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1. BEVEZETES

Napjainkban egyre nagyobb figyelmet kap a boérapolas, illetve a borbetegségek
megelozése. Nem véletleniil, hiszen a megfeleld fizikai és szellemi harmoniahoz
hozzatartozik a megfeleld borallapot, a szép és egészséges bor.

Gyogyszertechnologiai szempontbol fontos megemliteni, hogy a bdr, mint hatdéanyag
beviteli kapu lehetésége a Kutatasok kereszttiizében all. A bor €16 biokémiai kozeg, amely a
teljes testtomeg kozel 16%-a. A szervezetet védi a kiilvilag karos behatasaitol és egyben a
hatéanyag beviteltol is. Az amerikai élelmiszer-, és gyogyszerellenorz6 hatosag (FDA) az els6
transzdermalis tapaszt kozel 35 évvel ezel6tt hagyta jova, azota a transzdermalis termékek
palettaja egyre csak boviil, egy novekvd, tobb milliard dollaros piacrol beszélhetiink
vilagszerte. Nem meglepé modon, ugyanis a transzdermalis hatéanyag bevitel szamos elényt
biztosit a hagyomanyos adagolasi modokkal szemben. Elsdsorban ez a méj metabolizald
hatasanak kikiiszobolése, illetve a fijdalom minimalizalhatdsaga, amely hozzajarul a jobb
beteg adherencia kialakulasdhoz. A megfeleld formulalassal elérhetd nyujtott hatdéanyag
felszabadulads lehetdsége egyarant fokozza a perkutan hatéanyag penetracié iranti
megnovekedett érdeklddést.

A hatdéanyagok transzdermalis bejuttatdsanak a legjelentésebb korlatozé tényezdje, az
epidermisz legkiilsé rétege, a stratum corneum (SC). Emiatt ezen a beviteli kapun keresztiil
alkalmazhaté hatéanyagok szama erésen korlatozott. A gyogyszertechnologus legfontosabb
feladata, tehat olyan stratégiak felkutatasa, amelyekkel kikiiszobolhetjiik az ép bor
atjarhatatlansadgat. A penetracidfokozasi lehetdségek alkalmazasa mind azt a célt szolgalja,
hogy terapias mennyiségii hatdanyagot juttassunk be a bor irreverzibilis karosodasa nélkiil.

Szamos lehetdség 4all a rendelkezésiinkre, nemcsak passziv penetraciofokozo
segédanyagok, hanem a technologiai fejléddésével az aktiv modszerek is el6térbe keriiltek.
Ezen 1 tipusu stratégidk kozé sorolhatd az iontoforézis, az elektroporacid, az ultrahang, a
mikrotik, illetve a nanohordozo6 rendszerek alkalmazasa.

A jovO hatékony és biztonsdgos gydgyszerbeviteli irdnyzatai az Osszetettebb és
kombinalt gyogyszerhordozé rendszerek felé mutatnak, igy ezeknek a tanulmédnyozésa és
optimalizalasa egy eléremutatd célként van jelen a gyogyszertechnoldgiai fejlesztések

teriiletén.



2. CELKITUZES

A Ph.D. munkam célja a transzdermalis penetraciéfokozo technikak tanulmanyozasa

volt. Ennek érdekében a bér barrier funkciojat vizsgaltam, illetve kiilonféle 1) tipusa

penetraciofokozd modszereket tanulmanyoztam.

Kisérleti munkdm célja az alabbiakban foglalhat6 dssze.

1. A Ph.D. munkam elsé felében az egészséges és a plakkoktl mentes pszoriazisos bort

hasonlitottam 0ssze, annak érdekében, hogy jobban megérthessiik a karosodott SC

barrier funkcidkat, ezaltal segitve az egészséges onkéntesek kisziirését a bor vizsgalatat

célzo kisérletekben.

2. A munka masodik felében kiilonbozd penetraciot fokozo stratégiakat tanulmanyoztam a

megfeleld transzdermadlis hatdanyag bevitel érdekében. Kutatdmunkamban az aldbbi

c¢lok megvaldsitasat tiiztem ki:

o az ujonnan formuldlt szachar6z-mirisztat (SM) penetracidfokoz6 hatasanak az

Osszehasonlitdsa a mar régebben e célbol hasznalt szachardz-laurattal (SL);
Transcutol (TR) és cukorészter (SE) dnmagaban vagy kombinacioban torténd
alkalmazasanak vizsgalata Skin PAMPA modellen és humén boron;

a poliolok (glicerin: GLY, xilitol: XYL) hatasanak lehetséges spektralis
analizise natrium-lauril-szulfat (SLS) okozta akut irritacidban;

a vizben rosszul oldodo, lipofil fitodsztrogén genisteinnek (GEN) megfeleld
hordozo rendszer formulalasa;

a formulalt GEN tartalmu liotrop folyadékkristalyos rendszer (LLC-GEN)
transzdermalis bevitelének vizsgdlata onmagaban, illetve elektroporacioval
kombinalva;

a LLC-GEN rendszer, valamint a LLC-GEN ¢és elektroporacio (EP)

kombinacidjanak hatékonysaganak tesztelését egér melanoma modellben.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1.

Anyagok

3.1.1. Szacharoz-zsirsavészterek és/vagy Transcutol tartalma hidrogélek

Készitményeim hatéanyagaul az Ibuprofent (IBU) valasztottam (Sigma-Aldrich, St

Louis, MO, USA) (5 %). Oldoészerként Makrogol 400-at (Hungaropharma Ltd., Budapest,
Magyarorszag) hasznaltam fel (20 %). A hidrogélem elkészitéséhez 3 %-0s Carbopol 971P-t

(Lubrizol Corporation/Azelis, Budapest, Magyarorszag) és tisztitott vizet (Aqua purificata Ph.
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Hg. VIII) alkalmaztam. A pH 7,0 beallitasa trietanol-aminnal (TEA) tortént (7 %)
(Hungaropharma Ltd., Budapest, Magyarorszag). Penectraci6fokozo segédanyagként két
cukorésztert, a szachardz-lauratot (SL), a szacharoz-mirisztatot (SM) (Mitsubishi-Kagaku
Food Corporation, Tokyo, Japan) és a Transcutolt® (TR, dietilén-glikol-monoetil-éter,
Gattefossé és Lubrizol Corporation/Azelis, Budapest, Magyarorszag) hasznaltam. A mintak
10 % Transcutolt tartalmaztak, mig a cukorészter koncentracioja:

e SL esetében: 1; 2; 2,64; 4; 6; 8; 10 %:;

e SM esetében: 0,25; 0,5; 1; 2; 2,64; 4; 6; 8; 10 % volt.

3.1.2. Genistein tartalmu liotrop folyadékkristalyos rendszer

Emulgensnek a nem-ionos Cremophor RH40 (CRH40; Polyoxyl 40 Hydrogenated
Castor Oil USP/NF, BASF, Ludwigshafen, Germany) valasztottam. A rendszer vizfazisat
tisztitott viz, az olajfazist izopropil-mirisztat (IPM; Merck Kft., Budapest, Magyarorszag)
biztositotta. A Genistein (GEN, Extrasynthése, Genay, France; tisztasag > 95%)

koncentracidja 3 m/m% volt.

3.2. Mbodszerek

3.2.1. Hatbanyag diffuiziés és penetracios vizsgalatok
3.2.1.1. Franz diffazios cella

A membran diffazioés és penetracids vizsgélatokat vertikalis Franz diffuzios cellaval
(Hanson Microette TM Topical & Transdermal Diffusion Cell System, Hanson Research Co.,
Chatsworth, CA, USA) végeztem. 0,30 g mintat helyeztem donor fazisként szintetikus
membranra (Porafil, Machenerey-Nagel, Diiren, Németorszag ¢és Pall Life Sciences,
Washington, NY, USA) (in vitro), Porafil membran filterrel alatamasztott chorioallantoisz
membranra (CAM) és hé-szeparalt epidermiszre ex ovo illetve ex vivo kisérlet esetén. A
hatéanyag abszorbancidjanak mérése Unicam Helios a v4.55 Thermospectronic UV-

spektrofotométerrel tortént (Unicam, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
3.2.1.2. Skin PAMPA modell

A Skin PAMPA modell egy Gjonnan publikalt mesterséges membran alapu technologia

a bor penetracionak a gyors vizsgalatara (Vizseralek et al., 2015).



3.2.1.3. Chorioallantoisz membranok

A chorioallantoisz membranokat az ex ovo kiséretekhez a temesvari Victor Babes

University of Medicine and Pharmacy biztositotta.
3.2.1.4. Human bérpreparatum készitése

A Dborpenetracios vizsgalatokhoz plasztikai sebészeten végzett hasi redukcios
miitétekbdl szarmazo6 bort hasznaltam. Az epidermiszt a dermisztdl hoszeparalasi eljarassal
valasztottam el. A szubkutidn zsirt6]l megszabaditott bort 90-120 s-ra 60 °C-os vizfiirdobe
helyeztem, majd az epidermiszt csipesszel Ovatosan elvalasztottam az alatta elhelyezkedd

dermisztol.
3.2.2. Bérhidratacio és transzepidermalis vizvesztés (TEWL) vizsgalata

A hidrogéleket egészséges onkénteseken tesztelve in vivo vizsgaltam. Boériik kezelés
elétti és utani hidrataltsagi allapotat Corneometer™ CM 825 (Courage and Khazaka Electronic
GmbH, Németorszag) segitségével hatdroztam meg. A bdr barrier funkcidjanak épségére
utal6 transzepidermalis vizvesztést (TEWL) Tewameterrel® TM 300 (Courage and Khazaka

Electronic GmbH, Németorszag) allapitottam meg.
3.2.3. Polarizaciés mikroszképos vizsgalat

A LLC szerkezetének vizsgélata polarizacids feltéttel ellatott LEICA Q 500 tipusu

képanalizator segitségével tortént 20x nagyitason.
3.2.4. Reolégiai mérések

Az LLC alapszerkezet reoldgiai vizsgalata PaarPhysica MCR101 kup-lap rendszer(i

reométerrel tortént (Anton Paar GmbH, Graz, Ausztria).
3.2.5. Elektroporacios paraméterek

A Mezoforte Duo EP késziiléket (Dr Derm Equipment Ltd., Budapest, Magyarorszag) a
Dr Derm Boérgyogyaszat és Esztétikai Lézercentrum (Budapest, Magyarorszag) bocsatotta a
rendelkezésiinkre. A polipropilén boritasti kezeldfej egy 25 mm atmérdjii lapelektrodat
tartalmaz, amely pulzalo elektromagneses teret general. A magas fesziiltségli impulzusok

modulacioja: 5 ms impulzus — 20 ms sziinet.



3.2.6. Gyengitett, teljes reflexiés Fourier-transzformacios infravoros (ATR-FTIR)

spektroszkopiai vizsgalatok

Az ATR-FTIR spektroszkopiai vizsgalatokat horizontalis ATR kristallyal ellatott (ZnSe,
45°) Avatar 330 FTIR spektométerrel (Thermo Nicolet, USA) végeztem. A spektrumokat
4000 cm ™t és 400 cm ™ hullamszam kozott vettem fel 4 cm optikai felbontéassal, 128
szkenneléssel vagy a poliolok vizsgélata esetén 64 szkenneléssel. A spektrumok kiértékelése
Thermo Scientific's GRAMS/AI Suite szoftverrel tortént, ATR korrekciot nem végeztem.

A mintavétel a pszoridzisos bor vizsgalata esetén adheziv tapasz segitségével tape-
stripping modszerrel tortént 6 egészséges és 6 pszoriazisos beteg bevonasaval. Nemek szerint
kiilon vizsgaltam, mivel eltérés tapasztalhatd az egészséges férfi és nd borszerkezet kozott. A
mintavétel minden esetben az alkarrdl tortént. Az amid-I sav komponenseit és relativ
intenzitasukat szemi-kvantitativ modon a spektrum 1695-1600 cm™ tartomanyaban el8szor
Fourier dndekonvolucidval valasztottam szét, majd Gauss—Lorenz gorbeillesztés tortént.

Az éllatkisérletek esetén a hatdéanyagok referencia spektruma 0,5 mg SLS vagy GEN
tartalmu KBr pasztillakkal keriiltek felvételre. A kezelt és a kezeletlen tertiiletekrdl szarmazo
mintdk felvétele egyarant megtortént. A kezelt SC minden rétege korrigalva lett a megfeleld

kezeletlen SC réteggel.
3.2.7. Raman spektroszképias vizsgalatok

A Raman spektrumok felvétele CCD kameraval és 780 nm-es diodalézerrel rendelkezd
DXR diszperziv Raman mikroszkoppal (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)
valésult meg. A CRH40, IPM és GEN spektrumanak felvételét 6 s expozicios idovel, 48
szkenneléssel, valamint a kozmikus sugarzas €s a fluorerszcencia korrekcigjaval végeztem. A
lézer eréssége 12 mW volt 25 um-es résszélességgel. A GEN lokalizacigjat a bormintakban

konfokalis Raman térképezéssel vizsgaltam.
3.2.8. Melanomas egér modell

Az allatkisérlet 30 darab 20-25 g atlagtomegii C57BL/6J néstény egér segitségével
tortént. A kisérlet 0. napjan az egereket subcutan beoltottuk a tumor sejtekkel [B — F]. A
készitmény 2 ml—¢ét alkalmaztuk klaszikus dermalis felhasznalds mellett, valamint 6 perces
magasfesziiltségli elektroporacio segitségével. Az egereket 6 csoportra osztottuk a
kovetkezdek szerint:

- A csoport: vak csoport,

- B csoport: B164A5 sejtekkel beoltott kezeletlen egerek,



- C csoport: B164A5 sejtekkel beoltott és hatbanyagmentes LLC kezelt egerek,
- D csoport: B164AS5 sejtekkel beoltott és LLC-GEN kezelt egerek,

- E csoport: B164A5 sejtekkel beoltott LLC és 6 perces EP kezelt egerek,

- F csoport: B164A5 sejtekkel beoltott LLC-GEN és 6 perces EP kezelt egerek.

A tumor méretét naponta mértiik tolomérdvel.
4. EREDMENYEK

4.1. A plakkoktol mentes pszoriazisos bor fehérje strukturajanak vizsgalata

A SC fehérjéi foleg a-helikalis konformdaciot mutatnak, amelyet az 1650 cm*
hullamszdmnal 1€év6 csucs prezental a legnagyobb gorbe alatti teriilettel. Kutatdsunk sordn az
1660 cm™ csucsra fokuszaltunk, ami egy hurok mésodlagos szerkezeti elemnek felel meg.
Megfigyeltiik, hogy a teljes amid-I sav intenzitasa csokkent a pszoriazisos SC esetében, de a
legjelentSsebb valtozas az 1660 cm™ cstcsnal lathato. Ennek a csucsnak az intenzitasa
majdnem nullara csokken a betegek esetén, ami a struktira jelentds koncentracid csokkenését

mutatja (1. abra).

37 b
(@) (b)
2 _
2,5 1 —8—Normal SC 1,8 1 &— Normal SC
1,6
4 —&— Pszoriazisos —&— Pszoriazisos
f‘g 2 sc x 14 - sC
% g 1,2
= E !
S5 8
S 5 17
m 1
@ o
E 2 0,8 T
- 1 £
0,6 -
05 - 0.4 7
0,2
0 ‘ | 0 7 ‘ ‘ |
1600 1650 1700 1600 1620 1640 1660 1680 1700
Hullamszam (cm™) Hullamszam (cm)

1. abra Az amid-I sav komponenseinek teriilete az egészséges és a pszoriazisos SC esetében:

(a) férfiak; (b) nok.



Az 1660 cm™ cstics intenzitas csokkenése szignifikans a férfiak (p < 0,05%) és a nék (p
< 0,01**) esetében is. Nagymértékii az 1630 cm™ cstics csokkenése is, amely a p masodlagos
szerkezethez rendelhetd. Ezen intenzitadsesésekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a pszoriazisos
bor fehérjéinek flexibilitasa csokken a betegség miatt, még az épnek tiind teriiletek esetében
is.

4.2. Transzdermalis penetraciofokozo segédanyagok vizsgalata
4.2.1. Szachardz-zsirsavészterek és/vagy Transcutol tartalmu hidrogélek

4.2.1.1. Hatéanyag diffazios és penetracios vizsgalatok

A szachar6z-zsirsavészterek vizsgalata sordn a szachar6z-laurat (SL) és a szachardz-
mirisztdt (SM) Osszehasonlitasat kiilonb6z6 cukorészter koncentracioju gélek segitségével
végeztem. Szintetikus membranon a szachardz-laurat hatékony penetraciéfokozo
segédanyagnak bizonyult 6 %-os koncentrdcidoban. A szacharéz-mirisztat 0,5 %-0S
koncentracional mutatta a legjobb penetraciofokozo hatast, ennél magasabb koncentracid
esetén csokkent a penetraciofokozo hatékonysaga, viszont még igy is 4 m/m%-ig eldnydsebb

penetraciofokozonak bizonyult a szachardz-laurathoz képest (2. abra).
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2. abra Diffundalt IBU mennyiség 24 6ra utan kiilonbz6 SL és SM tartalmu

hidrogélek esetén in vitro.

Az 1. tablazat az ex vivo penetralodott IBU mennyiségét mutatja. A human
epidermiszen a szintetikus membranon végzett kisérletektol eltéré eredményt kaptam. A
kontrol-gélhez képest is alacsonyabb mértékii penetracio lathato az TR-gél esetében. A
csokkent ex vivo értékek azzal magyarazhatoak, hogy a TR képes a bérben depdt képezni és a
hatdbanyag raktdrozddasat eldsegiteni. Ezzel szemben human epidermiszen mindkét
cukorészter jelent6s penetracio fokozodast okoz, illetve a szachardz-mirisztat nemcsak a
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diffuzios, de a penetracios vizsgalatokban is hatékonyabbnak bizonyult a szachar6z-laurathoz
képest.
1. tablazat IBU penetracios paraméterek human epidermiszen 16 ora utan

(Q: diffundalt IBU kumulativ mennyisége; J: abszorpcios rata;

EF = \]penetréciéfokozé tartalmu géll \]penetréciéfokozé mentes gél) .

Vizsgalati minta Q (ng cm?) J (ng cm?h) EF
Kontrol gél 463,95+110,50 42,72 -
TR gél 193,36+87,13 14,23 0,33
SL gél 866,79+320,42 67,93 1,59
SM gél 889,22+348,09 54,28 1,27
SL + TR gél 825,08+384,67 54,38 1,27
SM + TR gél 1527,19+£764,62 91,59 2,14

A SM + TR gél mutatta a legjobb penetracios paramétereket (1. tablazat). A SL + TR
gél alacsonyabb penetraciot eredményezett, mint a SL gél, bar a kiilonbség nem volt
szignifikans. A jelenség valosziniisithetd oka az, hogy a SL nem tudja olyan mértékben
modositani a kettds lipid membrant, amivel a TR depo effektusa elkeriilheté lenne. Ezzel
szemben a SM a minimalisan nagyobb szénlancanak koszonhetden kissé jobban be tud épiilni
a kettds lipid membrénba ezaltal nagyobb lipid véltozasokat okozva kikiiszobdli a TR depd
effektusat. A SM a SC szerkezetének modositasaval képes a penetraciot fokozni, amit tovabb
novel a TR difftziofokozé hatasa.

A Skin PAMPA™ rendszeren végzett vizsgalatok eredményei szoros korrelaciot
mutattak az ex vivo human epidermiszen mért adatokkal. Eredményeink alapjan a Skin
PAMPA megfeleld gyors modszer lehet a transzdermalis rendszerek preformulacios
tesztelésére. Tovabba mindkét modszerrel bizonyitottuk, hogy hidrogél alapban a szachardz-
tablazat).

2. tablazat IBU penetracios paraméterek Skin PAMPA™ modell esetén 16 6ra utin

(Q: diffundalt IBU kumulativ mennyisége; J: abszorpciods rata;

EF = \]penetréciéfokozé tartalmu géll \]penetréci()fokozé mentes gél)-

Vizsgalati minta Q (ngcm?) J(ugem?h) EF
Kontrol gél 5204,954+311,23 432,35 -
TR gél 4941,95+966,97 329,95 0,76
SL gél 5642,38+383,43 517,06 1,20
SM gél 5812,12+150,72 512,81 1,19
SL + TR gél 5616,67+208,33 483,72 1,12
SM + TR gél 6062,98+121,23 563,1 1,30
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4.2.1.2. Invivo bér vizsgalatok

A mélyebb borrétegekbe torténd penetraciot eldsegiti a megfelelden hidratalt borallapot
elérése, mivel a hidratacioé soran a korneocytak kozotti intercellularis tér névekszik. Emiatt az
egyik leggyakrabban alkalmazott passziv penetraciofokozd modszer a készitmények hidratalo
hatasanak kihasznalasa. A vizsgalt készitmények novelték a bér viztartalmat, illetve

megfeleld és hosszan tartd hidratalo hatast eredményeztek.

4.2.2. Poliolok hatasanak spektralis analizise natrium-lauril-szulfat (SLS) okozta akut
irritacioban

A dermalis készitmények formulaldsa soran fontos szempont a komponenseik
penetracioja. A SLS gyakran alkalmazott, viszont irritaciora hajlamosito komponens,
penetraciés profiljanak vizsgalata tape-stipping modszerrel kombinalt ATR-FTIR
spektroszkopiaval tortént. Mar alacsonyabb poliol koncentracio alkalmazasa is valtoztatta a

crer

csokkenését magasabb poliol koncentracioval sikeriilt elérni. (3. tablazat).

3. tablazat A kezelt SC also6 és fels6 rétegeinek intenzitasa (SLS relativ abszorbanciai

1220 cm™-nél). Median értékek (M) a 25 és 75%-0s percentilisekkel.

2. Csoport 3. Csoport 4. Csoport 5. Csoport 6. Csoport
(SLS 5 %) (SLS+ GLY5 %) | (SLS+ XYL8.26%) | (SLS+GLY 10%) | (SLS+ XYL 16.52 %)
SC M 25p; M 25p; M 25p; M 25p; M 25p;
rétegek 75p 75p 75p 75p 75p
1 0,0226 | 0,0137; 0,0309| 0,0187; | 0,0318 0,0181; 0,0319 0,0161; | 0,0196 0,0134;
- 0,0264 0,0518 0,0468 0,0532 0,0360
4
5 0,0234 | 0,0140;| 0,0223( 0,0122; | 0,0241 0,0149; | 0,00601| 0,00143;| 0,000 0,000;
- 0,0433 0,0300 0,0454 * 0.0134 * 0,0133
8

4.2.3. Genistein tartalmu liotrop folyadékkristalyos rendszer
4.2.3.1. Polariziciés mikroszkopos vizsgalatok

A 3 %-0s GEN tartalmti LLC rendszer alkalmas volt a hatbanyag részleges oldasara, a

direkt szerkezetvizsgalat soran lathatova valt a jellegzetes liotrop folyadékkristalyos

lamellaris szerkezet.



4.2.3.2. Reolégiai vizsgalatok

A folyadékkristalyos rendszer vizsgalata soran kozvetett modszerként reoldgiai
méréseket is folytattam szerkezetazonositas céljabol. A GEN inkorporaldsa utan is a rendszer

a lamellas liotrop folyadékkristalyra jellemzd reogramot mutatta.
4.2.3.3. Hatéanyag diffuzios és penetracios vizsgalatok

A hatéanyag diffuzios mérés alapjan a GEN diffuzidja szintetikus membranon
megfeleld volt (3a abra). Ex ovo biologiai membran alkalmazasakor mar csokkent a
penetralodott hatdanyag mennyiség (491,26+15,55 pug cm’?) (3b abra). Ex vivo vizsgalatok
soran mar csak a hatéanyag kis mennyisége penetralodott a human epidermiszen keresztiil,
ennek oka a SC rezervoar funkcidjaban keresendd. Az ex vivo penetracios profil hasonld volt

ex ovo profilhoz (3¢ abra).

10004 6004
g J(ug ecm?h™): 17.05 J{ugem?h7):8.78
B £
5 8004 %
E_ S . 400
£ 6004 U’:Q“-‘
g5 25
gg 4004 < é >
- = 2004
g 3
€ 2004 &
=
E
(=]
o - v v v v o
8 12 16 20 24 0 4 8 12 16 20 24
1d6 (h) 1d6 (h)
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20 J (ng cm2h™): 0.23
£
3
= 15
8.8
2°
£25
-1
352
sg2 10
k]
e
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o
5;
(i} v y—
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

1d& (h)

(c)

3. abra Diffundalt in vitro (a), vagy penetralt ex ovo (b) és ex vivo (c) GEN mennyisége.
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4.2.3.4. ATR-FTIR spektroszkopia

A GEN tartalmi LLC hagyomanyos dermalis alkalmazasa mellett egy 0j beviteli médot
is teszteltem, az aktiv penetraciofokoz6 modszernek szamitdo elektroporaciot. Az
elektroporacioval torténé hatdbanyag bejutas nyomon kovetésére tape-stripping mintavétellel
kombinalt ATR-FTIR spektroszképiat alkalmaztam, a GEN nyomait az 1652 cm? és
1518 cm™-es csucsnal észleltem.

ATR-FTIR spektroszkopids vizsgalatok alapjan az 1 perces 700 V intenzitasi EP
kezelés nem eredményezett jobb hatdéanyag penetraciot, mint a hagyomanyos kezelés. 1
perces 900 V intenzitasu kezelés esetén viszont mar mélyebb hatbanyag penetraciot értem el,
mint a hagyoményos kezelés esetén. 2 perces 700 V intenzitasu EP kezelés mar jelentdsen
megndvekedett GEN penetraciot eredményezett, a 900 V intenzitasu kezelés esetén a
hagyomanyos kezeléshez képest a valtozas szignifikdnsnak bizonyult mindkét asszignalt GEN

csticsra (p < 0,001*** ¢s p < 0,05%) (4. abra).

B8 LLC-GEN (HK, 2 min)

E=2 LLC-GEN + EP (700 V, 1 min)
B2 LLC-GEN + EP (900 V, 1 min)
@I LLC-GEN + EP (700 V, 2 min)
0.6+ | LLC-GEN + EP (900 V, 2 min)

dedkek

%*

Osszintenzitasok

7

4. abra Genistein relativ intenzitasok 6sszege 1652 cm™ és 1518 cm™ hullamszamnal.

Hagyomanyos kezelés (HK) alkalmazasa kontrollként (p < 0,001*** és p < 0,05%).
4.2.3.5. Raman spektroszkopia

Az elektroporacioval kombinalt LLC-GEN kezelés vizsgalatara ex vivo Raman
spektroszkopiat is alkalmaztam. A Raman mérés lehetové tette a kezelt egérbérben a
készitmény komponenseinek (CRH40, IPM, GEN) mélységi bdérpenetracios vizsgalatat. Az
ATR-FTIR eredmények alapjan a 900 V intenzitasu kezeléssel mélyebb penetracio érhetd el,
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ezért a mérés soran az 1 és 2 perces 900 V intenzitasu kezelést hasonlitottam Ossze a
hagyomanyos alkalmazassal.

A Kklasszikus kezelést kovetden a hatdéanyag ¢és a LLC komponenseinek megfeleld
eloszlasa lathato a bér fels6 régidiban (0-1000 pm) (5a abra). A 900 V intenzitast 1 perces
(5b abra), amelynek valoszintsithetd oka, hogy a dermisz kollagén rostokbol allo halozata
lassitotta a penetraciot. A bér GEN és LLC komponens tartalma alacsony volt a 900 V
intenzitasu 2 perces EP eljarast kovetden, igy feltételezhetd, hogy a készitmény mar a dermisz
mélyebb rétegeibe penetralodott (5¢ abra). Az epidermisz és a dermisz felsd régidja

elektroporacid alkalmazasaval jelentésen gyorsithato.

(a) (b) (c)

Kép CRH40+IPM GEN CRH40+IPM GEN Kép CRH40+IPM GEN

069 042 [ 084 | o«2B06rfelszin
0.50 035 S 072 0.36
| £2
0.49 030 S { 0.60 03 . -
3= Epidermisz
039 024 Ee o | s oul
029 .18 N 0.36 0.18
4 Dermisz
0.19 012 g 1 024 0.12
0.09 0.06 ~| EBE 0.06
0.0 0.0 0.0 0.0
0 P
: o
3
o v
0 40

0 40

Hossziisag (um)

1000

0 40 o 40 0 40
Szélesség (um)

5. abra Kvalitativ Raman térképek az eltéré EP protokollokat kovetd GEN megoszlasrol
az allati bérben (10x nagyitas). Hagyomanyos kezelés, mint kontrol (a), 900 V 1 perces
EP kezelés (b) és 900 V 2 perces EP kezelés (C). A tartalom szinkddja: piros > sarga >

zold > kék.

12



4.2.3.6. Az elektroporacié hatasa melanomas egér modellben

A tumor megjelenése a kezeletlen egerek és a hatoanyag tartalmiu LLC klasszikus
alkalmazésa mellett a 8. napon tortént. Az elektroporacioval kombinalt kezelés esetén a tumor
a 10. napon jelent meg, kisebb tumor méretet eredményezve. A 6. abran lathato, hogy a

legjobb eredményeket a LLC-GEN + elektroporacié kombinalt alkalmazéas (F csoport)

mutatta.
1500-

— * Acsoport
E = B csoport
= 1000+ W 7 Ccsoport
‘é’ -+ D csoport
‘E L -+ E csoport
= 500+ g F csoport
E Ll o

=

|—

0 L

T T T T T T T ] L] ]
6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Beocltast kivetd napok

6. abra A tumor méretének valtozasa (mm?®) 21. napon keresztiil a kiilonboz8 kisérleti
csoportokban.

5. OSSZEFOGLALAS

Ph.D. munkéam célja a SC szerkezetének és a bor barrier funkcidjanak a tanulmanyozasa
volt a megfeleld hatdanyag penetracid elérése érdekében. Osszehasonlitottam a plakkoktol
mentes kezeletlen pszoriazisos bort egészséges emberek borével, illetve kiilonféle
penetraciéfokozo modszerek hatékonysagat vizsgaltam.

1. Az épnek tind pszoriazisos bor masodlagos fehérje struktirajanak vizsgalata tape-stipping
modszerrel kombinalt ATR-FTIR spektroszkopiaval tortént, az amid-1 sav komponenseit és
relativ intenzitasukat szemi-kvantitativ médon a spektrum 1695-1600 cm™ tartomanyaban
vizsgaltam, Fourier 6ndekonvolucioval szétvalasztottam, majd Gauss—Lorenz gorbeillesztést
alkalmaztam. A Gauss-Lorenz komponens gorbe alatti teriilete aranyos az adott masodlagos
szerkezetet alkoté aminosavak mennyiségével. A komponensek teriileteinek relativ aranya
megegyezik a fehérjében eléfordulo masodlagos szerkezetek ardnyaval.

A kisérleti eredményeim jdonsdga az alabbiakban foglalhat6 6ssze:

e A pszoriazisos betegek plakkal nem érintett, ép borszerkezetében az irodalomban

eddig nem részletezett szignifikans fehérje struktara eltérés talalthato.

e Az amid-I csoport minden komponensének intenzitasa csokken, de a

legszembet{inBbb eltérés az 1630 és 1660 cm™ hullamszamnal 16v6 B-reds és kanyar
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esetében jelentkezik.

e Az ATR-FTIR tape-strippinggel kombinalva alkalmas moédszer lehet a pszoridzisos
boér gyors, egyszerli és nem-invaziv tanulmanyozasara, amellyel diagnosSztizalni és
kovetni is lehetne a terapia hatékonysagat.

2. A Ph.D. munkdm masodik részében kiilonb6z6 transzdermalis penetraciéfokozo
érdekében.

2.1. Biokompatibilis penetraciofokozo segédanyagok (szachardz-zsirsavészterek és a
Transcutol) hatasanak vizsgalatahoz IBU tartalmt hidrogéleket alkalmaztam. A szacharoz-
zsirsavészterek koncentracidsorozatat hatdanyag diffuzids kisérletekkel vizsgaltam vertikalis
Franz diffaziés cellaval szintetikus membranon (in vitro) keresztiil. A penetraciofokozok
borre gyakorolt hatasat hatbanyagmentes mintdk alkalmazasaval egészséges onkéntesek borén
tanulmanyoztam in vivo bortesztekkel. Tovabba az igéretes penetraciofokozoknak a
viselkedését teszteltem két kiilonbozd bér modellen egyarant.

e Fontos volt a minimum ¢és maximum effektiv penetraciéfokoz6 koncentracid
meghatarozdsa minden Uj formuldcié esetén, mivel ezen paramétereket nagyban
befolyasoljak a hordozé és a hatdanyag fizikai-kémiai tulajdonsagai. A szacharoz-
laurat esetében a maximalis hatast 6 %-nal, a szachar6z-mirisztatnal egy viszonylag
kis cukorészter tartalomnal, 0,5 %-nal tapasztaltam.

e Az ex vivo és a Skin PAMPA hatdéanyag penetracios eredmények alapjan a TR a
szachardz-mirisztat koszolvenseként szignifikdnsan novelte a cukorészter bejutasat a
borbe, ezaltal biztositva a maximalis penetracidofokozé hatasat. Hidrogél alapban a
SM + TR kombindcid egy igéretes penetraciofokozd kombindcionak bizonyult IBU
esetében.

e A Skin PAMPA hatékony és gyors modszerként alkalmazhaté Ilehet a
penetracidfokozo segédanyagok €s a hatdanyag borbe juttatdsanak a modellezésére.
Ez az i) mesterséges membran a kisérletek alapjan szoros korrelaciot mutatott az ex
vivo human epidermiszen elért eredményekkel.

e A cukorészterek (foképpen a szachar6z-mirisztat) hidrogél készitményalapban valo
alkalmazasa az in vivo eredmények alapjan megnovekedett és hosszan tarto
borhidrataciot okoz. A SM tartalmt gél a cukorészter mentes hidrogélhez képest
szignifikansan novelte a borhidrataciot.

2.2. A natrium-lauril-szulfat  poliolokkal kombinalt alkalmazasanak ATR-FTIR
Magasabb koncentracidban torténd alkalmazasukkal a hatés szignifikdnsnak bizonyult.
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2.3. A melanoma kezelésére alkalmas lipofil hatéanyag, a genistein liotrop
folyadékkristalyba torténd formulaldsa megvaldsult. A dermadlis készitmény hatékonysagat
hatéanyag diffiizids és penetracios kisérletekkel teszteltem vertikalis Franz difftzios cellaval
szintetikus membranon in vitro, chorioallantois membranon ex ovo és hd-szeparalt
epidermiszen ex vivo. Ezt kovetéen a GEN tartalmi LLC ¢és az elektroporacio
kombinacidjanak lehetdségét vizsgaltam.

e Az elektroporacioé szinergisztikus hatasat alatimasztottam in vivo ATR-FTIR és ex
vivo Raman spektroszkopiaval szértelen egérboron. A boron keresztiili hatdanyag
bevitele megvalosult a LLC-GEN 06nall6 alkalmazdsa mellett is, viszont az
elektroporacioval kombinalt LLC nanohordozé rendszer sokkal gyorsabb és
hatékonyabb transzdermalis hatéanyag transzportot biztositott.

¢ A melanomas egér modell segitségével sikeriilt alatimasztani, hogy az EP megfeleld
eljaras lehet a LLC-GEN transzdermalis bejuttatdsara, mivel késleltette a tumor

kialakulasat illetve mély borpenetraciot eredményezett.
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