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1 BEVEZETES

Gyogyszeres terapiak soran a hatéanyagok szervezetbe juttatdsa tobb adagolési kapun keresztiil
valosulhat meg (parenteralis, oralis, transzdermalis, inhalacids), ugyanakkor a klinikai gyakorlatban
mindmaig az oralis (per 0S) alkalmazas tekinthetd preferaltnak. Legnagyobb elénye a non-invaziv
jellege, akoltséghatékonysaga és a konnyii alkalmazhatdsaga, amelyek egyiittesen kiemelkedd beteg-

adherencidt eredményeznek

Oralis adagolés esetén a hatéanyagok szervezeten beliili sorsat a LADME-folyamatok irjak le. A
hatdéanyag a gasztrointesztinalis traktusban feloldodik, majd az intesztinalis epitheliumon at
felszivodik; ez a 1€pés tobbnyire passziv diffuzioval torténik. Ezt kovetden a szisztémas keringéssel
eloszlik, és a farmakodindmids hatds akkor valdosul meg, ha a biologiailag aktiv (szabad) frakcio

koncentracioja a hatashelyen eléri a sziikséges kiiszobértéket.

Az oralis mellett, a transzdermalis gyodgyszerbevitel is jelent6s klinikai szerepet t6lt be a
gyogyszeres terapiakban. Ebben az esetben a stratum corneum, a bor legkiilsé rétege jelenti a
felszivodas legfobb akadalyat. A hatdéanyag molekulamérete ¢és lipofilitasa kulcsfontossagu

paraméterek, mivel ezek kdzvetleniil befolyasoljak a membranon valo athaladast.

Az eddigiek alapjan belathat6, hogy akar ordlis, akar transzdermalis bevitelrdl van sz6, a
felszivodas kulcslépései az oldodas és a permedcio; ezért a fizikai—kémiai jellemzok — kiilondsen az
oldhatdsag és a permeabilitds — meghatdrozoak a biohasznosulds szempontjabol. Ezen paraméterek
fontossagat hangstlyozza az is, hogy Amidon és mtsai, e két paraméter alapjan sorolta a
hatéanyagokat a Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (BCS) 4 csoportjaba. fgy elmondhato, hogy

vizsgalatuk mar a gyogyszerkutatas és a formulaciofejlesztés korai szakaszaban is elengedhetetlen.

A jelenleg forgalomban 1évo készitmények esetén a hatdbanyagok kozel 40%-a, mig a kutatasi
fazisban 1év6 gyogyszerjelolt molekuldk 70-90%-a a BCS II (jo permeabilitas, de rossz oldhatosag)
vagy BCS IV (mind a permeabilitas, mind az oldhatosag alacsony) osztalyaba tartozik, igy alapvetden
rossz vizoldhatosdggal rendelkezik. A megkozelitések dontden fizikai jelleglieck — ide sorolhat6 a
részecskemeéret-csokkentés (mikronizacid, nanonizacid), az amorfizalas és a szilard diszperziok
eldallitasa, a zarvany komplexképzés (pl. ciklodextrinekkel), a ko-kristalyok kialakitdsa, valamint a
szolubilizaloszerek és lipid-alapt rendszerek (pl. SEDDS/SMEDDS) alkalmazasa. Kémiai uton
torténd beavatkozasként emlithetd a soképzés vagy a prodrug-képzés, amelyek a hatdanyag fizikai-
kémiai profiljat modositva jarulhatnak hozza a jobb oldhatdsaghoz és biohasznosulashoz Ezekhez a
technikdkhoz elengedhetetlen a kiilonb6z6 formulacids segédanyagok alkalmazasa, mint a polimerek,
ciklodextrinek, feliiletaktiv anyagok. Ugyanakkor fontos figyelembe venni, hogy az alkalmazott

segédanyagok nemcsak az oldhatdsagra gyakorolhatnak hatast, hanem a permeabilitasra is.
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El6szor Dahan és mtsai vizsgaltak az oldhatosag és permeabilitas kozotti kapcsolatot segédanyag
jelenlétében, melynek eredményeként megallapitottak, hogy a két paraméter forditott aranyossagot
mutat. Ez a jelenség a ,,solubility-permeability interplay”, amely mind in vitro, mind in vivo
koriilmények kozott észlelhetd. A formulacioban alkalmazott segédanyagok a permeabilitasban
bekovetkezd csokkenést kiilonb6zd mechanizmusok — mint a szabad frakcid csokkentése — révén
érhetik el. Igy a formulaciéfejlesztés soran elengedhetetlen ennek a két fizikai-kémiai tulajdonsdgnak
az egyiittes vizsgalata az alkalmazott segédanyagok fiiggvényében, hogy az oldhatosag javulas ne

jarjon szignifikansan csokkené permeabilitassal.

A termodinamikai oldhatosag, az a maximalis koncentracid, melyet a hatéanyag elérhet adott
kozegben és homérsékleten, amikor az oldatban ¢és a szilard fazisban 1év0 anyag egyensulyt tart.
Mérésére a telitéses razotoleséres (saturated shake-flask, SSF) modszer tekinthet6 arany-standardnak
A passziv permeabilitds Iin vitro meghatarozasara a PAMPA (Parallel Artificial Membrane
Permeability Assay) modszert széleskdrben alkalmazzak. A PAMPA rendszer két 96-1yukt lemezbd6l
(donor és akceptor) és a koztlik 1évé mesterséges lipid membranbdl all. Sejtes rendszerekhez (Caco2)
viszonyitva a mddszer nagy ateresztOképességet, jo reprodukalhatdsagot és koltséghatékonysagot
kinal, &m csak a passziv diffuzi6 vizsgalatara alkalmas. Az utobbi években szamos — a kioldodast és
a permeabilitast egyidejileg meghataroz6 — modszer és eszkoz keriilt kifejlesztésre, melyek
alkalmazasa lehetové teszi a ,,solubility—permeability interplay” pontosabb feltérképezését, és

hozzajarulhat a biohasznosulés eldrejelzésének javitasdhoz.



2 CELKITUZESEK

A munkdm célja farmakokinetikai szempontbdl két fontos fizikai-kémiai paraméter — a
termodinamikai oldhatdosdg ¢és a permeabilitdas — vizsgélata volt, kiilonb6zé formulacids
segédanyagok jelenlétében oralis és transzdermalis adagolas esetén. Tovabbi célom volt egy atfogd
elemzés elvégzése a két vizsgalt fizikai-kémiai paraméter kozotti kapcsolat tisztazasara kiilonb6z6

koriilmények kozott, ezaltal timogatva a formulaciofejlesztés folyamatat:

e Kiilonbozo oldoszerek transzdermalis felszivodasra gyakorolt hatasanak vizsgélata

- A HT Skin-PAMPA modszer sziir6eszkdzként valo alkalmazhatosaganak vizsgalata
apolaris molekulak ¢és eltéré fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkez6, a
kozmetikai iparban gyakran hasznalt oldoszerek és oldoszer elegyek esetén, feniletil-
rezorcint (PER) alkalmazva modellanyagként.

- Uj, egyszerli modszer kidolgozasa a membréan integritasanak vizsgalatara, amely
képes igazolni a mérés soran a membran intaktsagat ¢€s igy a passziv diffiizidé pontos
modellezését.

- Franz cella segitségével ex vivo sertésfiilon végzett permeabilitas adatok
meghatarozasa és a PAMPA eredményekkel valo Gsszevetése, a legjobb korrelaciot
biztositd permeabilitasi paraméter meghatarozasanak érdekében.

e A segédanyagok oldhatosagra és GI permeabilitasra gyakorolt hatasanak, valamint a koztiik
1év6 Osszefliggéseknek vizsgalata

- Kilenc, oralis készitményekben alkalmazott segédanyag hatasdnak atfogo vizsgalata
a pH, az alkalmazott koncentraciojuk és a modellvegyiiletek (karbamazepin,
naproxén, pimobendan) Sav-bazis karakterének fliggvényében a termodinamikai
oldhatosagra és a gasztrointesztinalis permeabilitasra.

- A mérési eredményekbdl kapott adatbazis felhasznaladsa a vizsgalt segédanyagok
oldhatosagot ¢€s permeabilitast befolyasold hatdsanak vizsgéilatahoz. A vizsgalt
paraméterek kozotti Osszefliggések alapjan az az optimalis segédanyag-valasztas

tamogatasa.



3 MODSZEREK

Skin-PAMPA membrdnintegritds vizsgdlata

A membranintegritas vizsgalathoz a Skin-PAMPA plate-eket 24 6raval a mérés kezdete el6tt
hidrataltuk. Ezt kdvetéen minden cellat feltoltottiink a mérés soran alkalmazott oldoszerekkel vagy
oldoszer elegyekkel, majd 7 oraig inkubaltuk a lemezt. Az inkubacids 1d6 leteltével az olddszereket

eltavolitottuk, majd egy hagyomanyos mérést végeztiink piroxikam referenciaanyaggal.

Skin-PAMPA permeabilitds vizsgdlatok

A PER permeabilitas vizsgalataihoz hasznalt Skin-PAMPA lemezeket 24 o6raval a mérés
kivitelezése el6tt hidrataltuk. A hatéanyagot a vizsgalt oldoszerekben oldva a donor oldalra
pipettaztuk, az akceptor oldal a vérkeringést modellez6 pH=7,4 Prisma puffert tartalmazott. A
méréseket 32+0,5 °C hémérsékleten végeztilk. A mérés soran hét mintavételi pont (7,5, 15, 30, 60,

120, 240 és 360 min) volt, mely utan az akceptor fazist friss pufferrel potoltuk.

Sertésfiilon végzett penetracios vizsgalatok
A bérminta vastagsagat 700 és 1200 pum kozé allitottuk be. A bor integritasat Delfin
késziilékkel vizsgaltuk. A PER helyi alkalmazasa utdn a mérés 16 oOran at tartott, orankénti

mintavétellel, 32+0,5 °C hémérsékleten.

PER kozelito és termodinamikai oldhatosdaganak meghatdarozdsa
Az oldhatdsag meghatarozasahoz sziikséges méréseket a 105.-6s OECD vizsgalati iranyelvek
alapjan kiviteleztilk 32°C-on. A kozelité oldhatosagot azon oldoszer térfogataként adtuk meg,

melyben 1 ora elteltével teljes oldodast figyeltiink meg.

A termodinamikai oldhatosag meghatarozasahoz a mintdkat a kozelitd oldhatdsagi mérések
alapjan készitettiik el, majd 14 000 fordulat/ perc sebességgel centrifugaltuk, hogy a mérés eldtt

biztositsuk a részecskék kicsapodasat. A koncentracié meghatarozasa LC/MS/MS modszerrel tortént.

SKin-PAMPA és a sertésfiilon végzett mérések kiértékelése
A SKin-PAMPA esetén a fluxust (J) a permeabilitas-idé gorbe meredekségébdl szamitottuk ki

OriginPro v.2019b szoftvert hasznalva.

A sertésfiilon végzett mérések soran a penetraciot jellemz6 paraméterek (permeabilitasi
allando, Kp, és a fluxus) meghatarozasahoz az egységnyi borfeliileten Osszesen permealt
anyagmennyiséget (Qt, pg/cm?) az idé (h) fiiggvényében abrazoltuk a GraphPad PrismT v.7 szoftver

segitségével.

Egyensulyi oldhatosag meghatdrozdsa



A modellanyagok (karbamazepin, naproxén, pimobendan) egyensulyi oldhatdésaganak
meghatarozasara a standardizalt telitéses-razotolcséres eljarast alkalmaztuk. A vizsgalatokat 37 +0,5
°C-os homérsékleten végeztiik 3 kiilonbozé pH-ju (pH=3,0, 5,0 és 6,5) Britton-Robinson pufferben.
1 6raval a mérés kezdete utan a pH-t ellendriztiik és ha sziikséges volt, visszaallitottuk. Az oldatok

crer

kdézegben harom parhuzamos vizsgalatot végeztiink.

GIT-PAMPA mérések

A mérések soran STIRWELL™ PAMPA plate-eket hasznaltunk, GIT-lipidkeveréket
alkalmazva membranként. A méréseket 37 + 0,5 °C homérsékleten végeztiik, pH=7,4 HEPES-1%
SLS puffert alkalmazva akceptorként. A nem kevert vizes réteg vastagsagat a vizsgalat soran 60 um-

spektrofotometrias detektalassal tortént.

Az oldhatosag és permeabilitas adatok elemzése
Az egyes vizsgalatok sordn a permeabilitdsi és oldhatosagi értékek 0Osszehasonlitasat
varianciaanalizissel végeztilk, amelyhez az altalanos linedris modellt, valamint kontraszt-

Osszehasonlitasi modszert alkalmaztunk. Az elemzést minden vizsgalt pH-értéken elvégeztiik.

Részecskeméret vizsgalatok

A termodinamikai oldhatosag végén a modellanyagok részecskeméretét és méreteloszlasat
1ézerdiffraktometrids modszerrel hatdroztuk meg. A részecskeméret-meghatarozasokat 25 + 1 °C
hémérsékleten végeztiilk Mastersizer 2000 késziilékkel. A mérési megbizhatosadg ndvelése érdekében

minden mintat harom ismétlésben vizsgaltunk, egyenként 10 méasodperces mérési idot alkalmazva.



4 EREDMENYEK

* Kiilonbozo oldoszerek transzdermalis felszivodasra gyakorolt hatasanak vizsgalata

A bér barrier funkcidja mellett, potencialis beviteli kaput is biztosit. Ennek kovetkeztében a
transzdermalis felszivodas vizsgalatanak és fejlesztésének mind a gyogyszer-, mind a kozmetikai
iparban jelentds szerepe van. A bor modellezésére szamos rendszert fejlesztettek, melyek egyike a
nagyateresztoképességii Skin-PAMPA moddszer. Munkam soran célul tiiztem ki, hogy a modszer
alkalmazhatdsagat vizsgéaljam kiilonb6z6 polaritasi olddszerek esetén. Erre modellanyagként a
feniletil-rezorcint (PER) valasztottuk, ami lipofilitasa (logP=2,98) és molekulamérete alapjan
megfeleld a transzdermalis hasznalatra (1. &bra).

OH

=

Z > OH

1. Abra: Feniletil-rezorcin (PER) szerkezeti képlete

Az 1. tablazat tartalmazza a vizsgalat soran alkalmazott 13 olddszert ill. oldoszer elegyet,

melyek kozt mind poléros, mind nem-polaros olddszerek megtalalhatok.

1.Tablazat: A vizsgalt olddszerek

Oldodszer , , Oldoszerek
csoport Kod Oldoszer molekulatomege (MW)
S1 Viz 18,0
S2 Etanol 46,1
S3 Glicerin 92,1
Alacsor]y.-l\/lW S4 Dimetilizoszorbid 174,2
polaris Viz/etanol —
oldoszerek S5 80:20 (wWiw) n.a.
6 Viz/dimetilizoszorbid — na
90:10 (w/w) -
Alacsony-MW S7 ’ F.’ropll.errlghl?ol 76,1
olaris “glikol S8 Vizpropilénglikol - n.a
P ﬁpusﬁ’,, 80:20 (wiw) a
. Viz/propilénglikol/etanol —
oldoszerek S9 10:30:60 (W/w/w) n.a.
S10 Kapronsav trigliceridek 554,8/470,7
Magas MW s11 Oktil-dodekanol 298,6
ol dészerek S12 Barackmag olaj n.a.
S13 Kukorica olaj n.a.

Els6 lépésként a membran integritdsanak vizsgalatara dolgoztunk ki egy egyszerti modszert.

Ennek soran a membranokat eldkezeltik a vizsgalt olddszerekkel, majd ismert permeabilitast



referenciaanyaggal (piroxikam) egy hagyomanyos mérést végeztiink, melynek eredményét az 2. abra

szemlélteti. A membran intaktsdgat az eredmények alacsony szorasaval tudtuk alatdmasztani.
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2. Abra: Skin-PAMPA membranintegritas vizsgalatanak eredménye

A mérések soran a PER-t ,,infinite” dozisban alkalmaztuk, hogy a megfelelé koncentracio
gradiens biztositva legyen a teljes mérési id0 soran. A permeabilitasra jellemz0d paramétereket (fluxus
(J), permealt anyagmennyiség, AUC, membran permeabilitasi allando (logPm)) a permealt
anyagmennyiség VS. id6é gorbe felhasznalasaval kaptuk meg. A fluxus szamitasahoz linearis
regresszio analizist végeztiink, melyhez a permealt anyagmennyiség vs. id6 gorbe els6 3 pontjat (7,5;
15 és 30 min) hasznaltuk. A Skin-PAMPA membranjan torténé permeabilitasra jellemzo

paramétereket a 2. tablazat foglalja ossze.

2.Tablazat:  SKin-PAMPA permeabilitasi paraméterek

Permealt Co-ra
Kéd Co J Lag_id('i anyagmennyiség normalizalt logP
[mg/mL] [mg/cm*h] [min] (6 h) [ng/lcm?] AUC
[pg/cm?]

S1 1 72,38+ 7,83 1,4 169,2 + 4,48 647,1 -1,12 £ 0,06
S2 500 12033 +252,0 0,0 13575+ 1710 104,6 -1,62 +£ 0,01
S3 5 137,4+21,64 55 869,2+112,5 491,3 -1,57 £ 0,07
S4 70 208,6 + 53,00 3,6 1342 +298,2 55,2 -2,54 +£0,13
S5 10 589,2 +£25,21 0,9 1662 + 168,7 568,5 -1,23 £ 0,03
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S6 1 76,41 £ 15,20 0,0 174,6 + 21,69 550,7 -1,13 £0,07

S7 500 2118 +501,8 3,8 11142 + 729,6 69,1 -2,38£0,11
S8 10 569,7 = 4,82 11 1772 + 98,08 595,2 -1,24+0,01
S9 500 10846 + 326,7 1,4 14926 + 2431 114,1 -1,66 + 0,01
S10 70 376,6 + 33,58 3,0 748,9 +91,94 38,2 -2,27 £ 0,04
S11 1 7,18 + 1,60 3,9 18,91+ 0,40 64,5 -2,16 0,08
S12 1 2,45+ 0,57 3,3 13,42 +1,90 36,7 -2,63 £ 0,07
S13 1 3,26 £0,41 1,4 12,93+ 1,30 38,6 -2,48 0,06

Az oldoszereket a logPn értékek alapjan 3 csoportba tudtuk kategorizalni.

Az els6 csoportba a magas permeabilitast (logPm > -1,25) biztosité olddszerek kertiltek, ide

tartozott a viz (S1) és viz tartalmu olddszer keverékek (S5, S6, S8). Ugyanakkor a PER oldhatdsaga
korlatozott ezekben az olddszerekben (1-10 mg/mL).
A masodik csoport kdzepes permeabilitas értékeket (logPm -1,5 és -2,3 kozott) mutat. Az ide tartozo
oldoszerek 2 csoportba oszthatok: (I.) a magas molekulatomegii, nem-polaris oldészerek (S10, S11)
¢s (II.) a kis molekulatomegti, polaris alkoholok, illetve az ezeket magas koncentracidban tartalmazo
oldészerelegyek (S2, S3, S9).

A harmadik csoportba az alacsony permeabilitast (logPm < -2,4) eredményezd olddszerek
keriiltek. Ez a csoport is két alcsoportra oszthatd: (I.) az alacsony molekulatomegii szerves
olddszerek, mint a dimetil-izoszorbid (S4) és a propilénglikol (S7), amelyekben a PER oldhat6saga
magas (75 és 500 mg/mL), és (II.) a nagyobb molekulatomegii, nem-polaros olddszerek, mint a
barackmag-, és kukoricaolaj (S12, S13), ezekben a PER oldhat6saga alacsony, ~1mg/mL.

Kilenc oldoszer esetén sertésfiilbdl szdrmazd bormintan is végeztiink permeabilitasi vizsgalatokat

Franz-cellat alkalmazva, melyek eredményét a 3. tablazat foglalja ossze.

3.Tablazat:  Sertésfiil boron vizsgalt permeacio paraméterei
Kéd Co J anyagrtl::;rlgfeiééfg (16 h) logKp
-1 2 -l
[mg.mL"]  [pg.cm™.h?] [ng.cm?]
S1 1 25+9,6 261 £ 100 -1,71+ 0,32
S2 368 20+ 15 98 + 67 -4,26 +£ 0,51
S4 60 0,08 £ 0,024 1,09 + 0,39 -5,88 + 0,19
S5 8 61+18 515 £203 -1,97 +0,34
S6 1 7,5+3 100 + 37 -2,16 £ 0,26
S7 350 20+ 17,6 147 £ 120 -4,24 + 0,81
S8 51 98 + 50 516+ 109 -1,72 + 0,34
S9 373 40+ 15 320 + 149 -3,97 £ 0,24
S10 75 8+35 54+34 -3,97 £ 0,29
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A kapott adatokat korrelaltattuk a Skin-PAMPA mérési eredményekkel. A korrelaciokat a 3.

abra szemlélteti.
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3. Abra: A Skin-PAMPA és a sertésfiilon végzett permeacios vizsgalatok korrelacioja

A fluxus esetén megallapithato, hogy az eredmények a Skin-PAMPA esetén minden vizsgalt
oldoszer esetén magasabbak. Ez azzal magyarazhato, hogy a Skin-PAMPA egy kevésbé komplex
membrannal rendelkezik, mint a sertésbr mintdk. A fluxus vizsgalata eredményezte a
legalacsonyabb korrelaciot (R?=0,732) a két modszer kdzétt, tovabba volt négy kilogé adat (S2, S7,
S9, S10), amely oldoészerek esetén a Skin-PAMPA 3 nagysagrenddel magasabb fluxust jelzett, mint
a sertésfiil mintak eredményei.

A kovetkez0 két vizsgalt paraméter (permedlt anyagmennyiség és a permeabilitasi koefficiens)
mar normalizdlva van a kiinduldsi donor koncentracidra, igy pontosabb korrelaciot kaptunk. A
permealt anyagmennyiséget a permeabilitdsi gorbe integralasaval szamitottuk, melyet a Skin-
PAMPA esetén a gorbe alatti teriilettel (AUCpampa), mig a sertésfiil mintdk esetén a meghatarozott
id6 alatt permedlt anyagmennyiséggel (Qtpig skin) fejeztiik ki. Pontosabb korrelaciot (R?=0,843)
eredményezett, mint a fluxus vizsgalata, ugyanakkor ebben az esetben is volt két kiugr6 adat (S1 és

S6), ahol kozel 1,5-szeres kiilonbség van a mért értékekben.



A legjobb korrelaciot (R?=0,844) a permeabilitasi koefficiensek logaritmusanak (Skin-PAMPA
esetén a logPm, mig a sertésboron végzett vizsgalatok esetén a logKp) 0sszehasonlitasakor kaptuk.
Tovéabb4, ebben az esetben minden mérési adat szerepel a korrelacids egyenletben, kiugré adat nem

volt.

* A segédanyagok oldhatosdagra és GI permeabilitiasra gyakorolt hatisanak, valamint a koztiik lévo

osszefiiggéseknek a vizsgdlata

A szakirodalom kiemelt jelentdséget tulajdonit a kiilonb6zd segédanyagok altal okozott
,,solubility-permeability interplay ”-nek, ugyanakkor a legtobb vizsgalat egy specifikus hatdéanyag és
segédanyag kolcsonhatdsara fokuszal. A munkam célja egy atfogd vizsgalat kivitelezése volt, mely
figyelembe veszi a molekulak sav-bdzis karakterét, a pH befolydsold hatdsat és a vizsgalt
segédanyagok kiilonb6zd koncentracioit. A munkdm soran kilenc - féleg orélis készitményekben
eléforduldé — segédanyag termodinamikai oldhatdsagra és gasztrointesztindlis permeabilitasra
gyakorolt hatasat vizsgaltuk (4. tablazat). A segédanyagok kivalasztasa soran a f6 szempont volt,
hogy a forgalomban [évé készitményekben hasznalt leggyakoribb segédanyag kategoridkat
vizsgaljuk. fgy a kisérleti elrendezés tartalmazott toltanyagokat (laktdz, mannit, szorbit), inklazids
komplex képzésére alkalmas ciklodextrineket (HPBCD, SBEBCD), nem-ionos (Tween 80) és ionos
(SLS) tenzideket, és polimereket (PVP-K25 és PVPVA 64) (4. tablazat).

4.Tablazat: Vizsgalt segédanyagok

Segédanyag tipusa Vizsgalt segédanyagok
Laktoz
Toltéanyagok Szorbit
Mannit
i . HPBCD
ki nek
Ciklodextrine SBEBCD
Tween 80
Feliiletaktiv anyagok SLS
. PVP-K25
Polimerek PVPVA 64

Modell anyagként, harom kiilonbdz6 sav-bazis karakterrel rendelkezd vegyiiletet valasztottunk:

a karbamazepint (CAR), mint semleges, a naproxént (NAP), mint savas és a pimobendant (PIMO),

mint bazikus molekulat (4. abra). A munkénk soran H
=\ N
harom biorelevans pH S OH /o w <\N/ [
értéket (pH=3,0, | 6
O/\\,//\f/'?

|
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pH=5,0 ¢és pH=6,5) és harom segédanyag koncentraciot (1:0,5; 1:1; 1:3) vizsgaltunk.

5\1 —/ 4. Abra: (a) Karbamazepin, (b) naproxén, (c) pimobendan szerkezeti képlete
=N
O™ NH,
a A p termodinamikai oldhatésag ertekeket az  SSF
modszerrel hataroztuk meg. A mérések soran a

segédanyagok jelenléte nélkiil végzett méréseket hasznaltuk referenciaként, melyet az 5. tablazat

foglal ossze.

5.Tablazat: A termodinamikai oldhatdsag referencia értékei

Termodinamikai oldhatdsag (ug/mL)

pH=3,0 pH=5,0 pH=6,5
CAR n.a. n.a. 292,04+4,88
NAP 8,45+0,41 171,97+7,48 3791,55+63,07
PIMO 11,46+0,30 0,85+0,04 0,28+0,01

A CAR-t csak egy pH értéken mértiik, mivel semleges molekulaként oldhatosaga fiiggetlen a
kornyezet pH-jatol. A CAR esetén a toltdanyagok nem azonos modon befolyasoltdk az oldhatosagot.
Mig a mannit és a laktoz alkalmazasakor enyhe ndvekedés figyelhetd meg, addig a szorbit esetén
inkabb csokkenés a jellemzd. A legnagyobb oldhatdsag novekedéshez az SLS vezetett (~4x-es), mig
a ciklodextrinek ~1,5-2x-es novekedést eredményeztek, ezen beliill a HPBCD hatasa kifejezettebb
volt, mint a SBEBCD-¢. E vegyiiletnél a polimerek nem okoztak szignifikans valtozast.

A NAP esetén megallapithatod, hogy a segédanyagok hatasat nagyban befolyasolja a molekula
ionizaltsagi allapota. A NAP oldhatdsag adatait az 5. abra szemlélteti. A cukoralkoholok oldhatdsag
esetén is az SLS okozza a legnagyobb oldhatosag javulast, egy esetet kivéve: pH=3,0 értéknél a
PVPVA 64 kozel 20x-os oldhatosag novekedést idézett eld. A ciklodextrinek koziil a HPBCD hatasa

ezen molekula esetén is jelentdsebb, mint a SBECD-¢.

11



i - .

5. Abra: A segédanyagok hatasa a NAP oldhatosagara 3 tomegaranynal pH=3,0; pH=5,0 és
pH=6,5 BRB pufferben (oszlopok: kék: 1:0,5, narancs 1:1, sziirke 1:3 API: segédanyag arany;
piros vonal: referencia oldhatosag érték; piros szaggatott vonal: hibasavok 95% konfidencia
intervallum); p értékek a kovetkezéek *** <0,001, ** 0,01-0,001, * 0,01-0,05

A PIMO esetén is pH-fliggés tapasztalhat6. Mig a laktoz nem okoz szignifikdns valtozast,
addig a mannit és a szorbit az alkalmazott pH-tol fiiggden eltérd hatast gyakorol, ami ebben az esetben
is az ionos forma jelenlétében jelentdsebb. Mig a legtobb esetben az SLS okozta a legjelentdsebb
oldhatdsag javulast, addig pH=3,0-nal, ahol a kationos forma dominal kdzel 30%-os csokkenéshez
vezetett, valosziniisithetden egy rosszul oldodo laurilszulfatsé kialakulasdnak kovetkeztében. A
ciklodextrinek esetén a HPBCD hatdsa ezen molekuldndl is jelentdsebb, mint a SBEBCD-¢. A
polimerek koziil a PVPA 64 oldhatosagndveld hatdsa nagyobb, mint a PVP-K25-¢, kiilondsen a
semleges forma jelenléte esetén.

A permeabilitds méréseket PAMPA modszerrel végeztilk és hasonloan az oldhatosag
mérésekhez itt is a segédanyag nélkiili értékek szolgaltak referenciaként, melyet a 6. tablazat

tartalmaz.
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6.Tablazat: A permeabilitas mérések referencia értékei

Effektiv membranpermeabilitas (10° cm/s)

pH=3.0 pH=5.0 pH=6.5
CAR n.a. n.a. 261.38+16.20
NAP  997.62+46.95 496.82+32.41 28.92+1.61

PIMO  12.00+1.42 274.82+16.13 339.67+20.26

Az oldhatosag mérésekhez hasonléan a CAR esetén csak egy pH értéken torténtek mérések.
Mig a toltéanyagok nem befolyasoltdk a membranpermeabilitast, addig a tobbi segédanyag
csOkkenést okozott, am a csokkenés mértéke nem minden esetben mutat egyértelmii koncentraciod

fiiggést. A legjelentdsebb csokkenést az SLS alkalmazéasa soran tapasztaltuk.

A NAP esetén a laktoz nem okoz szdmottevd kiilonbséget, mig a cukoralkoholok
permeabilitas csokkenést eredményeznek, ami jelentésebb a semleges forma jelenlétében. Hasonlo
tendencia figyelheté meg a polimerek esetén, ahol a PVP-K25 ~30%, mig a PVPVA64 ~50%-0s
permeabilitas csokkenést eredményez a neutralis forma jelenlétében. Az ionos forma ndvekedésével
a PVP-K25 hatasa hasonld, mig a PVPVA 64 esetében ez a hatas kevésbé lesz kifejezett (~20%).
Ugyanakkor, mig az oldhatosag javitasban a HPBCD hatasa kifejezettebb, addig a permeabilitast a
SBEBCD csokkentette nagyobb mértékben. Az oldhatosaghoz hasonldéan az SLS érte el a legnagyobb
valtozast, ami kozel 50%-os permeabilitds csokkenéshez vezetett. A NAP permeabilitas adatait a 6.

abra szemlélteti.
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6. Abra: A segédanyagok hatasa a NAP permeabilitasara 3 tomegaranynal pH=3,0; pH=5,0 és
pH=6,5 BRB pufferben (oszlopok: kék: 1:0,5, narancs 1:1, sziirke 1:3 API: segédanyag arany;
piros vonal: referencia permeabilitas érték; piros szaggatott vonal: hibasavok 95% konfidencia
intervallum); p értékek a kovetkezéek *** <0,001, ** 0,01-0,001, * 0,01-0,05

A PIMO esetén hasonl6 tendenciak vannak, mint a NAP-nél. A lakt6z nem okoz szamottevo
valtozast, mig a cukoralkoholok ionizaltsagi allapottdl fiiggden befolyasoljdk a permeabilitst is. A
PVP-K25 esetén kisebb befolyasold hatas érvényesiil, mint a PVPVA 64-et alkalmazva. Ez utobbinal
tovabbi érdekesség, hogy amikor az ionos forma jelenléte dominal, akkor ~1,5x-6s permeabilités
javulas, mig pH=6,5-6s kozegben, ahol a molekula 99%-a semleges formaban van, ugyanilyen
mértékll permeabilitds csdkkenés jelentkezett. A PIMO esetén a HPBCD permeabilitads csokkentd
hatasa jelent6sebb, mint a SBEBCD-¢. A legtobb kisérleti elrendezésben az SLS eredményezte a
legnagyobb permeabilitds csokkenést, kivétel a pH=3,0 pufferben, ahol nem okozott szignifikans

valtozast, ami j6 d6sszhangot mutat az oldhatosag mérésekkel.

A 7. 4dbra bemutatja a kiilonboz6 segédanyagok oldhatosagra és permeabilitasra gyakorolt
hatasat a referencidhoz viszonyitva, szazalékban kifejezve. Mivel a lakt6z hatasa elhanyagolhato volt,

igy nem szerepel az abran
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7. Abra:  (a) Az oldhatdsagban bekovetkezd valtozas szazalékban kifejezve (b) a
permeabilitasban bekdvetkezo valtozas szazalékban kifejezve

A cukoralkoholok esetén jelentdsebb hatas az ionos forma jelenlétében volt észlelhetd. Ennek
oka lehet egyrészt a hidrotrop tulajdonsaguk, masrészt novelhetik a H-hidak er6sségét a vizmolekulak
kozott. A ciklodextrinek esetén a HPBCD szolubilizalé hatasa kifejezettebb, mint a SBERCD-¢.
Ebben szerepe lehet mind a molekula méretének — a kisebb méretli molekulak jobban illeszkedhetnek
a HPBCD iiregébe - mind a molekula toltésének — a SBEBCD negativ toltésének koszonhetéen
felléphetnek elektrosztatikus kolcsonhatasok. A permeabilitas esetén az alacsonyabb segédanyag
koncentraciok nem okoznak szignifikans valtozast, de magasabb koncentracid esetén az oldhatdsag
novekedésnek megfelelden csokkenést eredményeznek a szabad frakcid csokkentése révén. A Tween
80 szolubilizaldé hatasa alacsonyabb az SLS-hez viszonyitva, ennek egyik oka lehet a nagyobb
molekula mérete és aggregaciora valo hajlama. Ennek kovetkeztében permeabilitas csokkentd hatdsa
is alacsonyabb (~20-25%), mint az SLS-é (~60%). A polimerek esetén a PVPVA 64 hatasa
kifejezettebb, mint a PVP-K25-¢, kivéve a CAR esetén. A PVPVA 64 jobb hatasara magyarazatot
adhat kopolimer szerkezete, a hidrofob vinil-acetat csoportok amfifil karaktert kolcsondznek a
molekulanak, ami micella képzésre is hajlamossé teheti. Az oldhatésaghoz hasonléan a permeabilitas
valtozas is ionizaltsagi allapottol fiigg. A PIMO esetén az ionos forma jelenlétében a PVP-K25 hatasa
kifejezettebb, mig a semleges forma esetén ez forditva tapasztalhato. Ebben az esetben a két polimer
koncentraci6 fliggd hatdsa nem egyértelmii. A NAP esetén is a semleges forma esetén tapasztalhatod

erdteljesebb befolyasold hatas.
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5 KOVETKEZTETESEK

Igazoltam a Skin-PAMPA technika, mint sziirémoddszer alkalmazhatosagat kiillonboz6 polaritasa
oldészerek ¢és oldoszerelegyek permeabilitasra gyakorolt hatasanak vizsgdlatakor apolaris
hatdanyagok esetén. Ennek alapjan sikeresen igazoltam, hogy a mddszer képes a kozmetikdban
rutinszertien alkalmazott oldoszerek okozta permeabilitas kiilonbségek megfeleld kimutatasara.
[

. Uj, egyszerli membranintegritas vizsgalati modszert dolgoztam ki, mely soran megéllapitést
nyert, hogy a referenciavegyiilettel mért permeabilitas értékek szorasabol kovetkeztetni lehet
membranintegritas meglétére. [1]

. Az in vitro Skin-PAMPA modszerrel kapott eredményeket a sertésfiilon végzett ex vivo Franz-
cellas eredményekkel korrelaltatva megallapitottam, hogy a logPm mutatta a legerésebb
kapcsolatot, prediktiv értéket, és a vizsgalati tartomanyban koncentracio-fliggetlennek bizonyult.
[

Elsoként végeztem atfogd vizsgalatot harom kiillonbozé sav-bazis tulajdonsagii hatéanyag
termodinamikai  oldhatosaganak és GI permeabilitasanak tanulmanyozasara Kilenc
gyogyszeriparban hasznalt formulaciés segédanyag jelenlétében (t6ltdanyagok, CD-K,
feliiletaktiv anyagok, polimerek), harom biorelevans pH-n. A validalt modszerekkel kapott
adatbazis jo alapot szolgaltat a két fizikai-kémiai paraméter esetében az ionizaltsagi allapot és a
segédanyagkoncentracio befolyasold hatasanak vizsgalatara. [I1]

Igazoltam, hogy az ionizalhat6 modellanyagok esetében az oldhatosag és a permeabilitas pH-
fiiggése fennmarad a segédanyagok jelenlétében is. Hatasuk alapjan a segédanyagok harom
csoportba sorolhatok (nincs szignifikans hatasuk; szignifikdns, de csekély mértékii hatdsuk van;
erds befolyasolo szereppel birnak). [11]

Vizsgalataim sikeresen igazoltak a ,, solubility-permeability interplay” (SPI) fennallasat minden
vizsgalt segédanyagnal. A toltdanyagok sem az oldhatosdgot, sem a permeabilitdst nem
befolyéasoltak, ami az SPI meglétét tamasztja ald. A CD-k, feliiletaktiv anyagok és a polimerek
pedig jelentds oldhatdsag novekedést és permeabilitas csokkenést idéztek eld. Eredményeink
ramutatnak arra, hogy a formulacitfejlesztés soran az oldhatdosdg mellett a permeabilitas
folyamatos vizsgalatara is sziikség van, azaz tamogatjak az ADDF (absorption driven drug

formulation) stratégiat. [I1]
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