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1. BEVEZETES

A hatoéanyagok boéron keresztiili alkalmazasa elonyos alternativa lehet a hagyomanyos
beviteli kapukkal szemben, kiilonGsen, ha a terapia célja valamely bérben talalhatd patologias
allapot kezelése. A dermalis hatoanyag-bevitel esetén kisebb dozisok alkalmazasa valik
lehetévé, mivel a felszivodas soran a hatéanyagok elkeriilik az enterohepatikus korforgést és a
gasztrointesztinalis rendszerben vald lebomlast, emellett kisebb az esélye a szisztémas
mellékhatasok kialakulasanak is. Tovabbi elény, hogy nem invaziv, a betegek altal konnyen
alkalmazhaté modszer.

A daganatos betegségek kezelése a 21. szazad egyik leginkabb siirgeté orvosi kihivasa.
Koziiliik is, a borrak eléfordulasa rendkiviili mértékben megnétt az elmult évtizedek soran
kiilonb6zé kornyezeti és genetikai faktornak koszonhetéen, mint pl. a megndvekedett
ultraibolya sugarzas. A bor daganatos elvaltozasai a betegség korai szakaszaban csak a bor
felsobb rétegeit érintik, igy a tumorellenes hatdanyagok lokalisan torténd alkalmazasa eldnyds
lehet a daganatellenes terapia vagy a posztoperativ kezelések soran.
mivel a forgalomban 1év6 készitmények nagy része rosszul penetralodik a béron keresztiil, és
gyors, de rovid ideig tartd hatast képesek csak kifejteni. Ezért kiilondsen nagy sziikség van
olyan helyi érzéstelenitd készitmények fejlesztésére, amelyek hosszan tartd hatast képesek
biztositani. A két fent emlitett terapias célban k6z0s az, hogy eredményességiikhoz feltétel,
hogy a hatéanyagok a borben a dermisig penetralddjanak.

A bor kiils6 rétege, a stratum corneum, azonban gatat szab a hatéanyagok dermisbe valo
diffuzio Gtjan. Szamos modszer iSmert azonban a barrieren torténd penetracio segitésére,
amelyek alapja vagy a bor ateresztd képességének novelése vagy kiilsd hajtderd alkalmazasa,
esetleg a két modszer kombindlasa. Az elséként emlitett modszerek az un. passziv, mig a
masodikak az aktiv penetraciofokozo modszerek kdzé sorolhatok.
célnak megfeleld hordozorendszerbe megvalasztasa. A készitmények Osszetételének tervezése
€s gyartasa soran elengedhetetlen azoknak a tényezoknek a feltarasa és ellendrzése, amelyek a
végtermék tulajdonsagait dontden befolydsoljak. Ennek megvaldsitdsdhoz a Quality by Design
modszer alkalmazasa nyujthat segitséget, amely lehetévé teszi egy olyan koltséghatékony
gyogyszerfejlesztési mddszer kidolgozasat, amely a betegek, ipari és szabalyozasi szervek

elvarasainak megfeleld, magas mindségli terméket eredményez.



2. CELKITUZES
Ph.D. munkam soran célul tiiztem ki innovativ, béron alkalmazott terapiak vizsgalatat,
beleértve az 0j tipust gyogyszerhordozd-rendszereket, aktiv €s passziv penetraciofokozéd

modszereket, tovabba a bor modellezésére alkalmas rendszerek vizsgalatat, amelyek a

készitményfejlesztés sordn a humdn bdr alternativai lehetnek.

1. Ph.D. munkam els6 részének célja egy liposzomalis in vitro modellrendszer elallitasa és
vizsgalata volt, amely alkalmas a kémiai penetracidfokozo anyagok béron valod hatasanak
modellezésére. Kisérleteim soran két kémiai penetracidfokozo anyag, a Kolliphor RH40 ¢és
a Transcutol hatasat vizsgaltam. Osszehasonlitasként, ezekkel az anyagokkal penetracios
kisérleteket is végeztem human boron keresztiil, ex vivo. Az in vitro és ex vivo eredmények
modellek a penetraciéfokozo anyagok hatasanak vizsgalatara.

2. A munka masodik részében célul tliztem egy nem invaziv, boron alkalmazhat6, melanoma
kezelésére alkalmas terapia kidolgozasat. Kisérleteim soran egy betulinsav tartalma
vizsgaltam. Meghataroztam tovabba, hogy az elektroporacio (EP), mint aktiv
penetraci6fokozd moddszer, elésegiti-e a hatdéanyag mélyebb borrétegekbe vald

3. Ph.D. munkdm harmadik részében célul tliztem ki egy olyan dermalis helyi érzéstelenitd
készitmény fejlesztését, amely gyorsan penetralodik a bor barrier rétegén keresztiil, majd
nyujtott lokal anesztetikus hatast fejt ki.

Kutatomunkam soran az alabbi célok megvaldsitasat tiiztem ki:
e alidokain s6 és bazis form4janak inkorporalasa kiilonb6z6 hagyomanyos és modern

gyogyszerhordozo-rendszerekbe: hidrogél, oleogél, liposzoma, nanostruktaralt lipid
hordozé (nanostructured lipid carrier=NLC) ¢és liotrop folyadékkristaly (lyotropic
liquid crystal=LLC);

e a hordozoérendszerek tulajdonsagainak vizsgalata: részecskeméret, zéta-potencial,
bezarasi hatékonysag, hatdanyag-vivéanyag kdlcsonhatasok;

e a liposzomdk bezarasi hatékonysaganak vizsgéalata differencidlis pasztazo
kalorimetria (differential scanning calormetry=DSC) segitségével, amely a modszer
egy kevésbé ismert, innovativ felhasznalasi modja;

e a Quality by Design moddszer alkalmazasa a készitmények teljesitményének

Osszehasonlitasara leginkabb alkalmas vizsgalatok kivalasztasara;



crcr

diffuzios cella segitségével,
e a hordozorendszerek fiziologias bdrfunkciokra (hidrataltsdg és transzepidermalis

vizvesztés) vald hatdsanak vizsgalata in vivo;

c sy

3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Bormodellezé liposzomak eléallitasa

A stratum corneum lipidekbdl felépiild liposzomakat (stratum corneum lipid
liposomes=SCLLs) vékonyfilm-hidratdciés modszerrel allitottam eld. A lipidek kivalasztasa
ugy tortént, hogy azok mennyisége €s mindsége megegyezzen a stratum corneum lipid
tartalmaval (ceramidok: koleszterin: palmitinsav: koleszterin-szulfat=4: 2,5: 2,5:1 m/m%). A
hidrataciohoz a kovetkezé puffert hasznaltam: 20 mM HEPES (4-(2-hidroxietil)-piperazin-1-
etanszulfonsav, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Németorszag), 0,8 mM EDTA (Sigma-
Aldrich, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok) és 120 mM NaCl (Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Németorszag), illetve 70 mM kalcein (Sigma- Aldrich, Saint Louis, Missouri,
Amerikai Egyesiilt Allamok) NaCl helyett az efflux mérések esetén. A diszperziot 80°C-0s

ultrahangos kadba helyeztem 1 6rara, majd tovabbi 30 percig hdkezeltem.

3.2. Betulinsav tartalmi készitmény eléallitasa
A betulinsavat (Cayman Chemical Company, Ann Arbor, Amerikai Egyesiilt Allamok)
eloszlattam 2-propanol (Merck ., Budapest, Magyarorszag), Transcutol, Labrasol (Azelis
Magyarorszag Kft., Budapest, Magyarorszag) és izopropil-mirisztat (Merck Kft., Budapest,
Magyarorszag) elegyében. A PEG 4000-t (Merck Kft.,, Budapest, Magyarorszag)

megolvasztottam, és a szuszpenzidhoz adtam. A kendcsot kihiilésig kevertem.

3.3. Lidokain tartalmu készitmények el6allitasa

3.3.1. Hidrogél

A lidokain-hidrokloridot (Hungaropharma Zrt., Budapest, Magyarorszag) tisztitott viz,
etanol és makrogol 400 (Hungaropharma Zrt., Budapest, Magyarorszag) elegyében oldottam,
majd Methocel K4M (Colorcon, Budapest, Magyarorszag) hozzaadasaval gélesitettem.

3.3.2. Oleogél
A Mygliol 812N (Sasol GmbH, Hamburg, Németorszag) és a Kolliphor RH40 (BASF SE
Chemtrade GmbH, Ludwigshafen, Németorszag) 60°C-ra melegitett elegyében feloldottam
5 m/m% lidokain bazist (Hungaropharma Zrt., Budapest, Magyarorszag). A gél kialakitasahoz



Aerosil 200-at (Sigma- Aldrich, Saint Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok)
hasznaltam.

3.3.3. Liposzoma

A lidokain tartalmu liposzomakat vékonyfilm-hidrataciés modszer segitségével allitottam
eld, lipidként DMPC-t (1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszforilkolin) hasznalva. A liposzomak
hatéanyag-tartalma 1-2-3-4-10 m/m% volt. A hidrataciohoz a kovetkez6 puffert hasznaltam:
20 mM HEPES, 154 mM NacCl, pH 7,4. A hidrataciot szobah6mérsékleten végeztem, 5 percen
keresztiil.

3.34. LLC

Az izopropil-mirisztat (Merck Kft., Budapest, Magyarorszag) és Kolliphor RH40 1:4 aranyt
elegyét 60°C-ra melegitettem és magneses keverd segitségével homogenizaltam, majd 5 m/m%
lidokain bazist oldottam benne. Végiil a vizes fazist folyamatos keverés mellett, cseppenként
adtam a rendszerhez.

3.3.5. NLC

A szilard lipidet, az Apifilt (PEG-8 Beeswax, Gattefossé, St. Priest, Franciaorszag) 80°C-on
megolvasztottam, majd homogenizaltam a Mygliol 812N-nel és az elegyben oldottam a
lidokain-bazist. A Cremophor RH60-at (BASF SE Chemtrade GmbH, Ludwigshafen,
Németorszag) tartalmazo vizes fazist azonos hémérsékletlire melegitettem, majd a fazisokat
elegyitettem. A keletkezett pre-emulzidba 10 percre ultrahangos keverdfejet meritettem
(Hielscher UP200S ultrasonic homogenizer, Hielscher Ultrasonics GmbH, Németorszag).
Végiil a diszperzidt jeges flirdobe helyeztem. A gélképzéshez glicerint és Methocel K4M-et

adtam a rendszerhez. A lidokain végs6 koncentracidja 5 m/m% volt.

3.4. Részecskeméret és zéta-potencial analizis
A liposzémak és NLC részecskeméretének és zéta-potencialjanak meghatarozasat a Malvern
Nano ZS késziilékkel (Malvern Instruments, Malvern, Egyesiilt Kiralysag) végeztem. A
rendszer homogenitasanak jellemzésére meghataroztam a polidiszperzitasfokot is

(polydispersity index=PDI).

3.5. Ultracentrifugalas
A liposzomak bezarasi hatékonysaganak meghatarozasahoz a fazisokat Beckman Coulter
Optima XE-90 Ultracentrifuge késziilék segitségével valasztottam szét, 3 o6ran keresztiil,
35 000 rpm fordulatszamon, 4°C hémérsékleten. A feliilaszé folyadék (,,indirekt modszer”) és
a pellet (ImL  etanolban oldva, ,direkt moddszer’)  hatéoanyag-tartalmat

UV/VIS spektrofotométer segitségével hataroztam meg 262 nm hullamhosszon mérve.



3.6. Differencialis pasztazo kalorimetria mérések
A lidokain tartalmu liposzomak DSC vizsgalatait MicroCal VPDSC késziilék (MicroCal
Inc., Northampton, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével végeztem. A DSC gorbét 5-80°C
hémérséklet-tartomanyban vettem fel, 1°C min™ fiitési sebességet alkalmazva. A modszer
ujfajta alkalmazasi lehetdségét vizsgaltam a liposzomak bezardsi hatékonysagéanak
vizsgalatara: a f0 fazisdtmeneti hdmérséklet csokkenése aranyos a lidokain liposzomalis

membranban kotott (bezart) frakcidjaval.

2

RT
ATm(X) = — mxg )

ahol R az egyetemes gazallando (1.9858775 cal Kt mol™?), 4H a 6 fazisatmenethez tartozo entalpia, és

X2 a lidokain liposzomaba bezart molfrakcidja.

3.7. Polarizaciés mikroszkop
A LLC mintakat polarizacidés mikroszkdp segitségével vizsgaltam (Leica Q500 MC Image

Analyzer System) 200-szoros nagyitast alkalmazva.

3.8. Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopia
A lidokain-NLC FT-IR spektrumat az Avatar 330 FT-IR spektroszkop (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével rogzitettem, ATR
feltétet (ZnSe, 45°) hasznalva. A spektrumot 4000 és 400 cm™! hulldmszdm-tartomanyban,

128 szkent készitve, 4 cm™! optikai felbontassal vettem fel.

3.9. Lidokain tartalmu készitmények vizsgalata Raman spektroszkopia segitségével
A készitmények Raman spektrumat Thermo Fisher DXR Dispersive Raman Spektrométer
(Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével
rogzitettem. A késziilékben talalhatd 1ézer fényforras 532 nm hullamhosszisagu fényt bocsat
ki, 10 mW teljesitménnyel, 25 um rekesz szélességgel. A spektrumok felvételéhez 24x6 S

expozicids id6t alkalmaztam.

3.10. Kalcein efflux és fluoreszcencia élettartam mérés
A kémiai penetraciéfokozé anyagok altal okozott membrankarosodas mértékét kalcein

efflux mérésével hataroztam meg. Az efflux (E) a kovetkez6 egyenlet alapjan szamolhato:

(Br — Bro)
E = 2
(Br — Bro + Qstar Bg) @)

ahol B a pre-exponencialis faktor (aranyos a szabad és bezart kalcein koncentracidval). Bey a szabad

--------

crer

quenching factor), amelynek értékét irodalmi adatok alapjan 1,2-nek vettiik.



A méréseket Horiba Jobin Yvon (Edison,NJ) Fluorolog 3 késziilékkel végeztem, amelyben
a gerjesztéshez 467 nm hullamhosszusagu 1ézer didda pulzal 1 MHz frekvencidn. A relaxacios

gorbe felvételéhez alkalmazott hullamhossz 515 nm volt (savszélesség= 2 nm).

3.11. Hatoanyag felszabadulas és penetracio in vitro és ex vivo vizsgalata
(Hanson Research, Chatsworth, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével hataroztam
meg. A difftzio vizsgalatahoz kevert celluldoz membrant (Porafil, Machenerey-Nagel, Diiren,
Németorszag) alkalmaztam, mig az ex vivo kisérletekben human hdszeparalt epidermist
szintetikus membrannal alatamasztva. A diffundalt és penetralodott hatéanyag mennyiségét a
lidokain esetén UV/Vis spektrofotometria, mig a koffein esetén HPLC segitségével hataroztam

meg.

3.12. Raman térképezés
A lidokain és betulinsav bérben valo pontos elhelyezkedésének meghatarozasdhoz Raman
térképezést hasznaltam. A kisérlet sordn a készitményekkel elézetesen kezelt borbdl keésziilt
keresztmetszeteket vizsgaltam a kezelést kdvetden 6 oraval. A méréseket a Thermo Fisher DXR
Dispersive Raman Spectrometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, Amerikai
Egyesiilt Allamok) késziilékkel végeztem. A fényforras 780 nm hulldmhosszusagh fényt
bocsatott ki, 24 mW teljesitménnyel. A spektrumokat 12x2 masodperces expozicios iddvel

rogzitettem, az optikai rés 25 pm szélességii volt.

3.13. Elektroporacio
Az EP penetraciofokozo hatasanak vizsgélatara allatkisérleteket végeztem 6 honapos SKH-
1 szdrtelen egereken. Az allatokat véletlenszertien a kdvetkezd 4 csoportba soroltam:
e A csoport: hagyomanyos kezelés (30 perc, EP nélkiil)
e B csoport: 900 V, 1 perces EP kezelés
e C csoport: 900 V, 2 perces EP kezelés
e D csoport: 900 V, 6 perces EP kezelés
Az elektromos impulzusokat Mezoforte Duo Mez 120905-D késziilék (Dr. Derm Equipment
Zrt., Budapest, Magyarorszag) generalta.

3.14. Borhidratacié és transzepidermalis vizvesztés (TEWL)
A készitmények fiziologias bérfunkciokra gyakorolt hatasat 3-4 honapos SKH-1 szortelen
egereken vizsgaltam in vivo a Multi Probe Adapter MPA 5 (Courage und Khazaka,

Németorszag) készilék segitségével. A borhidratacio mérését Corneometer CM 825 méréfe;j,



mig a TEWL meghatdrozasat Tewameter TM 300 mérofej segitségével végeztem a

készitményekkel valo kezelés elétt, ill. 30, 90 és 150 perccel a kezelés utan.

3.15. Statisztikai analizis
A statisztikai analizist GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, Amerikai
Egyesiilt Allamok) szoftver segitségével végeztem el, egyszempontos ANOVA analizist
alkalmazva Bonferroni posztteszttel (*p <0,5; **p <0,01; ***p <0,001 a referencidhoz

viszonyitva).

4. EREDMENYEK

4.1. Stratum corneum lipideket tartalmazé liposzomak bdrmodellként valé
alkalmazhatdésaganak vizsgalata

4.1.1. Részecskeméret és polidiszperzitas fok meghatarozasa

A kalceint nem tartalmazé SCLL-k részecskemérete 135,23 +0,06 nm volt, polidiszperzitas
indexe pedig 0,220+0,02. A kalceint tartalmazé SCLL-k részecskemérete 137,35+0,07 nm, PDI
értéke 0,228+0,02 volt.

4.1.2. Kalcein efflux és fluoreszcencia élettartam vizsgalata

A penetraciofokozo anyagok, a Kolliphor RH40 és Transcutol, kiilonb6z6 koncentracidinak
membrankarositd hatasat a SCLL liposzomékon kalcein efflux mérés segitségével hatdroztam
meg. Mindkét anyag koncentracio-fiiggé modon novelte a kalcein liposzomakbol vald
felszabadulésat, a Transcutol-bol azonban joval nagyobb koncentraci6 volt sziikséges azonos

efflux érték elérése¢hez (1. ébra).

100

® 03% 100 - - ~ A . 3%
o 13% } tl o 1 %
804 v 27% . @ [ v 15%
A 54% ~80 % i & 20%
S s 81% '9:3/ ? L 30 %
Eaodl o 10% x b o 40%
% £ 60 + 50%
= (7
o j =
c £
407 40 [
L) o | |
< } X i
I E
20 1 ! : 20 3 x
E [ [] o b4 T
® = TR * '
0 ﬁ - b ' : : 0 # : : : :
. 0 50 100 150 200
0 50 |45 (perc) 100 150 146 (perc)
(A) (B)
1. abra. A Kolliphor RH40 (A) és Transcutol (B) hatasa a SCLL-bol val6 kalcein felszabadulasra az id6
fliggvényében.

A membran karositds mechanizmusanak meghatarozasdhoz a fluoreszcens é¢lettartamot

vizsgaltam. Az effluxot alapvetden kétféle membrankérositd6 mechanizmus okozhatja: (i)



,mindent vagy semmit” (all-or-none), amikor csak néhany liposzéma membranja karosodik, de
azokbdl az Osszes bezart kalcein felszabadul vagy (ii) ,,fokozatos” (graded), amikor minden
egyes liposzomabol a bezart kalcein egy adott frakcidja szabadul fel.

Eredményeim alapjan, a Kolliphor RH40 egy bizonyos efflux érték eléréséig ,,mindent vagy
semmit” mechanizmussal karositja a liposzomak membranjat, majd kb. 60%-os efflux elérése
utan a ,,fokozatos” mechanizmus valik uralkodéva (2/A. édbra). A Transcutol membrannal vald

kolesonhatésara a ,,fokozatos” mechanizmus volt jellemz6 (2/B. 4bra).
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2. abra. Kolliphor RH40 (A) és Transcutol (B) altal okozott kalcein efflux a bezart kalcein fluoreszcens
¢lettartamanak (te) fliggvényében abrazolva.

4.1.3. Penetraciofokozo anyagok hatasanak ex vivo vizsgalata
A Kolliphor RH40 penetraci6fokozo hatasanak ex vivo meghatarozasahoz a koffein human

crer

hdszeparalt epidermisen keresztiili penetraciojat vizsgaltam (3. abra). A Kkoffein

--------

novekedésével. A legmagasabb alkalmazott koncentracio 8,1% volt, amely 21%-os novekedést

okozott a koffein kumulativ penetralodott mennyiségében.
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3. abra. A koffein human hészeparalt epidermisen keresztiil penetralodott kumulativ mennyisége a
Kolliphor RH40 kiilonb6z6 koncentracidinak hatasara.



4.1.4. A penetraciofokozok okozta kalcein efflux és az ex vivo penetracié korrelacioja
Munkam soran meghataroztam az SCLL kalcein effluxon alapulé in vitro és az ex vivo
penetracios kisérletek eredményei kozotti korrelaciot. A korrelacios koefficiens értéke az 1 6rés
eredmények Osszehasonlitasakor 0,915, mig a 2 6ra utan 0,954 volt (4. abra). Ezek az
eredmények aldtdmasztjak, hogy a stratum corneum lipideket tartalmazé liposzémak alkalmas

modellek lehetnek a kémiai penetracidfokozé anyagok hatdsanak vizsgalatara.
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4. abra. Osszefiiggés a kalcein efflux novekedése és a koffein penetralodott mennyiségének valtozasa kozott
1 és 2 ora elteltével, a vak készitményekhez viszonyitva.

4.2. Betulinsav tartalmi készitmény bépenetraciojanak vizsgalata

A betulinsav tartalmt kendcs elektroporacioval kombinalt penetraciojanak vizsgalatara ex vivo
Raman térképezést alkalmaztam. Az 5. dbran a betulinsav (betulinic acid = BA) bdrben valo
eloszlasa lathato a kiilonboz6 kezelési protokollokat kdvetéen. A hagyomanyos, EP nélkiili
kezelést kdvetden a hatdanyag penetracioja minimalis mértéki volt, koszonheten a bor barrier
kovetden a betulinsav penetracioja joval nagyobb mértékii volt €s a hatdanyag a bor teljes
keresztmetszetében megtalalhatd volt. A 2 perces EP kezelést kovetden a betulinsav
koncentracioja a mélyebb borrétegekben csokkent, a hatdanyag féleg az epidermalis rétegekben

volt jelen. A 6 perces EP kezelés utan a hatdanyag eltlint az epidermalis rétegbdl, és a dermis

mély rétegeiben jelent meg nagyobb koncentracioban.
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5. abra. A betulinsav bdrben valo eloszlasa kiilonb6zé EP protokollokkal vald kezelést kovetéen. Hagyomanyos
kezelés (a), 900 V 1 perces EP kezelés (b), 900 V 2 perces EP kezelés (c), 900 V 6 perces EP kezelés (d). A
hatéanyag-tartalom szin kodolasa: piros>sarga>zold>keék.

4.3. Lidokain tartalmu készitmények tulajdonsagainak és teljesitményének vizsgalata
4.3.1. Hordozorendszerek tulajdonsagainak jellemzése

4.3.1.1. Liposzéoma

4.3.1.1.1. Részecskeméret és zéta-potencial vizsgalata
A 1-10% lidokaint tartalmaz6 liposzomak részecskemérete 1844+562,9 nm ¢és

4842+ 275,57 nm kozott valtozott. A részecskeméret és a diszperzié homogenitasa a lidokain
mennyiségének novelésével csokkent. A zéta-potencial értékét a hatéanyag mennyiségének

novelése nem befolyasolta, értéke 0 mV koriili volt.

4.3.1.1.2. DSC
A lidokain koncentracié novelésének hatdsat a liposzéma membranjanak rendezettségére
DSC segitségével vizsgaltam. A liposzoma membranjat felépit6 DMPC termogramjan egy
jellegzetes, f6 tazisdtmenetre jellemzo csucs jelenik meg, amely a lidokain koncentracidjanak
novelésével egyre szélesedik és alacsonyabb homérsékletek felé tolodik el (6. dbra). A cstics

eltolodésa a lipid membran rendezettségének megbomlasat jelzi.
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6. abra. A lidokain tartalmi liposzomak DSC gorbéi a pre-tranzcids (a) és a f6 fazisatmenetre (b) jellemz6
cstcsokkal.
4.3.1.1.3. Bezarasi hatékonysag

A liposzomdkba bezart lidokain mennyiségét hidrom kiilonb6zé modszer segitségével
hataroztam meg (1. tdblazat). Az indirekt modszerrel kapott eredmények joval magasabbak
voltak és nagy szords jellemezte Oket, amely a modszer pontatlansagara, kisérleti hiba
jelenlétére utal. A direkt modszer és a DSC gorbék alapjan szamolt bezéarasi hatékonysag
értékek azonban nagysagrendileg megegyeztek, korrelaltak egymassal és Iényegesen kisebb

szorassal rendelkeztek.

1. tablazat. Bezarasi hatékonysag

Lidokain Indirekt modszer Direkt méodszer DSC
koncentracio  Bezarasi hatékonysag  Bezarasi hatékonysag  Bezarasi hatékonysag

(m/m %) %= SD %= SD %

1 29,0% +9,3 10,1% +4,2* 6,6%*

2 322% +74 5,6% =+ 1,9*%** 6,4%**

3 32,0% +10,3 44% =+ 1,8** 6,1%**

4 224% +14,1 3,9% +2,6 5,4%

10 94% +15/4 3,5% +£3,2 13,0%

43.1.2. LLC

4.3.1.2.1. Polarizaciés mikroszkop
A 7. abréan a LLC mintar6l polarizacios mikroszkoppal készitett kép lathatd, amelyen jol

kitinnek a lamellaris szerkezetli folyadékkristalyokra jellemzd ,,maltai-keresztek”.
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7. abra. Polarizacios mikroszkop alatt késziilt képek a hatdéanyagmentes (A) és lidokain tartalma (B) LLC rendszerekrdl.

43.1.3. NLC

4.3.1.3.1. Részecskeméret és zéta-potencial meghatarozasa
A lidokaint tartalmazo NLC részecskemérete 87,61+0,55nm volt, és PDI értéke

0,16154+0,01, amely a részecskék monodiszperz eloszlasara utal (PDI<0,30), és a rendszer
kielégito stabilitasara enged kovetkeztetni. A zéta-potencial értéke -11,983+0,31 mV volt.
4.3.1.3.2. A lidokain hordozorendszerrel valo kolcsonhatasanak vizsgalata
A lidokain és az NLC komponensek kolcsonhatdsdnak vizsgdlatait FT-IR és Raman
spektroszkopia segitségével vizsgaltam. Az NLC spektruméaban mind a hatéanyag, mind a
segédanyagok karakterisztikus vegyértékrezgéseire jellemzd csticsok eltolodas nélkiil
megjelentek (8. abra). Ezek alapjan megallapithato, hogy a hatéanyag és az 6sszetevok kozott

nem alakult ki kémiai kdlcsonhatas, amely a lidokain hordozobol valo felszabadulasat gatolna.

A 1497 B 1594 1264 705 616
1
1 MAM

L~ \_2 A

Relatv intenzitas
~n EJ
Relativ intenzitas

2500 2000 1500 1000 1500 1000 500
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8. abra. Az NLC komponensek és a készitmény FT-IR (A) és Raman (B) spektruma.
Jelmagyarazat: Apifil(1), Kolliphor RH60(2), Mygliol 812N(3), Lidokain(4), Hatéanyagmentes NLC(5), Lidokain NLC(6)
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4.3.2. QbD mddszer alkalmazasa dermalis helyi érzéstelenité készitmények
osszehasonlitasara

4.3.2.1. Dermalis lokal anesztetikus készitményekre jellemzéo QTPP és CQA
paraméterek definialasa

A készitmény hatdsossaganak igazolasara alkalmas vizsgalatok kivalasztasdhoz a ,,Quality
by Design” modszer elemeit alkalmaztam. Els6 1épésként meghataroztam a céltermék kivant
tulajdonsagait (Quality Target Product Profile, QTPP). A dermalis félszilard lokal anesztetikus
készitmények esetén ezen jellemzok a kdvetkezok: terapias indikacid, beviteli kapu, hatas
helye, gydgyszerforma, hatoanyag-felszabadulasi profil, stabilitas, hataserdsség.

A céltermék kivant tulajdonsagait figyelembe véve meghataroztam azokat a jellemzoket,
amelyek jelentds hatast gyakorolnak a termék hatasossagara és biztonsagossagara (Critical
Quality Attributes, CQAs): fizikai jellemzok (szin, szag, megjelenés), hatdéanyag oldékonysaga
a készitményben, hatéanyag eloszlasa a készitményben, in vitro hatéanyag-felszabadulas, ex
Vivo hatéanyag-penetracio, boérhidratalé hatas, transzepidermalis vizvesztés (TEWL),

viszkozitas, hordozoérendszer tipusa.

4.3.2.2. Kezdeti kockazatbecslés
Ezutan kockazatbecslést (Risk Assesment, RA) végeztem, melynek soran rangsoroltam a
készitmények hatdsossaganak bizonyitasara alkalmas vizsgéalatokat. A kockazatbecslés
eredményei alapjan a legnagyobb sulyossagi pontszamot (>300) elért vizsgalatokat végeztem
el a lidokain tartalm® készitmények teljesitményének Osszehasonlitasara: in vitro és ex vivo

hatdéanyag-felszabadulas, készitmény tipusa, hidratalo hatas és TEWL-re valo hatas.

4.3.2.3. Invitro diffazié és ex vivo penetracio vizsgalata

A 9. abran a kiilonb6z6 hordozoérendszerekbdl felszabadult lidokain mennyisége lathato az
id6 fliggvényében abrazolva. In vitro, az LLC-bdl torténd hatéanyag felszabadulas volt a
legnagyobb mértékii. A hagyoményos hidrogélbdl ugyan gyorsan megkezdddott a hatdbanyag
liberacidja, de 24 ora elteltével mégsem volt teljes. Az oleogél és az NLC nyujtott hatéanyag-
felszabadulast biztositottak.

Az ex vivo kisérletek soran az oleogélbdl penetralodott a legkevesebb hatdéanyag, a hidrogél
¢s a LCC kozel azonos mértékii hatdéanyag-penetraciot eredményezett. Az epidermisen
keresztiil az NLC-bdl torténd lidokain penetracié volt a legnagyobb mértékii, meglepden,
hiszen az in vitro hatéanyag felszabadulas vizsgalata soran a hatéanyag kis szazaléka szabadult
fel beldle. Az ex vivo kisérletek soran tapasztalt j6 bérpenetracié magyarazata az NLC specialis

szerkezete lehet, amely magas biohasznosulast eredményez.
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4.3.2.4. Borhidratacio és TEWL mérések

A borhidrataciora gyakorolt hatas vizsgalata soran a LLC ¢és a hidrogél is novelte a

hidrataciét 30 perc utdn, azonban ez a hatds 150 perc utan csokkent. Az oleogél jelentOs

mértékben csokkentette a borhidrataciot. Az NLC pozitiv hatassal volt a hidrataltsagra ¢€s

nagymértékben novelte azt, és ez a hatas hosszabb tavon is fennmaradt (10/A. 4bra).

A TEWL mérések soran az NLC okozta a legkisebb mértékii novekedést, tehat ez okozta a

barrier funkcio legkisebb mértékii karosodasat. Mindharom masik hordozorendszer jelentds

TEWL novekedést eredményezett, kiilondsen a LLC (10/B. abra).
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10. abra. Valtozas a bérhidratacio (A) és a TEWL (B) értékében a hordozorendszerekkel vald kezelés hatasara. Az értékek a
kezeletlen bérhoz viszonyitva keriiltek megadasra, szazalékos formaban.
(p< 0,05*, p<0,01** és p < 0,001*** vs. hagyomanyos hidrogél)

4.3.3. A lidokain tartalmia készitmények borpenetraciojanak nyomon Kovetése
Raman térképezéssel ex vivo

A 11.abran a lidokain b6érben valo eloszlasa lathatd a kiillonb6zo hordozorendszerekkel vald

kezelés utan. A hidrogéllel és oleogeéllel vald kezelést kovetden, a lidokain bérben valo

eloszlasa egyenletes az epidermalis és dermalis rétegekben, azonban a hatéanyag csak kisebb

intenzitassal jelenik meg. A nanostrukturalt LLC és NLC esetén a lidokain joval nagyobb
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koncentracioban talalhatdo meg a bdrben, kiilonos tekintettel a mélyebb borrétegekre,

hatéanyag kifejti hatasat.

(a) Kezeletlen Hidrogéllel kezelt
Bérfelszin
o Epidermis
[=] b
S
g Dermis
N
1000
2 S
=
1500 58
2000
0,01 0,03 0,05 0,07 0,09 0,11 0,13 0,15 0,17
Intenzitas
(C) Kezeletlen LLC-vel kezelt
Bérfelszin
Epidermis
5
=
o
a
3
] Dermis
a
o
I

0,10 0,20

0,30

040 050

Intenzitas

5. OSSZEFOGLALAS

ol

géllel kezelt

Hosszisag (um)

HosszUsag (pm)

8

3
8

1500 §

Bérfelszin
Epidermis

Dermis

0,05

(d)

g o

Hosszusag (um)
3

2000 PP

0,1

Kezeletlen

0,15
Intenzitas

0,2

NLC-

0,25

vel kezelt

Bérfelszin
Epidermis

Dermis

01

0,

2 0,3

Intenzitas
11. 4bra. A lidokain bdrben valo eloszlasa hidrogéllel (a), oleogéllel (b), LLC-vel (¢) és NLC-vel (d) valo
kezelés utan 6 oraval. A Raman térképezést kezeltlen béron is elvégeztem kontrollként. A hatéanyag-tartalom
szin kodolasa: piros>sarga>zold>kék.

04 0,5

ahol a

Ph.D. munkdm célja volt, az aktiv és passziv penetraciéfokozé modszerek hatasanak

megismerése melanoma-ellenes és helyi érzéstelenitd hatast készitmények bérpenetracidjanak

vizsgalatan keresztiil.

1. Munkam elso

részében

stratum

alkalmazhatdsagat vizsgaltam kémiai

corncum

lipidekbdl

felépiild

liposzomak

penetraciofokozok (Kolliphor RH40 ¢és

Transcutol) béron vald hatasanak in vitro modellezésére. A kisérleti eredményeim

ujdonsaga az alabbiakban foglalhato Ossze:

e igazoltam a Kolliphor RH40 ¢és a Transcutol penetraciofokozd hatasanak

koncentraci6 fliggését;

e meghataroztam a vizsgalt penetraciofokozok kettds lipid réteget megbontd

mechanizmusat;
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e korrelaciot allitottam fel az in vitro efflux és ex vivo penetracios eredmények kozott,
mellyel igazoltam a liposzomak bérmodellként val6 alkalmazhatosagat.
vizsgaltam az elektroporacid, mint aktiv penetraciofokozé6 modszer hatasara.
Eredményeim alapjan megéllapithatd, hogy:
e a betulinsav borpenetracidjanak mértéke jelentdsen javithatd az elektroporécio
alkalmazasaval;
e azelektroporacios kezelési id6 befolyasolja a hatdanyag penetracido mértékét, mivel
a kiilonbozo kezelési idok mas hatdéanyag eloszlast eredményeztek a bérben;
e 6 perces elektroporacios kezelést kovetden a betulinsav jelentds mennyisége a bor
mélyen fekvo rétegébe penetralddott;
e a betulinsav tartalmi készitmény és az elektroporacids kezelés kombinécioja
igéretes terapias lehetdséget nyujthat a melanoma nem invaziv kezelésére.
Munkam harmadik részében kiillonb6z6 lidokain tartalmu készitményeket hasonlitottam
Ossze In vitro, ex vivo és in vivo modszerekkel. A QbD modszer elemeinek
alkalmazasdval  feltartam azon  vizsgéalatokat, amelyek a  készitmények
Osszehasonlitdsara leginkdbb alkalmasak ¢és elvégzésiik sziikséges. Munkamat
Osszegezve megallapithato:
meghataroztam a dermalis félszilard lokal anesztetikus készitményekre vonatkozo
céltermék profilt (QTTP) és kritikus mindségi jellemzdket (CQAs), majd
kockazatbecslés segitségével azonositottam azokat a jellemzdket, amelyek a
legnagyobb befolyassal birnak a termék mindségére, igy azokat vizsgalni sziikséges;
a lidokain so és bazis formajat két hagyomanyos (hidrogél, oleogél) és harom modern
(liposzoma, LLC, NLC) hordozérendszerbe inkorporaltam;
a lidokain tartalmt liposzomak bezarasi hatékonysaganak vizsgalata soran a DSC
madszer Ujfajta alkalmazasi lehetdségét mutattam be;
eredményeim alapjan az altalam formulalt rendszerek koziil a NLC a legalkalmasabb a
lidokain dermalis bevitelére, mivel a hatdanyag penetracio ebbdl a készitménybdl volt
a legnagyobb mértékii, tovabba az NLC novelte a bor hidrataltsagat, és csak kis
mértékben volt hatassal a TEWL-re;
Raman térképezést alkalmaztam a lidokain bdrben valo elhelyezkedésének vizualis

megjelenitésére.
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