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1. Roviditések jegyzéke

PAMPA: parallel artificial membrane permeability assay

NKVR: nem kevert vizes réteg

BCS: Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer

BLM: fekete lipid membran modell

PVDF: polivinilidén-fluorid

AFM: atomeré-mikroszkop

PS: foszfatidil-szerin

PI: foszfatidil-inozitol

PC: foszfatidil-kolin

PE: foszfatidil-etanolamin

logPm: membran permeabilitas

logPe: effektiv permeabilitas

logPa: latszolagos permeabilitas

logPo: intrinsic permeabilitas

GIT-PAMPA: gyomor-bél rendszeri PAMPA modell
BBB-PAMPA: vér-agy gat PAMPA modell

Skin PAMPA: bérmimetikus PAMPA modell

P-gp: P-glikoprotein

OECD: Organisation for Economic Co-Operation and Development
logBB: vér-agy koncentracié hanyados

FDA: Food and Drug Administration

PBLE: sertés agyi lipid kivonat

DMSO: dimetil-szulfoxid

D1216: szachar6z-laurat tartalmu gélek

C1416: szachar6z-mirisztat tartalmt gélek

TR: transzkutol (dietilén-glikol-monoetil-éter)

JramPA: a tapaszvizsgalatndl PAMPA mddszerrel mért fluxus

Jmax: a hatéanyag potencialis legnagyobb fluxusa

Jinvivo: a gyart6 altal deklaralt felszivodasi kinetikabol szamolt fluxus
Jrranz: a tapaszvizsgalatnal Franz diffuzios cella modszerrel mért fluxus



2. Bevezetés

A gyogyszerkutatasban tapasztalt paradigmavaltas kovetkeztében az 1960-as
évektdl eldtérbe keriilt a raciondlis gyogyszermolekula tervezés, melynek elsé 1épése a
kvantitativ szerkezet-hatas 0sszefliggések szisztematikus vizsgalata volt [1]. Az 1990-es
évektél a nagy ateresztoképességli sziirémodszerek és a kombinatorikus kémia
megjelenésével az igéretes gyogyszerjelolt molekuldk szama novekedett. Ezzel
parhuzamosan eldtérbe keriilt a gyogyszerré fejleszthetdség kérdése is. Ezt a tényt
tamasztja ala, hogy mig a ’90-es évek el6tt a molekulak mintegy 40 %-a, addig a 2000-
es évektol csupan 10 %-a morzsolddott le nem megfeleld farmakokinetikai tulajdonsagok
miatt [2]. E tulajdonsagok el6rejelzését segiti a molekulak részletes fizikai-kémiai
jellemzése. Kordbban a vegyiiletek ionizacidjanak és lipofilitdsanak meghatarozéasa
jelentette a fizikai-kémiai profil leirasat, azonban két Gijabb paraméter, a molekulak
oldhat6saga és permeabilitdsa, egyarant nélkiilozhetetlen informacidkkal szolgalnak a
vegyiiletek szervezetbeli viselkedésérol [3].

A permedbilitds a gydgyszermolekuldk azon képessége, hogy milyen mértékben
jutnak at a biologiai membranokon. Ezért ennek a paraméternek a vizsgalata mar a
fejlesztés korai szakaszaban elkeriilhetetlen. E c€lbdl kertilt kidolgozasra egy gyors, nagy
ateresztoképességli, mesterséges membran alapl, parhuzamos moddon végrehajthato
permeabilitas mérési modszer, az Gigy nevezett PAMPA technika [4].

A Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai Intézetének fizikai-kémiai
jellemzéssel foglalkoz6 kutatocsoportja 2007 ota sikerrel alkalmazza a PAMPA
modszert. 2012-ben kidolgozasra keriilt egy olyan mesterséges membran PAMPA
platformra, mely a vegyiiletek béron keresztiili atjutasat hivatott elére jelezni (Skin
PAMPA) [5]. A moédszer irant mind a gyogyszeripar, mind a kozmetikai ipar nagy
érdeklddést mutat, igy a technika tovabbfejlesztését tiiztiik ki munkéank céljaul.

Doktori értekezésemben eldszor ismertetem azokat a kutatasi eredményeinket,
amelyek a PAMPA rendszerrel mért permedbilitds inkubaciés homérséklettdl valod
fliggését tisztaztak. Majd Osszefoglalom a gyogyszeres tapaszok vizsgalatara alkalmas
Skin PAMPA mddszer fejlesztésének eredményeit, bemutatom a félszilard készitmények
tanulmanyozasanak lehet6ségét ezzel a modszerrel, illetve egy olyan sziirési eljarast, ami

alkalmas kiilonboz0, termékfejlesztéshez hasznalt oldoszerek eldzetes értékelésére.



2.1. Irodalmi hattér
2.1.1. A permedbilitds fogalma és szerepe a fizikai-kémiai jellemzésben
2.1.1.1. A permeabilitas, mint kinetikai paraméter

A szisztémas gyogyszerhatds létrejottének elengedhetetlen feltétele, hogy a
gyogyszerbevitel utdn a gyogyszerhatdbanyag a készitménybdl felszabaduljon, a
testnedvekben feloldodjon, a véraramba keriiljon, €s onnan a bioldgiai valasz kivaltasaért
felelds célmolekulahoz jusson. Ez alol kivételt képeznek a parenteralisan alkalmazott
készitmények, ahol az aktiv komponens altalaban oldatfazisban keriil a véraramba, vagy
a kornyez6 szovetekbe. A gyogyszerbevitel barmely utjat vizsgalva dont6 fontossag
szerepe van a passziv diffuzionak, mely a gyogyszermolekulak toltéssel nem rendelkezd

formajanak kedvez (1. abra).

Donor fazis Membran Akceptor fazis
C,’

Kmem/viz = CmO/CD 0 X >h Kmem/viz = th/CA
dC,/dx = (C,"- C,M/h
J = D,_,dC,/dx

1. abra A fluxus sematikus szemléltetése. Cp és Ca: a permeal6 anyag donor (D) és akceptor (A) oldali
koncentracidja; Cm® és Cm: a membran kezdeti és végpontjan 1évé koncentracio; h: a membran
vastagsaga; J: fluxus; Dm: membranon beliili diffazios koefficiens; Kmemniz: membran-viz megoszlasi

hanyados

Fick 1. torvénye szerint egy homogén membranon keresztiili anyagaramot, fluxust (J),
egyarant meghatarozza a membranon beliili diffuziés koefficiens (Dm) és a membranban
fennallo koncentracio-gradiens (dCm/dx). Mivel a membranon beliili koncentracio
meghatarozasa koriilményes, ezért annak kikiiszobolésére bevezethetjiikk a membran-viz
megoszlasi hanyadost (Kmemnviz), gy egy joval konnyebben kezelheté formahoz jutunk (1.

egyenlet):



J:Dmeem/viz (CD'CA)/h (l)

A Dm, Kmemniz €és h Osszevonasaval fejezhet6 ki a membran permeabilitas (Pm) (2.

egyenlet):
Pm=Dmeem/viz/h (2)

A Pm bevezetésével, illetve annak a ténynek a figyelembevételével, hogy a donor oldali
koncentracio szignifikansan nagyobb, mint a fogadd oldalon mérhetd koncentracio, igy

utobbi elhanyagolhaté, az alabbi dsszefliggésre jutunk (3. egyenlet):
J:PmCD (3)

A 3. egyenlet alapjan lathato, hogy a membranon keresztiili anyagaramot lényegében a
membran permeabilitas és a molekula donor oldali koncentracidja hatarozza meg [6, 7].
A permedbilités - eltéréen mas, a gydgyszerkutatasban fontos szerepet betdltd egyensulyi
folyamatokat jellemz6, termodinamikai fizikai-kémiai allandotol  (protonalddasi
allandok, lipofilitas, oldhatosag) - egy kinetikai paraméter, mely a membranon keresztiili
diffuzio sebességét jeloli. Mértékét altalaban cms™ egységben szokis megadni. A
permedabilitas, az el6z6ekben emlitett egyéb allandokkal 6sszevetve a , legfiatalabb” tagja

a fizikai-kémiai jellemzésben alkalmazott paramétereknek [8].

2.1.1.2. A permeabilitas fajtai és szamolasuk

A permedbilitas jellemzése tobb allandoval lehetséges. Ezek egymastol abban
kiilonboznek, hogy a teljes folyamatot milyen részletességgel veszik figyelembe, azaz

milyen elhanyagolasokkal, kozelitésekkel élnek.

Latszoélagos permeabilitas (Pa)

Abban az esetben, ha a membran belsejében maradt anyagmennyiséget, azaz a
membranretenciot nullanak tekinthetjiik, akkor ldatszolagos permeabilitasrol beszéliink
(Pa). Ha az akceptor oldalon 1év6 koncentracio kelléen alacsony, akkor az akceptor-donor
iranyt hatoanyagaramot el tudjuk hanyagolni, igy az alabbi 6sszefliggéssel fejezhetjiik ki
Pa-t (4. egyenlet):



_ Vb ma(t)
4 A mp(0)

(4.

Az Gsszefiiggésben Vp a donor fazis térfogata, A a membran feliilete, ma(t) az akceptor
oldalon megjelend teljes anyagmennyiség, mig mp(0) a kiinduldsi anyagmennyiség a
donor oldalon. Ha az akceptor-donor iranyu fluxust nem hanyagoljuk el, akkor az alabbi
két ekvivalens egyenlettel fejezhetjiik ki Pa-t (5. egyenlet):

Cp(t)
Cp(0)

0 (L g (1) 2 8

1+ry ry/ Cp(0)

P,=-

2,303Vp (

w2 () tog [+ 1)

I+ry

ahol t az inkubacios 1d0, rv a fazisarany (Vo/Va), Cp(t) és Ca(t) az inkubacids idd utan
az adott fazisban mérhetd koncentracié (D: donor, A: akceptor), Cp(0) a kiindulasi donor

oldali koncentracio [9].

Effektiv permeabilitas (Pe)
Az effektiv permeabilitas esetén figyelembe vessziikk a membranretenciot (R) (6.

egyenlet):

R—1. (0 _ma(®)
mp(0) " mp(0)

(6.)

ahol mp(t) és ma(t) az adott fazisban 1évé anyagmennyiség, mig mp(0) a donor oldali
kiinduldsi anyagmennyiség. Figyelembe véve azt a tényt, hogy az inkubécios 1d6
szignifikansan nagyobb, mint az az 1d6, ameddig a membran telitddik a permeald

vegyliletre nézve (tLac: késleltetési id6), az alabbi Osszefliggés érvényes (7. egyenlet):

~ VMCum(t)
VpCp(0)

(7)

ahol Vm a membran térfogata, Cm(t) 8 membranban ragadt anyag koncentracioja az
inkubécios id6 utan. Ezt tovabbalakitva, illetve a retenciot figyelembe véve az alabbi

Osszefliggésekhez jutunk (8-9. egyenlet):



_2303Vp (1 i 1+rv) Cp(1)

Pe= A(t-T1AG) (H—rv) log [ vt ( 1-R ) Cp(0) 8.)
_2303Vp (1 i 14131 Ca()

Pe A(t-TLAG) (1+rv) log [1 ( 1-R ) Cp(0) (9)

A permeabilitas mérések soran lehetdség van az in vivo kortilmények minél pontosabb

szimulalasanak érdekében eltéré donor és akceptor oldali pH alkalmazasara (pl.: gyomor-
bél rendszer, vagy bor modellezése). Ebben az esetben az effektiv permeabilitas
szamolasa az alabbiak szerint valtozik (10. egyenlet):

_2303Vp (1 141, Cp(t)
Pe=- AtTAG) (Hra) log ['rV+ ( l-R) Cp(0) (10

r= (1) 5 (1L)

ahol ra a pH gradienst figyelembe vevd aszimmetrias koefficiens, melyet a 11. egyenlet

segitségével adhatunk meg [9].

Intrinsic permeabilitas (Po)

A toltésmentes forma permeabilitasat az intrinsic permeabilitas értékével
fejezhetjiik ki. Po targyaldsakor figyelembe kell venniink a nem kevert vizes réteg
(NKVR) jelenlétét. A NKVR egy, a membran mindkét oldalan jelenlévd, statikus rész,
mely hozz4jarul a membran 4ltal kifejtett teljes ellenallashoz. Nyilvanvaléan a NKVR
szignifikans barriert képez lipofil molekuldk permeaciojakor, mig polaris szarmazékok
membranon keresztiili atjutasakor kisebb befolyasolo szereppel bir. A NKVR hatasanak,
egyuttal az intrinsic permeabilitds szamolasanak irodalomban elfogadott modszere a
pKa" modszer [6, 10, 11]. E szamolas részletezése nem képzi jelen munka targyat,
azonban a NKVR gyakorlati megfontolasait az értekezés tovabbi fejezetében részletezem.

A molekulak intrinsic permeabilitasa mérhetd kozvetleniil is, ha a donor és akceptor
fazis pH viszonyat Ggy alakitjuk ki, hogy a donor fazisban kizarolag a tdltésmentes forma
szerepel (bazikus komponensek esetén magas, savas komponensek esetén alacsony donor

oldali pH).

2.1.1.3. 4 Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (BCS)

A gyogyszerek permeabilitasa és az oldhatosaga képezi az Amidon és munkatarsai

altal 1995-ben kidolgozott Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer alapjat [12] (2. abra).



Magas oldhatosag Alacsony oldhatésag

. L. Osztaly I1. Osztaly
3
a 2 Diltiazem Ketoprofén
g =
PE Metoprolol Diklofenak
= E Propranolol Piroxikam
2 Enalapril Verapamil
II1. Osztaly IV. Osztaly
w
= C g
=5 Famotidin Terfenadin
2= Cimetidin Furoszemid
s 2 Hidroklorotiazid Ciklosporin
< E’_ Aciklovir

2. abra A Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer osztalyai néhany képviseldvel

A BCS rendszer négy osztalyt kiilonit el. Magas oldhatosagrol akkor beszéliink, ha a
vegyiilet legnagyobb doziserdsséget jelenté mennyisége pH 1-8 tartomanyban legfeljebb
250 ml vizben feloldédik. A BCS permeabilitas osztalyozas emberi vékonybélben torténd
felszivodasra vonatkozik. Magasnak tekinthetd a permeabilitas, ha nagyobb, mint 107
cms?, alacsonynak, ha nem haladja meg ezt az értéket. E két paraméter kiegésziilhet a
gyogyszerkészitménybdl vald kioldodas sebességének vizsgalataval. A folyamat gyors,
ha a kioldodas 30 perc alatt nagyobb, mint 85% vizes kdzegben (900 ml, pH 1; 4,5 és
6,8). Az osztalyozasi rendszer fontos szerepet tolt be a molekulak bioekvivalencia

vizsgalata soran [6, 13].

2.1.2. A permeabilitds meghatarozdsdanak lehetoségei

Szamos in vitro eljarast publikaltak az irodalomban a gyogyszermolekulak
permeabilitasanak pontos meghatarozasara [14]. Széles korben hasznalt modszer a Caco-
2 sejtkultiran keresztiili permedbilitas mérés. Ennek egy ujabb, olcsobb és gyorsabb
alternativdja a mesterséges membran alapu rendszerek hasznélata. Leirtak tovabba egy
kromatografiass modszert is, mely a vegyliletek all6fazishoz vald affinitasabdl,
retencidjabol szamolja a permeabilitast [15, 16]. Az értekezésben részletesen a
mesterséges membran modelleket targyalom, azonban roviden kitérek a Caco-2 eljarasra

IS, hogy szemléltessem a koztiik 1év6 alapvetd kiillonbséget.

10



2.1.2.1. Sejtkultira modellek hasznalata

A Caco-2 sejtkultara modell a leggyakrabban hasznalt in vitro eljaras a gyomor-bél
rendszeri abszorpcid predikciojara [17]. A sejtvonal vastagbél adenokarcindémabol
szarmazik. A Caco-2 sejtkultira vizsgalatoknal tulajdonképpen nem egy gyogyszer-lipid
interakciot latunk, hanem egy valodi sejtmembranon keresztiili permeaciot [18]. Egy
molekula négy eltérd uton haladhat 4t az intesztinalis epitéliumon: passziv diffuzioval
transz- és paracellularis Uton, karrier meditalt médon és transzcitozis utjan. A Caco-2
sejtvonal a felsorolt négy ttvonal mindegyikét képes modellezni a fentebbiek alapjan
[19]. A mesterséges membran modellekkel ellentétben az aktiv transzport (efflux, influx)
kovetésére is alkalmas azaltal, hogy — bar kisebb mennyiségben — de az emberi
vékonybélben expresszalodo fehérjék (pl.: PEPT1, MRP2, MDRI, stb.) nagy része
kifejezodik az emlitett sejtvonalon [20, 21]. Ezaltal a vizsgalati modszer relevans
adatokkal szolgalhat a gyomor-bél rendszeri felszivodasra. A mesterséges membran
modellekkel szembeni hatrany a vizsgalatok nagyobb koltsége és a sejtndvesztési ciklus
miatt nagyobb id6igény.

A Caco-2 sejtvonalon kiviil egyéb sejtkultura modellek is ismeretesek: MDCK [22],
HT-29 [23], T84 sejtvonal [24]. E mddszerek részletesebb targyalasa nem képzi az

értekezeés targyat.

2.1.2.2. Mesterséges membran modellek, PAMPA

A sejtkultira modellek mellett a mesterséges membran modellek jelentenek fontos
alternativat a gyogyszermolekuldk permedbilitdsanak, ezaltal varhatdé biofarmaciai
viselkedésének az eldrejelzésében. A mesterséges membran modellek kutatasa hossza
évtizedekre nyulik vissza. Az els jelentés modell a Méiller és munkatarsai altal publikalt
fekete lipid membran modell (Black Lipid Membrane — BLM) volt, melyet az 1960 és
”70-es években intenziven vizsgaltak [25-27]. Ezen rendszer kialakitasanal ugy jartak el,
hogy kis mennyiségii foszfolipidet szerves oldoszerben oldva, az oldatot egy teflon lemez
~ 0,5 mm atmérdjii porusan atengedtek. gy egy rendkiviil vékony filmréteg keletkezett a
porusokban, melynek feliilnézeti képe feketének latszott, innen ered a modell elnevezése.
A BLM tulzottan térékenynek és nehezen kezelhetdnek bizonyult ahhoz, hogy alkalmazni

lehessen nagy ateresztéképességii permeabilitas mérésekre [6].

11



Komoly attorést jelentett annak a felismerése, hogy ha a membrant egy alkalmas
mikroszird feliiletén, annak poérusaiban alakitjuk ki, akkor egy jelentdsen stabilabb
membranszerkezettel dolgozhatunk. Ez vezetett a parhuzamos mesterséges membran
permeabilitas mérések (Parallel Artificial Membrane Permeability Assay — PAMPA)
kidolgozasahoz [4]. A PAMPA két egymasba illeszked6 96 cellaju mikrotiter lemezbdl
allo szendvics, melyben a fels6 lemez aljan egy ~ 0,45 um porusatmérdjii poli(vinilidén-
difluorid) (PVDF) sziir6 helyezkedik el. E sziir6 ad lehetéséget a mesterséges membran

kialakitasara. A PAMPA sematikus felépitését az 3. abra foglalja 6ssze.

a
Akceptor b
Donor
Mesterséges membran

3. abra A PAMPA szendvics felépitése (a), a kisérleti elrendezés sematikus szemléltetése (b). Az (a) dbra

forrasa: Millipore

Az altalanosan elfogadott kisérleti elrendezés szerint a felsd lemez az akceptor, mig az
also lemez a donor fazis. Ez olyan gyakorlati megfontolasok miatt alakult ki, hogy ha egy
ugynevezett tobb idOpontos vizsgalat kivitelezése torténik, melyben az akceptor fazisbol
eltérd idopontokban vesznek mintat, ezt megtehessék anélkiil, hogy a rendszert meg
kelljen bontani. A permeabilitds mérés inkubacios idejének letelte utan a PAMPA
szendvics lemezeit szétszedik, mindkét fazisbol mintat vesznek, és egy alkalmas
analitikai modszerrel (UV spektrofotometria, HPLC-UV, HPLC-MS) meghatarozzak
mind az akceptor, mind a donor fazis hatdéanyag-tartalmat. Ebbdl lehet szamolni a

vegyliletek permeabilitas értékét.
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A mesterséges membrant alkot6 foszfolipideket altaldban n-dodekanban oldjék, és
ezt az oldatot cseppentik fel a PVDF filter feliiletére. Korabbi feltételezések szerint a
mikroszlir6kon 1étrehozott membranok valodi lipid kettésréteggel rendelkeznek [28],
azonban ezt az 4llaspontot nem sikeriilt egyértelmiien alatdmasztani. Sokkal valdsziniibb
egy rendezetlen, multilamellaris struktira megléte, melyben a foszfolipidek a szerves

oldoszer cseppjeit veszik koriil, és igy toltik ki a filter porusait (4. abra).

4. abra A mesterséges membran feltételezhet6 szerkezete a PAMPA lemez pérusain beliil [9]

Ezt az elképzelést a PAMPA lemezek filterének szerkezete is alatdmasztja, ugyanis az
inkabb egy halds, szabalytalan felépitést mutat atomerd-mikroszkopids (AFM)
felvételeken (5. abra).

)
um

o
°
pm

0 5 10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30
— —

5. abra A PAMPA PVDF filterek AFM vizsgalata (sajat felvételek; Semmelweis Egyetem Biofizikai és

Sugarbiologiai Intézet)
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A filter e tulajdonsdgai miatt nem jelent alkalmas feliiletet arra, hogy azon egy valddi
lipid kettésréteg alakuljon ki, igy a 4. abra altal vazolt szerkezet nagyobb eséllyel
valosziniisithetd.

A PAMPA egy nagy ateresztOképességli modszer gyogyszermolekuldk vagy
gyogyszerjelolt molekulak passziv, transzcellularis permeébilitdsanak mérésére. El6nyét
az adja, hogy gyorsabb, kdnnyebb ¢és jelentésen olcsobb, mint a Caco-2 sejtvonalakon
végzett vizsgalatok. Azonban mivel csak passziv folyamatokat képes modellezni, ezért
az olyan molekulak viselkedésére, melyek transzportja valamilyen aktiv folyamat altal
érintett, nem ad realis képet [29]. Egy, a két modszert 6sszehasonlitd, 17 fluorokinolon
szarmazékot vizsgald tanulmany jo korrelaciot talalt az in vivo, PAMPA ¢és Caco-2 adatok
kozott [30], igy mindkét eljaras eredményei hasznos prediktorai a gyogyszerek

farmakokinetikai viselkedésének.

2.1.2.3. Szévetspecifikus PAMPA modellek

A PAMPA mesterséges membran kialakitasanal lehetéség van arra, hogy a
felhasznalt foszfolipidek mennyiségét és mindségét ugy optimalizaljuk, hogy adott,
modellezni kivant emberi szovet membrandsszetételéhez a legjobban hasonlitson, igy
lehetdség szerint minél inkabb biomimetikus legyen.

Az eredeti PAMPA modell membranja tojas lecitint tartalmazott 10 m/v%-ban
oldva n-dodekanban [4]. Ez a modell a gasztrointesztinalis felszivodas jo prediktorava
valt, azonban alacsony permedbilitassal rendelkezd molekuldk vizsgalatira kevésbé
bizonyult alkalmasnak. Sugano és munkatarsai 2001-ben javaslatot tettek a membran
oldoészerének 1,7-oktadiénre és 1,9-dekadiénre vald cseréjére, tovabba a foszfolipid
Osszetételt tgy modositottak, hogy negativ toltéssel rendelkezé lipideket (foszfatidil-
szerin - PS, foszfatidil-inozitol — PI) is tartalmazzon a membran. E moddositasokkal
alacsony permeabilitasi molekulak és bazikus komponensek vizsgalatara is kedvezobben
hasznalhato modellt kaptak [31]. A fent emlitett szerzé és kutatdcsoportja munkassaguk
soran intenziven vizsgaltdk a membran Osszetételének szerepét a PAMPA gyomor-bél
rendszeri eldrejelzd képességét illetden. Vizsgalataik sordn leirtak egy olyan mesterséges
membran modellt, ami nagymértékben megkdzeliti az emberi bélrendszer kefeszegély
sejtjeinek membranssszetételét [31-34]. A membran, Osszetételét illetéen 3 m/v%

foszfolipidet tartalmazott, melyben az egyes lipidek részaranya a kovetkezd: 27 %
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foszfatidil-kolin (PC), 27 % foszfatidil-etanolamin (PE), 7 % foszfatidil-szerin (PS), 7 %
foszfatidil-inozitol (PI) és 32 % koleszterin.

Az eddig részletezett modellek csak a gyomor-bél rendszeri permeéciot leird
rendszerek voltak, azonban a PAMPA megfelel6 membranosszetétellel képes vizsgalni a
gyogyszermolekuldk vér-agy gaton torténd penetracidjat is. Tobb vér-agy gat PAMPA
(BBB-PAMPA) modell kertilt kidolgozasra [35, 36]. Ezekben k6z6s, hogy a membran 6
alkotdja egy lipid keverék, mely sertés agyi lipid kivonatbol késziil (Avanti Polar Lipids).
Egyes szerzOk emellett a kivonat mellett 1 m/v% koleszterint is haszndlnak a membran
kialakitasakor [37]. Fontos megjegyezniink, hogy az emberi vér-agy gat sejtjeiben nagy
szamban expresszalodik a P-glikoprotein (P-gp), melynek fontos szerepe van az
idegrendszer védelmében azéltal, hogy a membrénon keresztiil permealt vegyiileteket,
melyek szubsztratjai a fentebbi fehérjének, kifele szallitja [38]. E fehérje funkcidjanak
modellezésére a BBB-PAMPA rendszer nem alkalmas, igy a kisérlet jelentds korlatokkal
rendelkezik a P-gp szubsztratok vizsgalata soran a Caco-2 modellekkel szemben [39].

A PAMPA harmadik, legujabb teriilete a boron keresztiili felszivodas jellemzésére
alkalmas rendszer [5]. A bér-PAMPA (Skin PAMPA) és egyéb, boron keresztiili
permeaciot vizsgalo modszerek részletes targyalasara az értekezés 2.1.3.2. fejezetében
(21. oldal) keriil sor.

Elméletileg a fentebbiekben felsorolt harom human szdveten kiviil egyéb
létfontossdgu  szerv membranjanak viselkedését is lehetne modellezni PAMPA
modszerrel, megfelel6 lipid Osszetétel felhasznalasaval. Ez idaig szisztematikus
tanulmany nem jelent meg az irodalomban, mely a gasztrointesztinalis traktus, a vér-agy
gat és a bor kivételével mas szovettel foglalkozna a PAMPA teriiletén beliil. Balogh és
munkatarsai kézleményiikben sziv, vese, tiid6 és maj PAMPA modell lipidosszetételét is
Osszefoglaltak, azonban ezek egyelore nem tekinthetdk széleskoriien alkalmazott
modszereknek [37]. A kiilonbo6zd, szovetspecifikus PAMPA modellek a fejlesztés korai
fazisaban a gyogyszermolekulak szoveti megoszlasanak gyors, nagy ateresztOképességi

vizsgélati modszerei lehetnének.

2.1.2.4. PAMPA méréseket befolyasolo tényezok

A PAMPA mérések eredményeit tobb kisérleti paraméter befolyasolja, ezek

jelentds részét (a membran lipidosszetétele, a NKVR jelenléte, a donor €s akceptor oldali
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pH, a két fazis alkotdi) korabban a szakirodalom targyalta. Avdeef és munkatarsai egy
2007-ben megjelent kozleményiikben egy Osszefoglaldo folyamatabrat publikaltak,
mintegy iranymutatasként a kiillonb6z6 esetekben valasztandd mérési koriilményekre

[40].

A membran lipidosszetétele

Seo ¢és munkatarsai 6t modellvegyiilet permeabilitdsat vizsgaltdk hat eltéro,
szintetikus lipidosszetételit PAMPA rendszeren. A foszfolipideket a kovetkezOk szerint
valasztottak ki: harom toltésmentes szarmazékot (dioleoil-foszfokolin, dilinoleoil-
foszfokolin, dioleoil-foszfoetanolamin, dilinoleoil-foszfoetanolamin), egy negativ
toltéssel rendelkezd telitett zsirsav oldallancu foszfatidil-szerint, és egy negativ toltéssel
bir6 telitetlen oldallanct foszfatidil-szerint hasznaltak. Vizsgalataik szerint a foszfatidil-
kolint (PC) tartalmaz6 membran esetén a vegyiiletek permeabilitasa alacsonyabb volt. Ez
a tény azzal magyarazhato, hogy a PC ndveli a membran rigiditasat. Tovabba kimutattak,
hogy az oldallanc telitettsége nem befolyasolja a PAMPA rendszeren mért permeabilitas
értékeket [41]. Carrara és kutatocsoportja egy 34 vegyiiletet tartalmazo vizsgalatban
megallapitotta, hogy a n-dodekan mennyisége befolyasolja a méréseket, illetve a
foszfolipidek hatdsa csak a kdzepes permedbilitdsu komponensek esetén szignifikans
[42]. Corti és munkatarsai szintén vizsgaltak a lipidosszetétel hatasat [43]. Munkassaguk
megerdsitette a rigidebb membranszerkezet esetén tapasztalt alacsony permedbilitast,
ugyanis az altaluk vizsgalt molekuldk a legkisebb permedabilitast abban a rendszerben
mutattak, ahol a foszfolipidek mellett koleszterin is ndvelte a membran rigiditasat. Chen
¢s munkatarsai feltételezése szerint az oldat alapi mesterséges membranok esetén (pl.:
PAMPA) a nagy olddszer felesleg extra barriert jelent, igy egyfajta csapdakeént viselkedik
a lipofilebb komponensek szamara, novelve azok membranretenciojat. Ezért olyan
oldoszer hasznélatat javasoltdk, ami a filter impregnalasa utan elparolog annak
feltiletérél. Rendszeriik felépitésére az volt a jellemzd, hogy egy haromrétegii, lipid-
hexadekan-lipid barrier alakult ki, melynél a foszfolipidek oldasara hexant alkalmaztak,
ami azutan elparolgott a mérések kezdete el6tt. E haromrétegli mesterséges membran
kozépsd rétege tartalmazott 1 pl hexadekant, és a filter két oldalat impregnaltak a
foszfolipidek hexannal késziilt oldataval. Vizsgalataik alapjan ezt a kisérleti elrendezést

elénydsebbnek talaltak, mint a hagyomanyos dodekan-lipid felépitést [29, 44].
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A membran Osszetétele nyilvanvaldéan nagymértékben befolyasolja a PAMPA

méréseket, ezért annak kialakitasa megfontolando a vizsgalatok megtervezésekor.

Nem kevert vizes réteg (NKVR)

A NKVR fogalmat az értekezés 2.1.1.2. fejezetében (9. oldal) bevezettem. A
NKVR nem kizardlag a PAMPA, hanem egyéb in vitro modszereknél (pl.: Caco-2),
illetve in vivo koriilmények kozott egyarant fennall. A Caco-2 esetén a NKVR vastagsaga
a cellak kevertetése nélkiil hozzavet6legesen 1100-1500 um-re tehet6 [45]. Ugyanez a
PAMPA rendszer mesterséges membranjanal 1500-4000 pm-es, mig in Vivo
koriilmények kozott 30-100 pm-es vastagsagot érhet el [11]. Az emberi szervezet
kiilonboz6 szoveteinél eltérd lehet a NKVR vastagsaga. A gasztrointesztinalis
rendszerben a fenti adat jellemzi vastagsdgat, azonban a vér-agy gat vékony
kapillarisaiban a vorosvérsejtek kelld kevertetést biztositanak ahhoz, hogy a NK'VR kozel
nulla legyen [46].

Avdeef és munkatarsai 2004-ben leirtak egy olyan kevertetési eljarast, melyben a
hagyomanyos, és nem til hatékony lemez razatassal szemben minden egyes PAMPA
cellaban egy kis magneses keverdt hasznaltak. A kevertetével ellatott PAMPA lemezeket
egy specidlis keverd folé helyezve (pl.: Gut-Box™, Pion Inc.), a kevertetés
fordulatszdmanak  valtoztatasdval lehet szabalyozni a NKVR  vastagsagat.
Tanulmanyukban nagyszamu modellvegyiilettel dolgoztak, és kevertetés nélkiil, illetve
kiilonb6zd intenzitdsu keverés mellett vizsgaltdk a molekuldk permedbilitasat. A
fordulatszamot 49 és 622 rpm kozott valtoztattak. Szamitasaik alapjan kis fordulatszam
esetén 130-335 pm, mig nagy fordulatszdm alkalmazasanal 13-54 pm koriil alakult a
NKVR vastagsaga [11].

A NKVR limital6 hatasa féleg lipofil molekulak tanulmanyozasakor jelentkezik.
Ebben az esetben a membranon keresztiili transzport sebesség meghatirozé 1épése nem a
membran telitdédése adott vegyiiletre nézve, és az onnani diffuzido az akceptor oldal
iranyaba, hanem a NKVR altal kifejtett ellenallas legy6zése. Ezt a tényt Wohnsland és
munkatarsai 2001-ben publikalt kdzleménye is bizonyitotta [47].

A NKVR egy olyan jelenség, melyet in vitro koriilmények kozott megfeleld
kisérleti elrendezés segitségével konnyen ki lehet kiiszobolni, illetve a 2.1.1.2. fejezetben

(9. oldal) hivatkozott pKa™"* médszerrel szamitasba lehet venni [29].
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Az akceptor és a donor fazis dsszetétele, pH viszonya

A hagyomanyos PAMPA eljarasnal az akceptor és a donor fazis is vizes puffer. Az
akceptor fazis altalaban a vér pH-jat szimulalé pH 7,4, mig a donor fazis pH-ja széles
skalan valtoztathato. Napjaink gyogyszerfejlesztésére altalanossagban elmondhato, hogy
a vizsgalt molekuldk legnagyobb része nagy lipofilitdssal és kis vizoldhatosaggal
rendelkezik. Ez a koriilmény az ilyen modellvegytiletek vizsgalatit PAMPA rendszeren
megneheziti, tobbek kozt azért is, mert korlatozza a felhasznalhaté analitikai
modszereket, ugyanis a kis vizoldhatdsaggal rendelkez6 vegyiiletek (<20 ug/ml) esetén
az UV meghatarozas nagy hibaval terhelt. Az analitikai modszer valtasa (pl.: HPLC-MS)
a PAMPA ateresztOképességét csokkentheti. Ruell és munkatarsai egy olyan
segédoldoszert alkalmazd modszert irtak le, ami esetében lehetdség van direkt UV
spektrofotometriat hasznalni a hatéanyag-tartalom mérésére kis oldhatdsaggal
jellemezhetd molekuldk vizsgalatakor. Méréseiket acetonitril-viz (2:8) elegy donor
fazisként valo felhasznalasaval végezték, és az eredményekbdl egy matematikai
modszerrel szarmaztattak a nulla acetonitril tartalmt rendszerre érvényes permedbilitas
értékeket [48].

Az akceptor és a donor fazis Osszetételének és pH-janak valtoztatasaval ugy
nevezett sink, ,,stillyeszt6” allapotot tudunk kialakitani. Ez azt jelenti, hogy bizonyos
kisérleti koriilmények kozott, az akceptor fazisbol visszafele irdnyuld hatdoanyagaramot
nullanak tekinthetjilk. A legegyszeriibben sink kondiciot pH gradiens segitségével
hozhatunk létre. Ebben az esetben savas tulajdonsagia komponensek vizsgalatakor (ahol
a donor oldali pH 3-4 nagysagrenddel alacsonyabb) az akceptor fazisban megjelend
molekula szinte teljes mértékben ionizalt allapotba keriil. A pH-megoszlas hipotézis
alapjan a toltéssel rendelkez6 részecske lipofilitdsa és permeabilitasa elhanyagolhato a
semleges formahoz képest, a PAMPA rendszerben ilyenkor az akceptor oldalrél donor
iranyba torténé diffazié nullanak tekintend6é [6]. Egy masik lehet6ség, hogy a sink
kondiciot feliiletaktiv anyagok akceptor fazisban torténd felhasznélasaval érjlik el. Ezek
a vegyliletek a permeald molekulakat szinte teljes mértékben megkatik, a fogado fazisban
1évé szabad hatdanyag-koncentracié nulla. Ez a moddszertani moédositas rovidebb
vizsgalati 1d6t eredményez. Az elézéekben jellemzett rendszer az igynevezett Double-
Sink™ PAMPA modszer, mely kevertetés mellett lipofil komponensekre nézve

koriilbeliil 30 perces kisérleti idovel hatarozza meg a molekulak permeabilitasat [6, 49].
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Tovabba adott vegyiilet permedbilitasat tobb, jol megvalasztott donor oldali pH
mellett mérve a NKVR zavar6 hatdsat kikiiszobolhetjiik. A fentebbiek alapjan
elmondhat6, hogy a donor és az akceptor oldal Gsszetétele és pH-ja a mérések

kimenetelét, annak iddigényét, és az eredményeket nagymértékben befolyasolja.

Hoémérséklet
Az inkubacios hdmérséklet valtozasanak hatasat ez idaig Szisztematikus tanulmany
nem irta le, azonban ha az alabbi elméleti 6sszefliggéseket figyelembe vessziik, kitlinik,

hogy a homérsékletnek jelentOs hatasa lehet a membran permeabilitas (Pm) értékekre.

Py (12)

ahol Dm a diffazios koefficiens, Kq a latszolagos megoszlasi allando, h a membran
vastagsaga. A 12. egyenletben szereplé Dm és Kg hdmérsékletfliggd paraméter. Az elobbi
Osszefliggést a Stokes-Einstein egyenlet irja le (13. egyenlet) [50], mig utdbbi esetében a
van’t Hoff egyenlet adhat magyarazatot (14. egyenlet) [51].

kT
D= po— (13)
d(logKy) _a
BT —— +b (14.)

A 13. egyenletben 1évé k a Boltzmann allando, T a hémérséklet, n a viszkozitas, ra gomb
alaku részecske sugara. A 14. egyenletben szerepl6 a és b illesztési paraméterek.

A PAMPA témakorben megjelend publikaciok altalaban az inkubacios hdmérséklet
feltiintetésekor szobahOmérséklet alkalmazasara hivatkoznak, szamszert értéket nem,
vagy nem mindig adnak meg. A fentebbi Osszefiiggések alapjan valoszintsitheté a

homérseklet pontos szabalyozasdnak fontossaga.

2.1.3. A bor, mint gyogyszerbeviteli kapu

A bor —kiterjedt bioldgiai funkcidja mellett (elsddleges védelmi vonal, héhaztartas,
stb.) — fontos alternativ gyogyszerbeviteli lehetéséget jelent. EQy 2014-ben megjelent
Osszefoglalod kozlemény alapjan 17 olyan gyogyszermolekula van, mely engedélyezett

transzdermalis terapias rendszer hatéanyaga [52]. A boron keresztiili bevitel azonban nem
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tekint vissza tl hosszi multra, ugyanis az 1980-as években a gyogyszerbevitel e modja
csak néhany hatéanyagra korlatozédott (pl.: nitroglicerin, 6sztradiol), és a felhasznalt
gyogyszerformak sem mutattak nagy valtozatossagot (pl.: kendcsok, gélek). A
gyogyszervegyiiletek felszabadulasanak kontrollja és a hatékonysag hianya miatt a korai
iddszakban a bérben, mint gyogyszerbeviteli kapuban rejlé potencidlis elénydket nem is
igazan tudtak kihaszndlni. A teriiletet alapvetden valtoztatta meg az Alza Vallalat els6
transzdermalis tapasza, mely jol kontrollaltan, elére meghatarozott médon adta le a béron
keresztiil felszivodd, majd szisztémas hatast kivaltd gyogyszermolekulat [52, 53]. A
transzdermalis gyogyszerbevitel fejlodésének torténetérél Hadgraft és Lane jelentetett

meg egy Osszefoglalo kdozleményt [54].

2.1.3.1. A borén keresztiili gyogyszerbevitel elonyei, hatranyai

A transzdermalis gydgyszerbevitel eldnyei koran és egyértelmiien latszodtak. Az
egyik elonyos tulajdonsdga a lehetséges hosszu gyogyszerbeviteli id0, melyben a
hatéanyag koncentracidja szabalyozottan, végig a terapias ablakon belill tarthato. A
hosszll gyogyszer bejuttatasi id6 kiilondsen elényds olyan komponensek esetén, melynek
biologiai felezési ideje rovid, ugyanis ezeknél a szarmazékoknal més adagolasi modok
esetén gyakrabban kellene alkalmazni adott készitményt. Osszefoglalva, a transzdermalis
terapias rendszerek az alkalmazas gyakorisagat csokkenthetik, ezaltal a gyogyszer
felhasznalasat egyben biztonsagosabba is tehetik. A per os felhasznalast gyogyszerekkel
ellentétben first-pass metabolizmus nem 1ép fel, ami alacsony oralis biohasznosulassal
rendelkezé vegyiileteknél a bdron keresztiili bejuttatast kedvezdbbé teszi. Az ilyen
értelemben elmaradt first-pass metabolizmus termékei altal esetlegesen kivaltott
mellékhatasok szintén nem jatszanak szamottevo szerepet. Tovabbi fontos eldny, hogy a
gyogyszer szervezetbe juttatasa rogton felfiiggeszthetd a tapaszok eltavolitasaval, amint
az valamilyen okbol kifolyolag a tovabbiakban mar nem kivanatos. A felsorolt eldnyds
tulajdonsagoknak koszonhetéen a beteg compliance varhatdan szignifikansan jobb egy
transzdermalis tapasz hasznalata soran [52, 55, 56].

A felsorolt potencialis elonyok felismerésének kovetkeztében a korai elképzelések
kimagaslo szerepet tulajdonitottak a transzdermadlis terdpids rendszerek gyogyszeres
terapidban vald helyének. Természetesen vannak olyan tényezOk, amik limitaljak a

felhasznalasat. A boron keresztiili gyogyszerbevitel komoly nehézsége éppen a bor
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20 pum vastag stratum corneum rétege rendkiviil ellenallé barriert képez a
xenobiotikumokkal szemben. A transzdermalis fluxus kis molekulak esetén dontéen
intercellularis médon valdsul meg, de nem elhanyagolhat6 az intracellularis Gtvonal vagy
ezek kozos szerepe sem. A sejtek kozotti részt kitdltd lipid matrix egyarant rendelkezik
hidrofil és lipofil régiokkal. Ebbdl eredden a jo boron keresztiili permedciét mutatd
vegylileteknek egyarant jo viz és lipid oldékonysaggal kell rendelkeznilik. A varhaté
permeacid jo prediktora az oktanol-viz megoszlasi hanyados (logP). Gyakran parabolikus
Osszefliggést irtak le a logP érték és a permedacio kozott. Az extrém alacsony és magas
lipofilitasi molekuldk nem alkalmas jeloltek transzdermalis terapids rendszerek
fejlesztésére (idealis logP: 2-3). Nem elony0s az sem, ha a molekula mérete jelent6sen
meghaladja a 400 Da molekulatomeget. Tovabbi, nem feltétleniil a hatdéanyag fizikai-
kémiai tulajdonségai altal befolyasolt nehézség a készitmény dozirozasa, ami a gélek és
kendcsok felhasznalasakor jelenthet komoly problémat. A transzdermalis terapia sikerét
ugyancsak befolyasolhatjak a kiilonbozd bortipusok, bérbetegségek, a bor hidrataltsagi
allapota és mikrocirkulacioja [52, 53].

Egy transzdermalis terapias rendszer fejlesztése hossz id6t és nagyon jelentOs
anyagi befektetést igényel. A kutatds eredményessége nagyban fiigg az olyan vizsgalo
modszerektdl, melyek a gyogyszermolekuldk boron keresztiili felszivodasat minél
pontosabban modellezik, lehetéleg minél korabbi szakaszaban a fejlesztésnek. Ezaltal az
elénytelen tulajdonsagu molekuldk és technoldgiai megolddsok hamar kizarhatok a
tovabbi vizsgalatokbol. Ez nem kizarolag a gyodgyszeripart, hanem a kozmetikai ipart is

érinti.

2.1.3.2. A b6ron keresztiili permedcio mérési lehetdségei, br-PAMPA modell

A mérési lehetdségek bemutatdsa el6tt fontos a permedcid €s penetracid
fogalmanak tisztazasa. Permeaciordl akkor beszéliink, ha a vizsgalt molekula atlépi adott
barriert. Ez a bor esetén akkor nélkiilozhetetlen, ha a készitmény felhasznaldsaval a
szisztémads hatas elérése a cél. A penetracid soran a hatdanyag birbe torténd belépését
értjilk. Ez akkor fontos, ha helyi hatast kivanunk elérni (pl.: fajdalom- és
gyulladascsokkentés). A penetralt vegyiilet azutan fizikai-kémiai tulajdonsagaitol

fliggden bizonyos 1d6 elteltével atléphet a barrieren, és bekeriilhet a keringésbe.
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A permeécio6 hatékonysagat vizsgald modszerek nagy része diffuzios cellat hasznal,
melynél vagy teljes emberi borprepardtumon, vagy valamely részein, esetleg egy

alkalmas mesterséges membranon keresztiili passziv diffuziot vizsgalnak.

a Bérpreparatum/mesterséges

Donor membran
kompartment

Mintavevo rész

Akceptor
kompartment

Magneses
keverd

B Donor kceptor
kompartment A kompartment
i |
i
L

Akceptor . ' Akeeptor
e —
bemend kimend
-

6. abra A diffuzios cellak lehetséges kisérleti elrendezése. a: vertikalis; b: horizontalis; ¢: atfolyo cellas.

Az abra irodalmi forrasbol szarmazik [57]

A diffazios cella kisérletek elrendezési lehet6ségeit mutatja a 6. abra. Az irodalomban
széleskorien jellemzett Franz diffuzios cella vertikalis (a) [58], mig a Bronaugh cella
[59] horizontalis kialakitasa (b) vizsgaldo modszer. Az atfolyd cellas rendszerek
lényegében a vertikalis Franz diffazios celldhoz hasonlitanak azzal a lényeges
kiilonbséggel, hogy egy pumpa segitségével az akceptor oldat folyamatosan aramlik. Ez
foleg alacsony oldhatosdggal rendelkez6 molekuldk esetén elényds, ugyanis
megakadalyozza az akceptor oldat telitddését, az anyag kivalasat. Tovabbi elonye ennek
a modszernek, hogy a fogadé kompartment folyamatos aramlasa jobban hasonlit az in
Vvivo koriilményekre [57].

Azt, hogy adott gyogyszermolekula boéron keresztiili permeécidjat milyen

rendszeren vizsgaljak, nagymértékben befolyasolja az adott modszer eldrejelzd
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képessége, id6- és laborigénye, illetve a koltsége. A legrelevansabb informacio tartalma
az in vivo human vizsgalatoknak van, azonban ezek nagy koltsége és id6igénye miatt egy
készitmény fejlesztése soran, foként a korai szakaszban célszerti egyszeriibb modszereket
valasztani. Zendzian és munkatarsai patkanyokon végeztek in vivo vizsgalatokat [60],
melyekbdl azonban csak attételesen tudunk kovetkeztetni az emberi felhasznalas soran
varhato felszivodasra. Az in vivo vizsgalatoknal alapvetéen gyorsabbak a kiilonb6zo
szovetpreparatumokat felhasznald in vitro eljarasok. E preparatumok lehetnek allati vagy
emberi eredetliek. Salerno és kutatocsoportja sertés fiil bérének preparatuman keresztiil
vizsgaltak molekuldk perkutan transzportjat, ugyanis ez az allati szovet nagy strukturalis
hasonlésagot mutat az emberi bérrel [61]. Széleskorien elfogadott in vitro eljaras az
emberi bor preparatumon keresztiili permeacio6 vizsgalat. Azonban figyelembe kell venni
azt a tényt, hogy a human bor ,,mindségét”, atjarhatosagat szamos paraméter befolyasolja:
a human rassz, az ember kora és neme, a stratum corneum hidrataltsaga, a boér anatomiai
elhelyezkedése, sériilései és betegségei. E tényezOk nagy intra- és interlaboratoriumi
variabilitashoz vezetnek az adatk6zlés soran [62].

A 2.1.2.2. fejezetben (11. oldal) bemutatott PAMPA moédszer alkalmas platform a
boron keresztiili permeabilitas vizsgalatara. Mindezidaig két PAMPA rendszert irtak le a
bor modellezésére. Az els6t Ottaviani és munkatarsai dolgoztak ki 2006-ban [63]. E
modell mesterséges membranja szilikon olajat €s izopropil-mirisztatot tartalmazott. A
membran ebben az esetben olyan Osszetevokbdl all, melyek nem alkotdi az emberi
bornek. Igazi attorést és sikert jelentett a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai
Intézetében Sinko és munkatarsai altal kidolgozott és publikalt Skin PAMPA eljaras [5].
Utobbi mdodszer membrandsszetétele — a gyogyszeripar igénye szerint — biomimetikus az
emberi blr stratum corneum rétegére nézve. A stratum corneum egy ceramidokbol,
koleszterinbdl és zsirsavakbol allo6 multilamellaris lipid rétegbe agyazott korneocitdk
alkotta réteg [64]. A mesterséges membran szintetikus ceramid szarmazékot tartalmaz,
mely stabilabb és konnyebben kezelhetd, mint a valddi ceramidok. Ezek a ceramid-analog
vegyliletek (certramidok) a vizsgalatok soran bizonyitottak, hogy alkalmasak a bdort
modellezé mesterséges PAMPA membran kialakitasara [65, 66]. A Skin PAMPA eljaras
nagy ateresztOképességl, jol standardizalhatd, és relative koltségkiméld modszer. A

mesterséges membran hidrataltsagi allapota befolyasolja a vizsgéalatokat, azonban ez az
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allapot a mérések elott vizudlisan konnyen ellendrizhetd, igy ez nem okoz nagy
variabilitast az eredményekben.

A Skin PAMPA esetén igéretes lehetdség olyan moddositasok kidolgozéasa, ami
kiilonbozé gyodgyszerformak (pl.: krémek, gélek, gyogyszeres tapaszok) vizsgalatara
teszik alkalmassd a modszert. Ez mind a gyogyszeriparban, mind a kozmetikai iparban
elényds lenne a termékfejlesztés korai szakaszaban adott készitmény Osszetételének

optimalizalasa, illetve a penetraciofokozo segédanyagok tesztelése céljabol.

2.1.3.3. Kisérleti megfontolasok a bor modellezésekor, finite és infinite dozis

Ahhoz, hogy megbizhatd boron keresztiili permedbilitas adatokhoz jussunk, a
vizsgalati rendszer felépitésekor tobb, kisérlettervezés szempontjabol fontos paramétert
kell figyelembe venniink, melyeket befolyasol a vegyiiletek oldhatosdga, a kisérletek
inkubécios ideje és hdmérséklete, a kevertetés, a membran hidrataltsaga, és nem utolso
sorban a készitmény felhasznalt dozisanak mennyisége.

Foként alacsony oldhatésaggal rendelkez6 anyagok esetén fontos a 2.1.2.4.
fejezetben (18. oldal) részletezett sink allapot kialakitasa. A hivatkozott fejezetben
részletezetteken tul tovabbi megoldast jelent szérum albumin hasznalata, mert képes a
lipofil komponenseket megkdtni, alacsonyan tartva ezaltal a molekula szabad
ahhoz, hogy a bdron keresztiil ne permealjon. Az inkubacids 1d6 megvalasztasanal
figyelembe kell venni azt, hogy a kisérlet végéig a bdr vagy a mesterséges membran
szerkezete véltozatlan maradjon. A membranintegritds vizsgéalatok foként egy
mesterséges membran alapti modellnél fontosak, ahol arrdl kell meggy6zddni, hogy a
vizsgalt Osszetett készitmény valamely komponense, segédanyaga nem karositja a
membran struktarajat. A hivatalos ajanlasok szerint egy készitmény jellemzésére 24 oras
inkubacids 1d6 alatt kivitelezett mérés elegendd. Az inkubéacios hdmérséklet mind a
vegyiiletek permedbilitasat, mind a tanulmanyozott termék reologiai tulajdonsagait
befolyasolja. A bor hidrataltsaga tobbek kozott a stratum corneum barrier funkciojat
érinti, ezért az optimalis hidrataltsagi allapot kialakitasa nélkiilozhetetlen [57].

Attol fliggben, hogy a mintabol mekkora mennyiség keriil a vizsgalati cellakba, két
fajta kisérletet kiilonithetiink el, a finite és infinite dozist méréseket. Az infinite dozis

esetén a felhasznalt mintamennyiség nagy feleslegben van, olyannyira, hogy a permeélo
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molekuldra nézve a donor fazis (maga a minta) normal koriilmények kozott nem tud
kitirlilni. Ennek az az eredménye, hogy ha megvizsgalunk egy permedbilitas-id6 profilt
ebben az esetben, az egyenes altalaban konstans meredekséggel emelkedik, anélkiil, hogy
plato fazist tapasztalnank. Az infinite dozissal ellentétes fogalom a finite dozis. Finite
dozis alkalmazéasakor limitalt mennyiségli mintat (donor fazist) juttatunk a bér vagy a
mesterséges membran feliiletére. Belathatd, hogy utdbbi kisérleti koriilmény joval
kozelebb all ahhoz az allapothoz, mikor a beteg a sajat borére viszi fel adott készitményt.
Az OECD (Organisation for Economic Co-Operation and Development) ajanlasa alapjan
akkor beszéliink finite dozisrdl oldat fazisti minta esetén, ha a felvitt dozis nem haladja
meg a 10 pl/cm?, illetve félszilard mintdnal 1-10 mg/cm? tartomanyba esik [57].
Nyilvanval6, hogy eldnyosebb ugy kialakitani a mérési koriilményeket, hogy minél
inkabb megkozelitse a finite dozis kovetelményeit. A hagyomanyos Skin PAMPA eljaras
also, donor lemeze akkora mennyiségli minta felhasznalasat igényli, mely nem elégiti ki
a finite dozis fogalmat. A kozelmultban kifejlesztésre, és tesztelésre, majd kereskedelmi
forgalomba keriilt egy modositott alsé lemez a Skin PAMPA modellhez. Ennek

keresztmetszeti abrajat, illetve fényképét mutatja a 7. abra.

~16 pl

7. abra A Skin PAMPA modellhez hasznalhat6, modositott also lemez keresztmetszeti képe, és valodi

megjelenése (sajat abra és fénykép)

E lemez felhasznalasaval hozzavetdlegesen mar 60-70 pl térfogatd minta felhelyezése
esetén érintkezik a donor fazis a hidratalt mesterséges membrannal. Ez a mennyiség a
hagyoményos alsé lemez hasznalataval ~ 180-200 pl volt. Ha megvizsgaljuk az 0j lemez
donor cellajanak keresztmetszeti képét, akkor 60-70 pl minta vizsgalatanal a membrannal
kozvetleniil érintkezd anyagmennyiség kb. 30 pl. Ez azt eredményezi, ismerve a netto

permeacios feliiletet (0,3 cm?), hogy az egységnyi feliiletre esé donormennyiség 100
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ul/cm?. Az OECD ajanlasahoz képest ez még mindig egy nagysagrenddel nagyobb, de a
hagyomanyos Skin PAMPA eljarasnal elénydsebb felhasznalasu, jobban megkozeliti a
finite dozis fogalmat. Az értekezés részét képz6 gél gyogyszerforma vizsgalatakor a

fentebbiekben bemutatott alsé lemezt hasznaltuk az adott fejezetben leirasra keriild

modon.
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3. Célkituzések

3.1. Az inkubaciés hdmérséklet hatasa a PAMPA permeabilitasra

A PAMPA rendszeren elvégzett permedbilitds vizsgalatokat szdmos tényezo
befolyasolhatja, ilyen tobbek kozott a mesterséges membran lipidosszetétele, a NKVR
jelenléte és az akceptor-donor kompartment pH viszonya. Ezek jelent6s részének pontos
szerepét mar kordbban feltartdk, azonban mindezidaig szisztematikus tanulméany a
kisérletek soran hasznalt inkubacids homérséklet hatdsaroél nem jelent meg. Munkank e
pontjdnak célja az volt, hogy megvizsgaljuk, milyen mértékben valtozik a vegyiiletek
permedbilitisa a PAMPA mérések sordn, ha a hdmérsékletet emeljiikk. Ezért hdrom
kiilonb6z6 PAMPA modellen, hét eltérd szerkezeti ¢és tulajdonsdgi vegylilet
permedbilitasat kivantuk meghatarozni 15 és 55°C inkubécios homérséklet tartomanyban.

E munka keretein beliil a tovdbbiakban azt tliztiik ki célul, hogy megvizsgaljuk,
mely homérsékleten kivitelezett PAMPA kisérlet korrelal jobban adott szovetet
modellezd, egyéb in vitro modszeren elvégzett vizsgalattal. Ehhez a modellvegyiiletek
korét bovitettiik, és a vér-agy gat PAMPA rendszeren mért adatokat irodalmi forrasokbol
nyert vér-agy koncentracio hanyados (log BB) értékekkel hasonlitottuk 6ssze. A SKin
PAMPA modellen mért permeabilitas értékek és a bor autentikus, 32°C hdmérsékleten
Kivitelezett Franz diffuzios cella mérések kozotti korrelacid analizist is el kivantuk

végezni.

3.2. Gyogyszerformulaciok vizsgalata Skin PAMPA rendszeren

A 2012-ben kutatocsoportunk altal kidolgozott Skin PAMPA moédszer [5] irant
mind a gyogyszeripar, mind a kozmetikai ipar nagy érdeklddést mutatott €s mutat jelenleg
is. 2014 év végén egy Osszefoglalo kozleményt jelentettiink meg a modszer gyakorlati
felhasznalasarol [67]. Hatarozott igény mertilt fel arra, hogy ezt a metodikat kiilonb6zo
gyogyszerformaju dermalis €s transzdermalis készitmények tesztelésére is alkalmassa
tegyiik. Doktori értekezésem ez irdnyu része harom, témajukat tekintve hasonlé munka

eredményeit targyaljak.
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3.2.1. Gydgyszeres tapaszok vizsgalatira alkalmas PAMPA mdodszer fejlesztése

A transzdermalis tapaszok rendkiviil fontos készitmények a gydgyszeres
terapiaban, mivel sok, a beteg compliance novelésével jaro elonyos tulajdonsaggal
rendelkeznek. Ennek ellenére sem a gyogyszerkonyviinknek, sem az FDA-nek nincsen
teljesen egyértelm@i allaspontja a permeacid vizsgalatarol. A Ph. Hg. VIII. harom
modszert ir eld a gyogyszeres tapaszok hatdanyag-kioldédasanak meghatarozasara, ezek
a szitakorongos, cellds ¢és forgolapatos eljarasok. Az értekezésben részletezett
kisérletsorozatban arrdl szerettiink volna meggy6zddni, hogy a Skin PAMPA — a Franz
diffuziés cellahoz hasonléan — alkalmas lehet-e gyogyszeres tapaszok ilyen iranyu
tesztelésére. Erre a célra kereskedelmi forgalomban elérheté harom nikotin, kettd fentanil
¢és egy-egy ketoprofén ¢€s rivasztigmin tartalmu tapaszt vélasztottunk. A hagyoményos
PAMPA moédszer modositasat tliztiik ki célul, hogy a Skin PAMPA modellel minél
egyszeriibben lehessen tanulmanyozni ezeket a készitményeket. Egyiittmikodést
alakitottunk ki a Szegedi Tudomanyegyetem Gyogyszertechnoldgiai Intézetével, ahol
mintegy referencia mérésként az altalunk tanulmanyozott tapaszok Franz diffuzios cella
vizsgalatat végezték el. Kisérletsorozatunkkal vizsgalni kivantuk a gyogyszeres

crer

vizsgalo eljarasokat befolyasolo tényezoket.

3.2.2. Félszilard készitmények tanulmanyozdsa Skin PAMPA rendszeren

A kozelmultban kifejlesztésre és kereskedelmi forgalomba kertilt egy kiegészitd
lemez a Skin PAMPA-hoz, melynek részletes ismertetése az értekezés 2.1.3.3.
fejezetében (25. oldal) olvashato. Ezt a lemezt felhasznalva, egylittmiikodésben a
Szegedi Tudomanyegyetem Gyogyszertechnologiai Intézettel, ibuprofén tartalmu géleket
vizsgaltunk. E készitmények penetraciéfokozd segédanyagként egy-egy, eltérd tipusu
cukorészter szarmazékot tartalmaztak mas-mas mennyiségben. Szisztematikus PAMPA
vizsgalataink soran bizonyitani szerettiik volna, hogy az eljarasunk alkalmas a megfelel6
segédanyagok kivalasztasara mind mindségi, mind mennyiségi szempontok figyelembe
vételével, igy valojaban alkalmas modszer-e dermalis és transzdermalis
gyogyszerkészitmények eldvizsgéalatira a termékfejlesztés korai periddusdban az

Osszetétel optimalizalasa céljabol.
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3.2.3. Eltéro tulajdonsdgu oldoszerek hatdasa a transzdermalis permeabilitasra

Egy neves kiilfoldi kozmetikai céggel valdo tudoményos egyiittmiikddés keretein
beliil kiilonb6z6 tulajdonsagu, termékfejlesztéshez hasznalt oldoszerek transzdermalis
felszivodasban betoltott szerepének vizsgalatat tiiztiikk ki célul. Ezen oldoszerek kozott
helyet kaptak egyszeriibb, kozismertebb oldoszerek (pl.: etanol, glicerin), azonban t6bb,
kozmetikai felhasznalasu oldoszerrel (pl.: barackmagolaj, kukoricaolaj) végzett vizsgalat
is hivatott volt a Skin PAMPA ilyen iranyu felhasznéalasanak igazolasara. Egy apolaris
jellegii komponens a Symwhite™ markanevii, borfehéritd hatasu modellvegyiilet keriilt
kivalasztasra a méréseinkhez, mely molekula 23 eltéré olddészerrel késziilt oldatanak

viselkedését kivantuk tanulméanyozni a Skin PAMPA modellen.
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4. Médszerek
4.1. A permeabilitas homérsékletfiiggésének vizsgalata

4.1.1. A vizsgdlatokhoz valasztott vegyiiletek

A modellvegyiiletek kivalasztasanal fontos szempont volt, hogy sav-bazis
jellegiikre, lipofilitdsukra és méretiikre nézve eltérd tulajdonsagu vegyliletek legyenek,
ezért a permeabilitdas homérsékletfliggésének vizsgalatahoz egy viszonylag széles,
gyogyszermolekulakbol allo vegyiiletkort valasztottunk (1. tablazat). Ezek kozott
vannak savi tulajdonsdgi molekuldk (pl.: diklofendk, ketoprofén), bazikus komponensek
(pl.: verapamil, propranolol), neutralis vegyiiletek (pl.: progeszteron, karbamazepin), és
amfoter szarmazékok egyarant (pl.: piroxikdm, morfin). A modellvegyiiletek molaris
tomege széles tartomanyt olel fel, 138 és 455 g/mol koz¢ tehet. A vizsgalt anyagok

gyogyszerkonyvi minéségiiek, a reagensek analitikai tisztasagtiak voltak.
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1. tablazat A permeabilitas homérsékletfiiggésének vizsgalatahoz hasznalt modellvegyiiletek (a tablazat

folytatasa a 32. oldalon lathato)

Molaris tomeg | Sav-bazis
Vegyiilet Szerkezeti képlet
(9/mol) tulajdonsag

szalicilsav* &oa 138,12 A
lidokain* dﬂ\n/\/\cn, 234,34 B
CHO k

karbamazepin O " O 236,27 N

ketoprofén O O OHO 254,28 A

propranolol HSC\CI:H\)\/D 259,34 B

zidovudin* =$=/;j\ 267,24 A

morfin* %} 285,34 X
diklofenak Q;ﬂ 296,15 A

kodein* 299,36 B
warfarin* 308,33 A
progeszteron - 314,46 N
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Molaris tomeg

Sav-bazis

Vegyiilet Szerkezeti képlet
(g/mol) tulajdonsag
Kinin* 324,42 B
| =N o OH
piroxikam # 331,35 X
HJL/:)\S\O
fentanil* o~ C}Q 336,47 B
kortikoszteron* "L;,J " 346,47 N
indometacin* o > 5, 357,79 A
hidrokortizon* D S 362,46 N
Ry
. \ N
prazozin* QJ\O SNGPNGLN 383,40 B
j‘l/./ /CH;
verapamil | =e.. ]@\/\ = } <:2 en, 454,60 B

A: sav; B: bazis; N: semleges; X: amfoter vegyiiletet jelenti. A *-al jelolt molekulak kizardlag vér-agy gat
PAMPA (BBB-PAMPA) modellen lettek vizsgalva, mig a félkdvérrel szedett gyogyszermolekulak

mindharom PAMPA modell targyat képezték.

4.1.2. A PAMPA permeabilitis mérések kivitelezése, értékelése

A mérésekhez hagyoméanyos STIRWELL™ PAMPA szendvicseket (Pion Inc.)

hasznaltunk. Az adott szovetspecifikus membrant kozvetleniil a mérések eldtt alakitottuk
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ki a felsd, akceptor lemez filterein. Minden egyes cella sziiré feliiletére 5 pl térfogata
membran oldatot vittlink fel, mely ugy késziilt, hogy a modellezni kivant szdvetre
jellemz6 lipid komponenst oldottuk fel n-dodekanban. A gasztrointesztinalis PAMPA
(GIT-PAMPA) esetén 2 m/v% foszfatidilkolint és 1 m/v% koleszterint tartalmazott a
membran. A vér-agy gat PAMPA modell korabbi publikaciok alapjan 2 m/v% sertés agyi
lipid kivonatbdl (PBLE, Avanti Polar Lipids) és 1 m/v% koleszterinbd6l épiilt fel [35, 37].
Ettdl eltéréen a bor PAMPA (Skin PAMPA) esetén kereskedelmi forgalomban kaphato
lemezeket hasznaltunk, amin mar ki volt alakitva a bor stratum corneumdra jellemzé
lipidmatrix. A mérések elétt a Skin PAMPA membranjat hidrataltuk egy éjszakan
keresztiil az erre a célra hasznalatos hidratalo oldattal (Hydration Solution, Pion Inc.), és
csak megfeleld hidratélt allapot esetén hasznaltuk a szendvicset. A hidrataltsagrol a cellak
filtereinek vizualis vizsgalataval lehet meggy6z0dni. Mérésre alkalmas a membran, ha
fény felé forditva annak feliilete vilagos, ezzel szemben a nem kell6képpen hidratalt
membran sotét arnyalatu.

A permeabilitaist a PAMPA kisérleteket tekintve hagyomanyos elrendezésben
vizsgaltuk, azaz a fels6 lemez volt az akceptor fazis, mig a donor fazist az als6 lemez
alkotta. A modellvegyiileteket dimetil-szulfoxidban (DMSO) oldottuk olyan
koncentraciot alkalmazva, melyet az oldhatosaguk és az UV spektrofotometrias
tulajdonsaguk lehetové tett (5-20 mM). 180 ul eltéré pH-jt, 1 v/v% DMSO térzsoldatot
tartalmaz6 Britton-Robinson puffer oldatot mértink a PAMPA szendvicsek also
lemezének cellaiba. Emellett a cellak egy-egy magneses keverdt is tartalmaztak. A felso,
akceptor lemez cellaiba 200 pl pH 7,4 Britton-Robinson puffert pipettaztunk. Az oldatok
parolgasat megakadalyozandd, nedves sziir6papirral és egy, a PAMPA lemezekre
illeszkedd milanyag fedéllel fedtiik le az 6sszeallitott rendszert. A kialakitott szendvicset
magneses keverdre (Gut-Box™, Pion Inc.) helyeztiik, és a kevertetés intenzitdsat Ggy
allitottuk be, hogy a NKVR hozzéavetdlegesen 40 um vastagsagu legyen. A mérések teljes
id6tartama 1-4 o6ra volt. Az inkubaciés i1d6 elteltével a PAMPA szendvicseket
szétszedtiik, és mindkét fazisbol 150-150 pl mintat UV lemezbe (Greiner BioOne)
mértiink, és UV spektrofotometridsan Tecan Infinite M200 késziilék felhasznaldsaval
meghataroztuk a hatéanyag-tartalmat. A PAMPA Explorer™ és a PAMPA Evolution™
szoftver segitségével kiszamoltuk az adott vegyiilet permeabilitasat a kiilonbozo

hémérsékleteken végrehajtott vizsgalatok alapjan. A kever6hoz csatlakoztatott termosztat
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segitségével szabalyoztuk a rendszer hdmérsékletét. A kisérleteket 15, 25, 37,45 és 55°C-
on is elvégeztiik, hogy a permeabilitds valtozdsanak tendencidjat megfigyelhessiik. A

boron keresztiili vizsgalatok sora a bor autentikus, 32°C-os homérsékletével boviilt.

4.2. Transzdermalis és helyi hatasu gyogyszeres tapaszok vizsgalata

4.2.1. A vizsgalatokhoz felhasznalt gyogyszeres tapaszok

A vizsgalatokhoz kereskedelmi forgalomban kaphatd nikotin, fentanil, rivasztigmin
¢s ketoprofén tartalmti tapaszokat vdlasztottunk. A 2. tablazat Osszefoglalja a

készitmények fontosabb jellemzait.

2. tablazat A vizsgalt tapaszok tulajdonsagai

Hatéanyag- Permeacios
Felszin Idétartam
Hatoéanyag tartalom sebesség Készitmény Gyarto
[em?] (h]
[mg] [mg/h]
23,62 13,5 0,94 16 Nicorette® McNeil AB
o GSK Consumer
I 78,00 15,0 0,58 24 Niquitine®
nikotin Healthcare
L Novartis Hungary
17,50 10,0 0,29 24 Nicotinell®
Ltd
Fentanyl Sandoz Hungary
23,12 42,0 0,10 72 -~
Sandoz® Ltd
fentanil Teva
Fentanyl- )
16,50 30,0 0,10 72 . - Pharmaceutical
ratiopharm® .
Industries Ltd
) o - Novartis
rivasztigmin 9,00 50 0,19 24 Exelon®
Europharm Ltd
ketoprofén 20,00 70,0 S S Keplat® Hisamitsu

4.2.2. A Skin PAMPA rendszer felépitése gyogyszeres tapaszok vizsgalatara

A gyogyszeres tapaszok altal leadott hatéanyag boron keresztiili permeaciojanak
Skin PAMPA rendszeren torténd méréséhez a hagyomanyos PAMPA eljaras modositasa
valt szlikségessé. A vizsgalatokhoz a PAMPA lemezek felsd, akceptor fazisat tartottuk
meg, mig az also részt egy megfeleld tartd elemmel helyettesitettiik. Az akceptor oldalon

talalhaté mesterséges membrant egy éjszakan at szobahdmérsékleten hidrataltuk. A
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mérések kezdetekor a tapaszok adheziv feliiletérdl a védo foliat eltavolitottuk, és minden
tovabbi modositas nélkiil a hidratalt membran feliiletére ragasztottuk. A 250 ul akceptor
oldat (Britton-Robinson puffer, pH 7,4) és a magneses keverdk cellakba toltése utan az
akceptor fazist és a vizsgalt tapaszt tartalmazo rendszert a tartdé elemre helyeztiik, majd
ezt az egységet a magneses keverdre fektettiik, és szobahOmérsékleten inkubaltuk. A
kevertetés sebességét ugy allitottuk be, hogy a NKVR vastagsadga koriilbeliil 40 um
legyen. Az effektiv diffuzios feliilet 0,3 cm? volt. Az 8. abra sematikusan szemlélteti a
tapaszok vizsgalatara alkalmas kisérleti elrendezés (b) kiilonbségeit a hagyomanyos (a)

modszer felépitéséhez képest.

. . Keverd
a) Mesterséges membran

L

Akceptor
fazis

Donor
fazis

b)  Akceptor
[

Lemez tarto
egység

Keveré Mesterséges Tapasz
membran

8. abra A hagyomanyos PAMPA eljaras (a), és a tapaszok vizsgalatara alkalmas kisérleti elrendezés (b)

sematikus abrazolasa

4.2.3. Hatoanyag-tartalom meghatdrozdsa, permedcio-ido profil felvétele

A nikotin és ketoprofén tartalmt tapaszokat 6 6ra hosszan inkubaltuk, ekdzben 1/2,
1,3 és 6 6ranal 150 ul mintat vettiink az akceptor fazisbol, és ebbdl a részletbdl hataroztuk
oldattérfogatot friss pufferrel potoltuk. Hasonloan jartunk el a fentanilt és rivasztigmint
tartalmaz6 készitmények esetén is, de elébbi esetben 12, mig utobbi esetben 24 6ran
keresztiil inkubaltuk a rendszert, €s a kezdeti mintavételi pontok kiegésziiltek egy 12. és
24. 6rés mintavételezéssel. A nikotin, rivasztigmin és ketoprofén tartalom meghatarozasa

UV spektrofotometridsan tortént Tecan Infinite M200 tipust késziilékkel. A
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spektrumokat a Magellan 6 szoftverrel értékeltiik. A kalibracids egyenes meghatarozasa
(Lambert-Beer torvény: A=A]. cl) hat pontbol 4116 higitasi sorozatbél tortént, pH 7,4
Britton-Robinson pufferben. Az UV spektrofotometrids tartalmi meghatarozashoz
sziikséges paramétereket (koncentracid tartomany, hulldmhossz, kalibracids egyenes

egyenlete, determinacios koefficiens) a 3. tablazat foglalja 6ssze.

3. tablazat Az UV spektrofotometrias kalibracio relevans paraméterei

Koncentracié Kalibracios egyenes
Hatbanyag Amax [nm] R?
tartomany [g/100 cm®] egyenlete
nikotin 0,0007-0,0135 261 y =174,95x + 0,0044 0,9999
rivasztigmin 0,0055-0,0829 264 y = 17,28x + 0,0009 0,9998
ketoprofén 0,0008-0,0032 260 y = 484,96x + 0,0636 0,9960

A membranon keresztiil permedlt, és az akceptor fazisban megjelend fentanil tartalmat
irodalmi LC-MS modszerrel hataroztuk meg [68]. Erre a célra Agilent 1260 HPLC-hez
kapcsolt, Agilent 6460 QQQ tomegspektrométert hasznaltunk. A kromatografias analizis
forditott fazisu rendszerben tortént (oszlop: Zorbax Eclipse Plus C18 4,6 x 100 mm, 3,6
um, mozgo6 fazis: metanol: vizes hangyasav [9:1 v/v] 50:50 v/v). Az aramlasi sebességet
0,5 ml/percre, a hdmérsékletet 25°C-ra allitottuk. A fentanil molekulaionjat szelektiv
ionkovetési modban  (SIM moéd) detektaltuk. A kromatogrammokat és a
tomegspektrumokat az Agilent MassHunter szoftver segitségével értékeltiik. A fentanil
tartomanyt olelt fel.

A permedlt hatdéanyag mennyiségét mindkét analitikai (UV és LC-MS) eljaras

esetén egységnyi feliiletre adtuk meg és mg/cm?

egységben fejeztiik ki. Az adott
mintavételi pontokhoz tartozé eredményekbdl felvettiik a vizsgalt tapaszokra jellemzd

permeécio-ido profilt.
4.2.4. A tapaszok Franz diffuzios cella (ex vivo) vizsgdlatai

A tapaszok vizsgalatara modositott Skin PAMPA eljaras eredményeit egy fiiggetlen
modszerrel kivantuk Osszevetni. Az Osszehasonlitd vizsgalatokat vertikalis Franz
diffuzids cellaval végeztiik. Egy 0,45 um poérus atmérével rendelkezd celluldz-acetat

lemezre keriilt a human boér epidermisz, melynek feliiletére rogzitettiik a vizsgalat targyat
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képezd tapaszt. Az epidermisz prepardtumok 35 ¢és 40 év kozotti ndi paciensektol
szarmaztak, akik hasi sebészeti beavatkozason estek at. Ennek soran a bor eltavolitasa
utdn a bor alatti zsirszovetet is eltavolitottak, majd a bor preparatumot -20°C-on taroltak.
A permedbilitds vizsgalatokhoz ezeket a preparatumokat felolvasztottuk, és egy un.
hészeparacios technikaval [69] eltavolitottuk az epidermiszt az alatta fekvo rétegektol.
Ennek a kivitelezéséhez a bort 90 masodpercre 60°C-os vizfliirdébe helyeztiik, majd
onnan kivéve, a stratum corneum oldalaval felfele egy sziirOpapirra fektettiik. EQy csipesz
segitségével ezutan az epidermisz ovatosan eltavolithatd. Az epidermisz tovabbi, foszfat
pufferben (pH 7,4) torténd hidratalas utan mar rogzithetévé valt a celluloz-acetat lemez
feliiletén. Az igy kialakitott ,,membranra” ragasztott gyogyszeres tapasz szintugy, mint a
Skin PAMPA esetén, donor fazisként viselkedett, melybdl a felszabaduld hatéanyag
cm? volt. Akceptor fazisként foszfat puffer oldatot (pH 7,4) alkalmaztunk. Az igy
Osszeallitott kisérletet 24 oran keresztiil inkubaltuk, mely idé kozben 1/2, 1, 3, 6, 12 és
24 ¢6ranal 0,8 ml mintat vettlink az akceptor fazisbol, és UV spektrofotometridsan
puffer oldattal potoltuk. Az eredményeket az egységnyi felilleten permealt anyag
mennyiségére adtuk meg mg/cm? egységben, valamint felvettiik a tapaszok e rendszerben
mért permeacio-ido profiljat is. A fentanil tartalmu tapaszokat a vaghatdsag hianya miatt

Franz diffizids cellan nem vizsgaltuk.

4.3. Gél gyogyszerforma vizsgalata Skin PAMPA rendszeren

A Szegedi Tudomanyegyetem Gyodgyszertechnologiai Intézetével kozosen
félszilard készitmények vizsgalatat végeztiik el. Az ehhez sziikséges gélek eldallitasara
Szegeden, mig a Skin PAMPA mérésekre a Semmelweis Egyetem Gyogyszerészi Kémiai

Intézetében keriilt sor.

4.3.1. Az ibuprofén tartalmu gélek elkészitése

A tanulmanyozott félszilard készitmények, gélek hatdbanyagaként egy széleskoriien
hasznalt, nemszteroid gyulladas- ¢és fajdalomcsokkentd vegyiiletet, az ibuprofént

valasztottuk. A  készitmények a tovabbiakban részletezett penetraciofokozo
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segédanyagok mellett polietilén-glikol 400-at, karbopolt, trolamint és desztillalt vizet
tartalmaztak. A gélek ibuprofén koncentracidja (5 m/m%) minden esetben azonos volt,
azonban attol fliggéen, hogy melyik penetraciofokozd segédanyagot, €s milyen
koncentracioban tartalmaztdk, négy csoportot kiilonithetiink el. Az elsé csoport
szacharoz-laurat D-1216 (tovabbiakban D1216) hozzdadasaval késziilt. A masodik
csoportban penetraciéfokozd anyagként szachardéz-mirisztat C-1416-ot (tovabbiakban
C1416) hasznaltunk. A harmadik és negyedik osztalyt olyan gélek alkottak, melyek a
fenti segédanyagok koziil egyet-egyet tartalmaztak 2,64 m/m% mennyiségben, de
emellett egy transzkutol (TR) (dietilén-glikol-monoetil-éter) nevii anyag is a receptira
részét képezte, mely szintén penetraciofokozo segédanyag. Tovabba kontrolmintanak
készitettiink egy, minden permeabilitast ndveld segédanyagot nélkiilozo gélt, illetve egy
olyat is, mely csak transzkutolt tartalmazott. A vizsgalatok soran tanulmanyozott géleket
a jobb attekinthetéség érdekében, a 4. tablazat foglalja 0ssze. A szachar6z észterek

szerkezeti képletét a 9. abra mutatja.

fl) a
HEC/\/\/W\/\O
0
HO 1
“~OH
HO OH
0 b
HSCN\/\/\/\N\O
HO o
HOm. L 3
"\ /™oH
hd o HO  ToH

9. abra A szachardz-laurat (a) és a szachar6z-mirisztat (b) szerkezeti képlete
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4. tablazat A gél gydgyszerforma vizsgalatahoz készitett gélek

Ké‘sz‘i’tI}lény Segédanyag ?rf;g::g;izzzg Ké:sz.i.t Iflény Segédanyag ifeglfg;izyézg
jelolése [m/m%] jelolése [M/m%]
D1216 [1%] D1216 1,00 C1416 [0.25%] Cl416 0,25
D1216 [2%] D1216 2,00 C1416 [0.5%] C1416 0,5
D1216 [4%] D1216 4,00 C1416 [1%] Cl416 1,00
D1216 [6%0] D1216 6,00 C1416 [2%0] C1416 2,00
D1216 [8%] D1216 8,00 C1416 [4%] C1416 4,00
D1216 [10%] D1216 10,00 C1416 [6%0] Cl416 6,00
D1216 [2.64%] D1216 2,64 C1416 [8%0] C1416 8,00
D1216-TR [2.64%] | D1216 + TR | 2,64 + 10,00 C1416 [10%0] Cl1416 10,00
Kontrol ? ? C1416 [2.64%] C1416 2,64
Kontrol TR TR 10,00 C1416-TR [2.64%] | C1416 + TR | 2,64 + 10,00

A gélek jeldlésében tiikr6zodik a penetraciofokozd segédanyag neve és mennyisége. D1216: szachardz-

laurat D-1216, C1416: szacharéz-mirisztat C-1416, TR: transzkutol, [m/m9%a].

A penetraciéfokozé segédanyagok részletesebb attekintése az értekezés 6.3. fejezetében
(71. oldal) olvashatd. A 2,64 m/m% koncentracioju gélek kissé kilognak a segédanyagok
mennyiségének novekvo tendencidjabol. Ezek a gélek technoldgiai megfontoldsok miatt
késziiltek el, ugyanis ezek azok, melyek a legtobb D1216-0t vagy C1416-ot tartalmaztak,

de még nem kellett 6ket centrifugalni a készitésnél.

4.3.2. A gélek vizsgadlatara alkalmas Skin PAMPA rendszer felépitése

A gélek hatdéanyagéanak transzdermalis permeabilitasat kereskedelmi forgalomban
kaphatdo Skin PAMPA szendviccsel végeztiik el. Azonban a hagyomanyos PAMPA
eljarasbol csak a fels6 lemezt hagytuk meg, mig az alsot, a 2.1.3.3. fejezetben (25. oldal)
bemutatott, mddositott als6 lemezzel helyettesitettiik. Ezen formulacios lemez minden
celldjaba kozvetlentil 70 pl félszilard készitményt mértiink, mely a donor fazist alkotta.
Akceptor fazisként a felsé lemez cellaiban 250 pl pH 7,4 puffert hasznaltunk. A NKVR
hatasanak kikiiszobolése céljabol a fogado oldal celldit egyenként kevertettiik. A mérések
elott a Skin PAMPA mesterséges membranjat egy éjszakan at hidrataltuk, mely hidratacio
hatasfokat vizudlisan ellendriztiik. A PAMPA szendvics 0sszedllitdsa utan a rendszert
32°C homérsékleten 24 6ra hosszan inkubaltuk. Kozben az els6 6raban kétszer, utana a

10. oraig oranként, majd 12, 16 és 24 6ranal vettiink mintat a fogadd fazisbol. Az igy
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eltavolitott puffert friss akceptor oldattal potoltuk, és az igy jelentkezd higulast az
értékelésnél figyelembe vettikk. A mintavétel utdn az ibuprofén mennyiségét UV
spektrofotometridsan hataroztuk meg. A tartalmi meghatarozashoz hasznalt kalibracio

paramétereit az 5. tablazat foglalja 6ssze.

sres

Koncentracié tartomany Kalibracios egyenes
Hatbéanyag Amax [nm] R?
[9/100 cm?] egyenlete
ibuprofén 0,0100-0,0600 263 y =11,21x - 0,0136 0,9999

Az ibuprofén mennyiségét az egységnyi feliiletre es¢ permealt anyagmennyiségben,
ng/cm? egységben adtuk meg. Az eredményekbél felvettiik a gélek permeabilitas-idd
profiljait, melyek a tovabbi értékelés alapjat képezték.

4.4. Termékfejlesztéshez hasznalt oldoszerek hatasa a transzdermalis

permeabilitasra
4.4.1. A vegyiilet tajékoztato oldhatosaganak meghatdrozdsa a vizsgalt oldoszerekben

A nemzetko6zi kutatasi egyiittmiikodés keretein beliil végzett munka elsd 1épése a
modellvegyiilet, a feniletil-rezorcin (Symwhite™, 10. abra) tajékoztatd oldhatosdganak
meghatarozasa volt a 23 kiilonboz6 tulajdonsagt oldoszerben (6. tablazat). A feniletil-
rezorcin ezen oldoszerekkel késziilt oldatai a donor fazist alkottak a Skin PAMPA
vizsgalatokkor, igy nyilt arra lehetdség, hogy az oldoszerek boron keresztiili

permedabilitast befolyasolod hatdsat vizsgaljuk. A tdjékoztatd oldhatosagi adatokra azért

crer

fazisban.

HO
H,C O

10. 4bra A feniletil-rezorcin (Symwhite™) szerkezeti képlete
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6. tablazat A vizsgalatokhoz hasznalt oldoszerek listaja

Oldészerek [laboratériumi jeldlésiik]
viz [L01] kaprilsav- és kaprinsav trigliceridek [L13]
etanol [LO2] izododekan [L14]
glicerin [LO3] dimetikon [L15]
DMSO [L04] izopropil-mirisztat [L16]
paraffin [LO5] oktil-dodekanol [L17]
viz/propilén-glikol 8/2 [L06] izononil-izononanoat [L18]
viz/etanol 8/2 [LO7] hidrogénezett poliizobutén [L19]
viz/dimetil-izoszorbid 9/1 [L08] barackmagolaj [L20]
viz/propilén-glikol/etanol 1/3/6 [L09] fenil-trimetikon [L21]
propilén-glikol [L10] dimetil-izoszorbid [L22]
butilén-glikol [L11] kukoricaolaj [L23]
dipropilén-glikol [L12] -

A nevek utan jelzett kodszamok az altalunk hasznalt laboratoriumi jeldlések voltak a konnyebb

kezelhetdség érdekében.

Az oldhatosag vizsgalat soran egy tajékoztatd modszert alkalmaztunk, melyben a
feniletil-rezorcinra nézve toményebb rendszerbdl kiindulva higitottuk a szuszpenziot
addig, mig a hatoanyag feloldodott adott oldoszerben. Az igy meghatarozott oldhatosagi
kategoriak a kovetkezok voltak: >1000; 100-1000; 10-100; 1-10; <1 mg/ml. Ezeket a tag
kategoridkat azutan tovabb sziikitettiik. Minden egyes tartomanynal megvizsgaltuk, hogy
a modellvegyiilet oldhatosaga a felsé hataron van-e. Ha nem, akkor vagy egy koztes
értéknél, vagy az alsé limiten helyezkedik el. A tovabbiakban 4/3-szoros, kétszeres,
négyszeres ¢és tizszeres higitassal az alabbi sziikebb oldhatosagi kategoridkat kaptuk
(példanak véve a 10-100 mg/ml-es csoportot): 10; 25; 50; 75; 100 mg/ml. Ezen logika
mentén finomitottuk az oldhatdsagi skalat a tobbi csoportban is. Az eredmények tiikkrében

meghataroztuk a vizsgalatokhoz hasznalt kezdeti feniletil-rezorcin koncentraciot.

4.4.2. A Skin PAMPA membrdanintegritds vizsgdlata

A membranintegritds vizsgalat célja az volt, hogy meggy6zddjink rola, a
tanulméanyban szerepldé oldoszerek nem teszik-e tonkre a Skin PAMPA mesterséges
membranjat. A vizsgalat sordn arra torekedtiink, hogy mindent ugyanazon a médon
hajtsunk végre, ahogyan a tényleges permeabilitds méréseknél, igy a membrant
ugyanolyan hatdsoknak tettlik ki minden esetben. A kisérletekhez kereskedelmi

forgalomban kaphaté Skin PAMPA lemezeket haszndltunk. A méréseket ugy épitettiik
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fel, hogy az als6 lemez négy darab cellajat tartalmazo egységeibe mértiink egy-egy tipusu
oldoszert, hogy az érintkezzen az eldzetesen hidratalt felsé lemez membranjaval. Az
olddszerek ebben az esetben nem tartalmaztak oldott anyagot, ez egy iires kisérlet volt,
azonban a felsé lemezbe a tovabbi méréseknél hasznalt pH 7,4 puffert mértiik. Az igy
Osszerakott PAMPA szendvicset 7 o6ra hosszan, 32°C homérsékleten inkubaltuk
folyamatos akceptor fazis keverés mellett.

Az inkubécids i1d0 letelte utan elészor makroszkopikusan vizsgaltuk meg a
membran feliiletét. Amennyiben megfelelonek bizonyult adott cella, ugy a filtert
Ovatosan, papirvattaval megtisztitottuk, és egy hagyomanyos Skin PAMPA mérést
raktunk 0ssze piroxikdm modellvegyiilet felhasznalasaval. Itt az oldoszerenkénti négy
cellabol haromban tortént permedabilitds mérés, a negyediket iires kisérletként hajtottuk
végre. Az igy kapott logPe értékeket egy kordbban kivitelezett piroxikdm mérés

eredményéhez hasonlitottuk.

4.4.3. A PAMPA permeabilitis mérések kivitelezése

A vizsgalatokhoz kereskedelmi forgalomban kaphato Skin PAMPA szendvicseket
hasznaltunk. A mérések el6tt a Skin PAMPA mesterséges membranjat hidrataltuk, majd
ennek hatasfokat vizualisan ellendriztik. Donor fazisként a feniletil-rezorcin adott
oldoszerrel késziilt oldatdt hasznaltuk, melyet az eldzetes tajékoztatd oldhatdsag-
vizsgalat fiiggvényében kijelolt koncentracioban, a mérések eldtt frissen készitettiink. A
vizsgalatoknal rendhagyd modon a donor fazis a felsé lemez volt, mig a fogadoé oldal alul
helyezkedett el. Utobbi cellaiba 180 pl pH 7,4 puffert toltottiink, és egy-egy magneses
kever6t helyeztiink. A donor oldalra az oldatok 70-70 pl-ét mértiik. A lemezeket ezutan
ovatosan egymasra helyeztiik, és 32°C homérsékleten 6 oOran keresztil inkubaltuk.
Ekozben 2, 4 és 6 oOranal az akceptor fazisbol 150 pl mintat vettiink, és UV
meghatarozashoz kalibraciot készitettiink, melynek relevans paramétereit a 7. tablazat

foglalja Ossze.
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7. tablazat A feniletil-rezorcin (Symwhite™) UV spektrofotometrias mérésének kalibracios adatai

Koncentracio Kalibracios egyenes
Hatbanyag Amax [nm] R?
tartomany [g/100 cm®) egyenlete
feniletil-rezorcin 0,0009-0,0090 280 y =120,5x + 0,0014 | 0,9997

A mintavétel utan a fogadoé fazist egy uj als6 lemezzel helyettesitettiik, melybe eldzetesen
szintén pH 7,4 puffert mértiink és magneses keverdt helyeztiink. A mintavételek soran
jelentkezO higulast az adatok értékelésekor figyelembe vettiik. A NKVR hatasanak
kikiiszobolése céljabol az akceptor fazist kevertettiik olyan intenzitassal, hogy a NKVR
hozzavet6legesen 60 um legyen. Az oldészerek parolgasat a PAMPA szendvics gondos
lezarasaval akadalyoztuk meg. A mérési eredményekbdl kiszadmoltuk a modellvegytilet
membran permedbilitds értékét (logPm), és meghataroztuk adott olddszerben létrejovo

fluxusat.
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5. Eredmények

5.1. Az inkubacios homérséklet valtozasanak hatasa a permeabilitasra

5.1.1. A GIT-PAMPA rendszeren végzett vizsgalatok eredményei

Hét eltérd sav-bazis tulajdonsagokkal és szerkezettel jellemezhetd vegyiilet
permeabilitasat mértiik meg a 4.1.2. fejezetben (32. oldal) leirtak szerint készitett GIT-
PAMPA rendszeren. A 15,25, 37,45 és 55°C homérsékleten mért intrinsic permeabilitas
(logPo) értékek a 8. tablazatban lathatok. Minden esetben harom parhuzamos mérés

atlageredményei szerepelnek.

8. tablazat A gasztrointesztinalis PAMPA modellen mért logPo értékek

GIT-PAMPA
t logPo logPo logPo logPo logPo logPo logPo
[°C] | diklofenak | karbamazepin | ketoprofén | piroxikam | progeszteron | propranoclol | verapamil
15 -2,11 -4,93 -3,65 -3,27 -4,21 -2,75 -2,52
25 -1,98 -4,94 -3,61 -3,16 -4,34 -2,63 -2,60
37 -1,93 -4,75 -3,55 -3,13 -4,17 -2,18 -2,28
45 -1,94 -4,64 -3,44 -3,16 -4,04 -2,06 -2,10
55 -1,88 -4,49 -3,38 -3,07 -3,64 -1,84 -1,78

5.1.2. A BBB-PAMPA modellen végzett vizsgalatok eredményei

A vizsgélataink elsé fazisdban a BBB-PAMPA modellen ugyanannak a hét
gyogyszermolekulanak az intrinsic permeabilitasat mértiik, mely a GIT-PAMPA esetén
IS szerepelt. Az inkubaciés homérsékleteket szintén 15 és 55°C hémérséklet kozott

valasztottuk meg. Az eredményeket a 9. tablazat tiinteti fel.
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9. tablazat A vér-agy gat PAMPA modellen mért logPo értékek

BBB-PAMPA

t logPo logPo logPo logPo logPo logPo logPo
[°C]| diklofenak | karbamazepin | ketoprofén | piroxikam | progeszteron | propranolol | verapamil
15 -2,08 -4,91 -3,49 -3,37 -4,55 -2,74 -3,13
25 -1,96 -4,78 -3,39 -3,26 -4,35 -2,46 -2,85
37 -1,80 -4,52 -3,19 -3,10 -4,21 -2,33 -2,76
45 -1,76 -4,39 -3,04 -3,04 -4,08 -2,17 -2,62
55 -1,68 -4,21 -2,96 -2,99 -3,94 -2,00 -2,33

A kisérletsorozat masodik fazisaban a 4.1.1. fejezet 1. tablazata (31. oldal) szerint 16-ra
bovitettilk a vegyiiletek korét, és megmértiik azok permedbilitdsat 25 és 37°C
hémérsékleten. Ezen mérések esetén a pH 7,4 donor fazis alkalmazasaval mért, effektiv
permeabilitas értékeket (logPe) adtuk meg. A célbol, hogy megvizsgaljuk mely
hémérsékleten végrehajtott PAMPA mérés korreldl jobban mas modszerek
eredményeivel, korrelacidanalizist végeztiink egy eltérd eljarassal, 37°C homérsékleten
kapott vér-agy koncentracio hanyados (logBB) értékekkel. A permeabilitas mérés
eredményeit, és az irodalmi forrasbol [36, 70] nyert logBB adatokat a 10. tablazat

foglalja Ossze.

10. tablazat A bévitett vegyiiletkor felhasznalasaval pH 7,4 donor fazis esetén mért logP. értékek (a
tablazat folytatasa a 46. oldalon lathato)

BBB-PAMPA
logBB*
pH 7,4 logPe
t[°C] 25 37 37

propranolol -4,39 -4,17 0,64
kinin -4,51 -4,34 0,60
fentanil -4,32 -3,97 0,60
kodein -5,13 -4,94 0,55
progeszteron -4,35 -4,21 0,20
lidokain -4,86 -4,31 0,10
karbamazepin -4,78 -4,52 0,00
warfarin -5,74 -5,64 0,00
morfin -6,06 -5,31 -0,16
kortikoszteron -5,01 -4,68 -0,50
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BBB-PAMPA

pH 7,4 logPe logBB*
t[°C] 25 37 37
verapamil -4,17 -3,92 -0,70
zidovudin o -6,52 -0,89
hidrokortizon -5,46 -5,32 -0,90
prazozin -4,95 -4,80 -0,90
szalicilsav -7,25 -6,66 -1,10
indometacin -5,44 -5,52 -1,26

*: Irodalmi forrasbol kapott vér-agy koncentracié hanyados [36, 70]. e: nincs adat.

5.1.3. A Skin PAMPA mddszeren végzett vizsgdlatok eredményei

A Skin PAMPA modellen 32°C hémérsékleten is tanulményoztuk a hét vegyiilet

permedabilitasat. A 11. tablazat foglalja 6ssze a mérések eredményeit.

11. tablazat A Skin PAMPA modellen mért logPo értékek

Skin PAMPA

t logPo logPo logPo logPo logPo logPo logPo
[°C]| diklofenak | karbamazepin | ketoprofén | piroxikam | progeszteron | propranolol | verapamil
15 -3,46 -6,00 -4,60 -4,69 -4,78 -4,74 -4,13
25 -3,46 -5,95 -4,29 -4,28 -4,58 -3,96 -3,59
32 -3,16 -5,58 -3,98 -4,27 -4,75 -3,30 -3,44
37 -2,94 -5,26 -3,73 -4,22 -4,53 -3,12 -3,40
45 -2,77 -4,88 -3,562 -3,93 -4,40 -2,92 -3,20
55 -2,60 -4,59 -3,24 -3,47 -4,23 -2,57 -2,99

A 32°C inkubacios homérséklet azért keriilt be a vizsgalati korbe, mert ez az autentikus
homérséklete az emberi bérnek, tovabba a referenciaként alkalmazott Franz difftizios
cella mérések adatai szintén ezen a hdmérsékleten végrehajtott kisérletekbol szarmaznak
[5]. Ahogy a vér-agy gat PAMPA esetén, a Skin PAMPA vizsgalatok kivitelezésekor is
cél volt egy masik, ebben az esetben egy Franz diffuzids cella modszer eredményeivel
Osszevetni az adatainkat, hogy megvizsgaljuk, mely inkubacids hémérséklet alkalmazasa
elénydsebb. Az ehhez sziikséges eredményeket, és az irodalmi forrasbol nyert adatokat

foglalja 6ssze a 12. tablazat.
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12. tablazat A pH 6,4 donor fazis mellett, Skin PAMPA moddszerrel mért logPe értékek

Skin PAMPA
pH 6,4 logPe
t [°C] | diklofenak | karbamazepin | ketoprofén |  piroxikam progeszteron | propranolol | verapamil
15 -5,88 -6,00 -6,04 -6,04 -4,78 -7,87 -6,80
25 -5,65 -5,95 -6,72 -5,85 -4,58 -6,91 -6,58
32 -5,58 -5,58 -6,37 -5,68 -4,75 -6,43 -6,12
37 -5,35 -5,26 -6,19 -5,57 -4,53 -6,25 -6,07
45 -5,19 -4,88 -5,77 -5,29 -4,40 -6,05 -5,88
55 -5,02 -4,59 -5,55 -4,83 -4,23 -5,70 -5,66
logKy"
Franz %) 0,18 -0,31 -0,96 1,08 -0,85 -0,36
cella

*: Franz diffazios cella modszerrel kapott permeabilitas adatok (32°C) [5]. e: nincs adat.

Az eredmények részletes értelmezése az értekezés 6.1. fejezetében (59. oldal) olvashato.

5.2. Gyogyszeres tapaszok vizsgalata

A vizsgalatokhoz hat, kereskedelmi forgalomban kaphatd transzdermalis
gyogyszeres tapaszt, és egy helyi hatast, nemszteroid fajdalom- €és gyulladascsokkentd
készitményt valasztottunk. A tapaszok néhany, a vizsgalat szempontjabol relevans
tulajdonsagat a 4.2.1. fejezet 2. tablazata (34. oldal) tartalmazza. A tanulmanyozott
gyogyszerek kozott van két kiilonbozd gyartotol szarmazod fentanil tartalmi tapasz
(Fentanyl Sandoz®, Fentanyl-ratiopharm®), egy rivasztigmint és egy ketoprofént
tartalmazé készitmény (Exelon®, Keplat®), illetve harom eltérd gyartd altal készitett
nikotin tartalmu tapasz (Niquitin®, Nicotinell®, Nicorette®). Minden termékbél harom
mintat vizsgaltunk. A tapaszok PAMPA lemezekre torténd felhelyezése és vizsgalata a
4.2.2. fejezetben (34. oldal) leirtak szerint tortént. A készitmények rogzitésekor fontos
szempont volt, hogy minél tobb cellat teljes mértékben lefedjenek. Azon PAMPA cellak
eredményeit, melyeket csak részben fedett adott gydgyszeres tapasz, az értékelésben a
tovabbiakban elhanyagoltuk. Az 4tlagos permealt mennyiséget az akceptor talca celldiban
1év6 hatoanyag-koncentracio alapjan szamoltuk, minden esetben figyelembe véve a tobb
mintavétellel jar6 higulasi folyamatot. A kovetkezokben megadott eredmények az

egységnyi feliiletre esé permealt mennyiséget mg/cm? egységben fejezik ki. Az adatok
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szoOrasat a grafikonokon feltlintettiik. A PAMPA mérések esetén a szords az individualis
cellak kozotti szordst mutatja, mig az Gsszehasonlitasképpen végzett vertikalis Franz

diffazios cella kisérleteknél a parhuzamosan végzett mérésekb6l eredd szorast adtuk meg.

5.2.1. Fentanil tartalmu tapaszok

A hatéanyagként fentanilt hordozo, erds fajdalomcesillapitd hatdsu készitmények
vizsgalati eredményeit a 11. abra szemlélteti. A kék szaggatott vonal a tapasz gyartd
altali hatéanyag-bejutasi kinetikajat mutatja, mely a gyogyszer szekunder csomagolasan
jelolt értékbdl és a tapasz méretébdl lett megallapitva. Ez, bar eltérd gyartotdl szarmazik,
egyez6 a két gydgyszernél. A fentanil kis mennyisége miatt a kvantitativ analizis LC-MS
modszerrel tortént. Ezeknél a tapaszoknal dsszehasonlito Franz diffuzios cella méréseket
nem végeztiink. Ennek oka az volt, hogy a készitmény betegtdjékoztatdja nem javasolja

a vagasat, igy nem volt lehetdség a membranra rogziteni a tapaszt.
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11. abra A két fentanil tartalmu tapasz permealt mennyiség-id6 profilja (permeabilitas profil). A piros
pontok és a fekete folytonos vonal a PAMPA mérések eredményeit, a kék szaggatott vonal a gyarto altal

deklaralt hatbanyag-bejutas kinetikajat jeloli.

5.2.2. Rivasztigmin tartalmu gyogyszeres tapasz

Az Exelon® transzdermalis készitmény egy kozponti idegrendszeri tdmadasponta
kolineszteraz-gatld vegyliletet, a rivasztigmint tartalmazza. A gydgyszert az Alzheimer
¢s Parkinson korral jaré demencia kezelésére hasznaljak. A vizsgalat eredményét a 12.

abra mutatja. Az abra bal oldali paneljén a Skin PAMPA, mig jobb oldalan a Franz
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diffazios cella modszer altal kapott eredmények lathatok. A grafikus abrazolas koveti a
fentanil tartalmu tapaszoknal alkalmazott abrazolasi modot, azaz a permeabilitas profilt a
gyarto altal deklaralt felszivodasi kinetikdhoz hasonlitja. Az Exelon® esetén 24 6ra hosszu
mérést hajtottunk végre hat mintavételi ponttal, hogy megvizsgaljuk a beteg altali teljes
felhasznéldsi periodusban a tapaszbol felszabaduld hatéanyag boéron keresztiili

felszivodasat.
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12. abra A rivasztigmin tartalmu tapasz permeabilitas profilja. A piros pontok és a fekete folytonos vonal
a sajat PAMPA (bal), illetve a Franz diffiizios cella mérések (jobb) eredményeit, a kék szaggatott vonal a

gyarto altal deklaralt hatdanyag-bejutas kinetikajat jeloli.

5.2.3. Nikotin tartalmu tapaszok

A munka harmadik fazisdban nikotin tartalmi készitményeket vizsgaltunk. A
nikotin tapaszok a dohanyzasr6l valo leszokast tamogatdo terapia eredményesen
hasznalhat6 eszkozei. Harom kiilonb6z6 gyartdtdl szarmazd, kereskedelmi forgalomban
kaphatd, eltérd doziserdsségii tapaszt (Niquitin®, Nicotinell®, Nicorette®) vizsgaltunk. A
Skin PAMPA ¢és a Franz difftzids cella eredményeit a 13. abra foglalja 0ssze. Az
értekelés soran — az elézdekben megismertekkel egyezéen — a gyartok altal jelolt
felszivodasi kinetikdhoz (kék szaggatott vonal) hasonlitottuk az adatainkat. Ezeknél a
méréseknél hat ora hosszt inkubacidt haszndltunk négy mintavételi ponttal. Az
dsszehasonlitas sordn a Nicotinell® két modszeren torténd egyezése mellett, a masik két
tapasznal kiillonbségeket figyeltiink meg. E kiilonbségek értelmezése a 6.2. fejezetben
(66. oldal) torténik.
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13. abra A harom kiilonb6z6 nikotin tartalmi tapasz permeabilitas profilja. A piros pontok és a fekete
folytonos vonal a sajat PAMPA (bal), illetve a Franz diffuziés cella mérések (jobb) eredményeit, a kék

szaggatott vonal a gyarto altal deklaralt hatdanyag-bejutas kinetikajat jeldli.

5.2.4. Ketoprofén tartalmu, helyi hatdsu tapasz

A negyedik, egyben utolso vizsgalt gyogyszeres tapasz a ketoprofént tartalmazo
Keplat® volt. Ez a tapasz nem szisztémas hatasi transzdermalis készitmény, hanem egy

helyi fajdalom- és gyulladascsokkentd hatast célzé gyogyszer. Eppen ezért a gyarté nem
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jelol meg felszivodasi adatot a csomagolason, igy az ezzel torténd Osszehasonlitds sem

kivitelezhetd. A Skin PAMPA mérés eredményét a 14. abra bal oldali panelje, mig a

Franz diffazios cella vizsgalatok eredményét a jobb oldali panelje mutatja.

Permedlt mennyiség [mg/cm?]
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14. 4abra A Keplat® tapasz permeabilitas profilja. A piros pontok és a fekete folytonos vonal a PAMPA

(bal), illetve a Franz diffuzios cella mérések (jobb) eredményét abrazoljak.

Az eredmények értelmezése sordn a permedabilitds profilok meredekségébdl megadtuk

adott készitmény hatdanyaganak fluxusat. A vizsgalat részletes targyalasa az értekezés

6.2. fejezetének (65. oldal) targyat képzi.

5.3. Ibuprofén tartalmu gélek permeabilitas vizsgalata

5.3.1. A Skin PAMPA permedbilitis mérések eredményei

A vizsgalatok els6 korében a 4.3.1. fejezet 4. tablazataban (39. oldal) jelolt gélek

koziil az els6 nyolc készitmény viselkedését tanulmanyoztuk. Ezekben k6zo6s volt, hogy

penetraciofokozo segédanyagként szachardz-laurat D-1216-ot (D1216) tartalmaztak. A

24 6ra hossza Skin PAMPA vizsgalat eredményeit a 13. tablazat foglalja 6ssze.
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13. tablazat A D1216 tartalmu gélek vizsgalatanak eredményei

Permealt mennyiség [ug/cm?]
tih] D1216 D1216 D1216 D1216 D1216 D1216 D1216 D1216-TR
[196] [296] [4%6] [6%6] [8%] [10%] [2.64%] [2.64%]
05 186,3 52,7 42,1 42,1 43,5 42,8 70,0 74,2
1 412,1 152,8 127,9 124,1 145,2 154,9 212,0 206,0
2 931,2 489,5 421,6 413,3 481,4 492,1 705,5 638,4
3 14454 918,4 779,9 762,6 884,6 8784 12479 1162,5
4 1922,4 1362,9 11849 1136,0 12448 1215,6 1770,5 1659,8
5 2370,2 1807,6 1591,5 14715 1603,9 1448,2 23115 21432
6 2776,1 22121 1958,1 1782,4 1793,6 1820,5 2763,3 2570,0
7 3168,9 2603,0 2306,3 2103,2 2170,5 1996,1 2639,2 2900,4
8 3508,8 2845,6 2622,1 2378,4 2363,0 2305,4 2777,0 2776,8
9 | 38229 | 31638 | 28981 | 25774 | o008 | 25645 | 28793 3517.3
10 | 41115 | 33754 | 32400 | 28620 | 7038 | 28193 | 35735 3848,0
12 | 46336 | 40738 | 38877 | 33979 | 34487 | 33410 | 41627 43748
16 54949 5156,8 5022,2 4331,1 43762 3807,0 5642.4 5616,7
24 6669,1 6549,8 6551,8 5661,3 5609,7 5132,0 71338 7219,0

A szachar6z-mirisztat C-1416 tartalmi készitmények (C1416) tanulmanyozasara a
vizsgalatok masodik fazisdban keriilt sor. A kiilonb6zé mintavételi iddpontokban mért

permealt mennyiséget a 14. tablazat mutatja.

14. tablazat A C1416 tartalmu gélek vizsgalatanak eredményei

Permealt mennyiség [png/cm?]
tin C1416 | C1416 | C1416 | C1416 | Cl4l6 | Cl1416 | C1416 | Cl1416 | Cl1416 | C1416-TR
[0.25%] | [05%] | [1%] | [2%] | [4%] | [6%] | [8%] | [10%] |[2.64%] | [2.64%]
0,5 84,7 96,0 80,9 71,2 66,1 67,8 54,1 60,1 59,8 65,6
1 263,4 284,0 243,7 2375 272,6 281,0 153,9 179,4 193,0 2140
2 829,1 875,2 794,7 901,9 1029,0 894,0 526,3 655,7 746,0 820,1
3 14276 | 1647,4 | 1564,7 | 1617,3 | 1682,0 | 1493,6 963,4 1345,0 | 1426,0 1538,6
4 2020,6 | 2346,4 | 2316,7 | 22464 | 2296,4 | 2032,4 | 1343,8 | 2016,0 | 1995,3 21135
5 2540,6 | 2919,3 | 2825,3 | 2673,6 | 27953 | 2499,7 | 1676,8 | 2542,1 | 2493,7 2634,5
6 29939 | 3433,8 | 3374,0 | 3236,2 | 3094,6 | 2786,3 | 1994,1 | 2902,2 | 29255 3146,9
7 3395,8 | 3873,9 | 3796,8 | 3511,3 | 3397,5 | 3162,0 | 2282,1 | 33929 | 3227,3 3553,0
8 3768,9 | 42734 | 4197,0 | 3872,7 | 3699,5 | 3449,6 | 2546,1 | 3806,5 | 3505,4 3883,0
9 4103,2 | 46135 | 4576,6 | 42325 | 3972,6 | 3714,2 | 2787,8 | 3928,6 | 3888,5 3981,1
10 4392,1 | 4928,7 | 4892,8 | 4513,0 | 4340,4 | 3954,9 | 3028,7 | 4192,6 | 4054,3 4492,2
12 4991,7 | 5596,5 | 5617,4 | 51432 | 4993,2 | 4547,4 | 34156 | 4658,6 | 4776,7 51717
16 | 5938,8 | 6701,5 | 6654,6 | 6062,5 | 6039,9 | 5420,6 | 4038,7 | 5881,6 | 5812,1 6063,0
24 7164,4 | 7955,1 | 7883,2 | 7238,1 | 7281,3 | 6551,6 | 4930,9 | 6250,4 | 7246,5 7463,8
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Annak érdekében, hogy megfigyeljiik, mekkora hatast fejtenek ki a penetraciéfokozo
segédanyagok a készitményekben, készitettiink D1216 és C1416 mentes géleket is. Az
egyik kontrol gél semmilyen penetraci6fokozod anyagot sem, mig a masik kizardlag

transzkutolt tartalmazott. E gélek vizsgalatanak eredményeit a 15. tablazat foglalja 6ssze.

15. tablazat A kontrol és a transzkutolt tartalmazd kontrol mintak vizsgalatanak eredményei

h] Permealt mennyiség [ug/cm?]
Kontrol Kontrol TR
0,5 53,6 64,6
1 136,8 155,1
2 382,9 398,3
3 723,0 695,7
4 1091,0 1022,9
5 1479,5 1333,1
6 1887,4 1718,5
7 2255,9 2075,8
8 2579,6 2404,0
9 3060,0 2736,2
10 3400,6 2848,8
12 3767,3 3999,8
16 3675,3 5636,0
24 9060,8 7862,2

A vizsgalatok relativ szorasa 5-20% kozott volt. A Skin PAMPA mérések eredményeibol
minden egyes gélre kiilon-kiilon felvettiik a permeabilitas profilokat, melybdl megadtuk
a fluxus értékeket. A fluxust minden esetben a permeabilitas profil felszalld, meredek
szakaszabol szamoltuk (els6 6-10 ora). Erre egy példat mutat a 15. abra. A permedbilitas
profilok meredeksége a 10. 6ra utan csokken, mintegy platdo szakasz tapasztalhatd a
grafikonokon. Ez jol bizonyitja azt a tényt, hogy a mddositott alsé lemez hasznalata altali
kisebb mintamennyiség joval kozelebb van a finite dozis fogalmahoz, mivel a készitmény

az ibuprofén mennyiségére nézve elkezdett kitiriilni.
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4000 41 Az IBU-gél fluxusanak meghatarozasa
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15. abra A kontrol gél fluxusanak meghatarozasa

Adott gél hatéanyaganak membranon keresztiili fluxusa pgem2h™? egységben lett

kifejezve. Ezek, és az adatok tovabbi értelmezése az értekezés 6.3. fejezetének (71. oldal)

targyat képzi.

5.4. Termékfejlesztéshez hasznalt oldoszerek hatasa a transzdermalis

permeabilitasra

5.4.1. A vegyiiletek oldhatosdga a vizsgalt oldoszerekben

Meghataroztuk a feniletil-rezorcin tajékoztatd oldhatosagat 23 oldoszerben. Az igy

kialakitott oldhatosagi kategoriak szerint rendszerezett eredményeket a 16. abra mutatja.
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16. abra A modellvegyiilet oldhatosaga az olddszerekben
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A feniletil-rezorcin oldhatdsaga a tanulmanyozott 23 oldoszerben igen eltéré. A 16. abra
oldoszereket felsorakoztatd tengelyén az elsd nyolc esetben (sziirke oszlopok) rendkiviil
alacsony (< 1 mg/ml) oldhatosdgot tapasztaltunk. Ennek alapjan a permeabilitds mérések
elétt egy 1 mg/ml tartalmu oldatot kiséreltiink meg késziteni, majd a nem 0ldodo részt
kisziirtiik, tehat ezen olddszereknél a pontos kiinduldsi koncentracié ismeretlen maradt.
Ezen olddszerek jorészt hosszabb szénlanct, jelentds apolaris karakterrel rendelkezd
szarmazékok voltak. A kovetkez6 oldhatosagi kategoriaba keriilt az 1-7,5 mg/ml
oldhatosagot biztositod 6t oldoszer (kék oszlopok), mely képvisel6i kozott vizet, dimetil-
izoszorbidot tartalmazd vizes elegyet, kukoricaolajat, glicerint és dipropilén-glikolt
talalunk. A harmadik oldhatosagi kategoria esetén a feniletil-rezorcin koncentracidja a
vizsgalt olddszerekben eléri a 10-75 mg/ml-es értéket (zold oszlopok). A legmagasabb
oldhatosagot biztositd olddszereket a 16. abra piros és fekete oszlopai jelolik. Ezekben
az esetekben a mért oldhatosag 100-750 mg/ml-re, és 1000 mg/ml < -re tehetd. Ezek az
oldészerek voltak az izononil-izononanoat, a propilén-glikol, a DMSO, az etanol és egy
elegy, ami vizet, propilén-glikolt és etanolt tartalmazott. Az oldhatosagi kategoriak altal
kijel6lt kiindulasi koncentraciokat az 5.4.3. fejezet 16. tablazata (57. oldal) foglalja

0ssze.

5.4.2. A membrdnintegritds vizsgdlat eredménye

Az olddszerek membranra gyakorolt hatasat vizsgaltuk a munka masodik fazisdban
a 4.4.2. fejezetben (41. oldal) leirtak szerint. Fontos kiemelni, hogy minden oldészer
esetén ugyanazokat a kisérleti koriilményeket alakitottuk ki, mint azt a feniletil-rezorcin
permeabilitds mérésénél terveztiik. Ezeknek a probaknak két szintje volt, egy vizualis
vizsgalat, és egy altalunk mar t6bbszor tanulmanyozott molekula ismételt permeabilitas

mérése. A vizualis vizsgalat eredményét mutatja a 17. abra.

17. abra A membranintegritas vizsgalathoz készitett lemez fényképe
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A vizudlis értékelés soran azt tapasztaltuk, hogy a Skin PAMPA membranjat a vizsgalt
oldoszerek koziil egyik sem karositotta olyan mértékben, hogy alkalmatlannak jeloltiik
volna a tovabbi kisérletekre.

A membranintegritas vizsgalat masodik 1épésében az olddszerek hatasanak kitett
bérmimetikus membranon piroxikdm modellvegyiilet felhasznalasaval hagyomanyos
Skin PAMPA mérést hajtottunk végre (18. abra). Korabbi mérések alkalmaval pH 7,4
donor fazis alkalmazasanal a piroxikam log Pe értéke -4,98 volt. A membranvizsgalatnal
mind a 23 oldoszerrel inkubaltuk a Skin PAMPA szendvicset, majd ismételten
megmértiik a piroxikdm effektiv permedbilitasat, és ezek eredményét hasonlitottuk a

korabban kapott adathoz. Ennek eredményét a 18. abra mutatja.
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18. abra A piroxikam permeabilitas mérése az oldoszerekkel kezelt mesterséges membranon

Az eredmények alapjan latszik, hogy a legtobb olddszer esetén logPe = -4,98 értékkel
Osszehasonlitva legfeljebb egy nagysagrendi kiilonbséget kaptunk. Az egy
nagysagrendnél nagyobb kiilonbséget mutatdé oldoszerek (kaprilsav- és kaprinsav
trigliceridjei, izododekan, izopropil-mirisztat €s izononil-izononanoat) mind hosszabb
szénlanc, apolaris szdrmazékok. Ezek, miutan 7 6ra hosszan érintkeztek a mesterséges
membran feliiletével, valamelyest jobban befolyasoltak a piroxikdm permedbilitasat, mint
a tobbi oldoszer. Ez viszont nem arra enged minket kovetkeztetni, hogy a membran
integritasat barmilyen formaban megbontottdk volna, joval inkabb a modellvegytilet-
membran interakcidt fokoztak, ezaltal novelték a béron keresztiili permeaciot.

Mind a vizudlis értékelés, mind a permeabilitdis mérés eredménye alapjan azt
allapitottuk meg, hogy a Skin PAMPA alkalmas e 23 olddszer vizsgalatara anélkiil, hogy

a membran integritisa a kisérletek soran sériilne.
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5.4.3. A Skin PAMPA permedbilitis mérések eredményei

Az adott oldoszerrel késziilt donor fazis alkalmazasaval végrehajtott Skin PAMPA
mérés eredményeit a 16. tablazat foglalja 0ssze. A tablazat feltiinteti a tajékoztatd
vizsgélat sordn megéllapitott oldhatdsagi kategoridkat (S [mg/ml]), és az ezek alapjan

megallapitott kiindulasi koncentraciokat is (Co [mg/ml]).

16. tablazat A Skin PAMPA kisérletek eredményei

Oldészer y Co Mo rrF::;rr? rrljgr::]n J [ngcm2h?] | logP
[mg/mi] | [mg/mi] | [mg] [mg]y' m /m°>:).] " grm
[LO4] | 750 | 5000 |3500| 0,0912 0,26 40,62 4,09
[L22] | 75 750 | 525 | 0,0480 0,91 13,66 3,74
[L02] | 1000 | 5000 |3500| 0,4125 1,18 265,51 3,27
[L13] | 75 749 | 524 | 01409 2,69 76,62 2,99
[L23] 1 10 | 007 | 00025 3,61 1,72 2,76
[L17] 1 10 | 007 | 00038 5,37 2,12 2,67
[L18] | 100 | 1000 | 7,00 | 0,4477 6,40 248,40 -2,60
[L09] | 1000 | 5001 |3501| 3,1956 9,13 1546,20 2,51
[L12] | 75 74 | 052 | 00589 11,38 28,64 2,41
[L10] | 500 | 5006 |3504| 35936 10,26 2117,50 2,37
[L08] 1 10 | 007 | 00115 16,38 5,12 2,29
[L11] | 75 750 | 525 | 08215 15,65 487,86 2,19
[Lo7] | 10 100 | 070 | 02420 | 3457 125,49 -1,90
[LO1] 1 10 | 007 | 00466 | 6657 21,55 1,67
[Lo6] | 10 100 | 070 | 06468 | 92,40 225,48 1,65

[Li6] | <1 <1 0 0,0025 0 1,44 0

[L15] | <1 <1 0 0,0087 0 2,64 0

Az oldészerek az altalunk hasznalt laboratoriumi jeldléssel szerepelnek a tdblazatban, melyek jelentései a
4.4.1. fejezet 6. tablazatiban (41. oldal) olvashatok. S: oldhatdsag; Co: kiindulasi koncentracio; mo:
kiindulasi anyagmennyiség; J: fluxus; logPm: membran permeabilitas. A tablazat novekvé logPm alapjan

mutatja az oldoszereket.

A fluxus értékeket adott olddszer esetén kapott permeabilitds profil meredekségébdl,
ngem2h? egységben adtuk meg. A membran permeabilitast az értekezés 2.1.1.1.
fejezetében bemutatott 3. egyenlet (7. oldal) segitségével szamoltuk. Ehhez
felhasznaltuk a vegyiilet vizsgalt oldoszerben 1év0 kiinduldsi koncentracidjat, és a
mérések soran meghatarozott fluxust. A tablazatban tovabba megadtuk a permealt

mennyiséget mg egységben, illetve a kiindulasi mennyiséghez képest %-ban kifejezve is.
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A paraffin, az izododekén, a hidrogénezett poliizobutén, a barackmagolaj, illetve a
fenil-trimetikon esetén az akceptor fazisban UV spektrofotometriasan nem detektaltunk
kimutathaté mennyiségli modellvegytiletet. Folyadékkromatografias vizsgalatok soran
szintén a kvantifikalasi limit alatt maradt a feniletil-rezorcin koncentracidja ezen
oldoszereknél, igy a tovabbi értékelésnél ezeket figyelmen kiviil hagyjuk. Tovabba a
dimetikon és az izopropil-mirisztat tanulmanyozéasakor a pontos kiindulasi koncentréacio
ismeretének hidnya miatt a permeabilitasi koefficients nem tudtuk értékelni, igy ezeket is
elhanyagoljuk. A Skin PAMPA mérések soran jelentGs relativ szorassal tudtuk csak
vizsgalni a glicerint, igy a részletes elemzés targyat ez sem képzi a tovabbiakban.

Az eredmények értelmezése az értekezés 6.4. fejezetében (76. oldal) olvashatd

részletesen.
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6. Megbeszélés

6.1. Az inkubacios homérséklet valtozasanak hatasa a permeabilitasra
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19. abra A logPo és a hémérséklet kapcsolata. GIT-PAMPA: gyomor-bél rendszeri PAMPA, BBB-
PAMPA: vér-agy gat PAMPA, Skin PAMPA: b6r PAMPA

Annak érdekében, hogy megfigyeljiik, milyen tendenciat mutat a mért
permedbilitas kiilonbozd inkubacids hdmérséklet mellett, hArom PAMPA modellen hét

eltérd tulajdonsagl és szerkezetli vegyiiletet vizsgaltunk. A harom PAMPA modell nem
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egyforma lipidosszetételii mesterséges membrant hasznal. A GIT-PAMPA foszfatidil-
kolint tartalmaz, tehat egy foszfolipidre nézve egykomponensii membran. A BBB-
PAMPA sertés agyi lipid kivonata tobb foszfolipid keverékébdl all. Ezzel ellentétben a
Skin PAMPA egy foszfolipid mentes rendszer. Ami mindharom modellben kozos az az,
hogy mindegyik tartalmaz koleszterint. Tovabbi eltérés, hogy az els6 két modell n-
dodekant haszndl a mesterséges membran oldoszereként, azonban a Skin PAMPA egy n-
dodekan mentes membran rendszer.

A Kkisérletsorozat eredményei azt mutatjak, hogy mindharom valasztott PAMPA
modell esetén az intrinsic permeabilitas és a hdmérséklet kozott linearis dsszefiliggés van
(19. abra), azonban az inkubaciés hémérséklet valtozasa nem egyenld mértékben
befolyésolja a kiillonboz6 modelleket. Tovabba eltérd az egyes vegyliletek viselkedése a
harom PAMPA rendszerben. A linedris regresszi6 analizis eredményeit foglalja dssze a

17. tablazat.

17. tablazat A logPo és a hémérséklet linedris regresszio analizise

logPo=at+b
GIT-PAMPA BBB-PAMPA Skin PAMPA
a b R a b R a b R
diklofenak 0,005 -2,15 | 0,92 0,010 -2,21 | 0,99 0,024 -3,91 | 0,97

karbamazepin | 0,012 -5,17 | 0,97 | 0,018 -5,20 | 0,99 | 0,039 -6,74 | 0,97

ketoprofén 0,007 -3,77 | 0,98 | 0,014 -3,71 | 0,99 | 0,035 -5,11 | 0,99

piroxikam 0,004 -3,30 | 0,88 | 0,010 -3,50 | 0,98 | 0,028 -5,11 | 0,96

progeszteron 0,014 -4,58 | 0,84 | 0,015 -4,75 | 0,99 | 0,013 -5,01 | 0,91

propranolol 0,024 -3,14 | 0,99 | 0,018 -297 | 0,99 | 0,053 -529 | 0,96

verapamil 0,020 -2,95 | 0,94 | 0,018 -3,38 | 0,98 | 0,026 -4,38 | 0,96

Az illesztett egyenesek meredeksége (’a’ paraméter) azt a valtozast fejezi ki a mérhetd
permeabilitas értékekben, melyet 1°C hoémérsékletvaltozas esetén tapasztalhatunk adott
rendszerben a vizsgalt vegyiiletre nézve. Ez azt jelenti, hogy ha a hémérséklet 25°C-rél
37°C-ra valtozna, a logPo novekménye 12a egység lenne. Az eredmények tovabbi
értelmezéséhez sziikséges megadni a logPo értékek szordsat: a szoras minden esetben
0,01-0,04 volt, az atlagos széras 0,02. A legkisebb meredekséget, azaz a legkisebb
hémérsékleti hatast a GIT-PAMPA modellen savas és amfoter karakteri vegyiiletek
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vizsgalata esetén tapasztaltuk (a = 0,004-0,007). E szarmazékoknal ebben a rendszerben
szignifikans kiilonbséget nem figyeltiink meg a permedbilitas értékekre nézve, ugyanis
5°C emelkedés hozzavetdlegesen annyi valtozast eredményez, ami a mérések atlagos
szorasaval egyenld. Ezzel ellentétben a bazikus komponensek viselkedése jelentds
hémérsékleti hatast mutat (a = 0,020-0,024), ez mintegy 6tszorose az atlagos szorasnak
5°C emelkedést feltételezve. A legalacsonyabb homérsékleti hatist a BBB-PAMPA
modell esetén tapasztaltunk, az 1°C-ra esé valtozas 0,010 és 0,018 kozott alakult. A
kisebb valtozas ellenére a GIT-PAMPA rendszernél megfigyelt tendencia, miszerint a
bazikus vegyliletek permedbilitdsa érzékenyebb az inkubaciés hémérsékletre, itt is
megfigyelhetd.

Ha megvizsgaljuk a kiilonb6z6 membranszerkezetli modelleket, azt kapjuk, hogy
az illesztett egyenesek atlagos meredeksége a GIT-PAMPA modellen 0,012 (0,004-
0,024; A: 0,020), a BBB-PAMPA rendszeren 0,015 (0,010-0,018; A: 0,008), a Skin
PAMPA esetén 0,031 (0,013-0,053; A: 0,040). Az eredményekbdl azt a kdvetkeztetést
vonhatjuk le, hogy a vizsgélt vegyiiletek permedbilitdsa a hOmérsékletvaltozas hatasara a
Skin PAMPA esetén valtozik a legnagyobb mértékben, kétszer, illetve haromszor
nagyobb valtozast mutat, mint a GIT- és BBB-PAMPA esetén. A GIT-PAMPA és BBB-
PAMPA viselkedésében tapasztalt kiilonbség eredhet az eltérd foszfolipid dsszetételbdl,
ugyanis egy lipid keverék fazisatalakuldsi hdmérséklete rendszerint nagyobb, mint egy
egykomponensii rendszeré. Ebben az esetben a membran fluiditdsa magasabb
hémérsékleten valtozik meg jelentdsen, igy értelmezhetd az inkubédcids homérséklet
valtozasara mutatott kisebb mértékii permedabilitasvaltozas.

Ha az egyes vegyiiletek egyedi viselkedését vizsgaljuk meg, a legnagyobb
hémérsékleti hatast a kiilonboz6 modellek kozott a piroxikamnal tapasztaljuk. A
molekula a BBB-PAMPA esetén két és félszer, mig a Skin PAMPA esetén hétszer
nagyobb valtozast mutat 1°C valtozasra, mint a GIT-PAMPA modellen. Ezzel szemben
nagyon kismérték(i valtozast mutat a progeszteron permeabilitasa (a = 0,014; 0,015;
0,013). Mivel ez a szteroid szarmazék a legnagyobb molekula a csoportbol, ezért
feltételezhetoen sokkal inkabb a molekula méretébol ered ez a viselkedés, mint abbol a
ténybOl, hogy egy semleges molekularol van szd, ugyanis az ugyancsak semleges
karbamazepin haromszor nagyobb homérséklett6l valo fiiggést mutatott Skin PAMPA
esetén, mint a GIT-PAMPA modellen.
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Az elézdekben ismertetett eredmények alapjan az inkubacidos hdmérséklet pontos
ismeretének €s szabalyozasanak jelentOs szerepe van, €s adott esetben fontos lehet a jobb
in vitro/in vivo Osszehasonlitas érdekében a helyesen megvalasztott hémérsékleten
kivitelezett mérés. Ennek a ténynek a bizonyitasa céljabol a BBB-PAMPA modellen
végzett vizsgalatokat kiterjesztettiik egy 16 vegyiiletbdl all6 csoportra. Ezen vegyiiletek
logPe értékeit 25 és 37°C hémérsékleten mértiik pH 7,4 donor fazis alkalmazasaval. A
vizsgalat eredményeit az 5.1.2. fejezet 10. tablazata (45. oldal) foglalja 6ssze. A mért
logPe adatok, és az irodalmi forrasbol nyert [36, 70] logBB adatok kozott korrelacio

analizist végeztiink. Ennek eredményét az 20. abra szemlélteti.

-3.00

-3.50 R=0.75

-4.00

-4.50

-5.00 o L -..'_'.', ........ = o0
-5.50 s . " et

log P.pH 7.4

-6.00

-6.50

-7.00

-7.50
-1.50 -1.00 -0.5

0 0.00 050 1.00
log BB

¢ 25°C o 37°C

20. abra A BBB-PAMPA rendszeren 25°C (s6tét jelolo) és 37°C (vilagos jel6ld) hdmérsékleten mért
logPe értékek az irodalmi forrasbol nyert logBB adatok (37°C) fiiggvényében

Az analizis soran négy vegyiiletet (kodein, morfin, verapamil és zidovudin) nem vettiink
figyelembe, mert azok P-gp szubsztratok, igy a BBB-PAMPA eredményei, mivel az aktiv
transzportot nem képes modellezni, nem Osszevethetok in vivo adatokkal [71-73]. A

linearis regresszid analizis eredményeit a 15-16. egyenlet mutatja:

25°C: log P,=0,831 log BB-4,91 (R=0,70) (15))
37°C: log P.=0,864 log BB-4,66 (R=0,75) (16.)
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A vizsgélat valamelyest jobb korrelaciot talalt az ugyanazon a hdmérsékleten végrehajtott
kisérletek kozott.

A Skin PAMPA esetén is megvizsgaltuk, hogy mely inkubaciés homérsékleten
kivitelezett PAMPA mérés eredményei korreldlnak jobban a 32°C-on mért Franz
diffazios cella adatokkal. Itt a vegyiiletek korét nem bévitettiik, de az eddig hasznalt 6t
inkubaciés homérséklet mellett 32°C hdémérsékleten is mértiik a vegyiiletek
permeabilitasat. A pH 6,4 donor fazis alkalmazasaval kapott logPe értékeket, és a Franz
diffazios cella adatokat [5] az 5.1.3. fejezet 12. tablazata (47. oldal) foglalta 6ssze. Az
adatok kozott korrelacio analizist végeztlink, melynek eredményét a 21. abra és a 17-19.

egyenletek mutatjak.
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21. abra A Skin PAMPA modellen 25°C (s6tét jel5l6), 32°C (narancssarga jel616) és 37°C (z61d jelolo)

hémérsékleten mért logPe értékek a Franz diffiizids cella mérések logK, adatainak (37°C) fiiggvényében

25°C: log P,=0,8789 log K,,-5,9185 (R=0,77) (17)
32°C: log P,=0,6592 log K,,-5,6876 (R=0,79) (18)
37°C: log P,=0,7212 log K,,-5,4974 (R=0,81) (19)

A vizsgalat szignifikans kiilonbséget a kiilonb6zé homérsékleten végrehajtott Skin
PAMPA kisérletek és a Franz difftizios cella mérések kozott nem talalt. Azonban a Skin
PAMPA esetén is érdemes a vizsgalatokhoz a bdr autentikus hdmérsékletét, a 32°C

inkubacids homérsékletet valasztani.
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Az e témakorbe tartozd vizsgalataink kimutattak, hogy a hdmérsékletnek jelentds
befolyasold hatdsa van a PAMPA modszerrel mért permedbilitasra, azonban a kiilonb6z6
modelleken, eltérd vegyiiletekre mas mértékben fejti ki hatasat. A vizsgalat tovabba
bizonyitotta, hogy a jobb in vitro/in vivo korrelacié érdekében eldnyds a vizsgalati
modszerek inkubacios hdmérsékleteit a lehetdségekhez képest minél jobban megfeleltetni

egymasnak.
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6.2. Gyogyszeres tapaszok vizsgalata

A doktori munkam soran végzett gyodgyszeres tapaszvizsgalat nem csak a
felszabadulé hatéanyag viselkedésének jellemzésére korlatozodik, hanem a
készitményeket komplett transzdermalis terapias rendszerekként kivanja értékelni. Ezért
az alapfelvetés szerint, a permeabilitds profilokat a gyartok altal szamitott, és a
csomagolasokon jeldlt felszivodasi kinetikahoz hasonlitottuk. Tovabba egy, a PAMPA
(in vitro) méréseket meger6sitd, béron keresztiili permeaciot modellez6 eljarast, a Franz
diffazios cellat (ex vivo) is felhasznaltuk a kisérletekhez.

Az 5.2. fejezetben (47. oldal) bemutatott eredmények (11-13. abra) alapjan az
latszik, hogy a készitmények mért permeabilitas profilja minden esetben magasabb
hatéanyag-mennyiséget mutat adott idépontban, mint azt az elméleti felszivodasi gorbe
indokolna. Az eltérés olykor kisebb mértékii (pl.: Fentanyl-ratiopharm®), de vannak
jelentdsebb kiilonbséget mutatd tapaszok (pl.: Exelon®). A jelenségért feltételezhetSen az
irodalomban jol ismert szél-hatas (,,edge-effect”) a felelés [74, 75]. A 22. abra

sematikusan szemlélteti ezt a hatast.

Skin PAMPA lemez cellai

(e

/ ostem)
(AN A

22. abra A szél-hatas sematikus szemléltetése

A szél-hatés azt jelenti, hogy nem kizardlag a lemezek cellai altal fedett tapasz feliiletrdl
varhat6 fluxus, hanem attol tdvolabbi, celldkkal nem érintkezd részekrdl is. Ez a fellépd
lateralis diffuzi6 tulajdonképpen a teljes permeacids feliiletet noveli a méréseinknél, és
normal esetben mintegy 10-30%-al ndveli a permealt anyagmennyiséget. Ezt a

folyamatot valdsziniisithetden befolyasolja a készitmények matrixa, tovabba a hatdéanyag
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diffuzios tulajdonsagai. Mivel adott kozegben nem ismert a vizsgalt vegyiiletek diffuzios
koefficiense, ezért szamszerli korrekciot végezni nem tudunk. A szél-hatds nem csak a
PAMPA moddszernél, hanem egyéb in vitro és ex vivo modszereknél is fellép. Ezt
alatamasztjak a vizsgalat soran végrehajtott Franz diffuzios cella kisérletek is. A
gyogyszeres tapaszok terdpias célu felhasznaldsanal ennek fontos szerepe varhatdéan
nincsen.

A PAMPA mérések esetén nagyobb szords értékeket figyelhetink meg. A
kiilonbségek a két eltéré moddszer sajatossagaibol adodnak. A Skin PAMPA akceptor
lemezére felhelyezett tapaszok — a készitmény méretétl fiiggben — 6-80 darab
individualis cellat fedhetnek le. A permedlt mennyiséget az 0sszes, teljes mértékben
fedett cella adataibol szamoltuk, igy ebben az esetben a szordsunk valamelyest nagyobb
lehet. Ez egyrészt adddhat abbol, ha a tapaszok feliiletén nem homogén a hatéanyag
eloszldsa, masrészt abbdl, ha a permeacios folyamatot nagymértékben, €s szabalytalanul
érinti a fentebbiekben részletezett sz¢él-hatés.

Az eredményeket két szempont szerint értékeljiik ki. Egyrészt dsszehasonlitjuk a
két modszer eredményeit, masrészt a vizsgalt transzdermalis terdpids rendszerekben mért

fluxus alapjan megkiséreljiik azok osztalyozasat.

Az eltéro modszerekkel mért permeabilitas profilok dsszehasonlitasa

Az Exelon® tapasz esetén a Skin PAMPA és a Franz diffiiziés cella mérések
eredményei nagymértékii egyezést mutatnak (5.2.2. fejezet 12. abra (49. oldal)).
Azonban a permealt anyag mennyisége jelentdsen magasabb, mint a gyarto altal deklaralt
kinetika szerint varhatd lenne. Ez meghaladja azt a novekményt, amit a szél-hatas
magyardzna. Az eredmények tiikrében valdszinisithetd, hogy egy vagy tobb
penetracidfokozd segédanyagot tartalmaz ez a készitmény, és ezekre a felhasznalt
modszerek érzékenyebben reagaltak.

A nikotin tartalmi tapaszoknal a két eljaras kozotti legjobb egyezést a Nicotinell®
mutatta (5.2.3. fejezet 13. abra (50. oldal)). Mindkét moddszer a vizsgalat kezdeti
szakaszdban egy nagy, 10késszerli permeaciot mutat, azonban mind a mesterséges
membranon, mind a bér preparatumon keresztiili atjutds kinetikaja ezutan szépen koveti
a deklaralt értéket. A nagymértékii kezdeti kioldodast €s permeaciot feltételezhetden a
tapasz adheziv rétegének nikotinra torténd feldusuldsa okozza. Ezt a jelenséget a

Niquitin® és a Nicorette® esetén nem tapasztaltuk. E két készitmény viselkedésében
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szignifikans kiilonbségeket figyeltiink meg a két modszer eredményei kozott (5.2.3.
fejezet 13. abra (50. oldal)). Mig a Niquitin® permeabilitas profilja a deklarlt
kinetikdhoz képest tulbecsiilt a Franz diffuziés cella altal, addig a Nicorette® a Skin
PAMPA mérés esetén mutat joval magasabb permeélt anyagmennyiséget. Elképzelhetd
a kiilonbozo 6sszetételbdl adoddan, hogy a tapasz matrixanak bizonyos komponensei hol
a mesterséges membranon, hol a humén bor preparatumon fejtenek ki jelentésebb
permeacié fokozo hatast. Az 0Osszetevok ismeretének hianyaban erre részletesebb
magyarazatot nem tudunk adni.

A transzdermalis terapids rendszerek vizsgalata utan egy helyi hatdsu tapasz
(Keplat®) viselkedését tanulmanyoztuk (5.2.4. fejezet 14. abra (51. oldal)). A vizsgalat
targyat képzé tapaszok koziil ez rendelkezett a legnagyobb feliilettel (70 cm?), legalabb
kétszer, de az Exelon®-nal 14-szer nagyobb méretii a készitmény. A Skin PAMPA esetén
ez a tapasz hozzéavetdlegesen az akceptor lemez 80 celldjat fedte le, igy mintegy pontrol
pontra letapogatta a PAMPA mddszer a tapasz adheziv rétegében 1évé hatdanyag
eloszlasat. A magasabb szoras értékek ezen eljards esetén nem homogén eloszléast

sejtetnek.

A gyogyszeres tapaszok szamitott fluxusai szerinti osztalyozas

A transzdermalis terapias rendszereknél tapasztalt fluxus széles skalan valtozik az
extrém alacsony permeabilitast vegyiiletektdl (pl. buprenorfin), a rendkivil jol
permealokig (pl.: nikotin) [52]. A gyogyszer megfelel hatasanak érdekében a hatbanyag
gyogyszerbevitel ezen Utjanal is kiilonb6zd technoldgiai megoldasokat alkalmaznak,
melyek a molekuldk nagy variabilitdst mutato fizikai-kémiai tulajdonsdgai miatt
kihivasok elé allitjdk a gyartokat. A gydgyszeres tapaszok vizsgalatira modositott
PAMPA eljaras a fejlesztés korai szakaszaban nyujthat tamogatast, mivel a tapaszokat a
hatoanyag fluxusa szerint kivanja osztdlyozni, ezaltal a hatdéanyag leadd rendszer
Osszetételének optimalizaldsaban nytjthat hasznos informéciot.

A vizsgalt tapaszok fluxusat a permeabilitas profilok meredeksége adja meg, amit
ugem2h? egységben fejeztiink ki mindkét modszer esetén. Az Exelon® tapasz 24 oras
mérésének eredménye esetén a gorbe elsé négy mintavételi pontjahoz tartoz6 adatokra

illesztett egyenes meredekségével szamoltunk. Tovabba megadtuk a gyart6 altal deklaralt
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felszivodasi kinetikabol eredd fluxust is (kivétel Keplat®). E paramétereket foglalja dssze

a 18. tablazat.

18. tablazat Az in vitro, ex vivo és a gyarto altal jel6lt hatbanyag fluxus

PAMPA (in vitro) Franz cella (ex vivo) Deklaralt
Vizsgalt tapasz
J[pgem?h?] | SD* | J[ugem?h?] SD” J [pgem?hl]

Nicorette® 191,16 11,51 90,80 1,75 69,40
Niquitin® 43,20 2,35 134,60 7,85 38,90
Nicotinell® 42,20 5,57 45,30 5,29 29,20
Fentanyl Sandoz® 4,60 0,91 S S 2,40
Fentanyl-ratiopharm® 4,90 0,28 S S} 3,30
Exelon® 135,20 7,82 142,30 15,68 38,30
Keplat® 5,50 0,02 16,20 0,94 )

*: A szorasértékek az illesztett egyenesek szorasait jelolik.

A hatdanyagok termodinamikai tulajdonsagai meghatarozzak azok maximalis fluxusat,
melyet az emberi boron keresztiil potencialisan el tudnanak érni. E maximalis fluxusokat
(Jmax) szintén pgem2h? egységben a 19. tablazat mutatja [52]. A készitmények
csomagolasan jelzett in vivo felszivodasi rata (Jin vivo), €s a Jmax hanyadosa (Jin vivo/Jmax) &
transzdermalis tapaszok tulajdonsagaira nézve fontos informaciokat hordoz. A Jin vivo/Imax

hanyadosok értékei a 19. tablazatban vannak megadva.

19. tablazat A hatéanyagok Jmax, €s a készitmények Jin vivo €rtékei

Hatéanyag [uélcnr:;gh‘l] Jmax [ugcm‘zh'l]** Jin vivol Imax Jpampa/Imax
nikotin 45,83 14250 0,03 0,06
fentanil 2,85 2,6 1,10 1,83

rivasztigmin 38,30 9,5 4,03 14,23

*7 A Jinvivo értékek adott hatéanyag vizsgalt készitményeinek deklaralt atlagos fluxusabol erednek (pl.:

Fentanyl Sandoz®: 2,40; Fentanyl-ratiopharm®: 3,30; Jin vivo = 2,85). A Jpampa szdmoléasa egyezd logika
alapjan tortént.

**: irodalmi forrasbol szarmazé adatok [52].

A vizsgalat soran felhasznalt gyogyszeres tapaszokat Jin vivo/Jmax hanyadosuk szerint
harom csoportba oszthatjuk. Ha a transzdermalis terapids rendszerek hatdanyag-leadasa
olyan, hogy a hatdéanyag potencialisan maximalis fluxusat eléri a permeacio soran, akkor

az emlitett hanyados ~1. A fentanil tartalmt tapaszok tulajdonséagaik alapjan ebbe az elso
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osztalyba tehetok. A mdsodik csoportra az jellemzd, hogy a Jmax alacsonyabb, mint a
készitmény Jin vivo fluxusa. Ez akkor lehetséges, ha valamilyen penetraciéfokozo
segédanyag jelenlétét feltételezziik adott készitményben. A rivasztigmin tapaszra
jellemz6 ez a viselkedés. A harmadik csoportot az olyan vegyiileteket hordozo
készitmények jelentik, ahol a Jmax szignifikansan magasabb, mint a gyogyszer Jin vivo
értéke. Ez akkor van igy, ha a molekula béron keresztiili permedcidja alapvetden
nagymértékii, de farmakoldgiai hatasat tekintve sziik terapids ablakkal rendelkezik.
Ilyenkor a tapasz matrix vagy membran szerkezete visszafogja a hatdbanyag gyors, nagy
készitmények [52].

A gybgyszeres tapaszok vizsgalatara alkalmas Skin PAMPA moddszer esetén azt
talaltuk, hogy a mérések eredményeib6l kapott Jpampa €s Jmax hanyadosa (Jpampa/Imax) @
fentebbi kategériakat el tudja kiiloniteni. Az elsé csoportba (Jin vivoldmax: ~1) tartozo
fentanil tapaszok esetén a Jpampa/Jmax hanyados 1,83, ami jo egyezést mutat a Jin vivo/Jmax
értékkel (1,10). A mdsodik osztalyba (Jin vivoldmax >> 1) tartozd Exelon® PAMPA
vizsgalataibol szamolt Jpampaldmax 14,23, mely a varhato értéknél valamelyest nagyobb.
A rivasztigmin kevésbé elényos béron keresztiili permeacioja miatt — a fentebbiek alapjan
— penetraciofokozd segédanyag jelenlétét feltételezziik a készitményben. A permeabilitas
vizsgalat alapjat képzé mesterséges membran Osszetétele elképzelhetéen erre a
segédanyagra érzékenyebb, ezért kissé magasabb a becsiilt permeédcio, mint azt az
elméleti kinetika alapjan varnank. Ettd] fliggetleniil a modszeriink ezt a tapaszt is a vart,
masodik osztalyba sorolta. A dohanyzasrol valo leszokdst segitd, nikotin tartalmu
készitmények esetén nincs sziikség akkora hatéanyag-koncentraciora, mint amennyit a
nikotin termodinamikai tulajdonsagaibol eredd magas permedbilitas lehetdvé tenne. Ezért
e tapaszok a harmadik csoportba (Jin vivo/ldmax << 1) tartoznak. Jo egyezést talaltunk a
JrampalImax (0,06) €és Jin vivolJmax (0,03) értékek kozott. Ez azt jelenti, hogy egy jol
permeald hatdanyagot tartalmazo tapasz viselkedésérdl is hasznos informaciok
allapithatok meg a modositott Skin PAMPA modszerrel.

A mért fluxus értékek (Jpampa €s Jrranz) €s a szamolt in vivo fluxus (Jin vivo) alapjan
bizonyitottuk, hogy a Skin PAMPA alkalmas a tapaszok fentebbiekben bemutatott
csoportositasara. Ennek grafikus attekintését a 23. abra mutatja. A logaritmikus skala

mentén feltiintetett fluxus értékek szerint a PAMPA eredmények jo egyezést mutatnak a
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gyartok altal deklaralt felszivodasi kinetikaval, és az eredményeket a Franz diffazios cella

mérések is alatdmasztjak.

Keplat®

Exelon®
Fentanyl-ratiopharm®
Fentanyl Sandoz®
Nicotinell®

Niquitin®

Nicorette®

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
" IOg Jin vivo IOg JFranz " IOg JP}-\MP}-\

23. abra A Jpampa, Jrranz €S Jinvivo logaritmikus abrazolasa a vizsgalt tapaszok szerint

A vizsgélataink alapjan elmondhatd, hogy mindkét felhasznalt mdodszer hasznos
eszkoze a transzdermalis terapias rendszerek fejlesztésének korai szakaszaban. Azonban
a lemez alap, mesterséges membrant tartalmazé Skin PAMPA mddszer kisebb koltségii,
¢és egyszerlibb kivitelezni, mint a human bdr preparatumot hasznald vertikalis Franz

diffazios cellés eljarast.
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6.3. Ibuprofén tartalmu gélek vizsgalata

A szachardz észterek nem-ionos feliiletaktiv anyagok, melyek cukor komponenssel,
mint polaris fejcsoporttal rendelkeznek, és hosszabb lanct zsirsavakat tartalmaznak, mint
apolaris régiot. A cukor résznek nyolc szabad hidroxil csoportja van, igy 1-8 molekula
zsirsavval tudnak észtereket képezni (mono- €s oktaészterek). Az észteresitd agens tobb
zsirsav is lehet, gyakran hasznalnak palmitinsavat, mirisztinsavat, oleinsavat és
laurinsavat. Ezeket kiilonb6z6 aranyban tartalmazva, a molekulak hidrofil-lipofil
egyensulya (hydrophil-lipophil balance, HLB érték) széles skalan valtozik, 1 és 16 kozé
tehetd. Attol fliggden, hogy melyik zsirsavval képez a cukor komponens észtert, eltérd
szénatomszam fogja jellemezni. A szénatomszam, illetve a HLB érték a szachardz
észterek megnevezésében altaldban fel van tlintetve. Az altalunk tanulmanyozott két
segédanyag, a szacharoz-laurat D-1216 és a szachar6z-mirisztat C-1416. A szacharoz-
laurat esetén a szénatomszam 12, a HLB érték 16 (D-1216), mig a szachardz-mirisztat
esetén a szénatomszam 14, a HLB érték 16 (C-1416). Ez a gélek, altalunk hasznalt
laboratoriumi jelolésében is megjelenik (4.3.1. fejezet 4. tablazat (39. oldal)). A
szachardz észterek felhasznaldsa sokrétli mind a gydgyszeripar, mind a kozmetikai ipar
részeérdl, de az élelmiszeripar is eldszeretettel hasznalja. EI6bbi két iparag szolubizalo és
perkutan permeaciot fokozo hatasat hasznalja ki [76-78]. Kiilondsen hatékony permeacio
fokoz6 hatast fejtenek ki, ha kombinacidban hasznaljak a dietilén-glikol-monoetil-éterrel
(transzkutol), mely egy erds szolubizal6 agens [79].

Vizsgalataink soran e segédanyagok gél gyodgyszerformaban kifejtett hatasat
tanulmanyoztuk, egyuattal a Skin PAMPA hasznalatanak 1étjogosultsagat kivantuk
bizonyitani azon a teriileten, hogy alkalmas-e félszilard készitmények gyors
eldvizsgalatara az Osszetétel optimalizalasa céljabol.

A 24. dbra mutatja a gélek viselkedését kiilon a C1416 és a D1216 esetén. Az

Osszes készitmény azonos mennyiségli ibuprofént tartalmazott, de eltéré volt a

crer
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24, abra A gélek permeabilitas profilja a segédanyag mindsége ¢s mennyisége szerint. A C1416 gélek
permeabilitas profiljai az abra fels6 részén, mig a D1216 viselkedése az alsé abran lathato. A kiilonbozo

szini jelolok az eltérd segédanyag koncentraciot jelolik

A 24. abra alapjan lathato, hogy attol fliggden, hogy adott segédanyag koncentracioja
milyen mértékii volt, eltéré mennyiségli ibuprofént detektaltunk a Skin PAMPA fogado
oldalan az inkubaci6 alatt. Ez arra bizonyiték, hogy a PAMPA bérmimetikus mesterséges
membranja képes differencidlni a vizsgalt géleket annak ellenére is, hogy a kiindulési
hatéanyag koncentraci6 minden esetben azonos volt. Az eredmények pontosabb
értelmezése és jobb atlathatosaga céljabol megadtuk az ibuprofén fluxusat az Osszes
tanulméanyozott készitményre. Ezeket pugcm2h? egységben fejeztik ki, és a 20.

tablazatban foglaltuk 6ssze.
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20. tablazat Az ibuprofén fluxusa a kiilonb6z6 osszetételit gélekben

f Fluxus L Fluxus
Készitmény [ugem2h] Készitmény [ngem2h]
D1216 [19%] 478,00 C1416 [0,25%] 507,03
D1216 [2%] 401,70 C1416 [0,5%] 581,57
D1216 [4%] 353,63 C1416 [19%] 578,81
D1216 [6%6] 314,76 C1416 [2%] 555,23
D1216 [8%] 322,10 C1416 [4%] 522,11
D1216 [10%0] 295,62 C1416 [6%0] 510,91
D1216 [2,64%] 517,06 C1416 [8%] 344,64
D1216-TR [2,64%0] 461,69 C1416 [10%] 527,06
Kontrol 380,59 C1416 [2,64%] 518,92
Kontrol TR 329,95 C1416-TR [2,64%] 563,10
A 24. 6raban mért ibuprofén mennyiséget, és a gélek fluxusat mutatja a 25. abra a
felhasznalt segédanyag koncentréacio fiiggvényében.
Az ibuprofén mennyisége a 24. érdban a C1416 Az ibuprofén fluxusa a C1416 mennyiségének
c mennyiségének fliggvényében 600.0 - fliggvényében
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&2 S [}
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Az ibuprofén mennyisége"a 24. éréban a Az ibuprofén fluxusa a mennyiségének
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25. abra Az ibuprofén 24 6ras mennyisége ¢s fluxusa a segédanyag koncentracio fliggvényében

A 20. tablazat és a 25. abra alapjan latszik, hogy a permeacid fokozé segédanyag
mindsége és mennyisége szoros kapcsolatban van az ibuprofén véarhatd fluxusaval.

Szignifikans kiilonbség figyelhetd meg a szachardz-mirisztat (C1416) és szachar6z-laurat
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(D1216) viselkedése kozott. E16bbi kozel 20%-al nagyobb hatast fejtett ki az ibuprofén
elénydsebb permeacié  fokozd segédanyag készitményfejlesztés soran. Erdekes
megvizsgalni, hogy milyen Osszefiiggésben van a segédanyag mennyisége a fluxus
értékekkel. Vizsgalataink soran azt kaptuk, hogy a szachar6z észtereknek van egy
optimdlis koncentracidja, amikor a legjelentdsebb a hatasuk a boron keresztiili
permeabilitas fokozdsara. Ez az ideélis koncentracio tartomany 2-4% kozé tehetd. Ebbol
azt a kovetkeztetést vonhatjuk le, hogy a feliiletaktiv és szolubilizal6o anyagok oldhatosag
novekedése nem egyértelmiien eredményezi a hatéanyag permeabilitasanak ndvekedését.
készitésekor kétféle modon jartunk el. Egyik esetben csak az adott szachardz észter
szarmazékot tartalmazta, mig a masik esetben a receptira transzkutol hasznalatat is
eldirta. E gélek eldallitasaval és vizsgalataval lehetdség nyilt ra, hogy tanulmanyozzuk a
C1416 és D1216 transzkutollal kifejtett szinergizmusat. Az 0sszehasonlitas érdekében
formulaltunk kontrol géleket transzkutollal és anélkiil is. E készitmények fluxusat a 26.

abra oszlopdiagramja szemlélteti.
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26. abra A transzkutol és a szachardz észter szarmazékok egylittes hatasa kontrol készitményekkel

szemben

A kontrol készitményeket egymassal Osszehasonlitva az latszik, hogy a transzkutolt
tartalmazd gél esetén kisebb ibuprofén fluxust mértiink, mint a transzkutolt nem
tartalmazd gélnél (sziirke és fekete oszlop). A C1416 és a D1216 minden eseténél

magasabb fluxust tapasztaltunk a kontrol mintakhoz képest. A transzkutol a C1416
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egyiittes felhasznalasaval fejtette ki a nagyobb hatast (piros és narancssarga oszlop).
Ebben az esetben a szachardz észter €s a transzkutol egyiittes alkalmazasa eldnydsnek
tinik. A D1216 felhasznalasanal ugyanezt nem tapasztaltuk, itt valamelyest jobbnak
bizonyult a csak szachar6z-lauratot tartalmazoé készitmény (kék és vilagoskék oszlop). Az
eredményeket a Szegedi Tudomdényegyetem Gydgyszertechnoldgiai Intézetének
munkatarsai altal végzett Franz diffizids cella vizsgalatok alatamasztjak, a két modszer
kozott jo korrelaciot talaltunk [11.1 fejezet — Az értekezés alapjat képezé kozlemények —
4) kozlemény].

Osszefoglalasként elmondhaté, hogy mindkét valasztott cukor észter szarmazék
novelte az ibuprofén permedbilitasat, de eltérd mértékben. A C1416 eldnyosebb
tulajdonsagunak bizonyult, féként transzkutollal egylitt eredményesen hasznalhaté mind
gyogyszeripari, mind kozmetikai oldalrol nézve.

A Skin PAMPA a vizsgalatok alapjan alkalmasnak bizonyult félszilard
készitmények szisztematikus tanulmanyozasara is. A modositott alsé lemezzel egy sokkal
inkabb biorelevans kisérleti elrendezést érhetiink el a kisebb donor mennyiség miatt, mint
a hagyomanyos PAMPA eljarasnél. A bérmimetikus mesterséges membran differencialta
az eltérd Osszetételi készitményeket, igy a termékfejlesztés korai szakaszaban jo
alternativat jelenthet a megfeleld segédanyagok mindségi €s mennyiségi optimalizalasa

céljabol.
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6.4. Termékfejlesztéshez hasznalt oldészerek hatasa a transzdermalis

permeabilitasra

A vizsgélatokhoz valasztott modellvegyiilet, a feniletil-rezorcin bor- és
hajvilagosito hatasat Schmaus és munkatarsai 2006-ban irtak le eldszor, mely a tirozinaz
enzim mikodésének gatlasan alapul. Ez az enzim kulcsfontossdgl szerepet jatszik a
melanin képzdédésében [80]. Nemzetkozi kutatasi egyiittmiikodés keretében, a 4.4.1.
fejezet 6. tablazata (41. oldal) altal jelolt 23 eltérd tulajdonsagu olddszer transzdermalis
permeabilitast befolyasold hatdsat vizsgaltuk. Az oldoszerek tulajdonsdgainak nagy
variabilitdsa miatt mar a modellvegyiilet oldhatésdgaban is jelentds kiilonbségeket
tapasztaltunk. A kisérleti eredmények alapjan lehetéség van ra, hogy megvizsgaljuk az
oldhatosag és a permedabilitas kapcsolatat, melyek kiilon-kiilon széles irodalmi hattérrel
rendelkeznek, azonban szisztematikus, egyiittes tanulmanyozasuk mar annal ritkabb. A
kettd kapcsolatanak vizsgélata annak ellenére is szegényesebb irodalommal rendelkezik,
hogy a két fizikai-kémiai paraméter alkotja az értekezés 2.1.1.3. fejezetében (9. oldal)
bemutatott BCS rendszer alapjat. Dahan és munkatarsai 2012-ben publikaltak egy
tanulmanyt, melyben ndvekvd propilén-glikol és PEG-400 koncentracié mellett
vizsgaltak az oldhatosag és a permedbilitas valtozasat. Azt talaltak, hogy az oldhatdsag
novekedését okozo segédanyagok hasznélata esetén — a jobb oldhatdsag ellenére — nem
feltétlentil valtozott a permeabilitas is jo iranyban [81]. Ez azt bizonyitja, hogy az
optimalis abszorpcido ¢érdekében célszerli a fentebbi két fizikai-kémiai paraméter
megfeleld egyensiilyat kialakitani adott készitményben. Igy érthetd, hogy miért sziikséges
a termékfejlesztés korai szakaszaban az oldhatosag mellett a permeabilitds pontos
jellemzése is.

A membranintegritas vizsgalatok alapjan (5.4.2. fejezet (55. oldal)) a Skin PAMPA
membranja lehetdséget teremt rd, hogy a kiilonbozd tipusti oldoszerekkel késziilt
oldatokat vizsgaljuk. Ennek alapjan valaszt kerestiink arra, hogy a tapaszok ¢és félszilard
gyogyszerformak mellett a modszer alkalmas-e oldatfazisi mintak Osszetételének
optimalizalasara is.

A mért logPm értékek az oldoszereket harom nagy csoportra osztjak, azonban a
kozépsé kategoriat még tovabbi két alcsoportra bontottuk. A 27. abra azonos szinii

oszlopai egy-egy permeabilitasi kategoriat jelolnek.
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27. abra A logPn alapjan tortént kategorizalas. Az azonos szinek azonos kategoriat jelolnek

Az alacsony permeabilitast (logPm = (-4) — (-3)) biztositd oldoszerekhez kis
molekulaméretii, polaris karakterli szerves oldoszerek tartoznak (DMSO, dimetil-

izoszorbid, etanol). Ezen olddszerek kémiai szerkezetét a 21. tablazat foglalja 6ssze.

21. tablazat Az alacsony permeabilitast biztositd oldoszerek csoportja

Oldoészer Szerkezeti képlet

0
DMSO |s|

H,C” TCH,

. - . ’ O\CHA
Dimetil-izoszorbid .
3 ~o o
Etanol e oH

A kozepes permeabilitast biztosité kategoriat (logPm = (-3) — (-2)) az ide tartozo
oldoszerek kémiai szerkezete alapjan tovabbi két csoportra osztottuk. Az elsé csoportba
hosszabb szénlancu zsirsavak észtereit (izononil-izononanoat, kaprilsav- és kaprinsav
trigliceridek), a kukoricaolajat, egy olddszerelegyet, mely vizet, propilén-glikolt és
etanolt tartalmazott, valamint egy hosszu szénlanct alkoholt (oktil-dodekanol) soroltunk.
Ezek egyértelmilen jellemezheté kémiai szerkezettel rendelkezd képviseldit a 22.

tablazat mutatja.
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22. tablazat A kdzepes permeabilitast biztositd oldoszerek elsé csoportjanak néhany képviseldje

Oldodszer Szerkezeti képlet
SR
. , 00
Kaprilsav- és kaprinsav OJJ\/\/\/CHS
trigliceridjei O\n/\/\/\/CHa
o}

H,C OH
Oktil-dodekanol /\/\/i/\:/\ij/\
HyC

H,C ] CH,
Izononil-izononanoat W M

A masodik csoportba ’glikol’ tipusi oldoszerek (propilén-glikol, butilén-glikol,
dipropilén-glikol) és egy oldoszerelegy tartozott, mely vizet és dimetil-izoszorbidot
tartalmazott (23. tablazat).

23. tablazat A kozepes permeabilitast biztositd oldoszerek masodik csoportjanak néhany képviseldje

Oldoészer Szerkezeti képlet
OH
Propilén-glikol /k/OH
H,C

Di ilén-glikol
ipropilén-g HAC)\/O\A\CH
Butilén-glikol
g Hic)\/\OH

A legmagasabb membran permeabilitast (logPm > -2) a harmadik kategoéridban
tapasztaltuk, mely képvisel6i a viz, és két vizet tartalmazd oldoszerelegy (viz/etanol,
viz/propilén-glikol) volt. Az eredmények Osszhangban vannak azzal a technologiai
ténnyel, hogy lokalis hatas eléréséhez célszerii valamilyen hosszabb szénlanccal
rendelkezd vivdanyaggal készitményt fejleszteni (izododekan é€s izopropil-mirisztat
esetén nem, vagy csak nagyon kis mennyiségli hatéanyagot detektaltunk az akceptor
fazisban), mig szisztémas hatés eléréséhez elényds egy hidrogél hasznélata, melyben a
kiilonboz6 *glikol’ szarmazékok novelik a hatdéanyag boron keresztiili permedbilitasat.
Az oldhatosag ¢és a fluxus kozotti kapcsolatot szemlélteti a 28. abra

oszlopdiagramja. A jobb attekinthetéség érdekében az abran az azonos oldhatdsagi
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kategoriak képviseldi egy csoportba vannak rendezve, és azonos szinnel lettek

feltiintetve.
10000,0 - Az oldhatdsag és a fluxus kapcsolata
- 500 1000
-
& 1000,0 75
E 10 100 1000
1) 10
2 1000 - 75 250
5 1 15
s 75
= 10,0 4 1
4 1

28. abra Az oldhatdsag és a fluxus kapcsolata. Az azonos szinli oszlopok az azonos oldhatosagi

kategoriakat jelolik. Az oldhatosag értékét az oszlopok felett 1év6 szamok mutatjak mg/ml egységben

A 28. abra alapjan elmondhat6, hogy az azonos oldhatdsag kozel sem jelent hasonlo
fluxust a modellvegyiiletiink esetén. Tekintsiik példaként a piros oszloppal jelolt, 75
mg/ml oldhatdsagot biztositd 3 oldoszert. A dimetil-izoszorbid permeabilitasa alapjan az
elsd, legalacsonyabb permeabilitdsi kategéridba sorolhatd. A kaprilsav- és kaprinsav
trigliceridje és a butilén-glikol a kdzepes permeabilitasi osztalyba tartozik, azonban
utobbinak, mint a ’glikol’ szarmazékokndl tapasztaltuk, valamelyest nagyobb a
permeabilitasa. Az emlitett harom oldoszernél szamolt fluxus kozel 3 nagysagrendet 6lel
fel.

Fent targyalt eredményeink alapjan lathatjuk, hogy az olddészerek igen eltérd
permeabilitast biztositanak a vegyiilet szamara. Mivel az akceptor iranya fluxus a
permeabilitas és a donor oldali koncentracid szorzataként adodik (3. egyenlet),
megérthetjiik, hogy a donor oldalon a kiilonb6z6 oldoszerek altali nagyobb oldhatdsag
miért nem jelent aranyos ndvekedést a fluxusban is. Bebizonyitottuk, hogy egy terdpias

szempontbol optimalis fluxus eléréséhez, permeabilitds szempontjabol megfeleld
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segédanyag rendszer mellett Kisebb kiindulasi koncentracio is elegendd. Erre jo példaként
szolgalt a viz/propilén-glikol olddszerelegy, melynél nem tapasztaltunk kiugréoan nagy
oldhatosagot, de ezzel szemben a feniletil-rezorcin fluxusa magasnak bizonyult. Ennél az
elegynél a viz jo permeabilitast biztositott, a propilén-glikol viszont ndvelte a vegyiilet
oldhatosagat. A 29. abra hat oldoszert, illetve oldoszerelegyet ragad ki a vizsgélt anyagok
korébol. A fentebbiekben részletezett viz/propilén-glikol elényds tulajdonsagaival
szemben az etanol, annak ellenére, hogy rendkiviil magas oldhatdsagot biztositott a
modellvegyiiletnek, alacsony membran permedbilitast tapasztaltunk. A 29. abran
kirajzolodo tendencia alatdmasztja azt a tényt, hogy a termékfejlesztés sordn mind az
oldhat6sagot, mind a permeabilitast szlikséges vizsgalni. Munkank alapjan feltételezheto,
hogy egy idedlis hatdanyag-oldoszer rendszer esetén, az oldhatdsag és a permeabilitas

értéke az dbran lathato kék és piros szaggatott vonal metszéspontja koriil helyezkedik.

Az oldhatosag és a permeabilitas kapcsolata
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29. abra Az oldhatosag és a permeabilitas kapcsolata

Osszefoglalva e munkat, elmondhatjuk, hogy a Skin PAMPA rendszer alkalmas
kiilonboz6 tulajdonsaglh oldoszerek vizsgalatara, képes differencidlni dket az alapjan,
hogy melyik rendelkezik elényos tulajdonsaggal a benne oldott vegyiilet permeabilitadsara
nézve. A készitményfejlesztés korai szakaszdban — a molekulak oldhatésdganak pontos
meghatarozasa mellett — a Skin PAMPA hasznos eszkdznek bizonyult az Osszetétel

optimalizaldsadnak tdmogatasara.
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7. Kovetkeztetések

Az értekezés gyogyszermolekuldk permeabilitisanak PAMPA moédszerrel torténd
vizsgalatat részletezi. A permeabilitds fontos alappillére a vegyiiletek fizikai-kémiai
jellemzésének, ugyanis jO prediktora a kiilonbozd szovetekben zajlé abszorpcios
folyamatoknak.

A PAMPA méréseket befolyasolo tényezoket az inkubacidés homérsékleten kiviil
sz¢éleskortien targyaltdk kordbban az irodalomban. Munkank sordn vizsgaltuk a
hémérséklet szerepét a harom fentebb emlitett modellen. A vdlasztott vegyiiletkor
képviseldi kozott egyarant voltak eltérd sav-bazis tulajdonsaggal rendelkezd és
kiilonb6zé molekulaméreti szarmazékok. A kisérleti modellek és a vegyiiletek
megvalasztisa lehetdvé tette mind a kiilonb6z6 PAMPA modellek, mind a molekuldk
sajatossagaibol eredd, eltéré hémérsékleten mutatott viselkedésiik tanulmanyozasat.
Minden esetben linearis Osszefliggést figyeltiink meg az intrinsic permeabilitas és az
inkubacids homérséklet kozott, azonban a valtozas mas-mas mértéki volt a kiiléonb6zo
rendszerekben. Ennek szamszer(i jellemzésére a linearis regresszid analizis meredekségét
(’a’ paraméter) hasznaltuk, mely megmutatta adott molekula permeabilitas novekményét
1°C hémérsékletvaltozas hatasara. A legérzékenyebb modellnek a Skin PAMPA
bizonyult, itt tapasztaltuk a legnagyobb mértékii hémérsékleti hatast, ezzel ellentétben a
BBB-PAMPA modellen mért permedbilitds értékeket kevésbé befolyasolta a
hémérséklet. A vegyiiletek eltér6 modon viselkedtek a harom rendszerben. A legkisebb
valtozast a semleges, nagy molekuldju progeszteron mutatta, ha 6sszehasonlitottuk a
logPo értékét mindharom modellen. A legnagyobb eltérést az amfoter tulajdonsagi,
kisebb molekula, a piroxikdm mutatta. A vizsgalatok kibdvitésével tanulmanyoztuk, mely
homérsekleten kivitelezett PAMPA mérések korreldlnak jobban més in vitro/in vivo
mérésekkel. Ezek alapjan azt taldltuk, hogy minden esetben, de kiilonésen a BBB-
PAMPA esetén célszerli a human-relevans inkubacios hdmérséklet haszndlata. A munka
e része bizonyitotta, hogy a PAMPA modszer érzékeny a hdmérsékletre, igy annak pontos
szabalyozéasa a kisérleteknél nélkiilozhetetlen. Tovabba az egyes kutatocsoportok altal
publikédlt munkak soran, a moddszertani leirasnal célszerli pontosan feltiintetni, hogy
milyen hdmérsékleten végezték a kisérleteiket.

Az értekezés tovabbi része gyogyszerformak vizsgalatat irja le Skin PAMPA

modell segitségével. A bormimetikus PAMPA modell irdnti igény generalta ezt a

81



terliletet, ugyanis a gyogyszeripar és a kozmetikai ipar szamdara hasznosak az olyan
eljarasok, melyek a készitmények fejlesztésekor gyorsan és pontosan tudjik jelezni a
varhaté felszivodast, ezaltal relevans adatokat biztositanak adott 0Osszetétel
viselkedésérdl.

A Skin PAMPA modellt tovabbfejlesztettiik, hogy alkalmas legyen transzdermalis
gyogyszeres tapaszok vizsgalatara. Itt ugy jartunk el, hogy az als6 lemezt egy tartd
blokkal helyettesitettiik, és ebbe helyeztiik bele a tapaszok rogzitése utan a felsé lemezt.
Megadtuk a tapaszok hatéanyaganak fluxus értékeit, melyek segitségével egy olyan
értékelési rendszert irtunk le, mely a készitmények kategorizdlasara alkalmas. Ez
felhasznalja a molekuldk potencidlis maximalis fluxusat, és a gyartok altal jelolt
felszivodasi kinetikabdl szamolt fluxust. A vizsgélt transzdermadlis tapaszokat harom
kiilonalld osztalyba soroltuk. A megfeleld segédanyag-Osszetételti matrix fejlesztésekor
az altalunk kidolgozott értékelési rendszer hasznos tamogatast nyujthat. A ketoprofén
tartalmu tapasz vizsgalata bizonyitotta, hogy a Skin PAMPA eljaras helyi hatast tapaszok
vizsgalatara is alkalmas. Fontos megjegyezniink azt a tényt, hogy a mddszeriink a
készitmények eldszilirésére alkalmas, azonban arra id6- és koltségigénye miatt feltétlentil
elényOsebb hasznalni a fejlesztés korai szakaszdban, mint mas dragabb, és lassabb
modszereket.

A félszilard gyogyszerformdk széleskorlien hasznalt dermalis, illetve
transzdermalis készitmények. A hatdanyag boron keresztiili felszivodasanak fokozéasara
penetraciofokozo segédanyagok haszndlata kinal jo lehetdséget. Ilyen ismert anyagok a
szacharo6z kiilonbo6z6 zsirsavakkal alkotott észterei, melyek egyben szolubilizalo agensek
is, illetve a transzkutol nevii vegyiilet. Munkank sordn szachar6z-laurat €s szachardz-
mirisztat hatasat vizsgaltuk az ibuprofén modellvegyiilet transzdermalis permeabilitasara,
tovabba tanulmanyoztuk a két segédanyag és a transzkutol szinergista hatisat. Azt
talaltuk, hogy a segédanyagok mennyiségének ndvelése nem okozta a permeabilitas
linearis novekedését. Egy optimalis segédanyag koncentraciot tudtunk kijeldlni, ami
alapjan, a transzkutol cukor észterekkel torténd egylittes hasznalata eredményesen noveli
a molekuldk permedbilitasat. Vizsgalataink sordn a szachar6z-mirisztat €s transzkutol
kombindacioja esetén talaltuk azt, hogy a kettd erdsiti egymads penetraciofokozo hatédsat,

ugyanezt a szachardz-laurat és transzkutol kombinacidjandl nem tapasztaltuk. A
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tanulmany alapjan elmondhatjuk, hogy a Skin PAMPA félszilard készitmények
értékelésére is megfelelének bizonyult.

Munkank negyedik fazisaban készitményfejlesztéshez hasznalt 23 kiilonb6zo
tulajdonsagu olddszer transzdermalis permeabilitast befolyasold szerepét vizsgaltuk.
Ezen oldészerek kozott tobb, dontden kozmetikai felhasznaldsu szdrmazék is helyet
kapott. Modellvegyiiletként a boér- és hajvilagosito  hatast  feniletil-rezorcint
(Symwhite™) valasztottuk. A vegyiilet tajékoztatd oldhatosagi vizsgalata soran
oldhatosagi kategoridkat jeloltiink ki. A PAMPA permeabilitds méréseknél donor
fazisként a molekula adott olddszerrel késziilt oldatat vizsgaltuk, melynél a kiinduldsi
koncentraciot az el6zetes oldhatosag vizsgalatok alapjan hataroztuk meg. A permeabilitas
¢s a fluxus értékek egy oldhatosagi kategorian beliil is eltérést mutattak, némely esetben
akar 2-3 nagysdgrendnyi differenciat tapasztaltunk. Ebbdl azt az dsszefiiggést sziirhetjiik
le, hogy a magasabb oldhat6sdg nem magatol értetddden jelent nagyobb permedbilitast
is. Az ibuprofén tartalmu félszilard készitmények eredményei aldtamasztjak e
megfigyelést, ugyanis a szolubilizal6 hatast penetraciéfokozd anyagok mennyiségének
ndvelése nem jelentett jobb transzdermalis permedbilitast. A készitményfejlesztés korai
szakaszaban célszerli az oldhatosdgot és a permeabilitast egyiitt vizsgalni, illetve e
paramétereket befolyasold segédanyagok megfeleld Osszetételét optimalizalni, tovabba

az oldhatdsag és a permeabilitas kapcsolatat nem szabad elhanyagolni.
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8. Osszefoglalas

PhD munkam sorédn feltartuk a permeabilitast befolyasolo tényezdket, elsdésorban
az inkubacioés homérséklet hatasat, tovabba a kiillonbozo gyogyszerformakbol torténd
hatéanyag permedci6 elérejelzésének 1) eljarasaira tettiink javaslatot.

Fontos 6sszefiiggéseket allapitottunk meg a PAMPA moddszeren mért permedbilitas
¢s az inkubacios homérséklet kozott. Az eredmények értékelésekor mindharom modell
(GIT-, BBB-, Skin PAMPA) esetén linearis kapcsolatot talaltunk a két paraméter kozott.
Ez mind a hét vizsgalt modellvegyiiletre érvényes volt, azonban a permeabilitds nem
egyforman valtozott a harom rendszerben. A hdmérséklet valtozasara a Skin PAMPA
reagalt a legérzékenyebben. A molekulak sav-bazis karaktere és mérete szintén jelentdsen
befolyésolta a permeabilitas valtozasat az inkubacidés hdmérséklet novelésének hatasara.

A munkank tovabbi részében sikerrel fejlesztettiik tovabb a Skin PAMPA modellt
kiilonboz6 gydgyszerformak vizsgalatara. Kidolgoztunk egy modszert és egy értékelési
rendszert, mely segitségével transzdermadlis gydgyszeres tapaszokat tanulmanyozhatunk.
A tapaszok 0sszehasonlitasat a benniik 1év6 hatéanyag mért fluxusa, és a gyarto altal jelolt
Kinetika alapjan tettiik meg. Félszilard készitmények esetén vizsgaltuk a kiilonbdzo
penetraciofokozo segédanyaggal rendelkezd gélek eldsziirésének lehetdséget. Két cukor
észter szarmazékot és transzkutolt tartalmazo gélek vizsgalataval bizonyitottuk, hogy a
Skin PAMPA hasznos eszkdz az Osszetétel optimalizalasanak folyamatdban. Az
irodalomban kevésbé targyalt Osszefiiggést, a permeabilitas és oldhatosag kapcsolatat
vizsgélta munkank utolsé szakasza 23 eltérd tulajdonsagti olddszer transzdermalis
permedbilitast befolyasold szerepének tanulmanyozéasaval. Azt talaltuk, hogy az
oldhatosag novekedés nem jelent feltétleniil nagyobb permeabilitast, ezaltal fluxust, igy
kovetkezésképpen levonhatjuk, hogy a termékfejlesztés soran e két paramétert
befolyasolo segédanyagok optimalis egyensulyat érdemes kialakitani.

Munkénk sordn 1) modszereket javasoltunk kiilonb6zé gydgyszerformak
hatéanyagainak boéron keresztiili felszivodasi eldrejelzésére. A Skin PAMPA
hasznalatanak ilyen irdnyt kiterjesztése mind a gyodgyszeripar, mind a kozmetikai ipar

érdeklodésére szamot tarthat.
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9. Summary

The aim of my Ph.D. thesis was the investigation of permeability of drugs. In the
first part, the significance and extent of temperature dependence of permeability was
studied. Seven marketed drugs with diverse structure and different acid-base properties
were selected as test compounds. The permeability data were measured in three different
PAMPA models. The results show that the permeability of the compounds is linearly
proportional to temperature, although the slope of the permeability curve is strongly
influenced by the compounds and the PAMPA membrane used for the measurements.
Based on our results the better prediction of in vivo permeability processes can be reached
by using human-relevant incubation conditions in in vitro assays.

In the second part, the aim was to extend the Skin PAMPA method for the
evaluation of topical and transdermal products. Different drug formulations were selected
for these studies. We investigated the behaviour of six marketed transdermal and local
therapeutic patches. The original Skin PAMPA method was successfully modified for the
evaluation of patches. The method is suitable for patch testing, as it reflects well the
permeability differences between drugs, the deviating behaviour of various patches and
is able to classify them based on the flux ratio.

After the transdermal patch testing, several gels containing sucrose esters and
transcutol as penetration enhancer compounds have been investigated. Ibuprofen as API
was selected for this study. The results have demonstrated that the in vitro Skin PAMPA
system is a suitable method to select the most promising compositions of the product for
further ex vivo human skin and in vivo animal studies.

The aim of a further Skin PAMPA study was to investigate the effects of different
solvents for the permeability. Membrane integrity tests were performed to prove the
useability of the artificial membrane for this purpose. The results demonstrated that the
permeability and the flux ratio are strongly influenced by the property of solvents. This
study suggests that the solubility-permeability interplay is recommended to take into
account during the design of any dermal or transdermal products.

The results of my Ph.D. thesis suggest that Skin PAMPA system is a useful tool for
evaluation of transdermal drug delivery, and it can be recommended for the permeation
studies during the development process of transdermal therapeutic systems and other

pharmaceutic and cosmetic products as well.
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