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Absztrakt

A szervezetlinket ér¢ reaktiv oxigén gyokok olyan sulyos betegségek kivaltoi lehetnek, mint példaul
kilonbozé hiperproliferativ bérbetegségek vagy akar a bér daganatos elvaltozasa. Néhany gydgyno-
vény kivonat széles korben elterjedt antioxidans forrasként tobb készitményben is megtalalhato. Az
antioxidans terapia szerepe egyre jelentésebb a kiilonb6z6 gyulladassal jard folyamatokban. Kilonbo-
z6 innovativ formulacidk lehetdséget biztositanak a fitofarmakonok hatasanak novelésére. A Plantago
lanceolata bioaktiv vegyileteinek gyulladascsdkkentd, antioxidans és baktericid hatdsa egyarant jol
ismert. Az alabbi kisérletsorozat célja egy olyan Uj tipusu folyadékkristaly rendszer formulalasa volt,
amely amellett, hogy megvédi a Plantago lanceolata kivonatot annak hidrolitikus bomlasatél, néve-
li az extractum biohasznosulasat is. Tekintettel arra, hogy a gydgyszerkészitmények biztonsagossaga
kiemelked6en fontos szempont a gyogyszerformulalas soran, az alkalmazott segédanyagokat és 6sz-
szetételeket, azok biokompatibilitasat, kiilonbdzé in vitro mddszerekkel vizsgaltuk human keratinocita
(HaCaT) sejtvonalon. Az elézetes citotoxicitas vizsgalatok alapjan a kivalasztott fellletaktiv anyagaink a
Labrasol, Lauroglycol 90, és Gelucire 44/14 voltak. A P. lanceolata kivonat kioldédasi sebességét Franz
difflzios cella segitségével hataroztuk meg. A gyogyszerhordozd rendszerek antioxidans tulajdonsaga-
it MDA (malonaldehid), valamint DPPH (2,2-difenil-1-pikril-hidrazil) antioxidans tesztekkel vizsgaltuk.
Eredményeink alapjan a formulalt készitmények a hatdoanyag gyors felszivédasat biztositjak azaltal, hogy
az alkalmazott penetraciofokozé segédanyagok reverzibilisen modositjak a stratum corneum barrier
tulajdonsagait. Ezek a segédanyagok nem csak biztonsagosan alkalmazhatok és jol toleralhatok, de
elényds tulajdonsagaik révén képesek a hatdanyag jobb biohasznosulasa altal javitani a készitmények
hasznalhatésagat.

Kulcsszavak: Folyadékkristalyos rendszerek, Plantago lanceolata, Penetraciéfokozok, antioxidans, DPPH
teszt, Sejtéletképességi vizsgalatok, MTT teszt, ROS; MDA; RTCA; TEER; HaCaT sejtvonal

FORMULATION OF NoOVEL LiQuiD CRYSTAL (LC) FORMULATIONS WITH SKIN-PERMEA-
TION-ENHANCING ABILITIES OF PLANTAGO LANCEOLATA (PL) EXTRACT AND THEIR ASSESS-
MENT ON HACAT CELLS

Abstract

Exposure to reactive oxygen species can easily result in serious diseases, such as hyperproliferative
skin disorders or skin cancer. Herbal extracts are widely used as antioxidant sources in different com-
positions. The importance of antioxidant therapy in inflammatory conditions has increased. Innovative

* A levelez6 szerzé elérhetésége: Debreceni Egyetem, Gydgyszerésztudomdnyi Kar, Gydgyszertechnoldgiai Tan-
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formulations can be used to improve the effects of these phytopharmacons. The bioactive compounds
of Plantago lanceolata (PL) possess different effects, such as anti-inflammatory, antioxidant, and bacteri-
cidal pharmacological effects. The objective of this study was to formulate novel liquid crystal (LC) com-
positions to protect Plantago lanceolata extract from hydrolysis and to improve its effect. Since safety
is an important aspect of pharmaceutical formulations, the biological properties of applied excipients
and blends were evaluated using assorted in vitro methods on HaCaT cells. According to the antecedent
toxicity screening evaluation, three surfactants were selected (Gelucire 44/14, Labrasol, and Laurogly-
col 90) for the formulation. The dissolution rate of PL from the PL-LC systems was evaluated using a
Franz diffusion chamber apparatus. The antioxidant properties of the PL-LC systems were evaluated with
2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and malondialdehyde (MDA) assessments. Our results suggest
that these compositions use a nontraditional, rapid-permeation pathway for the delivery of drugs, as
the applied penetration enhancers reversibly alter the barrier properties of the outer stratum corneum.
These excipients can be safe and highly tolerable thus, they could improve the patient’s experience and
promote adherence.

Keywords: liquid crystals; Plantago lanceolata; penetration enhancers; antioxidant and anti-inflammato-

ry effects; DPPH test; cytotoxicity investigation; MTT test; ROS; MDA; RTCA; TEER; HaCaT cells

BEVEZETES

A cuAz emberi bér, mint elsédleges védelmi vonal
szamos kornyezeti hatastél, tobbek kozt a reaktiv
oxigén gyokok (ROS) karos kovetkezményeitdl
védi szervezetiinket.! Bar a reaktiv oxigéngydkok
patogén hatasanak pontos mechanizmusa jelen-
leg még nem teljesen ismert, szerepik bizonyos
sulyos korképek, mint hiperproliferativ bérbeteg-
ségek vagy bdrrak kialakulasaban mar egyértel-
mien bizonyitott.” Az elmdlt évtizedekben sza-
mos erdfeszités iranyult a ROS behatas csokkenté-
sére és/vagy semlegesitésére.’ A 200-280 nm hul-
ldamhosszu UV-C sugarzas gyakran eredményezheti
a reaktiv gyokok kialakulasat.” Mivel az UV-C olyan
ionizal6 sugarzas, amely erés mutagénként a fent
emlitett immunmedialt betegségeket, vagy akar
bdrrakot is okozhat. A jellemzéen gyakori UV-C
expozicié miatt a sugarzas csokkentése azonban
jelenleg sajnos lehetetlennek tané feladat. Mind-
ezek alapjan innovativ fejlesztésl antioxidans tera-
pia hatékony megoldasnak bizonyulhat.

A gyogynovények a bennik talalhaté hasznos
kémiai anyagoknak kdszénhetben alapvetd szere-
pet téltenek be az egészség megbrzésében.” A
Plantago nemzetségbe tartozd kozel 275 faj kozil
az egyik legfontosabb a Plantago lanceolata (PL),
magyar nevén landzsas Gtifd.° A P. lanceolata bio-
aktiv komponensei kilonféle farmakoldgiai tulaj-
donsagokkal rendelkeznek, beleértve a gyulladas-
csokkentd, vizelethajto, antibakterialis,” hepato-

protektiv® és antioxidans’ hatisokat. A gyogy-
aszatban napjainkban leginkdbb légzérendszeri
betegségek, tovabba borsérilések kezelésére
alkalmazzak.”” A népgydgyaszat évszazadokon
keresztil hasznalta sebek, égések kezelésére, vér-
zéscsillapitasra is.”’

A P. lanceolata f6 aktiv komponense a feniletanoid-
glikozidok kdzé tartozé verbaszkozid (akteozid).””
Bar kodzismerten kivalo biztonsagi profillal rendel-
kezik, a hidrolizisre val6 hajlambdl addédd gyenge
kémiai stabilitasa korlatozza a gyogyszertechno-
l6giai felhasznélhatdsagat.”” Szdmos elbnyds
hatasanak ellenére az akteozid magas hidrofil jel-
lege miatt limitaltak a lehetséges alkalmazasi
modszerek.’# A fent emlitett korlatok kikiiszobolé-
sének érdekében folyadékkristaly rendszereket
formulaltunk, melyek amellett, hogy védik a P.
lanceolata kivonatot a hidrolizistdl, fokozzak annak
hatasait is.

A folyadékkristalyok nem kovalens kotéssel kap-
csolodd molekulak kiléonbozé molekularis orien-
glkbdl adddoan részben folyadékokra, részben
pedig kristalyokra jellemzé tulajdonsagokat
mutatnak, tovabba képesek szolubilizalni az olaj-
és vizoldhato vegyiileteket egyarant.’® A folyadék-
kristalyok altalaban vizbél vagy esetleg olajbdl,
illetve egy, vagy tobb tenzidbdl képzdédnek meg-
hatarozott koncentracio és hdmérséklet-tarto-
manyban.”” Mivel a feliiletaktiv anyagok egy meg-
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hatarozott csoportjanak egyértelm( penetracio-
fokozé hatédsa van, ezen segédanyagok kordilte-
kint6 megvalasztasa ellensulyozhatja az észter
tipusu vegydliletek karos hatasat. A kémiailag indu-
kalt sejtmlkodés megvaltoztatasa elényds lehet.
A penetraciéfokozéd segédanyagok sejtéletképes-
ségre és cellularis transzportra gyakorolt hatasa
egyarant meghatarozhatd in vitro korilmények
kozott. A vegyuletek, sejt-sejt kozotti szoros kap-
csolatanak kialakitdsdban résztvevd junkcids
fehérjékre (ZO-1, claudin-1, béta-catenin stb.), és
ezaltal a paracellularis integritas novelésére gya-
korolt hatasat mar korabban leirtak.”® Hatékony-
saguk mértéke a segédanyagok és Osszetételek
fizikai tulajdonsagaitol és kémiai szerkezetétdl
egyarant fligg.”” Hasonlo6 szerkezetek esetén, ha a
hidrofil fejet polietilénrdl propilén-glikolra cserél-
juk, a citotoxicitas f6 meghatarozo tényezdje a
monoészter tartalom és a szénlanc hossza lesz.”?

Azonban nem csak a szénlanc hossza befolyasolja
a bélbdl torténd felszivodas mértékét, hanem sza-
mos mas szerkezeti paraméter is, mint példaul az
észterez6dés mértéke, a telitetlenség helyzete,
vagy a szubsztituensek tipusa, melyek egyarant
befolyasolhatjak a fellletaktiv anyagok penetra-
ci6fokozé hatasat.”’

Kisérletsorozatunk célja egy olyan biztonsagos
gyogyszerforma kialakitasa volt, melybdl a
Plantago lanceolata kivonat boron keresztil tor-
ténd felszivodasa fokozott. A béron keresztil tor-
téné gyogyszerbevitel soran két f6 kihivassal kell
szembenéznlink. Tekintettel arra, hogy a helyi
gyogyszeres terapiaval szembenibeteg compliance
alacsony, a hatdéanyag szolubilizacidja, valamint a
szarurétegen keresztil torténé megfelelé penet-
raciéja mellett kiemelten fontos a kezeléssel szem-
ben tanusitott beteg adherencia is. A kilonb6zé
gyogyszertetchnoldgiai segédanyagok az el6zé-
ekben emlitett kihivasok kiklszobolésében is
segithetnek.??

Kutatasunk célja PL tartalmu folyadékkristaly
rendszerek formulalasa és vizsgalata volt. Az LC
rendszerek formulalasaval a hatbanyag védelmén
kivil noveltik annak biohasznosulasat is. A
preformulaciés vizsgalatok alapjan harom kulon-
boz6 penetraciofokozd segédanyagot (Labrasol,
Lauroglycol 90, és Gelucire 44/14) tartalmazé
dsszetételbdl valasztottunk ki négyet.”* Mivel a

gyogyszerkészitmények biztonsagossaga elen-
gedhetetlen szempont, az alkalmazott segédanya-
gok és osszetételek bioldgiai tulajdonsagait RTCA
(Real-Time Cell Electric Sensing), illetve MTT
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-
bromid) sejtéletképességi teszttel vizsgaltuk
human keratinocita (HaCaT) sejtvonalon.?? A sejt-
vonalat széles korben alkalmazzak helyileg alkal-
mazott gyogyszerkészitmények citotoxicitasanak
in vitro modellezésére.”> A hiperproliferativ bér-
betegségek in vitro modelljeként IL-1 és TNF-alfa
indukalt keratinocitakat hasznaltunk.“® A formulalt
PL-LC rendszerek hatasanak vizsgalatahoz a
keratinocita sejtekben UV-C sugarzassal indukalt
oxidativ stresszt valtottunk ki. A gydgyszerhor-
dozé rendszerek antioxidans tulajdonsagait MDA
(malonaldehid), valamint DPPH (2,2-difenil-1-
pikril-hidrazil) antioxidans tesztekkel vizsgaltuk.
Kisérleteink eredményei nem csak a kilonbdzé
penetraciéfokozd segédanyagokat tartalmazéd
formulaciok hatékonysagbeli kilonbségét, de
azok hiperproliferativ borbetegségek kezelésében
torténd alkalmazasanak eldnyeit is bizonyitottak.

EREDMENYEK
Folyadékkristaly rendszerek formulalasa

A folyadékkristalyok kialakulasanak paramétereit
pszeudoterner fazisdiagram segitségével hataroz-
tuk meg. A Labrasol/Lauroglycol 90 (6:1)/Gelucire
44/14/viz pszeudoterner diagram az 7. dbran lat-
hato. Annak érdekéeben, hogy a viztartalomnak a
folyadékkristalyos szerkezetre gyakorolt hatasat
tanulmanyozzuk, kilonbozé viztartalmu (10% -
90%) mintakat készitettlink. A titralas soran féoként
mikroemulziok képzédtek. Amikor a viz aranya
90% folé emelkedett makroemulziok alakultak ki,
fuggetlendl a Labrasol/Lauroglycol 90 és Gelucire
44/14 fellletaktiv anyagok aranyaitél. Ezzel szem-
ben folyadékkristalyos rendszerek csak az dssze-
tevok egy bizonyos, szUkebb tartomanyaban
keletkeztek, amikor a keverék Labrasol/Lauroglycol
90 tenzid part 10% alatt tartalmazott. A diagram
alapjan négy kilonbozé Osszetételt valasztottunk
ki a Labrasol/Lauroglycol 90 allandd 6:1 aranyaval
tovabbi vizsgalatokra. A formulacidk tisztak és sta-
bilok voltak 4,1-9,9%-o0s Labrasol/Lauroglycol 90,
valamint 31,1% — 52%-0s Gelucire 44/14 tartoma-
nyokban. A kivalasztott PL kompozicidkat az 7. tab-
lazat mutatja.
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In vitro kioldodas vizsgalat

A 2. dbra a szintetikus celluléz-acetat membranon
keresztll diffundalt PL-kivonat szazalékos aranyat
mutatja az id6 fliggvényében. Az dsszetételekbdl
felszabadult hatoanyag mennyisége alapjan az
alabbi csokkend sorrendet allitottuk fel: PL-LC 2 >
1 > 4 > 3. Eredményeink alapjan jobb hatéanyag
kioldodas tortént azokbdl a készitményekbdl,
melyek a Labrasol/Lauroglycol 90 tenzid parbdl
tobbet tartalmaztak. A legjobb diffuziét az I. és Il
kompozicio esetéeben sikerllt elérni, ahol a felllet-
aktiv anyagok tartomanya 9,9% és 7,8% volt, a dif-
fundalt PL-kivonat mennyisége pedig meghaladta
az 50% -ot. A lll. és a IV. kompozicio esetében,
amelyek kevesebb felliletaktiv anyagot tartalmaz-
tak, rosszabb hatdanyag diffuziét tapasztaltunk, a
felszabadult gyogyszer mennyisége 40% alatt volt.

HaCaT sejtproliferacios vizsgalat

A proliferaciés vizsgalatokat 104/200 pL sGrlség-
gel szélesztett HaCaT sejteken végeztik az
xCELLigence Real-Time Cell Analyzer (RTCA) segit-
segével. A 3. dbra szemlélteti a vizsgalt mintak
kozott tapasztalt jelentds kiilonbségeket. A HaCaT
sejtproliferacié impedancia mérésen alapulé meg-
hatarozasa azonban a sejtindex nyilvanvalé nove-
kedését mutatta mindegyik esetben eltérd
proliferaciés kinetika mellett. Mig a kezeletlen
HaCaT sejtek hét nap elteltével alakitottak ki a
konfluens monolayer sejtréteget, az IL-1-béta - és
a TNF-alfa stimulalt keratinocitak (PSmHaCaT) a
gyors proliferacio kovetkeztében hamarabb elér-
ték a platofazist. Ezen felil a PSmHaCaT
keratinocitdk magasabb sejtindex értékeket
mutattak ebben a szakaszban. Ennek megerésité-

1. tablazat: A kivalasztott folyadékkristalyos rendszerek dsszetételei a pszeudoterner fazisdiagramok alapjan

PL-LC Osszetétel Plantago

Extractum

1.25 mL (4.95%)
1.6 mL (4.92%)
11 mL (5.09%)
1.5 mL (5.00%)

A W N =

Gelucire 44/14

10 mL (39.60%)

10 mL (31.15%) 2.5 mL (7.79%
11.25 mL (52.08%)
11.25 mL (37.50%)

Labrasol/ Viz
Lauroglycol 90

2.5mL (9.90% 11,5 mL (45.55%
18 mL (56.08%
8 mL (37.04%

(

16 mL (53.33%

1.25mL (5.79%

)
)
)
125 mL (4.17%)

)
)
)
)

PL-LC1

PL-LC3

Labrasol /Lauroglycol 90 (6:1)

PL-LC2

PL-LC4

Water

y

—

I PlantagoL. extraktum [ Gelucire 44/14 [l Labrasol:Lauroglycol 90 (6:1) [] Viz

Gelucire 44/14

y

1. dbra. Labrasol/Lauroglycol 90 (6:1)/Gelucire 44/14/viz rendszer pszeudoterner fazisdiagramja; a sotétkék terilet a folyadék-
kristalyok képzddésének tartomanyat jeldli (LC). A kivalasztott Plantago lanceolata (PL)-LC Osszetételek (I-IV) komponenseinek

aranya
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3. dbra. HaCaT sejtproliferacié impedancia alapt méréseinek eredménye
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4. abra. Transepithelialis elektromos ellenéllas (TEER) mérés eredményei
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sére a sejtek transzepithelialis elektromos ellenal-
lasat (TEER) is mértik, mely mérések eredménye
0sszhangban van az RTCA tesztekkel. Amint az a
4. abran is lathatd, magasabb TEER értékeket figyel-
tink meg a PSmHaCarT sejteknél, mint a kezeletlen
keratinocitak esetében.

MTT sejtéletképesség vizsgalat

A biztonsagos alkalmazas biztositasanak érdeké-
ben MTT citotoxicitads vizsgalatokat végeztiink
HaCaT sejtvonalon. A formulacidk citotoxicitasat
klonb6zd koncentracidkban vizsgaltuk. Az egyes
OsszetevOket szintén teszteltlik kilon-kilon. Az
5. dbran lathatd, hogy a készitett LC rendszerek,
illetve azok alkatrészei sem befolyasoltak jelent6-
sen a sejtéletképességet. A sejtéletképesség még
magasabb koncentraciok esetében is 50% felett
volt a negativ kontrollhoz képest (foszfat-puffer,
PBS). Megallapitottuk, hogy az dsszes kompozicid
jol toleralhatd. Nem tapasztaltunk szignifikans
kalonbséget az LC-rendszerekkel, illetve a negativ
kontrollként alkalmazott PBS-sel kezelt csoportok
esetében, bar mind kozil a Il. dsszetétel csokken-
tette legkevésbé a sejtéletképességet.

DPPH gyokfogo aktivitas vizsgalat
A vizsgalat alapja a DPPH szabadgyok antioxidans

jelenlétében torténd szinvaltozasa. A folyadékkris-
taly rendszereket Plantago lanceolata kivonattal,

illetve anélkul is vizsgaltuk. Kontrollként a megfe-
lel6 vak formulacidkat és 5% Plantago lanceolata
kivonat vizes diszperzidjat (CE) alkalmaztuk. Mint
azt mar koradbban leirtuk, a formulalt LC mintak
szintén 5 v/v% PL kivonatot tartalmaztak. Az anti-
oxidans aktivitas szazalékos aranyat DPPH teszttel
mértik. A DPPH gyokfogd aktivitast Brand-
Williams és munkatarsai altal leirt modszer alapjan
mértiik.?/ Eredményeink alapjan szignifikans
kalonbségeket tapasztaltunk a vizsgalt csoportok
kozott, melyet a 6. dbran csillaggal jeldltink. Az
elvégzett vizsgalat megerositette, hogy az 6sszes
kompozicio képes jelentésen gatolni a DPPH oxi-
daciojat. Megallapitottuk, hogy az I. és a Il. 6ssze-
tételek a leghatékonyabbak, ezzel szemben a IV.
Osszetétel mutatta a legkisebb aktivitas, bar anti-
oxidans kapacitasa igy is jelentésen magasabbnak
bizonyult, mint a kontroll csoporté (CE).

Lipidperoxidacié (MDA) vizsgalat

A formulaciok UV sugéarzassal szembeni véddha-
tasat HaCar, illetve PSmHaCaT sejteken vizsgaltuk.
Az in vitro antioxidans aktivitds mérések eredmé-
nyeit a 7. dbra mutatja be. Az MDA szintjében mért
kulénbségek megerdsitették a P. lanceolata kivo-
nat antioxidans hatékonysagat, és a megfelel6en
kivalasztott komponensek fontossagat egyarant.
Amellett, hogy az 6sszes formulacié csokkentette
az MDA szintet a kontroll csoportokhoz képest,
azt tapasztaltuk, hogy az I. Osszetétel (a legna-
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5. abra. A formulaciok, illetve azok komponenseinek toxicitas vizsgalata HaCaT sejtvonalon. Pozitiv kontrollként Triton-X-100-

at; negativ kontrollként foszfat-puffert (PBS) hasznaltunk
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gyobb penetraciofokozd segédanyag tartalom-
mal) esetében jelentdsebb ez a csdkkenés.

UV-C expozicio HaCaT sejteken

Az LC-PL kompoziciék UV-C besugarzas elleni
hatasat HaCaT, illetve stimulalt keratinocita
(PSmHaCaT)  sejtvonalakon  vizsgaltuk. A
formulaciok Osszetételét annyiban modositottuk
(2. tablazat), hogy desztillalt viz helyett azonos tér-
fogatu DMEM sejtkultaras médiumot hasznaltunk
a viz karos hatasainak elkerilése érdekében. A
8. abra az UV-indukalt oxidativ stresszt koveto sejt-
életképességet mutatja. Az elsd kisérletben nem
alkalmaztunk PL-LC kezelést. Az eredmények ala-
tamasztottak az UV-C sugarzas kiilénboz6 sejtvo-
nalakra kifejtett karos hatasat, tovabba megfigyel-
tuk, hogy 6 perc UV-C expozicié a sejtéletképes-
ség jelentds csokkenését eredményezte. A sugar-
zas altal stimulalt proliferaciés valtozasokat
MTT-teszttel vizsgaltuk az expoziciot kovetd 12.,
24. és 48. éraban. Azt tapasztaltuk, hogy 6 perc
UV-C expozicio robusztus PSmHaCaT sejt-
proliferaciét eredményezett. Két nap elteltével az
UV-C-stimulalt PSmHaCaT sejtek életképessége
meghaladta a kezeletlen sejtek életképességét. A
9. dbra PL-LC-vel kezelt sejtek életképességét
mutatja 6 perc UV-C expozici6 okozta oxidativ
stressz utan. Az eredmények alapjan a PL-LC keze-
lés részben gatolta az UV-C sugarzas karos hata-
sait. A Plantago kivonat antioxidans hatasa mellett
a Labrasol/Lauroglycol 90 penetraciéfokozo
hatasa is érvényesiilt, mivel az I. és Ill. kompozicio-
bol, amelyek a tenzid part nagyobb koncentracio-
ban tartalmazzak, idéegység alatt nagyobb meny-
nyiségu hatoéanyag kerilt a sejtekbe, ndvelve ezzel
a sejtéletképességet. Az atfogd elemzés kimu-
tatta, hogy ugyan az LC-PL kezelés nem képes tel-
jes mértékben megvédeni a keratinocitadkat, a
PSmHaCaT sejtek esetében megfigyelt UV-C expo-
zicié okozta hiperproliferaciot azonban megeldzte.

CE (5 vIv%); 18,547
*

\[]H”]H LC-4; 1,964 LC-PL 4; 30,057

IO wc-3; 5,785
*
I -2; 6,264

LC-PL3 ;34245

LC-PL2 ;47398
*
Il Lc-1; 1,652 LC-PL 1;41,019

=

0 10 20 30 40 50
Az LC-PL rendeszerek altal kozombdsitett ROS (%)

6. abra. Az LC-PL Osszetételek altal k6zombositett reaktiv
oxigéngyokok szazalékos aranya. Pozitiv kontrollként 5 v/v%
P lanceolata kivonat vizes diszperzidjat valasztottuk, nega-
tiv kontrollként pedig hatdéanyag nélkili folyadékkristalyt. A
szignifikanciat csillaggal jeloltuk (*). * p < 0,05 a negativ kont-
rollhoz viszonyitva

150

MDA (%)
-
&

MDA (%)
&

7. abra. Az LC-PL rendszerek HaCaT (a) és PSmHaCaT (b) sej-
tek MDA szintjére gyakorolt hatasa 6 perc UV expoziciot ko-
vetden. Pozitiv kontrollként PL kivonatot, negativ kontrollként
pedig kezeletlen sejteket alkalmaztunk

2. tablazat: Médositott folyadékkristalyos rendszerek dsszetételei

PL-LC Osszetétel Plantago

Extractum

1.25 mL (4.95%)
1.6 mL (4.92%)
1.1 mL (5.09%)

1.5 mL (5%)

A W N =

Gelucire 44/14

10 mL (39.60%
10 mL (31.15%
11,25 mL (52.08%
11,25 mL (37.50%

Labrasol/
Lauroglycol 90

DMEM

2,5 mL (9.90%
2,5 mL (7.79%
1,25 mL (5.79%
1,25 mL (4.17%

11,5 mL (45.55%
18 mL (56.08%
8 mL (37.04%

(

)
)
)
) 16 mL (53.33%

) )
) )
) )
) )
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140 *

®HaCaT = PSmHaCaT HaCaT (6 perc UV expozici6 utan) PSmHaCaT (6 perc UV expozicié utin) =

Sejtéletképesség (%)
=

1dé (6ra)

8. abra. MTT citotoxicitas vizsgalat eredményei HaCaT, illetve
PSmHaCaT sejteken UV expoziciot kdvetd 12., 24., 48. dréban.
A szignifikanciat csilaggal jeloltik (*). * p < 0,05 a kezeletlen
sejtek életképességéhez viszonyitva
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9. dbra. MTT citotoxicitas vizsgalat eredményei HaCaT (a), il-
letve PSmHaCaT (b) sejteken 6 perccel az UV expoziciét ko-
vetéen

DiszKusszio

A fitofarmakonok antioxidans terapiaban betoltott
szerepe folyamatosan novekszik.? Annak ellenére
azonban, hogy hatasuk bizonyitottan elényds, a
vegyluletek hatékonysaganak novelése kilonb6zo
gyogyszertechnolégiai formulaciés modszerekkel
elengedhetetlen.”” A folyadékkristalyos rendsze-
rek helyi terapiaban elért hatékonysagat mar
kordbban leirtadk.’? A folyadékkristadlyok nem
kovalens kotéssel kapcsolédd molekulak kilon-
b6z6  molekularis ioju  fazisokkal
(mezofazis).”> Anizotrép jellegikbdl adéddan rész-
ben folyadékokra, részben pedig kristalyokra jel-
lemz6 tulajdonsagokat mutatnak, tovabba képe-

sek szolubilizalni az olaj- és vizoldhato vegyiilete-
ket egyarant.’® Mindezeken feliil a folyadékkrista-
lyok képzéséhez olyan fellletaktiv anyagként
hasznalhato specialis észtervegylletek is alkal-
mazhatdak melyek penetraciofokozo hatasa bizo-
nyitott.’’ Ezen tulajdonsagaik miatt az LC rendsze-
rek nemcsak gydgyszertechnoldgiai szempontja-
bol, hanem a biohasznosulas és egész terapias
értékiket szamitva is elénydsek. Kisérletsoroza-
tunkban kulénb6z6 Plantago lanceolata kivonatot
tartalmazé készitményeket formulaltunk majd
elvégeztik ezek részletes gyogyszertcehnoldgiai
jellemzését is. Kisérleti eredményeink ramutattak,
hogy a felhasznalni kivant segédanyagok és feli-
letaktiv anyagok megfelel6 kivalasztasa egyarant
rendkivil fontos tényezé.

Formulacio soran a Labrasol/Lauroglycol 90 (6:1)/
Gelucire 44/14 tenzideket, valamint vizet sza-
munkra megfelel6 aranyban tartalmazd Osszeté-
teleket strukturalt pszeudoterner fazisdiagram
segitségével hataroztuk meg, tovabbad meghata-
roztuk a felszabadult hatéanyag mennyiségét is.
Az eldéallitott LC rendszerek biokompatibilitasat
kilonbozd in vitro sejtkulturas vizsgalatokkal ele-
meztik. Ezekhez a kisérletekhez human
keratinocita HaCaT sejtvonalon kivil TNF-alfa és
IL-1 indukalt human PSmHaCaT sejteket hasznal-
tunk. A sejtproliferacio impedancia mérésen ala-
puld meghatarozasa minden esetben a sejtindex
egyértelml novekedését mutatta. Ezenfelll, a
proliferacid kinetikajaban is kilénbséget tapasz-
taltunk: mig a nativ HaCaT sejtek a konfluens sejt-
réteget 7 nap utan érték el, az IL-1 és TNF-alfa sti-
mulalt  keratinocitdk  (PSmHaCaT) gyorsabb
proliferacié kovetkeztében hamarabb elérték a
platéfazist. Mindezek mellett, a PSmHaCaT sejtek
magasabb sejtindex értéket mutattak ebben a
fazisban. Az elvégzett MTT tesztek megerésitet-
ték, hogy a formulalt LC rendszerek, valamint azok
Osszetevdi sem befolyasoltak jelentésen a sejtélet-
képességet. A készitmények tehat biztonsagosnak
bizonyultak. A gyokfogo aktivitas vizsgalat kimu-
tatta, hogy a formulaciok jelentés mértékben

szerek kozil az 1. és Il. bizonyult a leghatékonyabb-
nak, mig a IV. 6sszetétel mutatta a legkisebb akti-
vitast. A PL-LC készitmények antioxidans hatasat
MDA lipidperoxidacios vizsgalattal is ellendriztik.
A vizsgalat eredményeként megallapitottuk, hogy
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a kontroll csoportokhoz képest az 0Osszes
formulacié képesvoltcsdkkenteniamalondialdehid
(MDA) szintet, tovabba azt lattuk, hogy az I. 6ssze-
tétel esetében ez a csokkenés szignifikans. Ered-
ményeink tehat alatdmasztjak a penetracidfokozéd
segédanyagok szerepét az antioxidans hatas
elérésében. Ezt a megfigyelést igazoltdk az UV-C
besugarzas eredményei, mely szerint a sugarzas
destruktivan hatott az egyes sejtvonalakra. Hat
perc UV-C expozicidét kdvetden ugyanis jelentds
sejtéletképesség csokkenést tapasztaltunk. A
sugarzast kovetéen végzett MTT teszt alapjan
jelentés PSmHaCaT sejtproliferaciét lattunk. Két
nap elteltével a besugarzott PSmHaCaT sejtek
életképessége meghaladta a kezeletlen sejtekét. A
formulaciokkal torténd kezelés részben egyértel-
muUen blokkolta az UV-C sugarak karos hatasat.
Mindezek mellett, a Plantago kivonat antioxidans
hatasa, valamint a Labrasol/Lauroglycol 90 penet-
raciéfokozd hatasa is érvényesilt, mivel az I. és IIl.
Osszetételekbdl, melyek aranyaiban tobbet tartal-
maztak a tenzidparbdl, nagyobb mennyiségl
hatbéanyag jutott a sejtekbe. Megfigyeléseink alap-
jan ugyan a PL-LC kezelés nem tudta megvédeni a
keratinocitakat, a PSmHaCaT sejtek UV-C sugarzas
okozta hiperproliferaciojat képes volt csokkenteni.
Kisérletsorozatunk eredményei tehat igazoljak az
antioxidans terapia fontossagat, kiilonosen gyulla-
dassal jaré allapotok esetén. Osszességében
elmondhatd, hogy kutatasunk hasznos adatokat
szolgaltathat egy innovativ, biztonsagos és haté-
kony helyi készitmény kifejlesztéséhez.

ANYAGOK, MODSZEREK
Anyagok

A Plantago lanceolata kivonatot Vasas Gabor és
munkatarsai biztositottak szamunkra. A Gelucire
44/14, Labrasol, illetve Lauroglycol 90 tenzidek
kedves ajandék volt a Gattefossétél (Lyon, Francia-
orszag). A 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolium-bromid MTT-festéket, DMEM sejtte-
nyészté médiumot, a foszfat-puffert (PBS), a
tripszin-etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA), a
hoéinaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FBS),
az L-glutamint, a nem esszencialis aminosav-olda-
tot és a penicillin—sztreptomicint a Sigma-Aldrich-
tol (St. Louis, MO, USA) szereztiik be. A 96 lyuku
plateket és sejttenyészté flaskdkat a VWR

International-t6l (Debrecen, Magyarorszag) vasa-
roltuk. A HaCaT sejtvonalat (human keratinocita
sejtek) a Cell Lines Service-t6l (CLS, Heidelberg,
Németorszag) szereztik be. A TBARS Assay kész-
letet a Cayman Chemical-tél (Ann Arbor, MI, USA)
vasaroltuk. A 2,2-difenil-1-pikril-hidrazilt (DPPH),
az abszolut etanolt, az IL-1-et és a TNF-alfat a
Sigma-Aldrich-t6l (St. Louis, MO, USA) szereztuk
be.

Szaraz Plantago lanceolata levél metanolos kivo-
nata

A gydgyszerkonyvi standard minbéségl  P.
lanceolata leveleket kereskedelmi forgalombdl
vasaroltuk. A leveleket ledaraltuk, majd finom
eloszlasu porra redukaltuk a tovabbi alkalmazas
céljabdl. A port 30 percig visszafolyatas kdzben
extrahaltuk metanollal, szrtik, majd rotacids
vakuum beparléban szaritottuk. A kivonatot
hexannal zsirmentesitettik (3x50 mL). Az eljaras
végén 100 g novényi kiindulasi anyag 25,2 g
Plantago kivonatot eredményezett. Az extraktu-
mot hiteles standardokkal végzett kalibralas utan
LC-ESI-MS modszerrel” jellemeztiik. A kivonat
5,99% acteozidot, 2,34% aucubint, valamint 1,21%
katalpolt tartalmazott, amely 1.51%, 0.59%, vala-
mint 0.31% szaritott novényi droggal ekvivalens.

Folyadékkristalyok formulalasa

Ahhoz, hogy meghatarozzuk a folyadékkrista-
lyok komponenseinek optimalis koncentracio
tartomanyat, titraldasos modszer segitségével
pszeudoterner fazis diagramot szerkesztettiink.””
A citotoxicitasi vizsgalatok alapjan a Labrasolt,
Lauroglycol 90-et és Gelucire 44/14-et valasztot-
tuk feltletaktiv anyagokként. Elsé lépésben a
szikséges mennyiségl Plantago lanceolata ext-
raktumot (minden Osszetétel esetében 5%-nak
megfelel6 mennyiséget) a fellletaktiv anyagok
keverékében oldottuk. Ezt kdvetéen folyamatos
keverés kdzben vizet adtunk a rendszerhez. A
viztartalom a kilonb6z6 Osszetételek esetében
37% és 56% kozott valtozott allandd 6:1 Labrasol/
Lauroglycol 90 arany mellett. A pszeudoterner
diagram alapjan munkankat a tovabbiakban
négy kilonb6zé 6sszetétell minta vizsgalataval
folytattuk, melyek Osszetételét az 7.
mutatja.

tablazat

31



Egészségligyi Innovdcids Szemle 2022,1(1):23-34

Us GYOGYSZERTECHNOLOGIAI ELIARASOK

In vitro kioldodas vizsgalat

A formulalt LC rendszerekbdl torténd Plantago
lanceolata kivonat kioldddasat Franz diffuzios cella
(Hanson Microette TM Topical and Transdermal
Diffusion Cell System) segitségével jellemeztiik
harom parhuzamos méréssel.’? A mintakat az el6-
zetesen izopropil-mirisztatba aztatott celluloz-
acetat membranokra helyeztiik.’*> Receptor fazis-
ként 30 v/v% alkoholt hasznaltunk folyamatos
magneses keverés mellett (350 rpm) annak érde-
kében, hogy segitsiik az extraktum komponensei-
nek oldddasat. A receptoroldat hdmérsékletét a
fiziologias bér hdmeérsékletének imitalasara 32°C-
on termosztaltuk a kisérlet ideje alatt. A receptor
kdzegbdl elére meghatarozott idépontokban (15
percenként 6 6ran at) 1,0 mL mintat vettiink, amit
minden esetben friss receptoroldattal potoltunk.
A hatbanyag tartalmat UV-Vis spektrofotométer
(Shimadzu, Tokyo, Japan) segitségével hataroztuk
meg 517 nm hullamhosszon. A spektroszkopos
méréseket megeldzden felvettiik a kivonat kalib-
raciés gorbéjét.

HaCaT sejtkultira

A HaCaT sejteket 2 mM L-glutamint, 100 mg/L
gentamicint, és 10 (v/v)% inaktivalt fotalis szarvas-
marha szérumot (FBS) tartalamazé DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’'s medium) sejtte-
nyeszté médiumban noévesztettik 37°C-on CO,
termosztatban (5% CO, atmoszféraban). A sejtkul-
tdras médiumot hetente kétszer cseréltik. A sejte-
ket heti rendszerességll passzalassal tartottuk
fent. A citotoxicitas- és antioxidans vizsgalatokra
10 és 30 passzazs szamu HaCaT sejtvonalat hasz-
naltunk. A keratinocitakat Da Hee Choi és munka-
tarsai“® munkaja alapjan TNF-alfa (20 ng/mL) és
IL-1-béta (25 ng/mL) proinflammatorikus citokinek
kombinacidjaval kezeltiik, hogy TNF-alfa/IL-1-béta
indukalt human PSmHaCaT sejteket kapjunk.

MTT sejtéletképesség vizsgalat

Az alkalmazott segédanyagok citotoxicitasat MTT
(3- (4,5-dimetil-tiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolium-
bromid) sejtéletképességi teszttel vizsgalatuk. A
kisérlethez a keratinocita sejteket 96 lyuku plate-be
szélesztettlik. 7 nap elteltével eltavolitottuk a sej-
tekrdl a faradt taptalajt, PBS-sel mostuk 6ket, majd

megkezeltik a kivalasztott fellletaktiv anyagok
oldataival, amit tovabbi 60 perc inkubéacié kove-
tett. A mintak eltavolitasa utan 100 L MTT festék-
kel torténd 3 oras inkubacid kovetkezett. A kelet-
kez6 sotétkék formazan kristalyokat sdsavas
izopropanollal (izopropanol:sosav = 25:1) oldatba
vittlk. Az oldat abszorbanciajat 570 nm-en mértik
FLUOstar OPTIMA Microplate Reader segitségé-
vel. A sejtéletképességet a kezeletlen kontrollhoz
viszonyitva szamitottuk.

RTCA és transzepithelialis elektromos ellenallas
mérés

A sejtréteg in vitro permeabilitasat a jol ismert
transzepithelialis elektromos ellenallas (TEER)
érték mérésével ellendriztik. A mérés viszonylag
egyszer(, valtakozé aramu elektrédokat helyezve
az apikalis és bazalis cellakba a mért fesziiltség
értékekbdl megkapjuk a barrier elektromos ellen-
allasat. A kisérlet soran 10* sejtet szélesztettiink
DMEM  sejtkultirds  médiumban  specialis
e-microplatekre. A PSmHaCaT sejtek esetében a
gyulladast IL-1-béta és TNF-alfa keverékével indu-
kaltuk, a korabban leirtak szerint. Az ellenallast az
xCELLigence RTCA eszkoz segitségével mértik, az
adatokat, mint példaul a sejtindexet pedig az
Integrated RTCA szoftver automatikusan ele-
mezte. A mérési eredményeket a hagyomanyos
TEER  mérésekkel  tamasztottuk ala. A
transepithelialis elektromos ellenallas (TEER)
méréséhez a HaCaT és PSmHaCarT sejteket DEMEM
meédiumban 12 lyukd Transwell inzertekre (Corning
Transwell Clear, atméréje: 6,5 mm, pdrusmérete:
3,0 Im) szélesztettik 2x104 sejt/ 500 pL slrGség-
gel.’ A TEER értékeket szélesztést kdvetd 6 oOra
utan mértik elészor, majd 7 napig 12 oranként
mértik Millipore Millicell-Ers 00.001 készilék
segitségével.

UV-C expozicié HaCaT sejteken

A PL-LC 0Osszetételek UV-sugarzassal szembeni
védoé hatasat HaCaT keratinocita sejteken vizsgal-
tuk.”> A sejteket a fentiekben leirt kérilmények
kozott tartottuk fenn. A HaCaT és PSmHaCaT sej-
teket 96 lyuki muanyag platekre szélesztettliik
104/200 pL slrlséggel. A kisérletet a szélesztést
kovetd 5. napon végeztik (amikor az RTCA méré-
seink szerint a sejtek még nem érték el a teljes
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konfluens allapotot). A formulacidk Osszetételét
annyiban modositottuk, hogy desztillalt viz helyett
azonos térfogatd DMEM sejtkulturas médiumot
hasznaltunk a viz karos hatasainak elkerilése
érdekében. Mindkét sejtvonalat az Oriel Sol-UV-4
UV Solar Simulator (Newport, Irvine, CA, USA)
segitségével vizsgaltuk készitményekkel kezelve,
illetve kezelés nélkil egyarant. Az elsé kisérlet
soran a PL-LC 6sszetételekkel dolgoztunk, a HaCaT
és a PSmHaCaT sejtvonalak két-két csoportjaval.
UV sugarzast mindkét esetben csak a masodik
csoport kapott. A kilonbozé sejtek életképesse-
gét kozvetlendl, illetve 12, 24 és 48 draval az expo-
ziciét kovetéen MTT-teszttel vizsgaltuk. A kisérlet
masodik részében a sejteket 0,5 v/v% PL-LC Ossze-
tételekkel inkubaltuk 24 o6ran at (a proliferacié 4.
napjatél kezdve), majd 6 percig UV-indukalt oxida-
tiv stressznek tettik ki 6ket. A HaCaT sejtek életké-
pességét kdzvetlenll az expozicidt kdvetden szin-
tén MTT-teszttel vizsgaltuk.

DPPH gyokfogo aktivitas mérés

A Plantago lanceolata tartalmu folyadékkristalyok
gyokfogo aktivitdsat DPPH-teszttel vizsgaltuk. A
DPPH egy stabil szabadgydk, amely kilonbdz6
antioxidansok jelenlétében megvaltoztatja szinét.
Kontrollként a megfelelé6 vak kompozicidk és
PL-kivonat 5 v/v% -os vizes diszperzidjat hasznal-
tuk (CE). Minden PL kivonatot tartalmazé mintat
etanolban (96%) reagaltattunk a stabil DPPH gyo-
kokkel. A reakcidelegy 100 pL mintabdl, 900 pL
abszolut alkoholbol és 2mL etanolos DPPH oldat-
bol (0,06 mM) allt. Az elegyeket 30 percig
inkubaltuk. Amikor a DPPH reagal egy hidrogén
donor antioxidans vegydlettel, redukalodik. Ez a
reakcio szinvaltozassal jar, sotét ibolyabol halvany-
sarga oldatot kapunk. A nem redukalédott DPPH
mennyiségi meérését UV spektrofotométerrel
(Shimadzu Spectrophotometer, Tokié, Japan)
végeztik 517 nm hullamhosszon. A fotometrias
meghatarozasok hattereként etanolt hasznaltunk.
Kontrollként P. lanceolata kivonatot nem tartal-

mazd Osszetételeket hasznaltunk. A formulalt
Osszetételek jobb antioxidans tulajdonsaganak
bizonyitasara vak P. lanceolata kivonatot (5 v/v%)
is alkalmaztunk. A gyokfogod aktivitas szazalékos
meértékét (AA% = antioxidans aktivitas) Mensor és
munkatarsai modszere  alapjan  hataroztuk
meg (1).7°

AA% = 100 - [(Abs,, . . - Abs,,..) - 100)/Abs .. .1 (1)

sample

Lipidperoxidacio (MDA)

A reaktiv oxigéngyokok lipidperoxidacios folya-
matokat képesek generalni a szervezetben. A
malondialdehid (MDA) a tobbszordsen telitetlen
zsirsavak peroxidaciojanak egyik végterméke a
sejtekben. A szabadgydkok emelkedése MDA tul-
termelést okoz. A lipidperoxidacios vizsgalat sze-
rint a mintaban l1évé MDA tiobarbitursavval (TBA)
reagalva MDA — TBA adduktumot eredményez. A
kisérlet soran a sejteket (1x106) el6szor jégen
homogenizaltuk 300 uL MDA lizis pufferrel (3 pL
BHT-vel (100), majd centrifugaltuk (13 000x g, 10
perc). A felllUszdt TBARS Assay Kit-tel (Cayman
Chemical) elemeztiik. A lipidperoxidacio mértékét
a malondialdehid (MDA) és tiobarbitursav (TBA)
reakciojabol keletkezd kolorimetrikus (532 nm)
MDA — TBA addukt mérésével hataroztuk meg.

Statisztikai analizis

Az adatokat Microsoft Excel 2013 és SigmaStat 4.0
(3.1 verzio; SPSS, Chicago, IL, USA, 2015) progra-
mokkal elemeztik. Az MTT sejtéletképességi vizs-
galat, a gyokfogo aktivitas vizsgalat és az in vitro
kioldédas vizsgalat eredményeit egy- és
tobbszempontos ANOVA-val hasonlitottuk Ossze,
amelyet Tukey- vagy Dunnett-teszt kovetett. A
kozépértékek kozotti kilonbségeket szignifikans-
nak tekintettik, mivel p<0,05-nél. Valamennyi
kisérletet 6t parhuzamos méréssel hajtottunk
végre, és legalabb otszor ismételtik.
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