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Bevezetés

A gyogyszerkutatasban az 1990-es évektdl a nagy ateresztOképességii szlirdmodszerek
¢s a kombinatorikus kémia megjelenésével parhuzamosan eldtérbe keriilt a gyodgyszerré
fejleszthetdség kérdése is. A nem megfeleld farmakokinetikai tulajdonsagok eldrejelzését segiti
a molekulak részletes fizikai-kémiai jellemzése. Korabban a vegyiiletek ionizacidjanak és
lipofilitdsanak meghatarozasa jelentette a fizikai-kémiai profil leirasat, késobb nyilvanvalova
valt, hogy a molekuldk oldhatosdga ¢és permedbilitdsa, egyarant nélkiilézhetetlen
informaciokkal szolgalnak a vegyiiletek szervezetbeli viselkedéséral.

A permeabilitas - eltérden az egyensulyi folyamatokat jellemzd, termodinamikai fizikai-
kémiai allandoktol (protonalddasi allandok, lipofilitas, oldhatosag) - egy kinetikai paraméter,
mely a membranon keresztiili diffuzid sebességét jeloli. A permeabilitds tehat a
gyogyszermolekuldk azon képessége, hogy milyen mértékben jutnak at a biologiai
membranokon. Ezért ennek a paraméternek a vizsgalata mar a fejlesztés korai szakaszaban
elkeriilhetetlen, aminek jo eszkdze a mesterséges membran alapli, parhuzamos moddon
végrehajthatod permedbilitds mérési modszer, az ugy nevezett PAMPA technika.

A PAMPA nagy ateresztoképességli modszer a molekulak passziv, transzcelluléris
permeabilitasanak mérésére. Elonye hogy gyorsabb, konnyebb és jelentésen olcsobb, mint a
Caco-2 sejtvonalakon végzett vizsgalatok. Az eljaras alapjat két egymasba illeszkedo 96 cellaju
mikrotiter lemezbdl allo szendvics adja, melyben a fels6 lemez aljan egy ~ 0,45 pum
porusatmérdjii poli(vinilidén-difluorid) (PVDF) sztir6 helyezkedik el. E szlir6n torténik a
mesterséges membran kialakitasa (1. abra). A megfeleld inkubacios id6 letelte utan a PAMPA
szendvics lemezeit szétszedik és alkalmas analitikai modszerrel meghatdrozzak mind az
akceptor, mind a donor fazis hatdanyag-tartalmat. Ebb6l szamolhat6 a vegyliletek permeabilitas
értéke. A permeabilitas mérések eredményeit tobb kisérleti paraméter befolyasolja, mint pl. a
membran lipidosszetétele, a nem kevert vizes réteg (NKVR) jelenléte, a donor és az akceptor
oldal pH viszonya, illetve a két kompartmentet alkotd oldatok Osszetétele, tovabba az
inkubacios hdmérséklet szerepe sem elhanyagolhato.
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1. abra A PAMPA szendvics felépitése (a), a kisérleti elrendezés sematikus szemléltetése (b). Az (a) abra
forrasa: Millipore



A PAMPA membrén kialakitasanal lehet6ség van arra, hogy a mesterséges membrant
alkot6 foszfolipidek mennyiségét és mindségét gy optimalizaljuk, hogy a modellezni kivant
emberi szovet membrandsszetételéhez a legjobban hasonlitson, és az lehet6ség szerint minél
inkabb biomimetikus legyen. Igy kidolgozasra keriilt a gasztrointesztinalis traktus (GIT-
PAMPA) ¢és a vér-agy gat (BBB-PAMPA) jellemzésére szolgalo6 PAMPA rendszer, illetve
2012-ben a boron keresztiili felszivodast modellezo eljaras (Skin PAMPA). Utébbi modell irant
a gyogyszer- ¢s kozmetikai ipar kiemelt érdeklddést tanusit.

A transzdermalis terapias rendszerek fejlesztése soran azok elényei koran és
egyértelmiien latszodtak (hosszu gyogyszerbeviteli id6, szabalyozott hatdanyag-leadas, first-
pass metabolizmus elkeriilése, compliance novekedés). A potencialis elonyok mellett ismertek
transzdermalis terdpias rendszer fejlesztése hosszl id6t és nagyon jelentds anyagi befektetést
igényel. A kutatds eredményessége nagyban fligg az olyan vizsgaldé modszerektdl, melyek a
gyogyszermolekuldk boron keresztiili felszivodasat minél pontosabban modellezik, lehetdleg
minél kordbbi szakaszaban a fejlesztésnek. Ezéltal az elénytelen tulajdonsagi molekuldk és
technologiai megoldasok hamar kizarhatok a tovabbi vizsgalatokbol. E téren jelentett komoly
eldrelépést a Skin PAMPA rendszer kifejlesztése, mely magaban hordozza a lehetdséget arra,
hogy kiilonboz6 gydgyszerformaji dermalis-, illetve transzdermdlis készitményeket
vizsgaljunk lehetdleg gyorsan, eredményesen és koltséghatékonyan.



Célkituzeések

Figyelembe véve, hogy mindezidaig szisztematikus tanulmany a PAMPA permeabilitas
vizsgalatok soran hasznalt inkubaciés homérséklet hatasardl nem jelent meg, munkank egyik
(A) célja ennek felderitése volt. Harom kiilonb6z6 PAMPA modellen, hét eltérd szerkezetii és
tulajdonsagu vegyiilet permeabilitdsat kivantuk meghatarozni 15 ¢és 55°C inkubacios
hémérséklet tartomanyban. Tovabba tisztazni kivantuk, hogy mely homérsékleten kivitelezett
PAMPA kisérlet korrelal jobban 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 koncentracido hanyados (logBB) értékekkel hasonlitottuk Ossze. A
Skin PAMPA modellen mért permeabilitds értékek és a bdr autentikus, 32°C hdmérsékleten
kivitelezett Franz diffuzios cella mérések kozotti korrelacid analizist is el kivantuk végezni.

A Skin PAMPA 2012-es bevezetését kovetden hatarozott igény meriilt fel arra, hogy ezt
a metodikat kiilonb6z6 gyogyszerformdji dermalis és transzdermalis készitmények tesztelésére
is alkalmassa tegyiik. Doktori értekezésem ez iranya része harom (B-D) célkitiizésre kivan
valaszt adni.

B) A Skin PAMPA ecljaras tovabbfejlesztése gyogyszeres tapaszok tesztelésére. Erre a
célra kereskedelmi forgalomban elérhetd, hét gyogyszeres tapaszt hasznaltunk. A hagyomanyos
PAMPA moddszert ugy kivantuk modositani, hogy azzal minél egyszeriibben lehessen
tanulmanyozni a  készitményeket. Egyiittmikodést alakitottunk ki a  Szegedi
Tudomanyegyetem Gyogyszertechnologiai Intézetével, ahol referencia mérésként a tapaszok
Franz diffuzios cella vizsgalatat végezték el. Kisérletsorozatunkkal vizsgalni kivantuk a
befolyéasold tényezdket.

C) A Skin PAMPA hasznalata félszilard gyogyszerformak vizsgalatara. Ibuprofén
tartalmu gél sorozatot vizsgaltunk, amelyek penetraciéfokozo segédanyagként egy-egy, eltérd
tipustt cukorészter szarmazekot tartalmaztak mas-mas mennyiségben. Vizsgalatainkkal
bizonyitani kivantuk, hogy az eljaras alkalmas a megfelel segédanyagok kivalasztasara mind
mindségi, mind mennyiségi szempontok figyelembe vételével, azaz alkalmas-e dermalis és
transzdermalis gyogyszerkészitmények eldvizsgalatara a termékfejlesztés korai periddusaban
az Osszetétel optimalizalasa céljabol.

D) A munka harmadik fazisaban kozmetikai termékfejlesztéshez hasznalt oldoszerek
transzdermélis felszivodasban betdltdtt szerepének vizsgalatat tiiztiik ki célul. A Symwhite™
markanevili, borfehéritd hatasi modellvegyiilet 23 eltérd tulajdonsagti olddszerrel késziilt
oldatanak viselkedését kivantuk tanulméanyozni a Skin PAMPA modellen.



Modszerek

A) Az inkubaciés homérséklet hatasa a permeabilitasra

A vizsgalatokhoz harom kiilonb6z6 PAMPA modellt valasztottunk (GIT-PAMPA,
BBB-PAMPA, Skin PAMPA). A lemezek cellainak sziir6 feliiletére 5 pl térfogati membran
oldatot vittiink fel. A GIT-PAMPA esetén 2 m/v% foszfatidilkolint és 1 m/v% koleszterint
tartalmazott a membran. A BBB-PAMPA modell 2 m/v% sertés agyi lipid kivonatbol és 1
m/v% koleszterinbdl épiilt fel. A Skin PAMPA esetén kereskedelmi forgalomban kaphato
lemezeket hasznéltunk, amin mar ki volt alakitva a bor stratum corneumara jellemzo
lipidmatrix. A modellvegyiiletek kivalasztasanal fontos szempont volt, hogy sav-bazis
jellegiikre, lipofilitasukra és méretiikre nézve eltérd tulajdonsagu vegyiiletek legyenek. Ezek
kozott voltak savi tulajdonsdgu molekuldk (pl.: diklofenak, ketoprofén), bazikus komponensek
(pl.: verapamil, propranolol), neutrdlis vegyiiletek (pl.: progeszteron, karbamazepin), és
amfoter szarmazékok egyarant (pl.: piroxikam). 180 pl eltérd pH-ju, 1 v/v9% DMSO torzsoldatot
tartalmazo puffer oldatot mértiink a PAMPA szendvicsek als6 lemezének cellaiba. A felso,
akceptor lemez cellaiba 200 pl pH 7.4 puffert pipettaztunk. A mérések teljes idétartama 1-4 6ra
volt. A kisérleteket termosztalva, 15, 25, 37, 45 és 55°C-on végeztiik el, igy a permeabilitas
valtozasanak tendenciajat megfigyelhettiik. A boron keresztiili vizsgdlatok sora a bor
autentikus, 32°C-os hdmérsékletével bsviilt. A PAMPA Explorer™ és a PAMPA Evolution™
szoftver segitségével kiszamoltuk az adott vegyiilet permeabilitasat.

B) Gyogyszeres tapaszok Skin PAMPA vizsgalata

A vizsgalatokhoz kereskedelmi forgalomban kaphat6 nikotin, fentanil, rivasztigmin €s
ketoprofén tartalml'l tapaszokat Vélasztottunk A gy(')gyszeres tapaszok éltal leadott hat(')anyag
szlikségessé. A vizsgalatokhoz a PAMPA lemezek felsd, akceptor fazisat tartottuk meg, mig az
alsé részt egy megfelel6 tartdo elemmel helyettesitettiik (2. abra). A 250 ul akceptor oldat és a
magneses keverdk cellakba toltése utdn az akceptor fazist €s a vizsgalt tapaszt tartalmazo
rendszert a tartd elemre helyeztiik, majd ezt az egységet a magneses keverdre fektettiik, és
szobahdmérsékleten inkubaltuk.
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2. abra A hagyomanyos PAMPA eljaras (a), és a tapaszok vizsgalatara alkalmas kisérleti elrendezés (b)
sematikus abrazolasa



A nikotin és ketoprofén tartalmu tapaszokat 6 6ra hosszan inkubaltuk, ekdzben 1/2, 1,
3 és 6 oranal 150 ul mintat vettiink az akceptor fazisbol, és ebbdl a részletbdl hataroztuk meg a
készitmények esetén is, de eldbbi esetben 12, mig utdbbi esetben 24 6ran keresztiil inkubaltuk
a rendszert, és a kezdeti mintavételi pontok kiegésziiltek egy 12. és 24. 6ras mintavételezéssel.
Az akceptor oldalon megjelend hatdanyag tartalmi meghatarozasa utan, a permealt hatéanyag
mennyiségét egységnyi feliiletre adtuk meg és mg/cm? egységben fejeztiik ki. Az adott
mintavételi pontokhoz tartozdé eredményekbdl felvettiik a vizsgalt tapaszokra jellemzo
permeaciod-ido profilt.

C) Félszilard készitmények tanulmanyozasa

A tanulményozott félszilard készitmények hatéanyagaként egy nemszteroid gyulladas-
¢s fajdalomcsokkentd vegyiiletet, az ibuprofént valasztottuk. A gélek penetraciéfokozo
segédanyagként szachar6z-észter (szachar6z-mirisztat [C-1416], szacharoz-laurat [D-1216])
szdrmazékokat, illetve transzkutolt tartalmaztak. Az 6sszes gél azonos mennyiségii ibuprofént
tartalmazott, azonban a penetraciofokozo segédanyagok koncentracidja eltérd volt (0,25-10,00
m/m%). A vizsgalatokat Skin PAMPA lemezeken végeztiik, azonban a hagyomanyos
eljarashoz képest kizardlag a felsd részét hagytuk meg a PAMPA szendvicsnek, mig az alsot
egy félszilard készitmények vizsgalatara modositott alsd lemezzel helyettesitettilk. Ezen
formulacios lemez minden celldjaba kdzvetleniil 70 ul félszilard készitményt mértiink, mely a
donor fazist alkotta. Akceptor fazisként a felsé lemez celldiban 250 pl pH 7.4 puffert
hasznaltunk. A PAMPA szendvics Osszedllitdsa utdn a rendszert 32°C homérsékleten 24 ora
hosszan inkubaltuk. Az ibuprofén mennyiségét az egységnyi felilletre esd permealt
anyagmennyiségben, pg/cm? egységben adtuk meg. Az eredményekbdl felvettiik a gélek
permedabilitas-idd profiljait.

D) Termékfejlesztéshez hasznalt oldoszerek hatasa a transzdermalis permeabilitasra

A kisérletsorozat elsé fazisdban a modellvegyiilet (feniletil-rezorcin) tajékoztatd
oldhatosag vizsgalatat végeztiik el a vizsgalat targyat képzo 23 oldoszerben. Az igy kapott
A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy a tanulmanyban szerepl6 oldoszerek hogyan befolyasoljak
a Skin PAMPA mesterséges membranjanak integritasat. A Skin PAMPA mérésekhez donor
fazisként a feniletil-rezorcin adott olddszerrel késziilt oldatat hasznaltuk. A vizsgalatoknal a
donor fazis a felsé lemez volt, mig a fogadd oldal alul helyezkedett el. Utobbi cellaiba 180 ul
pH 7,4 puffert toltottiink. A donor oldalra az oldatok 70-70 pl-ét mértiik. A lemezeket ezutan
egymasra helyeztiik, és 32°C hdmérsékleten 6 oran keresztiil inkubéltuk. Ek6zben 2, 4 és 6
oranal az akceptor fazisbol mintat vettliink, és UV spektrofotometridsan meghataroztuk a
helyettesitettiik, melybe eldzetesen szintén akceptor puffert mértiink. A mérési eredményekbol
kiszamoltuk a modellvegyiilet membran permeabilitas értékét (logPm), és meghataroztuk adott
oldoészerben 1évo fluxusat.



Eredmények

A) Az inkubacios hémérséklet hatasa a permeabilitasra

Eredményeink azt mutatjak, hogy mindharom PAMPA modell esetén az intrinsic
permedbilitds és a homérséklet kozott linedris Osszefiiggés van, azonban az inkubacids
hoémérséklet valtozdsa nem egyenld mértékben befolyasolja a kiilonb6z6 modelleken mért
permeabilitast (3. abra).
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3. abra A logPo és a hémérséklet kapcsolata. GIT-PAMPA: gyomor-bél rendszeri PAMPA, BBB-PAMPA:
vér-agy gat PAMPA, Skin PAMPA: bér PAMPA

Az egyes vegyliletek viselkedése szintén eltéré a harom PAMPA rendszerben. A linedris
regresszio analizis eredményeit foglalja 6ssze az 1. tablazat.



1. tablazat A logPo és a hdmérséklet linearis regresszi6 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 -475 | 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 hémérsékletvaltozas esetén tapasztalhatunk adott
rendszerben. A legkisebb homérsékleti hatast a GIT-PAMPA modellen savas és amfoter
karakterli vegyiiletek vizsgéalata esetén tapasztaltuk (a = 0,004-0,007). E szdrmazékoknal
szignifikans kiilonbséget nem figyeltink meg a permeabilitas értékekre nézve. Ezzel
ellentétben a bazikus komponensek viselkedése jelentds homérsékleti hatast mutatott (a =
0,020-0,024). A legalacsonyabb homérsékleti hatist a BBB-PAMPA modell esetén
tapasztaltunk, az 1°C-ra es6 valtozas 0,010 és 0,018 kozott alakult. A kisebb valtozas ellenére
a GIT-PAMPA rendszernél megfigyelt tendencia, miszerint a bazikus vegyiiletek
permedbilitasa érzékenyebb az inkubaciés homérsékletre, itt is megfigyelhetd. Ha
megvizsgaljuk a kiilonb6z6é 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). A vizsgalt vegyiiletek permeabilitasa a hdmérsékletvaltozas hatasara a Skin
PAMPA esetén valtozik a legnagyobb mértékben. Ha az egyes vegyliletek egyedi viselkedését
vizsgaljuk meg, a legnagyobb hdmérsékleti hatast a kiilonb6zé modellek kozott a piroxikamnal
tapasztaltuk. Ezzel szemben nagyon kismértéki valtozast mutat a progeszteron permeabilitasa
(a=0,014; 0,015; 0,013).

A vizsgalat kiterjesztéseként végrehajtott kisérletekben azt az eredményt kaptuk, hogy
minden esetben célszerii a PAMPA modelleknél a mas in vitro modszereknél hasznalt
inkubécios hdmérsékletet valasztani.

B) Gyogyszeres tapaszok Skin PAMPA vizsgalata

A vizsgalatokhoz hat, kereskedelmi forgalomban kaphat6 transzdermalis gydgyszeres
tapaszt (Fentanyl Sandoz®, Fentanyl-ratiopharm®, Exelon®, Niquitin®, Nicotinell®, Nicorette®)
¢és egy helyi hatast, nemszteroid fajdalom- és gyulladascsokkentd készitményt valasztottunk
(Keplat®).

Az eredmények alapjan a készitmények mért permedbilitas profilja minden esetben
magasabb hatéanyag-mennyiséget mutat adott idépontban, mint azt az elméleti felszivodasi
gorbe indokolna. A jelenségért feltételezheten az irodalomban jol ismert — €s egy€b in vitro és
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in vivo modszereknél is fellépd - szél-hatas (,, edge-effect”) a felelds. Ez azt jelenti, hogy nem
kizarolag a lemezek cellai altal fedett tapasz feliiletrdl varhatéd fluxus, hanem a celldkkal nem
érintkez6 részekrol is, ezzel ndvelve a permedcios feliiletet.

A PAMPA mérések esetén nagyobb szoras értékeket figyelhetiink meg, melynek oka
feltételezhetden egyrészt a hatdanyag tapasz feliiletén valé inhomogén eloszlasa, masrészt a
permeacids folyamatot nagymértékben, €s szabalytalanul érintd szél-hatés.

Az eredményeket két szempont szerint értékeltiik: osszehasonlitottuk a két modszer
eredményeit, valamint a mért fluxus alapjan megkiséreltiik a tapaszok osztalyozasat.

Az Exelon® tapasz esetén a Skin PAMPA ¢és a Franz diffiizios cella mérések eredményei
nagymértéki egyezést mutatnak, de a permeélt anyag mennyisége jelentdsen magasabb, mint a
gyarto altal deklaralt kinetika szerint varhat6 lenne. Valdszinisithetd, hogy egy vagy tobb
penetraciofokozo segédanyagot tartalmaz ez a készitmény, és ezekre a felhasznalt modszerek
érzékenyebben reagaltak. A nikotin tartalmu tapaszoknal egy kezdeti, 16késszerli permedcio
figyelhetd meg, amit feltehetéen a tapasz adheziv rétegének nikotinra torténd feldusulasa
okozza. A hérom, eltéré gyartotél szarmazo nikotin tartalml tapasz esetén tovabbi
kiilonbségeket is megfigyelhettiink, aminek oka valdszintileg a kiilonbozd 6sszetételbdl adodik,
ami miatt a tapasz matrixdnak bizonyos komponensei hol a mesterséges membranon, hol a
human bor preparatumon fejtenek ki jelentdsebb permeacié fokozoé hatast. Az Gsszetevok
ismeretének hianyaban erre részletesebb magyarazatot nem tudunk adni. A ketoprofén tartalmu
tapasz esetén a tapasz nagy méretének koszonhetéen mintegy pontrél pontra letapogatta a
PAMPA moddszer a tapasz hatdéanyag eloszlasat. A magasabb szoras értékek ezen eljaras esetén
nem homogén eloszlést sejtetnek.

A gybgyszeres tapaszok vizsgéalatira modositott PAMPA eljards a fejlesztés korai
szakaszaban nyujthat tdmogatast, mivel a tapaszokat a hatéanyag fluxusa szerint kivanja
osztalyozni, ezaltal a hatéanyag leadd rendszer Osszetételének optimalizaldsdban nyujthat
hasznos informéciot.

A vizsgalat soran felhasznalt gyogyszeres tapaszokat Jin vivo/Jmax hanyadosuk szerint
harom csoportba oszthatjuk. Ha a transzdermalis terapias rendszerek hatdoanyag-leadasa olyan,
hogy a hatéanyag potencialisan maximalis fluxusat eléri a permeacio soran - mint a fentanil
tartalmu tapaszok esetén - akkor az emlitett hanyados ~1, igy az ilyen tapaszok az elsé osztalyba
tehetdk. A mdsodik csoportra az jellemz0d, hogy a Jmax alacsonyabb, mint a készitmény Jin vivo
fluxusa, valosziniisithetden penetraciofokozod segédanyag jelenlétének koszonhetéen. A
rivasztigmin tapaszra jellemz6 ez a viselkedés. A harmadik csoportot az olyan vegyiileteket
hordozd készitmények jelentik, ahol a Jmax szignifikdnsan magasabb, mint a gyogyszer Jin vivo
értéke. Ilyenkor a tapasz matrix vagy membran szerkezete visszafogja a hatdbanyag gyors, nagy
készitmények. A gyogyszeres tapaszok vizsgalatara alkalmas Skin PAMPA modszer esetén azt
talaltuk, hogy a mérések eredményeibdl kapott Jpampa €s Jmax hanyadosa (JpampalImax) @
fentebbi kategoriakat el tudja kiiloniteni. A mért fluxus értékek (Jrampa €s Jrranz) €s a szamolt
in vivo fluxus (Jin vivo) alapjan a Skin PAMPA alkalmas a tapaszok fentebbiekben bemutatott
csoportositasara, aminek grafikus attekintését a 4. abra mutatja.
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4. abra A Jpampa, Jrranz €s Jinvivo logaritmikus dbrazolésa a vizsgalt tapaszok szerint

A vizsgélataink alapjan elmondhat6d, hogy mindkét felhasznalt modszer hasznos
eszkdze a transzdermadlis terdpias rendszerek fejlesztésének korai szakaszdban. Azonban a
lemez alapl, mesterséges membrant tartalmaz6 Skin PAMPA modszer kisebb koltségl, és
egyszerlibb kivitelezni, mint a huméan boér preparatumot hasznald vertikalis Franz diffuzios
cellas eljarast.

C) Félszilard készitmények tanulmanyozasa

Az 5. abra mutatja a gélek viselkedését kiilon a C1416 és a D1216 esetén.
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5. abra A gélek permeabilitas profilja a segédanyag mindsége és mennyisége szerint. A C1416 gélek
permeabilitas profiljai az abra felsd részén, mig a D1216 viselkedése az also abran lathato. A kiilonb6z6 szint
jelolok az eltérd segédanyag koncentraciot jeldlik
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Az 5. abra alapjan lathatd, hogy attdl fiiggden, hogy adott segédanyag koncentracioja

milyen mértékii volt, eltérd mennyiségli ibuprofént detektaltunk a Skin PAMPA fogado oldalan
az inkubacio alatt. Ez arra bizonyiték, hogy a PAMPA bdrmimetikus mesterséges membranja
képes differencialni a vizsgalt géleket annak ellenére is, hogy a kiinduldsi hatéanyag
koncentracid6 minden esetben azonos volt. Az eredmények alapjan megadtuk az ibuprofén
fluxusat az 0sszes tanulmanyozott készitményre. Az 5. abra alapjan latszik, hogy a permeacio
fokoz6 segédanyag mindsége és mennyisége szoros kapcsolatban van az ibuprofén varhato
fluxusaval. Szignifikans kiilonbség figyelhetd meg a szachar6z-mirisztat (C1416) és szacharoz-
laurat (D1216) viselkedése kozott. E16bbi kdzel 20%-al nagyobb hatést fejtett ki az ibuprofén
elénydsebb permedcio fokozo segédanyag készitményfejlesztés soran. Vizsgalataink sordn azt
kaptuk, hogy a szachar6z észtereknek kijelolheté egy optimalis koncentracidja, amikor a
legjelentdsebb a hatasuk a béron keresztiili permeabilitas fokozéasara. Ez az ideélis koncentracid
tartomany 2-4% kozé tehetd.
Egyik esetben csak az adott szachardz észter szdrmazékot tartalmazta, mig a masik esetben a
receptura transzkutol hasznalatat is eldirta. E gélek eldallitdsaval és vizsgalataval lehetdség
nyilt rd, hogy tanulmanyozzuk a C1416 és D1216 transzkutollal kifejtett szinergizmusat. E
készitmények fluxusat a 6. abra oszlopdiagramja szemlélteti.

650,0 -
600,0 -
— 550,0 I
& 5000 |
£
S 450,0 I
=
» 400,0
> I
5 3500 |
™
300,0
250,0
200,0
Vizsgalt gélek
1BU-gél m [BU-TR gél m 1BU-C1416 [2.64%]
IBU-C1416-TR [2.64%] m IBU-D1216 [2.64%)] IBU-D1216-TR [2.64%)]

6. abra A transzkutol és a szachar6z észter szarmazékok egylittes hatasa kontrol készitményekkel szemben

A kontrol készitményeket egymassal 6sszehasonlitva az latszik, hogy a transzkutolt tartalmazo
gél esetén kisebb ibuprofén fluxust mértiink, mint a transzkutolt nem tartalmazo6 gélnél (sziirke
¢és fekete oszlop). A C1416 és a D1216 minden eseténél magasabb fluxust tapasztaltunk a
kontrol mintakhoz képest. A transzkutol a C1416 egyiittes felhasznalasaval fejtette ki a nagyobb
hatast (piros €és narancssarga oszlop). Ebben az esetben a szachardz észter és a transzkutol
egyiittes alkalmazasa eldnyosnek tiinik. A D1216 felhasznalasanal ugyanezt nem tapasztaltuk,
itt valamelyest jobbnak bizonyult a csak szachardz-laurdtot tartalmazd készitmény (kék és
vilagoskék oszlop).

A Skin PAMPA a vizsgalatok alapjan alkalmasnak bizonyult félszilard készitmények
szisztematikus tanulmanyozéasara. A bOrmimetikus mesterséges membran differencidlta az
eltéré oOsszetételli készitményeket, igy a termékfejlesztés korai szakaszaban jo alternativat
jelenthet a megfeleld segédanyagok mindségi €s mennyiségi optimalizalasa céljabol.
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D) Termékfejlesztéshez hasznalt oldoszerek hatasa a transzdermalis permeabilitasra

A membrénintegritds vizsgalatok eredménye alapjan a Skin PAMPA membranja
lehetdséget teremt rd, hogy a kiilonb6zd tipust oldoszerekkel késziilt oldatokat vizsgaljuk. A
mért logPm értékek az oldoszereket harom nagy csoportra osztjak, azonban a kdzépso kategoriat
még tovabbi két alcsoportra bontottuk. A 7. Abra azonos szinii oszlopai egy-egy permeabilitasi
kategoriat jeldlnek.

100 Alog P, értékek szerinti csoportositas

log l:Ill

7. abra A logPm alapjan tortént kategorizalas. Az azonos szinek azonos kategoriat jeldlnek

Az oldhatdsag és a fluxus kozotti kapesolatot szemlélteti a 8. abra oszlopdiagramja. Az
abran az azonos oldhatosagi kategoridk képviseldi egy csoportba vannak rendezve. Az
eredmények alapjan az azonos oldhatdésag nem jelent hasonld fluxust a modellvegyiiletiink
esetén. Ezt jol szemlélteti a piros oszloppal jelolt, 75 mg/ml oldhatésagot biztositoé 3 olddszer.
A dimetil-izoszorbid permeabilitasa alapjan az elsd, legalacsonyabb permeabilitasi kategoriaba
sorolhatd. A kaprilsav- és kaprinsav trigliceridje és a butilén-glikol a kdzepes permedbilitasi
osztalyba tartozik, azonban utobbinak, mint a ’glikol’ szarmazékoknal tapasztaltuk,
valamelyest nagyobb a permeébilitdsa. Az emlitett hdrom olddszernél szamolt fluxus kozel 3

nagysagrendet 0lel fel.
10000,0 - Az oldhatésig és a fluxus kapcesolata
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8. abra Az oldhatosag és a fluxus kapcsolata. Az azonos szinii oszlopok az azonos oldhatdsagi kategoriakat
jelolik. Az oldhatosag értékét az oszlopok felett 1év0 szamok mutatjdk mg/ml egységben
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Az olddszerek

ki a vizsgalt anyagok korébol.

igen eltér0 permeabilitast biztositanak a vegyiilet
Bebizonyitottuk, hogy egy terdpiads szempontbdl optimalis fluxus eléréséhez, permeabilitas
szempontjabol megfeleld segédanyag rendszer mellett kisebb kiinduldsi koncentracid is
elegendd. Erre jo példaként szolgalt a viz/propilén-glikol oldoszerelegy, 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 novelte a vegylilet oldhatosagat. A 9. abra hat oldoszert, illetve olddszerelegyet ragad

Az oldhatdsag és a permedbilitis kapcesolata
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9. abra Az oldhatésag és a permeabilitas kapcsolata

A vizsgalatok alapjan a Skin PAMPA rendszer alkalmas kiillonb6zd tulajdonsaga
oldoszerek vizsgalatara, képes differencialni 6ket az alapjan, hogy melyik rendelkezik elonyos

tulajdonsaggal a benne oldott vegylilet permedabilitdsara nézve.

12




Kovetkeztetések

1. Munkank soran vizsgaltuk a hémérséklet szerepét a harom PAMPA modellen.
Minden esetben linedris 0sszefiiggést figyeltiink meg az intrinsic permedbilitas és az inkubacios
homérséklet kozott, azonban a valtozas eltérd mértéki volt a kiilonb6z6 rendszerekben,
melynek szamszer( jellemzésére a linearis regresszié analizis meredekségét hasznaltuk. A
legérzékenyebb modellnek a Skin PAMPA bizonyult, itt tapasztaltuk a legnagyobb mértékii
hoémérsékleti hatast, ezzel ellentétben a BBB-PAMPA modellen mért permeabilitas értékeket
kevésbé befolyasolta a hémérséklet. Az in vitro/in vivo mérésekkel vald korrelacio alapjan
megallapitottuk, hogy minden esetben, de kiilondsen a BBB-PAMPA esetén célszerli a human-
relevans inkubdciés hdmérséklet hasznalata. A munka e része bizonyitotta, hogy a PAMPA
modszer ¢érzékeny a homérsékletre, igy annak pontos szabalyozdsa a kisérleteknél
nélkiilozhetetlen, tovabba a publikaciokban célszerli a hdmérséklet pontos megadasa.

2. A Skin PAMPA modellt tovabbfejlesztettiik transzdermalis gyogyszeres tapaszok
vizsgalatara. A tapaszok hatdéanyaganak fluxus értékei alapjan egy olyan értékelési rendszert
irtunk le, mely a készitmények kategorizaldsara alkalmas. Ez felhaszndlja a molekuldk
potencialis maximalis fluxusat, és a gyartok altal jelolt felszivodasi kinetikdbol szamolt fluxust.
A vizsgalt transzdermadlis tapaszokat hiarom kiilonallo osztalyba soroltuk. A megfeleld
segédanyag-0sszetételii matrix fejlesztésekor az altalunk kidolgozott értékelési rendszer
hasznos tdmogatast 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 moddszeriink a készitmények eldszlirésére alkalmas, azonban arra id6- ¢€s
koltségigénye miatt feltétleniil elonydsebb haszndlni a fejlesztés korai szakaszdban, mint mas
dragabb, és lassabb modszereket.

3. Szachartz-laurat és szachardz-mirisztat permeaciofokozod segédanyagok hatasat
vizsgaltuk az ibuprofén transzdermalis permeabilitdsara, tovabba tanulmanyoztuk a két
segédanyag és a transzkutol szinergista hatasat. Azt talaltuk, hogy a cukorészter szarmazékok
mennyiségének novelése nem okozta a permeabilitds linearis novekedését. Egy optimalis
segédanyag koncentracidt tudtunk kijelolni, ami elénydsen befolyasolta az ibuprofén
talaltuk azt, hogy a kettd erdsiti egymas penetraciéfokozo hatasat, ugyanezt a szachardz-laurat
¢és transzkutol kombindaciojanal nem tapasztaltuk. A tanulmany alapjan elmondhatjuk, hogy a
Skin PAMPA félszilard készitmények értékelésére is megfelelonek bizonyult.

4. Kozmetikai készitményfejlesztéshez hasznalt 23 kiilonboz6 tulajdonsagu oldoszer
transzdermalis permedbilitast befolydsold szerepét vizsgaltuk a bor- és hajvilagositd hatast
feniletil-rezorcin (Symwhite™) modellanyagon. A vegyiilet tdjékoztatd oldhatdsagi vizsgalata
soran oldhatosagi kategoriakat jeloltiink ki. A permeabilitas €s a fluxus értékek egy oldhatdsagi
kategorian beliil is eltérést mutattak, akar 2-3 nagysagrendnyi differenciaval. Ebbdl azt az
Osszefiiggést sziirhetjiik le, hogy a magasabb oldhatésag nem magatol értetddden jelent
nagyobb permeabilitast is. Ez 0sszhangban van az ibuprofén gélek eredményeivel is, ugyanis a
szolubilizalo hatast penetraci6fokozd anyagok mennyiségének ndvelése nem jelentett jobb
transzdermalis permedbilitast.

Osszességében megallapithatd, hogy a készitményfejlesztés korai szakaszaban célszerti
az oldhatosagot és a permedbilitast egyiitt vizsgalni, illetve e paramétereket befolyasolo
segédanyagok megfeleld dsszetételét optimalizalni.
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