Doktori (PhD) értekezés tézisei

Gyogyszerészeti segédanyagok és kiilsoleges
gyogyszerformak biokompatibilitasi, in vitro és in
VIVO vizsgalata

Dr. Petd Agota

Témavezetd: Dr. Kovacsné Prof. Dr. Bacskay Ildiko Katalin

DEBRECENI EGYETEM
Gyogyszerészeti Tudomanyok Doktori Iskola

Debrecen, 2022



Gyogyszerészeti segédanyagok és kiilsoleges gyogyszerformak biokompatibilitasi, in
vitro és in vivo vizsgalata

Ertekezés a doktori (PhD) fokozat megszerzése érdekében
a gyogyszerészeti tudomanyok tudomanyagban
frta: Dr. Pet Agota okleveles gyogyszerész

Késziilt a Debreceni Egyetem Gyodgyszerészeti Tudomanyok doktori iskolaja
(Farmakologia programja) keretében

Témavezeté: Dr. Kovacsné Prof. Dr. Bacskay Ildiko Katalin

Az értekezés biraloi:
Prof. Dr. Zelk6 Romana, MTA doktora
Dr. Berta Eszter, PhD

A birdlobizottsag:
elnok: Prof. Dr. Tosaki Arpad, MTA doktora
tagok: Prof. Dr. Zelké Romana, MTA doktora

Dr. Berta Eszter, PhD
Dr. Illyés Tiinde Zita, PhD
Dr. Tabi Tamas, PhD

Az értekezés védésének idopontja: Debreceni Egyetem GYTK, Gyogyszerfeliigyelet és
Gyogyszergazdalkodasi Tanszék
2022. oktober 19. 14:30

A nyilvanossagot online mddon is biztositjuk. Amennyiben a vitan részt kivan venni, gy
jelezze a peto.agota@pharm.unideb.hu e-mail cimre a vitdit a megel6z0 munkanap
(2022.10.18.) 16:00 oraig. A hataridé lejartat kovetden technikai okok miatt mar nincs
lehetdség a védéshez kapcsolodni.



Tartalomjegyzék

00O 39 &N DN kK~ W N =

e BEVEZEIES ... 4
CCRIKITZES ...t 8
- ANYagoK €S MOASZETEK.......cviiiiiiiiiiiie e 9
CEICAMENYEK ... 16
cIMEEDESZEIES ... 21
B T (o4 1Y OO OOPRRPRP 26
. KOSZONCNYIIVANTEAS ..eeivvieiiiic et e e e e 28
c TAMOGATAS ...ttt b e bbb r e e e nnee s 29



1. Bevezetés

Manapsag a természetes eredetii, ndvényi hatdéanyagok reneszanszukat ¢lik, a betegek részérol
egyre novekszik az igény a természetes OsszetevOket tartalmazd készitményekre. A
gyogyszertarakban  egyre  novekvd  kindlat  taldlhaté a = gyogyndvénytartalmi
étrendkiegészitOkbdl és egyéb készitményekbdl. . A ndvényi eredetli hatdanyagok azonban nem
feltétlentil jobbak a szintetikusan eldallitott hatéanyagoknal. Alkalmazasuk esetében a
biztonsadggal kapcsolatban aggalyok meriilhetnek fel, ezért a ndvényi hatéanyagok
felhasznalasat megel6zoen preformulacids vizsgalatokat kell elvégezni. A gydgyndvények
termesztése kelld odafigyelést igényel, feldolgozasuk kihivasokkal teli feladat, raadasul sok
gyogyndvény esetében csupan a népgyogyaszat tapasztalati Giton szerzett informacioi allnak
rendelkezésiinkre. A gyogynovénybdl torténd hatdanyagkivonids mellett az aktiv

komponenseket azonositani kell, tovabba a hatéanyag standardizalasa is elengedhetetlen

A természetes eredetli hatdanyagok mellett az 0j farmakonok, gyodgyszerjeldltek kutatasa,
tudomanyos ismerete is fontos és rohamosan fejlddd teriilet, hiszen szadmos olyan koérkép és
indikacio 1étezik, melynek kezeléséhez nem all rendelkezésiinkre megfeleld gyogymod, vagy a
jelenleg hasznalatos terapia nem teljes mértékben kielégité és hatékonyabb, kevesebb

mellékhatast okozo, jol toleralhatod gydgyszerre van sziikség.

A gyogyszerek boron keresztiil torténd bejuttatisa a gyogyszerészet egy vonzo €s kihivasokkal
teli teriilete. A modern technoldgidk gyors fejlodésének koszonhetden a gyogyszerek egyre
nagyobb hanyadat igyekeznek transzdermalis Uton bejuttatni, beleértve a konvencionalis
terapias modszerekkel jol alkalmazhat6 hatdanyagokat is. Ennek oka, hogy a transzdermalis
gyogyszerbevitel szamos eldny0s tulajdonsaggal rendelkezik, kikeriili a gasztrointesztinalis
traktust, ezaltal a maj first-pass effektjét is, lokalis és szisztémas hatast egyarant elérhetiink
vele. Lehetévé teszi egyes korképek helyi kezelését, ezaltal kevesebb mellékhatassal kell
szamolnunk, valamint nem invaziv, fijdalommentes kezelési mod, a paciensek sajat maguk is
az egyik leginkabb kedvelt beviteli kapu. Mindez a fokozott beteg compliance-ben nyilvanul

meg, kiilondsen hosszutavi kezelés esetén.

A boron keresztiil torténd gyogyszerbevitel soran leggyakrabban alkalmazott gyogyszerformak
a kenOcsok ¢és a transzdermalis terapids rendszerek. A kendcsokkel elsdsorban helyi hatés
elérése a célunk, a borfeliilet vagy mélyebb borrétegek kezelése, mig a transzdermalis terapids

rendszerek esetében a cél a hatdanyag bejuttatisa a szisztémas keringésbe. A hatasuk alapjan



megkiilonboztetiink feddé vagy védokendcesoket, sebkendcsoket, penetracidos valamint
reszorpcids kendcsoket. Feddkendcsok esetén az elsddleges cél a bor védelme. Sebkendesoket
a karosodott bor kezelésére alkalmaznak. Ezen két csoport esetében, tovabba a penetracids
kendcsok esetében a cél, hogy a kendcs a bor felsd szdveti rétegeibe behatoljon, penetralodjon
¢és ott fejtse ki hatasat. A reszorrpcids kendcsok egy kiilonleges csoportot képeznek, hiszen
ezeknél a készitményeknél az a cél, hogy a hatdéanyag felszivodjon a szisztémas keringésbe (pl.
reumas korképek, bronchitis kezelése esetében). Transzdermalis gydgyszerbevitel soran olyan
terapias rendszereket alkalmazunk, melyek lehetévé teszik, hogy kiilonb6z6 hatéanyagok a
boron keresztiil, elére meghatarozott program szerint, folyamatosan felszabadulva a szisztémas
keringésbe jussanak. A leggyakoribb transzdermalis indikacios teriiletek kozé tartozik pl. a
fajdalomesillapitas, magas vérnyomas kezelése, hormonpdtlas, hormonalis fogamzasgatlas,
dohanyzésrodl vald leszokas segitése. Ezen terapids rendszerek legfobb korlatozo tényezdje,
hogy a bejuttathaté hatéanyagok a bdr barrier funkcidja miatt limitaltak. A transzdermadlisan
bejuttathatd  hatdéanyagnak a kovetkezé kritériumoknak kell megfelelnie: alacsony
molekulatomeg ( <400 Da), megfeleld lipofilitas (log P on~1-4), felezési id6 max. 10 ora,
alacsony dozisban hatékony (kb. 20 mg/nap), alacsony olvadaspont, nem irritalja a bort. A

korlatoz6 tényezOk miatt a transzdermalis gyogyszerbevitel egy intenziven kutatott teriilet.

A bor anatomiai felépitésének ismerete elengedhetetlen fontossagu, hiszen nagyban
meghatarozza a béron keresztiil torténd gyogyszerbevitel lehetdségeit. A bor 3 rétegre oszthato:
epidermis (felhdm), dermis (irha) és subcutis (bdralja). Az epidermis tobbrétegli elszarusodo
laphambol épiil fel, legkiilsd rétege a stratum corneum (SC), melynek sejtjei szorosan
illeszkednek egymashoz. A sejtek magas keratintartalma miatt az apolaris karakteri anyagok
tudnak athatolni a SC-on, viszont onnan tovabbjutni csak azok a hatéanyagok képesek, melyek
bizonyos hidrofil tulajdonsaggal is rendelkeznek, hiszen igy képesek az epidermis mélyebb,
viztartalmu rétegeibe tovabbjutni. Ez a gydgyszerbevitel szempontjabol kulcsfontossagu, hisz,

a SC fent emlitett tulajdonsagai miatt a dermalis gyogyszerbevitel kihivasokkal teli feladat.

Az aktiv komponensek boron keresztiil torténd felszivodasat penetraciofokozo segédanyagok

masik fontos kulcs a megfeleld hordozorendszer kivalasztasa.
BGP-15

A BGP-15 egy nikotinos amidoxim-szarmazék (O-(3piperidino-2-hidroxi-1-propil)-

nikotinsav-amidoxim), magyar fejlesztésii, kis molekulaji gyogyszerjelolt. Az 1970-es



években szintetizaltak, eredetileg citosztatikus készitmények neuro-, nefro- és myelotoxikus

hatasanak enyhitésére szantak.

Az elmult években a hatéoanyag szamos egyéb jotékony hatasat is feltartak, tobbek kozott
hatékonynak bizonyult inzulin-rezisztencia megel6zésében és kezelésében, tovabba egyes
tudomanyos publikacidokban lehetséges gyulladascsokkentd hatésa is emlitésre keriilt. Emellett
kardioprotektiv tulajdonsagai is intenziv kutatds alatt allnak, szivelégtelenség kezelésében,

pitvarfibrillacidéban €s pitvari szivmegnagyobbodasban is igéretes eredményeket produkalt. A

crer

crer

allatkisérletben igazoltak, melynek sordn izomdisztrofidban szenvedd egereken tesztelték a

hatéanyagot.

A BGP-15 a II. klinikai fazisig jutott diabétesz indikdcioban, de a megfeleld indikacio
meghatarozasa még folyamatban van, mivel még jelenleg is kevés ismeret all rendelkezésiinkre

a molekulaval kapcsolatban.

A hatoéanyag helyi alkalmazasa kevésbé vizsgalt kutatasi teriilet, csakugy, mint a BGP-15
gyulladascsokkentd hatasa. Farkas és munkatirsai BGP-15 krémeket formuléltak, bar az
indikécio kissé eltéré volt. A kendcsok fényvédd hatasat Ggy vizsgaltdk, hogy egereket
elékezeltek BGP-15 tartalmu készitményekkel, majd az allatokat kozvetlen UV-sugarzdsnak
tették ki. Megallapitottak, hogy a krémek jelentdsen csokkentették az égett sejtek szamat, és
megfigyelték az IL-10 és TNF-a epidermalis citokinek expressziojanak csokkenését. A fent
emlitett tulajdonsagokat figyelembe véve a BGP-15 lehetséges gyulladascsokkentd hatdsanak
vizsgalata kiils6leges gyogyszerformaban kiegészitheti jelenlegi ismereteinket, és tovabbi

hasznos informéciokkal szolgalhat a hatbanyagrol.
Philadelphus coronarius

A Philadelphus coronarius (P. coronarius), magyar nevén a kozonséges jezsamen a

hortenziafélék (Hydrangeaceae) csaladjaba, a somviraguak (Cornales) rendjébe tartozik.

A kozonséges jezsdment a népgyogyaszatban eldszeretettel alkalmazzak kiilonb6zd korképek
kezelésére, am ennek ellenére a vonatkoz6 szakirodalomban mégis kevés tudomanyosan
megalapozott informacio lelhetd fel a gyogyndvényrdl, az eddigi tudadsunk sokkal inkabb

tapasztalati uton szerzett informacioként ¢l a koztudatban. Kordbbi kémiai kutatdsok mar



feltartak a gyogynovény viraganak flavonoid-, triterpén-, kumarin- és fenolsavtartalmat, am a

levél efféle vizsgdlatardl nincs informacio.

A népgyogyaszatban a jezsamen vizes kivonatat leggyakrabban kiilonb6zé ndgyogyaszati
korképek kezelésére alkalmazzak eldszeretettel, emellett a ndvénynek antibakterialis és
gyokfogd hatést is tulajdonitanak. A kozonséges jezsdmen kiils6leges gydgyszerformaban
torténd alkalmazasaval kapcsolatban jelenleg nem all rendelkezésiinkre tanulmany, am a fent
emlitett tények ¢és tapasztalatok alapjan gyodgyaszati hasznositasa szamos eldnyt hordozhat

magaban ¢€s a jelenlegi terapids megoldasoknak hasznos kiegészitése lehet.

Doktori értekezésem témajaként egy gyogyszerjelolt farmakont, a BGP-15-6t és egy
gyogynovényt, a Philadelphus coronariust valasztottam. Ezek felhasznalasaval kiils6leges
gyogyszerformat fejlesztettem, a gydgyszerformulalas 1épései soran a kiilonbozdségekre -
melyek a hatdanyag eltérd természetébdl fakadnak- rémutatva. A formuldlds sordn f6
szempontjaim a biohasznosulds ¢és a biokompatibilitdas ndvelése voltak. A valasztott

hatdéanyagok hatékonysaganak vizsgélata is fontos részét képezte kutatasomnak.



2. Célkitiizés

Kisérleti munkém soran célul tiiztem ki egy szintetikus és gyogyndvénybdl izolalt hatéanyagok
felhasznalasaval kiils6leges gyogyszerforma kialakitasat, valamint a formulalas 1épésein
keresztiil a hatdanyagok eltéré természetébdl fakadd hasonlosagok és kiilonbozdségek

bemutatasat. Tovabbi célom volt a hatbanyagok biohasznosulasanak novelése és a készitmény

megfeleld biokompatibilitdsanak elérése.

A kisérletek els0 szakaszaban a BGP-15 gyogyszerjelolt felhasznaldsaval kiilséleges
gyogyszerforma 1étrehozasa és vizsgalata, valamint a hatéanyag hatasanak vizsgalata volt a
célom. Ehhez kiilonbozd kendcesosszetételek meghatirozasa és a megfeleld segédanyagok
kivélasztasa, majd biokompatibilitasi vizsgalata volt a célom. Az elkésziilt kendcsoket tobb
szempontbo6l elemeztem, Franz diffuzios vizsgalatot €s textura analizist végeztem. A hatéanyag
gyulladascsokkentd hatdsat in vitro €s in vivo teszteltem, valamint az antioxidans tulajdonsagait

is vizsgaltam.

A kisérletek masodik szakaszaban a P. coronarius gyogynovény levelébdl és viragabol
kivonatot készitettem majd jellemeztem a bioaktiv komponensek azonositasaval,
hatéanyagtartalom és az antioxidans kapacitds meghatarozasaval. A kivonatbol liofilizalt
extraktumot készitettem, melynek hatasat tobb szempontbdl vizsgaltam, majd kiilséleges
gyogyszerformat fejlesztettem. A formulélt kendcesok textira analizisét elvégeztem, valamint a

hatéanyag in vitro felszabadulasat vizsgaltam.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Anyagok

A BGP-15 ((O-(3piperidino-2-hidroxi-1-propil)-nikotinsav-amidoxim) hatéanyagot a
SONEAS Chemicals Ltd.-t6l szereztiik be. A P. coronarius friss leveleit és viragat (~500 g) a
Nagyvaradi Egyetem Orvos-és Gyogyszerésztudomanyi Karanak kertjébdl gytjtottiik 2020
nyaran. A Philadelphus coronarius L. faj egy példanyanak szarat, leveleit és viragat a
Nagyvaradi Egyetem Orvos-¢€s Gyodgyszerésztudomanyi Kardnak Herbariumaban 6rzik, mely
a NYBG Steere Herbarium-ban van regisztralva UOP 05313 koddal. Kisérleteimhez a
cukorészterek (SP50, SP70, PS750) a Sisterna-tol (Roosendaal, Hollandia) keriiltek
beszerzésre. A munkam soran hasznalt Sedefos 75, Labrasol, Tefose 63 és Transcutol a
Gattefossé (Lyon, Franciaorszdg), mig a Cremophor A6 és A25 a BASF (Ludwigshafen,
Németorszag) ajandéka volt. A szentjdnosbogar luciferaz szubsztrat a Promega-tdl szarmazott
(Madison, WI, USA). Minden egyéb anyagot a Sigma Aldrich-t6l (Budapest, Magyarorszag)

rendeltiink.

3.2. Médszerek

3.2.1. Biokompatibilitas vizsgalatihoz kapcsolodo modszerek

MTT teszt

Az MTT-teszt a sejtek életképességének vizsgalatara alkalmas, in vitro citotoxicitasi teszt. A
munkat lamindris boxban végeztem. Elozetesen HaCaT sejteket szélesztettem 96 lyukl plate-
re, 10.000 sejt/lyuk denzitassal, majd 7 napig novekedni hagytam &ket, hogy a konfluens
sejtréteg kialakuljon. A vizsgalat soran a hasznalt médiumot eltavolitottam a sejtek felszinérdl,
majd PBS-sel torténé mosast kovetéen 200 ul/lyuk tesztoldatot felvittem a sejtekre és
inkubalddni hagytam 30 percen at. Ezt kovetden a tesztoldatokat eltavolitottam, a sejteket PBS-
sel mostam, majd 5 mg/ml-es MTT-PBS (1:9) oldatot mértem a sejtekre és 3 oran at, 37°C-on
inkubaltam Oket. A kialakult formazan precipititumokat sosavas izopropanollal (1:25)
szuszpendaltam, majd a mintdk abszorbancidjat spektrofotométer segitségével (Fluostar

Optima) 570 és 690 nm-en mértem.

3.2.2.Kendcsok formulaldasahoz és vizsgalatihoz kapcsolodo modszerek

Kenocsok formulalasa

A ken6csok készitése laboratoriumi koriilmények kozott tortént. A formulalasahoz kiilonbozo
emulgenseket valasztottam, ugy, mint Labrasol, Cremophor A6: A25=1:1, cukorészterek
(SP50, SP70, PS750) a BGP-15 esetében, Tefose 63, Sedefos 75 és SP70 a P. coronarius



esetében. Az ecléallitds soran a cetil-sztearil-alkohol, izopropil-mirisztat és sztearinsav
olvasztasa (60 °C) alakitotta ki az olajos fazist. A cetil-sztearil-alkohol emulgens, amely attol
fiiggden, hogy magas vagy alacsony HLB értéki tenziddel parositjak, O/V vagy V/O emulzids
kendesot képes kialakitani.  Mindemellett a sztearinsavval egyiitt a kendes alapjat fogjak
képezni, az izopropil-mirisztat pedig jo penetraciofokozo segédanyag. A vizes fazis emulgenst,
propilénglikolt ¢és tisztitott vizet tartalmazott, melyet az olajos fazissal megegyez6
hémérsékletiire (60 °C) melegitettem, majd az olajos fazishoz kevertem. A készitményt
szobahOmérsékletlire hiutottem €s a fazisokat emulgedltam , potoltam a melegités soran
elparolgott vizet, majd 1% Solutio conservans-sal, a FONo VIII. kiadasaban hivatalos tart6sito
oldattal tartositottam és hozzaadtam a liofilizalt névényi kivonatokat vagy a BGP-15-6t. A
hatéanyagokat elézbleg Transcutolban és tisztitott viz 1:1 aranyu keverékében oldottam. A

Transcutol jo olddszer €s penetraciéfokozd segédanyag.

Textura analizis

A krémek ellenallasat a CT3 Textara Analizalo (Brookfield, Middleboro, U.S.A.) késziilékkel
mértem. A vizsgalat soran a kendcsbe egy probatest hatol be és a miiszer a kendcs altal kifejtett
ellenallast méri. A mérés alatt a kovetkez6 beallitasi paramétereket alkalmaztam: trigger erd
(4g), csticspont (5 mm), sebesség (0,5 mm/s). Probatestként a TAqo cilinder tipust testet (12,7
mm atmérd, 35 mm hosszasag) valasztottam. A kendcsok cilinderre kifejtett ellendllasanak

értékét mN-ban fejeztem Kki.

In vitro hatéanyag felszabadulas vizsgalata Franz diffuzios cella segitségével

A mérések soran a kioldokozeg pH=5,5 puffer volt (Ph.Hg. VIII. elbirata szerint), mely a bor
pH-javal megegyez6. A kioldokozeget 32°C-ra fiitottem a berendezéshez tartozo termosztat
segitségével, a bor hdmérsékletének megfelelden. A félig ateresztd, szintetikus celluloz-acetat
membrant a vizsgalat el6tt 15 percig izopropil-mirisztatban dztattam, hogy az a bor lipofil
karakterét modellezze. A BGP-15 tartalmi kendcsok esetében az analitikai elemzés
tomegspektrométer segitségével, mig a P. coronarius tartalma készitmények esetében
spektrofotométerrel tortént. A diffundalt hatdanyag mennyiségét szazalékban fejeztem ki és az
1d6 fiiggvényében abrazoltam. Az abrazolt egyenes meredeksége jellemz6 a mért hatéanyag

felszabadulési sebességére.
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3.2.3.Hatékonysag vizsgdlata

Luciferaz vizsgalat

A kisérletben hasznalt Raw264.7 sejtek NF-kB-Luciferaz riporter rendszerrel stabilan
transzfektalt makrofagok. A sejteket 60 000/lyuk denzitassal szélesztettiik lumineszcens plate-
re. 1 nap elteltével a makrofagok 1, 10, 100 uM BGP-15-tel voltak kezelve. A mintak
elkészités¢hez a BGP-15-6t PBS-ben oldottuk, majd penetracidofokozoként hozzaadtunk SP50,
SP70 vagy PS750 cukorésztert. A sejtek egy részét LPS-sel indukaltuk (100 ng/l), mig masokat
nem. 6 o6ra inkubaciot kdvetden a médiumot eltavolitottuk és mostuk 200 ul/lyuk PBS-sel. Ezt
kovetéen a sejteket sejtkultura lizis reagenssel lizaltuk (20 pl/lyuk) 10 percig. A
szentjanosbogar-luciferdz szubsztrat (20 pl/lyuk; Promega) hozzdaddsa utdn Luminoscan
Ascent Scanning Luminometer (Thermo Electron Corporation) segitségével mértiik a luciferaz
aktivitast. A vizsgalatok elvégzése a Szegedi Bioldgiai Kozpont munkatarsainak segitségével,

egylittmiikodésben valosult meg.

BGP-15 tartalmu kendcsok gyulladascsokkento hatasanak vizsgalata in vivo fiilodéma teszttel
A BGP-15 gyulladascsokkentd hatasat az eléz6leg formulalt ken6esok, valamint 10 ™/m %-0S
vizes oldat formajaban, fiilodéma teszt segitségével vizsgaltam. Etikai engedélyszam: HB/15-
ELB/1921-6/2020. Fiilodéma teszt soran a kisérleti allatok fiilét gyulladaskelté anyaggal
gyulladasba hoztam, majd a gyulladast kiséré 6déma mértékét kvantitativan tudtam mérni a fiil
vastagsag valtozasanak kovetésével. A kisérlet soran paraffinban oldott, 1%-0s allil-
izotiocianat oldattal (AITC) lokalis gyulladast idéztem ¢l6 fiatal, feln6tt CS7BL/6 egerek fiilén.
Az oldatot vattapalcika segitségével vittem fel a fiil belsd és kiilsd felszinére egyarant és azt
vizsgaltam, hogy a BGP-15 tartalmi kendcsok, valamint BGP-15 oldat ezt a gyulladast
képesek-e csokkenteni. A kendcsoket és az oldatot premedikacioként, korabbi szakirodalomban
kozolt tapasztalatok alapjan vittem fel, majd a beszivodast kovetéen (30 perc) idéztem el6 a
gyulladast. A mintdk felvitelét megel6zOen, valamint a gyulladas kivaltasat kovetden 10
percenként egy mérndki pontossagu, digitdlis toldomérdvel mértem az egerek fiilének
vastagsagat. A kisérlet soran kiilon megvizsgaltam a fiilvastagsag valtozasat csak AITC oldattal
kezelt egereken, valamint hatdanyagot nem tartalmazo6 kendcsokkel is. A kisérlet elvégzésében

az Elettani Intézet munkatarsai voltak a segitségemre.

SOD aktivitas meghatarozasa, antioxidans vizsgalat

A SOD (szuperoxid-dizmutaz) egy antioxidans enzim, melynek hatidsa fontos az

katalizdlja molekularis oxigénné és hidrogén-peroxidda, mely a kataldz enzim segitségével
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vizz¢é és oxigénné alakul. A BGP-15 antioxidans aktivitdsat HaCaT sejtvonalon vizsgaltam
kiilonb6z6 koncentracioban: 1; 5; 10; 50; 100 mg/ml. A kisérlet soran a sejtek felszinérdl
eltavolitottam a hasznalt médiumot, majd a BGP-15 tartalmii mintakkal el6kezelésként
inkubaltam 1 6ran at. Ezt kovetden a mintakat eltavolitottam és mesterségesen generalt UV-B
sugarzasnak tettem ki a sejteket 10 percen at, abbol a célbdl, hogy az oxidativ stressz hatdsara
a szabadgyokok képzddése fokozodjon. Ezt kovetden az egyes koncentracidkhoz tartozo
sejteket kiilon-kiilon 6sszegyljtdttem a plate-rél és 10 percen at, 1000 rpm fordulatszamon,
4°C-on centrifugéaltam. A sejtpelleteket ezutan HEPES pufferben homogenizaltam €s 15 percig
ujra centrifugaltam 1000 rpm fordulatszamon, 4°C-on. A feliiluszok SOD aktivitasat ezt
kovetden a gyartd altal biztositott leiras alapjan vizsgaltam 96 lyuku plate-re helyezve a
mintakat, majd az abszorbancidjukat spektrofotométer segitségével (Fluostar Optima) 235 nm

hullamhosszon.

Total antioxidans kapacitds (TAC) vizsgalat

A kisérletet 20 hetes patkanyokon végeztiik BGP-15 tartalma kendcsokkel. Az allatok hatat
szortelenitettiik, majd két nappal késobb a kendcsoket felvittiik (24 orara). A harmadik napon
egy masik borrészre vittiik fel a mintdkat, ezlttal 1 6rara. Minden allattol bdrmintat vettiink, 3
régiobol, a 24 orédn at kezelt, az 1 6ran at kezelt és kezeletlen részekrdl. A mintdk feldolgozasa
a kit-et biztositd gyartd utasitisai szerint torténtek. 100 mg mintat reagens pufferben
homogenizaltunk, majd centrifugaltuk 12 000 rpm fordulatszamon, 15 percen at, 4°C-on. Ezt
kdvetden a feliiluszot vizsgaltuk az utasitdsnak megfelelden, az oldatok abszorbanciajat 405 nm
hulldmhosszon (MultiscanGo microplate spectrophotometer). Az eredményeket a kezeletlen
régio6 eredményeihez viszonyitva, szazalékban fejeztik ki. A kisérlet kivitelezésében a

Gyobgyszerhatastani Tansz€ék munkatérsai voltak a segitségemre.

3.2.4. Gyogynioveénybdl torténd kivonatkészités és karakterizdlds

Kivonat készitése és liofilizalt termék eldallitasa a P. coronarius levelébdl és viragabol

Az Osszegyljtott friss novényi részeket szobahdmérsékleten, napfénytdl védett helyen eltartva
széritottuk, majd az egyes részeket feldaraboltuk és Ill-as szdmu szitan atszitaltuk. Az
extrakciohoz oldoszerként 30 Y/\%-os etanol és desztillalt viz elegyét valasztottuk 1:10
aranyban. Az igy késziilt extraktumbol az etanolt rotacidés beparldo késziilék (Hei VAP
Precision-Platinum 3) segitségével tavolitottuk el 40°C homérsékleten, 8 rpm fordulatszamon,
200 mBar nyomdason. A visszamaradt vizes fazist -80°C-ra fagyasztottuk ¢és liofileztiik
(ALPHA 2-4 LSC plus liofilezg), igy szilard, vizoldhato terméket kaptunk. A kisérletek

elvégzésében a Nagyvaradi Egyetem munkatarsai voltak segitségemre.
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Fizikai-kémiai karakterizalas HPLC modszerrel

A P. coronarius kivonatabol szarmazé bioaktiv vegyiiletek azonositasat és mennyiségi
meghatarozasat kromatografias elvalasztassal (Shimadzu Nexera-i LC-2040C 3D plus)
végeztiik. Phenomenex C18 (2) 100 A, 150 mm X 4,6 mm x 5 um méretii oszlopot hasznaltunk,
amelyet 30 °C homérsékleten tartottunk. Az elualashoz hasznalt mozgofazisok metanolt (A) és
0,1%-o0s hangyasavat (B) tartalmaztak. Az alkalmazott gradiens program a kdvetkezd volt: 5%
A és 95% B 0-3. perc, 25% A és 75% B 3-6. perc, 37% A és 63% B 9-13. perc, 54% A és 46
% B 18-22. perc, 95% A ¢s 5% B 26-29. perc €és 5% A és 95% B 30-36. perc. Az dramlasi
sebesség 0,5 ml/perc, az injektalt térfogat pedig 10 pl. A detektalast tobb hulldmhosszon
végeztik: 254, 270, 275, 326, 337 és 360 nm. A kivonatbol szarmazé polifenolokat a kivonat
kromatogramjan szerepld retencids idok Osszehasonlitasaval azonositottuk a standardoldat
kromatogramokon. A kisérletek elvégzésében a Nagyvaradi Egyetem munkatarsai voltak

segitségemre.

A liofilizalt kivonat fitokémiai vizsgalata

Vizsgalataink soran a P. coronarius kivonatok bioaktiv vegyiilet tartalmat (az 6sszes polifenol
¢és Osszes flavonoid tartalmat) meghataroztuk. A teljes polifenol tartalom kiszamitasahoz a
Folin—Ciocalteu modszert valasztottuk. Ez elektrontranszfer reakcion alapul, amely egy
antioxidans reduktiv képességét méri. A teljes polifenol tartalmat a szaritott novény galluszsav-
ekvivalensként (GAE/100 g) szamitottuk ki a galluszsav kalibracios egyenese alapjan (5-500
mg/l, Y = 0,0027 x -0,0055, R? = 0,9999). Az 6sszes flavonoid tartalom meghatarozasara az
aluminium-klorid Kkolorimetrias moddszert valasztottuk. A standard kalibraciés gorbéhez
kvercetint hasznaltunk. A kvercetin torzsoldatot ugy allitottuk el6, hogy 5 mg kvercetint 1 ml
metanolban oldottunk fel, majd ezt kovetéen egy standard kvercetin higitasi sort készitettiink
metanollal (5-200 ug/ml). A kisérletek elvégzésében a Nagyvaradi Egyetem munkatarsai voltak

segitségemre.

DPPH antioxidans vizsgalat

A P. coronarius levelének és viraganak antioxidans képességét DPPH teszt segitségével
vizsgaltuk. Az extraktumokat a 96%-os etanolban oldott DPPH szabad gyokkel reagaltattuk. A
reakciodelegy 100 pl extraktumot, 900 pl etanolt és 2 ml DPPH oldatot (0,06 mM) tartalmazott.
A reakcioelegyeket fél oran at inkubaltuk. A reakcidban a fennmaradé DPPH mennyiség
mérését UV spektrofotométerrel (Shimadzu Spectrophotometer, Tokio, Japan) végeztiik 517
nm hulldmhosszon. Az antioxiddns vizsgéalatok elvégzésében a Nagyvaradi Egyetem

munkatarsai voltak segitségemre.

13



Antioxidans kapacitas meghatarozasa FRAP modszerrel

A torzsoldatok a kovetkezoket tartalmaztak: 300 mM acetat puffer; 270 mg FeClz - 6 H2O 50
ml desztillalt vizben oldva; 150 mg TPTZ és 150 ul HCL, 50 ml desztillalt vizben oldva. A
FRAP oldatot 50 ml acetat puffer, 5 ml FeClz - 6 H20 oldat és 5 ml TPTZ oldat
Osszekeverésével allitottuk elé. A Troloxot mint standard oldatot és a mintak abszorbanciajat
595 nm-es hullamhosszon detektaltuk. Az antioxidans vizsgalatok elvégzésében a Nagyvaradi

Egyetem munkatérsai voltak segitségemre.

Antioxidans kapacitas meghatarozasa CUPRAC modszerrel

A reakcidelegy 0,25 ml CuCl; oldatot (0,01 M), 0,25 ml etanolos neokuproint (7,5 - 10 M) és
0,25 ml CH3COONHj4 pufferoldatot (1 M) tartalmazott, melyet 6sszekevertiink a mintakkal.
Ezutan a teljes térfogatot 2 ml-re egészitettiik ki desztillalt vizzel, és alaposan dsszekevertiik, a
csOveket lezartuk és szobahdmérsékleten allni hagytuk 30 percig. Ezt kdvetéen a mintdk
abszorbanciajat 450 nm-en  mértiik  spektrofotométer  segitségével  (Shimadzu
Spectrophotometer, Tokio, Japan). Az antioxidans vizsgalatok elvégzésében a Nagyvaradi

Egyetem munkatérsai voltak segitségemre.

Antioxidans kapacitas meghatarozasa ABTS mddszerrel

A mintdk antioxidans aktivitasait ABTS moddszerrel is meghataroztuk. A kisérlet az
antioxidansok relativ képességét méri a vizes fazisban keletkezé ABTS (2,20-azinobisz-(3-etil-
benzotiazolin-6-szulfonsav) megkdotésére, Gsszehasonlitva Trolox standard-del. Az ABTS-t
desztillalt vizben feloldottuk (7 mM). Az ABTS gyok kation (ABTSY) eldallitasdhoz a
torzsoldatot kalium-perszulfattal reagaltattuk, majd egy éjszakan at allni hagytuk egy sotét
szobaban. ABTS" -t és a mintdkat etanollal higitottuk. A reakcidelegy 10 ul higitott mintat
(vagy Trolox standard-et) és 1 ml ABTS® -t tartalmazott, a mintdk abszorbanciajat
spektrofotométer (Fluostar Optima) segitségével mértiik 734 nm hulldmhosszon. Az

antioxidans vizsgalatok elvégzésében a Nagyvaradi Egyetem munkatarsai voltak segitségemre.

3.2.5. A gyogynivény hatdasainak vizsgalata

Liofilizatum antimikrobialis hatasanak vizsgalata mikrodilucioval

A P. coronarius levelének ¢és viraganak antifungalis ¢€s antibakterialis aktivitasat
mikrodiltcioval teszteltiik C. albicans, P. aeruginosa, E. coli, S. aureus fajokon. 96 lyuk plate-
re pipettaztam fungalis vagy bakterialis inokolumot (100 ul), ehhez 100 ul tesztoldatot adtunk.
A mintak a liofilizalt P. coronarius levélb6l vagy viragbol késziiltek RPMI-1640 illetve

Mueller-Hinton tapoldatban oldva, majd 0,2 pm-es sziirdn atsziirtiik. A tesztoldatokkal 24 6ran
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at, 37°C-on inkubaltuk a sejteket, majd az oldatok abszorbanciajat spektrofotométerrel
(Multiskan Go) 492 nm-en mértiik fungalis, 600 nm-en bakteridlis sejtek esetén. A
mikrobiologiai vizsgalatok kivitelezésében az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet munkatarsai

voltak segitségemre.

Liofilizatum antimikrobidlis hatasanak vizsgalata in vitro ido-6lés (time-kill) teszttel

A kisérlet soran 5 ml-es tenyésztd csdovekben gomba (10° sejt/ml) és bakterialis sejtek (108-107
sejt/ml) lettek szélesztve pH=7-es tapfolyadékban (RPMI-1640 ill. Mueller Hinton). C.
albicans esetében eltavolitottunk 100 ul feliilaszot elére meghatarozott id6k6zonként, majd
ezeket 10-szeresen meghigitottuk és 4 x 30 ul-t Sabouraud dextrdz agar taptalajra pipettaztuk.
Ezt kovetden 48 oran at inkubaltuk 35°C-on. S. aureus és E. coli baktériumok esetében
ugyanezzel a moddszerrel kertiltek a minték szélesztésre Mueller-Hinton taptalajra, majd azonos
koriilmények kozott, azonos ideig inkubdltuk Oket. Az inkubéciot kovetden az oldatok
abszorbanciajat Multiskan Go spektrofotométerrel mértiik. A mikrobiologiai vizsgalatok

kivitelezésében az Orvosi Mikrobiologiai Intézet munkatarsai voltak segitségemre.

Liofilizatum gyulladascsokkentd hatdasanak vizsgalata ELISA segitségével

A kisérlethez el6zetesen HaCaT sejteket szélesztettem 96 lyukt plate-re és egy hétig ndvekedni
hagytam Oket. A faradt médiumot eltavolitottam a sejtek felszinérdl, majd a tesztoldatokkal 1
oran at inkubaltam Oket. A tesztoldatokat 1 ora elteltével eltavolitottam, majd lyukanként 50-
50 ul IL-1B-at és TNFa-at adtam a sejtekhez, melyekkel 24 6ran at inkubaltam. Mdasnap a
feliiluszot eltavolitottam és a gyartd utasitdsainak megfelelden elvégeztem a vizsgéalatot. Az

oldatok abszorbancijat (Fluostar Optima) spektrofotométerrel mértem 235 nm hullamhosszon.
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4, Eredmények

4.1. Segédanyagok biokompatibilitasi vizsgalata
A segédanyagok citotoxicitasat HaCaT sejtvonalon teszteltem. A sejtéletképességet a negativ
kontrollhoz (PBS) hasonlitottam. A vizsgalat soran pozitiv kontrollt, Triton-X 100-at is

hasznaltam, annak érdekében, hogy meggy6zodjek arrol, a teszt megfeleléen mikodik-e.

crer

koncentraci6 tartomanyban a cukorészterek biztonsdgosan alkalmazhatoénak bizonyultak, a
legjobb sejtéletképességi értéket az 1% SP50 cukorésztert tartalmazo minta produkalta, de az
¢letképesség minden minta esetében 70% folott van, mely az 1SO (10993-5) szabvany

eléirasanak megfelel.

c ey

PBS-sel. Az alkalmazott koncentracidban a vizsgalt mintdk nem bizonyultak toxikusnak, az
¢életképesség 70% f616tti minden minta esetében. A koncentrdcid ndvekedésével a

sejtéletképességi értékek csokkenése figyelhetd meg.

A Labrasol citotoxicitasi vizsgalataban a sejtéletképességi értékek 70% folott vannak, 0,10%-
os koncentracioban 72%. A kisérlethez higitési sort készitettem a tenzidbdl PBS segitségével.

A koncentraci6 novelésével az anyag citotoxicitasa ndvekvo tendenciat mutat.

A Cremophor A6:A25 MTT tesztjéhez a segédanyagot kiilonb6zé koncentracidkban
vizsgaltam, a kapott eredmények alapjan a koncentracio novelésével a citotoxicitas novekszik.
A kendcs formulalasdhoz alkalmazott 3% meég a 70% feletti sejtéletképességet eredményez,

5%-ban alkalmazva azonban mar a 70% sejtéletképességi hatart nem éri el.

A Tefose 63 feliiletaktiv anyag esetében a sejtkarositd hatas kisebb mértékii, mint az el6z6
esetben. A vizsgalt koncentracidtartomanyban a segédanyag biztonsdgosan alkalmazhato,
hiszen a sejtéletképesség minden esetben 70% folott van, még 5%-os koncentracidban is a

sejteknek 85%-os volt a tulélési aranya.

A Sedefos 75-tel torténd MTT teszt soran a segédanyag biztonsagosnak bizonyult az Gsszes

vizsgalt koncentracioban, hiszen a sejtek talélési aranya 70% f6l6tt van minden esetben.
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4.2. Kenocs formulalas
A kendcsok formuldldsa soran Osszesen 11 Osszetételt készitettem, melybdl 5 BGP-15-6t, 3
liofilezett P. coronarius levél extraktumot, tovabbi 3 pedig liofilezett P. coronarius virag

extraktumot tartalmazott. Az emulgensek valtoztatasaval tovabbi dsszetételeket hoztam létre.

4.3. BGP-15 tartalmu kendcsok textira analizise

A formulalt készitmények textirajat a Brookfield CT3 Textara Analizal6 késziilék segitségével
vizsgaltam meg. A textura kvantitativ jellemzésére a maximalis kompresszids erét mértik,
mely ahhoz volt sziikséges, hogy a cilinder behatoljon a kendcsbe. A vizsgalatban a Labrasolt
tartalmazd Osszetétel (I. Osszetétel) mutatta a leglagyabb konzisztenciat, mig az SP50-et

tartalmazo formulacié (II1. Gsszetétel) a volt legellenallobb.

4.4. In vitro hatoanyag felszabadulas

A kendcsokbdl torténd hatdoanyag felszabadulast Franz diffuzios cella segitségével vizsgaltuk.
A BGP-15-6t tartalmazo formuléaciok esetében a cukorészterekkel formulalt 6sszetételek (I11;
IV; V) érték el a legjobb hatéanyag felszabadulast, ezek kozil is az SP50 tartalmu formulaciod
(ITI. 6sszetétel). A P. coronarius tartalma kendcsok koziil a legjobb hatéanyag felszabadulas a
Tefose 63 és az SP70 tartalmu készitmények (VII; IX; X.) esetében volt megfigyelhetd. A
készitményekbdl torténd hatdanyag felszabadulast kiilonbozdség szempontjabol is elemeztiik.
Két formulacio kiilonboz6, ha kiilonbozdseégi faktoruk (f1) 0-15 kdzott van. Ez alapjan a I11. és

V. osszetételek kulonbozoek.

4.5. Készitmény citotoxicitasanak vizsgalata MTT teszttel

A kendcsok citotoxicitasdnak vizsgalatdhoz Franz diffazids cellabdl, 6 6ran at tartd inkubaciot
kovetden vettiink mintat, ahol a kioldokézeg pH=5,5 kémhatasu puffer volt. Az eredmények
alapjan ebben az esetben is elmondhatd, hogy a kendcsok biztonsagosan alkalmazhatdak, a
sejtéletképesség 70% fOlott van az dsszes tesztoldat esetében. A legjobb tulélési ardnyt az SP50

cukorésztert tartalmazo, I1I. 6sszetétel produkalta.

4.6. Luciferaz vizsgalat

A BGP-15 gyulladascsokkentd hatasa, valamint annak utvonalat egér makrofagokbdl szarmazo
Raw264.7 sejteken keriilt vizsgalatra. A kisérlet soran azt teszteltem, hogy a BGP-15 az LPS-
sel indukalt sejtekben képes-e mérsékelni az NF-xf utvonal aktivalodasat €s a gyulladés
kialakulasat. A hatdéanyagot kiilonb6z6 koncentraciokban adtuk a sejtekhez, (1 uM, 10 uM, 100
uM) 6nmagaban, valamint a kendcsosszetételekben alkalmazott emulgensekkel kombinalva. A

mért lumineszcencia aranyos volt az NF-«xf transzkripcids faktoranak aktivitdsaval. Az
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volt képes a makrofagok LPS indukélta NF-«kf} valaszat szignifikansan mérsékelni vagy gatolni.

4.7. BGP-15 tartalmu kenécsok gyulladascsokkenté hatasanak vizsgalata in vivo

A Kkisérlet soran azokat a BGP-15 tartalm® tartalmu 0Osszetételeket teszteltem allatokon,
melyekben az emulgens cukorészter volt, mivel a diffuzids vizsgélat sordn ezek produkaltak a
legjobb eredményeket. A kisérletben emellett hatdanyag nélkiili kendcsoket, a gyulladaskeltd
anyagot (AITC) 6nmagaban, valamint a BGP-15 vizes oldatat (10 "/n%) is vizsgaltam. A
hatéanyagot tartalmazo készitmények esetében (III; IV; V. 0Osszetétel) a fiilvastagsag
szignifikansan kisebb Osszehasonlitva az alapkendccsel, a BGP-15 oldattal, vagy magaval a
gyulladaskelt6 anyaggal. A legjobb eredményt a IV. Osszetétellel, az SP70-et tartalmazd

formulacidval sikerilt elérni.

4.8. BGP-15 antioxidans hatasanak vizsgalata
A BGP-15 esetleges antioxidans hatasat két modszerrel teszteltem, in vitro SOD aktivitast,

valamint in vivo 6ssz-antioxidans kapacitast (TAC) elemeztem.

crer

crcr

eloékezelt csoportoknal. A SOD enzim csokkent szintje az UV-B sugarzas okozta intenziv
oxidativ stressz. A sejtek BGP-15-tel torténd eldkezelése nem tudta megeldzni vagy mérsékelni

a SOD enzim csOkkenését.

Az Ossz-antioxidans kapacitds vizsgalatakor 20 hetes, el6zdleg szdrtelenitett patkanyokat
kezeltem BGP-15 tartalmt ken6csokkel, valamint mindharom készitmény hatéoanyagmentes
valtozataval. A kisérlet sordn egyik kendcsosszetétel sem mutatott szignifikdns valtozast az
hatéanyagmentes kendcs6khoz hasonlitva, bar az V. dsszetételnél (PS750 tartalmu) kezdetben
megfigyelheté volt a csokkend tendencia, az eredmények ebben az esetben sem voltak

szignifikansan kiilonbozdek.

4.9. A P. coronarius bioaktiv komponensek meghatarozasanak eredménye

Az extraktumok bioaktiv vegyiilettartalmanak meghatarozasa HPLC segitségével tortént. A P,
coronarius levél nagy mennyiségben tartalmaz delphinidin 3-rutinozid kloridot (0,3354 mg/100
mg), luteolin 7-gliikkozidot (0,2528 mg/100 mg) és 7-metoxikumarint (0,2061 mg/100 mg) a
tobbi komponenshez viszonyitva. A P. coronarius virag nagy mennyiségben tartalmaz
bergaptent (2,8370 mg/100 mg), valamint kavésavat (1,8407 mg/100 mg), delfinidin-3-
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rutinozid-kloridot (1,7928 mg/100 mg), 7-metoxikumarint (1,6725 mg/100 mg). A virag sokkal
nagyobb mennyiségben tartalmazza a delfinidin-3-rutinozid-kloridot és 7-metoxi-kumarint,

mint a levél.

4.10. A P. coronarius antioxidans vizsgalata
A vizsgalatok sordn a novény virdga szignifikansan jobb antioxidans kapacitast mutatott ABTS
(p<0,0241) és Cuprac modszerrel (p<0,0093), azonban a DPPH és FRAP moédszerekkel nem

tapasztalthat6 szignifikans kiilonbség. A kisérlet soran harom parhuzamos mérés lett elvégezve.

4.11. Liofilizatum antimikrobialis hatasanak vizsgalata mikrodilticiéval és time-Kill
modszerrel

A P. coronarius levél és virag antimikrobialis potencialjanak vizsgalatara mikrodilucids és

time-kill moédszerrel antimikrobialis vizsgalatokat végeztem.

A mikrodiltcios vizsgalatban a virag képes volt csokkenteni az E. coli életképességét 46,4%-
ra. A levél esetében a S. aureus sejtéletképességét 68,6%-ra, az E. coli 41,5%-ra csokkentette.
Ezekben a kisérletekben sem a P. coronarius viraga, sem a levele nem gatolta a C. albicans

vagy a P. aeruginosa életképességeét.

A time-kill teszt soran a C. albicans és S. aureus esetében a P. coronarius levél lassitotta a
mikroorganizmusok szaporodasat, E. coli esetében azonban mind a virdag, mind a levél
hatastalannak bizonyult. A mintaink 616 aktivitast nem mutattak, csupan korlatozott mértékben

tudtak lassitani a mikroorganizmusok szaporodasat.

4.12. Liofilizatum gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalata

A P. coronarius levelének és viraganak IL-4-re kifejtett hatasat ELISA segitségével vizsgaltam
HaCaT sejtvonalon. A vizsgalat soran negativ kontrollként PBS-t alkalmaztam, a kiértékelés
soran a PBS altal produkalt eredményeket vettem 100%-nak és ehhez hasonlitottam a tobbi
értéket, szdzalékban kifejezve. A levéllel és virdggal torténd eldkezelés nem csokkentette

szignifikansan a sejtek IL-4 termelését sem 1, sem 3, sem pedig 5% koncentracidban.

4.13. In vitro hatéanyag felszabadulas vizsgalata

A kendcsokbdl torténd hatdéanyag felszabadulast Franz diffuzios cella segitségével vizsgaltam.
A P. coronarius tartalmt ken6csok koziil a legjobb hatéanyag felszabadulas a Tefose 63 és az
SP70 tartalmu készitmények (VII; IX; X.) esetében volt megfigyelhetd. A készitményekbdl
torténd hatoanyag felszabadulast kiilonbozdség szempontjabdl is elemeztiik. Két formulacio
kiilonboz0, ha kiilonbozdségi faktoruk (1) 0-15 kozott van. Ez alapjan a VI. és VII; VI. és IX;
VI és X; VIL és IX; VIIIL. és XI; IX és X; X és XI. osszetételek kiilonbozoek.
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4.14. P. coronarius tartalmi osszetételek textira analizise

A formulalt készitmények textirajat a Brookfield CT3 Textara Analizal6 késziilék segitségével
vizsgaltam meg. A P. coronarius-t tartalmaz6 kendcsok vizsgalata soran a Tefose 63-at
tartalmazokhoz (VII; X. Osszetétel) volt sziikség a legnagyobb kompresszids erére, mig a

leglagyabb texturaja a Sedefos 75 tartalmu formulacioknak volt (VIII; XI. 6sszetétel).

4.15. A P. coronarius tartalmu kendcsosszetételek citotoxicitasa

A kendcsok citotoxicitasanak vizsgéalatahoz Franz diffuzios cellabol, 6 6ran at tartd inkubaciot
kovetden vettem mintat, ahol a kioldokdzeg pH=5,5 kémhatasu puffer volt. Az eredmények
alapjan ebben az esetben is elmondhat6, hogy a kendcsok biztonsdgosan alkalmazhatoak, a
sejtéletképesség 70% folott van az dsszes tesztoldat esetében. A legjobb tulélési aranyt az SP50

cukorésztert tartalmazo, I11. 6sszetétel produkalta.
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5. Megbeszélés

5.1. A BGP-15-tel kapcsolatos kisérletek eredményeinek megbeszélése

Kisérletes munkam els6 szakaszaban kiilonb6z6 O/V tipusu emulzids kendcsoket formulaltam
BGP-15 felhasznalasaval, kiilonb6z6 emulgensek és penetraciofokozd segédanyagok
inkorporalasaval, majd ezeket a készitményeket gyogyszerforma vizsgalatoknak vetettem ala,
mint példaul a textara analizis és az in vitro hatéanyag felszabadulas. A textara analizis soran
bebizonyosodott, hogy a készitmények megfeleld konzisztenciaval rendelkeznek, a
cukorésztereket tartalmazo készitmények keményebb allaguak. Az in vitro hatdanyag
felszabadulast Franz diffuzids cella segitségével vizsgalatam, majd ennek eredménye alapjan
kertilt kivalasztasra az a harom Gsszetétel (III;1V;V. sszetétel) amelyek a legjobb hatéanyag

felszabadulési profilt mutattdk tovabbi kutatasok elvégzése céljabol.

A fent emlitett kisérletekkel parhuzamosan a kendcsok és a kivalasztott segédanyagok
biokompatibilitasi vizsgalata zajlott. Az MTT teszt soran az Osszetételekhez kivalasztott
segédanyagok az alkalmazott koncentraci6 tartomanyban ¢s a formulacidk is biztonsadgosan

alkalmazhatoak, jol toleralhatok voltak.

A BGP-15 kendcsok gyulladascsokkentd hatasat C57BL/6J egereken vizsgaltam fiilodéma
teszttel. Az egerek fiilét a BGP-15 tartalmt kendcsokkel, hatdbanyagmentes kendesokkel, illetve
BGP-15 vizes oldattal premedikaltam. A kisérlet soran a hatéanyagot tartalmazé kendcsdk
jelentdsen csokkentették vagy megakadalyoztak a gyulladas kialakuldsat, mig azokban az
esetekben, amikor az allatokat olyan készitményekkel kezeltem, amelyek nem tartalmaztak
BGP-15-6t, a gyulladas szinte ugyanolyan mértékben indukalodott, mint amikor a fiilet csak a
pozitiv kontrollal (gyulladaskeltd szerrel (AITC)) kezeltem. A legjobb eredményt a IV.
Osszetétel, az SP70-et tartalmazo formulacio érte el. Ebbol arra kovetkeztethetiink, hogy a BGP-
15 kendces formajaban az eldkezelés soran penetralni tudott az allat bérébe, megakadalyozva a
lokalis gyulladas kialakuldsat. Ezzel szemben vizes oldat formdjaban nem tudott a bdrbe

penetralni, igy ott a gyulladas kialakult.

A BGP-15 antioxidans tulajdonsdgait - mint a gyulladdscsokkentd hatds lehetséges
magyarazatat - HaCaT sejtvonalon végzett SOD-teszttel vizsgaltam. Az eredmények azt
mutatjak, hogy a hatéanyag nem volt képes megvédeni a sejteket az UV-sugarzas okozta
oxidativ stresszt6l, a SOD enzim szintje ugyanugy csokkent, mint abban az esetben, amikor a
sejtek csupan PBS-sel voltak kezelve. Az antioxidans tulajdonsag vizsgalatat a teljes

antioxidans kapacitas meghatarozasaval (TAC) is kiegészitettiik, de szignifikans valtozas nem
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volt kimutathatdo egyik Osszetétel esetében sem. Eredményeink hasonloak Siimegi ¢és
munkatarsainak eredményeihez, akik mas modszerekkel probaltak vizsgalni a hatdéanyag
esetleges antioxidans hatasat, de Ok is arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a hatéoanyag, bar

gatolja a mitokondrialis ROS-termel6dést, antioxidans hatassal nem rendelkezik.

A BGP-15 gyulladascsokkentd hatasanak masik lehetséges magyardzataként luciferaz
vizsgalatot végeztiink. A kisérletben a BGP-15 gyulladascsokkent6 hatasat Raw 264.7 sejteken
makrofagok LPS indukalta NF-kp valaszat szignifikdnsan mérsékelni vagy gatolni, igy

feltehetden a hatoanyag a gyulladascsokkentd hatasat mas utvonalon fejti ki.

Eredményeink meger6sitik azokat a feltételezéseket, melyek szerint a BGP-15 lokalisan
alkalmazva gyulladascsokkentd hatassal bir, azonban a hatas pontos mechanizmusa tovabbra is
tisztazatlan, viszont néhany lehetséges magyarazatot ki tudtunk zarni. A szakirodalomban a
BGP-15 potencialis gyulladascsokkenté tulajdonsagat a farmakon PARP-gatld hatasanak
tulajdonitjak. A PARP-gatlok képesek megvédeni a sejteket a ROS éltal kivaltott sériilésektol.
A sejtek ROS-termelése gyulladasos folyamatokat képes indukalni. Ezen tilmenden a BGP-15
képes megvédeni a mitokondriumokat a ROS altal kivaltott karosodasoktol azaltal, hogy

csokkenti a mitokondrialis ROS-termelést.

A kendcsok Osszetételének meghatarozasakor igyekeztiink olyan készitményeket 1étrehozni,
amelyek a legmegfelelobb segédanyagokat tartalmazzak a BGP-15 Iehet6 legjobb
biohasznosuldsanak elérése érdekében. A szakirodalom alapjan a cukorészterek (SP50, SP70,
PS750) és a Transcutol jo penetraciéfokozo tulajdonsaguk révén képesek szamos hatéanyag
hatasanak fokozasara. A Cremophor és szarmazékai azonban nem bizonyultak a legjobb
valasztasnak, Malingré és munkatarsai a paclitaxelt vizsgaltak, és arra a kovetkeztetésre jutottak
kisérleteik alapjan, hogy a Cremophor hasznalata korlatozta a hatéanyag felszivodasat. A mi
tapasztalataink hasonldéak voltak, a Franz diffuzios vizsgalatban a II. Gsszetétel (amely
Cremophort tartalmaz) produlalta a legrosszabb eredményeket. A Labrasol és az IPM elény6s
kombinaci6é lehet, mivel Okur és munkatarsai azt talaltdk, hogy novelheti a naproxen
permedcios sebességét a boron keresztiili gydgyszerbevitelben. Azonban a Labrasol sem
bizonyul mindig a megfeleld feliiletaktiv anyagnak. Shafiq és munkatarsai tanulmanyukban a
ramiprilt vizsgaltak, és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a Labrasol nem megfeleld
feliiletaktiv anyag a gyogyszerfelszivodas fokozasara. Esetiinkben a cukorészterek ¢és a
Transcutol kombindcidja bizonyult a legjobb valasztasnak a Franz-diffuzidos eredmények
alapjan, és ezek a készitmények az allatkisérletben is figyelemre méltd eredményeket értek el.
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5.2. A kozonséges jezsamennel kapcsolatos Kisérletek eredményeinek megbeszélése

Kisérleti munkam masodik szakaszaban a Philadelphus coronarius L., magyar nevén
kozonséges jezsament, a tudomanyosan kevéssé tanulmanyozott gyogyndvényt vizsgaltam.
Ujdonsagként a novény levelét és virdgat is felhasznaltam kutatidsomban, melyekbél kivonat
késziilt, majd liofilizalt extraktum, melynek lehetséges hatasait vizsgaltam. Mindemellett az
antioxidans kapacitas kiilonb6z6 modszerekkel keriilt tanulményozasra, és a gyogyndvénybol

kiilonboz6 kendesosszetételeket fejlesztettem.

A természetes eredetii készitmények esetében a meghatirozott hatdoanyagtartalom, a stabilitds
¢s a konnyi feldolgozhatosag fontos szempont. E célbol liofilizalt terméket allitottunk el6 a

kivonatokbol, hiszen ebben a formaban a hatdbanyagok stabilabbak és konnyen feldolgozhatok.

Vizsgalatunk részeként a P. coronarius levelének és viraganak antioxidans aktivitasat, valamint
a teljes polifenol- és flavonoid tartalmat is meghataroztuk. A polifenolok fontos metabolitok,
erds antioxidansok, amelyek képesek megvédeni az UV-sugarzastol, és gyulladascsokkentd
hatasuk is van. A flavonoidok antimikrobialis hatéanyagként, antioxidansként ismertek és
gyulladascsokkenté hatassal is birnak. A vizsgalatainkban a P. coronarius viraga
szignifikansan jobb antioxidans kapacitast mutatott ABTS és CUPRAC vizsgalatokkal,
azonban a DPPH és FRAP moddszerekkel nem tapasztaltunk szignifikans kiilonbséget. Csak az
ABTS ¢és CUPRAC vizsgalat eredményei kiillonboztek szignifikdnsan a levél és a virag
esetében, ennek f0 oka feltehetden az, hogy a viragb6l tobb bioaktiv komponens volt
azonosithatd, mint a levélbdl. A galluszsav és a kvercetin két jol ismert, kivald és erds
antioxidans vegyiilet, védelmet nyjtanak az oxidativ stresszel szemben. Ez a két vegytilet csak
a viragban volt kimutathat6, ami megmagyarazza a jobb antioxidans kapacitast. A kiilonb6z6
antioxidans aktivitast meghatdrozd6 moddszerek kiilonb6z6 mechanizmusokon alapulnak és
eltéré érzékenységgel rendelkeznek, ami megmagyarazza, hogy miért nem kaptunk
szignifikansan kiilonboz6 eredményeket a levél €s a virag antioxidans kapacitasa kozott minden

modszerrel. Ezért ajanlott az antioxidans kapacitast kiilonb6z6 modszerekkel vizsgalni.

A szakirodalomban fellelheté informaciok alapjan a P. coronarius antimikrobialis
tulajdonsagokkal rendelkezik. Kisérletsorozatunkban a liofilizalt virag és levél kivonat
antibakterialis tulajdonsagait vizsgaltuk, kiegészitve antifungélis hatdsdnak vizsgélataval. A
mikrodilicios kisérletiinkben a virag csokkentette az E. coli életképességét, a levél pedig a S.
aureus és az E. coli sejtek életképességét. Tovabbi, pontosabb informaciokért az

antimikrobialis vizsgalatokat in vitro time kill teszttel egészitettiik ki, ahol a levél és a virag
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hatasat monitoroztuk a mikrobak novekedésére az idoben. A S. aureus és a C. albicans
novekedését a levél késleltette, mig a virag nem eredményezett semmilyen véltozast. Ezek az
eredmények azonban nincsenek Osszhangban a mikrodilticio soran tapasztaltakkal. A két
modszer koziil a time kill tesztet pontosabbnak tartjak, mivel az id6t, mint fontos tényezot is

figyelembe veszi a kisérlet soran.

A liofilizalt kivonatok gyulladascsokkent6 hatasat HaCaT sejteken vizsgaltuk. Az eredmények
azt mutatjak, hogy sem a virdggal, sem a levéllel torténd elOkezelés nem csokkentette
szignifikdnsan az IL-4 szintjét, annak ellenére, hogy a Hydrangeaceac fajok
gyulladascsokkentd hatasat mar korabban is tesztelték. Dilshara és munkatarsai azt vizsgaltak,
hogy a H. macrophylla levél kivonatanak van-e gyulladascsokkent6 hatasa. Megfigyelték, hogy
a kivonat elnyomta néhany pro-inflammatorikus citokin pl. NO expresszidjat. PGE2, TNFa.
Tovabba Nakamura és munkatarsai megallapitottak, hogy a H. macrophylla csokkentette az IL-

6 mRNS expresszidjat.

A kendcs 0Osszetételek meghatarozasakor a segédanyagokat ugy valasztottuk ki, hogy a
hatdéanyagok legjobb potencidlis bioldgiai hasznosulasat érjiikk el. Csizmazia és munkatarsai
publikacidja szerint a cukorészterek, mint példaul az SP70, képesek fokozni a hatdanyagok pl.

az ibuprofén penetraciojat és hatasat.

Hasonl6 informéaciok lelhetok fel a Tefose 63-mal kapcsolatban is, Abd-Elsalam és munkatarsai
vizsgalataban a Tefose 63 javitotta a vorikonazol bioldgiai hozzaférhetdségét és hatasat. Ezt a
mi in vitro hatdanyag felszabadulasi vizsgalataink is megerésitették. A IX. osszetétel (SP70)
produkalta a legjobb eredményeket, amelyet szorosan kovetett a VII; X (Tefose 63) és VI.
Osszetétel (SP70). A legalacsonyabb felszabadulasi rata a VIII. és XI. osszetételhez (Sedefos
75) tartozik. Azok a készitmények, amelyek emulgensként Tefose 63-at vagy SP70-et
tartalmaztak, végiil jobb hatéanyag felszabadulési profillal rendelkeztek, ami a hatéanyagok

jobb biohasznosulasahoz vezethet.

A feliiletaktiv anyagok €s penetracidfokozok alkalmazasa befolyasolhatja a kiilonb6z6 topikalis
készitmények biokompatibilitasat, ezért a készitmény biztonsdgossagat minden esetben
ellendrizni kell. A citotoxicitasi vizsgalatokat MTT teszttel végeztem el. Az eredmények
alapjan a P. coronarius levele és viraga, valamint a kendcs Osszetételek biztonsagosak voltak.
A sejtek ¢életképességének értéke minden esetben 70% feletti volt, ami megfelel az ISO 10993-
5 ajanlasoknak.
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A kenOcsok esetében a textira fontos tényezd a beteg egyiittmiikodés compliance

szempontjabol. Ezt figyelembe véve O/V emulzidés tipusi kendesot valasztottunk

gyogyszerformanak, mivel ez népszerti €s kedvelt a betegek korében a lagyabb konzisztencidja

miatt, valamint azért mert felkenés utan nem hagy zsiros foltot. A textira analizis soran a VII.

¢és X. Osszetétel bizonyult a legkeményebb allaginak (mindkett6 Tefose 63-at tartalmazott),

mig a VIIL és XI. osszetétel volt a leglagyabb (mindkettd Sedefos 75-6t tartalmazott), de

minden osszetétel konnyen kenhet6 és alkalmazhato volt.

5.3. Uj tudomanyos eredmények osszefoglalasa

A kisérletes munkam soran elért, uj tudomanyos eredmények:

A BGP-15-bdl O/V tipusu emulzios kendcsoket formulaltam, az dsszetételek kozil a
cukorészter tartalmuak bizonyultak hatéanyag leadas szempontjabdl a legjobbnak,
melyet a Franz diffizids vizsgalat és az allatkisérlet is alatdmaszt

A formuléci6 soran felhasznalt segédanyagok citotoxicitdsanak vizsgalataval igazoltam
azok biztonsagossagat, mely az ISO 10993-5 ajanlasainak megfelel

A BGP-15 ken6esok gyulladascsokkentd hatasat in vivo allatkisérletben igazoltam

A Philadelphus coronarius gyogynovény levelébdl és viragabdl liofilezett extraktumot
készitettiink, a jobb feldolgozhatdsdg és stabilitds érdekében, ez egyediilalldo a
novénnyel kapcsolatos szakirodalomban

A noévény levelének és virdganak komponenseit azonositottuk, hatéanyagtartalmat
meghatéaroztuk

A gyogyndvény antioxidans kapacitasat megvizsgaltuk, melynek soran kideriilt, hogy a
virag jobb antioxidans tulajdonsdgokkal bir, mint a levél, ezt a CUPRAC és az ABTS
antioxidans teszt is aldtdmasztja

A liofilizalt extraktumok antimikrobialis hatasanak vizsgalata soran a levél lassitotta a
C. albicans és S. aureus szaporodasat

A liofilizalt extraktumok felhasznalasaval O/V tipusu emulzios kendcsok formulaltam,
melyek koziil a legjobbnak a cukorészter SP70 és a Tefose 63 tartalmt bizonyult,
eztFranz diffazios vizsgalat alatamasztja

A formulalashoz felhasznalt segédanyaganyok és a készitmények citotoxicitdsanak
vizsgalataval igazoltam azok biztonsagossagat, mely megfelel az 1SO 10993-5

ajanlasanak
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6. Osszefoglalas

Kisérletes munkam soran két, eltérd természeti hatdanyagot valasztottam kutatdsom
témajahoz, egy jelenleg klinikai vizsgalat alatt 4ll6 gyogyszerjelolt farmakont, a BGP-15-6t €s
a gyogynovényt, a tudomanyos korokben kevéssé vizsgalt, am a népgydgydszatban
eloszeretettel alkalmazott Philadelphus coronariust, a kozonséges jezsament. A kutatdsom
soran mindkét hatéoanyagbol O/V tipusit emulzids kendcsoket formuldltam és a megfeleld
biohasznosulas elérése érdekében kiilonbozé emulgenseket ¢és  penetracidfokozd
segédanyagokat adtam az Osszetételekhez. A biokompatibilitdst, a segédanyagok ¢és a
készitmények biztonsagos alkalmazhatosagat -mely a megfeleld beteg compliance egyik fontos

szempontja- vizsgalva kertiltek az ken6csosszetételek meghatarozasra.

A hatéanyagok hatdsainak vizsgalatara is nagy hangsulyt fektettem, hiszen nagy
ujdonsagértékkel birnak. A BGP-15 hatésai jelenleg is intenziv kutatasok targyat képezik. A
jezsamennel kapcsolatban ugyan a népgyogyaszat révén rendelkezésre allnak tapasztalati uton

szerzett informaciok, &m ezek tudomanyos megalapozottsdga sok esetben hidnyos.

A BGP-15-tel kapcsolatos kutatdsom sordan a farmakonbdl kendcsoket formulaltam, majd
ezeket a kendcsoket kiilonbozd vizsgalatoknak vetettem ala: textra analizis, Franz diffizios
vizsgalat. A kendcsokbdl tobb valtozatot formulaltam az emulgensek valtoztatasaval. A textura
analizis sordn a legkeményebb konzisztenciat az SP70 tartalma formulaci6 mutatta, mig a
leglagyabbat a Labrasol tartalmi. A Franz diffizios vizsgélat soran a legjobb hatdanyag
felszabadulési profilja a cukorészter tartalmu (SP50, SP70, PS750) készitményeknek volt, igy
a kutatast ezekkel az dsszetételekkel folytattam. A biokompatibilitasi vizsgalatok a felhasznalt
segédanyagok és a kendcsosszetételek biztonsagosan alkalmazhatonak bizonyultak. A BGP-15
gyulladascsokkentd hatdsat in vivo allatkisérletben igazoltam, melynek sordn egereken
végeztem flilodéma tesztet. A vizsgalat soran a BGP-15-6t tartalmaz6 kendcsok szignifikansan
csokkentették a fiilvastagsadgot, azaz gatoltak lokalis gyulladds kialakulasat. A farmakon
hatdsmechanizmusara vonatkozoan luciferaz vizsgalatot végeztiink, melynek eredménye arra
engedett kovetkeztetni, hogy a BGP-15 nem gatolja az NF-xB utvonalat, mas mddon fejti ki

hatasat. Az antioxidans vizsgalatok soran a BGP-15 nem mutatott antioxidans tulajdonsagokat.

A Philadelphus coronariussal kapcsolatos kisérleteim soran a ndvény levelébdl €s viragabol
kivonat, majd liofilezett termék keriilt eléallitasra. A kivonatok komponenseit azonositottuk, a
hatéanyagtartalmat meghataroztuk. Az antioxidans kapacitast tobb teszttel is vizsgaltuk,

melynek soran igazoltuk, hogy a gyogyndvény virdga jobb antioxidans aktivitassal bir, mint a
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levele. Az antimikrobialis vizsgéalatban bizonyitottuk, hogy a liofilizalt levél extraktum a C.
albicans és a S. aureus szaporodasat lassitotta. Az ELISA teszt soran sem a levél, sem a virag
nem csokkentette a gyulladt sejtek IL-4 expressziojat, igy a gyulladascsokkentd hatést kizartuk.
A liofilizalt extraktumok felhasznaldsaval kiilonb6zé O/V tipust emulzids kendcesoket
formulaltam ¢és gyogyszerforma vizsgéalatokat végezetem. A textura analizis soran a
legkeményebb konzisztenciaja a Tefose 63-at, mig a leglagyabb textaraja a Sedefos 75 tartalmu
formulacidknak volt. A Franz diffuziés vizsgalat sordn a legjobb hatéanyag felszabadulasi
profilja az SP70 és Tefose 63 tartalmu készitményeknek volt. A biokompatibilitasi vizsgalatok
soran a felhasznalt segédanyagok és a kendcsoOsszetételek biztonsdgosan alkalmazhatonak

bizonyultak.
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/. Koszonetnyilvanitas

Szeretnék halas koszonetet mondani témavezetomnek, Prof. Dr. Bacskay Ildikonak, dnzetlen
segitségéért, tamogatasaért, aldozatos munkajaért, a szakmai irdnymutatasaért ¢&s

példamutatasaért az élet minden teriiletén.

Koszonettel tartozom Prof. Dr. Vecsernyés Miklos Dékan Urnak, hogy lehetdséged biztositott

kutatasaim elvégzésére a Gyogyszertechnolgoiai Tanszéken.

Halaval tartozom Dr. Kosa Doranak a hosszu évek ota tartd hii baratsagaért, szeretetéért és

rendiiletlen tAmogatasaért. Koszonom tovabba Dr. Haimhoffer Adamnak baréti tamogatasat.

Halasan koszonom kollégaimnak, a Gyogyszertechnoldgiai Tanszék munkatarsainak Dr. Fehér
Pélmanak, Dr. Ujhelyi Zoltannak, Dr. Fenyvesi Ferencnek, Dr. Véradi Juditnak, Sz4szné Dr.
Réti-Nagy Katalinnak, Dr. Vasvari Gabornak, Dr. Jozsa Lizanak, Dr. Nemes Danielnek, Dr.
Sinka Déavidnak, Dr. Rusznyak Agnesnek, Dr. Arany Petranak, Pardi Sandornénak, Horanyiné
Korei Marianak, Szilagyi Erikanak, Gulyas Evanak, hogy segitették munkamat. Koszoném
tovabba Vaszily Maridnak, Lakatos Szilvidnak, Antalné Sipos Szilvidnak és Batoriné Pataki
Brigittanak a tdmogatast. Koszonom Dr. Lekli Istvannak és Dr. Gyongydsi Alexandranak a

kutatasban nyujtott segitségiiket és tamogatasukat.

Szeretném megkdszonni kutatopartnereimnek és tarsszerzOimnek a kozds munkat, mellyel
hozzajarultak kutatdsaim sikeréhez és a dolgozatom megirasdhoz. Kszondm Prof. Dr. Vigh
Laszlonak, Dr. Gombos Imrének, Dr. Marton Annamaéridnak és Dukic Barbaranak a Szegedi
Biolgoiai Kozpont munkatarsainak, Dr. Jurca Tiindének és Dr. Pallag Annamaridnak a
Nagyvaradi Egyetem munkatarsainak, tovabba Dr. Szentesi Péternek az Elettani Intézet
munkatarsanak és Dr. Toth Zoltannak, az Orvosi Mikrobioldgiai Intézet kutatdjanak a

segitséget.

Koszon6m a tutoraimnak, Prof. Dr. Vasas Gabornak és Prof. Dr. Kéki Sandornak a PhD

képzésem alatt nytjtott timogatasukat.

Ko6széném Dr. Csoma Eszternek, Prof. Dr. Tésaki Arpadnak és Prof. Dr. Gergely Lajosnak a

Doktori Iskolaért végzett faradhatatlan munkajukat.

Hélaval tartozom szeretd csaladomnak a sziintelen tamogatasukért. Koszonom testvéremnek és
sogoromnak, Laszloné Peté Timeanak és Laszld6 Tamasnak a szeretetet és a tdmogatast,

keresztfiamnak és unokahtigomnak, Lasz16 Boldizsarnak és Laszl6 Emmanak a feltétel nélkiili,
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onzetlen szeretetilket és vidamsagukat, mellyel a nehéz pillanatokban is felviditottak.
Ko6sz6ndm nagymamamnak, Szlics Jozsefnének a szeretetét és félté gondoskodasat. Végiil, de
nem utolso sorban kdszondm draga sziileimnek, hogy egész életem soran tamogatnak, biztos €s

nyugodt, szeretetteljes hatteret biztositanak nekem és mindig szamithatok rajuk.

8. Tamogatas

A kutatas az EFOP-3.6.1-16-2016-00022 ,,Debrecen Venture Catapult Program” és EFOP-
3.6.3-VEKOP-16-2017-00009 palyazatok keretein beliil valosult meg.

A kisérletes munkat az Innovacids ¢és Technoldgiai Minisztérium altal meghirdetett
Témateriileti Kivalosagi Program (TKP2020-1KA-04 Big Data, Biotechnoldgia, Energetika,
Terapias célu fejlesztés, Vizzel kapcsolatos kutatasok és a négy Lendiilet kutatdocsoport
tovabbfinanszirozasa é¢s TKP2021-EGA-18) tdmogatta. A TKP2020-1KA-04 szdmu projekt a
Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacios Alapbol biztositott tdmogatassal, a 2020-4.1.1-
TKP2020 palyazati program finanszirozasaban valdsult meg. A TKP2021-EGA-18 szamu
projekt a Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacidés Alapbdl biztositott tamogatdssal, a

TKP2021-EGA palyazati program finanszirozasaban valosult meg.

A doktori értekezés elkészitését a GINOP-2.3.4-15-2020-00008 Komplex Egészségipari
Multidiszciplinaris Kompetencia Kozpont kialakitidsa a Debreceni Egyetemen 1) innovativ
termékek ¢€s technologidk fejlesztése érdekében és a GINOP-2.3.3-15-2016-00021
,Gyogyszertechnologiai K+F fejlesztése a Debreceni Egyetemen” projekt timogatta. A projekt
az Eurdpai Unid tdmogatasaval, az Eurdpai Regionalis Fejlesztési Alap tarsfinanszirozasaval

valdsult meg.

A kutatds egy része a ,,Domus Hungarica Scientiarum et Artium” kutatdsi palyazattal és a

Nagyvaradi Egyetem Kutatési szerzddésének (nr. 6/2016) timogatasaval valosult meg.

A kisérletes munkat a Richter Gedeon Talentum alapitvany tdmogatta.
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