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1. BEVEZETES

A dermalisan alkalmazott készitmények az elmult évek soran fokozott figyelmet kaptak,
és jelent6ségiik a gyogyszeres terapiakban egyre ndvekszik. A dermalis beviteli kapu szdmos
elény6s tulajdonsaggal rendelkezik mas beviteli kapukkal szemben, ilyen példaul a
gasztrointesztindlis traktus védelme, vagy a nem invaziv gyogyszerbevitel. A bor legkiilsd
rétege, a stratum corneum (SC), azonban géatat szab a hatéanyagok boéron keresztiili

A dermalis permeéacid harom uton valosulhat meg, intercellularis és transzcellularis Gton,
illetve a borflggelékeken keresztll. A hidrofob anyagok ink&bb az intercellularis lipideken
keresztlil permeélddnak, mig a hidrofil anyagok transzcellulérisan, illetve a bérfiiggelékeken
keresztill. A SC-ot alkoto lipidek és korneocitak rigid formaban vannak jelen, ami a SC
alacsony permeabilitasat okozza. A gydgyszertechnoldgus rendelkezésére alld kiilonboz6
permeacio fokozd modszerek segitségével a bor barrier funkcidja csokkenthetd, igy a dermalis
hatéanyag bevitel hatékonysaga ndvelheto.

A permeéacio fokoz6 mddszerek két nagy csoportja a passziv és az aktiv modszerek. A
passziv mddszerek esetén kiilsé energia nélkil, mig az aktiv mddszerek kiilsé energia
alkalmazéasaval novelik a hatbanyag permeéacidt. A passziv mddszerek egyrészt alapulhatnak a
SC mddositasan, ilyenek példaul a kémiai permeéacio fokozok, vagy a hatéanyag-
hordozérendszer  tulajdonsagainak  optimalizalasan,  specialis  hordozorendszerek
alkalmazasaval (pl.: filmképz6 rendszerek (film-forming systems/FFS)). Az aktiv modszerek,
mint peldaul az elektroporacio (EP), kiils6 energia alkalmazasaval csokkenti a bor barrier
funkcidjat, lehetévé téve nagyobb mennyiségii hatdanyag bejuttatasat.

A Dboron keresztiili permeacié novelésének fontos szerepe van hatékony dermaélis
készitmények Kkifejlesztésében mind a gyogyszeripar mind a kozmetikai ipar tertletén. A
kiilonb6z6 permeacié fokoz6 modszerek atfogd ismerete elengedhetetlen, ugyanis
alkalmazasukkal a bérpermeaci6 optimalizalhat6, ezaltal a dermalis beviteli mod hatékonysaga

jelentdsen ndvelhetd.

2. CELKITUZES
A Ph.D. munkam célja passziv és aktiv dermalis permeéacié fokoz6 mddszerek kutatasa
volt, illetve a kiilonboz6 modszerek egydttes alkalmazasa a dermalis hatas fokozasa érdekében.
Munkam elsé részében dermalisan alkalmazhato félszilard in situ FFS-eket formulaltam és
vizsgaltam, mint passziv permeacio fokoz6 modszert. A kisérletek célja:

e aFFS-ek kritikus paramétereinek meghatarozasa és vizsgalata QbD mddszerrel;



e kiilonboz6 szilikon tartalmt és szilikon mentes FFS-ek kidolgozasa és a szilikonok
hatdsanak vizsgalata a készitmények kritikus paramétereire;
e lidokain-hidroklorid (LID-HCI) tartalmu FFS kidolgozasa, és a LID-HCI hatasanak
vizsgalata a készitmény kritikus paramétereire;
e aLID-HCI bér permeéciojanak vizsgalata.
Munkam masodik felében kiilonboz6 glikolok, mint kémiai permeécid fokozd anyagok
hatasat vizsgaltam. Célul tiiztem ki:
e aglikolok hatasanak vizsgalatat a SC lipidek es proteinek mobilitasara;
e aglikolok — SC komponensek kozotti molekularis hatdsok és a glikolok permeécid
fokoz6 hatasa kozotti 6sszefliggés meghatérozasat;
e a LID-HCI tartalmd FFS-ek hatéanyag permeécios tulajdonsagainak fejlesztését
glikolok alkalmazaséval.
Munkam harmadik egységeként az elektroporacid, mint aktiv permeacio fokozé maédszer
hatasat vizsgaltam az alabbi célokkal:
e az EP hatdsanak vizsgalata a SC barrier funkciojara;
e rutin vizsgalati modszer kidolgozdsa a permeacio kovetésére fluoreszcens
mikroszkopiaval;
e az EP permeéacié fokozd hatasanak vizsgélata egy modell makromolekulan
kiilonboz6 dermaélis készitményekkel egyitt alkalmazva;
e Az EP altal el6idézett permeacio fokozo hatds molekulatomeg fliggésének és

kezelési id6 fuggésének vizsgélata.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. |. Kisérleti rész - Filmképzo rendszerek vizsgalata
3.1.1. Quality by Design mddszer

A Quality by Design (QbD) moédszer a cél definialasaval kezdédik, és a termék- és
folyamatmegertésre, valamint a kock&zatkezelésen alapuld folyamatiranyitasra helyezi a
hangsulyt. A QbD koncepci6 magaban foglalja a céltermékprofil (TPP), mindségi
céltermékprofil (QTPP), a termék kritikus mindségi jellemzéi (CQA), a kritikus anyagi
jellemzoék (CMA), és a kritikus folyamatparaméterek (CPP) azonositasat.
3.1.2. A filmképzé rendszerek 0sszetétele és eléallitasa

Az FFS-ek elkészitése soran hasznalt anyagok: LID-HCI, polivinil-alkohol (PVA), 96%-

os alkohol, xantangumi, szilikonok: ST — Cyclomethicone 5-NF (illékony szilikon),



Dimethiconol Blend 20, ST Elastomer 10, 7-3101 Elastomer Blend HIP Emulsion, és metil-
parahidroxi-benzoattal tartositott tisztitott viz.

Elokisérletek utan harom kiilonboz6 tipusu hatdanyag mentes (F) és hatéanyag tartalmu
(LF) 6sszetételt formulaltam (1. tablazat). A LID-HCI-ot 96%-0s alkoholban oldottam. A PVA-
t kdlon tisztitott vizben oldottam 80°C-on folyamatos keverés mellett. A két oldatot
szobahémérsékleten elegyitettem, majd a megfelelé konzisztencia elérése érdekében
xantangumit alkalmaztam. Végiil, a szilikonokat lassu keveréssel adtam a rendszerekhez. Az
F2, LF2 25%, mig az F3, LF3 50% szilikont tartalmazott, és az illékony szilikon mennyisege
minden esetben megegyezett.

1. tdblazat Az FFS-ek Osszetétele.
Komponens F1 LF1 F2 LF2 F3 LF3

LID-HCI 1+ |-+ |- +

Tisztitott viz metil-
parahidroxi-benzoattal

+
+
+
+
+
+

96%-0s alkohol + + + + + +
PVA

+ + + + + +
Xantangumi

+ o+ + 4+ - -
Dimethiconol Blend 20  _ . + + - -
ST-Elastomer 10 . . + + - -

7-3101 Elastomer
Blend HIP Emulsion
ST-Cyclometicone 5NF

3.1.3. Afélszilard rendszer kritikus paramétereinek vizsgalata
3.1.3.1. Széradasi idé vizsgélata

A készitmény szaradasi idejének meghatarozdsdhoz PVA alapt miib6rt alkalmaztam. A
vizsgélat soran egy targylemezt a film felszinére érintve vizsgéltam, hogy a képz6dott film
hagy-e nyomot a targylemezen. Az eltelt id6t stopper segitségével mértem.
3.1.4. A filmek kritikus paramétereinek vizsgalata
3.1.4.1. Invitro hatbéanyag felszabadulas és permeécio vizsgalata

A vizsgalatok elvégzésere Franz diffuzios cellat alkalmaztam (Logan Automated Dry heat
sampling system). A hat6anyag felszabadulast szintetikus cellul6z-acetat membranon, mig a
hatéanyag permeaciot hészeparalt human epidermiszen vizsgéltam (HSE). A hatdanyag
koncentraciojat nagyhatékonysagu folyadékkromatografiads (HPLC) modszerrel hataroztam
meg (Shimadzu Nexera X2 UHPLC). A hatoanyag permeéacié tovabbi vizsgalatdt Raman



spektroszkdpiaval végeztem teljes vastagsag human hasi b6ron. A kezelés ideje 30, 60, és 180
perc volt. A kezelés utan a filmet eltavolitottam a bér felszinrdl, a kezelt feltletet letéroltem, a
mintat lefagyasztottam, metszettem, majd Raman mikroszkdppal vizsgaltam.
3.1.4.2. Mechanikai tulajdonsagok vizsgalata

A bér adhéziot, a film szakitdszilardsagat és a film flexibilitast Texture Analyzer (TA.XT
plus) segitségével mértem. A bor adhézié méréséhez ragtapaszt, mig a film szakitoszilardsag
és flexibilitas mérésehez HSE-t alkalmaztam referenciaként.
3.1.5. Statisztikai analizis

Egyutas ANOVA varianciaanalizist (Dunnett) alkalmaztam GraphPad Prism 8 szoftver
segitségével. Négy parhuzamos mérés atlagat + szorast (SD) tlintettem fel az dbrakon. A
kulonbség szignifikans, ha p<0.0001****, p<0.001***, p<0.01**, p<0.05* a kontrollhoz
viszonyitva.
3.2.  Il. Kisérleti rész — Kémiai permeacio fokozo glikolok vizsgélata
3.2.1. Glikolok hatasa a SC molekuléris mobilitasara

Dipropilén-glikolt (diPG), propilén-glikolt (PG) és 1,3-butandiolt (BG), mint kémiai
permeacid fokozo6 anyagot vizsgaltam SC mintakon. A SC és a korneocitak hidrataltsdganak
biztositasara tisztitott vizet adtam a mintdkhoz. A SC komponensek molekuléaris mobilitasanak
Kvalitativ vizsgélatara szilard fazist polarizcios transzfer NMR (PT ssNMR) (500 NMR
spektrométer, Bruker NEO konzol, Bruker E-free 4 mm magic angle spinning szonda) mérést
alkalmaztam. A kisérlet soran harom tipusl vizsgalatot végeztem: DP (direkt polarizacio), CP
(keresztpolarizacid), és INEPT (insensitive nuclei enhanced by polarization transfer). Az
értékelés Matlab programmal tortént. 20 mg szaraz SC mintahoz 10%, 20%, és 30% glikolt,
majd 40% tisztitott vizet adtam (a szazalékok a szaraz SC tomegére vonatkoznak). A mintakat
97%-o0s paratartalmat (RH, relative humidity) biztosito exszikkatorban taroltam — 32 °C-on, 24
oran keresztul — az egyensulyi hidrataltsagi szint elérése érdekében.
3.2.2. A glikolok permeécié fokoz6 hatésa

A vizsgalatok soran négy kiilonbozé hidrogélt formulaltam (2. tablazat), melyek
hatéanyagtartalma 5% LID-HCI volt. A referencia készitmény (REF) nem tartalmazott
permeécid fokozot, mig a tobbi Osszetételben 10%, 20%, és 50% koncentracioban kiilonboz6
glikolokat — diPG, PG, és BG — mint kémiai permeacié fokoz6 anyagokat alkalmaztam. A
xantangumi biztositotta a megfelelé konzisztenciat. A LID-HCI-ot feloldottam a glikolban, a
xantangumit pedig a tisztitott vizben duzzasztottam, majd a két fazist lassan, keverés mellett

elegyitettem.



2. tablazat A hidrogélek dsszetétele.

o . diPG PG BG

Osszetevok — REF -, 50 50 10 20 50 10 20 50
LID-HCI + + + + + + + + + +
diPG - + + + - - - - - )
PG - - - - + + + - - -
BG - - - - - - - + + +
Xantangumi + + + + + + + + + +
Tisztitott viz + + + + + + + + + +

A hatéanyag permeécidt teljes vastagsagi human borén vizsgaltam Raman
spektroszképiaval. A mérést a 3.1.4.1. fejezetben leirtak szerint végeztem, azzal a
kiilonbséggel, hogy a bérmintakat 60% RH-n és 32°C-on 1 éraig termosztaltam a vizsgalat
elétt, illetve a teljes vizsgalati id6 alatt 3 Oran keresztil. A Raman mérés soran 200x500 pum
bért térképeztem. ImageJ szoftver segitségével értékeltem a Raman térképek szinintenzitasat.
A relativ intenzitast a REF készitménnyel kezelt borh6z viszonyitva allapitottam meg.

3.2.3. Aglikolok és az FFS-ek egyuttes hatdsa a hatéanyag permeéaciora

Négy kiilonboz6 Osszetételt formulaltam (3. tablazat). Minden készitmény 5% LID-HCI-
ot tartalmazott. A referencia készitmény (FFS0) nem tartalmazott permeécié fokozé anyagot,
mig a tobbi 6sszetételben 20%-0s koncentracioban diPG-t, PG-t, és BG-t alkalmaztam. A LID-
HCI-ot kuldn oldottam a glikol és a 96%-o0s alkohol elegyében, mig a PVA-t kiilén oldottam
80°C-on tisztitott vizben, majd a két oldatot szobahOmérsékleten elegyitettem. Végul

xantdngumit adtam a rendszerhez a megfelelé konzisztencia elérése érdekében.

3. tblazat Glikol tartalmu FFS-ek dsszetétele (%).

Osszetevok FFSO FFS1 FFS2 FFS3
LID-HCI + + + +
PVA + + + +
96%6-0s alkohol + + + +
Glikol - diPG PG BG
Xantangumi + + + +
Tisztitott viz metil-parahidroxi-benzoattal + + +

A vizsgalatok soran az in vitro hatdéanyag felszabadulast szintetikus celluléz-acetat
membranon keresztiil, mig a hatéanyag permeaciot HSE-n keresztil vizsgaltam Franz diffGzios
cella alkalmazéasaval. A kezelési protokoll megegyezetta 3.1.4.1. fejezetben leirtakkal, azonban
a LID-HCIl-ot UV spektroszképias mddszerrel 262 nm-en detektaltam. A Raman
spektroszkdpias méréseket a 3.1.4.1. fejezetben leirtak szerint végeztem, azzal a médositassal,
hogy a kezelés elétt a bort 60% RH-n 32°C-on 1 Oraig termosztaltam, majd a bérmintak 32°C-
0s hémérsékletet biztosité melegitd parnara helyeztem az FFS-ek beszaradasanak biztositasara.

A statisztikai analizist a 3.1.5. fejezetben leirtak alapjan végeztem.



3.3. 11l Kisérleti rész - Az elektroporacio hatasédnak vizsgélata
3.3.1. Azelektroporécios kezelés protokollja

A nem invaziv dermaélis EP kezelést Mezoforte Duo Mez 120905-D késziilékkel végeztem.
A modulécié 900V-os, egy impulzus pedig 5 ms-o0s volt, amit 20 ms-os szlinet kovetett. A
kezelés id6tartama 2 perc volt. Az EP permeacid fokozod hatasanak kezelési id6 fuggését
vizsgélva a kezelési id6t 4 és 6 percre emeltem.
3.3.2. Az EP hatasa a bér barrier funkciéjara in vivo

3-4-hénapos him SKH-1 szértelen egerek hati oldalat kezeltem elektroporacidval a
Kisérletek soran. Harom parhuzamos vizsgalatot végeztem harom kiilonb6zé egéren. A
transzepidermalis vizvesztés (TEWL) mérésével (Tewameter TM 300) kévettem a bér barrier
funkcidjanak valtozasat az EP hatdsara. A valtozast szdzalékban adtam meg a kezeletlen bor
TEWL értékeihez viszonyitva + szoras (SD).
3.3.3. Az EP és kiilonb6z6 dermalis készitmények hatasa a bér permeaciéra ex vivo
3.3.3.1. A vizsgélt dermalis készitmények Osszetétele

Az 0sszetételekben 0,1% fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jel6lt 4kDa molekulatomegii
(MW) dextran (FITC-dextran) kertlt felhasznalasra, mint modell makromolekula, amely
(70% natrium-lauril-éter-szulfat (SLES/sodium laureth sulfate) tartalmd keszitménnyel kezelt
bort alkalmaztam. A formulalas soran, 0,1% FITC-dextrant oldottam 10% tisztitott vizben és
diszpergéltam az EMAL® 270D-ben. Dermalis vivorendszerként egy oldatot, egy hidrogélt és
egy FFS készitményt formulaltam. Az oldat és a hidrogél esetén a FITC-dextrant oldottam a
tisztitott vizben, a hidrogélhez pedig xantangumit adtam. Az FFS formulalasakor a PVA-t
80°C-on oldottam a tisztitott vizben majd kihtlés utan lassan hozzdadtam a FITC-dextran
alkoholos oldatat (1. abra).

A, Pozitiv kontroll B, Készitmények

SLES készitmény Oldat Hidrogél EES

* 0,1% 4 kDa FITC- e 0,1% 4 kDa FITC- « 0.1% 4 kDa FITC- e 0.1% 4 kDa FITC-
dextran dextran dextran dextran

* EMAL® 270D (70%  Tisztitott viz « Xantangumi e PVA
SLES)  Tisztitott viz * 96%-os alkohol

o Tisztitott viz e Xantangumi

* Tisztitott viz

1. abra A pozitiv kontroll (A) és a vizsgalt dermalis készitmények (B) Osszetétele.
3.3.3.2. A bor permeacio vizsgalata
A kezelést teljes vastagsagu human hasi boron végeztem szobahOmeérsékleten. El6szor a

bérmintakat EP nélkil csak a készitményekkel kezeltem 5, 10 és 30 perces behatasi id6vel,



majd az EP és a készitmények egylttes hatasat vizsgalva elészor EP-vel kezeltem a bort 2
percig, majd ugyanarra a terlletre felvittem a vizsgalt készitményeket 5, 10 és 30 percig. A
kezelés utan a maradékot letéréltem, a bormintat lefagyasztottam €s metszettem, majd
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltam. A metszeteket LEICA DM6 B mikroszkdppal piros
fluoreszcens filter alatt vizsgaltam. A kezeletlen borrél rogzitett képet alkalmaztam negativ
kontrollként, mig a SLES készitménnyel kezelt bér biztositotta a pozitiv kontrollt a mérések
soran. ImageJ szoftver segitségével ertékeltem a képek szinintenzitasat. A relativ intenzitast a
negativ kontrollhoz viszonyitva adtam meg, és jelentds valtozasként értékeltem, ha az intenzitas
legaldbb 1,5, és az intenzitas névekedés a képeken is észlelhetd, ugyanis ez a madszer nem elég
érzékeny a kisebb valtozasok kovetésere (a rogzitett képeken narancssarga szinnel kiemelve).
3.3.4. Az EP hatasanak molekulatémeg és a kezelési idé fliggése

Texas Reddel jelolt 3kDa, 40kDa és 70kDa MW dextrant (TR-dextran) alkalmaztam a
vizsgalatok soran 0,1%-0s koncentracioban. Az EP kezelést teljes vastagsagi human hasi béron
végeztem (3.3.1. fejezet), fluoreszcens mikroszkopiaval vizsgaltam, és a képek szinintenzitasat

az Imagel szoftver segitségével szadmszeriisitettem (3.3.3.2.).

4. EREDMENYEK ES MEGBESZELES
4.1. 1. Kisérleti rész

Az |. kisérletsorozatban LID-HCI tartalmd félszilard in situ FFS-eket formuléltam és
vizsgaltam QbD mddszer alkalmazésaval.
4.1.1. AQTPP, CQA, CMA, és CPP paraméterek definialasa in situ FFS-ek esetén

Els6 1épésként meghataroztam a QTPP-t és a CQA-kat mind az FFS félszilard forméajanak,
mind a beléle képz6dott filmnek, majd a CMA és CPP paramétereket definialtam. Ezutan
kockazatértékelést végeztem. Kockazat értékeld matrix segitségével meghataroztam a CQA-k
és QTPP-k kozotti osszefiiggéseket, majd Pareto diagram segitségével megallapitottam a
mindséget befolyasold legkritikusabb paramétereket. Negy nagy kockédzati CQA-t
azonositottam: in vitro hatéanyag felszabadulas, in vitro hatdanyag permeécid, szaradasi
tulajdonsadgok és a film mechanikai tulajdonsagai. Ezeket vizsgaltam a kiserletek soran.
Tovabba négy nagy kockézatl anyagi paramétert azonositottam, amit figyelembe vettem a
formulélés soran: permeécid fokozo, szaradast elésegitd, filmképzo, és lagyitd segédanyag.
4.1.2. Afélszilard rendszerek kritikus paramétereinek vizsgalati eredményei
4.1.2.1. Szaradasi idé

Az értékelés soran a készitményeket egymashoz és a hatdéanyagmentes hordozohoz is

hasonlitottam. Az eredményeket a QbD altal meghatarozott kovetelmények szerint értékeltem.



Az F1-nek korilbeldl 15 percre volt sziiksége a szaradashoz, mig az F2 és F3 esetén a szaradasi
id6 rovidebb volt (10 perc és 6 perc), vagyis a szilikon tartalom szignifikdnsan csokkentette a
készitmények szaradasi idejét. A LID-HCI tovabb csokkentette ezen értékeket, ami az LF2
esetén volt a legkifejezettebb.
4.1.3. Afilmek kritikus paramétereinek vizsgélati eredményei
4.1.3.1. Invitro hatdéanyag felszabadulas

A QbD modszer soran definialt kovetelményeink szerint a hatéanyag 30%-anak fel kell
szabadulnia 0,5 ora alatt, azonban az ezen id6 alatt felszabadult hatdbanyag mennyiség minden
készitmény esetén ennél kevesebb volt. 1 6ra alatt azonban a hatéanyag 30%-a felszabadult az
LF2 és LF3 készitménybdl, 3 dra alatt pedig a hatéanyag tobb mint 60%-a felszabadult a
vizsgalt rendszerekbél.
4.1.3.2. Invitro hatéanyag permeacio

Az in vitro hatdanyag permedcio jellemzésére a hatéanyag kioldodasi sebességét jellemz6
paramétert, a fluxot (J) hasznéaltam. Az LF1 rendelkezett a legkisebb flux értékkel (1,57
ng/cm?/h), azonban az illékony szilikon novelte a hatéanyag permeaciojat (LF2=4,29 pg/cm?/h,
LF3=6,76 pug/cm?/h).

A hatdanyag permedcio tovabbi vizsgalatdra Raman spektroszkopids méréseket végeztem.
A mérés soran korrelacios térképeket rogzitettem, ami a LID-HCI tartalmd FFS eloszlasat
mutatja a bérben (2.4bra). A kezeletlen bor térképét alkalmaztam kontrollként az értékelés

sorén. A melegebb szin a készitmény, illetve a hatéanyag nagyobb jelenlétét mutatja a bérben.

A Kezeletlen LF1 LF1 B Kezeletlen LF2 LF2 C Kezeletlen LF3 LF3
! bér 0,5 6rautan 3 o6ra utan : boér 0,5 6rautan 3 6ra utan ' bor 0,5 6rautan 3 6ra utan

7900 8000 13600 -13500

~10000 -9900 -22500 72007100 20600 20700

8200 -9120

-9500 -9400 -9300 -3200 -9100 -9000 6300 -§800 -B700 -8600 -850
<7900 <7800 -7700 -7600 -7500 7400 -7300 -7200 -7100 7000

9400 9300 -9200 -3100 -5000 -8900 -8800 -8700 -8600 -8S00-B400

3 7500 740 7300 7200 7100 7000 -6900 -6800 -6700 -6600 -6500

Pozicioé (p

)

001 0.02 003 004 005 0.001 0.005 0010 0015 0018 0.001 0.005 0.010 0015
Intenzitas LF1

Szilikon mentes

LF2 | 25% szilikon tartalom
LF3 | 50% szilikon tartalom

2. bra Raman korrelacids térképek az LF1 (A); LF2 (B) és LF3 (C) kezelés esetén.

Az LFI1 esetén, a készitmény a bdr felsé rétegeiben volt megtaldlhatd, mig az LF2
készitmény az epidermiszbe és a dermisz fels6bb rétegeibe is bejutott 3 ora alatt. Az LF3 mar
fél ora utan detektalhatdo volt az epidermisz alsobb rétegeiben, és 3 Ora utan az 6sszes

bérrétegben megtalalhatd volt. Osszefoglalasként elmondhatd, hogy az in vitro hatéanyag

8



felszabadulas eredményei korrelaltak az in vitro hatéanyag permeacios mérésekkel, miszerint
az LF3 készitmény rendelkezett a legjobb permeécids tulajdonsédgokkal.
4.1.3.3. A filmek mechanikai tulajdonsagai

A filmek megfelelé mechanikai tulajdonsaganak biztositasa fontos kritérium, mivel noveli
a beteg egyittmiikodést és a készitmény alkalmazhat6sagat. Az értékelés soran a
készitményeket egyméashoz és a hatdanyagmentes hordoz6hoz hasonlitottam. Az eredményeket

a QbD altal meghatarozott kbvetelmények szerint is értékeltem.

A, - . wees By

L 1
g
39.1 38
131
19
f ! 3 f 1 f £2 ' HS

Ragtapasz

C 5

191
1.15 1.27
; ‘ .
. ==

3. &bra FFS-ek mechanikai tulajdonségai: Bér adhézio (A); Film flexibilitas (B); Film
szakitoszilardsag (C) (p < 0,05 *, p < 0,01 **, p < 0,001 ***, és p < 0,0001 ****),

Eré (mN)
—
Flexibilitas (%)

Eré (N)

-vak | LF-LID-HCI tartalmu|

F
1 - Szilikon mentes

2 - 25% szlikon tartalom
3 - 50 % szilikon tartalom

A bér adhézio nagy mértékben nétt a LID-HCI tartalom hatasara az LF1 és LF2 esetén, igy
ezen rendszerek adhézioja megfelelt az dltalunk tAmasztott kvetelménynek (100-500mN) (3.A
abra). Az LF1 és LF3 esetén a hatéanyag tartalom csdkkentette a filmek flexibilitasat, azonban
az LF2 esetén ez az érték nétt (3.B &bra). Az LF1 és LF2 flexibilitasa megfelelt a
kovetelményeknek (legalabb a HSE 25%-a), mig az LF3 értéke alacsonynak bizonyult. A
szakitoszilardsag a LID-HCI hatasara minden esetben nétt, és az LF1 esetén mar tullépte az
altalunk meghatarozott tartomanyt (5N alatt), azonban az LF2 és LF3 megfelet a
kdvetelménynek (3.C abra).

4.1.4. 1. Kisérleti rész 6sszefoglalasa

Az LF3 (50% szilikon tartalom) mutatta a legjobb permeacids tulajdonsagokat, mig az LF2
készitmeény (25% szilikon tartalom) rendelkezett a legjobb mechanikai tulajdonsagokkal.
Osszefoglalasként elmondhato, hogy a LID-HCI nagy mértékben befolyasolta a készitmények
tulajdonsagait. Az illékony szilikon ndvelte a hatbanyag permeaciojat, mig a nem illékony
szilikon lagyitokent javitotta a készitmények mechanikai tulajdonsagait.
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4.2. 1. kisérleti rész — A kémiai permeacié fokozo glikolok vizsgalata

A kisérleti munka ezen részében a kémiai permeécidt fokozo glikolok hatasat vizsgaltam
annak kimutatasara, hogy ezek a molekuldk hogyan befolyasoljak az SC lipid- és
fehérjekomponenseinek szerkezetét, illetve a molekularis mobilitast. Tovabb4, vizsgaltam ezen
molekuléris hatasok és a glikolok permeécid fokozo tulajdonsagai kozotti 6sszefliggést is.
4.2.1. Glikolok hatasa a SC molekuléris mobilitasara

PT ssNMR segitségével vizsgaltam a SC lipidek és proteinek mobilitasat. A kisérletek
soran a DP spektrum (szurke gorbe) az 6sszes szénatombol szarmazo rezonanciat mutatja. A
CP spektrum (kék gorbe) a rigid komponenseket mutatja, mig az INEPT spektrumon (piros
gorbe) a mobilis szegmensek és a rendszerhez adott glikolok jele lathato.

A SC +40% tisztitott viz
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4. dbra A 97% RH-n hidratalt kezeletlen SC (A), és 10% (B-D), illetve 20% (E-G) glikollal
kezelt 97% RH-n hidratalt SC 3C MAS NMR spektrumai.

Az 0sszes spektrumon nagy intenzitasu CP jel lathatd, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy
a SC lipid és protein komponenseinek a nagy része rigid fazisban van. A 97%-0s RH-n hidratalt
SC mintardl rogzitett spektrumot (4.A abra) hasznaltam referenciaként. A 4.B-D abrak szerint
a kiilonboz6 glikolok 10%-ban alkalmazva minden esetben megnévelték a SC komponensek

mobilitasat. A PG és BG esetén nagyobb hatas észlelheté mind a lipidek és az aminosavak
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esetén is. A diPG-nak volt a leggyengébb hatasa a SC lipidekre, illetve az aminosavakon nem
mutatott jelentés mobilitas novelé hatast. A kovetkez6 Kisérlet sordn 20%-ban adtuk a
glikolokat a SC-hoz. A BG a nagyobb koncentracioban nagyobb lipid és aminosav mobilitast
eredményezett (4.G abra) a kisebb koncentraciohoz képest (4.D abra). Ezzel szemben a diPG
és a PG esetén nem volt kilénbség a SC mobilitasdban a kiilonboz6 koncentraciokat
alkalmazva, igy ezen glikolok hat&sa egy szaturacios szintet ért el 10 és 20% koncentracio
kozott. A BG szaturaciés szintjenek meghatarozasa céljabdl, 30%-ra emeltik a BG
mobilitasa. Ezaltal a BG szaturacios szintje 20 és 30% koncentracio kozé teheto.

Irodalmi adatok alapjan a keratin filamentek mobilitisa 6sszeftiggesbe hozhaté az NMF-
ben talalhaté kis polaris anyagok jelenlétével (pl.: urea, laktat). Hogy meghatarozzuk, hogy a
glikolok hatasara megnovekedett aminosav mobilitas hasonlé mechanizmuson alapul-e, mint a
mobilids novekedés urea és laktdt alkalmazdsa esetén, a hidrofil NMF molekulakat
eltavolitottam a SC mintabdl, majd ezeket a mintédkat diPG-vel és PG-vel kezeltem. A diPG
kezelés csak kisebb mértékben ndvelte a keratin filamentek mobilitasat, mig ez a hatas a PG
esetén nagyobb volt. Az eredmények alapjan a glikolok nem csak a szabad aminosavakon,
amiket jelen esetben eltavolitottunk a mintabdl, hanem a keratin filamenteken is hatnak. A
lipidek esetén is hasonl hatast tapasztaltunk, ahol a PG ugyancsak nagyobb mobilitast tudott
eléidézni, mint a diPG. Ez a kiilonbség a diPG ¢és a két masik glikol kozotti szerkezetbeli
kiilonbségbdl adodhat, ugyanis a diPG kémiailag nagyobb molekula kevésbé mozgékony
szerkezettel, mig a PG és BG konnyebben megoszlik a SC szegmensei kozott.
4.2.2. Glikolok permeacio fokozé hatasa

Az in vitro hatéanyag permedcids vizsgalatokat Raman spektroszkopiaval végeztem. A
Raman térképek relativ intenzitdsat a REF készitménnyel kezelt bérmintdhoz hasonlitva
hataroztam meg az egyszeriibb 6sszehasonlithatosag végett. Az eredmenyek szerint mar a 10%-
0s PG kezelés esetén lathatd volt permedacio a bor felsbb rétegeiben (5.D abra), amihez 1,3-as
relativ intenzitasi érték kapcsolodott. 20%-0s PG koncentraciot alkalmazva a relativ intenzitas
tovabb novekedett (1,4), ami nagyobb LID-HCI permeéciora enged kovetkeztetni. Ebben az
esetben a permeéacié mind az epidermiszben mind a dermisz vizsgalt rétegeiben detektalhatd
volt. 20%-0s koncentracidban a BG hatékonyabb permeacio fokozonak bizonyult a korreacios
térkép (5.E abra) es a relativ intenzitas (1,5) alapjan, mint a PG. Ebben az esetben is a permeacio
az 0sszes borrétegben detektalhatd volt. A PG és BG magasabb koncentracidja (50%) nem
mutatott permeécio névekedést, ami a készitmények csdkkent vizaktivitdsaval magyarazhato.

A diPG estetén (5.C abra) nem volt tapasztalhatd szamottevo valtozas a REF-hez képest.
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A, Kezeletlen B, REF C, diPG10 diPG20 diPG50 D, PG10 PG20 PG50 E, BG10 BG20 BG50
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5. &bra Raman korrelacios térképek: kezeletlen bér (A), REF készitménnyel kezelt bor (B),

illetve diPG-vel (C), PG-vel (D), és BG-vel (E) 10, 20, és 50% koncentracioban kezelt bor.

4.2.3. A glikolok és az FFS-ek egytttes hatdsa a hatéanyag permeéaciora

A kémia permeécié fokoz6 glikolok és az FFS egyuttes hatdsanak vizsgalatanal a
glikolokat 20%-0s koncentracioban alkalmaztam az FFS-ben. Az in vitro hatéanyag
felszabadulas vizsgalatok azt mutattak, hogy a LID-HCI felszabadulasa kezdetben kissé lassabb
volt a PG (FFS2) eés BG (FFS3) alkalmazasa esetén, azonban a hatéanyag 100%-a felszabadult
a készitményekbol a vizsgalati idén belil (24 déra). Az in vitro hatéanyag permeéacios
vizsgalatok azt mutattak, hogy a glikolok nagymértékben novelték a hatbanyag permeéciét a
HSE-n keresztul a glikolt nem tartalmazé FFS-hez képest (FFSO).

Az in vitro hatdanyag permeéciot Raman spektroszkopiaval is vizsgéltam. A korrelacios
térképek azt mutatték, hogy az FFS2 (PG) és FFS3 (BG) készitmeny esetén nagyobb permeéacid
detektalhato az alsobb borrétegekben 1,2-es és 1,1-es relativ intenzitassal. Az FF1 (diPG) esetén
nem talaltunk detektalhatd valtozast. Az eredmények alapjan a PG és a BG jelentds permeacio
fokoz6 hatassal rendelkezik, ezaltal javitjak az FFS hatéanyag permeacios tulajdonsagait.
4.2.4. 1. Kisérleti rész dsszefoglalasa

Eredményeink alapjan a PG és a BG nagy mértékben noveli a SC lipidek, szabad
aminosavak, illetve a keratin filamentek mobilitasat, ezaltal nagyobb permeéacio fokozo6 hatast
prediktalnak. Az NMR vizsgéalatok alapjan a BG hatékonyabb nagyobb koncentracioban, mint
a PG. A Raman vizsgalatok eredményei korrelaltak az NMR vizsgélatok eredményeivel.
Tovabba, a glikolok nagy koncentracioban csokkentették a hatéanyag permeéaciot, ami a
glikolok SC komponensekre gyakorolt hatasaval, illetve a készitményekben a vizaktivitas
csokkentésével magyarazhat6. Ezen eredmények alapjan, a glikolokat 20%-0s koncentracioban
alkalmaztam a FFS-ben, aminek hatasara a PG és BG alkalmazasa esetén az FFS permeacios
tulajdonsagai jelentdsen javultak.

4.3. 111. kisérleti rész

A Kisérletek soréan vizsgaltam a nem invaziv dermalis EP hatasat a bor barrier funkciojara

in vivo, és az EP permeécio fokozo hatésat ex vivo.
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4.3.1. A nem invaziv dermalis EP hatdsanak vizsgalata a bor barrier funkciojara in vivo
Kisérleteim sorén, a nem invaziv dermalis EP bor barrierre kifejtett reverzibilis hatasat
vizsgaltam egérb6ron a TEWL értéekek méresével. Az EP kezelés utdn a TEWL eértékek tobb
mint 500%-kal néttek, azonban korllbelll 5 perc utan normalizalodtak, visszadllt az eredeti
struktdra.
4.3.2. Az EP és kiilonb6z6 dermalis készitmények hatasa a bér permeaciéra ex vivo
4.3.2.1. Kontroll vizsgalatok fluoreszcens mikroszkdpiahoz
A kezeletlen bért alkalmaztam negativ kontrollkent. A bort FITC-dextran tartalma SLES

oldattal kezeltem EP nélkil pozitiv kontrollként, ahol a SLES biztositja a modell anyag

= sz

- sz

SLES hatasara jelentds intenzitds novekedést tapasztaltam (RI: 1,8 5 perc utan, 2,8 10 perc
utén), ezaltal ezek a képek megfelelnek pozitiv kontrollnak az értékelés soran.
4.3.2.2. Az EP és Kkiilonb6z6 dermalis készitmények permeécié fokozd hatasa

Els6 1épésként a bort csak a dermalis készitményekkel kezeltem EP nélkil, majd el6szor
EP kezelést végeztem, és ugyanarra a bor felszinre felvittem a FITC-dextrannal jel6lt dermalis
készitményeket. Az &dbrakon a készitményekkel végzett kezelések lathatok 5, 10, és 30 perces
behatasi idovel EP nélkiil és EP-vel kombinalva. A képek alatt feltlintettem a relativ intenzitast
a kezeletlen bérhoz viszonyitva. A jelent6s valtozasokat narancssargaval emeltem ki (3.3.3.2.).

Az EP nélkiili kezelések esetén nem volt jelentds intenzitas ndvekedés egyik dermalis
készitménnyel végzett kezelés esetén sem, ebbdl arra kdvetkeztethetlink, hogy passziv
diffuzidval a FITC-dextran a dextran nagy molekulatdtmege miatt nem tud permealni a bérbe
(6. dbra). Az EP és a FITC-dextrannal jelzett oldatos kezelés esetén azt tapasztaltam, hogy a
behatasi id6 novelésével nagyobb fluoreszcencia intenzitas volt tapasztalhaté az alsobb
borrétegekben (6.A &bra). Ez a valtozas jelent6s a kontrollhoz képest, és sokkal nagyobb az EP
nélkili oldatos kezelés intenzitdsanal. 10 perces behatasi id6 utan a relativ intenzitas 2,1 volt,
de a legnagyobb permeacio a 30 perces behatasi id6 utan lathato (RI: 2,6). Az EP és a hidrogéles
kezelés esetén (6.B abra), csak az 5 perces kezelés mutatott 1,5-nél nagyobb relativ intenzitast,
a kép azonban nem mutatott Iényeges intenzitas novekedést. Ezek az eredmények a készitmény
Osszetetelével magyarazhatok. A hidrogél xantangumit tartalmazott viszkozitasnoveloként.
Azonban a xantangumi, mint makromolekula, megzavarhatja mas makromolekulak dermalis
transzportjat azaltal, hogy a készitményben tartja a FITC-dextrant. A xantangumi hatasa a
hidrogélben alkalmazott koncentracio esetében nagymértékii volt, igy még az EP kezelés sem

tudta biztositani a makromolekula permeaciojat.
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Az EP és az FFS hatdsara 30 perces behatési id6 utdn az intenzitas jelentésen novekedett,
ami a FITC-dextran permeécidjanak novekedesét mutatja (6.C abra). Ez a készitmény is
tartalmazott xantangumit, de koncentracioja a hidrogélben 1év6 koncentracié harmada volt, igy

az FFS 0Osszetétele lehetové tette a FITC-dextran felszabadulasat, és az EP hatasa érvényesiilt.

A, 5 perc 10 perc 30 perc B,

5 perc 10 perc 30 perc

EP nélkil
EP nélkil

Nincs ndvekedés Nincs novekedés|

EP

RI: 1.7 | RI: 1.1

10 perc 30 perc

EP nélkil

Nincs ndvekedés

6. &bra FITC-dextrannal jelzett oldat (A), hidrogél (B) és FFS (C) kezelés EP nélkil és EP-
vel, és a relativ intenzitas a kezeletlen bérh6z viszonyitva.

4.3.3. EP hatasanak molekulatomeg és kezelési ido fiiggése

A bért 3, 40, és 70 kDa molekulatomegii TR-dextrannal jel6lt oldattal kezeltem 30 perces
behatasi idével, majd a kovetkez6 mérés soran egy 2-perces EP kezelést alkalmaztam a
bérfelszinen az oldatok felvitele el6tt. Az eredmények azt mutattak, hogy EP nélkil nem, vagy
csak kis mértéki intenzitas volt megfigyelhetd, azonban az EP jelent6sen ndvelte az intenzitasat
még a 70 kDa TR-dextrant tartalmaz6 oldat esetén is. A molekulatdmeg névekedésével viszont
csokkent a permeacio mértéke. Az EP kezelés idejét ndvelve (EP nélkil, 2, 4, 6 perces EP) a 4
perces EP kezelés esetén értlik el a legnagyobb permeécidt. A kezelés idejének tovabbi ndvelése
nem novelte tovabb a permeécid mértékét.
4.3.4. 111 kisérleti rész 6sszefoglalasa

Az EP hatasa a bor barrier funkcidjara in vivo nagymértékii és reverzibilis volt. A
makromolekulat tartalmazo dermalis keszitmények és EP kombinalt hatasanak vizsgalata azt
mutatta, hogy EP nélkil a makromolekula nem, vagy csak kis mértékben permeal passziv
diffuzioval a bérbe. Az EP jelent6sen noveli a makromolekula permeécidjat, azonban a
permeacid fokozo hatdsa nagy mértékben fugg az alkalmazott készitmény Osszetételétél. A
vizsgalt készitmények koziil az oldat és az FFS esetén tapasztaltunk jelent0s permeaciot, a
hidrogél Gsszetétele a nagy mennyiségli xantangumi miatt gatolta az atjutast. A molekulatomeg

fliggés vizsgalata soran azt tapasztaltuk, hogy a molekulattmeg novekedésével a
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makromolekula permeacidja csokken, azonban az EP permeécié fokozd hatdsa még 70kDa
molekulatomegii makromolekula esetén is érvényesiil. A kezelési id6 novelésével a 4-perces

EP kezelés bizonyult a legjobbnak.

EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA
I.  FFS, mint passziv permeacio fokoz6 modszer vizsgalata
LID-HCI tartalma dermdlis, félszilard, in situ FFS-ek formulaltam és vizsgaltam QbD
modszerrel, melyet elsékent alkalmaztam az FFS-ek fejlesztésénél. Az FFS-ek mechanikai
tulajdonsagainak mérését Texture Analyzer-rel végeztem, amely az irodalomban 0j mérési
maodszernek szamit az FFS-ek értékelésére.
e Az illékony szilikon alkalmazésaval az FFS-ek hat6anyag permeacios tulajdonségai
javultak, mig a nem illékony szilikon, mint lagyito javitotta az FFS-ek mechanikai
tulajdonsagait. A LID-HCI nagy mértékben befolyasolta az FFS-ek tulajdonségait.

Il.  Kémiai permeacié fokozo glikolok, mint passziv modszer vizsgalata
Harom ismert glikol, a diPG, PG, és BG hatasat vizsgaltam a SC lipid és fehérje
komponenseire, és meghataroztam a permeacio fokozd hatas mechanizmusat.

e A vizsgalt glikolok névelték a SC lipidek mobilitasat. A PG és BG jelentésen novelte
mind az NMF szabad aminosavjainak, mind a keratin filamenteket felépité aminosavak
mobilitasat, ezaltal hatdsuk az NMF molekul&k hataséhoz hasonl6. Tovabbé a vizsgélt
glikolok esetén szaturécids szint volt megfigyelhet6, ami felett nem nétt a SC mobilitasa.

e Raman térképezéssel vizsgaltam a glikolok permeéacié fokozd hatasat, mely eredmények
korrelaltak az NMR mérések eredményeivel. A készitményben alkalmazott legnagyobb
glikol koncentracio nem tudta tovabb névelni a permeaciot.

e A PG és a BG 20% koncentracioban FFS-ben alkalmazva szignifikdnsan novelte a

= sz

I1l. A dermadlis nem invaziv EP hatasanak vizsgalata, mint aktiv mdodszer
Vizsgalati mddszert dolgoztam ki fluoreszcens anyaggal jelzett modell makromolekula
b6r permedcidjanak kdvetésére fluoreszcens mikroszkopia alkalmazésaval.
e Az EP hatésa a bor barrier funkciojara nagy mértéki és reverzibilis volt.
e Az EP képes noveli makromolekuldk permeaciojat dermélis készitményekbdl, de a
készitmények Osszetétele nagy mértékben maddosithatja a permeéacid fokozé hatést.
e Az EP még 70kDa makromolekulat tartalmazé készitmény esetén is képes novelni a

permeéciot, ami az EP kezelés idejének 4 percre ndvelésével tovabb ndvelhetd.
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