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1. BEVEZETES

A dermalis és transzdermalis készitményeket altalaban a hatbanyagok borre, illetve
a bor alatti szovetekbe juttatasara, vagy a boron keresztiil torténd szisztémas hatas elérésére
alkalmazzak. Az elmult években intenziven nétt a dermalis és transzdermalis készitmények
szdma, egy 2016-ban végzett piackutatas alapjan a transzdermalis készitményekbol
szarmazo beveételek 2024-re dramai modon ndvekedni fognak. Népszeriiségik f6 oka
szamos elény0s tulajdonsaguk, ilyen példaul a maj ,.first-pass” metabolizmusanak
elkeriilése, a gyomor-bél traktus védelme és a non-invaziv alkalmazas. A novekvé piaci
igények olyan integralt szabalyozési kornyezetet igényelnek, amelyek segitségével
kdnnyen lehet azonositani és értékelni a termékek tulajdonségait a vildg barmely pontjan,
megkdnnyitve a dermalis és transzdermalis gydgyszerkészitmények fejlesztését.

A béron keresztiili permeacio modellezése Osszetett feladat. Szamos in vitro és in
Vivo moddszer alkalmazhatd. A kiilonb6z6 modszerek paraméterei, valamint a termék
tulajdonsagai befolyasoljak azt, hogyan tesztelhetd leghatékonyabban az adott rendszer. A
vizsgalati modszer valasztasat nagyban befolyasolja az adott modszer prediktiv képessége,
id6- és laborigénye, valamint annak koltsége.

A diffazids celldkon - bérmodellek és szintetikus membrénok felhasznaldsaval -
végzett in vitro permedcios vizsgalatok jol hasznalhatok a készitmények tervezesében és
optimalizaldsaban. Az in vitro bdrpermeacié mérésére a leggyakrabban alkalmazott
kvantitativ mddszer a szamos szakmai iranyelvben leirt Franz diffazios cellas vizsgalat.
Ezen modszer esetében a vizsgalt készitményt egy szintetikus vagy biolégiai membran
felliletére helyezziik, amely gatként szolgal a donor fézis és a Franz diffuzids cella akceptor
része kozott. A Franz-cellas modszer elényei, hogy a mérések elvégezhetok human bérén
és egyéb membranokon is, tobb készitmény tesztelhetd egyszerre, nincs szikség a
vizsgalati anyag radioaktiv jelolésére és nem merilnek fel tudomanyetikai problémak.

A boron keresztiili penetracié prediktalasara az in vitro human béron végzett
vizsgalatok biztositjak a legpontosabb informéaciot, de a magas koltségek miatt altalanosan
elfogadott az egyszer(ibb in vitro modszerek alkalmazésa a készitmény fejlesztésenek korai
szakaszaban. A gyogyszerkutatas mellett ezek a vizsgalatok mas iparagakat is segitenek.
Az agrokémia tertiletén rovarirtok és rovarriasztok vizsgalatai soran alkalmazzak, valamint
az allatgyogyaszat es a kozmetikai ipar is ezekre a modszerekre timaszkodik, igy kiemelten

fontos az Uj, innovativ modszerek kutatasa.



2. CELKITUZES

PhD-munkam célja a bérpermeacio modellezésére hasznalhatd hagyomanyos és Uj,
innovativ moddszerek alkalmazhatosdganak és egymassal vald helyettesithetdségének
vizsgalata volt. Kutatomunkam soran az alabbi célok megvalositasat tiiztem ki:

e Hanson- és Logan-tipusu Franz cellak 6sszehasonlitasa;

e kiilonb6z6 membranok alkalmazhatésaganak vizsgalata, kiilonds tekintettel arra, hogy
a human epidermisz helyettesitheté-e szintetikus membrannal;

e askin PAMPA modszer alkalmazhatosaganak vizsgélata;

o afélkvantitativ Raman térképezési mddszer alkalmazhatdsaganak vizsgalata

e a modszerek szenzitivitdsdnak vizsgilata a kiilonbozé készitmények kozotti
kilonbségek kimutatasara.

A kiilonb6z6 modszerek 6sszehasonlitasa soran hidrogél, kiilonbozé tipusa krémek és
nanostrukturalt lipidhordoz6 gél vizsgalata tortént.

A PhD-munka els6 részében (1. kisérleti rész), kiilonboz6 kvantitativ bérpermeacios
tanulmanyozasara. Kétféle vertikalis Franz-diffazios cellat (Logan, Hanson) hasonlitottam
0ssze harom kiilonb6z6 membranon vizsgalva a diffaziot, illetve a permeéaciét (celluldz,
Strat-M, hészeparalt human epidermisz (HSE)). Majd az eredményeket a skin PAMPA
madszerrel is sszehasonlitottam.

Munkam masodik részében (2. kisérleti rész) a kvantitativ. mérési maodszerek
eredményei és egy félkvantitativ spektroszkopiai moddszer kozotti Gsszefligéseket
vizsgéltam. A Logan tipusu Franz cella és skin PAMPA készilék kerllt 6sszehasonlitasra
Raman spektroszkdpids modszerrel.

Tovabbi célom volt, hogy meghatarozzam a modszerek szelektivitasat arra
vonatkozoan, hogy alkalmasak-e kiilonb6z6 Osszetételti félszilard rendszerek kozotti
kilonbségek kimutatasara. A mindennapi bérgyogyaszati gyakorlatban leggyakrabban

hasznalt készitmények keriiltek vizsgalatra, egy hidrogél és két kiilonbozo tipust krém.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Anyagok
3.1.1.Lidokain tartalmu nanostrukturalt lipid hordozo gél (LID-NLC gél)
Az NLC gél elkészitése soran az alabbi anyagok kerultek felhasznalasra: lidokain-
bazis, glicerin, Cremophor® RH 60, Apifil®, Methocel™ E4M és tisztitott viz.



3.1.2. Diklofendk-natrium (DFNa) tartalmu rendszerek

A rendszerek elkeszitése soran az alabbi anyagok kertltek felhasznélasra: diklofenak-
natrium, etanol 96%, cetil-sztearil-alkohol, folyékony paraffin, fehér vazelin, fehér viasz,
gyapjlviasz, oleil-oleat, ricinusolaj, poliszorbat 60, Methocel ™ E4M és tisztitott viz.
3.1.3.Szintetikus és bioldgiai membranok

Szintetikus membranként celluléz-acetat membrant (Porafil membransziiré, celluloz-
acetat, porusatmér6: 0,45 pm), Strat-M membrént (Strat-M membrén, Transdermal
Diffusion Test Model, 25 mm) és skin PAMPA lemezeket alkalmaztam. A bioldgiai
membranként hasznalt human bor kaukazusi nébetegektdl, rutin plasztikai mitétekbol
szarmazott.
3.2. Mdbdszerek
3.2.1.Lidokain tartalmi nanostruktaralt lipid hordozo gél eléallitasa

Az NLC-k kolloid hordozok olyan o/v tipusu emulziokbdl szarmaznak, amelyekben a
szobahdmérsékleten folyékony lipideket szilard lipidekre cserélik. Az NLC lipofil fazisa
Apifilt, Cremophor RH 60-at és Miglyol 812 N-t tartalmazott, amelyeket 60 °C-on
Osszeolvasztottam. Ezutan az elegyben oldottam a lidokain-bazist. Az azonos hémérsékletii
tisztitott vizben emulgealtam a lipid fazist a pre-emulzié kialakitdsahoz. A keletkezett pre-
emulziét Hielscher UP200S kompakt ultrahangos homogenizatorral 10 percig
ultrahangoztam a kolloid mérettartomany elérésére. Végul a diszperzidt jeges fiirdébe
helyeztem szilard lipid részecskék kialakitasahoz. A kiilsé vizes fazis gélesitéséhez glicerint
és Methocel E4M-et alkalmaztam. A lidokain végsé koncentracidja 5% volt. A
készitményeket az 1. tablazat foglalja 0ssze.

1. tablazat A vizsgalati készitmények dsszetétele

LID-NLC LID-NLC gél
Apifil LID-NLC
Cremophor RH60 Glicerin
Miglyol 812N Methocel E4M
Tisztitott viz
Lidokain

3.2.2. A diklofenak-natriumot tartalmazé készitmények eléallitasa

Harom félszilard DFNa-t tartalmazé készitményt keszitettem (2. tblazat). A hidrogél
1% DFNa-ot tartalmazott, tisztitott viz és 96%-0s etanol elegyeben oldva. A gélesités
Methocel E4M-el tortént. Az o/v krém esetében a cetil-sztearil-alkoholbdl, folyékony
paraffinbol, fehér vazelinbdl és poliszorbat 60-bol all6 olajos fazist 60 °C-ra melegitettem.

Ezutan keverés kdzben forro vizet adtam az olajos fazishoz. Végul a DFNa-t diszpergaltam



a készitményalapban, homogenizaltam, majd kihilésig kevertem. A v/o krém fehér viaszbol,
gyapjaviaszbdl, oleil-ole&tbdl és ricinusolajbdl all6 olajos fazisat 60 °C-ra melegitettem.
Ezutan keverés mellett forrd vizet adtam az olajos fazishoz. Végil a DFNa-t diszpergaltam
és homogenizaltam a készitményt.

2. tblazat A diklofenak-natriumot tartalmazo készitmények 6sszetétele

hidrogél o/v krém v/0 Krém
Diklofenak-natrium Diklofenak-natrium Diklofenak-natrium
Methocel E4M Cetil-sztearil-alkohol Fehér viasz
Etanol 96% Folyékony paraffin Gyapjuviasz
Tisztitott viz Poliszorbat 60 Oleil-oleat
Fehér vazelin Ricinusolaj
Tisztitott viz Tisztitott viz

3.2.3. Hat6anyag-felszabadulas és permeacios vizsgalatok
Harom kiilonb6z6 késziiléket alkalmaztam a hatéanyag felszabaduldsénak és a
vizsgalatara (3. tblazat).

3. tAblazat Hat6anyag-felszabadulast és permeaciot vizsgalo késziilékek paraméterei

Hanson Microette TM LOGAN Automated Skin PAMPA
Topical&Transdermal Dry Heat Sampling
Franz Diffusion Cell System
System
Statikus vagy statikus statikus statikus
dinamikus
Celldk szdma 6 6 96
Cella tipusa zart (nyomas alatt van) nyitott nyitott
Permeécios feliillet | 1,76 cm? 1,76 cm? 0,3 cm?
mérete
Akceptor fazis 7ml 9ml 250 pl
mennyisége
Akceptor fazis Foszfat puffer oldat Foszfat puffer oldat Foszfat puffer oldat
pH 7,4 pH 7,4 pH 7,4

Donor fazis 0,309 0,309 70 pl
Membran Szintetikus Szintetikus Skin PAMPA

e celluldz e celluléz membran

o Strat-M o Strat-M

Bioldgiai Biologiali

e HSE e HSE
Hoémérséklet 32°C 32°C 32°C
Mintavétel automatikus automatikus kézi
Mintavételi id6 6és24h 6és24h 6h
API koncentracié | Spektrofotometria Spektrofotometria Spektrofotometria
meghatarozasa




Két vertikalis Franz-cellas diffuzids késziléket hasznaltam, a Hanson Microette TM
Topical&Transdermal Franz Diffusion Cell System-et és a LOGAN Automated Dry Heat
Sampling System-et. A Franz cellakban a donor és az akceptor fazisokat vagy szintetikus
membran (celluléz-acetat és Strat-M membran) vagy biolégiai membran (HSE) valasztotta
el egymastol. A human bér esetén az epidermiszt hdszeparacidos modszerrel tavolitottam el
a tobbi borrétegtdl. A kimetszett zsirmentes humén bort vizfiirddbe helyeztem (60 + 0,5 °C,
1 perc), majd csipesz segitsegével elvalasztottam az epidermisz réteget a dermiszt6l. A
harmadik készulék a skin PAMPA volt, mely két 96 lyukd mikrotiter lemezbdl all6 modszer
és specidlis biomimetikus membrant tartalmaz. A skin PAMPA membrant 24 oOréra
behidrataltam a mérések eldtt. A kiillonbozo készitmények permeécios profiljat jellemeztem.
Kiszamoltam a hatéanyag kumulativ mennyiségét (Q) és a kioldodasi sebesség jellemz6
paraméterét a fluxot (J). Meghataroztam a HSE és a Strat-M, illetve a HSE és a skin PAMPA
membranon permeéalddott hatdanyag-mennyiségek kdzotti korrelaciot.
3.2.4.Raman térképezes

A meérésekhez kimetszett human bort (epidermisz és dermisz) hasznaltam. A minta
hasi plasztikai miitéten atesett kaukazusi nébetegektdl szarmazott. 1 cm? bérfeliiletet 3 6ran
at 32 °C-on kezeltem a kiilonb6z6 oOsszetételi készitményekkel. A kezelt bérmintakbol
fagyasztast kovetden Leica CM1950 kriosztattal metszeteket készitettem (10 pm
vastagsaggal), amit aluminium feluletre helyeztem. A Raman spektroszkopiai méréseket
CCD kameraval és dioda lézerrel felszerelt Thermo Fisher DXR Dispersive Raman
Spectrometer készllékkel végeztem. A fényforras 780 nm hulldmhosszUséagu fényt bocsatott
ki, 24 mW maximalis teljesitménnyel. Az ilyen tipust lézerforrdsok hasznélataval a
fluoreszcencia hatdsa minimalisra csokkenthet. A mérésekhez 50-szeres nagyitasu lencsét
hasznaltam, az optikai rés 25 pm szélességii volt. A kémiai térképezes soran 2001800 um
teriiletet vizsgaltam; 50 pm-es lépéskozzel (fiiggblegesen és vizszintesen). gy 205 spektrum
keriilt rogzitésre 16x2 masodperces expozicios idovel. A kezelt €s kezeletlen bérmintak
spektrumait, a készitmenyek és a hatéanyag spektrumaival hasonlitottam 6ssze. A
készitmények spektrumainak rogzitése 532 nm-es lézerfénnyel tortént 32x6 masodperces
expozicios idével. A merésekhez 10-szeres nagyitasu lencsét hasznaltam, az optikai rés 25
um szélességii volt. A kiértékelés az OMNIC™ 8.2 for Dispersive Raman szoftvercsomag

segitségével tortént.



3.2.5. Statisztikai analizis

Az adatok elemzéséhez a Microsoft® Excel® és az OriginPro® 8.6 szoftvert
hasznaltam. A statisztikai analizist a GraphPad Prism szoftver segitsegével végeztem el,
egyszempontos ANOVA analizist alkalmazva Bonferroni teszttel (*p <0,05; **p <0,01;
***p <0,001; ****p <0,0001 a referencidhoz viszonyitva).

EREDMENYEK ES MEGBESZELES
4.1. 1. Kisérleti rész

Az 1. Kisérleti rész soran két tipust Franz diffuzids cella 6sszehasonlitasa tortént
harom kiilonb6z6 membran alkalmazasaval, majd az eredményeket skin PAMPA
madszerrel is 6sszehasonlitottam. Vizsgélati készitményként lidokain tartalmu NLC gélt
hasznaltam.

Az hatdanyag-felszabadulasanak vizsgalatara (in vitro release test, IVRT) celluléz
membrant, a permeacié méréséhez (in vitro permeation test, IVPT) hdszeparalt human
epidermiszt hasznaltam. Mindkét vizsgalat eredményeit 6sszehasonlitottam a Strat-M
membranon végezett mérésekkel. (atlagos kumulativ mennyiségben, pg/cm? + SD). A mérés
6 és 24 oran keresztul tortént.

Az eredményeket az 1. dbra mutatja be, amelyen a 24 éra elteltével mért eredmények
lathatok. Szignifikans kilonbség volt a két cellan keresztil mért értékek kdzott mindharom
membran esetén. A hatéanyag diffGzidja a szintetikus celluléz membranon keresztil
lényegesen nagyobb, mint a biologiai hészeparalt human epidermiszen keresztil. Fontos
megemliteni, hogy az IVRT vizsgalat a hatéanyag felszabadulast modellezi, de nem nyujt
relevans informaciot a permeéciora. Igy kiemelten fontos megvizsgalni a bérén keresztiili
permeacids folyamatot (IVPT), hogy ne csak a felszabadulé gydgyszermennyiséget
ismerjlk, hanem a rendszer és a bor kozotti kdlesonhatasokat is vizsgalni tudjuk. Az azonban
igéretes, hogy a szintetikus Strat-M membran eredményei nagyon kozel allnak a HSE
eredményeihez.

A skin PAMPA modszerrel végzett mérések soran azt tapasztaltam, hogy a membran
integritasa nem volt megfeleld a 24 6ras mérésekhez, ezért a skin PAMPA méréseket 6 Oran
keresztill végeztem.

A LID-NLC gélbél a két szintetikus és egy bioldgiai membranon at, valamint a skin
PAMPA-n keresztil in vitro felszabadult/permealddott lidokain eredményeket a 2. abra
mutatja. A skin PAMPA, a Logan cellan alkalmazott Strat-M és HSE membran eredményei

kdzott nem volt szignifikans kilénbség.
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2. &bra A skin PAMPA membran eredményeinek dsszehasonlitasa a Franz
cellas mérésekkel (**p <0,01, **** p <0,0001 vs skin PAMPA)
A 3-4. &bra a Hanson és Logan cellakon kiilon-kulén mert eredményeket szemlélteti.
A human epidermisz, a Strat-M membran és a skin PAMPA membran eredményei kozott
nem volt szignifikans kulénbség a Logan készuléken, a cellul6z membranon szignifikansan
tobb hatéanyag permealddott 6 Ora alatt. A Hanson kesziiléken kapott eredmények nagyobb
szorast mutattak és a HSE membranhoz képest mindharom méasik membran eredményei

szignifikans kilonbséget mutattak a 6 éras vizsgalat végén.
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Az in vitro felszabadulas és a bOrpermedcio tanulmanyozasahoz lidokain tartalmu
NLC gélt hasznaltam. Két kiilonbo6z6 tipust Franz difflzios cellas berendezést hasonlitottam
0ssze egymassal. A Logan és Hanson késziiléken eltéré eredményeket kaptam.

Kiilonb6z6 membranok 0sszehasonlitdsa sordn mind a két j, specialis bérimitalo
membran (skin PAMPA, Strat-M) eredményei jol korrelaltak a HSE membrannal.

Az eredmények alapjan megéllapithatd, hogy az iranyelvekben jovahagyott IVPT
tesztek (human epidermiszen keresztili permeécid) jol helyettesithetok a Strat-M
membrannal a Logan-tipusu késziiléken és a skin PAMPA mddszerrel. A Hanson készlléken
szignifikans kulonbseég volt a kiilonb6z6 membranok és a skin PAMPA kdzott. Munkéam

sorén a tovabbiakban a vizsgalatokat a Logan készuléken végeztem.



4.2. 2. Kisérleti rész

A 2. Kkisérleti részben a Logan Franz celléat, a skin PAMPA mddszert és a Raman
spektroszkdpiat hasonlitottam 6ssze. A Franz cellas mérés és a skin PAMPA kvantitativ,
mig a Raman spektroszkdpia szemikvantitativ technika. Az egyes mddszerek érzékenysegét
kiilonbozo félszilard készitmények vizsgalataval is teszteltem.

Harom gyakran alkalmazott dermélis készitményt hasonlitottam dssze: egy hidrogélt,
egy o/v és egy v/o krémet. A készitmények 1% DFNa-t tartalmaztak hatéanyagkeént.

4.2.1. Feélszilard készitmények vizsgalata kvantitativ modszerekkel

A Franz diffGzioés és a skin PAMPA moddszer membranon keresztili hatéanyag
permeécid kvantitativ mérésén alapulnak. Az 5. és 6. &bra a kiilonboz6 tipusi membranokon
atjuté hatéanyag kumulativ mennyiségét mutatja az egyes készitményekbdl 6 ora alatt
pg/cm?2-ben.

A 5. dbran kiilonbozé készitmények Osszehasonlitasa lathat. A celluléz membran
esetében a hidrogélbdl szabadult fel a legtobb hatéanyag. A hidrogél egy vizes alapl
rendszer, a hatéanyag oldott formaban van, igy a szintetikus membranon keresztuli diffazio
jelentés. A HSE, a Strat-M és a Skin PAMPA membran esetén viszont az o/v krémbdél volt
a legnagyobb mértékii penetracio. Ennek oka, hogy a DFNa a krém kiils6 vizes fazisaban
oldott formaban van, illetve a krémben 1év6 emulgensek penetracidfokozo6 hatésa elésegiti
az emberi boron €s a specialis bOérimitald membranokon keresztiili permeéciot. A DFNa
felszabadulasa és permedcidja a v/o krém esetében minden mérés soran rendkivil alacsony
volt, melynek oka az, hogy a hatéanyag a krém bels6 fazisaban van, és a DFNa diffdzidja
korlatolt az olajfazison keresztil.

A hidrogél és az o/v krém esetében a HSE-hez viszonyitva az dsszes tobbi membran
szignifikans kuldnbséget mutatott, de legktzelebb a Strat-M membran eredménye allt a
human epidermiszéhez. A v/o krém esetében nem volt szignifikans kilénbség a HSE és a
Strat-M membran eredményei kozott.

A 6. abran a kiilonb6z6 membranokon keresztuli hatdanyag-permeécio lathatd. A
celluléz membréanon keresztil a hidrogélboél szabadult fel a legtébb hatéanyag, ezt kdvette
az o/v krém és véglil a v/o krém. Szignifikans kilonbség volt az egyes készitmények kdzott.
A human epidermiszen keresztuli vizsgalat sordn megvaltozott ez a sorrend, legtébb
hatdéanyag az o/v krém esetén volt detektalhato, ezt kovette a hidrogel, majd a v/o krém,
mely azzal magyarazhatd, hogy az o/v krémben talalhatd emulgens penetraciéfokozé hatasa
révén megkonnyitette a hatéanyag permeéaciojat. A Strat-M membranon és a skin PAMPA

készlléeken a készitmenyek sorrendje kovette a HSE-n kapott eredményeket, vagyis a
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szintetikus, de specialis bérimitald> membranok j6 korrelaciét mutattak a HSE-en mért
értékekkel.
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5. &bra A: Hidrogélbdl felszabadult és permealodott hatbanyag B: v/o krémbdl felszabadult
és permealddott hatéanyag C: o/v krémbdl felszabadult és permedlodott hatéanyag
(**** p <0,0001, p <*** 0,001, * p <0,05 vs HSE)
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Az eredmények matematikai Kiértékelése az 4. tdblazatban lathatd. A permeacios

paraméterekbdl (Q és J) kovetkeztetni lehet a mddszerek és a készitmények kozotti

kiilonbségekre. Valamennyi moddszer alkalmas arra, hogy a kiilonb6z6 készitmények

permedcids profiljainak eltéréseit kimutassa, ezért a preformulacids fazisban nagyon jo

eszkdzként szolgalhatnak.

4. tblazat A diklofendk-natrium permeécids paraméterei az egyes membranokon (6 6ra)

Formulacio Q (ug/cm?) J (ug/cm?/h)

celluléz

hidrogél 1552,0 £ 98,9 76,03

o/v krém 1092,9 £+ 98 4 179,13

v/o krém 188,2 + 48,8 31,36
Strat-M

hidrogél 146,83 + 47,94 23,593

o/v krém 187,68 + 44,33 29,966

v/o krém 23,17 £ 3,04 3,3194

HSE

hidrogél 45,18 + 4,15 7,32

o/v krém 56,1+ 8,6 8,37

v/o krém 314+6,0 4,50

skin PAMPA

hidrogél 310,1+21,4 52,59

o/v krém 417,6 £19,7 68,51

v/o krém 715+7.1 11,85

Q, permeéaldédott DFNa kumulativ mennyisége, pg/cm?, 6 h (atlag + SD, n = 6); J, flux, a

= sz

permealddott kumulativ DFNa (pg/cm?) vs idé (h) alapjan
A 7. és 8. abra a skin PAMPA és Strat-M membran human epidermiszhez viszonyitott

vizsgalt készitmények esetében. A szintetikus membranok és a HSE kozotti korrelacio

minden esetben 0,93-0,99 koz6tt volt.
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7. &bra Diklofenak-natrium permeéacio korrelacidja HSE és skin PAMPA kozott
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8. abra Diklofendk-natrium permeécid korrelacioja HSE és Strat-M kozott
4.2.2. Felkvantitativ mérés Raman térképezéssel

A Raman korrelacios térkép segitsegével az egyes keszitményekkel vegzett kezelés
utdn kovethetd a borbe jutott gyogyszerkészitmény mennyisége a human bér kiilonb6z6
régidiban, egészen a borfelszint6l a dermisz also rétegéig. A kiilonbozé borrétegek Raman-
spektrumai valtozatosak, és tobb savbdl allnak, amelyek a kiilonb6z6 bérkomponensekbdl
szarmaznak (pl. nukleinsavak, lipidek, fehérjék). Szamos sav atfedésben van a vizsgalt
készitmények spektrumaval. A Raman-mérések soran meghataroztam az egyes
készitmények eloszlasat a bér kiilonbozé régidiban, és ezt Gsszehasonlitottam a Franz cellan
és a skin PAMPA-n kapott eredményekkel.

A DFNa a bor egyes rétegeiben vald eloszlasat szemlélteté korrelacios térképeket
készitettem. A kezeletlen és kezelt borspektrumokat egymasra illesztettem. A DFNa
jelenléte konnyen bizonyithatd a készitményekben, de a jellegzetes DFNa cslcsok
intenzitdsa nagyon alacsony. Ezért a tiszta APl spektrumai helyett a teljes készitmény
spektrumat (referencia spektrum) hasznaltam a korrelacios térképek elkészitésehez, amely
kozvetetten jelzi a DFNa jelenlétét is. A kezelt és kezeletlen bormintak kapcsolatat jellemz6
Raman térképeket készitettem (eloszlasi profil). Az igy kapott térkép-spektrumokbol jol
olvashato az egyes készitmények helyzete. A nagyobb intenzitas (melegebb szinek) nagyobb
egyezést jelez a referencia-spektrummal.

A készitmények Raman térképeit a 9. abra mutatja. Az altalam vizsgalt hidrogél
esetében a hatéanyag leginkabb a bor fels6 rétegeiben, az epidermiszben és a dermisz felsé
részében talalhatd. Az o/v krém a bér mélyebb rétegeibe hatolva legink&bb a dermiszben
volt detektdlhatd. Ez annak koszonhet6, hogy az emulgens fokozza a bdron keresztiili
permeaciot. A v/o krém esetében a készitmény nagy része a stratum corneumban talalhatd,
a mélyebb rétegekbe nem jutott el a készitmény. Ennek oka lehet, hogy a készitmény kiilsé
fazisa az olajos fazis, amely igy nehezen tud athaladni az epidermisz hidrofil rétegén.
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9. abra Raman korrelacios térképek, a készitmények eloszlasa human bérben hidrogélell, olv
krémmel és v/o krémmel torténd kezelést kovetden. Kontrollként a kezeletlen bor lathato.
A készitmények relativ mennyisége: piros> sarga> z0ld> kék.

Ezek az eredmeények jol korrelaltak a diffazids cella (HSE, Strat-M) és a skin PAMPA
eredményeivel. A Raman térképezés soran is az o/v krém volt a leghatékonyabb a
permedcidt tekintve, ezt kdvette a hidrogél, majd a v/o krém.

A 2. kisérleti rész 6sszefoglalasa

A vizsgélatok soran a Strat-M membran és a skin PAMPA modszer jelent6s korrelaciot
mutatott a HSE membrénnal 0Osszehasonlitva a kiilonb6zé dermalis készitmények
permeaciojat. A kiilonb6z6 készitményekbdl permedlddott APl mennyisége azonban eltérd
volt, ami a modszerek szelektivitasat bizonyitja. Az IVPT tesztek el6tt az alkalmazasuk
elényos lehet, mivel a HSE-hez hasonl6an képes kimutatni kilonbségeket a készitmények
kozott eredmeények alapjan a Raman spektroszkdpia alkalmas lehet a hatéanyagok borben
valo eloszlasanak tanulményozasara és a hatdéanyag kovetésére a kiilonb6z6 bérrétegekben.
A mérésekbdl megallapithatd, hogy a Raman térképezés eredményei szoros 0sszefliggésben
vannak a Strat-M, a skin PAMPA és az IVPT mddszerek eredményeivel.
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EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

I.  Diffazios cellak ésszehasonlito vizsgalata

« Szignifikans kilonbség volt két tipust Franz cellas készulék eredmenyei kozott.

* Membranfiiggd volt az, hogy az egyes készitményekbdl melyik késziiléken
permealddott tobb hatéanyag. A kesziilékekre nem lehetett altalanos dsszefliggést
megallapitani.

« A hatdségi értékelés és engedélyeztetés szempontjabol ezen eredmeények
figyelemfelkeltdek lehetnek.

Il.  Szintetikus Strat-M membran vizsgalata

e A Strat-M membranon mért eredmények a korabban joél definialt celluldz
membrannal és hészeparalt human epidermisszel kerlltek 6sszehasonlitasra.

e Azeredmények alapjan az innovativ szintetikus Strat-M membranon szignifikansan
kevesebb hatéanyag jutott at a celluléz membranhoz viszonyitva, és kzel azonos
eredményt adott a HSE-n mért értékekkel, koszonhetden a specialis borimitald
tulajdonsagainak. A HSE-n mért kumulativ mennyiségeket vizsgélva a Strat-M
membran jé korrelaciét mutatott a human epidermisszel kilonboz6 Gsszetétel
készitmények esetén is. A HSE-n jol detektalhatd penetraciéfokozo hatast a Strat-
M membran jél tudta modellezni.

e Ezek alapjan a szintetikus Strat-M membran javasolhatd IVPT mérések soran a
human epidermisz helyettesitésere a preformulécids szakban, kikiiszobdlve ezzel a
bioldgiai membran hatranyos tulajdonsagait.

I11.  Skin PAMPA mddszer vizsgalata

* A cellul6z membranhoz viszonyitva a skin PAMPA membranon szignifikansan
kevesebb hatéanyag permealddott, a HSE-n végezett tesztekhez képest viszont
szignifikansan tobb hatdanyag jutott at. A skin PAMPA membran ateresztébbnek
bizonyult a hatéanyag kumulativ mennyisége szempontjabol, mint a Strat-M
membran.

e A Kkiilonb6zo készitmények Osszehasonlitasakor a Strat-M membranhoz hasonléan
a skin PAMPA membran is jol modellezte a HSE-n kapott eredményeket. A
modszer kuldnbséget tudott tenni az egyes készitmények kozott.

e Megallapithato, hogy a skin PAMPA modszer is alkalmas lehet a HSE membran
helyettesitésere, azzal a kitétellel, hogy csak rdvidebb, 6 oras vizsgalati idGtartam

javasolt a membran integritas biztositasa végett.
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V.

Raman spektroszkopia vizsgalata

A Raman spektroszkdpiaval végzett kémiai térképezés modszere kerult vizsgalatra,
mely soran a teljes boron keresztiili penetracido vizsgéalhatd. A legujabb EMA
ajanlasban méar emlitésre keril, ezért fontos a mddszer alkalmazhatdsaganak
vizsgalata.

Megallapithatd, hogy a moddszer alkalmas kiilonb6z6 Osszetételii készitmények
kozotti kulonbségek kimutatasara. A penetracidéfokozo hatas jol detektalhato volt
kovetve a hdszeparalt human epidermiszen végzett mérések eredményeit.

A Raman térképezés jO korrelacioval egesziti ki a kvantitativ modszerek

eredményeit.
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