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1. Bevezetés

A hatékony gyogyszeres terapia feltétele a kivant mennyiségli gydgyszeranyagok megteleld
helyre torténd eljuttatdsa a lehetd legegyszeriibb és legkiméletesebb modon [Dévay és mtsa
2009.]. A gyogyszerészeti kutatds intenziv kutatisi teriilete, az 1j farmakonok,
farmakonjeldltek fejlesztése mellett a meglévd hatdanyagok 1j indikacioban vagy modositott
dozisban, 1) gyogyszerformaban torténd alkalmazasa. Szamos lehetdség koziil a szajon at
torténd gyogyszerelés egyértelmiien a legelterjedtebb és legkedveltebb mddja a hatdbanyagok
szervezetbe juttatdsdnak [Sarciaux ¢és mtsai 1994]. A perordlis gyogyszerek esetén a
legmagasabb a beteg compliance, ennek a megtartasa vagy fokozasa terapias értéki is lehet. A
gasztrointesztinalis rendszer fiziologids miikddése, valamint anatomiai struktirdja segiti a
felvett taplalék megemésztését, de mindezen koriilmények természetesen hatassal vannak a
per os adott gyogyszerek felszivodasara is [Varga és mtsai 2012]. A gasztrointesztinalis
rendszer kiilonbozo teriileteire jellemz6é pH értékeket, a fizioldgias szekrétumok hatasat,
valamint az adott teriilet perisztaltikus motilitdsat és az emésztotraktus felszinét alkoto
nyalkahartya feliiletet figyelembe véve a hatéanyag felszivodasa szempontjabol a vékonybél
az optimalis szakasz [Davies 1998; Shargel 2000]. A gyomor-bél rendszerbdl torténd
felszivodas mértéke Osszefiiggésben van a farmakon vérplazmaban megjelend
2000; Grass 1997]. A teljes abszorpcidra a hatéanyagok jelentds része azonban képtelen [Jain
2004], ezért a preformuldlas sordn a hatdanyagokat oldékonysdg és permeabilitas alapjan
vizsgaljuk meg. A Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (BCS) ez alapjan csoportositja a
farmakonokat, igy a felszivodas kinetikaja mellett azt is képesek vagyunk elére jelezni, hogy
milyen gydgyszertechnoldgiai segédanyagok/moédszerek sziikségesek fenti tulajdonsdgok
modositasahoz [Kasim 2004] [1. tablazat]. A BCS II, III., IV. csoportjaba tartozo
hatoanyagok rossz oldhatosaga és/vagy rossz membran permedlod sajatsiga mindenképpen
szlikségessé teszi fentiek alkalmazasat, melyek segitségével az abszorpcio €és az oldékonysag

fokozhato [ Yang 2005; Au 2001].



A biofarméciai tulajdonsagok moddosithatoak a gydgyszeranyag fizikai vagy fizikai-kémiai
tulajdonsdgainak megvaltoztatdsaval, de alkalmazhatunk a gyogyszerforméaban olyan additiv
komponenseket is, melyek novelik a vegyiilet oldhatosagat és ezaltal a biologiai

hasznosithatosagot [Fischer és mtsai 2011; Wilson és mtsai 1989].

1. tabldzat
Biofarmadciai Osztdlyozasi Rend bemutatasa valasztott hatoanyagok jellemzése alapjan

oldhatosag
jo rossz
L. osztaly II. osztaly
Ketoprofen Atorvasztatin
Efedrin Ciklosporin
o Verapamil Ibuprofen
Teofillin Ketokonazol
Szalicilsav Tamoxifen
é Lidokain Warfarin
=
é II1. osztaly IV. osztaly
a Amoxicillin Amfotericin B
Cetirizin Furoszemid
% Cimetidin Neomycin
= Metformin Taxol
Paracetamol Ritonavir
Tetraciklin Klorotiazid

Gyogyszertechnologiai  szempontbol jelentds lehetdség, komplexképzd segédanyag
alkalmazasaval a hatoanyagot kovalens kotések kialakitasa nélkiil, fizikai kolesonhatasok
segitségével olyan zarvanykomplexbe kotése, melynek kiils6 felszine hidrofil. Tébbek kozott
a gliikopiranoz alegységekbdl felépiilé ciklodextrinek alkalmasak ilyen tipust kolcsonhatas
kialakitasara. Ezen oligoszacharidokat széles korben alkalmazzdk a gydgyszertechnologiai
formulalasok soran mint komplexképzd segédanyagot, molekulakomplexek kialakitasahoz
[Kiss €s mtsai 2010; Avdeef és mtsai 2007]. A gyogyszerforma kialakitasahoz valaszthatunk

olyan segédanyag-hordoz6 rendszert is, amelyben a farmakon és az additiv komponens
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molekularis diszperzidt képez [Leuner és mtsai 2000]. A szilard diszperzids rendszerekbdl a
jobb nedvesithetOségnek és az egyenletesen eloszlatott kisméretli diszpergalt részeknek
koszonhetden, javul az oldhatosag, ezaltal nd a biohasznosulas [Vasconselos és mtsai 2007].
Az alkalmazott oldékonysag novel6 segédanyagok kozott tradicionalisan kiemelt szerepet
kapnak a kiilonboz6 tipustt amfipatikus szerkezetli feliiletaktiv anyagok [Flaten és mtsai

2008].

Munkam soran elsésorban nem ionos amfifil tenzidek Caco-2 sejtvonalra gyakorolt hatasat
vizsgaltam, figyelembe véve a vizsgéalati mintdk kémiai szerkezetét ¢és fiziko-kémai
tulajdonsagait. A Caco-2, human adenocarcinoma sejtvonal az oralis hatdanyagbevitel

nemzetkozileg elfogadott in vitro modellje [Hidalgo és mtsai 1989].

Kisérletsorozatomban kiilonds hangsulyt fektettem az On(mikro)emulgeald rendszerek
képzésére alkalmas tenzidek koziil, a polietilén-glikol szarmazékok, valamint polipropilén-
glikol szarmazékok vizsgalatara. A tenzidek fiziko-kémiai tulajdonsagai koziil a szolubilizald
tulajdonsagot meghatarozé kritikus micellaképzési koncentraciot (CMC) hataroztuk meg. A
Caco-2 bélhamsejtek ¢életképességére gyakorolt hatdst MTT és kiegészitésként LDH
citotoxicitasi tesztekkel mértiik. A vizsgalt feliiletaktiv anyagok koziil, bizonyos PEG alapu
tenzidek alkalmas segédanyagok lehetnek parenteralis készitményekben is a hatdanyag
biohasznosulasanak novelésére [Li és ésmtsai 2011]. Ezért ebben az esetben ligyelniink kell a
feliiletaktiv anyagoknak a vér elemeivel torténd esetleges kolcsonhatdsara [Huo és mtsai
2010]. Ezen tulajdonsag felderitésére a tenzidek koncentraciofiiggé hemolitikus aktivitasat
vizsgalhatjuk [Nornoo és mtsai 2008]. Ezért kisérletsorozatunkban meghataroztuk az enteralis
¢és parenteralis formulalas soran felhasznalhat6 tenzidcsoport tagjainak ICsq illetve HCsy
értékeit. A biztonsdgos terapia elérése érdekében a gyogyszerforma kialakitdsa soran a
valasztott segédanyagok artalmatlansagat minden esetben igazolnunk kell [Rowinsky és mtasi
1993]. Az ilyen szemlélettel kifejlesztett készitmények képesek az optimalis gyogyszerhatas
elérése céljabol csokkenteni a szervezetbe juttatott hatdéanyag mennyiségét, elkeriilni a
nemkivanatos mellékhatdsokat, és a terapids igényeknek megfeleléen, a hatéanyag-
felszabadulasat, tervezett modon, a megfeleld helyen és idoben, meghatarozott sebességgel

biztositani.



2. Irodalmi attekintés
2.1. Feliiletaktiv anyagok

A tenzidek aszimmetrikusan polaris szerkezetli vegyiiletek. Szerkezetilk egy viszonylag
nagyméretli apolaris részbdl, és egy polaris fejcsoporti molekularészletbdl all. Kémiai
tulajdonsaguk alapjan a feliiletaktiv anyagok négy nagy csoportjat kiilonboztetjik meg. Az
anionos tenzidek esetében a hidrofob molekularészhez negativ toltésti fejcsoport kapcsolodik,
a kationos feliiletaktiv anyagokndl a hidrofil rész toltése pozitiv. A nemionos tenzidek hidrofil
része nem disszociativ mig, az amfoter tenzideket ikerionos feji csoport jellemzi. A
feliiletaktiv anyagok asszociacios kolloidok képzésével képesek a vizben oldhatatlan vagy
rosszul oldodé farmakonok oldékonysaganak novelésére. Az asszimetrikusan polaris tenzid
molekulak megfeleld koriilmények kozott kolloid méretli asszociatumok képzésére
alkalmasak. A tenzidek amfifil vegyliletek. A Hardy-Harkins elv alapjan a hidrofob molekula
résziiket alkotd szénhidrogén lancok szamara az apoléris kornyezet, mig hidrofil karakteri
fejcsoportjukat tekintve a polaris kornyezet eldnyds energetikailag [Szanto 1987]. Kis
koncentracioban a feliiletaktiv anyagok monomerként vannak jelen az oldatban. Hig vizes
oldatban a termodinamikailag kedvezébb dallapot eléréséhez a tenzidek a levegd/viz
hatarfeliileten adszorbealodnak, igy poléris fejcsoportjuk a vizben, hidrofob résziik pedig az
apolaros levegd fazisban helyezkedik el [1. abra]. A feliileti adszorpcionak kdszonhetéen a

feliileti fesziiltség csokken.

apolarisfazis (levegd)

J
S § g hatarfelulet

polaris fazis (viz)

1. dbra. Amfipatikus molekulak iranyitodasa hatarfeliileten



Ugyancsak a hidrofob effektus megnyilvanulasa, hogy a tenzid koncentracié emelésével a
feliileti fesziiltség allandova valik. Ezen a jellemz6é koncentracio értéken a hidrofob lancok
egymas felé fordulva alakitjak ki az energetikailag eldnyds kornyezetet, a hidrofil fejek pedig
a vizes kozeggel érintkeznek [2. abra]. A kolloid mérettartomanya micellak képzoédése
tuajdonképpen pszeudo-fazisszeparacio, mivel a kritikus micellaképzési koncentracié (CMC)

felett a tenzid kémiai potencialja gyakorlatilag konstans [Gilanyi 2005].

apolarisfazis (levegd)
3

d/S/? hatarfeliilet

polaris fazis (viz)

2. abra. Asszociacios kolloid micellak képzodése hidrofil kozegben

A kritikus micellaképz6dési koncentracio eléréséig a rosszul oldodé farmakon oldhatosagat a
tenzid csak kis mértékben képes novelni [Rangel-Yagui és mtsai 2005]. Amikor a
szolubilizal6 szer koncentracidja meghaladja a CMC értéket a micelldk képzésével aranyosan,
linedrisan nd a hatéanyag oldhatosaga [Kawakami és mtsai 2006]. A tenziddel szolubilizalt
hatéanyag oldhatosaga fligg a képzett micellak szolubilizacios képességétdl, az alkalmazott
feltiletaktiv anyag koncentraciojatol, CMC értékétdl, a tenzid egyeb fiziko-kémiai paramétert
(pH, soképzés) befolyasoldo tulajdonsagaitdl, valamint természetesen a hatdanyag
oldékonysagatol [Kawakami és mtsai 2004]. A képzddd micellak stabilitasa forditottan
aranyos a tenzid CMC értékével. Azaz minél Kisebb koncentracioban alkalmas a feliiletaktiv
anyag micellaképzésre, anndl jobban biztositott a micella stabilitdsa. A micellaris rendszer
fennmaradéasa rendkiviil fontos a hatéanyag biohasznosuldsa szempontjabol, mivel a jobb
stabilitdssal jellemezhetd micelldk ugyanis fiziologids kozegben felhigulva is megtartjak
szerkezetiiket, igy a fiziologias térben is szolubilizaljdk a hatdanyagot [Kawakami és mtsai
2006]. Szajon at torténd kezelés soran azonban vizsgalnunk kell a tenzidek kdlcsonhatasat a
bélhamsejtekkel. Annak ellenére, hogy a feliiletaktiv anyagok spontdn aggregécidja soran
1étrejové micellaris szerkezet elényOsebb a hatdanyag szolubilizalasahoz, mint a tenzid

monomerek, az 6nallo alegységek jelenléte is meghatarozo lehet. Micellakba rendezddve a
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tenzidek a membranban lev6 fehérjékkel hozhatnak 1étre kapcsolatot melynek eredményeként
kialakulhat felszivodasfokozodas [Korhonen és mtsai 2004]. A tenzid monomerek pedig
képesek  beépiilni a  bioldgiai mebranok  foszfolipid  kettOsrétegébe, igy a
membranszolubilizacid eredményeként 1étrejovo felszivodas fokozddas mellett 1étre johet
irritacio vagy tartés membrankarosodas is [Dimitrijevics és mtsai 2000]. A monomeregységek
¢s a micellak eltérd viselkedése miatt fontos megvizsgalni a gydgyszerforma kialakitasdhoz
valasztott tenzidek tulajdonsagait alacsony és relative nagy koncentracioban, vizes kdzegben

illetve biologiai kérnyezetben egyarant [Korhonen és mtsai 2004].

2.2. Onemulgeal6 rendszerek

A vizben nehezen vagy egyaltalin nem old6d6 gyogyszeranyagok gasztrointesztinalis
rendszerbe torténd juttatasanak még eldnydsebb megoldasa lehet, ha kiilonb6z6 dnemulgeald
illetve 6n-mikroemulgedld rendszereket (SEDDS, SMEDDS) készitiink [Zhu JX és mtsai
2013]. Ezen S(M)EDDS —ek lehet6séget nyujtanak olyan, a BCS IV. osztalyaba tartozo
farmakonok per os adédsara, melyeket kordbban csak parenterdlisan tudtunk biztonsagosan a
szervezetbe juttatni [Sagitani és mtsai 1980]. Ezen farmakonok alkalmazhatosagénak és
hatdsossaganak optimalizalasaért alkalmazott dsszetételek sajatsdga, az igen magas tenzid és
kotenzid koncentraci6 [Colombo és mtsai 2010]. Az Onemulgeald Osszetételek vizet nem
tartalmaznak, csak olajbdl €s tenzidekbdl allo izotrop keverékek. Ezen rendszerekbdl vizes
kozegbe keriilve minimalis energiabefektetés hatdsara, nagy diszperzitasfoka o/v tipust
mikroemulzio képzddik [Pouton 2000]. A kis részecskeméretii diszperz rendszer
kialakitdsahoz a gasztrointesztinalis traktus motilitasa elegendd energiat szolgaltat [Gao P. és
mtsai 2003]. A hatoanyagok olaj/viz megoszlasi koefficiense és a kialakult cseppméret
azonban modosithatja a farmakonok felszabadulasat [Sagar és mtsai 2008]. A vizes kdzegbe
keriilés utan a cseppméretet elsddlegesen az alkalmazott tenzid természete és koncentracidja
hatarozza meg. Egy olaj/nemionos tenzid/hatéanyag fazisdiagrammot megszerkesztve
meghatarozhat6 az az dsszetétel, ahol az dnemulgedlodas maximalisan végbemegy [Sujoy €s

mtsai 2013].
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Mindezek alapjan kijelenthetd, hogy a megfelelé Onemulgealé kozeg kivalasztasahoz
sziikséges megallapitani a hatdanyag szolubilizacidjat a kiilonbozé komponensekben, az
onemulgeald régio teriiletét a fazisdiagrammon, valamint az Onemulgalodast kovetden

1étrejott cseppek méretét [3. abra].

Tenzid
%
S
2
2.
: % ‘o
o % %
= [
& ) )
& 3 % .
.h\-“ ‘d\\;‘h -y x"’j’
F
S
- makroemulzio )
Viz + Olaj

3. abra. Olaj/Viz/Emulgens terner rendszer fazisdiagramja

Az 6nemulgedld rendszerbdl torténd hatdéanyag felszabadulds sebessége forditottan ardnyos a
keletkezett emulzid részecskeméretével. Az emulgedlt cseppek mérete csokkenthetdé a
felilletaktiv anyag koncentraciojanak novelésével. Ezért az Onemulgedld rendszerek
Osszetételében jelentds szazalékban szerepelnek kiilonbozd feliiletaktiv komponensek. A
képz6dott mikroemulzid termodinamikailag stabil, optikailag izotrop, tiszta diszperzidja két,
egymassal nem elegyedd folyadéknak, amelyet tenzidmolekuldk altal képzett hatarfeliileti
film stabilizal [Tan és mtsai 2011]. A mikroemulziok spontan képzddéséhez és a rendszer
allandosaganak fenntartdsdhoz jol megvalasztott mennyiségli és tulajdonsdgu tenzidek,
valamint kotenzidek sziikségesek. Az alkalmazott feliiletaktiv anyag kis mértékben oldodik a
viz- és olaj fazisban, igy a hatéarfeliileten adszorbealodik. A kritikus mikroemulzié képzddési
koncentraci6 felett alkalmazott tenzidek vizes oldatdban, vizben gyakorlatilag oldhatatlan,
apolaris anyagot szolubilizdlva termodinamikailag stabil, kolloid oldat, o/v vagy v/o
mikroemulzi6 képzdodik.

A rendszer stabilitasanak feltétele, hogy a képzdodott hatarfeliilet fesziiltsége 0 legyen. A

tenzidek és kotenzidek hozzajarulnak a hatarfeliileti nyoméshoz azaltal, hogy a kotenzid és az
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olaj penetralodik a hatarfeliileti filmbe, befolyasolva ezzel annak gorbiiletét, rendezetlenebbé
és flexilisebbé téve azt [Lieberman és mtsai 1989].

Az olaj és a viz kozti hatarfeliileti fesziiltség (y) megadasara szolgal a kovetkezo egyenlet:

T=Yom

Ahol vy, a tenzid nélkiili hatarfeliileti fesziiltség, m pedig a hatarfeliileti film nyomasa. A
hatarfeliileti film altal elért nagyon alacsony, nulla kozeli hatarfeliileti fesziiltséget
tekinthetjiik az onemulgealodas el6feltételének [Lieberman és mtsai 1989]. A mikroemulzio
képzddés szabadenergidja (tM), a Ruckstein Osszefiiggés alapjan hdrom komponensii. Az
hogy képzddik-e mikroemulziés rendszer vagy sem, ezen harom energetikai alkoto

segitségével a kdvetkezd egyenlet alapjan megéllapithato.
ATM= Ati + Atd+Ate

ahol Azi a hatarfeliileti szabadenergia valtozas, Azd a részecske interakcids energia, Aze a
diszpergalasi folyamatbol szarmazé entropiavaltozas. Ha At™M <0, akkor a diszpergalodas
spontan megy végbe [Miller 1991]. A rendszer termodinamikai allandésaga lehetdséget
biztosit az inkorporalt farmakon biztonsdgos adagolasdra. Az Onemulgeald rendszerek
alkalmazasa a nehezen 0ld6dé hatdéanyagok gyogyszerformaban valo alkalmazasa mellett,
lehetdséget nytjthat a bél lumenéb6l rosszul permeald hatéanyagok magasabb
biohasznosulasanak elérésére. Mivel az 6nemulgealo rendszerek képzéséhez felhasznalt PEG
monoészterek dnmagukban is képesek befolyasolni a bioldgiai barrierek funkcioit [Wang CH
¢s mtsai 2012]. Vizben rosszul oldodé hatdanyagok formuladldsa soran széles koriien €s nagy
mennyiségben alkalmaznak a PEG monoésztereken kivill mas szerkezeti stuktarajt
felilletaktiv anyagokat is. Az ilyen rendszerekkel torténd terdpia biztonsagos
alkalmazhatosagahoz ezen tenzidek biologiai hatasvizsgalata részletes elemzésre szorul
[Menard és mtsai 2012]. A PEG monoészter strukturaji Cremophor® vegyiiletek mellett
fontos megvizsgalni az 6nalldan illetve segédemulgensként hasznalt Labrasol® -t, mely
szerkezetét tekintve mono- di- és trigliceridek polietilén-glikol mono- és di- észtereinek
definialt keveréke, valamint a koemulgensként széles korben alkalmazott azonos segédanyag
csaladba tartozé kiilonboz6 propilén-glikol szarmazékokat is. A monokomponensek
vizsgalataval részletes informaciohoz juthatunk egy-egy gyogyszertechnoldgiai szempontbol
Osszeallitott rendszer bioldgiai hatdsarol, illetve a gyogyszerhordozoba foglalt hatdéanyag

hasznosuldsarél [Gursoy ¢és mtsai 2003]. A bélhamsejteken végzett vizsgalatok
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hozzasegitenek a megfeleld technologiai sajatsagok elérése mellett jobban toleralhato és

magasabb biologiai tulajdonsagokkal rendelkez6 gydgyszerforma kialakitasahoz.

2.3. A Caco-2 sejtvonal

Az orélisan adagolt gyogyszerkészitmények preklinkai vizsgalatanak egyik meghatarozo
1épése a készitmény human sejtvonalon torténé vizsgalata [Adachi és mtsai 2001]. Az in vitro
koriilmények kozott beallitott modellek segitségével informéacidohoz juthatunk a farmakonok
¢és segédanyagok toxicitasarol illetve farmakokinetikai tulajdonsagairdl [Ritschel 1980]. Az in
vitro sejtkultirakon torténd vizsgalat tobb szempontbol eldnydsebb az in vitro szoveteken
végzett kisérleteknél. A sejtkultirdkban a human szovettel ellentétben lehetdség van
specifikus sejttipusok szelektiv tenyésztésére, igy vizsgéalhatdé az adott sejttipus ©Onallo
reakcioja az adott kezelésre. A sejtkulturdk sejtjei képesek kisszamu sejtbdl genetikailag
homogén populaciot képezni. A kisérleti koriilmények standardizélhatdak, igy lehetdség van
tenyeésztési illetve kezelési protokollok kialakitasara, ezért a vizsgalatok reprodukalhatosaga
biztositottabb. A per os szervezetbe juttatott készitmények vizsgalatira a Caco-2
immortalizalt sejtvonal nemzetkdzileg elfogadott in vitro modell [Sandri és mtsai 2007]. A
Caco-2 human colon adenocarcinoma eredetli sejtvonal ugyanis rendelkezik a human
jejunumra jellemzé mindazon tulajdonsaggal, ami alkalmassd teszi a szajon at torténd
gyogyszerbevitel és intesztinalis felszivodas modellezésére [Zhao és mtasi 2001]. A sejtek
megfeleld tenyésztési koriilmények kozott konfluens sejtréteg, azaz monolayer kialakitasara
képesek. A monolayer tulajdonképpen polarizalt enterocitdkbol all, melynek felszinét
mikrovillusok boritjak. A sejtek kdzotti szoros kapcsolat fenntartasaért a Caco-2 sejtek kozott

ugyanazon junkcionalis fehérjék felelések, mint a human jejunumban.

Az intesztindlis epitéliumon keresztiil torténd transzport folyamatok mindegyike jellemezhetd

Caco-2 monolayer segitségével [Hunter és mtsai 1997] [4. abra].

13



4. dbra. Az anyag-transzport lehetséges utvonalai
1.Transzcellularis passziv transzport, 2. Paracellularis passziv transzport, 3. Transzcellularis
aktiv transzport, 4. Aktiv efflux, 5. Transzcitozis

Gyodgyszertechnoldgiai  szempontbol  legegyszeribben  kialakithatd ~a  megfeleld
gyogyszerforma azokbol a hatéanyagokbol, melyek lipofil tulajdonsdguak igy sejtmembran
athatolo képességiik igen nagy. A citoplazman azonban ezek koziil csak azok tudnak keresztiil
haladni, melyeknek viz oldékonysaga is megfeleld. Az ilyen tulajdonsagu farmakonokat
soroljuk a BCS I. csoportjaba. Felszivodasuk gyors és teljes mértékii. Tobb nemzetkozi
kutatasi eredmény is aldtdmasztja azt a feltételezést, hogy ezen gyogyszeranyagok passziv
transzcellularis transzporttal keriilnek felvételre [Pappenheimer és mtsai 1987]. A
paracellularisan elhelyezkedd porusokon keresztiil torténd passziv transzport elvileg eldnyos
felszivodasi utvonal lehet peptidek vagy hidrofil kismolekuldk szédméra. Azonban a
paracellularis passziv transzport kizardlagossaga megkérddjelezhetd [Nellans 1991]. A
passziv uton lassan és nem teljesen felszivodd molekuldk transzportja soran kozel azonos
hangsulyt kap a transzcellularis és paracellularis transzport mechanizmus [ Artursson és mtsai
2001]. A paracellularis passziv transzport aranyanak novelése elérhet6 a farmakonoknal olyan
additiv komponens alkalmazasaval, melynek hatasara a barrier funkcidt erdsitd junkcionalis
mellett sokszor megnyilvanul a sejten keresztilli aktiv transzport jelenség is. Specifikus

carrier- fehérjék segitségével keriilnek felvételre aminosavak, bizonyos cefalosporinok, ACE
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gatlok, vitaminok. A specifikus carrier-fehérjével rendelkezé anyagok esetében a
transzcellularis aktiv utvonal mindaddig kizarélagos transzport mechanizmusnak tekinthetd,
amig a transzportot végz0d fehérjék nem telitddnek. Az aktiv Gtvonal bezarodasakor a passziv
utvonalak is szerephez juthatnak. Abban az esetben azonban, ha az anyag passziv
permeabilitasa alacsony, a transzcellularis aktiv transzport kiesése felszivodasi
elégtelenséghez vezethet, igy fokozott szerephez juthatnak a fent emlitett junkcionalis fehérje
modulans segédanyagok. Az enterocytak felszinén jelen 1évd specidlis proteinek koziil nem
csak a carrier-fehérjékhez vald kotdédésnek van nagy jelentGsége a hatdanyag felszivodas
soran. Tobb aktiv transzport fehérje ugyanis a bél lumene felé szillitja a farmakont,
csOkkentve ezaltal annak biohasznosuldsat. A bélhamsejteken megtalalhatd aktiv effluxert
felelos fehérjék kozil a legjelentdésebb a P-glikoprotein (Pgp), de ezen kiviil kimuthaté a
Breast Cancer Resistance Protein (BCRP) illetve a Multidrug Resistance 2 (MDR2) aktiv
efflux fehérje is [Szakacs és mtsai 2008]. A hatéanyaggal egy idoben adott specifikus efflux
fehérje szubsztrat hatasara a felszivodas fokozodasara keriilhet sor, tovabba novelhetjiik a
farmakon biztonsagossagat [Varma és mtsai. 2005]. Abban az esetben ugyanis, ha az efflux
szubsztrat hatéanyag mellé efflux transzporter gatlot is adunk, a farmakon mennyiségének
novelése nélkiil érhetiink el magasabb biohasznosulast [Collnot és mtsai 2006, Van Asperen
¢és mtsai 1998]. Abban az esetben, ha a farmakon szférikusan képtelen a fent emlitett
mechanizmusok valamelyikére, a hatéanyag felvételre transzcitotikus mechanizmus
segitségével van lehetdség. A gyogyszerek felszivodasaban ennek az utnak joval kisebb a
jelentdsége, mint a kordbban emlitett mechanizmusoknak, de kizardlag transzcitdzissal képes
felszivodni példaul a Bip- vitamin a bél lumenébdl [Dix és mtsai 1990]. A transzcitdzis
folyamata két részbdl all. Elsé 1épésként a sejt endocitozissal bekebelezi a transzportalni
kivant farmakont, majd a befiiz6dott vechikulum exocitozissal iiriil ki a sejtmembran egy
tavolabbi pontjan. Tobb kutatocsoport is részletesen vizsgalta a Caco-2 monolayer
megfeleloségét a gasztrointesztinalis traktusbol torténd hatéanyag modellezésére [Lannernas
¢s mtsai 1996]. Kisérleteikben gyors és teljes mértékben elsdsorban passziv transzcellularis
uton, valamint lassan és kis mértékben jellemzden passziv paracellularis Uton felszivodod
hatdanyagok felszivodasat vizsgaltak human jejunumon illetve Caco-2 sejtvonalon. Mindkét
esetben a humdn felszivodds mértéke volt magasabb [Lannernas és mtsai 1996]. A
biohasznosulds eltérésének hatterében tobb tényezd 4all. A kiilonbségek értékelésénél
figyelembe kell venniink a felszivo felilletek kozotti kiilonbséget. Az immunhisztokémiali
feltérképezés soran igazolddott, hogy a humén jejunumban 1év0 szoros sejtkapcsold

struktirak mindséglikben nem, de nyitottsdgukban nagymértékben eltérnek a Caco-2
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monolayeren talalhatoaktol [Artursson és mtsai 1993]. Azok a segédanyagok tehat, amelyek a
zartabb, ezaltal komolyabb barriert jelenté Caco-2 monolayer sejtjei kozott jelenlévd junkeiok
biohasznosulas soran is. Ennek megfelelden a farmakont in vitro modellen atjuttatni képes
hatoanyagleadd Osszetételek szamara az in vivo barrier rendszer is lekiizdhetd akadaly.
Amellett tehat, hogy a Caco-2 monolayer megbizhatd modellként szolgal a
gasztrointesztinalis rendszer in vitro modellezésére, segitségével hattérbe szorithatok azon

hatoanyagleadé rendszerek, melyek felszivodasa in vivo nem lenne megfeleld.

2.4 Sejtéletképességi vizsgalatok

Az ¢él6 sejtek, ennek megfelelden a sejtkultirdas modellek sejtjei is folyamatos kapcsolatban
vannak kornyezetiikkel. A kozeg megvaltozasat érzékelik, adaptacids képességeik hatdran
beliil alkalmazkodnak a megvaltozott koriilményekhez. Sejtkarosodas akkor jon létre, ha a
kornyezetvaltozas olyan mérték{i, amit a sejt mikodésével nem tud kompenzélni. A
sejtkarosodast kivaltd primer tényezé nagyon sokféle lehet. A primer hatas eredményeként
lezajlodo folyamatok azonban eldére megjosolhatéan, mintaszerlien zajlanak. Ilyen
masodlagos folyamat lehet a sejtmembran aspecifikus permeabilitdsanak megvaltozasa vagy a
sejt valamelyik anyagcsere folyamatanak kiesése, azonban bizonyos esetekben mindkét hatas
egyarant megfigyelhetd. Az enyhébb valtozasok hatdsara bekodvetkezd sejtkarosodas sok
esetben reverzibilis. Irreverzibilis valtozast eredményezhet viszont valamilyen drasztikusabb
vagy nagyobb expoziciéval jard behatds. Az irreverzibilis valtozds eredményeként a sejt
nekrotikus vagy apoptotikus elhaldsa kovetkezik be. A nekrozis soran a sejt passziv
elszenveddje a pusztuldsnak, mig az apoptézis soran a genomjaba kddolt program
segitségével aktivan vesz részt a sejthalalban. A sejtkultirdkon végzett kisérletek jelentds
részénél az életképes és az elpusztult sejtek aranyat hasznaljuk markerként az adott farmakon
vagy segédanyag toxicitdsanak jellemzésére. Kisérleteinkben a feliiletaktiv anyagok hatasat
felhasznalasi teriiletiiknek megfeleléen vizsgaltuk. Minden esetben jellemeztiik a tenzideket a

mitokondrialis aktivitasra gyakorolt hatdsukkal MTT teszt segitségével.

A BASF éltal rendelkezésiinkre bocsatott tenzidek esetében az esetleges parenteralis

(elsésorban 1v) felhasznalads miatt a vizsgalatot hemolizis teszttel is elvégeztik (A gyartd
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honlapja alapjan). A Gattefossé leginkabb per os felhasznéalasra ajanlott tenzidjeinél LDH
sejtéletképességi vizsgalatokkal egészitettiik ki a citotoxicitasi profil meghatarozasat. (A
gyarté honlapja alapjan) Ennek megfelelden tehat minden tenzid esetében a toxicitast két
kiilonbozé maddszerrrel teszteltiik. A tesztek részletes bemutatasara az anyagok €s modszerek

fejezetben kertil sor.
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2.5 Célkitiizés

Az onemulgeald rendszerek képzéséhez hasznalt feliiletaktiv anyagok gyakran és nagy
mennyiségben alkalmazott gydgyszertechnoldgiai segédanyagok. A leggyakrabban valasztott
tenzidek fiziko-kémiai tulajdonsaganak ¢és €16 szerveztre gyakorolt hatasanak ismerete

meghatarozo a biztonsagosan alkalmazhat6 gyogyszerforma kialakitasahoz.

Ezeket a szempontokat figyelembe véve, kisérletsororozatunkban a kovetkezd célokat

fogalmaztuk meg:

1. Feliiletaktiv anyagok szolubilizdlo képességének vizsgalata a tenzidek CMC —

értékének meghatarozasaval.

2. A tenzidek bélhamsejtek életképességére gyakorolt hatasanak vizsgalata Caco-2

human adenocarcinoma sejtvonalon.

3. A parenteralidk formulalasdhoz hasznalt tenzidcsoport kdlcsonhatasanak vizsgalata a

veér alkotodival.

4. Osszefiiggések keresése a tenzidek kémiai szerkezete, valamint azok él6 szervezetre

gyakorlt hatasa kozott.

5. A gyodgyszertechnoldgiai szempontbdl elényosnek talalt tenzidcsoport, Caco-2

egysejtmembranon keresztiili transzportra gyakorolt hatdsanak vizsgalata.

6. A bioldgiai membranon keresztiili transzportvaltozas hatterének feltérképezése.
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3.Metodika

3.1.Feliiletaktiv anyagok

Kisérletsorozatunk soran az alabbi tablazatokban feltiintetett tenzideket vizsgaltuk. Kiilondsen
nagy hangsulyt fektettiink a klasszikus és gyogyszerkonyvekben hivatalos feliiletaktiv
anyagok mellett, az 6nemulgealé rendszerek képzéséhez hasznalt tenzidek vizsgalatara [2.-
4.tablazat]. Vizsgalatainkat két nemzetkozi vallalat altal rendelkezésiinkre bocsatott
tenzidekkel végeztiik. Mind a Gattefossé, mind a BASF termékei mint emulgensek vagy
koemulgensek alkalmasak per os felhasznalasra keriil6 S(M)EDDS —ek formulalasara, egyes

Cremophor® vegyiiletek pedig parenteralis készitmények segédanyagaiként is hasznalhatoak.

2. tablazat
1. csoport: A vizsgalt (Gattefossé altal rendelkezésiinkre bocsatott) propilén-glikol és polietilén-glikol alapu nem

ionos feliiletaktiv vegyiiletek szerkezete

Propilén-glikol monokaprilat ~ Monoészter tartalom 90 % (kaprilsav (C8)) Gattefossé

Propilén-glikol monokaprilat ~ Monoészter tartalom 60 % (kaprilsav (C8)) Gattefossé 5

L észter tartalom>90%
Mono- di- és tri- gliceridek Lauril sav (C12) < 3%

B e &9 Kaor s (G 500 duhed |
Keveréke Kaprin sav (C10) 20-50%
Kaproil sav (C6) < 2%
Mirisztin sav (C14) < 1%
Monoészter tartalom 90%
Diészter tartalom 10%
laurinsav (C12) 90 % Gattefossé 5
kaprilsav (C8) <0.5 %
kaprinsav (C10) <2 %
mirisztinsav (C14) <3 %
palmitinsav (C16) <1 %
Monoészter tartalom 45-70 %
Diészter tartalom 30-55%
laurinsav (C12) 95 % Gattefossé 4
kaprilsav (C8) <0.5 %
kaprinsav (C10) <2 %
mirisztinsav (C14) <3 %
palmitinsav (C16) < 1 %

Propilén-glikol monolaurat

Propilén-glikol monolaurat

19



3. tablazat
2. csoport: A vizsgalt (BASF altal rendelkezésiinkre bocsatott) cetilsztearil alkohol és polietilén-glikol alapii nem

ionos feliiletaktiv vegyiiletek szerkezete

_ Cetil-(25) sztearil alcohol BASF 155
_ Cetil-(6) sztearil alcohol BASF 155
90% Polietilén-glikol(40)-
trihidroxisztearat BASE 15
10% viz
Polietilén-glikol(40)-
trihidroxisztearat BASF 14
90% Polietilén-glikol(40)-
trihidroxisztearat BASF 15
10% viz
Polietilén-glikol(60)-
BASF 17
trihidroxisztearat
Polietilén-glikol(40)-
BASF 14
trihidroxisztearat
_ Polietilén-glikol(7)-trihidroxisztearat BASF 5

20



4. tablazat

3. ecsoport: A vizsgalt nemionos poliszorbat vegyiiletek és a felhasznalt ionos tenzidek szerkezete

Natrium-Lauril-Szulfat Sigma-Aldrich

o liEilEn spobiiin Etoxilezett szorbitnak és anhidridjeinek

TR részleges zsirsav, foként laurinsav- Sigma-Aldrich 16,7

észtereibdl allo keveréke.

Etoxilezett szorbitnak és anhidridjeinek
részleges zsirsav, féként sztearinsav -

észtereibdl allo keveréke. Sigma-Aldrich 14,9

Poliethilén- szorbitan

monosztearat

Etoxilezett szorbitnak és anhidridjeinek

részleges zsirsav, foként olajsav -észtereibol
Gills Teverdie. Sigma-Aldrich 14,7

Poliethilén- szorbitan

monooleata

Az éltalunk végzett kisérletek ennek megfelelden a bélhdmsejtekre gyakorolt hatas (ICso-
MTT, ICso-LDH), valamint bizonyos esetekben a segédanyagok hemolitikus aktivitasanak
(HCsp) mérésére is kiterjedtek, attol fiiggden. hogy az alkalmazas f6 indikacidja per os vagy

parenteralis.

3.2.Feliileti fesziiltség mérése és a CMC meghatarozasa

A feliileti fesziiltség mérés soran folyadék/gaz hatarfeliileti fesziiltséget és annak valtozéasat
mértiikk. Kiilonbséget tesziink aszerint, hogy a folyadék fazist alkotd részecskék a fazis
belsejében vagy a feliiletén helyezkednek el. A fazis belsejéhez képest ugyanis a feliileten
1évo részecskék aszimmetrikus erdtérben vannak, igy energidjuk eltér a fazisban 1évékéhez
képest. A feliilet 1étrehozasa vagy megsziintetése ennek kdvetkezményeként mindig munkéval
jar. A tiszta folyadékok egységnyi feliiletének létrehozasakor végzett munka izoterm
reverzibilis koriilmények kozott, azaz a felileti fesziiltsége tehat e feliilletnovekedéssel

kapcsolatos  szabadenergia  valtozassal (felilleti szabadenergia tobblet) egyenld,
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mértékegysége J/m2 vagy N/m (Nm/m2=N/m). Az oldoszer elegyek és oldatok feliileti
fesziiltsége a tiszta olddszerétdl eltér, mivel e rendszereket egynél tobbféle molekula alkotja,
szlikségszertien tehat a kiilonboz6 molekuldk kozti kdlcsonhatés a tiszta oldoszerétdl eltérd
lesz. Ennek kovetkeztében a feliileti fesziiltség néhet, vagy csokkenhet. A tiszta oldoszerhez
feliiletaktiv anyagot keverve a feliileti fesziiltség csokkenése figyelhetdé meg. A kritikus
micellaképzési koncentracio eléréséig a feliileten mérhetd fesziiltség csokken, CMC fo16tt
pedig allandosul. CMC értéknek a feliileti fesziiltség mérés soran felvett gorbe téréspontjahoz
tartozd koncentraciot tekintjiikk. A kritikus micellaképzési koncentracié meghatarozasahoz,
szamitogép vezérelt két diszpenzeres Sigma 700 tipust tenziométert (Biolin Scientific Inc.,
Svédorszag) hasznaltunk [5.abra].

5. abra. Sigma 700 tipusu dupla diszpenzeres tenziométer

A Kkisérletet megeldézéen a berendezést ugy kalibraltuk, hogy a tiszta viz feliileti fesziiltsége
laboratoriumi koriilmények kozott (22°C, ~50% relativ paratartalom) 72 dynes/cm? legyen
[Lide 1990]. A mérés soran a feliiletaktiv anyagok 0,1-1 v/v% -os torzsoldatat készitettiik el.
Ezen torzsoldatok pontos vizzel torténd higitasat és az igy kapott koncentracidkhoz tartozd
feltileti fesziiltség megallapitasat a berendezés automatizaltan végezte. A kisérlethez
automatizalt Du Nioy pull out ring illetve az ismételt meghatarozashoz Wilhelmy pull out
plate médszert hasznaltunk [Du Niioy és mtsai 1925 valamint Li és mtsai 2008] [6.-7. abra].
A micellaképzddéshez sziikséges kritikus koncentraciot a berendezés altal mért feliileti

fesziiltségek abrazolasaval allapitottuk meg.
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6. abra. Wilhelmy plate 7. abra. Du Niioy ring

3.3.Hemolitikus aktivitas meghatarozasa

A gybgyszerkészitmény intravénas alkalmazhatosagat jellmezhetjiik a gyogyszerforma
alkotdinak a vér elemeire gyakorolt hatasaval [Jiang és mtsai 2011]. A tenzidek hemolitikus
aktivitasanak vizsgélatdhoz egészséges human onkéntes donorok vérét alkalmaztuk. A vér
alakos elemeit a citrattal koagulalt vérbol centrifugalassal szeparaltuk (2500 x G, 10 perc), ezt
kovetden PBS- el (Phosphate Buffered Saline) haromszor obitettiik [Heyun és mtsai 2012]. A
erytrocytdt adtunk. 10 perces, 37°C-on torténd inkubdlds utdn a mintdkat 5000xg
centrifugaltuk. A hemolizis kovetkeztében kiszabaduldé hemoglobin abszorbancidjat mértiik a
feliiliszoban 540 nm -—en FLUOstar Optima microplate reader (BMG LABTECH,
Németorszag) segitségével. A kontroll kisérlet sordn az erytrocytakat desztillalt vizben
inkubaltuk 10 percig, ez alatt végbement a teljes hemolizis. Majd egy végsé centrifugalast
kovetéen megmeértiik a feliiliszoban 1év0, kiszabadult hemoglobin abszorbancigjat 540 nm —
en. A kontroll mintdk alapjdn szamitott hemolizalt sejtek aranyat dbrazoltuk a vizsgalt

koncentracio fliggvényében.
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3.4.Sejttenyésztés

A Kkisérletekhez hasznalt human adenokarcinoma sejtvonal az ECACC-t6l (European
Collection of Cell Cultures, Egyesiilt Kirdlysag) szarmazott. Az in vitro sejttenyésztés soran a
sejteket fiziologias koriilményekhez hasonlo letapadd sejtkulturahoz alkalmas sejttenyésztd
edényben, (Nunc; Dania) 10 (v/v)% inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot (FBS, Sigma-
Aldrich; Magyarorszag), 1 (v/v)% nem esszencialis aminosavat (Sigma-Aldrich;
Magyarorszag) ¢s 100 mg/ml gentamicint tartalmaz6 DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium) (Sigma-Aldrich; Magyarorszag) tenyészté médium folyadékban novesztettiik CO;
termosztatban (5% CO, atmoszféraban) 37°C —on 95 % paratartalom mellett. A sejteken a
tapoldat cserét minden 3. napon végeztiink, laminaris dramlasu steril fiilke alatt [ Bigansoli és
mtsai 1999]. A laminar boksz (LAF) alkalmazasaval a sejttenyészet mikrobalis
fert6zodésének lehetéségét minimalisra csokkentettiik. A kultara kialakitasat a telepitd
edényben ~10° db sejttel inditottuk. A kévetkezd hat napban a sejtek szama exponencialisan
novekedett, majd a hetedik napon elérte a telitési szakaszt, kialakult a letapado sejtvonalakra

jellemz6 konfluens kultura [8.abra].

8. abra. A Caco-2 sejtek tenyésztése soran kialakulo konfluens sejtréteg fénymikroszkopos
képe (40x)
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Ebben a staddiumban tortént a Caco-2 sejtek passzalasa laminar boksz alatt. A sejttenyényszto
médium eltadvolitdsa utan a tapoldat maradékat PBS (Phosphate Buffered Saline) oldattal
lemostuk. A letapado sejtek szuszpenzidba viteléhez enzimként 0,05 (m/v)% tripszin oldatot
valamint kelatképzéként 0,02(m/v)% etilén-diamin-tetraacetait (EDTA) oldatot [0,5 % g/l
tripszin (Sigma-Aldrich; Magyarorszag); 0,2 g/l EDTA (Sigma-Aldrich, Magyarorszag)]
hasznaltunk. Az emésztés soran a sejteket 2 percig 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kdvetéen a
reakcidt 0tszords mennyiségli friss médium hozzaadasaval allitottuk le. A médiumban 1évo
szérum inaktivalja a tripszint. A sejtszuszpenziot ezutan 1100 rpm fordulaton,
szobahdmérsékleten 6 percen keresztiil centrifugaltuk. A feliiluszo eltavolitdsa utan 10 ml
friss médiumban a sejteket szuszpendaltuk. A sejtszuszpenzidban 1évo sejtek szamat Biirker
kamra segitségével szamoltuk. A sejtszuszpenzid ~10° db sejtet tartalmazé mennyiségét steril
telepitd edénybe pipettaztuk, majd a sejteken 1év6 tdpoldat mennyiségét 10 ml-re egészitettiik

Ki. A tovabbi vizsgalathoz 22-45 passzazsszam kozotti sejteket hasznaltunk.

3.5.5ejt életképességi vizsgalatok

3.5.1.MTT teszt

A kisérletek soran a Caco-2 sejtek mitokondridlis aktivitds valtozasat mértiik. Az életképes
sejtek mitokondriumainak bels6 membranjaban és matrixaban zajloé oxidativ reakciokban
résztvevé dehidrogenazok a vizben oldhaté sarga szinGi 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-
difenil-tetrazolium-bromid (MTT) oldatot lila szini vizben oldhatlan formazan kristalyokka
redukaljak. Tekintettel arra, hogy a mitokondridlis elektrontranszport és energiatermelés
alapvetd feltétele a sejtmiikodésnek, csak a formazan eldallitasara képes sejteket tekintjiik
vitalisnak. A lila szin mélysége jol korreldl az ¢életképes sejtek aranyaval [ Palamakula és
mtsai 2004]. A vizsgalathoz a Caco-2 sejteket, 7 nap alatt az el6z6 pontban ismertetett
modszerrel 96 lyuku tenyészté plate-ben (10* sejt/lyuk) ndvesztettiik. A ndvesztés soran a 3.
napon a tenyészté6 médiumot laminaris aramlasu fiilke alatt lecseréltiik. A konfluens sejtréteg
a sejtekre. 30 perces inkubalas utan PBS-el késziilt, 0,5 mg/ml koncentracioja MTT oldatra

cseréltiik a vizsgélati mintdkat és 37 °C- on tovabbi 3 oran keresztiil inkubaltuk. A feliiluszo
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eltavolitasa utan, a keletkezett formazan kristalyokat 150 pl sosavas 2-propanollal (2-

propanol: sésav =25:1) oldottuk fel [9.4bra].

9. abra. A Caco-2 sejtvonalon az MTT teszt soran kialakulo formazan kristalyok okozta
szinvaltozas a 96 lyuku plate- ben

Az oldatok abszorbancidjat FLUOstar Optima microplate reader (BMG LABTECH,
Németorszag) segitségével 570 nm-en mértiik. Korrigalasként kivontuk az 570 nm -en mért
abszorbancia értékekbdl a sejttormelék szuszpenzid, mint hattér 690 nm-en mért abszorbancia
értékeit [Gursoy és mtsai 2003]. A kisérlet soran at nem alakult (feltételezhetéen a
sejttormelékhez tapadd) festék nem befolyasolta a meghatarozast, tekintettel arra, hogy a
redukalatlan MTT-nek nincs elnyelése 570 nm —en. Az igy kapott eredményeket kezeletlen
kontroll mintak abszorbancia értékeihez viszonyitva szazalékban fejeztik ki és a tenzid
koncentracio ellenében abrazoltuk. Az abrak segitségével meghataroztuk az egyes feliiletaktiv

anyagokra jellemzd ICso (50% mitokondrialis enzim inaktivacio) értékeket.

3.5.2.LDH teszt

A feliiletaktiv anyagok membran szolubilizalé képessége révén a Caco-2 sejtek membran
integritasa sériilhet. A karosodott sejtekbdl felszabaduld Laktat-DeHidrogenaz (LDH) enzim
extracellularis aktivitdsanak mérésével felderitheté a membran szolubilizacios képesség

mértéke [Martin és mtsai. 1991]. A kisérletekben az MTT teszt bemutatdsa soran ismertetett
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moédon a sejteket 96 lyuka plate-ben novesztettiik. A konfluens sejtréteg kialakulasat
sejtet vagy sejttormeléket nem tartalmazo feliiluszokat 30 perc inkubacio utan, detektalasi
célbol egy masik 96 lyuku plate-be pipettaztuk. A mintakhoz az LDH-kit (Roche
Diagnostics; Németorszag) részeként megvasarolt Katalizatort (Diaforaz/NAD" keverék) és
festéket (Iodotetrazolium klorid/Na laktat) 1:45 aranyban a vizsgalt feliiluszoval megegyez6
mennyiségben hozzdadtuk. A mintdk abszorbancidjat, 30 perces sotét inkubalas utan,
FLUOstar Optima microplate reader (BMG LABTECH, Németorszag) segitségével 492 nm-
en mértik. Az igy kapott eredményeket kezeletlen kontroll mintak, valamint a 100% ban
sejtpusztitd hatdsu Triton-X 100 abszorbancia értékeihez viszonyitva szazalékban fejeztiik ki
¢s a tenzid koncentraci6 ellenében abrazoltuk. Az abrak segitségével meghataroztuk az egyes
feliiletaktiv anyagokra jellemzd ICs értéket, amely a vizsgalati anyag azon koncentracidja

ahol a teljes sejtszamhoz viszonyitva az ¢letképes sejtek aranya 50%.

3.6. Transepithelialis Ellenallas (TEER) mérése Caco-2 monolayeren

A Transepithelialis elektromos ellenallas (TEER) méréséhez a sejteket a korabban ismertetett
tenyésztési eljarassal, azonban ebben az esetben 0,4 um poérusméretii polikarbonat inzertekre
(Corning Costar, USA) szélesztettiik. Az inzerteket 12 lyuku platekbe (Corning Costar, USA)
helyeztiik tigy, hogy a plate-be pipettazott tapoldat szintje az inzertek apikalis kamrajaban
1év6 tapoldat szintjével azonos legyen. A sejteket ehhez 500 pl-ben vettiik fel a bazalis
kamraba pedig 1500 pl tapoldatot pipettaztunk. A TEER mérés soran az apikalis és a bazalis
kamraba helyezett elektrodok kozotti elektromos ellenalast mértik (Millicell-ERS
volthometer, Millipore, USA) [10.4bra].

10. abra. Millicell ERS-2 TEER meghatadrozo késziilék és az elektrodok elhelyezkedése a

meérés soran
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A TEER értékek mértékegysége Ohm x cm?®. Mérési koriilményként rogziteniink kell a pH ¢€s
a homérséklet mellett a méréshez kozegként hasznalt sejttenyésztd médium pontos
Osszetételét is. Az ellenallas értékek meghatarozasa eldtt a pontos mérés biztositdsdhoz az
elektrodokat a méréshez hasznalt tapoldatban ekvilibraltuk [Yau Yi Lao és mtsai 2004]. A
sejtek membranra szélesztését kovetden az elsé napokban a TEER értékek ndvekedését, a 4.-
5. napon a TEER értékek stagnalasat, majd 8.- 10. napon a konfluens sejtréteg eloregedése
miatt az ellenallas ismételt csokkenését figyeliik meg [Bailey és mtsai 1996]. A transzport
vizsgalatokat a konfluens sejtréteg kialakulasat kovetden, de a TEER értékek csokkenése elott
az ellenallasi értékék platd fazisdban végeztiikk. A platdo fazisban elvart TEER értékek
tekintetében a nemzetkozi irodalomban eltéré adatokat kozoltek. Yau Yi Lao és munkatarsai
300-540 Ohm x cm? TEER értékeket mértek [Yau Yi Lao és mtsai 2004] mig Braun és
munkatarsai a mi méréseinkkel harmonizaldé 750-800 Ohm x cm? ellenallast mértek a

konfluens réteg kialakulasakor [Braun és mtsai 2000].

3.7.Caco-2 membran transzport vizsgalata

A biologiai hasznosithatosag értékelésének egyik modszere a gyogyszerkészitményben 1€vo
hatdoanyag megoszldsanak vizsgéalata [Antal és mtsa 2009]. A kompartmentek kozotti
megoszlas értékelésére kiilonbozd transzportmodelleket alkalmazunk. A feliiletaktiv anyagok
paracelluldris transzportra gyakorolt hatdsat ismert kinetikdval permeédld Lucifer yellow
festékanyag (Sigma-Aldrich; Magyarorszag) atjutast monitorozva vizsgaltuk [Fenyvesi és
mtsai 2011]. A kisérletet megelézéen a Caco-2 sejteket Transwell® (0,4 pm porusméret,
2x10° sejt/inzert) (Corning Costar, USA) polikarbonat inzerten novesztettik. A sejtek
tenyésztése a korabban ismertetett koriilmények kozott tortént. Az inzerteken a médiumot 2
naponta lecseréltiik. TEER méréseink alapjan a transzport kisérletekhez hasznalt stabil Caco-2
monolayer a kitiltetést koveté 20-30 nap utan alakult ki. A sejtek konfluencidjat a két
kompartment kozotti transepithelidlis elektromos ellendlldas (TEER) értékek mérésével
kovettiik nyomon (Millicell-ERS volthometer, Millipore, USA). A mért TEER értékeket az

tires inzert ellenallasaval és az effektiv feliilethanyaddal korrigaltuk.

A transzport kisérletekben a 800 Ohm x cm? feletti TEER értékekkel jellemezhetd

monolayereket hasznaltuk. Minden minta transzportra gyakorolt hatasat harom parhuzamos
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inzerten vizsgaltuk. Az inzerteket HBSS-ben (Hank’s Balanced Salt Solution; Sigma
Magyarorszag) mostuk (37°C, 30 perc). A bazalis kamrat akceptor oldatként tiszta HBSS -el
oldatat, mint donor oldatot pipettaztuk. A meghatdrozas soran mintat a bazalis kamrabdl 10.,
30., 60., és 120. percben vettilk. A mintak fluoreszenciajat FLUOstar Optima microplate
reader (BMG LABTECH, Németorszag) segitségével 450nm es gerjesztd fény hullamhossz
mellett 520 nm-en detektaltuk.

3.8.Immunohisztokémia

A fluoreszcens jelolés alkalmas tetszéleges sejtalkotok detektalasara és elkiilonitésére az €16
mintakon [Krizbai és mtsa 2003]. A moddszer hasznalhaté kvantitativ és kvalitativ elemzésre
egyarant [Stockert és mtsai 2009]. DNS-ben interkaldlodo festékkel lehetséges DNS-t
tartalmaz6 sejtalkotok, mint példaul a sejtmag vagy a mitokondrium megfigyelése. A
sejtfelszini vagy a sejt belsejében taldlhatdo fehérjék kimutatdsa a feliiletiikon talalhato
specifikus antigének fluoreszcens jelolésével torténhet. Primer antitest segitségével jeloljiik a
megfigyelni kivant stuktira alkotot, majd a primer antitesthez kotédé masodlagos antitesttel
tessziikk lathatova a fehérjét. A vizsgalatokhoz a Caco-2 sejteket iliveg feddlemezeken
novesztettiikk az el6z6 pontokban ismertetett modon. A konfluens sejtréteg kialakuldsa utan a
mintdkat 60 percen at kezeltiik a kisérletes anyagok HBSS—el késziilt oldataval. Kontrollként
a sejteket tiszta HBSS-el inkubaltuk. A mintak eltavolitasa utan a lemezeket PBS-el (pH 7.3)
mostuk majd fixalasként 10 percig metanol aceton 1:1 aranyu keverékével kezeltiik. Ezutan a
sejteket anti-ZO-1 (Invitrogen, USA), anti-claudin-1 (Invitrogen,USA), anti-p-catenin
(Sigma—Aldrich, Magyarorszag) primer antitestek 1:200 aranyu oldataval inkubaltuk 8 6ran
at, a nem specifikus antitest kot helyeket blokkold a 3%-o0s szarvasmarha szérum albumin
(BSA) oldattal egyiitt. Ezt kdvetden a Caco-2 sejteket 60 percen keresztiil kezeltiik Cy3-al
jelolt masodlagos anti-nyul, IgG (Sigma—Aldrich, Magyarorszag) 1:400 aranyban PBS-ben
oldott antitesttel a ZO-1 ¢és a B-catenin, valamint Alexa 488 anti-nyal IgG 1:400 aranyu
oldataval a Claudin-1 junkcionalis fehérjék jeldléséhez. A Caco-2 sejtek nucleusait a kisérlet
soran bis-benzimid (Sigma—Aldrich, Magyarorszag) (10umol) festékkel festettik meg. Az
inkubalasok kozott a lemezeket harom alkalommal mostuk PBS-el. A lemezeket Gel Mount

(Biomeda, USA) segitségével targylemezre rogzitettiik majd a jeloléseket NikonEclipse
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TE2000 fluoreszcens mikroszkoppal (Nikon, Japan) vizsgaltuk. A megjelolt junkcionalis
fehérjékrol a felvételt, Spot RT digital kamera (Diagnostic Instruments, USA) segitségével
készitettiik.

3.9.Statisztikai analizis

Kisérleteink soran kapott eredményeinket statisztikailag a SigmaStat (version 3.1; SPSS, Inc.)
segitségével elemeztiikk. Az eredményeink kdzott ez alapjan szdmitott atlagukat tiintettiik fel £
SD. A csoportok Osszehasonlitisit ONE WAY ANOVA modszerrel végeztiikk, amelyet
Tukey’s teszt kovetett. A kisérleti eredményeinket legaldbb 3 parhuzamos mérés szolgaltatta a

kiilonbségeket p <0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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4.Eredmények

4.1. A CMC meghatarozasa a feliileti fesziiltség valtozas mérése alapjan

A feliileti fesziiltség méréssel meghatarozott CMC (micellaképzéshez sziikséges minimalis

koncentracio) vizsgalatnal, mind a Du Nouy pull out ring illetve az ismételt meghatarozashoz

hasznalt Wilhelmy pull out plate modszerek igazoltdk valamennyi vizsgalt anyag

koncentraciofiiggd feliileti fesziiltség csokkentd tulajdonsagat. A feliileti fesziiltségeket a

koncentracié fiiggvényében abrazolva megallapithattuk, hogy a kritikus micellaképzési

koncentracié a polioxietilén szarmazékoknal kisebb, mint a hidrofil csoportként propilén

glikolt tartalmazoé, illetve a cetil sztearil alkohol tipusu tenzidek esetében. A legnagyobb

micellaképzddési koncentraciot a vizsgalt anyagok koziil a natrium lauryl szulfat esetében

mértiik [11.-12. abra].
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11. abra. A Feliileti fesziiltség értékeinek valtozasa a koncentrdcio fiiggvényében a vizsgalt

feliiletaktiv anyagok esetében. (1. és 3. csoport) A mért adatokat atlag+=SD formaban

abrazoltuk. (n=5)
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12. abra. A feliileti fesziiltség értékeinek valtozdsa a koncentrdcio fiiggvényében a vizsgalt
feliiletaktiv anyagok esetében. (2. csoport) A mért adatokat atlag+SD formdban abrazoltuk.
(n=5)

A meghatarozasok soran a Labrasol® kisebb koncentracioban képzett micellakat mint a
Cremophor® csalad tagjai amelyeknél a CMC sorrend RH 40 < RH 60 < RH410 < CO 455 <
CO 410 <WOT7 volt. A poliszorbat vegyliletek micellaképzési koncentracidja mindharom
esetben meghaladta a Labrasol®-ra jellemzé6 CMC értékeket. A propilénglikolok kozott a
CMC értékek alapjan vett sorrend a Lauroglycol PGMC® < Lauroglycol 90° <Capryol
PGMC® < Capryol 90® volt [5.Téablazat].
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3. tabldazat

A kiilonbozé tenzidek feliileti fesziiltség valtozasabol szarmaztatott CMC értékei

Név gﬂ'\\"/oc/o) +SD  Név (?”'\\"/g)) +SD

Cremophor RH 40®  0,0408 0,0010 Labrasol® 0,0123 0,0006
Cremophor RH 60  0,0457 0,0011 Capryol 90 0,6109 0,0016
Cremophor RH 410°  0,0551 0,0022 Capryol PGMC® 0,4570  0,0011
Cremophor CO 410 0,0554 0,0010 Lauroglycol 90 0,3480 0,0010

Cremophor CO 455®  0,0548 0,0014 Lauroglycol PGMC® 0,2180 0,0021

Cremophor WO7® 0,0901 0,0032 Poliszorbat 20 0,0975 0,0001
Cremophor A6" 0,1016 10,0012 Poliszorbat 60 0,0581 0,0005
Cremophor A25” 0,1001 0,0020 Poliszorbat 80 0,0128 0,0031

Natriumlaurylszulfat  0,2341  0,0018
A mert adatokat atlag+SD formaban adtuk meg (n=>5)

A kritikus micellaképzddési koncentracio értékek tablazatos dsszesitésénél mind a a Du Nouy
pull out ring mind a Wilhelmy pull out plate mddszer alapjan azonos sorrendet kaptunk
valamint a parhuzamos mérések kozott adodott szordas mértéke nem haladta meg a 0,003

dynes/cm értéket [5.tablazat].

4.2.Sejtéletképességi vizsgalatok

4.2.1.MTT teszt

Az MTT citotoxicitasi teszt soran a Caco-2 sejtek mitokondrialis aktivitas valtozasat mértiik.
A vizsgalt feliiletaktiv anyagok sejtéletképességre gyakorolt hatdsa minden anyag esetében
koncentraciofiiggd tulajdonsdgnak bizonyult. A teszt sordn vizsgalt PEG struktiraju
Cremophor®-ok nagyobb koncentracidban is jobban toleralhatonak bizonyultak, mint a

Labrasol® vagy a propilén glikol alapszerkezetii tenzidek [13. 4bra].
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13. dbra. Az MTT sejtéletképessegi vizsgalat eredményei a 2. tenzid csoport

meghatarozasandl. A mért adatokat atlag+SD formdban abrazoltuk. (n=5)

A Cremophor®/Kolliphor® tipusi PEG észter tipusi vegyiletek koncentraciofiiggd
sejtkarositd hatasgdrbe alapjan szamitott 1Cso értékilk alapjan az aldbbi sorrendiség
mutatkozott: Cremophor®/Kolliphor® RH40> RH410> RH60> A6> CO410> A25> CO455>
wWQO7

A hidrofil feji részben szorbit komponenst is tartalmazé poliszorbat vegyiiletek ugyannakkor
valamennyi Gattefossé tenzidnél is Kisebb koncentracioban okozott jelentds sejtkarositd hatast
[14. abra]. A poliszorbat vegyiiletek kozill a legalacsonyabb ICsg értékkel sorban a Poliszorbat
20 <Poliszorbat 80 <Poliszorbat 60 volt jellemezhetd. A propilén glikol észter csoport tagjai
koziil a Capryol 90 bizonyult a legtoxikusabbnak. MTT citotoxicitasi teszttel vizsgalva a
Capryol PGMC, Lauroglycol 90 ¢és Lauroglycol FCC esetében gyakorlatilag nem volt
kimutathato sejtkarositd hatas a Caco-2 sejteken. A vizsgalt feliiletaktiv anyagok koziil a
legtoxikusabbnak egyértelmiien az ionos natrium lauryl szulfat bizonyult. Ez az eredmény

harmonizal a nemzetk6zi irodalomban korabban k6zolt mérésekkel [ Antonie és mtsai 1989].
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14. abra. Az MTT sejtéletképességi vizsgalat eredményei az 1. és 3. tenzid csoport esetében A
mért adatokat atlag+SD formaban dbrazoltuk. (n=35)

4.2.2. L DH teszt

Az LDH teszt kiértékelésekor minden vizsgalt tenzidnél egyértelmiien megallapithato
koncentraciofiiggd sejtkarositd hatast tapasztaltunk. Az LDH teszt eredményeként szamitott
ICso értékek alapjan a kovetkezd sorrendet allitottuk fel: Lauroglycol FCC® > Lauroglycol
90® > Capryol PGMC® > Capryol 90® > Labrasol® > poliszorbat vegyiiletek > Nétrium lauryl
szulfat. A vizsgélt feliiletaktiv anyagok membrankérositdé hatdsdnak kovetkeztében
felszabadulo laktatdehidrogenaz (LDH) enzim extracellularis szintjének mérésekor az egyes
tenzidek bélhamsejtekre gyakorolt hatasa korrelalt az MTT teszt eredményeivel [15. dbra]. Az
extracellularis laktatdehidrogenaz mérésével ugyanakkor, a feliiletaktiv anyagok citoplazma

membrankarosito hatasa kisebb koncentracioknal is mérhetd volt [Weyermann és mtsai 2005].
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15. dbra. Az LDH sejtéletképességi vizsgalat eredményei az 1. és 3. tenzid csoport esetében. A

mért adatokat atlag+SD formaban dabrazoltuk. (n=35)

Ezért a sejtéletképességi vizsgalatok segitségével a foként oralis gyodgyszerbevitelre szant
tenzideket az MTT és az LDH vizsgalat alapjan szamitott ICso értékekkel egyarant

jellemeztiik.

4.3.Caco-2 membran transzport vizsgalata

A transzport kisérletekhez a tenzidek nem toxikus koncentracioit illetve azok nem toxikus
koncentraci6 tartalmu keverékeit hasznéltuk. A tenzidek konfluens Caco-2 sejtréteg épségére
gyakorolt hatasat a membran két oldala kozotti elektromos ellenallas mérésével vizsgaltuk. A
TEER mérésekor azt tapasztaltuk, hogy a nem toxikus koncentracidban vizsgalt tenzidek
koziil, szignifikansan csak a polietilén glikol észterek (Poliszorbat 20, 60, 80) és a Labrasol®

csokkentették a TEER értékeit. A 0,001% Poliszorbat (20, 60,80) és 0,05% Labrasol®
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tartalmt keverékek is szignifikansan csokkentették a TEER értékét a kezeletlen monolayeren
mért ellenallashoz képest [17. abra]. Ezen adatok ismeretében megvizsgaltuk a Labrasol®™ és a
Poliszorbat vegytiletek, Lucifer yellow fluoreszcens festékanyag paracellularis transzportjara

gyakorolt hatasat.

—— Labrasol 0,05%
07 - —O— Poliszorbat 20 0,001%
--O- Poliszorbat 60 0,001%

*
O - Poliszorbat 80 0,001%
—— Osszetétel 1 j
0,6 1 - - Osszetétel 2 /o*

¥ - Osszetétel 3 / ;
—+— HBSS fo

Atjutott Lucifer yellow (ug)

[d6 (perc)

16. dbra. A transzport kisérlet soran idéegység alatt atjutott anyagmennyiségek.

A meért adatokat atlag=SD formdban abrazoltuk. (n=5) * szignifikans eredmény

A tenzid koncentrdciok a keverék mintaoldatokban: dsszetétel 1: 0,05% Labrasol, 0,001%
poliszorbat20, ésszetetel 2: 0,05% Labrasol, 0,001% poliszorbat60, osszetétel 3: 0,05%
Labrasol, 0,001% poliszorbat80

A transzport kisérletek sordn a propilén glikol észter szarmazékok nem valtoztattdk meg a
Lucifer yellow éatjutasi kinetikajat, azonban a Poliszorbat vegyiiletek és a Labrasol® viszont
szignifikansan novelte a fluoreszcens festék transzportjat [16. abra]. Tekintettel arra, hogy a
festékanyag atjutdsdnak kinetikdja nem volt linedris, ezért a latszolagos permeabilitasi

egyiitthatd (Papp) megaddsa helyett, a vizsgalati mintdk hatisara iddegység alatt atjutott

crer
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4.4. A Transepithelialis Elektromos Ellenallas kovetése

A Lucifer yellow festékanyag Caco-2 monolayeren keresztiili paracellularis transzportjanak
vizsgélata kdozben, a membran két oldala kozotti elektromos ellenallas valtozasat regisztraltuk,

valamint a kisérletet kovetd 24 oraban utankovettik.
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17. dabra. A Transepithelidlis Elektromos Ellenallas (TEER) valtozasa a transzport kisérlet

soran. A mért adatokat atlag+SD formaban abrazoltuk. (n=3)

A TEER monitorozasa sordn megfigyeltiik, hogy a kezelés kozben és utan mért alacsony
rezisztencia értékek a vizsgalati minta kimosasat kovetden emelkedni kezdtek és a kezelést
kovetd 24. ora mulva a kiindulasi értékre visszaalltak [17. abra]. A TEER értékek 24 o6ran at
tartd utdn kovetésével bizonyitottuk, hogy a modellvegyiilet atjutasanak ilyen mértékii
fokozodasanak hatterében, nem azok membrankérositd, hanem paracellularis transzport

fokozo hatasa all.
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4.5.Immunohisztokémia

Az immunohisztokémiai vizsgalatokban harom szoros junkcionalis protein, a ZO-1, Claudin-
1 valamint a [-catenin elhelyezkedését vizsgaltuk. A  junkciondlis fehérjék
immunofluoreszcens jelolését kovetden a Caco-2 sejtek kozotti kapcsolatok  éles
hatarvonalként rajzolddtak ki a sejtek altal képzett intakt monolayerben. A kontrolként
hasznalt kezeletlen Caco-2 monolayeren a szoros junkcionalis fehérjék a plazmamembranban
lokalizalodtak. A kezelések hatasara a szoros kapcsolat kialakitdsaért feleldés proteinek
lokalizacidja ugyan tobb esetben megvaltozott, azonban minden felvételen a sejtek konturjai

¢lesek, igy egyértelmiien kizarhatd a Caco-2 monolayer integritdsanak megvaltozasa.

Control Labrasol

Polysorbate 20 Labrasol+ Polysorbate 20

Claudin-1

p-cathenin

18. dbra. A Caco-2 monolayer ZO-1, Claudin-1, S-catenin junkciondlis fehérjék immun-
hisztokémiai jelolése.

Az elkészitett immunfluoreszcens felvételeken a Labrasol® hatdsa szembetiind a ZO-1,
Claudin-1 és kismértékben megfigyelhet a f-catenin esetében is. Ezeken a felvételeken az

abrakon nyillal jeldlt helyeken festddések jelentek meg a citoplazmaban, ami a szoros
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junkcionalis fehérjék disztribuciojaban tortént valtozasra utalhat [18.abra]. A Poliszorbat 20
vegyiilet esetében meggydzden csak a Claudin-1 junkcionalis fehérje atrendezddése
igazolhatd. A Poliszorbat 60 ¢és Poliszorbat 80 esetében a junkcionalsi proteinek

atrendezédése nem figyelhetdé meg [19. ébra].

Control Polysorbate 20 Polysorbate 60

Polysorbate 80

Claudin-1

é
@
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&

19. dbra. A Caco-2 monolayer ZO-1, Claudin-1, S-catenin junkcionalis fehérjék immun-
hisztokémiai jelolése.

A tenzidek keverékét vizsgalva a Poliszorbat 20 vegyiiletre jellemzé immunohisztokémiai
képet kaptunk. Ezen eredmények alapjan a transzport kisérletek soradn tapasztalt fokozott
paracellularis anyagatjutas valamint a kisérletek kdzben mért transepithelialis ellenallas
csokkenés hatterében a sejtkapcsold struktirdk sejtmembranbdl citoplazméba torténd

redisztribucidja allhat.
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4.6.Hemolitikus aktivitas

A feliiletaktiv anyagok hemolizalo tulajdonsagat desztillalt viz, vorosvértestekre gyakorolt
karosité hatasaval Osszehasonlitva vizsgaltuk. A hemolitikus aktivitds megallapitdsa soran
szignifikans eltéréseket tapasztaltunk a vizsgalt szarmazékok esetén [20. abra]. A kapott HCsg
értékek alapjan a Cremophor WO7® 1ép legkisebb koncentracioban kélcsénhatisaba a
vorosvértestekkel, okozva ezzel az erytrocytdk membranjanak sériilését. A polioxietilén-
glikol (7) alapti tenzid utan legalacsonyabb HCsg értékeket a Cremophor CO 410® valamint
CO 455 esetén mértiink. Ezen két szarmazék felhasznalasi teriileteként a gyart6 BASF Kft.
kizarolag ad usum externum felhasznalast javasol, igy ez a hatas megerdsiti az anyagok
felhasznalasi indikaciojat. A polioxietilén-glikol szarmazékok, igy a Cremophor RH 40
RH60 valamint RH410 esetében volt a hemolizalt sejtek aranya a legalacsonyabb. A Cetil
sztearil alkohol szarmazékok esetében a feliiliszoban 1évo, kiszabadult hemoglobin
abszorbanciaja adott koncentracioban a WO7 és CO vegyiileteknél alacsonyabb, az RH

vegyiileteknél viszont joval magasabb volt.

P —=— Cremophor RH40
P —e— Cremophor RH 60

4— Cremophor RH 410
'''''' v— Cremophor CO 410
—0— Cremophor CO 455
-0~ Cremophor WO 7
—— Cremophor A6
—4&— Cremophor A25
—0— H20

Hemolizalt sejtek aranya %

T g T y T y T T T
6 8 10 12 14

Koncentracié (V/V%)

20. abra. A vizsgalt cetilsztearil alkohol és polietilénglikol alapu nem ionos feliiletaktiv
vegyiiletek koncentraciofiiggo hemolizalo tulajdonsaganak vizsgalati eredménye. A mért

adatokat atlag+SD formdaban dabrazoltuk. (n=35)
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6. tabldzat

A vizsgalt cetilsztearil alkohol és polietilénglikol alapu nem ionos feliiletaktiv vegyiiletek ICsy és HCsy értékeinek

osszehasonlitasa
I I

A mért adatokat atlag+SD formdban adtuk meg. (n=5)

A Kkapott HCsy értékeket, a PEG szarmazékokat jellemzé ICso értékekkel Osszevetve

korrelaciot talaltunk. A két vizsgalat alapjan, toxicitasi profil szerint felallitott sorrend

megegyezik [6. tablazat].
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5. Megbeszélés

5.1. A feliiletaktiv anyagok fizikai tulajdonsaga és toxicitasa

Munkank soran egy olyan segédanyagcsoportot vizsgaltunk, amely korszer(i hatdanyagleado
rendszerek képzése révén novelni tudja a gyogyszeres terapia hatékonysagat. A bioldgiai
hasznosithatosag fokozasara hasznalt feliiletaktiv anyagok koziil azokat valasztottuk, amelyek
segitségével a BCS |Il. III. csoportjadba tartozé hatéanyagokbdl oOn(mikro)emulgealod
rendszerek képezhetok. Kisérletsorozatunkban kiilonb6z0 szerkezeti ¢és eltéré HLB
értékekkel jellemezhetd tenzidek €16 szervezetre gyakorolt hatasat elemeztiik. A vizsgalt nem
ionos tenzidek mindegyike amfifil tulajdonsagu észter vegyiilet, azonban hidrofil feji
résziikben, valamint észterezettségi fokukban és az észter komponens szénatomszamaban is
jelentésen eltérnek. A klasszikusnak tekintett poliszorbat vegyiiletek, mint a gyogyszertari
gyogyszerkészitésben ¢€és a gydgyszeriparban régdta nagy mennyiségben alkalmazott
feliiletaktiv anyagok, Viszonyitasi alapul szolgaltak a gyogyszertechnologiai feladatok
megoldasahoz leggyakrabban valasztott modern nem ionos tenzidek jellemzéséhez. A vizsgalt
tenzidek kozott voltak az dnemulgealo rendszerek képzéséhez tenzidként illetve kotenzidként
hasznalt polioxietilén-glikol szarmazékok igy a Labrasol®, a Cremophor RH 40®, RH 410°,
RH 60%, WO7®, a hidrofil molekularészben szorbit komponenst is tartalmazd Poliszorbat 20,
60, 80 valamint cetil-sztearil alkohol szarmazékok, mint a Cremophor A25%, A6“. A propilén-
glikol tipusti tenzidek koziil a Capryol 90 -t és PGMC® -t valamint a Lauroglycol 90% -t és

FCC®™-t. Az ionos tenzidek koziil pedig a Nétrium-lauryl-szulfatot vizsgaltuk.

Az elérhet6 legtokéletesebb szolubilizald hatast, sok esetben a gyartok egy terméken beliil
adott alapszerkezetli tenzidek kiilonbozé észter és zsirsav tartalmu keverékeinek
kombinalasaval érik el. gy a modern hatéanyagleadd rendszerek képzéséhez egy gyari név
alatt tulajdonképpen, tenzidkomponensek keverékét javasoljak. A komponensek kiilonbdzo
aranya azonban a szerkezet €s hatds kozottti 0sszefiiggések megértését jelentdsen megneheziti
[Ekelund és mtsai 2005]. Ennek ellenére az altalunk végzett kisérletek eredményeibdl a
tenzidek sejtéletképességre gyakorolt hatasai k6zott. Azonban az, hogy a kedvezébb toxikus
karakter a tenzidkomponenseknek vagy az eltér6 szerkezet felépitési elvnek kdszonhetd, nem

igazolhato egyértelmiien. Ezen meggondolasok alapjan a Gattefossé és a BASF termékeit
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kiilon kiilon vetettiik 0ssze a klasszikus tenzidekkel, illetve a gyartok altal rendelkezésiinkre
bocsatott tenzidcsoporton beliil allitottunk fel egyfajta sorrendiséget a tenzidek toxikus

karaktere alapjan.

5.1.1. A tenzidek feliileti fesziiltségre gyakorolt hatasa

A feliileti fesziiltség mérésekor tapasztaltak alapjan kovetkeztetéseket vonhatunk le az adott
tenzid  emulgensként  vagy  koemulgensként  torténd  alkalmazhatésagara  a
gyogyszerkészitményben [Singh és mtsai 2009]. Azon feliiletaktiv anyagok melyek feliileti
fesziiltségre gyakorolt hatasukat Kkis koncentracioban (CMC<0,1 V/V%) is kifejtik, a
hatéanyaglead6 rendszerekben emulgensként nagy mennyiségben alkalmazva biztonsagosabb
alkalmazast tesznek lehetévé, mint azon szarmazékok, melyek CMC —je magasabb (>0,1
VIV%) [5. tablazat] .

Azon tenzidek, amelyek kis koncentracioban is alkalmasak micellaképzésre jobb szolubilizald
tulajdonsaggal rendelkeznek. fgy gyogyszertechnologiai alkalmazasuk kivanatosabb mint
azon anyagoké melyek elonyds szolubilizalo tulajdonsagukat csak nagyobb koncentracioban
alkalmazva fejtik ki. A fizikai paraméterek meghatdrozasa mellett a biztonsagos
alkalmazhatdsagot szem el6tt tartva, fontos a tenzidek €l6 szervezetre gyakorolt hatdsanak

elemzése is.

5.2. A tenzidek sejtéletképességre gyakorolt hatasa

5.2.1. MTT és LDH vizsgalatok

A tenzidek sejtéletképesség valtozasra gyakorolt hatdsat MTT citotoxicitdsi teszttel
vizsgalatuk. A kisérletek soran az ¢letképes Caco-2 sejtek mitokondriumainak bels6
membranjaban és matrixaban zajlo oxidativ reakciokban résztvevd dehidrogenazok aktivitasat
mértiik [Mosmann 1983]. A propilén glikol szarmazékokat vizsgalva bizonyos esetekben a
feltételezett mitokondridlis aktivitds csokkenés olyan kismértékii volt, hogy ezen anyagok
toxikus karaktere az MTT teszt segitségével nem volt kimutathaté. Ezen tenzidek

vizsgalatdhoz ezért sziikséges volt LDH sejtéletképességi vizsgalat elvégzése is [Grant és
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mtsai 1992]. Szemben az MTT vizsgalattal az extracellularis laktat dehidrogenaz megjelenése
a sejt miikodési zavara el6tt mar a citoplazma membran kéarosodéasat kovetden azonnal
mérhetd [Korzeniewski és mtsa. 1983].

A Gattefossé tenzidjeinek vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy minden feliiletaktiv anyag
membrankarositdé hatdsa a koncentracidé emelésével novekszik. A Capryol PGMC,
Lauroglycol 90 és a Lauroglycol FCC hatasdra bekdvetkezd mitokondridlis aktivitas
csokkenés csak nagy koncentraciokban mérhetd, igy a tenzidcsoport citotoxicitasi profiljanak
felvételéhez szelektivebbnek bizonyult a Caco-2 sejtvonal esetében szenzitivebb vizsgalat, az
extracellularis LDH aktivitds meghatarozasa [Fotakis és mtsai 2006]. Az MTT vizsgalat soran
megallapitott 1Csp értékek sorrendisége megegyezik az LDH teszt alapjan szamitott ICs
értékek sorrendjével.

A mérések alapjan a Polietilén glikol szarmazékok minden esetben Kisebb koncentracioban
okoztak a sejtek pusztulasat, mint a propilén glikolok. A magasabb HLB-vel jellemezhetd
Poliszorbat vegyiiletek bizonyultak a legtoxikusabbnak, mig az ugyancsak PEG alapu
Labrasol® esetében a szorbit komponens hidnya magasabb ICsy értékekhez vezetett. A
vegyliletek kémiai szerkezetét figyelembe véve megallapithatjuk, hogy a nem-ionos hidrofil
rész nagysaga noveli a citotoxicitidst. Abban az esetben, ha a hidrofil rész azonos, akkor a
szénlanc novelésével a CMC és a citotoxicitas is csokken. A poliszorbatok esetén a szorbit
komponens jelenléte csokkenti az ICsy értékét, tehat ndveli a toxikus tulajdonsagot. A
Labrasol® esetén, tekintettel arra, hogy mono-, di-, és triglicerid komponenseket egyarant
tartalmaz ¢és polietilén glikol szdrmazék, emelkedik az ICsy értéke, tehat a citotoxicitas
csokken. Abban az esetben viszont, ha a hidrofil rész valtozik polietilén glikolrél propilén
glikolra (HLB érték csokken), a molekula ,lipofilabb”, akkor a tenzidmolekulan beliil a
monoészter aranya hatdrozza meg a citotoxicitast. A szénlanc novekedésével a CMC ¢és a
citotoxicitas is csokken.

Fontos megallapitani, hogy a tenzid keverékek nem bizonyultak toxikusabbnak, mint azonos
vizsgalatokkal ellentétben kisérleteinkben nem talaltuk additivnak a toxikus tulajdonséagot
[Buyukozturk és mtsai 2010]. A hidrofil karakterti (HLB: 14-16,7), rendkiviil jo szolubilizalo
képességli Poliszorbat vegyiiletek és a Labrasol™ sokkal alacsonyabb kritikus micellaképzési
koncentracioval (CMC) jellemezhetéek, mint a lipofil karakterti (HLB: 4—6) propilén glikol
észterek, azaz a Capryol 90, Capryol PGMC, Lauroglycol 90 és a Lauroglycol FCC. A
Poliszorbatok -CMC értékiik alatt- monomerként 1épnek kapcsolatba a bélhamsejtek

membranjaval, megvaltoztatva annak fiziologias tulajdonsagait [Dimitrijevic és mtsai 2000].
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A koncentracio novelésével a CMC eléréséig né a jelen 1év6 tenzid monomerek
reakciokészsége, ami a sejtek permeabilitds valtozasahoz és karosodasiahoz is vezethet
[Ayala-Bravo és mtsai 2003]. A kritikus micellaképzési koncentracio feletti tenzid tartalma
oldat, micellak és monomerek keverékének tekintheté [Dimitrijevic és mtsai 2000]. Ez a
rendszer a membran foszfolipid kettOsrétege mellett mas membranalkotd, igy példaul
membranfehérjék szolubilizalasara is képes [Lin, H és mtsai 2007]. A Labrasol® bélhamsejtre
gyakorolt hatasa CMC értéke alatt nem volt kimutathatd. Az Kis koncentracioban képzédo
micellai miatt (méréseink alapjan a Labrasol®-nak a legalacsonyabb a CMC-je), a Labrasol®
szolubilizal6 képessége jobb, magas ICsq értékiik miatt pedig alkalmazasuk is biztonsagosabb,

mint a Poliszorbat vegyiileteké.

5.2.2. Caco-2 transzmembran Kisérletek

A Lucifer yellow atjutasi modell a nemzetkozi irodalomban elfogadott indikatora a Caco-2
membranon keresztiil torténd transzportnak [Konsoula és mtsa 2005]. Segitségével
informéciot kaphatunk a bélhdmsejtek kozotti junkciondlis fehérjék jelenlétérdl illetve

elrendezéslik megvaltozasarol.

Kisérletsorozatunkban két kompartmentes modellben vizsgaltuk a tenzidek transepithelidlis
elektromos ellenallasra (TEER-re) gyakorolt hatasat [El-Sayed és mtsai 2002]. A TEER
meghatarozasat korabbi kisérletekben hasznaltdk a tenzidek membranfunkcid valtozasra
gyakorolt hatasanak vizsgalatara [Takahashi és mtsai 2002][Saha és mtsai 2000].
Eredményeink alapjan a propilén glikol észterek kivételével, nem toxikus koncentracidban
vizsgalt tenzidek és azok keverékei csokkentették a két kompartment kozotti ellenallast, ami a
membranstruktiura megvaltozasat igazolja [Fenyvesi és mtsai 2011]. Ezen vizsgalati mintak a
Lucifer yellow Caco-2 monolayeren vald atjutasanak kinetikajat is megvaltozattak [Hamid és
Labrasol® és a nem toxikus koncentracioban alkalmazott Poliszorbat vegyiiletek fokoztak a
fluoreszcens festék atjutasi sebességét. A 0,001% -ban hasznalt Poliszorbatot (20, 60, 80) és
0,05%-ban Labrasol®-t tartalmazé keverékek Caco-2 membranon keresztiili transzport fokozod
hatdsa nagyobb mértékii volt, mint az onalléan vizsgalt komponenseké. Kisérleteink soran
kapott eredményeinkbdl feltételeztiik, hogy a segédanyagok alkalmazasaval paracellularis
transzport fokozodas jott 1étre. A Lucifer yellow festékanyag fokozott atjutasa azonban

egyarant markere lehet a sejtek kozti atjutas mellett a fluid fazist endocitdzisnak is [Swanson
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¢és mtsai 1985]. Szamos transzport fokozo segédanyag vizsgalatanal azonban igazoltak, hogy a
paracelluldris ut megnyilasa elégséges feltétele a hatdéanyag atjutas fokozodasanak
[Mukaizawa és mtsai 2009]. Ugyanis az AJC legmeghatarozobb alkotoi a tight junction
fehérjék, igy azok redisztribucioja nagymértékben fokozza a membranon keresztiil torténd
anyagaramlast [ Alhamoruni és mtsai. 2010].

A transzport fokozodas hatterében all6 membranfunkcid valtozas felderitése érdekében
immunohisztokémiai festéssel jeloltiik a Caco-2 monolayer sejtkapcsold strukturai koziil a
Z0O-1, Claudin-1 és a [-catenin junkcionalis fehérjéket [Deli és mtsai. 2009]. Az
immunohisztokémiai felvételek igazoltdk, hogy a vizsgalt tenzid mintdk a junkcionalis
fehérjék atrendezOodését, Caco-2 sejtek altali ujrafelvételét okoztak anélkiil, hogy a sejtek
pusztulasat okoztak volna. A kisérletet kovetden a Caco-2 monolayeren végzett TEER mérés
soran azt tapasztaltuk, hogy a mintak eltavolitdsa utan a membran két oldala kozotti ellendllés
legkésObb 24 ora elteltével a kiindulasi értékre visszaallt. Ezen eredmények azt bizonyitjak,
hogy a transzportfokozodds nem a monolayer megbomldsanak tulajdonithatd, ezért a hatés

reverzibilis [Muendoerfer és mtsai 2010].

5.2.3. MTT és hemolizis vizsgalatok

A Cremophor® segédanyagok a modern technologiai kihivasok kezelésében ugyancsak
gyakran és nagy mennyiségben alkalamazott additiv komponensek. Ezen tenzidek illetve
kotenzidek a hatdéanyagok szolubilizaldo képessége mellett ugyancsak kolcsonhatasba
léphetnek kiilonbozd biologiai membranstrukturdkkal, ez altal okozva irritaciot illetve
sejtkarosodast [Bandivadekar és mtsai 2013]. A vizsgalat célja ebben az esetben is a
biztonsagosan alkalmazhaté segédanyag koncentracio megallapitdsa volt. Az oralis
formulacio biztonsagossaganak igazolasara a tenzidek Caco-2 membranra gyakorolt hatdsat

vizsgaltuk MTT citotoxicitési teszt segitségével.

A parenteralis készitmények hatdanyagaul valasztott gyogyszeranyagok jelentds része a BCS
szerinti osztalyozas alapjan, ugyancsak a II. III. vagy IV. csoportba sorolhat6. Fent emlitett
tulajdonsagaik alapjan sok esetben célszerli valamilyen additiv komponenes hozzaadasaval a
parenteraliaban 1év6é hatdéanyag oldhatosagat illetve membranpermeabilitasat javitani [Li és

ésmtsai 2011]. Az ipari fejlesztés soran, szamos véraramba juttatott készitmény
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formulalaséhoz vélasztjak segédanyagként a kiilonbz6 PEG alapu Cremophor® anyagokat.
Szamos eldnyds tulajdonsaguk ellenére hasznédlatuk gondos koriiltekintést igényel. A
véraramba juttatott készitmények esetében vizsgalnunk kell a gydgyszerkészitmény minden
alkotdjanak igy az alkalmazott feliiletaktiv anyagoknak a vér elemeivel torténé esetleges
kolcsonhatasat [Li és mtsai. 2011]. Ezen tulajdonsag felderitésére a tenzidek

koncentraciofiiggd hemolitikus aktivitasat vizsgaltuk [Nornoo és mtsai 2008].

A sejtéletképességi vizsgalatok sordn a tenzidek koncentraciofiiggd karositd hatasat figyeltiik
meg. A vizsgalt feliiletaktiv anyagok koziil a Cremophor WO7® okozta a legkisebb
koncentracidban a human colon adenocarcinoma sejtek pusztuldsat. Az MTT teszt alapjan a
mért ICso értékek szerinti novekvd sorrend a kovetkezo: Cremophor® WO7 > CO455 >
CO410 >A6 > A25 > RH60 valamint RH410 > RH40. A vizsgalt tenzidek koziil tehat a PEG
40 alapt segédanyagok kevébé bizonyultak toxikusnak, mint a PEG 7, a PEG 35, a PEG 60
valamint a Cetilsztearil alkohol struktaraju feliiletaktiv anyagok. Az ugyancsak PEG 40 alapu
Cremophor CO410® és a Cremophor CO455% esetében mérhetd alacsonyabb ICsy érték
hatterében az 4ll, hogy ezen anyagok Onmagukban keverékek, viszont ezek olyan
Osszetételek, amelyeket a gyarto kizardlag kiils6leges felhasznalasra javasolja.

A hemolizis tesztet elvégezve a tenzidek hemolizal6 tulajdonsagat ugyancsak koncentracio
fliggének talaltuk. A teszt soran mért HCsg értékek azonos sorrendiséget mutattak az MTT
vizsgalat soran mért HCsy értékekével. Ugyanakkor a vizsgalt feliiletaktiv anyagok
bélhamsejtek mitokondrialis-funkci6 valtozasdra gyakorolt hatasat kevésbé talaltuk
kifejezettnek, mint ugyanazon vegyiiletek hemolitikus potencialjat. Ezen megallapitast
alatamasztja, hogy a cremophor vegyiiletek minden esetben az 1Cso mellett alacsonyabb HCsg
-értékekkel jellemzhetdek.

Mindezek ismeretében elmondhatd, hogy Osszefiiggés van a vizsgélt tenzidek fizikai és
kémiai tulajdonsagai, valamint azok bélhamsejtek életképességére illetve vordsvértestek

membranjanra gyakorolt hatdsa kozott. A bélhamsejteken keresztiili hatdanyagataramlés

crer

crer

hatéanyagkutatas és fejlesztés eredményeként létrehozott kémiai anyagok molekulatomege
¢és/vagy lipofilitdsa olyan nagy, hogy ezek kdvetkeztében a biohasznosulds sok esetben igen
kismértékti [Lipinski 2000]. Az amfipatikus feliiletaktiv anyaguk szerkezetiiknek

koszonhetéen szolubilizalni képesek a rossz vizoldhatdsagh apolaris hatéanyagokat. Micellak
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képzésével a hatdbanyag szamara idedlis apolaris kornyezetet biztositanak a szervezet hidrofil
kozegrendszerében. A formulalds szempontjabdl legeldonydsebb tenzidek mar Kis
koncentracioban képesek micellakba rendezddni.Kisérleteink alapjan megallapithato hogy, az
alacsonyabb CMC vel rendelkezd polietilén-glikol észterek nem toxikus koncentracioban is
képesek a sejt sejt kozotti szoros kapcsolatot fenntart6 AJC proteinek atrendezésével,
reverzibilisen megvaltoztatni a membran barrier funkcidjat valamint az, hogy ezen
vegyiileteket kombinacidkban alkalmazva sejtpusztitdé hatas nélkiil képesek még jelentésebb
membran integritasvaltozast okozni.

Ezen Osszefiiggések felismerése hozzajarulhat olyan gyogyszertechnoldgiai gyakorlat
megalapozasdhoz, amely a készitményekben legkisebb sejtkarositdé hatassal bird
segédanyagokat részesiti elonyben. Eredményeink hozzajarulhatnak jobban toleralhatd és
magasabb bioldgiai hatds kifejtésére képes Onemulgedld rendszerek kifejlesztéséhez a
megfeleld citotoxikus tulajdonsdgu tenzidek kivalasztisa alapjan. Ezaltal az alkalmazas
biztonsagossaga tovabb javul, amellett, hogy egyszeribb és konnyebb gyogyszerelési

lehetdséget is nydjthat mind a beteg mind a szakember szamara.
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6.1. Osszefoglalas

1. A Debreceni Egyetem Gyogyszertechnologiai Tanszékén kiilonbozd, dnemulgeald
rendszerek képzéséhez hasznalt feliiletaktiv anyagokat jellemeztem azok fiziko-kémiai
¢s ¢l sejtekre gyakorolt hatasa alapjan.

2. A feliileti fesziiltség valtozas alapjan torténé Du Niioy pull out ring és Wilhelmy pull
out plate modszer bedllitasdval meghatdroztam a tenzidek kritikus micellaképzési
koncentraciojat, igy jellemeztem ezen segédanyagokat oldékonysag noveld
tulajdonsaguk alapjan.

3. Caco-2 sejtvonalon jellemeztem a feliiletaktiv anyagok bélhamsejtek életképességére
gyakorolt hatasat MTT illetve LDH teszt segitségével.

4. A parenterdlis felhasznalasra szant segédanyagok toxikus hatdsit, human vords
vértesteken a hemolizalo tulajdonsdg mérésével vizsgaltam.

5. Kisérletsorozataink alapjan megéllapithaté, hogy 0Osszefiiggés van a tenzidek
szerkezete és citotoxikus karaktere valamint a membran permeabilitas valtozasra
gyakorolt hatdsa kozott, azonban a megallapitasok altalanos igazolasara a megvizsgalt
tenzidtipusok tovabbi bdvitésére van sziikség.

6. Az alacsony CMC mellett magas ICso-nel jellemzett additivek onmagukban és
keverékekben alkalmazva is eldnyodsnek bizonyultak. Ugyanis jobb toleralhatosaguk
mellett reverzibilis membranon keresztiili permeabilitas fokozo tulajdonsaguk is
jelentds.

7. A tenzidek jellemzése soran kapott, koncentraciofiiggd sejtmembran karositd hatast
kiilonbdz6 mértékiinek talaltuk Caco-2 illetve a human vvt-k esetében. Ez a
tulajdonsag igazolja azt, hogy a gydgyszerbiztonsag érdekében a toxicitasi vizsgalatok
soran a komponensek €16 szervezetere gyakorolt hatdsat a jovében az alkalmazas
modjanak megfeleld sejtvonalon illetve sejteken is sziikséges megvizsgalnunk.

8. Kisérleti eredményeim gyakorlati hasznat abban latom, hogy a beallitott modszereink
alkalamasak a tenzidek 1 rutin gyogyszerbiztonsagi vizsgalatanak elvégzéséhez. A
gyartok az igy kapott ICsg illetve HCsg értékeket a termékiikon feltiintetve segitséget
nyUjthatnak a formulalast végz6 szakembernek jol toleralhatd és minden szempontbdl

leginkabb megfeleld gydgyszerkészitmény kialakitasdhoz.
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6.2. Summary

1. New generation of surface active agents as Self Emulsifying Drug Delivery System
components have been characterized at the Department of Pharmaceutical
Technology, University of Debrecen, according to their physio-chemical properties
and their effects on cell viability.

2. To determine the CMC as solubilishing ability of the surfactants, Niioy pull out ring
and Wilhelmy pull out plate method has been installed.

3. For the cytotoxicity evaluation of the surfactants, two markers of toxicity were
employed: the plasma membrane integrity as characterized by LDH release and the
mitochondrial dehydrogenase activity by the reduction of MTT by viable Caco-2
human adenocarcinoma cells.

4. Hemolitic activity of tensides for parenteral application has been investigated by the
concentration that induces hemolysis in 50 percent of the erythrocytes (HCsp) .

5. According to our series of cytotoxicity investigations, it can be concluded that there is
connection between the chemical properties, the toxic charcter and the effect on
paracellular transport alteration ability of the tensides, however for the guiding
principle on the connections further investigations are necessary.

6. Excipients with low CMC and high 1Cs, values may refer to good ability of micelle
solubilization and increase drug permeability on Caco-2 monolayers with safer
applicability of surfactants.

7. The concentration dependent toxic effect of the excipients was different in Caco-2
viability test and hemolitic activity measurements. According to this observation in
case of specific application field of the tensides specific assay suggested to determine
cell viability to avoid the over or underestimation of the cytotoxicity of toxic agents in
vitro studies.

8. The benefit of our investigation might be that novel pharmaceutical safety rutin tests
has been installed, that can be used for industrial purposes. The evaluation of citotoxic
and hemolitic activity properties of the tensides could be a valuable supplement of
safety data sheets in the future. Our methods, and these results ensure useful data for
the selection of the suitable, more tolerable tensides, cotensides and tenside mixtures
or SMEDDS formulations.
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10. Fiiggelék

10.1. Roviditések

ACE Angiotensin Converting Enzyme

AJC Apical Junctional Complex

BCRP Breast Cancer Resistance Protein

BCS biopharmaceutical classification system
BSA Bovine Serum Albumine

Caco-2 Caucasian Colon adenocarcinoma
CMC Critical Micelle Concentration

DNS Dezoxiribonukleinsav

EDTA Ethilen-Diamine-Tetraaceticacid

FBS Foetal bovine serum

HBSS Hanks’ Balanced Salt Solution

HCx Haemolytic Concentration 50%

HLB Hydrophilic-lipophilic balance

1Cs Inhibitory Concentration 50%

LAF Laminar Air Flow

LDH Lactat Dehidrogenase

MDR2 Multidrug Resistance 2

MTT 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-difenil-tetazolium-bromid
PBS Phosphate Buffered Saline

PEG Polyethylene glycol

Pgp P-glikoprotein

SD Standard Deviation

SEDDS Self Emulsifying Drug Delivery System
SMEDDS Self Micro-Emulsifying Drug Delivery System
TEER Trans-Epithelial Electric Resistance
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10.2. Tamogatas

“.0‘:0;““ Nemzeti ’
( KIV%!%EI%Q SZECHENYI TERV

T N

A kutatis a TAMOP 4.2.4.A/2-11-1-2012-0001 azonosit6 szami Nemzeti Kivalésdag Program
— Hazai hallgatoi, illetve kutatoi személyi tdmogatast biztosito rendszer kidolgozdsa és
miutkodtetése konvergencia program cimi kiemelt projekt keretében zajlott. A projekt az

Eurépai Unid tdmogatasaval, az Eurdpai Szocialis Alap tarsfinanszirozasaval valosul meg.

Memzet Fejlesaési Dgynikséy | | =
wiw. ujszechenyitery. gov hu MAGYARORSZAG MEGUJUL
0440 638 638 -
w¥e

A projekt az Eurdpai Unid tamogatdsaval, az Eurdpai

KOZIGAZGATASI ES IGAZSAGUGYI HIVATAL Szocidlis Alap térsfinanszirozasaval valdsul meg.
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