masodperc kozott volt. Az atlathatosagi index értéke:
97.68+ 1.31 % a refraktiv index értéke:1,337+0,13 % volt. A készitmény 25°C-on 1

hoénapig stabil maradt.
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11. abra. A 2. osszetétel pszeudoterner fazisdiagramja. A diagramon lathato sotét

rész szemlélteti a mikroemulzids zonat.
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12. abra. DLS mérések alapjan a kivalasztott 2. SMEDDS osszetétel cseppmérete

vizzel valé higitas utan. A mért adatokat 4tlag =SD formaban abrazoltuk (n=5)
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4.1.2. A szilimarin olaj]-SMEDDS hatasa a majenzim értékekre

Az 5. tablazat 6sszegzi a szilimarin olaj-SMEDDS készitmények (500 mg/kg és 1000
mg/kg) befolyasat az AST és ALT értékekre. A szén-tetraklorid expoziciot kdvetden az
enzimértékek lényegesen emelkedtek a kontrol csoporthoz képest. Az 500mg/kg és
1000 mg/kg szilimarin olaj-SMEDDS elokezelés szignifikdnsan mérsékelte a szén-
tetraklorid okozta enzimértékek novekedését. A nagyobb dézisban (1000 mg/kg) adott
szilimarin-olaj SMEDDS el6kezelés hatasosabbnak bizonyult.

KONT CCL4 SMEDD SMEDD SMEDDS SMEDDS

-ROL S S 500 mg + 1000 mg +
500 mg 1000 mg CClq CCly
AST |[80.742 2318.225+1 68.614+2 62.391+4 2163.142+15 1352.714+69.
(VL) | £15.0  66.311™" 273w 471 s 8.848™" /4 643" s
92

ALT | 48+4. 2384.457+1 4554243 46.714+3  1934.285+10  1261.542+10
(L) | 873  97.398"" 8204w  .039umw  9.809 fww  8.9937 fum

5. tablazat. Szilimarin olaj-SMEDDS (1000 mg/kg, 500 mg/kg) készitmények és
szén-tetraklorid (1 ml/kg) intoxikacié hatiasa az szérumban mért AST és ALT
enzimszintre. A mért adatokat atlag +SD formaban abrazoltuk (n=8) A kontrol
csoporthoz viszonyitott szignifikanciat csillaggal ~ jeldltik (p < 0,05). A szén-

tetraklorid intoxikaciot kapott csoporthoz viszonyitott szignifikanciat iires kereszttel #

jelsltik (p < 0,05).

4.1.3. A szilimarin olaj-SMEDDS hatasa az antioxidans enzimek
értékeire

A majhomogenizatumbol mért antioxiddns enzimértékek valtozasat a tablazat
szemlélteti (6. tablazat). Az eredmények szerint az intraperitonealis CCls injekcid (1ml/
ttkg) sziginfikansan csokkentette a majhomogenizatumb6l kimutatott CAT és GPX
enzimaktivitast a kontrol csoporthoz képest. A SOD és GR értékek csokkenése nem
volt szignifikans. A szilimarin olaj- SMEDDS készitmények el6kezelése csokkentette
a CCls intoxikacio okozta majkarosodast dozistol fliggéen. A SOD értékek 28.5%-al és
37.5%-al néttek 500 mg/kg ¢és 1000 mg/kg készitmény beadasat kovetden,

Osszehasonlitva a CCL4 csoport értékeivel.
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A készitmény eldkezelése a CCls expozicio elétt a CAT és GPx enzim ndvekedését is
okozta. A CCls csoporthoz képest a CAT aktivitas 22,5%-al és 45,5%-al a GPx
aktivitast 18,6%-al és 48,6%-al ndtt a készitmény dozisatol (500 mg/kg, 1000 mg/kg)
fliggden. Habar a GR aktivitas csokkenése nem volt szignifikans a CCls adast kdvetden,

de igy is 22,5%-al és 33,5%-al ndvekedett a SMEEDS készitmény ddzisatol fliggben.

SMEDDS SMEDDS
Kontrol CCls SMEDDS SMEDDS 500 mg 1000 mg

500 mg 1000 mg +CCla +CCl

SOD 100+0.032 75.5+0.024 112+0.068 120+0.0434 104+0.013 113+0.016

CAT 100+0.655 81.5+0.388"  123+0.519ms  148+0.346 [y  104+0.1984  127+0.605:+

GPX 100+0.777 83.442.406" 122+0.831"/uss 136+2.220" /use 102+0.1124 13244287 [yus
GR 100+0.019 84.5+0.003 116+0.003 /4 138+0.010"/%  107+0.001 118+0.006

6. tablazat. A majhomogenizitumbo6l mért antioxidans enzimértékek valtozasa
szilimarinolaj-SMEDDS kezelés (1000 mg/kg, 500 mg/kg) utan és szén-tetraklorid
(Iml/kg) intoxikacioban. A mért adatokat atlag =SD formaban abrazoltuk (n=8), %-
ban adtuk meg az értékeket a kezeletlen kontrol csoporthoz viszonyitva. A kontrol
csoporthoz viszonyitott szignifikanciat csillaggal ~ jeldltik (p < 0,05). A szén-
tetraklorid intoxikaciot kapott csoporthoz viszonyitott szignifikanciat iires kereszttel #
jeloltik (p < 0,05). A csoportok kozotti szignifikanciak Osszehasonlitasat kétutas

ANOV A modszerrel és Bonferroni teszttel végeztiik.

4.1.4. GSH mérés eredménye

Az 12. 4dbra mutatja a majhomogenizazumbol mért GSH koncentracié értékeket a
kiilonb6z6 csoportoknal. A CCL4 injekcié utan az értékek 42%-al csokkentettek a
kontrol csoporthoz képest. A szilimarin olaj-SMEDDS készitmény elokezelése 6%-al
¢és 24%-al novelte a GSH szintet a készitmény dozisatol fliggden (500 mg/kg és 1000
mg/kg). A nagyobb dbdzisban adott SMEDDS (1000 mg/kg) el6kezelés szignifikansan
novelte a GSH szintet a CCL4 csoporthoz képest.
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12. abra. A majhomogenizatumbo6l mért GSH értékek valtozasa szilimarinolaj-
SMEDDS kezelés (1000 mg/kg, 500 mg/kg) utan és szén-tetraklorid (1 ml/kg)
intoxikaciéban. A mért adatokat atlag +SD formaban abrazoltuk (n=8), %-ban adtuk
meg az értékeket a kezeletlen kontrol csoporthoz viszonyitva. A kontrol csoporthoz
viszonyitott szignifikanciat csillaggal ~ jeldltik (p < 0,05). A szén-tetraklorid
intoxikaciot kapott csoporthoz viszonyitott szignifikanciat iires kereszttel # jeloltiik (p
< 0,05). A csoportok kozotti szignifikanciak Osszehasonlitasat kétutas ANOVA

modszerrel és Bonferroni teszttel végeztiik.

4.1.5. MDA koncentraciok mérésének eredménye

Az 13. abra a majszovetbol mért MDA koncentraciok valtozasat mutatja. A lipid
peroxidacid végtermékének a koncentracidja 114,5%-al magasabb értéket mutatott a
CCls toxikaciot kovetéen a kontrol csoporthoz képest. A SMEDDS készitmények
elokezelése mindkét dozisban (500 mg/kg és 1000 mg/kg) szignifikdnsan csdkkentette
a majszovetben mért MDA koncentraciokat, (22% és 58%-kal). A kontrolhoz képest a

SMEDDS készitmények beadasa nem szignifikans, kismértékii novekedést okoztak.
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13. abra. A majhomogenizatumbol mért MDA értékek valtozasa szilimarinolaj-
SMEDDS kezelés (1000 mg/kg, 500 mg/kg) utan és szén-tetraklorid (1 ml/kg)
intoxikaciéban. A mért adatokat atlag +SD formaban abrazoltuk (n=8), %-ban adtuk
meg az értékeket a kezeletlen kontrol csoporthoz viszonyitva. A kontrol csoporthoz
viszonyitott szignifikanciat csillaggal ~ jeldltik (p < 0,05). A szén-tetraklorid
intoxikaciot kapott csoporthoz viszonyitott szignifikanciat iires kereszttel # jeloltiik (p
< 0,05). A csoportok kozotti szignifikanciak Osszehasonlitasat kétutas ANOVA

modszerrel és Bonferroni teszttel végeztiik.

4.1.6. A maj hisztopatoldgiai vizsgalata

A kontrol mintak egér majszovete normal strukturat mutatott. A CCls kezelést kovetden
a majszoveten nagymértékii centrolobularis nekrozist, vacuolaris zsirosodast (14. abra)
detektaltunk. A szilimarin olaj-SMEDDS alacsonyabb dézisban (500 mg/kg) torténd
elokezelése nem védte ki a CCls toxikaciot és nagy nekrotikus részek maradtak a
majszoveten. A nagyobb dézisban adott SMEDDS (1000 mg/kg) készitmény esetében
kisebb mértékii maj nekrozist és a zsirosodast figyelhettiink meg (14. abra).
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14. abra. A szilimarinolaj-SMEDDS kezelés (1000 mg/kg, 500 mg/kg) és szén-
tetraklorid intoxikacio (1ml/kg) hatasa egér majszovetre, annak hisztopatologiai
valtozasai. (A) Kontrol csoport, (B) Szén-tetraklorid intoxikéciot kapott csoport, (C)
SMEDDS (500 mg/kg) és szén-tetraklorid kezelést kapott csoport, (D) SMEDDS (1000
mg/kg) és szén-tetraklorid kezelést kapott csoport, 1 hemoxicillin-eozin festés (nyilak
jelzik a centrolobularis nekrozist), 2 Oil-Red O festés ( piros pottyok jelzik a vacuolaris
zsirosodast). A nekrotikus teriilet nagysagat az atlag +SD forméban 4brazoltuk (n=8),
%-ban adtuk meg az értékeket a kezeletlen kontrol csoporthoz viszonyitva. A kontrol
csoporthoz viszonyitott szignifikanciat csillaggal * jelltiik (p < 0,05). A szén-
tetraklorid intoxikaciot kapott csoporthoz viszonyitott szignifikanciat iires kereszttel #
jeloltik (p < 0,05). A csoportok kozotti szignifikanciak Osszehasonlitasat kétutas

ANOVA modszerrel és Bonferroni teszttel végeztiik.
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4.2. Szilimarin port tartalmazé krém formulacios
vizsgalatanak és a krém UVB sugarzas okozta karosodas
kivédésének és kezelésének eredménye

4.2.1. Textara analizalo késziilékkel torténo kompresszios vizsgalatok
eredménye

A kompresszios vizsgalat soran minden szilimarin port tartalmazo 6sszetétel kiilonb6z6
ellenallast mutatott. Az 15. abra mutatja a krémek penetracidjahoz sziikséges erét (N).
A hasonl6 emulgenst tartalmazo6 krémeket 6sszehasonlitva, azoknal a készitményeknél,
amelyekben Transcutol HP-ben volt oldva a szilimarin por, kisebb ellenallasértékeket
mértiink, mint azoknél az Gsszetételeknél, amelyeknél a por szuszpendalt formdban
volt. A legkisebb ellenallasértéket azoknal az Gsszetételeknél tapasztaltuk, melyeknél a
szilimarin por oldott formaban volt jelen és az emulgens cukor—¢észter volt. (VIII., IX.,

X.).
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15. abra. A szilimarin krém osszetételek (I-X) ellenallasa, kompresszios eroben (N)

Kompresszos eréd (N)

kifejezve. Mindegyik adat az atlagot +S.D jeloli, n=5. Az adatok kiértékelésénél tobb
utas Anova modszert hasznaltunk, a csoportok kozotti Osszehasonlitast Persian
korrelacioval végeztiik. Az abran csillaggal ~ (p < 0.01) és két csillaggal “ " (p < 0.1)
jeloltiik a szignifikans kiilonbségeket a szilimarin port szuszpendalt és oldott formaban

tartalmazo Osszetételek kozott.
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4.2.2. in vitro membran diffuzios vizsgalatok eredménye

A 16. abra egységnyi terliletre szamitott szilimarin diffizidjanak kumulativ értékeit
mutatja a kiilonboz6 dsszetételeknél (I-X) az id6 négyzetgyokéhez viszonyitva. Azok
az Osszetételek mutattak a legjobb diffizios értékeket, amelyeknél a szilimarin port
el6z6leg TC-ban oldottuk.

Megallapitottuk, hogy a hatdanyag felszabaduldsa a kiilonbozé formulaciokbol a
kovetkezd csokkend sorrendet mutatott: IX>VII>X>VII>VISII>TIV>V>ITELL
Magasabb értékeket kaptunk azoknil az Gsszetételeknél, amelyeknél az SM port
elézéleg TC-ban oldottuk. Eredményeink azt mutattdk, hogy a legjobb
gyogyszerfelszabadulas azoknal az Osszetételeknél volt, ahol emulgensként SP50 és
SP70 cukor-észtert alkalmaztunk.

A legjobb diffazios értéket a IX. 6sszetételnél tapasztaltuk, ahol TC-ban volt oldva a
szilimarin por és SP70-et hasznaltunk emulgensként. A hatéanyag diffizids értéke
7083.47 + 40.41 pg/cm 2 volt.

Szilimarin felszabaduldsi ratat, k a gorbék meredekségébdl szamoltuk, ahol az
egységnyi teriiletre szamolt hatdéanyag felszabadulds értékeit &abrazoltuk. A
vivoanyagbol a hatdanyag diffazios koefficiens (D) értékeit a felszabadulasi rata
értékeibdl szamoltuk (Guy és Hadgraft 1990). A felszabadulasi rata értékei és a

diffuzios koefficiens értékeket a 7. tablazat tartalmazza.
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16. abra. A szilimarin por felszabadulasa a készitményekbél (I-X), IPM-mel
impregnalt celluléz-acetat membranon keresztiil. Mindegyik adat az atlagot +£S.D
jeloli, n=5. Az adatok kiértékelésénél tobb utas Anova modszert hasznaltunk, a
csoportok kozotti 0sszehasonlitast Persian korrelacioval végeztiik. Az abran csillaggal
“(p < 0.05) jeldltiik a szignifikans kiilonbségeket a szilimarin port szuszpendalt és

oldott formaban tartalmazo Osszetételek kozott.
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i Felszabadulasi Rata Diffizios koefficiens
Ossecietele Kk - 10° [g/cm®min%] =SD D 10° [em?/min] +SD
I 0,075+0,12 0,21+ 0,02
II 1,30+0,32 0,73+0,05
I 1,41+£0,33 1.36+ 0,23
v 2,01+0,23 1,57+0,25
v 4,24+0,14 0,71+ 0,23
VI 2,00+0,31 0,93+ 0,25
VII 5,94+0,45 24,1+0,24
VIII 4,68+0,26 47,23+ 0,42
IX 4,71+0,13 30,22+ 0,20
X 3,99+0,35 18,00+0,13

7. tablazat. Az osszetételek (I-X) szilimarin felszabadulasi ratajanak és diffazios

koefficiens értékei. Mindegyik érték az atlagot £S.D mutatja, n=5

4.2.3. MTT teszt eredménye

Mindegyik szilimarin krém Osszetételét (I-X) megvizsgaltuk MTT citotoxicitasi
teszttel, a HeLa és HaCaT sejtvonalon (17. abra). Az Gsszetételek toxikusabbnak
bizonyultak HaCaT sejtvonalon. Megallapitottuk, hogy a vizsgalt Osszetételek
sejtéletképességre gyakorolt hatdsa a krémben 1évé emulgens tipusatol fiiggott. A
sejtéletképesség értékei a kovetkezd csokkend sort mutatott az emulgenstdl fliggden:
SP70 > P60 >SP50 > PS750= C. HeLa és HaCaT sejtvonalon egyarant az SP70
emulgenstartalmt krém volt a legjobban toleralhatd, a sejtéletképesség értéke
68.45%+0.6 HeLa és 63.7+0.6 % HaCaT sejteken. Az sejtéletképesség eredményeit a
TritonX-100 pozitiv kontrolhoz viszonyitottuk.
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17. abra. Az MTT teszt sejtéletképesség eredménye HaCat és HeLa sejteken a
szilimarin tartalmi krémosszetételek (I-X) kezelése utan.

Mindegyik érték az atlagot £S.D mutatja, n=10. Az adatok kiértékelésénél tobb utas
Anova moddszert hasznaltunk, a csoportok kozotti
korrelacidval végeztiik. Az abran csillaggal ~ (p < 0.05) és kereszttel + (p < 0.05)
jeloltiik a szignifikans kiillonbségeket a pozitiv (Triton-X) és negativ (PBS) kontrol

eredményekhez viszonyitva.
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4.25. UV-B sugarzas hatasanak vizsgalata HaCaT sejteken. A

szilimarin krémek antioxidans hatasa elo- és utokezelésben

Az MTT citotoxicitasi vizsgalatok ¢s a TEWL mérések alapjan azt a négy 0sszetételt
valasztottuk ki a tovabbi antioxidans vizsgalatokhoz, melyek emulgensként SP50 vagy
SP70 tipust cukorésztert tartalmaznak. Ennek a négy dsszetételnek (111, 1V, VIII, 1X)
az antioxidans hatasat vizsgaltuk HaCaT sejtvonalon, a krémek a szilimarin port vagy
oldott vagy szuszpendalt formaban tartalmaztak. A sejtszuszpenzidban mértik az
antioxidans enzimek koziil a GPX, CAT és SOD értékeket valamint az MDA
koncentraciot. UVB sugarzast kovetden a GPX (19. a abra), SOD (19.b abra) és CAT
(19.c abra) enzimszintek mindarant csokkentek a kezeletlen csoportokhoz képest. A
krémek el és utdkezelése novelte mindharom antioxidans enzim értékét. Mindegyik
Osszetétel esetében nagyobb mértékli novekedést tapasztaltunk a hatdanyag nélkiili
kontrol csoportokhoz képest. A szilimarin port oldott formaban tartalmazé krémek
nagyobb mértékben novelték az antioxidans enzimértékeket. A szilimarin port oldott
formaban tartalmazé készitmények (VIII., IX.) elé és utdkezelése is szignifikansan
novelte a GPX enzimszintet a kontrol csoporthoz képest. A SOD enzim szintje
szignifikdnsan nétt a krémek eldkezelése soran, de az utokezelésben az
enzimndvekedés nem volt szignifikdns. A CAT aktivitas szignifikans emelkedést
mutatott az el6 €s utdkezelésekben is a kontrol csoportokhoz képest. Az MDA szint az
UV sugarzast kovetéen emelkedett a kezeletlen csoporthoz viszonyitva (19.d abra). A
készitmények eld és utokezelése egyarant csokkentette a lipid peroxidacié végtermékeét,
a VIII. és IX. Osszetétel eld és utokezelésben is szignifikans csokkenést okozott a

kontrol csoportokhoz képest.
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19 (a-d) abra. A szilimarin tartalma krémek (III, IV, VIII, IX) el6 és
utokezelésének a hatasa kiilonbozé antioxidans enzim aktivitaisra HaCaT
sejtvonalon, UVB sugarzas utan.

A glutation peroxidaz (a), szuperoxid dizmutdz (b), katalaz (c) és malondialdehid (d)
aktivitasokat a kezeletlen keratinocitdkhoz viszonyitottuk és szazalékban fejeztiik ki.
Mindegyik érték az atlagot +S.D mutatja, n=10. A GPX, SOD, CAT, MDA
kiértékelésnél tobb utas ANOVA modszert alkalmaztunk, a csoportok
Osszehasonlitisat Pearson korrelacioval végeztiik. Az abran csillaggal * (p < 0.05) és
kereszttel + (p < 0.05) jeloltiik a szignifikans kiilonbségeket a szilimarin port

szuszpendalt és oldott allapotban tartalmazo készitmények kozott.
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4.2.6. UV-B sugarzas hatasanak vizsgalata tengerimalac modelen. A
szilimarin krémek antioxidans hatasanak vizsgalata el6 és

utokezelésben

Az elézéekben leirt kritériumok alapjan valasztott négy krémdsszetétel (I11., IV., VIIL.,
IX.) antioxidans hatasat vizsgaltuk tengerimalac bérszovetén. Az 20. (a-C) abrak az
antioxidans enzimszintek valtozasat mutatjdk. Az UV-B sugarzast kovetOen
mindharom antioxiddns enzimszint (GPX, SOD, CAT) csokkenést mutatott a
kezeletlen csoporthoz képest. A krémek eld és utokezelése a bOrszovetben meért
antioxidans enzimszintek novekedését okozta a kontrol csoportokhoz képest. A
szilimarin port oldott formaban tartalmaz6 krémek esetében a novekedés mértéke
minden esetben nagyobb volt 6sszehasonlitva azokkal a készitményekkel, amelyekben
a hatdanyag szuszpendalt formaban volt jelen. A GPX szintek szignifikans ndvekedést
mutattak a kontrolhoz képest azoknal a készitmények eld és utokezelésében is,
amelyeknél a szilimarin por transcutolban oldott formaban volt jelen (VIII., IX.). A
VIII. és IX. krém elokezelése szignifikansan novelte a SOD enzim szintjét. Az
antioxidans enzimek koziil a CAT aktivitas szignifikans ndovekedést mutatott az VIII.
Osszetételnél eld és utdkezelésben egyarant, ezen kiviil a III., VIII. és IX. krém
utokezelése szintén szignifikans emelkedést okozott a kontrol csoportokhoz képest. Az
MDA koncentracié az UV-B sugarzast kovetden emelkedett a kezeletlen csoporthoz
képest (20.d abra). Mindegyik krémosszetétel el és utokezelése csokkentette a lipid-
peroxidacié végtermékének szintjét. A VIIL. és IX. Osszetétel el és utokezelése
szignifikdns csokkenést okozott az MDA koncentracioban a kontrol csoporttal

Osszehasonlitva.
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20. (a-d) abra. Tengerimalac bérszovetéb6l mért antioxidans enzimaktivitasok
értéke a szilimarin tartalmia krémek (II1, IV, VIII, IX) el6 és utokezelése soran,
UVB sugarzas utan.

A glutation peroxidaz (a), szuperoxid dizmutaz (b), kataldz (c) és malondialdehid (d)
aktivitasokat a kezeletlen bdrszovethez viszonyitottuk és szdzalékban fejeztiik ki.
Mindegyik érték az atlagot +S.D mutatja, n=5. A GPX, SOD, CAT, MDA
kiértékelésnél tobb utas ANOVA modszert alkalmaztunk, a csoportok
Osszehasonlitisat Pearson korrelacioval végeztiik. Az abran csillaggal * (p < 0.05) és
kereszttel + (p < 0.05) jeloltiik a szignifikans kiilonbségeket a szilimarin port

szuszpendalt és oldott allapotban tartalmazo készitmények kozott.
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4.2.7. HO-1 enzim aktivitas

A HO-1 enzimszint valtozasat négy krémdsszetétel (III, IV, VIII, IX.) esetében
vizsgaltuk tovabb UVB sugarzas el6tt és utan. Az 21. abra mutatja, hogyan valtozik a
HO-1 aktivitds UVB sugarzast kovetden, illetve a krémekkel valo elé és utokezelés
soran. Az UVB sugarzast kovetéen a HO-1 enzim aktivitasa ndtt a kezeletlen
csoporthoz képest. A krémekkel vald eld és utdkezelés soran az enzimaktivitas
csOkkenést mutatott a kontrol csoportokhoz képest. A csokkenés mértéke szignifikans
volta VIII. és IX. 6sszetétel el6 és utokezelésében egyarant, illetve a IV. krémdsszetétel

elokezelésekor valamint a II1. készitmény utokezelésében.

5.3

HO-1 aktivitais nmol/bilirubin/60 perc/mg fehérje

21. abra. Tengerimalac bérszovetében mért HO-1 enzimértékek a szilimarin
tartalmu krémek (IIL., IV, VIIL., IX.) el6 és utokezelése soran, UVB sugarzas utan.
A HO-1 aktivitas mértékegysége mmol/bilirubin/60 perc/mg fehérje. Mindegyik érték
az atlagot £S.D mutatja, n=5. Az eredmények kiértékelésnél tobb utas ANOVA
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modszert alkalmaztunk, a csoportok dsszehasonlitasat Pearson korrelacioval végeztiik.
Az abran csillaggal * (p < 0.05) jeldltiik a szignifikans kiilonbségeket a kezeletlen

csoporthoz viszonyitva.
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5. Megbeszélés

5.1. Szilimarinolaj]-SMEDDS készitmények formulalasa és

terapias hatasanak vizsgalata

A megfeleld gyogyszerforma kialakitasa a peroralis olajok bevételét segitheti, a
hatéanyag biohasznosulasat novelheti. Munkank soran modern emulzidés format,
onmikroemulgedld rendszert alakitottunk ki szilimarin olajbol, mely nemcsak
vivérendszerként alkalmaztuk, hanem egyuttal a hatbanyagként is.

A SMEDDS-ben 1év6 olaj komponens tulajdonsadga és koncentracidja meghatarozo
elemei a gyogyszerformanak (Zidan és mtsai. 2007). Az dnemulgeald rendszerben az
olaj sajat terapias hatasa azaltal ndvekszik, hogy peroralis felszivodasa jelentosen
fokozodik (Gang és Yan 2011).

Az olajos fazis mellett a megfeleld feliiletaktiv anyag kivalasztasa is ndveli a hatdanyag
terapias hatasat az Onemulgeald rendszerben (Zidan és mtsai. 2007). Az
Osszetételiinkben Cremophor RH 40, Transcutol HP feliiletaktiv anyagot, kotenzidként
pedig Labrasolt és Capryol 90-et hasznaltunk. A formulalashoz alkalmazott feliiletaktiv
anyagok citotoxicitasat €és membran permeabilitdsra gyakorolt hatdsat a
munkacsoportunk elézéleg mar megvizsgalta, igy az eredmények alapjan keriiltek
kivalasztasra a jelenlegi munkaban (Ujhelyi és mtsai. 2012, Konsoula és Barile 2005).
El6z6 kisérleteink soran azt is megallapitottuk, hogy a feliiletaktiv anyagok
megvaltoztathatjdk a sejtmembran permeabilitasat és a paracellularis transzportot
(Ujhelyi és mtsai. 2012). Feltételezésiink szerint, a szilimarin olajbol és a megfeleld
feliiletaktiv anyagokbol formulalt oOnmikroemulgeald rendszer valosziniileg a
paracellularis transzportot is befolyasolta, igy nodvelve az olaj szdjon at torténd
biohasznosulasat.

A megfeleld gyogyszerforma kialakitdsa a hatdanyagok terapias hatdsat novelheti,
ugyanakkor a dozisat csokkentheti, erre a célra megfelel6 lehet az 6n (mikro) emulgeald
rendszerek kialakitasa. Ezt igazolja az, hogy allatkisérletekben, csak extrém magas
dozisban, 2000 mg/kg (patkany) (Batakov és mtsai. 2001) illetve 10 g/ kg (egér)
(Hermenean ¢és mtsai. 2015) mutatott védé hatast majszovetben szén-tetraklorid

toxikacio utan.
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Munkank sordn a szilimarin olaj-SMEDDS gyo6gyszerforma mar kisebb mennyiségi
olajtartalom esetén is terapias hatast mutatott. (500 mg/kg, 1000 mg/kg).

A kisérleteinkben szén-tetraklorid expoziciot kdvetden vizsgaltuk a szilimarin olaj
hepatoprotektiv hatdsit SMEDDS gyogyszerformaban. A szén-tetraklorid toxikacio
megemelte az ALT és AST értékeket az egeren végzett in vivo kisérletekben. A
szilimarin olaj-SMEDDS 0&sszetétel a magasabb dozisban (1000 mg/kg) mérsékelte a
szén-tetraklorid okozta szérum aminotranszferaz értékeket. Feltételezhet6en, a hatast
az valthatja ki, hogy a szilimarin olaj megtartja a majsejtek membranjanak strukturélis
integritasat. A hisztologiai vizsgélataink ezt a megallapitast szintén aldtamasztottak,
mivel a nagyobb doézisban adott szilimarinolaj-SMEDDS (1000 mg/kg) készitmény
mérsékelte a szén-tetraklorid okozta majkarosodast.

A szilimarin olaj-SMEDDS el6kezelés ugyanakkor antioxidans védelmet mutatott az
egér majszovetb6l mért antioxidans enzimértékek alapjan. A szén-tetraklorid okozta
expozicid az antioxiddns enzimek csOkkenését okozta, de a majhomogenizatumban
mért enzim aktivitasok (SOD, CAT, GPX, GR) néttek a szilimarin-olaj-SMEDDS
kezelést kovetden. Az antioxidans enzimszintek ndvekedésének egyik lehetséges oka a
szilimarinolaj linolénsav tartalma, amely az olaj egyik f6 komponense. A linolénsav az
endogén GSH oxidacidjat idézi eld, ami a szuperoxid anionok képzddést general. A
szuperoxid-anion egy kaszkadot elinditva, noveli a SOD termel6dést, mely emeli a maj
hidrogén-peroxid koncentraciojat, és ez a GPX és CAT reakciot katalizalja (Roy és
mtsai 1995).

A szilimarin-olaj SMEDDS készitmény az egér majszovetében ndvelte a GR szintet a
szén-tetraklorid okozta enzimszinthez képest, mely valtozas szintén a linolénsavhoz
kapcsolhatd. Az eredményeink dsszhangban vannak Choi és mtsai. megfigyeléseivel,
melyben a linolénsav izomerek GR noveld hatasat irta le. (Choi és mtsai. 2007).

A lipidperoxidacé végtermékének, az MDA szintjének ndvekedése jelzi a
szabadgyokok keletkezését (Fraga és mtsai. 1988). A szén-tetraklorid expoziciot
kovetben az antioxidans enzimek csokkenése az antioxidans védelmi rendszer
gyengiiléséhez vezetett, amely automatikusan az MDA koncentracio novekedését vonta
maga utan. A szilimarin-olaj SMEDDS el6kezelés csokkentette az MDA szintet, amely
a formulaci6 antioxidans hatasat feltételezi, melynek oka valdszinli az olajban 1évd

magas linolénsav, tokoferol és aszkorbinsav 2,6 dihexadekonat.
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5.2. Szilimarin port tartalmazé krémek formulalasa és

terapias hatasanak vizsgalata

A szilimarin rossz vizoldékonysaga a legfobb oka az alacsony biohasznosithatosagnak
ezaltal korlatja a bels6leges és kiilsdleges gydgyszerformak kialakitasdnak. (Woo és
mtsai.2007). Hung és mtsai. (Hung és mtsai 2010) megfigyelése szerint a Szilimarin
fobb antioxidans komponensei, a szilibinin, szilidianin és szilikrisztin, eltérd
lipofilitasuk ellenére alig valtoztatjdk meg a bor permeéciojat, vagyis a hatdanyag
bejutdsaban a segédanyagoknak kulcsfontossagu szerepe van.

Munkank soran megfeleld konzisztenciaval rendelkezd szilimarin port tartalmazo o/v
emulzids rendszerli krémeket formulaltunk.

A formulalas soran a szilimarin port szuszpenzidés formaban tartalmaz6 Gsszetételek
mellett sikeriilt olyan krémeket el6allitani, melyekben a hatéanyag oldott allapotban
volt. A szilimarin port Transcutolban oldottuk, amely jo szolubilizalo és penetraciot
fokozo anyag, ugyanakkor nem toxikus és a borrel biokompatibilis (Mura és mtsai.
2000).

A krémek eléallitasa soran kiilonb6z6 nemionos, amfifil tenzidet hasznaltunk, gy mint
Poliszorbat 60, Cremophor A6, A25, cukorészter SP50, SP70 ¢és PS750. Az emulzios
rendszerti kiilsOleges készitményeknél a megfeleld, penetraciét fokozd emulgens
kivalasztasaval novelhetjiik a készitmények penetracidjat. A feliiletaktiv anyagoknak
fontos szerepe van a szolubilizacidban is, ugyanakkor megvaltoztathatjak a
gyogyszerek biohasznosithatdsagat, hiszen befolyasoljak a hatdanyag abszorpcidjat €s
penetracidjat (Sziits és Szabo Révész 2012). A Franz diffuzids vizsgalatok eredményei
igazoltak, hogy a szilimarin port oldott allapotban tartalmaz6 krémekbdl a hatdanyag
felszabadulasa és membranon valo atjutasa Iényegesen jobb volt, mint a szuszpenzids
Osszetételeknek. Az in vitro membran diffuziés vizsgélatok soran azt is
megallapitottuk, hogy a membranon atjutott szilimarin mennyisége az emulgensként
cukor-észtert tartalmazo Gsszetételek esetében volt a legnagyobb.

hogy a gyogyszeradagolas biztonsagos legyen (Ujhelyi és mtsai. 2012). Ennek
érdekében, elséként in vitro biokompatibilitasi vizsgalatokat végeztiink (MTT teszt)
HeLa és HaCaT sejteken. A HeLa sejtek a human méhnyakrak megbizhaté modellje,

de kiils6leges készitmények vizsgalatara is hasznaljadk (Ujhelyi és mtsai 2015,
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Lewinska ¢s mtsai. 2014) A HaCaT sejtek alkalmasak arra, hogy megallapitsuk a
segédanyagok bor irritdcids potencidljat (Choi és mtsai. 2013). Az eredmények alapjan
megallapitottuk, hogy az Osszetételekben 1évé emulgensek hogyan befolyasolja a
krémek toleralhatdsagat Az MTT sejtéletképesség vizsgalatok sordn emulgensként
cukor-észtert tartalmaz6 készitmények biztonsagosabbnak bizonyultak, mint az
emulgensként Cremofort és poliszorbatot tartalmazé krémek.

Az in vivo biokompatibilitasi vizsgalatok soran bdrirritacios tesztet (TEWL teszt)
végeztiink az in vitro vizsgalatok soran megfelelének bizonyult krémdosszetételekkel
(11, V., VIL., 1X.). A mért TEWL értékek szerint a szilimarin krémek nem okoztak
borirritaciot a tengerimalac borén.

A szilimarin ismert antioxidans hatdsa alapjan terveztiik meg a kiilsdleges szilimarin
tartalmi krém antioxidans vizsgalatait. Az in vitro és in vivo kisérletekben 5 féle
antioxidans vizsgalatot végeztiink, mert szerettiink volna egy atfogoé képet kapni a
készitmények antioxidans hatasaval kapcsolatban, valamint megfeleléen alatdmasztani
a készitmény antioxidans hatasat. igy vizsgaltuk, a SOD, KAT, GPx illetve a MDA
szintek valtozasat. A szilimarin krémek vizsgalatai soran a HO-1 enzimszintet is
mértiik, mivel ilyen iranya vizsgalatot nem talaltunk az irodalomban. A tesztek
segitségével igyekeztiink az antioxidans védelmi vonal legjelentdsebb Iépéseit
feltérképezni.

Az in vitro antioxidans vizsgalatok soran a sejteket UVB sugarzasnak tettiik ki és
feltérképeztilk a szilimarin krém hatasat eld és utokezelésben ugy, hogy HaCaT
keratinocitak antioxidans enzim aktivitas értékeit meghataroztuk.

Az UVB sugarzas onmagaban csokkentette a GPx, SOD ¢s CAT enzimaktivitast,
ugyanakkor az MDA értéke nétt a kezeletlen csoporthoz képest. A szilimarin port
Transcutolban oldva ¢és emugensként SP50 és SP70 cukorésztert tartalmazo
készitmények (VIIL., IX.) eld és utokezelésben is az antioxidans enzimek ndvekedését
okoztak az UVB sugarzést kdvetden. E mellett a lipid peroxidacio végtermékének a
csOkkenése volt tapasztalhatd ezen készitmények alkalmazasakor.

Eredményeink Osszhangban vannak azzal, hogy a szilimarin dozistol fiiggden védo
hatast mutatott UV indukalt karosodas ellen human keratinocitakon az NF-kappa-B
aktivacio gatlasaval (Sailou és mtsai. 1999).

Az in vitro antioxidans tesztek eredményei szoros kapcsolatot mutattak az in vivo

vizsgalatokkal, melyet tengerimalac bdrén végeztiik el.
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A szilimarin krémek ¢l6 és utokezelése a tengerimalac borszovetében mért antioxidans
enzimszintek ndvekedését okozta UVB sugarzast kovetéen. Az MDA szint ugyanakkor
ezekben az esetekben csokkenést mutatott. Az in vitro €s in vivo eredmények igazoltak,
hogy a szilimarin tartalmi o/v emulzios krémek kivédik az UVB okozta oxidativ
stresszt, mely a hatéanyag antioxidans hatasaval dsszefliggést mutat. Megfigyelésiink
megegyezik Katiyar (Katiyar 2002) vizsgalataiban tapasztaltakkal, ahol a szilimarin
kiilsdleges hasznalata gatolta az UV okozta oxidativ stresszt egér borszovetben, UVB
besugarzasban. A kisérletekben a szilimarint alkoholban oldottak, de nem alakitottak
ki gyogyszerformat.

Svobodava és mtsai (Svobodava és mtsai. 2003, 2007) megfigyelései Szerint, a
szilimarin flavonoid komponensei, az UVA okozta oxidativ stressz bdrkarosodast
okoz6 hatasat mérsékelték. A kisérletek soran a szilimarin port DMSO-ban oldottak és
ennek hatasat vizsgaltak.

A HO-1 enzim szintjének nagymértékli ndvekedése szintén a stresszvalasz egyik jele a
kiilonbdz6 kornyezeti hatasokra (Paine és mtsai. 2010). Az UV-A és UV-B sugarzas is
magas HO-1 szintet hoz létre a sejtekben (Tyrell 2004, Xiang és mtsai. 2011).
Kisérleteink soran az UVB sugarzas utan a tengerimalac bérszovetében magas HO-1
értékeket mértiink. Ugyanakkor a szilimarin krém kezelése nem befolyasolta a HO-1
enzim értékeket dsszehasonlitva a kezeletlen csoporttal. Feltételezésiink szerint, abban
az esetben, mikor a szilimarin krémmel torténd kezelés soran az antioxidans enzimek
nagymértékben aktivalodnak (oldott hatdoanyag bejutas esetén), az aktivalt antioxidans
enzim rendszer gyorsan eliminalja a szabad gyokoket, ezért a HO-1 enzim ekkor nem
képes aktivalodni.

Osszefoglalva, megallapithatjuk, hogy a Silybum marianumot szuszpendalt vagy oldott
formaban tartalmazo kiils6leges készitmények el6 és utokezelésben gatoltdk az UV-B

sugarzas okozta oxidativ stresszt, szOrtelen tengerimalac bdrében és HaCaT sejteken.
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6/A Osszefoglalas

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

Megallapitottuk, hogy a szilimarinolaj-SMEDDS gyogyszerforma csokkentette a szén-
tetraklorid intoxikaci®6 okozta majenzim értékeket és az antioxidans enzimszintek
emelkedését egér majszoveten.

A szilimarin olajat tartalmaz6 SMEDDS készitmények hepatoprotektiv hatasat
hisztopatologiai vizsgalatokkal is igazoltuk egér majszoveten szén-tetraklorid
toxikaciot kovetden.

Eredményeink ramutattak arra, hogy a szilimarin-olaj SMEDDS 0sszetételek nagy
valosziniiséggel a lipid-peroxidacidt megakadalyozzak és stabilizaljak a majsejtek
membranjat, ezzel védi ki a szén-tetraklorid okozta majkarosodast.

Vizsgalatainkat Osszegezve megallapithatjuk, hogy a szilimarin-olaj SMEDDS
készitmény sz4jon 4t torténd adagoladsanak majvédo hatdsa van.

Munkank masodik felében olyan szilimarin port tartalmazo, megfelelé konzisztenciaja
o/v krémeket formulaltunk, amely penetraciot fokozo anyagokat tartalmaz. Az in vitro
membran difftzids vizsgalatok eredményei igazoltdk, hogy az Osszetételben 1&vo
Transcutol- mely segitette a szilimarin por oldddasat is- egyiittesen a cukor-észter
tipustt emulgenssel noveli a hatéanyag atjutasat a diffiziés membranon.

A szilimarin port oldott allapotban tartalmazo krémek ¢l6 és utokezelésben is megfeleld
antioxidans aktivitast mutattak, az UVB indukalta oxidativ stressz ellen, tengerimalac
modelen és HaCaT sejteken. Az utdkezelés szignifikans hatasa azért is kiemelkedd,
mert a szilimarin krémek hatékony kezelési lehetdséget jelenthetnek borartalmak
kezelésére.

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

az in vivo allatkisérletekkel egylitt a human klinikai vizsgdlatok megjosolhatoak.
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6/B Summary

In the first part of our experiments SMEDDS preparation containing silymarin oil was
formulated in which the oil component was also the active substance.

We determined that the silymarin oil-SMEDDS dosage form diminished hepatic
enzyme levels and elevated antioxidant enzyme levels in mouse liver tissue against
carbon tetrachloride intoxication.

The hepatoprotective effect of SMEDDS containing silymarin oil was also verified by
histopathological investigations on mouse liver tissue after carbon-tetrachloride
toxicity.

Our results showed that silymarin oil-SMEDDS compositions prevent carbon-
tetrachloride induced hepatotoxicity presumably by the inhibition of lipid peroxidation
and the membrane stabilization of hepatocytes.

To summarize our investigations we can conclude that per oral use of silymarin oil
SMEDDS preparations have hepatoprotective effect.

In the second part of our work o/v creams containing silymarin powder and penetration
enhancers were formulated with appropriate consistency. The results of in vitro
membrane diffusion studies justified that Transcutol — which also helped in the
dissolution of silymarin powder- with sugar-ester type emulgents elevated the amount
of active substance across the diffusion membrane.

The pre and post-treatment of creams containing silymarin powder in dissolved form
showed sufficient antioxidant activity against UV-induced oxidative stress in guinea
pig model and HaCaT cells. Significance of post-treatment is outstanding because
silymarin creams may provide alternative potentials against solar UV radiations. In
vitro and in vivo data did not showed total correlation during our experiments. It can
be concluded that evaluation of in vitro data alone is not sufficient but complemented

with in vivo animal experiments may anticipate that possibility of human clinical trials.
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7.3. Abrajegyzék

1. abra. A hatdanyag felszivodasanak eldsegitése a BCS besorolas alapjan (forras:

Antal 1. el6adas 2008)
2. abra. A kisérletes munka vazlata (sajat szerkesztés)

3. abra. Silybum marianum

/forras: http://evgyogynovenye.hu/2013 _mariatovis /Letoltve: 2016. 10.11.

4. abra. Szilimarin fobb komponenseinek kémiai strukturaja (Kuki €s mtsai 2012)
5. abra. A szilimarin alacsony biohasznosuldsanak okai (Javed és mtsai 2011)

6. abra. A szilimarin biohasznosulasanak novelése (sajat szerkesztés)

7. abra. A mikroemulzios rendszer elhelyezkedése a terner rendszerben

(forras: Ujhelyi Z. :Ertekezés. 2014)

8. abra. UV sugarzas okozta borrak kialakulasanak sematikus abrdzolasa, a szilimarin

hatasa az UV sugarzas okozta boérdaganatok kialakulasara (Vaid és Katiyar 2010)

9. abra. Propilén-glikol kémiai szerkezete. /forrés:
http://www.donauchem.hu/Products-Solutions/ProductView.aspx?productld=105
Letoltve: 2017.01.12.

10. abra Transcutol kémiai szerkezete [forras:

http://lwww.gattefosse.com/en/applications/transcutol-p.html/ Letoltve: 2016.01.29.

11. abra. A 2. sszetétel pszeudoterner fazisdiagramja. A diagramon lathatd s6tét rész

szemlélteti a mikroemulzids zonat (sajat szerkesztés)
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12. abra. A majhomogenizatumbol mért GSH értékek valtozasa szilimarinolaj-
SMEDDS kezelés (1000 mg/kg, 500 mg/kg) utan és szén-tetraklorid (1 ml/kg)

intoxikéacidban (sajat szerkesztés)

13. dabra. A majhomogenizatumbdl mért MDA értékek valtozésa szilimarinolaj-
SMEDDS kezelés (1000 mg/kg, 500 mg/kg) utan és szén-tetraklorid (1 ml/kg)

intoxikéacidban (sajat szerkesztés)

14. abra. A szilimarinolaj-SMEDDS kezelés (1000 mg/kg, 500 mg/kg) és szén-
tetraklorid intoxikdcid (Iml’kg) hatasa egér majszovetre, annak hisztopatologiai

valtozasai (sajat szerkesztés)

15. abra. A szilimarin krém Osszetételek (I-X) ellenallasa, kompresszids erdben (N)

kifejezve (sajat szerkesztés)

16. abra. A szilimarin por felszabadulasa a készitményekbdl (I-X), IPM-mel

impregnalt celluloz-acetat membranon keresztiil (sajat szerkesztés)

17. abra. Az MTT teszt sejtéletképesség eredménye HaCat és Hela sejteken a

szilimarin tartalma krémosszetételek (1-X) kezelése utan (sajat szerkesztés)

18. abra. Tengerimalac hatan végzett in vivo bOr irritacios teszt eredménye. A TEWL
értékek valtozasa a szilimarin tartalma krémek kezelése elott és utan 24 oraval (sajat

szerkesztés)

19 (a-d) abra. A szilimarin tartalma krémek (II1, IV, VIII, IX) el6 és utokezelésének a
hatdsa kiilonb6z6 antioxidans enzim aktivitdsra HaCaT sejtvonalon, UVB sugarzas

utédn (sajat szerkesztés)
20. (a-d) abra. Tengerimalac bOrszovetébél mért antioxidans enzimaktivitasok értéke

a szilimarin tartalmu krémek (II1, IV, VIII, IX) el és utokezelése soran, UVB sugarzas

utan (sajat szerkesztés)
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21. abra. Tengerimalac bdérszovetében mért HO-1 enzimértékek a szilimarin tartalmu

krémek (I11., TV, VIIL., IX.) el6 és utokezelé¢se soran, UVB sugérzas utan
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7.4. Tablazatok jegyzéke

1. tablazat: A szilimarin krémek formulalasdhoz felhasznalt cukor észterek tipusai

(sajat szerkesztés)

2. tablazat. A szilimarin olajat tartalmazo kiilonb6z6 SMEDDS 6sszetételek (sajat

szerkesztés)

3. tablazat. A szilimarin olajat tartalmazo SMEDDS kisérletek kezelési protokollja

egeren végzett in vivo vizsgalatokban (sajat szerkesztés)

4. tablazat. A szilimarin port tartalmazé o/v emulziés krémek Osszetétele (sajat

szerkesztés)

5. tablazat. Szilimarin olaj-SMEDDS (1000 mg/kg, 500 mg/kg) készitmények és szén-
tetraklorid (1 ml/kg) intoxikéacio hatdsa az szérumban mért AST és ALT enzimszintre

(sajat szerkesztés)
6. tablazat. A majhomogenizatumbol mért antioxiddns enzimértékek valtozasa
szilimarinolaj-SMEDDS kezelés (1000 mg/kg, 500 mg/kg) utan és szén-tetraklorid

(1ml/kg) intoxikacioban (sajat szerkesztés)

7. tablazat. Az Osszetételek (I-X) szilimarin felszabadulasi ratdjanak és difftzids

koefficiens értékei. Mindegyik érték az atlagot £S.D mutatja, n=5. (sajat szerkesztés)
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8/A Targyszavak

Silybum marianum, Onemulgeald rendszerek, HeLa-sejtvonal, HaCaT-sejtvonal,

MTT, Antioxidans rendszer, HO-1 enzim

8/B Keywords

Silybum marianum, Self-emulsifying systems, HeLa cellline, HaCaT celline, MTT,

Antioxidant system, HO-1 enzyme
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9. Koszonetnyilvanitas

Szeretném megkoszonni témavezetémnek Dr. Vecsernyés Miklésnak a szakmai
segitséget és tamogatast.

Halas vagyok Dr. Bacskay Ildikénak a hossz éveken at tartd szakmai és barati
tamogatasaért.

Koszonetet szeretnék mondani kozvetlen kollégaimnak, akik alkalomadtdn szintén
sokat segitettek a kutatomunkam kivitelezésében:

Dr. Ujhelyi Zoltan

Dr. Fenyvesi Ferenc

Dr. Réti-Nagy Katalin

Dr. Roka Eszter

Dr. Sinka David

Dr. Varadi Judit

Dr. Vasvari Gabor

Vaszily Maria
Koszonetet szeretnék mondani az in vivo allatkisérletekben nyujtott segitségért az
alabbi kollégaknak:

Dr. Juhasz Béla, Dr. Bombicz Mariann, Dr. Priksz Daniel, Dr. Varga Balazs

Szeretnék koszonetet mondani csaladomnak, akik minden koriilmények kozott

tamogattak.
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10. Fuggelék

10.1. Tamogatas

Jelen kutatast a Magyarorszag-Romania hataron atnyald egyiittmiikodési program
2007-2013 tamogatta (HURO/0901/058/2.2.2.), valamint a TET-14-FR-1-2015-0031-
Balaton-projekt.

Munkankat tovabba a GINOP-2.3.2-15 szamu, valamint a Kutatasi infrastruktura
megerdsitése — nemzetkdziesedés, halézatosodas cimii, GINOP-2.3.3-15-2016-00021

szamu palyazatok is tdmogattak.
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10.2. Az értekezés alapjaul szolgalo kozlemények
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