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Roviditések jegyzéke
AITC: Allil-izotiocianat amely a mustarolajban talalhat6é (Allyl IsoThioCyanate)

BME-VBK-SZAKT: Budapesti Miiszaki és Gazdasagtudomanyi Egyetem Szervetlen és

Analitikai Kémia Tanszék
DADS: Diallil-diszulfid (DiAllyl-DiSulfide)

FTIR: Fourié transzformacios infravords spektroszkopia (Fourier-Transform InfraRed

spectroscopy)
H.S: Hidrogén-szulfid

HPLC: Nagyhatékonysagt folyadék kromatografia (High Performance Liquid
Chromathography)

HTV: Magas hémérsékleten térhalosodo szilikon kaucsukok (High Temperature Vulcanizing)
IVRT: In vitro hatéanyag leadasi teszt (In Vitro Release Test)
IVPT: In vitro hatbanyag permeacios teszt (In Vitro Permeation Test)

LTV: Alacsony hdmérsékleten térhalosodo szilikon kaucsukok (Low Temperature

Vulcanizing)
NSAID: Nem szteroid gyulladascsokkent6k (Non-Steroidal Antiinflammatory Drugs)

NMR: Magmagneses Rezonancia Spektroszkopia (Nuclear Magnetic Resonance

spectroscopy)

OSC: Természetben el6fordulo szerves kénvegyiiletek (Organic Sulfur Compounds)
PB: Foszfat puffer (Phosphate Buffer)

PBS: Foszfat pufferrel kiegészitett fiziologias s6oldat (Phosphate Buffered Saline)
PDMS: Poli(dimetil-sziloxan) (Poly DiMethyl Siloxane)

PSA: Nyomasérzékeny ragasztd (Pressure Sensitive Adhesive)

PTE AOK: Pécsi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudoményi Kar
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RTV: Szobahdmérsékleten térhalésodo szilikon kaucsukok (Room Temperature Vulcanizing)
SST: Szomatosztatin (SomatoSTatine)

SST-LI: Szomatosztatin-szerti immunreakcié (SST-Like Immunreactivity)

TRPAT1: Tranziens Receptor Potencial Ankyrin 1

TRPV1: Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1

TTS: Transzdermalis terapias rendszerek (Transdermal Therapeutic Systems)



1. Bevezetés, célkitiizések

Munkdm a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar (PTE AOK)
Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet és a Budapesti Miiszaki ¢s Gazdasagtudomanyi
Egyetem Szervetlen és Analitikai Kémia Tanszék (kordbban Szervetlen Kémia Tanszék)
(tovabbiakban: BME-VBK-SZAKT) ko6zos projektje révén sziiletett. A két nagy multa
intézményben komoly hagyoméanya van mind a szilikonok orvosi célu felhasznalasanak, mind

a fajdalomcsillapitoé gydgyszerek fejlesztésének.

A PTE AOK Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetében hosszu évtizedek ota,
kutatok tobb generacioja foglalkozik a neurogén gyulladas és fajdalom mechanizmusainak
elméleti hatterével €s ezek alapjan 11 tipust fajdalomcsokkento és gyulladasgatld hatéanyagok
kifejlesztésével. A kutatocsoport f6 témaja a kapszaicin-érzékeny érzéidegvégzodések,
valamint az azokon megtalalhato Tranziens Receptor Potencial (TRP) receptorcsaladba tartozo
ioncsatorndk, ill. az idegvégzddésekbdl felszabaduld pro- €s antiinflammatorikus neuropeptid
medidtorok szerepe a fajdalom és gyulladdas kialakulasaban, tovabba az ezen
érzOidegvégzidések aktivacidjaval megvalosithato fajdalomérzet-csokkentés, -csillapitas. A
fajdalom akar kronikus, akar akut, a tarsadalom egyik leggyakoribb egészségiigyi problémaja,
igy kezelése, a terapids modszerek folyamatos fejlesztése kulcsfontossag. A kiilonbdzd
gyogyszerhatdbanyagok bejuttatdsanak gyakori megoldasa a boron keresztiil torténd adagolas,
am a klasszikus modszerek (kendcs, oldat) tobb hatrannyal jarnak (pontatlan adagolés, ruhazat
és kornyezet szennyezése). Erre kindlnak modern megoldast az ugynevezett transzdermalis

terapias rendszerek (Transdermal Therapeutic Systems, TTS).

A BME-VBK-SzAKT-on az 1950-es évek ota folynak kutatasok a szilikonokkal (a
sziliciumorganikus vegyiiletek egy népes csaladjaval) kapcsolatban. Az elmult évtizedekben
rengeteg eredmény, tapasztalat halmozodott fel ezen vegyiiletcsalad eldallitasaval,
alkalmazasédval kapcsolatban. Szilikonokkal az élet szamos teriiletén talalkozhatunk, miiszaki,
élelmiszeripari, és - a jelen munka szempontjabol kiemelten fontos - orvosi teriileten.
Felhasznalasuk leggyakoribb, ¢és taldn legismertebb teriilete az implantatum technika, ahol
kozmetikai beavatkozasokig terjed. A szilikonok sajatsagos tulajdonsagainak koszonhetéen az
implantatum technikaban népszeri, jol bevalt anyagok, amely teriileten a BME Szervetlen

Kémia Tanszékén sok évtizednyi szaktudas és tapasztalat halmozodott fel. A tanszéken az



1980-as évek ota foglalkoznak szilikon polimer alapu transzdermalis tapaszok fejlesztésével,

amelyhez tobb szabadalom és szamos publikécio kdthetd.

Jelen munkam soran a két kutatocsoport tapasztalatait egyesitve végeztem az 0j tipust
fajdalomcsillapito hatdbanyagok boron at torténd bejuttatasara alkalmas, szilikon polimer matrix
alapanyagu, megfelel0 terapias tulajdonsagokkal rendelkezd transzdermalis készitmények

kifejlesztését, €s azok tulajdonsagainak vizsgalatat.

Munkam soran az alabbi célokat kivantam elérni:

1. Gyogyaszatilag és technologiailag is megfeleld szulfiddonor vegyiilet kivalasztasa. A

vegyiilet tulajdonsagaihoz optimalizalt szilikon polimer matrix rendszer kifejlesztése.
2. A kivalasztott rendszer vizsgélata, mindsitése.
3. Kapszaicin hatéanyagtartalmu transzdermalis rendszer kifejlesztése, mindsitése.

4. A kapszaicin-tartalmu transzdermalis rendszer preklinikai vizsgalata in vitro és in vivo

rendszerekben.



2. Irodalmi attekintés
2.1. Szilikon polimerek, kaucsukok

2.1.1. Kémiai szerkezet és tulajdonsagok

A hétkdznapi nyelvezetben szilikonokként, azaz pontosabb kémiai megnevezéssel a
szerves polisziloxanokként ismert anyagok alapvetéen szervetlen polimerek. A ,,szilikon”
elnevezés F.S. Kipping angol kémikustdl szarmazik (ami a kémiai nevezéktan szerint
egyébként helytelen név), aki szerves sziliciumkémiai kutatdsanak kezdetén azt tételezte fel,
hogy a dimetil-diklér-szilan hidrolizisekor az acetonnal (dimetil-keton) analdg szilicium
vegylilet, a dimetil-szilikon keletkezik: Ez a folyamat azonban, mint késdbb tisztazodott, nem
megy végbe, hanem ahogy azt késobb megallapitottak, a hidrolizis soran dimetil-polisziloxanok
keletkeznek. Ellenben a termékeket hagyomanytiszteletbdl tovabbra is szilikonoknak nevezték.
A szilikon polimer alapvazat a szervetlen sziloxan-lanc alkotja, ami a szilikatok és a kvarc

épitdeleme is.

CH, CH, CH, CH,
-HClI | |
p C—Si—Cl s+ p+] OH, —>= ! ! !
,.-"'SI‘\"‘-‘ ’.’___S|\.\_\‘ _.-"’SI\"\-H
HO ol | ~o OH
CH, CH, CH, CH,
dimetil diklér szilan L 1 n2

poli-dimetil-sziloxan
1. abra: poli-(dimetilsziloxan) sematikus el6allitasa és képlete

A poli-meta-kovasav tipust polisavak savas hidrogénjeit fém kationokkal helyettesitve
a hoallo és hajlékony azbeszthez, atlatszo csillamhoz és a sokféle szilikdtokhoz jutunk. A
hidroxil-csoportokat szerves (alkil-, aril-, alkenil-) csoportokkal helyettesitve kapjuk a
szilikonokat. A dimetil-polisziloxanok a szilikon-elasztomerek, illetve olajok alapanyagai. A
szervetlen alapt szilikdtok szerves kombinacidi tehat mas, 0j, rugalmas, hidrofob, hideg- és
hoalld polimerekhez vezetnek, amelyeknek tulajdonsdgai Iényegesen kiilonboznek a
szilikatokétol (azbeszt, liveg, porceldn, cement stb.), inkdbb a természetes kaucsukokra,
mianyagokra emlékeztetnek, azzal a kiilonbséggel, hogy azoknal sokkal szélesebb
hémérsékleti tartomanyban hasznalhatoak. A szilikon polimerek kiilonb6zd funkcids monomer

egysegekbdl épithetok fel. Ezeknek a monomereknek a kombinalasaval (valamint a szerves



csoportok valtoztatasaval) kiilonbozé szerkezetti (lineéris, elagazd, térhalos), a legkiilonb6zobb
fizikai és kémiai tulajdonsagokkal (polaritas, olajallosag, lugallosag, ho- és hidegalldsag,
térhalosithatosag) rendelkezd termékek allithatok el6. Igy kiilonbozé viszkozitasn folyadékokra
¢s olajokra, a legkiilonb6zobb polimerizacios foku plasztikus kaucsuk alapanyagokra és a

gyantaszeriien rideg anyagokra oszthatjuk fel a szilikonokat. *

A szilikonoknak, kiilondsen a metil-szilikon termékeknek, igen kedvez6 az ugynevezett
vizlepergetd (hidrofob) tulajdonsaga. Ezaltal pordzus hidrofil feliileteken (pl. tiveg, textil, fa,
papir, bor, vakolat stb.) tartds hidrofob feliiletet lehet haszndlatukkal kialakitani.?

A szilikonok feliileti fesziiltsége igen kicsi, kb. 20 mN/m. Ebbdl az is kdvetkezik, hogy
nemcsak vizlepergetok, hanem oleofobok is, vagyis a legtobb szerves miianyaggal nem

elegyithetdek.

Ez azt jelenti, hogy azokra nem tapadnak, s6t csusztatjak azokat. Ezért tudja a

milanyagipar formalevalaszté anyagként haszndlni a metil-szilikon olaj készitményeket.

A folyékony szilikonok viszkozitdsa - kiilondsen a metil-szilikon folyadékoké és
olajoké - a hémérséklettdl fiiggden csak kis mértékben valtozik, a paraffin szénhidrogén
olajokéndl 1ényegesen kisebb mértékben. A jelenséget azzal lehet magyarazni, hogy a metil-
szilikon olajok molekuldi alacsony hdmérsékleten a termodinamika torvényei szerint

legstabilabb, gdmbszerli gombolyag szerkezetet veszik fel.

Ez a szerkezet a homérséklet emelkedésekor elkezd ,.kitekeredni”, majd a névekvd
feliilet miatt, a molekuldk kozotti kolcsonhatasok erdssége megnd, és ez ellenstlyozza a

viszkozitas csokkenését, amelyet a hdmérséklet emelkedése okoz.

Ha megnoveljiik a szilicium atomon levd szerves csoport méretét, pl. a metil-csoport
helyett fenil-csoportokkal, akkor az idealis gombolyag szerkezet kialakulasat gatoljuk.
Ekképpen a viszkozitds hdmérsékleti koefficiense romlik, és kozelit a szénhidrogén olajokra

jellemzd értékek felé.

A szilikon polimereknek nem minden esetben elényds az a tulajdonsaga, hogy nagy az
abszorpcids képességiik. A szilikon gumik gaz- és vizgdz-ateresztd képessége azonban jol
hasznosithato, példdul a kontaktlencsék alapanyagaul hasznalt kopolimerekben a szilikon rész

biztositja a szaruhartya megfeleld oxigén-ellatottsagat.



2.1.2. Elettani hatas

A szilikonok fiziologiai szempontbol indifferensek, az emberi és allati szovetekre
artalmatlanok, szoveti reakciokat nem okoznak, az enzimatikus rendszerek nem tudjak

megemészteni ezeket, azaz nincs taptalaj effektusuk.

Elényos tulajdonsagaik miatt foleg kiilonboz6 implantdtumok késztésére alkalmasak, mivel:
- hovel, vizgdzzel, plazmakezeléssel, y-sugarral vagy etilénoxid gazzal sterilizalhatok,
- viztaszitoak,
- nincs haemolizalo hatasuk,
- a morfologiai vizsgalatok szerint szovetbaratok.
Az orvosi gyakorlat szamadra tobbféle implantdtum és segédeszk6z késziil szilikonokbol.

A lagy implantatumok k&zott tobb olyan van, amelyik szilikonokbol késziil. 3

2.1.3. A szilikon polimerek tipusai, a térhalositds mdodszerei

HTV (High Temperature Vulcanizing) kaucsukok

Ezekhez a kaucsukokhoz nagy molekulatomegii, pasztaszerii szilikon polimereket
hasznalnak, valamint sok toltd €s erdsitd anyagot, a térhalositast pedig peroxid-vegyiiletekkel

végzik, az alabbi reakcid szerint:
=Si-CHz + CH>=CH-Si= +peroxid>=Si-CH>-CH,-CH»-Si=

Erre a célra felhasznalhatoak kiilonbozdé alkil-, aril-, alkoil-, aroil- mono- és di-
peroxidok, de hasznalnak még peroxi-szilanokat és cink-peroxidot is. Mint az elnevezés is
mutatja, a reakcido végbemeneteléhez magas hdmérséklet (peroxidtol fiiggden 100-160 °C)
sziikséges.® Ezekbdl az anyagokbol elsésorban préselt, froccspréselt és extrudalt ipari forma

termékeket (alkatrészek, csovek, szalagok) készitenek.®

LTV (Low Temperature Vulcanizing) kaucsukok

Ezek a kaucsukok lehetnek alacsony és magas viszkozitasu (folyadék vagy paszta)
anyagok, a ko6zos bennilk, hogy viszonylag alacsony homérsékleten (szobahdmérsékletnél
magasabb) térhalosodnak, igynevezett addicios mechanizmussal. Ezen mechanizmus 1ényege
a hidroszililezési reakcid, amely soran a szilikon lancon elhelyezkedd vinil-csoportra

addicionalodik a térhalésité komponens Si-H csoportja, az alabbiak szerint:
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R

R )

—%i—CH=CH2 H-s|i-R Aﬁ'i—CHZ—CHZ—éi

R (l) R (|)
R—Si—R R—Si—R

. i Pt kat b
R—éi—R R—éi—R

R b R 5
—éi—cH:CH2 H—%i—R —gli—CHz—CHz—%i—R

R C|) R ?

2. abra: Az addicidés mechanizmusu szilikonok térhalésodasa: A szilikon lancon elhelyezkedd vinil-
csoportra (szén-szén KettOs kotést tartalmazo funkciods csoport) addicionalodik a térhalositd
komponens Si-H csoportja, ezzel a linearis szilikon lancok kozott szén-szén keresztkotéseket
kialakitva

Addiciés mechanizmus szerint térhalésodd szilikon kaucsukokbol léteznek szoba-
(RTV) ¢és magas homérsékleten (HTV) is térhalosithatd termékek, am magas aruk miatt
elsésorban csak az egészségiigyi ipar hasznalja ezeket, mivel ott a reakcid ,tisztasaga”
(semmilyen bomlési ¢s kondenzacios melléktermék nem keletkezik) sokkal fontosabb az

alapanyag aranal.!
RTV (Room Temperature Vulcanizing) kaucsukok
Az ugynevezett RTV-1 és RTV-2 kaodjell, kondenzacioval térhaldsodo polimereket, ill.

pasztakat vazlatosan a kovetkezd modon készitik:

Ciklikus, vagy linearis oligomereket savas, vagy lagos katalizatorok jelenlétében
polimerizaljak, ill. polikondenzaljak és ilyenkor a célnak megfeleléen 1000 - 40000 mPas

viszkozitast folyékony, -OH végii, reaktiv polimereket allitanak el&. ’

A megfeleld viszkozitdsu polimerben a folyékonysag biztositasa érdekében finomra
orolt kvarclisztet, lagyitoként trimetilsziloxi-csoporttal terminélt szilikon olajat kevernek dssze,

igy megfeleld folyoképességli pasztat kapnak, amelyet els6sorban formalevételi anyagként
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hasznalnak. A térhalositas tetraetoxi-szilan és dibutil-on(II)-dilaurat iniciator keverékével

torténik.®

Az -OH végii Ilancpolimereket a tetra-etoxi-szilan alkohol kilépésével,
szobahdmérsékleten térhaldsitja és rugalmas gumi képzddik, amelyet elsdsorban térkitoltésre

¢s példaul a fogaszatban mintalevonati anyagként hasznélnak:

Teérhalositas
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Terhalasitd (Tetraetoxi-szilan)

3. abra: Kondenzacios szilikon kaucsuk térhalosodasa: A linearis szilikon polimer lancok
Osszekdtése tetra-etoXi-szilan és dibutil-On(IT)-dilaurat iniciator keverékével torténik. Az -OH végi

lancpolimereket a tetra-etoxi-szilan alkohol kilépésével, szobahdmérsékleten térhalositja.

2.1.4. A szilikon gumik toltGanvyagai, adalékai

A toltdanyagok nélkiili, O6nmagaban térhalositott szilikon polimer mechanikai
szempontbol nagyon korlatozottan hasznalhato-végtermék, melynek a szakitoszilardsaga az 1
MPa-t sem émé el. Ugynevezett “aktiv” toltéanyagok alkalmazasaval (példaul a nagy
diszperzitasu pirogén kovasav /aerosil vagy mas néven fehérkorom/, pl.. Wacker T-30) a
szakitoszilardsag jelentSsen javithato. Altalaban 150-300 m?/g BET feliilettel rendelkezd 30-

50 nm szemcsenagysagu toltdanyag hasznalatos.

Az “inaktiv’ (nem erdsitd) toltdanyagokkal egy egész sor egyéb tulajdonsag allithato
be, mint az Onthetdség, Shore-A keménység, E-modulus, vegyszer- ¢s olajallosag. Ilyen
toltéanyagok a kvarcliszt, kréta, kaolin, melyek a sziloxan-lancok kozotti kohézids erdket
novelik, kiilondsen a fehérkorom esetében, mert hidrogénhid-kotés jon 1étre a téltéanyag és a

sziloxan-lanc kozott.
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Specialis toltdanyagok segitségével a végtermékkel szemben tdmasztott tovabbi
kiilonleges igényeket lehet teljesiteni: 800-1200 BET szamu acetilén korommal téltve
elektromosan vezetdképes gumit kapunk, cink-oxiddal a hdvezeté képesség novelhetd, az

aluminium-hidroxid az elektromos erozioallosagért és ivallosagért felelds. °

A hédllosag un. stabilizatorokkal novelhetd, ezek koziil legismertebb a vas(l11)-oxid,
tovabba a cérium, mangan, titin és cirkon oxidjai, stb. Pigmentekkel tetszés szerinti

szinarnyalatra szinezhetdk a szilikonok.

Tapadaskozvetitok alkalmazéasaval a szilikon gumi fémre, vagy miianyagra felviheto és
igy jol tapadd, rugalmas erdatviteli alkatrészek gyarthatok. Pl.: tengelykapcsold, ablakszigeteld
szilikon szalagok.®

2.2. Transzdermalis terapias rendszerek

2.2.1. Attekintés

A transzdermalis terdpias rendszerek (TTS) a kényelmes, pontos, biztonsagos és
fijdalommentes adagolas kivalé modjat nyujtjdk a farmakoterapiaban!!, Ez a kiilonleges
gyogyszerforma az 1970-es években jelent meg, a terapias gyakorlatban régota (Szinte az 6skor
6ta) boron keresztiili hatdanyag bejuttatdsra szolgaldé kendcsdk, krémek, oldatok
koncepcidjanak tovabbfejlesztéseként. Ezen készitmények alkalmazésakor mar viszonylag
hamar megfigyelték, hogy az igy bejuttatott hatdoanyag szisztémas hatast is kifejt. A kendcsok,
krémek jelentds hatranya egyrészt az adagolds pontatlansaga, masrészt, hogy oOhatatlanul
szennyezik a kornyezetet, a ruhazatot. Ennek els6 megoldasa a bekent teriilet lefedése volt
(gyogyszeres kotés, pakolas). Ezen megoldasok tekinthetdek a TTS-ek kozvetlen dsének, és a

szerkezet finomitasaval a mar megfigyelt szisztémas hatas is elérhet6vé valt.

A boron keresztiili gyogyszer bejuttatdsnak tobb fontos terapids elonye is van. Egyrészt
a nagy felszivo feliilet, amelyet a bor biztosit, masrészt, a hatdbanyag a portalis keringés, és
ezaltal az un. ,,first pass effektus” kikertilésével, kozvetleniil a szisztémas keringésbe juttathato.
(A szajon at (per 0s, p.0.) bevett hatéanyagok tobbsége a gasztrointesztinalis rendszerbdl
torténd felszivodas utan a majban részben metabolizalodik (,.first pass effektus”), ezért a
hatéanyagnak csak egy bizonyos mennyisége jut a szisztémas keringésbe). Ebbol kovetkezden
kisebb dozis alkalmazasa is elegendd, igy az esetleges karos mellékhatasok megjelenésének

vagy a tiladagolasnak az esélye lényegesen kisebb, ami a transzdermalis adasmod tovéabbi
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elonye. Ezen kiviil — a p.o. bevett gyogyszerforméakkal ellentétben, ahol a sziikséges
segédanyagok a gyogyszer tomegének akar 75-80%-at alkothatjak (bizonyos esetekben
allergénként vagy egyéb modon karositd, zavard anyagként viselkedve), egy TTS-bdl csak és
kizarolag a hatoanyag szivodik fel a boron at, kis dozisban, és hosszabb idon keresztiil
folyamatosan. A gyogyszeres terapia egyik alapkovetelménye, hogy a hatdanyag
plazmakoncentracioja folyamatos, egyenletes, megfeleld értékii és lehetbleg hosszan tartd
legyen. Ez egy viszonylag sok kihivassal rendelkez6, és bonyolult feladat. A probléma
klasszikus megoldasa mindenképpen a parenteralis (emésztorendszeren kiviili) adagolés, am ez
alapvetden csak infuzioval, vagy depot (raktar, tartaly) injekciokkal oldhaté meg. Ennek két f6
problémaja van, egyrészt folyamatos orvosi, de legalabb is egészségiigyi feliigyeletet igényel,
igy otthon nehezen (illetve nem) megoldhato, ezen kiviil ezek az adagolasi modok fajdalommal,
kellemetlenséggel jarnak. Ennek kikiiszobolésére lehetséges megoldas az tigynevezett retard
(nyujtott hatast) szdjon at alkalmazott gyogyszerformak, 4&m ezek még mindig rendelkeznek a
per os adagolds szamos hatranyaval. Egyrészt a felszivodasi profil nagyban fligg a
biztositasa tovabbra is szabalyos adagolast, feliigyeletet igényel, szemben példaul azzal, hogy
egy jol megkonstrualt TTS akar napokig képes a hatdéanyagot folyamatos, megfeleld dozisban
adagolni.

Az esetlegesen nem megfelel6 alkalmazas miatt (példaul a beteg elfelejti bevenni a
tablettat, vagy tobbet vesz be az eldirtnal) létrejové adagoléasi hibdk is komoly kockazatot
jelenthetnek, igymint a terapias hatds elmaradasa, vagy éppen elenkezdleg, tuladagolas vagy
mérgezés. A transzdermalis terapias rendszerek alkalmazasa esetén ezeknek a problémaknak
lényegesen alacsonyabb a kockazata. Fontos ugyanakkor, hogy a TTS-eknek is léteznek
bizonyos alkalmazasi korlatai, amelyeket a rendszer tervezése, fejlesztése soran figyelembe kell
venni. A f6 korlatozo tényezok a hatdéanyag fizikokémiai paraméterei: sajnos nem minden
hatdanyag felel meg azon perem-feltételeknek, melyek a sikeres transzdermalis alkalmazashoz
sziikségesek. Néhany alapvetd, gyakorlati szabaly: kismolekulds hatéanyag (jellemzden 1000
Dalton alatti molekulatomeg), viszonylag alacsony olvadaspont (150°C alatti), valamint a
lipofil karakter(i kozegben ( maga a tapasz matrixa, valamint a bor felsdbb rétegei) €s a hidrofil

kozegben (véraram, szdvetek, szoveti folyadék) valé egyarant megfeleld oldhatosag.t2-1°
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2.2.2. A kulonbo6z6 transzdermalis terapias rendszerek tipusai

A transzdermalis terapias rendszerek szerkezetiik vagy kémiai Osszetételilk alapjan
csoportosithatok. Kémiai dsszetételiik alapjan a kdvetkezoképpen oszthatok fel: hidrofil jellegii
szerves kopolimerek (pl. poliolok, poliéterek stb.) és szilikon alapu rendszerek (hidrofob vagy
modositott amfifil szerkezet), utébbiak a dolgozat szempontjabdl kiemelt fontossaguk miatt az

el6zo fejezetben részletesen be lettek mutatva.
Fontosabb szerves polimerek amelyeket TTS-ek gyartasara hasznalnak 617 ;

Celluléz: Az egyik legnagyobb mennyiségben eléforduld biopolimer, mivel mint
poliszacharid, széles korben megtaldlhatdo a természetben. Kiilonb6z6 celluldozszarmazékok,
mint példaul a hidroxipropil-metilcelluléz (HPMC), fizikai-kémiai térhalosité komponenseket
tartalmaznak, ezzel elérve, hogy az anyag hidrogéllé formulalhaté legyen. A
cellulézszarmazékok koziil a HPMC-t széles korben hasznaljak széleskorli elérhetdsége,
konnyli felhasznalhatdsdga és jO biokompatibilitasa miatt, kivald filmképzd képessége ¢és
bioldgiai lebonthatdsdga miatt. A gydgyszeriparban altaldban gydgyszerhordozd matrixként
hasznaljak, de az egyik legérdekesebb celluldzalapt polimer tapasz alapanyagként.

A HPMC-t a legfontosabb hidrofil vivéanyagnak tekintik a szabalyozott hatbanyag-
leadd rendszerek eldallitdsahoz. A HPMC egyik jelentds tulajdonsdga a magas duzzadasi
képessége, amely jelentds hatassal van a hatdanyag felszabadulasi kinetik4jara.

Kitozan: A kitozén a cellul6z utan a legnagyobb mennyiségben eléforduld polimer. Ez
egy természetes eredetli, alapvetden tengeri izeltlabuakbol -eldallitott, biokompatibilis,
bifunkciondlis és bioldgiailag lebomlé amino-poliszacharid. Figyelemre mélto tulajdonsagai
alkalmassa teszik bizonyos orvosi alkalmazasokra, tobbek kozott a gyogyszeripar szamaéra.
Ellenben fontos megjegyezni, hogy a kitozan filmek gyenge mechanikai tulajdonségai,
vizallosaga és alacsony hdstabilitasa problémassa teszi, mint TTS alapanyag. Ezen hatranyok
kikiiszobdlésére a kitozant sokszor szintetikus vagy természetes polimerrel keverik.

Dextran: A dextran egy természetes vizben oldodod polimer, amely alapvetden
elagazasokat tartalmaz, eldallitasa kémiai modszerekkel vagy baktériumok segitségével
torténhet. A polimer vizoldhato formajat jelenleg orvosi kornyezetben hasznaljak. A
hidroxilcsoportok tilzott mennyisége miatt a polimer szerkezetében a hidrogél forma
kialakitasahoz sziikséges egy specifikus térhaldos kotdanyag. A dextrannak van néhany
hatranya, tobbek kozott a magas koltség. Emellett sulyosabb anafilaxias tiineteket okozhat. A

reakciokat a dextran természetes eredetébdl fakado és nehezen eltavolithatd reaktiv antitestjei
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okozzak, amelyek a vazoaktiv mediatorok felszabadulasat inditjak el. El6fordulasuk
csOkkenthet6 kiillonb6z6 kémiai elokezeléssel.

Natrium-alginat: A natrium-alginat egy természetes és anionos makromolekula. Nem

mérgezd, boségesen eldforduld (koltséghatékony), biologiailag lebomld, megajuld,
biokompatibilis és korlatozottan vizall6. Ezen kiviil az alginat szovetkompatibilis, ¢és
felhasznalhaté a TTS-ek eldallitdsara, gydgyszerek szabalyozott kibocsatasa céljabol.

Ezen eldnyok miatt az algindt nagy figyelmet kapott az orvostudomdnyban. Az
alginatnak van néhany hatranya is, tobbek ko6zott a mechanikai tulajdonsagok valtozékonysaga
(amely a természetes eredetre vezethetd vissza) €és az ionok kimosodasa, amelyek
instabilitashoz vezetnek.

Poli(kaprolaktdm): A poli(kaprolaktam) a félkristalyos szintetikus poliészterek

csoportjaba tartozik. A polimer viszonylag olcso és nem mérgez6, ami eldny0s valasztas az
orvosbiolodgiai alkalmazasokban val6 felhasznalasra.

Akrilat kopolimerek: Az akrilpolimerek akrilsav, metakrilsav és ezek észtereinek,

valamint az akrilamid €s az akrilnitril polimerei. A metakrilsav észterei képezik az akrilgyantak
alapjat, amelyeket orvosi eszk6zOkhoz hasznalnak. A metil-metakrilatot alkalmazzak a
legtobbszor a tobbi monomerhez képest, ez egy szerves vegyipar altal oridsi volumenben
eléallitott, olcso, konnyen hozzaférhet6 alapanyag. Elonyeik még a viszonylag jo6 mechanikai
tulajdonsagaik. A hatranyai az akrildtoknak a mindig a térhaloés polimerben visszamarado
monomer tartalom, amely erésen mérgez6, és irritativ hatast, ezt mindig figyelembe kell venni,
és valahogy ki kell kiiszobdlni ha TTS-ként akarjuk hasznalni.

Sztirol-etilén-butilén  blokkopolimerek:  Ezen  kopolimerek  biokompatibilis

elasztomerek. Termoplasztikusak, a triblokk kopolimerekbdl késziilt elasztomerek azért
érdekesek, mert magas homérsékleten folyékonyak, de szobahdmérsékleten elasztomerként
viselkednek. Van néhany el6nyiik, mint példaul az, hogy kikiiszobolhetd a térhalositas. A
megerdsitett formuldk megfelelnek a transzdermalis tapaszok fejlesztéséhez sziikséges
kovetelményeknek, mivel kielégitden teljesitik a biofarmaciai tulajdonsdgokat és megfeleld
mechanikai tulajdonsagokat mutatnak.

Poli(vinil-pirollidon): A poli(vinil-pirollidon) avagy povidon egy amorf, higroszkopos,

szintetikus polimer. Ez egy linearis, nem ionos, €s vizben old6doé polimer. Széles kdrben
hasznaljék a kozmetikumokban, a gydgyaszatban, és gyogyszer hordozoként jo oldhatdsaga, €s
a gyogyszerkészitményekkel valé kompatibilitisa miatt. Bar népszerii kozmetikai
Osszetevoként ismert, és gydgyszeripari segédanyagként is bevalt, van néhany ismert hatranya,
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amely korlatozza a hasznalatat. A povidon és szarmazékainak ismert hibai a kovetkezok: stlyos

allergias reakciok, bor alatti granulomak. 8

Szerkezetiik szerint lehetnek:

Passziv TTS-ek, amikor a hatéanyag bejutasa a borfeliiletbe vald beoldddas utjan torténik

(kiforrott, nagy tomegben alkalmazott technolégiak) 192

[

. Egy, illetve tobb rétegli adhézids polimer-diszperzié alapu (4. abra)
2. Membran-szabalyozott (,,reservoir”) tipusu (5. abra)

3. Polimer matrixon keresztiili diffzioval szabalyozott (6. abra)

4. Mikroresevoir tipusu rendszerek. (7. abra)

Aktiv TTS-ek, amikor a hatéanyag bejutasat valamilyen egyéb modszerrel javitjuk, gyorsitjuk

(kisérleti, illetve legalabbis nagyon 1j, kiforratlan technologiak):
5. lontoforézis alapt rendszerek

6. Mikrotls rendszerek
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Passziv TTS-ek

muianyag vagy fém

A zaro folia

gyogyszerrel elkevert homogén ragaszto réteg

tapadasi feliilet (bor)

4. abra: Az adheziv polimer-diszperzios rendszer vazlatos felépitése: A hordozé foliara
(aluminium, vagy hatéanyagot at nem ereszté polimer folia) felvitt, a bérhoz valo
tapadast biztositd, nyomasérzékeny ragaszto réteg (pressure sensitive adhesive PSA), és

az abba belekevert gydgyszer-hatébanyag

Az adheziv polimer-diszperziés rendszerek a TTS-ek legkorabbi, legegyszeriibb
foliara (aluminium, hatéanyagot at nem eresztd polimer folia) felvitt, a borhoz valo tapadast
biztosito, nyomasérzékeny ragasztd rétegbdl (pressure sensitive adhesive PSA), és az abba
belekevert gyogyszer-hatéanyagbol all. A hatéanyag-leadas ugy torténik, hogy a farmakon az
egyszerl matrix diffuzio szabalyai szerint kiaramlik a tapaszbol, és eljut a felszivodas helyére.
A rendszer eldnye a viszonylag egyszerli felépités, ezaltal az egyszerli gyarthatosag, a
manapsag roppant népszeri, részben hagyomanyos tapasztalaton alapuld, gyogyszernek nem
mindsiild tapasz készitmények szinte minden esetben ezt a felépités kovetik. A megoldas 6
hatranya, hogy a kialakitasabol adoddan a gyogyszer felszabadulasanak kinetikdja egyaltalan

nem egyenletes, a terapias kivanalmaknak valdé megfelelés nem igazan optimalis.

A szakirodalom némely helyeken kiilon altipusként, mint ugynevezett ,,vapor tapasz”
hivatkozik az ilyen, hatdanyagként illoolajokat, vagy mas kdnnyen parolg6 anyagot tartalmazé

tapaszokra.
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Ezen megoldasokra kiilondsen jellemz6 a kiszamithatatlan, de legalabb is szabalytalan
hatdanyag-leadas, a rendszer egyszeri tovabbfejlesztése a tobb rétegli adheziv polimer
diszperzios rendszerek megalkotasa, amelyeknél mar joval erételjesebben szabalyozhatoé a
hatdanyag-leadés. Ezen tapaszok ugy késziilnek, hogy tobb, a bortdl tdvolodva egyre nagyobb
mennyiségli hatdbanyagot tartalmazo réteget épitenek egymasra. A felépités 1ényege, hogy a
novekvo diffuzids utat a hatdéanyag ndvekvo koncentracidja kompenzalja. Ezen felépitéssel jo
esetben elérhetd mar az optimalist kozelitd leadasi profil, am értelemszertien az eléallitas

bonyolultsaga, illetve a tapasz vastagsaga az el6z0 tipushoz képest novekszik.

fém/muanyag zard
folia

gyogyszer hordozo réteg

gyogyszer leadas
szabalyozo membran

5. dabra: A membran-szabalyozott rendszer, amelynek felépitése a kovetkezd: a hatdanyag
egy at nem ereszté (fém vagy milanyag anyagl) zaroréteg és egy hatdanyagot
meghatarozott mennyiségben atereszteni képes (szabalyozé hatasa) polimer membran
kozott helyezkedik el.

A gyogyszerleadas szempontjabol a membran-szabalyozott rendszerek rendelkeznek a
legkedvezObb tulajdonsagokkal. Az ilyen tipusu tapaszok altalanos felépitése a kovetkezo: a
hatéanyag egy at nem eresztd (fém vagy milanyag anyagu) zaroréteg és egy hatdanyagot
meghatarozott mennyiségben atereszteni képes (szabalyozo6 hatast) polimer membran kozott
helyezkedik el. A hatéanyagot a két réteg kozott vagy szilard hordozo anyagban (poli-
izobutilén, nagy polimerizacids fokt poliol, stb.) diszpergalt formaban, vagy a membranon
atoldodni nem képes folyékony segédanyagban (példaul szilikon olaj, polietilén-glikol) oldott

formaban helyezik el.
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A membran borrel érintkez6 feliiletét a lehetd legvékonyabb rétegben adheziv réteggel
vonjak be, ez biztositja a tokéletes érintkezést. Az 1970-es, *80-as években a komolyabb
kockazattal rendelkez6 hatdanyagok bejuttatiasara szolgalo transzdermalis készitmények koziil
ilyen tipustiak voltak az elsé, nagy mennyiségben elterjedt és bevalt gyogyszerformak. igy
elmondhatd, hogy ezek a rendszerek jol bevaltak, sok klinikai és technologiai tapasztalat
halmozédott fel veliikk. Egyetlen hatranyuk, hogy a gydgyszer folyékony fazisban van a
szabalyozd membran alatt. Ez azt a kockézatot rejti, hogy ha a membran a gyartds vagy az
alkalmazas alatt megsériil, a hatdanyag tényleges fizikai-kémiai kontroll nélkiil aramlik ki,
amely komoly terapidas kockézatot rejt magaban (tiladagolds, mérgezés). Ezen kiviil
alkalmazhatdsagi korlatot jelent az, hogy az ilyen tipustt TTS nem vaghatd, a dézis mennyisége
nem valtoztathaté meg, a gyartas sordn meghatarozott dozis-mennyiséggel kell az alkalmazo

orvosnak kalkulalni.

feliilet(ragaszt6)

6. abra: A nem adheziv polimer matrixon keresztiili diffuzioval szabalyozott TTS, a
hatéanyag egy megfelelden kivalasztott polimer matrixban van oldva, esetleg
egyenletesen diszpergalva. llyenkor a hatéanyag-leadas a matrix (keverék) dsszetételével

nagyon pontosan beallithato.

A nem adheziv polimer matrixon keresztiili diffuzioval torténd szabalyozas esetén, a
hatoanyag egy megfelelden kivalasztott polimer matrixban van oldva, esetleg egyenletesen
diszpergalva. Ilyenkor a hatdanyag-leadas a matrix (keverék) dsszetételével nagyon pontosan

beallithato.
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Az elkésziilt keverékbdl meghatarozott geometridju formatesteket készitenek, majd a
hatéanyag lead6 részen tulnyuld zardrétegen elhelyezett adheziv réteggel oldjak meg a tapasz
borfeliilethez vald rogzitését. Ezzel a megoldéassal sikeresen kikiiszobolhetd a membran
szabalyozott rendszerek f6 problémaja, a szabalyoz6 membran sériilése esetén eléfordulo
tulzott hatéoanyag kiaramlas, hiszen ezen rendszerek esetén a hatdanyag-leadasi profil a
tombfazisu hordozémembranbol a boérfeliiletre valdo kioldodas hatarozza meg. A matrix-
segédanyag-hatoanyag rendszerrel konnyedén beallithatd nulladrendli, de akar egészen
bonyolult kinetikaju hatéanyag-leadasi profil is, ez szintén a rendszer eldnyos tulajdonsagai
kozé tartozik. Ezen tapaszok erds hatrdnya - a membran rendszerekhez hasonldéan - a

darabolhatosag, és ezaltal a flexibilis dozirozhatosag hianya.

zaro réteg
(alufdlia ) fedo réteg
(rugalmas poliuretan)

—L gyogyszer tarolo

0g
- mikrogyongy
ragaszto gyt

hordoz6 polimer

7. abra: A ,mikroreservoir” tapasz-tipus is a vastagabbak kozé tartozik, a hatdanyag-
leadas kinetik4jat a rendszer bonyolultsaga okan tobb fizikai kémiai paraméter hatarozza

meg. A rendszer felépitése vazlatosan a kdvetkez6: a hatdanyagot egy hidrofil (vizes
fazist) polimer oldatban szuszpendaljak, majd ezt a keveréket homogénen diszpergaljak

egy hidrofob karakterti (poliuretan, szilikon-szarmazék, stb.) matrix polimerben.

A két jellemz6 jol kombinalhat6 a ,,mikroreservoir” tipusu rendszerekben. Ez a tapasz-
tipus is a vastagabbak kozé tartozik, a hatdanyag-leadas kinetikajat a rendszer bonyolultsaga
okan tobb fizikai kémiai paraméter hatarozza meg. A rendszer felépitése vazlatosan a
kovetkezd: a hatdanyagot egy hidrofil (vizes fazisti) polimer oldatban szuszpendaljak, majd ezt
a keveréket homogénen diszpergaljak egy hidrofob karakterti (poliuretan, szilikon-szarmazék,
stb.) matrix polimerben. A roppant instabil, mikrocseppekbdl alld rendszert a hidrofob matrix
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gyors térhalositasaval stabilizaljadk. A szintén pontosan definialt formatestekre itt mar
felvisznek egy egész feliiletet beboritd adheziv réteget (altalaban szilikon alapanyagu
nyomasérzékeny ragasztot (PSA)). A kioldodas itt egy roppant bonyolult fizikai-kémiai
egyenletekkel leirhato folyamat, mivel 1ényegében minden hidrofil csepp/hidrofob matrix
hatarvonal egy membranfeliiletnek tekinthetd, és meghatarozd paraméter a két fazisban vald
megoszlasi hanyados, valamint a csepp, és ezaltal a membran mérete. A paraméterek —
oldhatosagi viszonyok a két fazisban - beallitasatol fliggben a kioldodasi kinetika mozgatoereje
lehet a megoszlas, vagy a diffuzids sebesség. A gondosan beallitott paraméterii tapasz esetén
megoldhatd egy szinte tokéletesen nulladrendii hatdéanyag-leadasi Kinetika.  Bizonyos

korlatozasokkal, de ezen kialakitds esetén mar megoldhat6 a darabolhatosag.
Aktiv TTS-ek

Az iontoforézis egyszerli meghatarozas szerint olyan elektromos potencial alkalmazasa,
amely alland6 elektromos dramot tart fenn a béron keresztiil, és fokozza az ionizalt, valamint a
nem ionizalt molekulak bejuttatasat. Ez a technika képes a boron keresztiil bejuttathato
vegyiiletek korének bovitésére. A maj first pass effektusanak megkeriilésével és a betegekkel
szemben kiméletesebb eljarassal jard elényok mellett az iontoforézis technika szamos tovabbi
elénnyel bir. Példaul lehetdvé teszi a gyogyszer folyamatos vagy pulzaldé adagolasat (az
alkalmazott aramtol fliggben). Ezen kiviil gyogyszeradagolas konnyebben leallithato, a beadott
gyogyszer mennyisége ellendrizhetdbb, mivel a beadott vegyiilet mennyisége az alkalmazott
aramtol, az alkalmazott aram idGtartamatol és az aramnak kitett borfeliilett6l fiigg. Valamint a
polaros molekuldk és a nagy molekulatomegili vegyliletek bejuttatdsanak javitasa €és ezek
szisztémas vagy helyi (lokalis) adagolasanak képessége. Jelentdsen csokkenti az egyén kozotti
¢és az egyénen beliili gydgyszer szint valtozékonysagot, mivel a hatdanyag-leadéds sebessége

jobban fiigg az alkalmazott aramtol, mint a felham jellemzdit6].2*

A mikrotik ultra-kisméretli tlikbol allo tombdok, amelyek jellemzden mikrométeres
hosszusaguak (1000 mikrométernél kisebbek), amelyek porusokat hoznak létre, és lehetéveé
teszik a gyogyszerek helyi bejuttatasat a borbe vagy a boron keresztiil a szisztémas keringésbe.
A hagyomanyos injekcios tiikkel ellentétben a mikrotiik mikrodimenzids és fajdalommentes

gyogyszer bejuttatasi utakat tesznek lehetévé.

A mikrotlik jobb betegellatast eredményezhetnek, eldsegitik a beteg szamara a

gyogyszeres kezeléshez vald alkalmazkodast, mivel nem stimuldljdk a fijdalommal jaro
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idegeket, ¢és a titdl félo betegek nagyobb valoszinliséggel hasznaljak a mikrotiiket, a
fajdalommentesség és a minimalis invazivitds miatt. Az irodalom alapjan 6t csoportra

oszthatjuk 6ket tovabb: szilard, bevonatos, iireges, hidrogél és feloldodo.??

2.3. Szilikon polimerek alkalmazasa TTS-ként
A modositott szilikon-polimer alapti rendszerek jol kontrollalt és koltséghatékony

matrix diffazioés rendszert biztositanak. A jelen dolgozatban ezzel az eljarassal készitett,
kiilonb6z6 hatdanyagokat tartalmazo transzdermalis tapaszokat fejlesztettiink és vizsgaltuk

tulajdonsagaikat (8. abra).

Tobb rétegu szilikon polimer alapu TTS

[ |hordozé félia [®g 9 hatdanyag raktar [ szabalyozé réteg
tapadé réteg bor

8. abra: Modositott szilikon-polimer alapa TTS

Ez a TTS tipus tobb rétegbdl all 2. A matrix-rendszerben a gyogyszer polimer rétegbe
van 4gyazva, és ezt a réteget a hatdanyagra nézve eltérd diffuzios tulajdonsagu,
gyogyszermentes szabalyozo réteg boritja. A kontrollalt hatéanyag-felszabadulasi profilt a
koncentraci6 gradiens pontos beéllitasaval lehet elérni a két réteg kiillonb6zo difftizios allandoi

alapjan.

A szilikon polimerek alaptipusa a reaktiv végcsoportokkal rendelkezd dimetil-
polisziloxdn (PDMS), ami egy linearis szilikon-polimer ¢&s térhalositva rugalmas
szilikongumiva alakul. A PDMS jol hasznalhatd hordozo matrixként, térhalositasara két
gyakorlati jelentdségli modszer 1étezik: kondenzécids és addicios. A kondenzacioval eldallitott
polimerekben Si-O-Si kotések a keresztkotések. Az addicios technika esetében a Si-C-C-Si-
kotések biztositjak a keresztkotéseket a PDMS-lancok kozott.
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A kondenzaciés polimerek orvosi célokra vald felhasznaldsat bonyolitja, hogy az
egészségiigyben megkivant kovetelményeknek megfeleld térhaldsitdo katalizator eldallitdsa

nehéz és draga folyamat.

A médositott szilikon-polimer alapt rendszereket munkacsoportunk fejlesztette ki 1124,
¢és jol szabalyozhato ¢és koltséghatékony matrixdiffizios rendszert biztosit (8. abra). A
szilikongumi alapu rendszeriink ujdonsaga tobb okbol fakad. A szilikon-rendszereknél nem kell
membran, ha van "lires" réteg, akkor az telitddik a hatdéanyaggal és ennek allandoé telitettsége
biztositja a hatéanyag-leadas allandosagat. A szilikon-polimerek alapja a hidroxilvégzdodésii
dimetil-polisziloxan, egy linearis vagy organoszilikon polimer, amely keresztkotésekkel
rugalmas szilikongumit képezhet. Ezt az anyagot hasznaltuk hordozématrixként. Az addicids
polimerek szerkezetét nehéz modositani, mig a kondenzécios polimerek térhalds szerkezetét
konnyebb megvaltoztatni. A végsé matrixszerkezet konnyen modosithatd kiilonbozo
adalékanyagokkal, hogy javuljon a hatdanyag és a matrix keveredése. A kondenzacids szilikon-
polimer két f6 komponensbdl allithato el6: linearis, szilanol végzédési dimetil-polisziloxanbol

és tetraetoxi-szilanbol, 25(20)

A matrix optimalis Osszetételét egyértelmiien jelzi a hatéanyag diffuzios tulajdonsaga a

matrixban, amely jol leirhato a diffuzios allandoval.

Az addicios polimerek térhalos szerkezete sokkal alkalmasabb orvosi felhasznalasra (2.
abra). Ennek az oka, hogy a végsO szerkezet csak magat a bioldgiailag indifferens
poli(dimetilsziloxan) lancokat tartalmazza, valamint a térhalésodés folyamatanak katalizatorat,
amely nem mas, mint fém platina, ami szintén biologiailag indifferens, gyogyaszatban hasznalt
anyag. A végsd matrixszerkezetet kiilonbozd adalékokkal lehet modositani. Ez javithatja a
hatdéanyag és a matrix keveredését. Az addicios szilikon polimer két 6 komponensbdl allithato
elé: vinil-csoportokat tartalmazé linedris PDMS-bdl (ami platina vegyiiletet, katalizatort is
tartalmaz), és a térhalositobol, amely hidroszilan (Si-H csoportot tartalmazd) vegyiilet. A
hatéanyag €s a segédanyagok beépiilnek a TTS polimerbe. A segédanyagok megvalasztasanal
fontos megjegyezni, hogy ha aminocsoportot (-NH> funkcios csoport) tartalmazé vegyiiletet
alkalmazunk, az inaktivalja a platina katalizatort, aminek kovetkeztében a térhalosodasi reakcid
nem megy végbe, ez egy fontos limitald tényezd a tarsithaté anyagok megvalasztdsanal ennél a
tipusu szilikon polimernél. A viszkézus keverék (az Osszetételtdl fliggden) koriilbeliil 30-60

perc alatt térhalosodik 70 °C hémérsékleten. A vékony szilikon polimer gyenge mechanikai

24



tulajdonsagai miatt hordoz¢é rétegre van sziikség. Erre a célra dltalaban fém-, vagy polimer foliat
alkalmaznak széles korben. A polimer keveréket egyrétegii teritési modszerrel lehet felvinni a
hordozé rétegre (9. abra). Az abran lathato késziilék a BME-VBK Szervetlen és Analitikai
Kémia Tanszékén keriilt kifejlesztésre, valamint ott is késziilt el, a Budapesti Miiszaki ¢és
Gazdasagtudomanyi Egyetem Gépészmérnoki Karaval (BME-GPK) egyiittmikodésben, a
késziilékhez, ¢s alkalmazott technologidhoz tobb szabadalom is flizodik. A berendezés
egyszerre egy 25 x 40 cm teriiletli tapasz réteget képes elkésziteni. A réteg maximalis
vastagsaga 2 mm, pontossaga 0,05 mm lehet, igy egy igen preciz €s rugalmasan alkalmazhato

berendezésrol beszélhetiink.

-nh — A

9. dbra: Késziilék a polimer egyrétegii szétteritésére: A berendezés egyszerre egy 25 x
40 cm teriiletli tapasz réteget képes elkésziteni. A réteg maximalis vastagsaga 2 mm,

pontossaga 0,05 mm lehet

2.4. A kronikus fajdalom hattere és az analgetikus terapia kihivasai

2.4.1A fhjjdalom patomechanizmusa

A heveny fajdalom a szoveti sériilés és a gyulladas egyik legfontosabb jellemzdje.
Klinikailag a gyulladast 6t kardinalis tiinet jellemzi: rubor (b6rpir), calor (fokozott hé), tumor

(duzzanat), dolor (fajdalom) és functio laesa (funkciovesztés). Az akut gyulladas egy védekezd
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valaszreakcid, amelyben immunsejtek, erek ¢s molekularis medidtorok (gyulladéasos
mediatorok) vesznek részt. A gyulladas funkcidja a sejtsériilés eredeti okanak megsziintetése
¢s a szovetek helyreallitdsanak beinditasa. Az akut fajdalom, mas néven nociceptiv fajdalom, a
gyulladas egyik kardinalis jellemzdje. Az ismert gyulladasos mediatorok tobbsége gy okoz
fajdalmat, hogy a periférias idegrendszerben talalhatdé nociceptiv primer afferens neuronok
(nociceptorok) receptoraihoz kotédik, amelyek a sériilt bér-, izom- és iziileti szoveteket
innervaljak. Az iziileti gyulladas, idegsériilés, daganatos megbetegedés és kemoterapia utani
kronikus fajdalom krénikus neuroinflammacioval, a periférids vagy kdzponti idegrendszerben
kialakul6 helyi gyulladéssal jar. Egyre tobb bizonyiték utal arra, hogy a nem neurondlis sejtek,
példaul az immunsejtek, a gliasejtek, a keratinocitak, a daganatos sejtek és az Ossejtek aktiv

szerepet jatszanak a fajdalom patogenezisében és feloldasaban 2.

A kronikus fajdalom jelentds klinikai és tarsadalmi-gazdasagi probléma, a vilag
népességének egyotodét érinti 27, A kronikus fajdalmat tartdés nociceptiv tulérzékenység
jellemzi %8, amelyet a betegek a fajdalom kivéltasdhoz sziikséges kiiszobértékek jelentds
csokkenéseként élnek meg, igy az artalmatlan ingerek fajdalmat okoznak (allodinia), valamint
a karos ingerekre adott valaszok feler6sodnek a sériilés helyén (els6dleges hiperalgézia) és a
kornyezé szovetekben (masodlagos hiperalgézia) 2°. A kronikus fijdalom gyakran periférias

szovetkarosodas és tartds gyulladas (gyulladasos fajdalom), vagy a periférias vagy kozponti

ey

A szomatoszenzoros idegrendszert érintd sériilések vagy betegségek paradox modon
nemcsak funkciovesztéshez, hanem fokozott fajdalomérzékenységhez és spontan fajdalomhoz
is vezethetnek. Ez a neuropatias fajdalom, amely altalaban kronikus, azaz vagy folyamatosan
fennall, vagy visszatérd fajdalmas epizodokkal jelentkezik. A fajdalom etiologiailag
kiilonbozd, a periférids vagy a kdzponti idegrendszert érintd rendellenességekbdl eredhet. Az
ok lehet anyagcsere-betegség (pl. diabéteszes neuropatia), neurodegenerativ, vaszkularis vagy
autoimmun betegség, tumor, trauma, fert6zés, toxinoknak vald kitettség vagy Orokletes
neuropathiakban is eléfordul 1. A neuropatias fajdalom mechanizmusairdl szerzett jelenlegi
ismeretek nagyrészt allatmodelleken alapulnak. Az, hogy a fijdalom mennyire erdsen
manifesztalodik egy adott neurologiai betegséghen, valtozo. A fajdalom lehet a betegség
legmarkansabb vagy egyediili megnyilvanuldsa, mint példaul a posztherpeszes neuralgiaban,

vagy eldfordulhat, hogy csak az azonos betegségben szenvedd betegek egy alcsoportjaban
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jelentkezik, mint példaul a kemoterapia altal kivaltott periférids neuropatidk esetében. Még az
azonos neuropatias fajdalom kivaltdé okkal rendelkezd betegek kozott is altalaban eltérdek a
fijdalmas tiinetek és jelek *2. Ha azonban a neuropatias fijdalom jelen van, gyakran okoz

jelentds szenvedést és korlatoltsagot.

A neuropatias fijdalom gyanuja esetén specifikus vizsgalatok sziikségesek.
Amennyiben a fajdalom az idegrendszerbdl ered, akkor annak lokalizacija megfelel a
szomatoszenzoros idegrendszer mogottes elvaltozasanak vagy betegségének. El6fordulhat,
hogy a fajdalom nem az érintett periférias ideg vagy gyok teljes innervacios teriiletén érezhetd,
vagy a fajdalom némileg tulterjed ezeken a hatarokon. A neuropatids fajdalom gyantjat mas
diagnosztikai paraméterek is megerésithetik. Ezek a jelek szenzoros deficitet vagy eltulzott
reakciokat jelezhetnek a normalisan fajdalmas (hiperalgézia) vagy fajdalommentes ingerekre
(allodinia). A neuropatias fajdalom biztos diagnozisahoz az ok bizonyitasa sziikséges, pl. a
periférids neuropatiat megerdsitd neurofiziologiai vizsgalatok vagy a gerincveld sériilését

kovetden a szomatoszenzoros rostpalyak érintettségét mutatd képalkotd eredmények 3334,

2.4.2. A neuropatids fajdalom kezelési modjai

A neuropatias fajdalom kezelése a nagy kihivast jelent, mert a hagyoményos
fajdalomcsillapitd hatéanyagok, azaz az analgetikumokok betegnél nem nyujtanak kielégitd

terapias valaszt >°

, raadasul a terapia farmakologiai és nem farmakoldgiai megkozelitéseket
egyarant magaban foglal. Sajnos, a jelenlegi analgetikus terapias lehetdségek elégtelenek, nem
nyUjtanak megfeleld fajdalomcsillapitast és szamos egészségiigyi €s tarsadalmi kéaros hatast
okoznak. Egy 2020-as felmérés szerint a kezelés alatt allo kronikus fajdalommal kiizd6 betegek
tobb mint fele arrol szamolt be, hogy kevéssé vagy egyaltalan nem tudja kontrollalni a fajdalmat
%, A jelenlegi terapias stratégidk hatastalansaga legaldbbis részben annak kdszonhetd, hogy a

kronikus fajdalomallapotokban szerepet jatszo mechanizmusok egy része tisztazatlan.

A nemzetkdzi evidence-based medicine eredmények alapjan a gabapentin, a pregabalin,
a szerotonin- és noradrenalin-visszavétel gatlok, valamint a triciklikus antidepresszansok az
els6ként valasztando gyogyszerek. A lidokaint vagy kapszaicint felszabadito bértapaszok és a
botulinum toxin szubkutan (s.C.) injekcidja helyi kezelési lehetdségeket kinal. A nem szteroid
gyulladascsokkentdk (Non-Steroidal Antiinflammatory Drugs, NSAID-ok) sajnos nem
hatékonyak a neuropatias eredetii fajdalom ellen. Az opioidokat altalaban olyan betegek

szamara tartjak fenn, akik nem reagalnak az alacsonyabb mellékhatasokkal rendelkezé terapias
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alternativakra %. Az értékelés és kezelés e kiilonleges kovetelményei megkdvetelik a
neuropatids fajdalom pontos megjelenitését a vonatkozo klinikai allapotok diagnosztikai

osztalyozasaban 37

Sériilés

Artritisz, idegsériilés, kemoterapia

l

Nem-neuronalis sejtek
Immunsejtek, gliasejtek, egyéb sejtek

l

Neuroaktiv
jelzémolekulak és Neuroinflammacié
gyulladésos mediatorok és gyulladas

(pro- és antinociceptiv)

l

Nociceptorok

l

Fajdalom

10. abra: A nem-neuronalis sejtek, neuronok és a gyulladas/neuroinflammacié kozotti
kolesonhatasok kiilonbozo fajdalomallapotokban kiilonb6zé noxak hatasara. A nem
neuronalis sejtek kiillonbdzo iranyokban modulalhatjak a fajdalmat azaltal, hogy pro-

vagy antinociceptiv mediatorokat termelnek 2 .

A kronikus fajdalom kialakuldsa és fenntartdsa a kozponti idegrendszer szdmos
terliletén bekovetkezd hosszu tavi valtozasokkal jar, amelyeket sejt- és molekularis szintii

adaptaciok jellemeznek 8.
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2.4.2. Szulfiddonor molekulak

A hidrogén-szulfid (H2S) egy ubiquiter gaznemii neurotranszmitter, amely bizonyitottan

kulcsszerepet jatszik a kozponti és periférias idegrendszer kiilonboz6 élettani folyamataiban,

cres

Az endogén ¢és exogén eredetli szulfidok szamos biologiai folyamatot, jelatviteli
utvonalat modulalnak, beleértve az energetikai diszfunkciokat, apoptodzist, gyulladésos
vélaszokat és oxidativ stresszre adott valaszokat.*’. A hidrogén-szulfidnak a kronikus fajdalom
védofunkciokat 14t el, de gyorsan felszabadulva pro-inflammatorikus hatésokat fejt ki 4. Ezzel
Osszefiiggésben a kdzelmultban végzett vizsgalatok bebizonyitottak, hogy a lassan felszabadulo
H>S-donorok exogén adagoldsa csillapitotta az osteoarthritis okozta és a neuropatids
fajdalmat,igy ezek a vegyliletek potencidlis terapids eszkdzz¢é valhatnak a gyulladasos fajdalom
kezelésében *2. Mas vizsgilatok egyéb lassan felszabaduld HpS-vegyiiletek, példaul a diallil-
diszulfid (DADS) antinociceptiv hatasat is kimutattdk az osteoarthritis vagy az idegsériilés

3

okozta neuropatids fajdalom modelljeiben **. Egyes vizsgalatok szerint a H>S donorjainak

szisztémds adagolasa enyhiti az akut, valamint a neuropétias fajdalmat ** *°. A H,S inhalélasa

46

szintén hatékonynak bizonyult a neuropatids fajdalom csillapitasdban *°. A megfeleld

antinociceptiv hatas eléréséhez a HoS-nek lassan kell felszabadulnia barmely szulfiddonor

molekulabol 41,

A lassan felszabadul6 szulfiddonor molekuldk taroldsara €s felszabaditasara képes
optimalis hordozorendszerek hidnya azonban tovabbra is kihivast jelent a farmakoterapiaban,

foként a rovid plazma felezési 1d6, a gyenge stabilitds és a kényelmetlen beaddsi modok miatt
47

A szulfiddonor molekulak a természetben eléforduld szerves kénvegytiletek (OSC) és
szintetikus HzS-donorok csoportjaba sorolhatok 4. A természetes OSC-k kozé tartoznak a
fokhagyma (Allium sativum) farmakoldgiailag aktiv Osszetevdi, mint példaul a rendkiviil
reaktiv allicin és annak allilszulfid-szarmazékai. Az allilszulfidok figyelemre méltéoan
stabilabbak, mint az allicin, és képesek H.S-t felszabaditani fiziologids koriilmények kozott
4849 Ezenkiviil a fokhagymabol szarmazd OSC-k szerkezeti hasonldsagot mutatnak az allil-

izotiocianattal (AITC, amely a mustarolajban talalhato), és képesek a peptiderg primer afferens

crer
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1 (TRPA1) receptor aktivalasan keresztiil *°. A H,S és donorvegyiileteinek potencialis klinikai

alkalmazasa a gyogyszerkutatas fokuszaban van 4.

A fokhagyma allil-szulfidvegyiiletei koziil a diallil-diszulfid (DADS) szamos kémiai,
¢lettani és gazdasagi elénnyel rendelkezik. Természetes vegyiilet, amely konnyen hozzaférheto,
reprodukalhato €s elérhetd aron beszerezhetd. Ezenkiviil stabil, és lassan felszabaduld HS-
donornak tekintheté %*. Ami a biologiai-élettani funkciokat illeti, szamos jotékony hatast
mutattak ki, tobbek kozott gyulladascsokkentd, antioxidans, antinociceptiv €s neuroprotektiv
hatasokat 5. Allatkisérletekben az oralisan vagy intraperitonealisan beadott DADS csillapitotta
a traumas neuropatias és kronikus gyulladasos fajdalmat®®®*, A klinikai gyakorlatban azonban
rendkiviil [ényeges, hogy a beadas melyik ttja biztositja a leghatékonyabb ¢és legkényelmesebb
kezelést a beteg szamdara, ami felveti a szulfiddonor molekuldk esetleges transzdermalis
alkalmazasanak sziikségességét. Mivel a HoS-nek lassan kell felszabadulnia a
donorvegyiiletekbdl a fajdalomcsillapitd hatds elérése érdekében*!, a megfelelé TTS
létrehozasara van sziikség a lassan felszabadulod szulfiddonor molekuldk hordozasahoz és

felszabaditasahoz.

/\/S\S/\/
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o

11. abra: DADS kémiai és 3D struktaraja

A fent emlitett eldnyds tulajdonsagai miatt a DADS-ot valasztottuk modellvegytiletnek
erre a célra. A DADS helyileg torténd beadasdhoz megfeleld hordozot kell vélasztani. A
legegyszerlibb modszer a zuzott fokhagyma felvitele a fajdalmas teriiletre, de valamivel
fejlettebb modszer a kendcs formajaban torténd alkalmazas. Ennek azonban tobb hatranya is
van: a kendcs elszinezi a ruhat és erds szaga van (a DADS és a rokon vegyiiletek illékonysaga

miatt), ami kellemetlen érzést okozhat.

Mivel a hatéanyag mennyisége ¢és adagolasi sebessége egyik moddszerrel sem jol

szabalyozhato, ezért valamilyen szilard, konnyen kezelhetd, stabil hordozoanyagot kell
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kifejleszteni a hatdanyag szamdéra. Erre a célra szinte magatol értetédd a gyogyszeres
tapaszforma alkalmazéasa. Problémat jelenthet azonban, hogy az ismert, bevalt tapaszformak
tobbsége valamilyen polaris jellegli gyogyszermolekuldk hordozasara szolgdl. Ez azért

problematikus, mert a DADS erésen apolaros, hidrofob jellegii .

Megoldasként a
hordozorendszernek egy poli(dimetilsziloxan) polimer matrixot valasztottuk, amelyet ritkan
haszndlnak erre a célra *°. Ellenben jelen esetben pont a szilikon polimer alkalmazésa jelenti a
megoldast, mivel mint a 2.1.1. fejezetben ismertettem, a szilikonok erdsen apolaros jellegii
anyagok. Igy a ,,hasonld a hasonldt oldja” fizikai-kémiai alapelv alapjan egy PDMS matrix
nagyobb mennyiséget, homogén eloszlasban képes hordozni a DADS-boI.

2.4.3. Kapszaicin és annak terapias felhasznalasa
A kapszaicin (transz-8-metil-N-vanillil-6-nonénamid) a chilipaprikdban és a

paprikafélék csalddjaba tartozé hasonld ndvényekben taldlhatd hatéanyag. Ezek a ndvények

0,01-0,02% kapszaicint tartalmaznak, gyakori élelmiszer-adalékanyagok.

O
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12. abra: Kapszaicin kémiai struktirdja és kapszaicint tartalmazii csipdspaprika.

A kapszaicin gyogyaszati eldnyeit mar tobb mint szazotven éve feltételezik, és szamos
tanulméanyt végeztek éallatokon és embereken, hogy megértsék klinikai felhasznalasat >, A
kapszaicin helyi alkalmazédsa égé fajdalmat okoz az emberekben, ezért farmakologiai
eszkozkeént hasznaltdk a standardizalt kisérleti fajdalom eldallitasara emberekben €s kisérleti
allatokban. A szisztémasan €s lokalisan adagolt kapszaicin akut és hosszu tavi farmakologiai
hatasait tobb emlds fajnal is alaposan vizsgaltak. A topikalis kapszaicin 0kozta nocicepcio
vizsgalatat megbizhaté modellként is alkalmazzak az ujonnan kifejlesztett fajdalomcesillapito

vegyiiletek hatékonysaganak tesztelésére °8.

Fontos, hogy erds algogén hatasa ellenére a kapszaicint régota hasznaljak
fajdalomcesillapitoként, torténelmi adatok alapjan mar i.e. 7000-ben alkalmaztak paprika alapu
(kapszaicin tartalm®l) készitményeket. A csipds paprika alkoholos kivonatanak
fajdalomcsokkentd tulajdonsagairdl szo16 elsd torténelmi emlék a fogfajas kezelését emliti mint

terapias alkalmazast®’. Tobb évtizedes kutatds és fejlesztés utan a boron keresztiil alkalmazott
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(topikalis bejutattasi mod) kapszaicint mint nem opioid fajdalom csokkenté hatéanyagot
azonositottak, amely kevés mellékhatassal enyhiti a fajdalmat. *® Emellett a lokalis kapszaicin
terapias alkalmazasit szdmos mas allapotra is kiterjesztették, példaul a pikkelysomoros
viszketésre, az elhizasra, az urologiai, léguti, sziv- és érrendszeri, valamint gyomor-

bélrendszeri rendellenességekre és a rakra °’.

Amidta a kapszaicin farmakolodgiai alkalmazasa a 19. szazad kozepén megkezdddott, a
lokalis kapszaicin szamos kiilonb6z6 koncentracioban és formaban, tobbek kozott gélekben,
krémekben, spray-kben ¢s tapaszokban kaphato. A lokalis kapszaicin formulai a korai fejlesztés
soran alacsony koncentraciokat (0,025-0,075 m/m%) tartalmazo6 krémek és ken6csok voltak,
gyakori és folyamatos alkalmazast igényeltek hosszabb idon keresztiil, pl. napi 3-4 alkalmazast
legalabb hat héten keresztiil, 4m a tanulmanyok eredményei kissé ellentmondasosak voltak .
Am ez betudhaté annak, hogy a krém forma béron keresztiili bejuttatasra sokkal kevésbé
megbizhatd, mint egy modern transzdermalis terdpias rendszer, példaként emlitve egy szilikon

polimer alapti TTS-t.

Mivel a szisztémas terapiakat kronikus fajdalom esetén potencialisan sulyos
mellékhatasok (pl. kognitiv zavarok ¢&s szédiilés) kisérik , gyakran nem kielégitd

fajdalomcsillapitas  mellett, 65

a periférids idegrendszer rendellenességei miatt fellépd
neuropatias fajdalom enyhitésére gyakran helyi kezeléseket (pl. kapszaicin és helyi

érzéstelenitdk) alkalmaznak °°.

A magas dozisban (8 m/m%) kapszaicint tartalmazo transzdermalis tapasz (Qutensa)
hatdsmechanizmusa hogy deszenzitizalja a fijdalomérzé idegvégzddéseket az alkalmazés
helyén, ezért alkalmas neuropatias fajdalmak (példaul diabétesz, herpesz) csillapitasara®l. A
lokalis alkalmazast kovetden elért szisztémas koncentracidk tartomanydban (<58 nM) a
kapszaicin nem indukalja vagy gétolja a citokrém P450 enzimeket a majban, és valosziniileg
nem befolyasolja mas gyogyszerek metabolizmusat sem %2, Igy a helyileg alkalmazott
kapszaicin nem mutat gyogyszer-kolcsonhatasokat, és biztonsdgosan alkalmazhatdé mas
altalanosan hasznalt fajdalomcsillapitokkal kombinalva. A topikalis kapszaicin csak szerény
mellékhatasokat mutat, amelyek koziil a leggyakoribbak a vérnyomas kis mértékli atmeneti
emelkedése, valamint helyi reakciok, mint példaul égé fajdalom, erythema és viszketés az

alkalmazas helyén ©3 ¢,

A Kkapszaicint a Nemzetkozi Féajdalomkutatd Tarsasag Neuropatias Fajdalom

Szakcsoportja (Neuropathic Pain Special Interest Group of the International Association for the
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Study of Pain) masodvonalbeli gyogyszerként ajanlja a periférids neuropatias fajdalom

kezelésére °°.

A lokalis kapszaicin biztonsagossaga tehat jol validalt, és kis koncentraciok esetén nem
is jellemzdek az olyan mellékhatasok, mint a kezeléskor bekovetkezd jarulékos fajdalom, az
erythema vagy a héérzékenység csokkenése. Ezért kevésbé jelentenck komoly problémat®’,
mivel megfeleld bejuttatasi rendszerrel, példaul jol szabalyozott TTS-el tovabb csokkenthetd a

kockéazat.

A Kkapszaicin transzdermalis tapaszban torténé alkalmazasa optimalis a nagy
borfeliiletek célzott kezelésére, mig a fokuszalt elvaltozasokba (pl. Morton-neuroma vagy
intraoralis posztoperativ fajdalom) bejuttathatd kapszaicint tartalmazé injekciok fejlesztés alatt
allnak °’. A kapszaicin altal kivaltott fajdalomcsillapitas neurobiolégiai mechanizmusainak

megértése fontos a terdpia tovabbi javitasdhoz.

A kapszaicin-indukalt analgézia kivalé modell a nociceptiv primer afferensek kronikus
fajdalomallapotok kialakuldsdhoz €s fenntartasahoz vald hozzajarulasanak vizsgélatara is. A
kapszaicin kiilonb6zo dozisai kiilonbdzo mértékii és iddtartamu analgéziat eredményeznek a
primer afferens végzddések muiikodésére és szerkezetére gyakorolt eltérd hatasok révén. Az
alacsony  dozist  kapszaicinnel elért atmeneti szerény fajdalomcsillapitas a
kapszaicinreceptorok deszenzitizacidjat és az idegvégzddések rovid tavu defunkcionalizaciojat
foglalja magiban, mig a nagy dozist kapszaicinnel elért, tobb honapig tartd, tartods
defunkcionalizacio kozvetitésével jon 1étre. A neuropatias fajdalom analgetikus kezeléséhez az
axonalis végzddések kapszaicin 4ltal kozvetitett TRPV1/Ca?*/kalpain-medidlt ablacioja
sziikséges. A jovoben kapszaicin indukalta analgézia hatterében all6 molekuléris
mechanizmusok feltarasa javitani fogja a neuropatids fajdalom periférias mechanizmusainak

megismerését >’

Kapszaicint tartalmazo transzdermalis tapaszok a kereskedelemben is kaphatoak. A
bemelegitd hatas elérése érdekében, sporttevékenység eldtt hasznalva ndveli a lagyrészek
véraramlasat. A kapszaicin jotékony hatdsa a peptiderg nociceptor idegvégzddéseken levd
Tranziens Receptor Potencialis Vanilloid 1 (TRPV1) ioncsatornak aktivalasan alapul, ami
neuropeptidek felszabadulasat okozza. A kapszaicint tartalmazé krémek és kendcsok hatranya,

hogy alkalmazasuk sordn szennyezik a kezet, és a megfeleld kézmosads elmaraddsa esetén
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irritalhatja a nyalkahartyakat és a szemeket. Ez kiilonosen problémas a kontaktlencsét viseld
egyéneknél.

cyey

Szamos, elsdsorban helyileg alkalmazhatd, kapszaicin tartalmu gyodgyszer ¢és
gyogyhatasu készitmény kaphatdé kereskedelmi forgalomban, melyeket foleg iziileti és
izomfajdalmak enyhitésére hasznalnak (pl. Dr. Chen, Capsicole, Salonpas Hot stb., kapszaicin
tartalmuk 0,025-0,1 % kozott van). Ezek azonban a kapszaicint csak a feliileti borrétegbe

juttatjak be, és az adagolas modja sem szabalyozhato6.

fajdalom kezelésére szolgal, azonban ebbdl a kapszaicin kioldddasa rovid tava és nem

egyenletes.
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3. A kisérletekhez felhasznalt modszerek és anyagok
3.1. Szulfid tipusa hatéanyagokat leado transzdermalis rendszerek fejlesztése

3.1.1.Vegyszerek
A propilén-glikolt (a.r.), polietilén-glikolt (a.r.), ként (lab. grade) és natrium-szulfidot

(lab. grade) a Reanal cégtdl vasaroltuk. A tetrabutil-ammonium-jodidot (98.0 %) és az allil-
bromidot (98.0 %) a Sigma-Aldrich cégtdl vasaroltuk.

Az R-5 és R-20, kondenzacids keresztkotésli polidimetilsziloxan-(a, ®)-diol, Oxam
katalizator és M350 polidimetilsziloxan olaj a T-Silox Kft-t6l, élelmiszeripari minéségben,
Magyarorszagrdl szarmazott.

Minden reagens és anyag tisztitas nélkiil keriilt felhasznalasra.

3.1.2. Miszeres vizsgalatok
Az eldallitott diallil-diszulfid tisztasagat és szennyezd profiljat az alabbi miszeres

modszerekkel vizsgaltuk:
Az IR-spektrumokat egy Perkin Elmer Spectrum Two FTIR muszerrel vettiik fel, UATR fejjel.

Az 1H NMR spektrumokat CDCI3 oldatban, szobahémérsékleten, Varian Unity Inova
500 spektrométeren (500 MHz az 1H NMR spektrumokhoz) vettiik fel, az oldoszer deutérium
jelét zargjelként, TMS-t pedig belsé standardként hasznalva. A kémiai eltolodasok (d) és a

csatolasi allandok (J) ppm-ben, illetve Hz-ben vannak megadva.

A tomegspektrumokat (MS) GC/MS QP- 2010 spektrométerrel (EI, 70 eV) vettiik fel.
A diallil-diszulfid analizisét GC/MS QP - 2010 tomegspektrométerrel végeztiik. A hasznalt
kapillaris oszlop ZB5-MSI 30 m hossza és 0,25 mm atmérdjii volt. A koriilmények a
kovetkezok voltak: az oszlop homérséklete 80 °C-on kezdddott, majd 250 °C-ra emelkedett;

hordozogazként héliumot hasznaltunk 1 ml/perc linearis aramlassal.

A HPLC-MS méréseket egy Shimadzu LCMS-2020 késziilékkel végeztiik, amely
Reprospher 100 C18 (5 pm; 100x3 mm) oszloppal és pozitiv-negativ kettds ionforrassal
(DUIS%) felszerelt, négypolusu MS analizéatorral volt felszerelve 50-1000 m/z tartomanyban.
A kromatografias elvalasztast gradiens elucioval végeztiik, az A eluens (0,1 % hangyasav
vizben : acetonitril 19:1) és a B eluens (0,1 % hangyasav vizben : acetonitril 1:19) hasznalataval.
Az dramlasi sebességet 1 ml/perc értékre allitottuk be. A kezdeti allapot 0% B eluens volt, majd

1 percig linearisan 100 % B eluensre valtottunk, 1-t61 3,5 percig 100 % B eluens maradt; majd
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3,5-t6l 4,5 percig visszatértiink a kezdetihez kozeli allapothoz 5 % B eluenssel és 5 percig
tartottuk. Az oszlop homérsékletét szobahdmérsékleten tartottuk, az injektalasi térfogat 1 pl

volt.

3.1.3. Diallil-diszulfid el6allitasa
Eldszor natrium-diszulfid-oldatot készitettink kénnel és natrium-diszulfiddal az

alabbiak szerint: 6,4 g (0,2 mol) ként, 48 g (0,2 mol) natrium-szulfidot, és ezt 150 ml desztillalt
vizben oldottuk fel egy gomb lombikban. Az oldatot kevertettiik és egy oran at 60 °C-on
melegitettiik, majd szobahémérsékletre hiitottiik, és papirsziiron szlirjiikk. A barnasvords szinii
oldathoz 0,5 g tetrabutil-ammoénium-jodidot adtunk fazistranszfer-katalizatorként. 36,3 g (0,3
mol) allil-bromidot cseppenként adtunk hozza 20 perc alatt, és a reakcidelegy homérsékletét
noveltiik. A hozzaadas utan a reakcioelegyet jéggel hutottikk. A kapott elegyet 300 ml dietil-
¢terrel extrahaltuk. A szerves fazist egy éjszakan at vizmentes magnézium-szulfat felett
szaritottuk. A szerves fazist rotacios vakuumbeparlokésziilékkel paroltuk be az oldoszer
eltavolitasara. Ezutan a maradék fazist alacsony vakuumban desztillaltuk. A frakciot 45-60°C-
on ¢s 106 Pa-on gytijtottiik. 25,8 g vildgossarga szinli, intenziv fokhagymaszagu olajat kaptunk,
amely 88,3 %-o0s hozammal a diallil-diszulfid volt. >

A funkcios csoportot FTIR (UATR, cm-1) segitségével azonositottuk: 3081 (=C-H); 3009 (-
CH2); 2979 (-CH2);1634(C=C);1422(C-S);

1H-NMR (CDCI3, 500 MHz): 3,33(d, 4H), 5,16(m, 4H), 5,84(m, 2H)

Ezek utan megmértiik az anyag oldhatdsagat, a klasszikus modszer szerint, egy kémcsObe addig

adagoltuk az olddszert a vizsgalt anyaghoz, amig egy fazis nem alakult ki.
oldhatosag propilén-glikolban: 0,05 g DADS /g propilénglikol

oldhatosag polietilén-glikol 400-ban: 0,3 g DADS /g polietilénglikol 400-ban
oldhatosag M-350 metil-szilikonolajban: 0,4 g DADS/g olajban

3.1.4. Szilikonmembranok el6allitasa
A Kkisérletekben hasznalt membranmintakat teflon lapon allitottuk el6. Az M-350

szilikonolajat poli-dimetil-sziloxan-(o,m)-diol R-5 és R-20 oligomerben oldottuk. Ezt kdvetden
keverés mellett Oxam keresztkotot adtunk a keverékhez. A keverékeket homogenizaltuk és 0,4
mm vastagsagban a teflonasztalon elteritettiik. A filmet szobahdmérsékleten térhaldsitottuk. A

mintakat 72 6rén at pihentettiik, majd ezt kovetden megvizsgaltuk. A fejlesztési munka soran
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kiprobaltunk egy kisebb viszkozitasu, igy rovidebb polimer lancu, ezzel nagyobb térhalo
stirliségli matrixot eredményezd linearis polimert (Oxam R-5), valamint egy nagyobb
viszkozitasut (Oxam R-20).

Az eldkisérletek alapjan a nagyobb viszkozitasi (Oxam R-20) linearis polimer bizonyult

az alkalmasabbnak a tovabbi fejlesztési munkdkra, az ebbdl késziilt mintdk Gsszetételét az

alabbiakban kozoljiik.

A mintak Osszetétele a kovetkezd volt:
R-5: 85-95 m/m %

Oxam: 5 m/m%

M-350 szilikonolaj: 0-10 m/m %

R-20: 80-90 m/m %
Oxam: 10 m/m%

M-350 szilikonolaj: 0-10 m/m %

3.1.5. Diallil-diszulfid tartalm transzdermalis tapaszok el6allitasa
A kisérletekben hasznalt TTS-mintdkat 0,4 mm vastagsagli aluminium folidra laminalt

papir rétegre ontve allitottuk el6. A DADS-ot a szilikon kaucsukba kevertiik. Alapanyagunk a
polidimetilsziloxan-(a, ®)-diol R-20 volt. A DADS-ot M350-ben feloldottuk és a szilikon
alapanyaghoz adtuk. Miutan az OsszetevOket lemértiik, keverés mellett Oxam
keresztkotdanyagot adtunk a keverékhez. A keverékeket homogenizéltuk és 0,4 mm
vastagsagban a hordozo6folidra teritettiikk. A réteg térhéalositasa szobahdmérsékleten tortént, a
térhalosodasi 1id6 30 perc volt. A mintdkat 48 oran at pihentettiik, majd ezt kovetden
megvizsgaltuk. A fejlesztési munka soran nagysagrendileg 20 kiilonb6z6 matrix Osszetétel
kiprobalasa utan jutottunk el az in vitro tesztelésre alkalmas Osszetételekhez, amelyeket az

alabbiakban kozliink.
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Az in vitro tesztelt mintak Gsszetétele a kovetkezé volt:
R20: 83 m/m%, 78m/m%,

Oxam: 10 m/m%

M350 szilikonolaj: 5 m/m%, 10 m/m%.

DADS: 2 m/m%

3.1.6. A membran diffuzié mérése

A DADS difftazios tulajdonsagait a szilikon (PDMS) membranon keresztiil egy in vitro
membranpermedacios rendszer segitségével vizsgaltuk. A membréan vastagsagat ¢€s olajtartalmat
valtoztattuk, és mind az idéeltolodast, mind az allanddsult permeacids sebességet mértiik. A

membrant a membran permeacios rendszer két félcellaja kozé helyeztiik el.

Osszesen 25 ml foszfat-puffer soéoldatot 25 m/m% etanollal (PBS-E25) hatéanyag
nélkiil helyeztiink a receptor térbe. A donor fazisba dsszesen 102 M DADS-ot tartalmazo PBS-
E25-t adtunk. Minden el6re meghatarozott idépontban mintat vettiink, és UV/VIS
spektrofotométerrel (Perkin-Elmer Lambda 25) 207 nm-en vizsgaltuk a mintat. A DADS

tartalmat eldzetesen felvett kalibracios gorbe alapjan hatdroztuk meg.

1. egyenlet: Diffuzios allandé szamitasa Daynes idSeltolodasos modszerével. Ahol D: a

diffazios allando; I: a membran vastagsaga, to: a késleltetési id6

Az iddeltolodast és az allanddsult permedcios sebességet a koncentracid vs. t profilokbol
hataroztuk meg. A diffiizios allandokat az idékésleltetésbol hataroztuk meg az (1.) egyenlet

segitségével %8,

3.1.7. A DADS-tartalmu transzdermalis tapaszok in vitro hatéanyag leadasanak mérése

Az in vitro vizsgalatokat kétféle modon végeztiik. Elszor egy indikativ mérést
végeztiink egy Franz-celldban, amely a statikus és vertikalis szubkutan hatéanyag kioldodast
modellezi. A méasodik mddszerrel a tapaszokat egy atfolydcellas eszkdzben vizsgaltuk, amely

a vérben o0ld6do gyogyszerkoncentraciot utanozza.
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13. 4bra: Franz tipusu kioldodas mérd cella: A késziilék a BME Uvegtechnikai mithelyében késziilt,

irodalmi leirasok alapjan®®

Mérés a Franz-celldban

In vitro hatoéanyag leadasi vizsgalatokat (In Vitro Release Test, IVRT) végeztiink, ehhez
egy moédositott, helyben gyartott Franz tipusu diffuzios cellat hasznaltunk a tapaszokbdl torténd
DADS leadas modellezésére IVRT esetén.

A receptor fazis foszfat puffer (PBS pH 7,4 + 0,15) 25% m/m etanol tartalommal volt

szobahOmérsékleten. A vizsgalat 3 oran at tartott, a keverési sebesség 450 rpm volt. A

crer

vizsgaltuk.
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olddszer tartaly
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/ UV spektrométer
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0 (o) [

perisztaltikus pumpa

oldészer bemenet olddszer hatdéanyag olddszer

14. abra: Atfolyocella

Mérés az atfolyocellaban

A tapaszok mintait (egyenként 12,56 cm?) 37 °C + 0,5 °C-on, 4tfolydcelldban vizsgaltuk
a hatoanyag leadas megallapitasa céljabol (14. abra). Az aramlasi sebesség (PBS, 25% etanol)
25 ml/h volt, és a DADS-tartalmat 6ranként hataroztuk meg spektrofotométerrel (Perkin-Elmer

Lambda 25); a vizsgalat 6 oran keresztiil tartott.
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3.2. Kapszaicin hatéanyagot leadé transzdermalis rendszerek fejlesztése

3.2.1. Veqgyszerek

A glicerint (Ph. Eur.), a poliszorbat 20-at (Ph.Eur.) és a kalcium-karbonatot (a.r.) a Molar cégtdl
vasaroltuk.

Az RT-601A+B addicids térhalositasa szilikon polimer a Wacker Gmbh-t6l keriilt beszerzésre.
A kapszaicin (min. 95 %) a Chillies Export House Limited-t6l keriilt beszerzésre.

Minden reagens ¢s anyag, tisztitas nélkiil keriilt felhasznalasra.

3.2.2. A kapszaicint tartalmazo transzdermalis tapaszok eldallitasdhoz sziikséges elokisérletek

A kapszaicint tartalmazo6 rendszer kifejlesztése soran az eldz6 fejezetekben, a diallil-
diszulfid tartalmu rendszer kifejlesztéséhez hasznalt eldvizsgalati modszereket (3.1.2., 3.1.3.,
3.1.4.,3.1.6.) alkalmaztuk. A kapszaicines rendszer fejlesztését bonyolitotta, hogy a kémiailag
eltér6 matrix miatt végiil sziikségess¢ valt kétféle segédanyag okan joval tobbféle

matrixosszetételt kellett vizsgalnunk.

Altalénos leirat a membran diffaziés eldvizsgalatok soran hasznalt minta osszetételekhez:

Glicerin 0 -15 m/m%

RT-601 A 76-90 m/m%

RT-601 B 7,6-10m/m%

Altalénos leirat a kioldodasi el6vizsgalatok soran hasznalt minta 5sszetételekhez:
Kapszaicin 0,1-1 m/m%

Glicerin 0,5-15 m/m%

Poliszorbat 20 0,5-10 m/m%

RT-601 A 66-81 m/m%

RT-601 B 7,4-9,9 m/m%

3.2.3. Kapszaicint tartalmaz6 transzdermdlis tapaszok eldallitdsa

Az Aéllatkisérletekben hasznélt TTS mintdkat 0,04 mm vastag, aluminium fo6lidra
laminalt papir folian készitettiik el. Alap polimeriink az RT-601 A volt (ami polidimetil-(a, ®)-
divinil-sziloxan lancokat és térhalositd katalizatort tartalmaz). A kapszaicint glicerinben,

melegités kozben oldottuk, majd belekevertiik a szilikon alapanyagba. Kalcium-karbonattal
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higitott Kristalyos kapszaicint is adtunk keverékiinkhoz. Sziikség esetén tovabbi folyékony

glicerint is adtunk a matrixhoz és emulgensként poliszorbat 20-at is adtunk keverékiinkhoz.

Az elegyhez keverés kdzben RT-601 B térhalositot adtunk, majd homogenizaltuk azt,
ezutan 0,4 mm vastagsagban a hordozofoliara teritettiik. A réteget 70 °© C homérsékleten
térhalositottuk. A mivelet 60 percig tartott. Ezt kovetOen erre a rétegre egy masodik,
szabalyozd réteget teritettiink, amely nem tartalmazott kapszaicint, csak glicerint ¢&s
poliszorbatot. A masodik réteget ezutan 70 © C hémérsékleten, 60 percig térhalositottuk. A
mintakat 48 oran at pihentettiik, és utana megvizsgaltuk. Nagysagrendileg 40 féle elokisérleti
recept kiprobalasa utan jutottunk el két olyan lehetséges Osszetételhez, amelyet alkalmasnak
itéltiink az allatkisérleti tesztekhez. Az allatkisérletekhez végiil kétféle dsszetételben készitettiik
el a tapaszokat, egy alacsonyabb (1 mg/g kapszaicin) és egy magasabb (2,3 mg/g kapszaicin)
hatdéanyagtartalmu mintat.

A mintak 6sszetétele 1 mg/g és 2,3 mg/g volt a kovetkezdk szerint:

1. tablazat: Az allatkisérletekhez felhasznalt tapaszok bemérési tablazata

Alacsony dozisu kapszaicin Nagy dozisu kapszaicin
tapasz tapasz

1. réteg 0,4 mm vastagsagu

Kapszaicin trituracioja 3,60 m/m% 8,36 m/m%
Kapszaicin oldat 3,75 m/m% 5,58 m/m%
Glicerin 13,16 m/m% 10,52 m/m%
Poliszorbat 20 3,95 m/m% 5,69 m/m%
RT 601 A 69,32 m/m% 62,84 m/m%
RT 601 B 7,83 m/m% 6,98 m/m%

2. réteg (szabalyoz6) 0,1 mm vastagsagu

Glicerin 12,05 m/m% 11,88 m/m%
Poliszorbat 20 4,0 m/m% 3,43 m/m%
RT 601 A 74,21 m/m% 76,21 m/m%
RT 601 B 9,69 m/m% 8,46 m/m%

Osszes kapszaicin

1 mg/ g tapasz

2,3 mg/ g tapasz
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15. abra: Az elkésziilt tapaszok, allatkisérletekhez elkészitve (3X6 cm méret), a stancold

szerszammal

3.2.4. A kapszaicint tartalmazd transzdermalis tapaszok in vitro hatdanyag leaddsdnak mérése

Az in vitro vizsgalatokat kétféleképpen végeztiik. El6szor egy validalt Franz cellaban
mértiink®®, amely modellezi a statikus és vertikalis béron Keresztiili gyogyszer felszivodast. A

masodik modszerben a tapaszokat ataramlo cellds eszkozzel vizsgaltuk, amely utdnozza az

crer

vizsgalatahoz.
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A hatbéanvag leadas és a boron keresztiili permeacio vizsgalata Franz diffuzios cellaval

In vitro hatéanyag leadasi teszteket (IVRT) és in vitro permeacios teszteket (IVPT)
végeztiink. Franz tipusu diffuzids cellat (Hanson Microette TM Topical & Transdermal
Diffusion Cell System, Hanson Research Corporation, USA) hasznaltunk a tapaszokbol
szarmaz6 kapszaicin felszabaduldsanak modellezésére az IVRT vizsgalatok sordn, és human
hoelvalasztott epidermiszen (HSE) keresztiili gyogyszer penetracio vizsgalata esetén, az IVPT
soran. A HSE elkészitése a kdvetkezo volt: a human bérmintat vizfiirdobe helyeztiik (60 + 0,5
° (), és az epidermiszt elvalasztottuk a dermisztl. Koriilbeliil 250 mg tapaszt (1,77 cm?)
hasznaltunk donor fazisként. A tapaszokat kézvetlentil a donorkamraba helyeztiik IVRT esetén.

IVPT esetén a donort és a receptor fazist HSE valasztotta el.

A receptor fazis termosztalt foszfat puffer (PBS, pH 7,4 + 0,15) volt 25 m/m% etanol
tartalommal, 32 © C + 0,5 ° C homérsékleten. A vizsgalat 24 Oran at tartott. A keverési sebesség
450 fordulat / perc wvolt. A gyogyszer Kkoncentracidjat nagy teljesitményi
folyadékkromatografiaval (HPLC) vizsgaltuk. A HPLC elemzést Shimadzu NEXERA X2
HPLC rendszeren (Shimadzu Corporation, Tokio, Japan) végeztiik. Kinetex C18 150 mm X 4,6
mme-es 3 um-es (Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) oszlopot hasznaltunk. Az izokratikus
elucio soran HPLC mindségl viz és acetonitril 30:70 aranyu hasznaltuk eluensként 1 ml / perc
aramlasi sebességgel. Az eludlast megelézden az cluenst gazmentesitettikk és 0,45 um
poérusméretli livegsziirdn atsziirtiik. A futasi id6 4 perc volt, a kapszaicin retencids ideje 2,3 perc
volt. A detektalas fényelnyelés mérésen alapult az alkalmazott hullamhossz 280 + 4 nm volt.

20 ul mintatérfogatot injektaltunk, és az elualast 25 ° C minta-hdmérsékleten és 45 ° C oszlop-

homérsékleten hajtottuk végre.

Matematikai értékelés

Az adatok 6 kisérlet mérési eredményeinek atlagai, + szoras. A tapaszok felszabadulési
¢s athatolasi profiljat kaptuk meg. Kiszamitottuk a felszabadult és permedlt kapszaicin
kumulativ mennyiségét/cm?/24 6ra mennyiségben kifejezve. A fluxus (J) a felszabadult és
ateresztett kapszaicin kumulativ mennyiségének (ng / cm?) és az id0 négyzetgyokéhez
viszonyitott meredeksége (hl / 2) volt az IVRT vizsgalat esetén, és az 1d6 (h) volt az IVPT

esetében.”®
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Atfolyécella

A tapaszok mintait az el6zéekben mar ismertetett moédon teszteltiik, Lasd a 3.1.7. fejezetben.

3.2.5. A bérpermeacid vizsgalata Raman mikroszkoppal

A tapaszmintakat (1,77 cm?) 3 oran at 32 °© C-on helyeztiik a bérfeliiletre. A kezelt
bérmintakat lefagyasztottuk (10 pm vastag keresztmetszettel) Leica CM1950 kriosztattal
(Leica Biosystems GmbH, Wetzlar, Németorszag). A mikrotonnal vagott bdérmintakat
aluminium feliiletre helyeztiik, a szubkutan részével a lemez teteje felé. A Raman-
spektroszkopiai méréseket egy CCD kameraval és didda 1ézerrel felszerelt Thermo Fisher DXR
diszperziv Raman spektrométerrel (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

végeztik.

A mérések soran 780 nm hulldmhosszu 1ézer fényforrast hasznaltunk, 24 mW maximalis
teljesitménnyel, minimalizdlva a fluoreszcencia hatdsit. A mérésekhez hasznalt
mikroszkopikus lencse 50-szeres nagyitasu, a lyuk nyilasa 25 um volt. A kémiai térképezés
esetén 200 x 1800 um teriiletet vizsgaltunk; a 1éptetés mérete fliggdlegesen és vizszintesen 50
um volt. Mindegyik spektrumot 16 szkennelésbdl allitottuk eld, 2 masodperces expozicios
idovel. Osszesen 205 spektrumot regisztraltunk. A kezelt és kezeletlen bérmintakat elemezve
referenciaként kapszaicint hasznaltunk. Az adatgyiijtést és elemzést az OMNICTMS.2 for
Dispersive Raman szoftvercsomaggal (ThermoFisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)

végeztik.

3.2.6. Az in vivo vizsgalatok bemutatasa

Kisérleti allatok

A vizsgalatokat 200-250 g tomegii him Wistar patkanyokon végeztiik (ToxiCoop Zrt.,
Magyarorszag). A patkdnyokat a PTE AOK Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézetében,
szokasos korokozotol mentes koriilmények kozott, szabadon hozzaférhetd standard allat tappal
¢és vizzel tartottuk. A kisérletek megfelelnek a 40/2013., II. 14. Magyar korményrendelet a
tudomanyos célokra felhasznélt allatok védelmérdl eldirasainak, az Eurdpai Kozosségek
Tandcsénak 2010/63/EU irdnyelvének és a Nemzetkozi Fajdalomkutatisi Szovetség (IASP)
kovetelményeinek. A kisérleteket a Pécsi Tudoméanyegyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga
(PTE MAB) hagyta jova (BA02 / 2000-8 / 2018, 2018.8.18. engedélyszam).
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Az allatok hatborét kereskedelmi forgalomban kaphat6 szértelenité krémmel sz6rtelenitettiik a
tarkotol a csipdig, ketamin és xilazin altatdsban (80 és 10 mg / kg i.p.), 2 nappal azeldtt, hogy

az allatok kisérletekben részt vettek volna.

A hétso talp mutéti bemetszése

Az allatokat natrium-pentobarbitallal (50 mg/kg i.p.) altattuk. Az egyik hats6 végtag
talpi feliiletét povidon-joddal kezeltiik. A miitétnek alavetett oldalakat randomizaltuk. A talpi
feliiletet szikével 10 mm sebhosszon bemetszettiik. A bemetszés mélysége elérte az

izomréteget.

A sebet két 6,0-0s varrattal lezartuk és povidon-joddal kezeltiik. A kapszaicint
tartalmazé transzdermalis tapaszokat 2 titemben helyeztiik el. Az els6é kisérletsorozatban a
tapaszokat rogzitettiik a hati borre, kdzvetleniil a talpmetszés utan, amikor a pentobarbital

érzéstelenités még tartott (azonnali alkalmazas). "

Mas kisérletekben 18 draval a metszés utan helyeztiik fel a tapaszokat (késleltetett
alkalmazas). A tapaszok mérete 3x6 cm volt. A tapaszokat kereskedelmi ragasztoszalaggal
rogzitettiik az allatokra. Kontrollként tapasz nélkiili ragasztoszalagot alkalmaztunk. A
kapszaicint tartalmaz6 és a kontroll tapaszok is hat 6ran keresztiil maradtak az allatokon, majd
a hat ora elteltével a hatso talpak hé kivaltotta fajdalomkiiszobét meértiikk, emelkedd
hémeérsékletli vizfiirdével (Experimetria Kft., Magyarorszag). A patkanyok mindkét hatso 1abat
kiilon-kiilon a vizbe meritettiik (13. abra). A vizet 30 ° C-rol 51 ° C-ra melegitettiik, 24 ° C/perc
sebesseéggel. A melegitést egy pedal allitja le, amikor az allat kihuzza labfejét a vizbdl, ekkor a
késziilék rogziti a viz hdmérsékletét. Az allatok a kisérletez6hoz és a miiszerhez haromszori
probaméréssel lettek beszoktatva, majd a kezelés kiértékeléséhez ezeket, mint alapértékeket
vettiik figyelembe. A posztoperativ fajdalomként megjelend termalis allodinia kialakulasat a
hokiiszob csokkenésével igazoltuk a transzdermadlis tapasz felhelyezése eldtt. A kisérleteket 10

allaton végeztiik.
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16. abra: A hd kivaltotta fajdalomkiiszob mérése

Karragén altal kivaltott talpgyulladas

A karragént fiziologias sooldatban oldottuk fel enyhe melegitéssel (3% m/v). A
karragént intraplantarisan (i.pl. 100 pl) injektaltuk a patkanyok egyik hatso talpaba. A
kontralateralis végtagot nem kezeltiik [8]. A kapszaicin tartalmu transzdermalis tapaszokat az
allatok hatara rogzitettiik, 18 oraval a karragén injekcio utan. A tapaszok mérete 3x6 cm volt.
A tapaszokat kereskedelmi ragasztoszalaggal rogzitettiik az allatokra. Kontrollként tapasz
nélkiili ragasztészalagot hasznaltunk. Hat oraval késébb a hatso végtag mechanikai
fajdalomkiiszobét dinamikus plantaris eszteziometriaval detektaltuk (Ugo Basile, Olaszorszag).
A vizsgalat eldtt 10 perccel helyeztiik el a patkdnyokat a miiszer rekeszeibe. A stimulator altal
kifejtett eré 5 masodperc alatt elérte az S0 g-ot. A nocifenziv reakcidt (a hatso végtag elemelése,

megrazasa) kivalto érték automatikusan megjelent a kijelzon.

A tényleges kisérlet elétt harom kontroll mérést végeztiink. A karragén-kezelés
kovetkeztében megjelené mechanikai hiperalgézia kialakulasat a mechano-nociceptiv kiiszob
csokkenésével igazoltuk a transzdermalis tapasz felhelyezése el6tt (17. abra). A kisérleteket 14
allaton végeztiik.
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17. abra: A mechanikai fajdalom kiisz6b mérése

Statisztikai analizis

Az eredményeket statisztikailag értékeltiik és elemeztiik egyiranyu (in vivo vizsgalatok)
vagy kétiranyu varianciaanalizissel (in vitro kisérletek), majd Bonferroni t6bbszoros
Osszehasonlito tesztjét kovettiik Prism for Windows szoftverrel (GraphPad Software Inc., La
Jolla, CA (USA). Az adatok 6 kisérlet atlagértékei, + szoras (P <0,05 *, P <0,01 ** és P <0,001

*** 3 kontrollhoz képest). "%
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4. Eredmények

4.1. Szulfid tartalmu tapaszok vizsgalata

4.1.1. A DADS oldhatdsaga

DADS oldhatodsaga kilonb6z6 segédanyagokban

0,4
0,35
0,3
0,25
0,2
0,15

0,1

PG PEG400 M-350

oldhatdsag (g DADS /olddszer)

18. abra: A DADS oldhatdsaga oszlop diagram formajaban abrazolva, jol megfigyelheté hogy

mennyivel jobb oldészere a DADS-nak a szilikon olaj, mint a masik két potencialis jel6lt anyag.

A legmegfeleldbb segédanyag megtaldldsa érdekében megvizsgaltuk a DADS oldhatdsagat
kiilonb6z6 anyagokban. Ehhez a vizsgalathoz megeldzo eldvizsgalatok alapjan a PG-t, a PEG
400-at és az M-350-et valasztottuk ki, amelyek egyrészt nem Iépnek kdlcsonhatisba a
kivalasztott hatéanyaggal, valamint orvosi alkalmazasra bevaltak. A legjobb oldhatdsagot (0,4
g DADS/g szilikonolaj) dimetil-szilikonolajban mértiikk, PEG-400-ban alacsonyabb (0,3 g
DADS/g PEG400), PG-ben pedig egészen csekély a hatdoanyag oldhatosaga (0,05 g DADS/g
PG). Ezen eredmények alapjan egyértelmiien a szilikonolaj a legjobb valasztas folyékony

segédanyagkeént.

4.1.2. A membrandiffuzids mérés eredménvei

A megfeleld segédanyag kivalasztdsa utan elkészitettik a membranokat, ¢és

crer

crcr

térhalostiriisége. Az anomalidk jol megfigyelhetéek a 19. és 20. abran, az eredményeket

Osszefoglalja a 2. tablazat.
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DADS diffuzids profilok kiilonboz6 dsszetételi membranokban
0,05
0,045
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0,005

DADS konecntracio (mg/ml)

0 100 200 300 400 500 600
idd (perc)

0% m350 —@—5%M350 —@—10% M350

19. abra: A DADS difftzidja kiilonb6z6 olaj tartalmu szilikonmembranokon keresztiil. Ezen

crer

milyen komolyan befolyasolja a folyékony segédanyag (szilikonolaj) jelenléte, am a

varthoz képest eltérd osszefliggést latunk, amit jol mutat a kovetkezo abra.

R-5 diffuzids allandok az osszetétel fuggvényében
0,000035

0,00003
0,000025

0,00002
0,000015

0,00001

Diffuzios alland6 (mm?/s)

0,000005

0
0 2 4 6 8 10 12

olaj tartalom (m/m%)

20. abra: Az olajtartalom hatasa a DADS diffuzids képességére a szilikonmembranokon keresztiil.



2. tablazat: A kiilonbozd szilikonmembranok késleltetési id6 értékei, és az abbdl szamolt difftizids

allandoi. Megallapithato, hogy a hatéanyag diffuzios allandoja csokken a szilikonolaj mennyiségének

novekedésével, ami pontosan ellentétes az elvart hatassal.

minta I (mm) t0 (sec) D (mm”~2/sec) olaj tartalom
R-5 0,165 900 0,0000305 0
R-5, 5% M-350 0,155 1000 0,0000258 5
R-5, 10% M-350 0,35 3600 0,0000162 10

Ezutan tértiink at az R-20 alapti matrixok vizsgalatara. Itt mar joval atlathatobb

Osszefiiggéseket tapasztaltunk. A folyékony segédanyag tartalom és a diffuzios éllando

Osszefiiggésének alapos vizsgalata (a négyféle kozolt dsszetételen kiviil az elokisérletek soran

tovabbi méréseket végeztiink a szélséértékek megallapitasahoz) megallapitottuk, hogy a

hatdéanyag diffuzios allanddja ndvekszik a szilikonolaj mennyiségének ndvekedésével (3.

tablazat).

A mért adatok alapjan a 3%-0s szilikonolaj-tartalom a kiiszobérték; a segédanyag e

mennyiségéig alig valtozik a hatéanyag diffiizids tulajdonsaga a matrixban. E mennyiség felett

azonban a diffuzids allandd valtozasa ardnyos az olaj mennyiségének ndvekedésével (21. abra

¢és 22. abra).
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DADS koncentracio (mg/ml)

DADS diffuzids profilok kiilénb6z6 osszetételi membranokban
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150 200
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y = 9E-06x - 0,0005
y = 5E-06x - 0,0005
y = 3E-06x - 0,0004

350

21. abra: A DADS diffuzidja kiilonb6z6 olaj tartalmt szilikonmembranokon keresztiil. Ezen

crcr

milyen komolyan befolyasolja a folyékony segédanyag (szilikon olaj) jelenléte, valamint a

mennyisége, amely korrelal a minél gyorsabb membranon keresztiili atjutassal.
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3. tablazat: A kiillonb6z6 szilikonmembranok késleltetési id6 értékei, és az abbol szamolt diffuzids
allandoi. Megallapithato, hogy a hatéanyag diffuzios allandoja novekszik a szilikonolaj
mennyiségének novekedésével, valamint megfigyelhetd egy fajta kiiszobérték a 3%-os olajtartalomnal,

amit még szemléletesebbé tesz a kovetkezd 22. abra.

minta I (mm) t0 (sec) | D (mm~2/sec) olaj tartalom
R-20 0,37 8000 0,0000029 0
R-20, 3% M-350 0,375 6000 0,0000039 3
R-20, 5% M-350 0,39 3000 0,0000085 5
R-20, 10% M-350 0,485 2040 0,0000192 10

R-20 diffuziés allandok az 6sszetétel fliggvényében

0,0000250
0,0000200
0,0000150
0,0000100

0,0000050

Diffizios alland6 (mm?2 /s)

0,0000000
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22. abra: Az olajtartalom hatasa a DADS diffuzids képességére a szilikonmembranokon
keresztiil. A gérbén jol megfigyelhetd, hogy a 3%-0s szilikonolaj-tartalom a kiiszobérték;
a segédanyag ezen mennyiségéig alig valtozik a hatdanyag diffuzios tulajdonsaga a
matrixban. E mennyiség felett azonban a diffuzids allando valtozasa aranyos az olaj

mennyiségének novekedésével.
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4.1.3. A hatdbanyag leadas stabilitasanak vizsgalata Franz-diffuzids cellaval

Két kiilonboz6 élettartamt (4 és 8 napos) tapaszokat vizsgaltunk in vitro hatéanyag
leadasi teszttel (IVRT) (23. abra). A minta térhalé szerkezete a korabbi eredmények alapjan 2
legalabb 3 nap alatt stabilizdlodik a tarolasi koriilmények (szobahdémérséklet, normal
paratartalom) kozott. Ezért a minta hatoanyagleadasi tulajdonsagait a negyedik napon
vizsgaltuk. Ugyanezen id6étartam elteltével hatdroztuk meg a hatdanyagleadas stabilitasat,
mivel ekkor a hatéanyagleadasi tulajdonsagok valtozasa nem fligg 6ssze a matrix szerkezetének

valtozasaval.

Az IVRT mérés soran a 4 napos tapaszokbol 3 6ran beliil lényegesen nagyobb

mennyiségli DADS szabadult fel, mint a 8 napos tapaszokbol.

A 8 napos tapaszoknal szignifikdnsan alacsonyabb volt a felszabadulasi érték. Maga a
felszabadulds mértéke (IVRT) relevans informdaciot tartalmaz az élettartam alapjan torténd

osszehasonlitashoz ©°.

DADS tartalmu tapaszok
0,060
0,050
0,040
0,030
0,020

0,010

leadott DADS, mg/cmA2

0,000
0 50 100 150 200 250

id6 (perc)

2% DADS, 10% olaj, 4 nap 2% DADS, 10% olaj, 8 nap
23. abra: A mintak kumulativ hatoanyag leadasi gérbéi a Franz-cellas mérés soran. Megfigyelhetd,

hogy a mérés soran a 4 napos tapaszokbol 3 oran beliil [ényegesen nagyobb mennyiségii DADS

szabadult fel, mint a 8 napos tapaszokbol.
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4.1.4. A hatébanyag leadas vizsgalata atfolydcellaval

Két kiilonbozo szilikonolaj-tartalmt (5 és 10 m/m%) tapaszt vizsgaltunk moédositott
IVRT-vel. A mérés soran a 4 napos tapaszokbol 6 o6ran beliil Iényegesen nagyobb mennyiségii

DADS szabadult fel Gjra, mint a 8 naposokbol.

Az atfolyocellaban a tapaszok hatoanyag-felszabadulasanak szabalyozasat kovettiik
nyomon. Az idésebb DADS-tapasz idével jobban szabalyozott hatdanyag leadast mutatott, de

a felszabadul6 mennyiség kisebb volt (24. abra és 25. abra).

DADS tartalmu tapaszok folyamatos hatdanyag leadasi gorbéi
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0,005

0,000

0 50 100 150 200 250 300 350
id6 (perc)
2% DADS, 5% M-350, 4 nap 2% DADS, 5% M-350, 8 nap
2% DADS, 10% M-350, 4 nap 2% DADS, 10% M-350, 8 nap

24. abra: A mintak folyamatos hatéanyag leadasi sebessége az atfolyo cellaban. Ezen a tipust
nézeten jol megfigyelhetd az Gigynevezett ,,ugras” jelenség, azaz az els6 1-2 oraban a tarolas kozben a
tapasz legfelso rétegében feldosult hatoanyag fokozott leadasa, valamint az is, hogy az eltelt id6vel (a

tapasz ,,id6sodésével”) ez az ,,ugrasi” effektus csokken, a hatéanyag leadasi gorbe jobban koveti a

nullad rendt leadasi kinetikat.
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DADS tartalmu tapaszok komulalt hatéanyag leadasi gorbéi

0,060
0,050
0,040

0,030

leadott DADS, mg/cm”2
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0,010 /

0,000
0 50 100 150 200 250 300 350 400

id6 (perc)

—@— 2% DADS, 5% M-350, 4 nap —@— 2% DADS, 5% M-350, 8 nap
2% DADS, 10% M-350, 4 nap 2% DADS, 10% M-350, 8 nap

25. abra: A mintak kumulalt hatdanyag leadasi liteme az atfolyo cellaban. Az id6 elérehaladtaval (a

tapasz ,,id6sodésével”) a leadasi gorbe meredeksége csokken, azaz hatdanyagleadasi gorbe jobban

koveti a nulladrend( leadasi kinetikat.
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4.2. A kapszaicin tartalmu tapaszok vizsgalata

4.2.1. A kapszaicin tapaszok kifejlesztéséhez sziikséges elovizsgalatok eredményei

Az el6szor elvégzett membran diffizios vizsgalatok (26. abra) egyik fontos tanulsaga
volt, hogy az egészségligyi szempontok alapjan (lasd 2.1.3. fejezet) kivalaszott addicios
mechanizmusu Wacker RT-601 polimer nehezen elegyithetd a glicerinnel, méréseink alapjan a
maximalis oldhatosag 4-5 m/m% glicerin. A glicerint nagyobb mennyiségben alkalmazva az
1d6 teltével (mennyiségtdél fliggben 3-7 nap) a matrix és a folyékony segédanyag

szételegyednek, a glicerin egy része kidiffundal a polimer matrixbol.

Kapszaicin diffizios profilok kiilonb6z6 6sszetételli membranokban

0,35

03 y =0,0032x-0,2068 /*
J R®=0,9724 /'
0,25
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0,1

kapszaicin koncentracio{mg/ml)

y = 0,0068x- 1,0178

0,05 RZ=1
0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
idé(perc)
—8—RT-601 RT-601+5% glicerin RT-601 kezdeti szakasz RT-601+ 5% glicerin kezdeti szakasz

26. abra: Kapszaicin diffizioja csak glicerint tartalmazo addicios szilikon membranokon keresztiil.
Az abran jol megfigyelhetd, hogy a késleltetési id6 (to) kisebb a tiszta, glicerint nem tartalmazé

membranok esetén.

4. tablazat: A kiilonb6z0 szilikonmembranok késleltetési id6 értékei, és az abbol szamolt
diffuzios allandoi. Megallapithato, hogy a hatdéanyag diffuzios allanddja csokken a glicerin—

tartalom megjelenésével.

minta I (mm) | to(sec) | D (mm”2/sec) glicerin tartalom
RT-601 0,1 61,5 0,000027 0
RT-601, 5% glicerin 0,1 149 0,000011 5
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A 26. abran megfigyelhetd jelenséget még jobban mutatja a 4. tablazat. Itt lathato,
hogy a kapszaicin diffazios allandoja kozel hdromszor nagyobb ,,lires” membran esetében,
mintha 5 m/m% glicerint tartalmaz a membran. Ez a jelenség azzal magyarazhato, hogy a
membran donor oldali feliiletén belépd kapszaicin a szilikonban kismértékben oldodik, igy
viszonylag hamar atjut a membranon, mig ha a membran tartalmaz glicerint, a kapszaicin
el6szor beoldodik a glicerinbe, €s csak akkor kezd atdiffundalni a membranon, amikor mar a

hatdanyag telitette a folyékony segédanyag-fazist.

Am az adatokbol az is jol latszik, hogy 5 m/m% glicerin-tartalom esetén is viszonylag
kicsi a kapszaicin diffiziés allanddja, valamint az is probléma, hogy a kapszaicin oldhatosaga
glicerinben is alacsonynak mondhat6 (0,01g kapszaicin/g glicerin). Ezért a kivant mennyiségii
kapszaicin-tartalom eléréséhez ndvelni kell a matrix glicerin tartalmat, de mint korabban
emlitettlik, ez sajnos fizikai-kémiai korlatok miatt a glicerin mennyiség egyszert novelésével

nem megoldhato.

Ezért azt a megoldast valasztottuk, hogy a glicerin mellett poliszorbat-20-at, egy a
gyogyszertechnologidban jol ismert emulgenst alkalmaztunk. Tovabbi vizsgalataink sordn
kismennyiségli (~2 g Osszes tomegil), szilard kapszaicint és kétféle segédanyagot is tartalmazo
mintakat készitettiink. Ezeket - a diallil-diszulfid tartalmt készitményeknél mar ismertetett
modon - a sajat gyartasu egyszerusitett Franz-cellas, statikus kioldédasi mddszerrel vizsgaltuk,
hogy a kioldodasi litemeket dssze tudjuk hasonlitani (27. abra). Az elsd két minta esetén ~1 %
kapszaicint tartalmaz6 mintakat vizsgaltunk, de a gorbéken megfigyelhetd, hogy ilyen
mennyiség mellett a matrix nem képes a szabalyozott hatdéanyagleadasra. Ezutdn a 3.2.2.
fejezetben ismertetett also kiiszobértékli, 0,1% hatéanyagtartalmi mintakat készitettiink.
Ezeknél mar megfigyelhetd a szabalyozott hatdanyagleadds, 4m a leadott hatdanyag

mennyisége nem elégséges.
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Az optimalasi kisérletek elsé négy mintajanak
kioldodasi gorbéi
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27.

abra: A legelsé mintak kioldodasi gorbéi: jol megfigyelhet6 a magasabb kapszaicin tartalm minta

teljesen szabalyozatlan hatéanyag leadésa.

Ezt az anomaliat (alacsony kapszaicin tartalom/j6l szabalyozott hatéanyag leadas kontra
magas kapszaicin tartalom/szabalyozatlan hatéanyag kiaramlas) végiil igy oldottuk fel, hogy a
rendszerbe a tovabbi sziikséges kapszaicint szilard formaban, inert hordozoval (kalcium-

karbonat) késziilt porhigitas formajaban vittiikk be a matrixba.

Mivel a kapszaicin szobahOmérsékleten szilard, viszonylag magas olvadaspontu és
meglehetdsen alacsony tenzidju anyag, igy az Oregitési vizsgalatoknal nem figyeltiink me
g y ) yag, 18y g g gy g

olyan jelenségeket, mint a diallil-diszulfid esetén.

Tovéabbi 35 osszetételt kiprobalva jutottunk el az GOsszetettebb, és forrasigényesebb
mérésekhez is alkalmas Osszetételekig, melyek vizsgalati eredményeit a kovetkezd

fejezetekben ismertetem.
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4.2.2. A kapszaicin tartalmu tapaszok hatdéanvyag leadasi tulajdonsagai Franz cellas
vizsgalatok soran

Két kiilonboz6 kapszaicin-tartalmu (1 és 2,3 mg/g) tapaszt vizsgaltunk IVRT-vel (28.
abra) és IVPT-vel (29. abra). Az IVRT mérés soran 24 o6ran beliil 1ényegesen nagyobb
mennyiségli kapszaicint adott le a 2,3 mg/g tapasz, mint az 1 mg/g hatéanyagtartalma. Az IVPT
mérés soran az IVRT-hez képest 1ényegesen kevesebb gydgyszer oldodott ki a tapaszbol a
mérdtérbe. Ennek oka elsdsorban a bdr azon tulajdonsaga, hogy a penetralt hatéanyag egy
részét magaban tartja. A két kiilon kapszaicin tartalmu készitmény kozotti kiillonbség hasonld
nagyobb permeabilitasi értékeket eredményeztek. Maga a hatdéanyagleadas mértéke (IVRT)
nem nyujt relevans informéciot a hatéanyag penetraciordl. Fontos megvizsgalni a bdéron
keresztiili behatolast (IVPT), hogy kideriiljon a gyogyszer, illetve a hatébanyagleadd rendszer
kolesonhatdsa a borrel. A felszabadulési és ateresztési profilokat fluxusértékekkel jellemeztiik
(5. tablazat). A fluxusértékek a kapszaicin felszabadulasanak és athatolasanak sebességét

mutatjak a kiilonbo6zo tapaszokbol.

40 ok ok
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. * 1
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o
S - 15 : 471
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_c% -1
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0 1
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-2 Az id6 négyzetgydke (\Vh)
® 1mg/g 2.3 mg/g

28. abra: A tapasz leadott kapszaicin kumulativ mennyisége pg / cm?-ben 24 6ra alatt, jol

megfigyelheté a megkivant nulladrendii leadasi kinetika. (p <0,05, * p <0,01 ** és p <0,001 ***)
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29. abra: A permealt kapszaicin kumulativ mennyisége pg / cm?-ben 24 6ra alatt. Habar nagyobb
szorassal, és kisebb intenzitassal, de kapszaicin tovabbra is kozel nulladrendi kinetika szerint jut at a

modell bor rétegen, ezzel teljesitve a vele szemben tamasztott kovetelményeket
(p <0,001 ***)

5. tablazat: A felszabadult és penetralt kapszaicin fluxusértékei.

IVRT IVPT
1 mg/g tapasz 3,2215 0,0466
2,3 mg/g tapasz 8,233 0,1672
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4.2.2. A hatdbanyagleadasi vizsgalat eredménvyei ataramlé cellaban

A mar ismeretett két kiilonboz6 kapszaicin tartalma (1 és 2,3 mg/g) tapaszt egy
modositott IVRT modszerrel is vizsgaltunk. A mérés soran 1ényegesen nagyobb mennyiségii
kapszaicint adott le a 2,3 mg/g-os tapasz 6 oran beliil, szemben az 1 mg/g-ossal.
Atfolyocelldban a tapaszok gyogyszer leadasanak jobban szabalyozott mértékét figyeltiik meg.
A magasabb kapszaicin tartalmu tapasz idével jobban szabalyozza a gyogyszer felszabadulésat,
azaz a hatéanyagleadas kinetikaja kozeliti az idedlisnak tekintett nullad rendi kinetikai modellt.
Ez az eredmény azért biztatd, mert mint korabban ismertettem, az atfolyocellas mérési mod a
vérplazma koncentraciét hivatott modellezni, amely a vart szisztémas hatas kifejtése miatt

kulcsfontossagu.
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30. abra: A felszabadult kapszaicin (ug/cm?) az id6 fiiggvényében. Atfolyo cellaban a tapaszok

gyogyszerleadasanak jobban szabalyozott mértékét figyeltiik meg.

61



4.2.3. A Raman-spektroszkodpia eredményei

A Raman-spektroszkopias vizsgalatok soran meghataroztuk a kapszaicin bérbe valo
behatolasi képességének kiilonbségeit a kiilonbozd borrészekben. A Raman-korrelacios térkép
a behatolt gyogyszer jelenlétét mutatja az emberi bor kiillonbozd rétegeiben, a borfeliilettdl a
dermiszig a tapaszokkal torténd kezelés utan. Spektralis térképeket készitettiink annak
érdekében, hogy kimutassuk a kapszaicin jelenlétét az emberi bor kiilonb6zo régidiban. A
kapszaicin spektrum ujjlenyomat-teriiletét 6sszehasonlitottuk a kezelt és kezeletlen emberi bor

spektrumaval.

A tapaszok Raman-korrelacios képeit a 31. abra mutatja. A Raman-korrelacios képek
a kapszaicin jelenlétét mutatjak be az emberi bor kiillonbozd régidiban. Az IVRT és az IVPT
eredményekkel valo korrelacioban a 2,3 mg/g tapasznal hatékonyabb penetracio tapasztalhato,

mint az 1 mg/g tapasznal. A kapszaicint a dermiszben és az epidermiszben mutattuk ki,
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31. abra: Raman-korrelacios képek a kapszaicin eloszlasara az emberi bérben tapaszokkal torténd

s

szinkddolasa: piros> sarga> zold> kék.
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4.2.4. A kapszaicint tartalmazé tapaszok termalis allodiniat envhit hatdsanak vizsgalata

A tapasz felhelyezésével végzett kisérletekben kozvetleniil a hatsé talpak bemetszése
utan a mitéti beavatkozas csokkentette a f4jdalmas hokiiszobot a kontroll tapaszokkal kezelt
allatokban az alapértékhez, valamint az ellenoldali, mitetlen talphoz képest. A miitott talp
termonociceptiv kiiszobe a kapszaicinnel kezelt patkanyokban még mindig alacsonyabb volt,
mint a megfeleld kiindulasi érték, de szignifikdnsan nagyobb volt, mint a ragasztoszalaggal
ellatott kontroll allatok mit6tt ldbainak kiiszobértéke. A kapszaicinnel kezelt patkanyok
ellenoldali, ép talpainak héérzékenysége nem kiilonbozott a miitét elétt vett alapértéktél. A

ragasztOszalag nem volt hatassal a hats6 végtagok fajdalmas hokiiszobére (32. abra).

Késleltetett tapasz alkalmazasaval végzett kisérletek sordn a talp incizid jelentdsen
csOkkentette a fajdalomkiiszobot az ellenoldali sértetlen talpakhoz és a megfeleld kiindulési

értékekhez képest. A kapszaicin nélkiili kontroll tapaszok nem javitottak ezt az allapotot.

A kapszaicin tartalm® tapaszok megemelték a termonociceptiv kiiszobot a kontroll
tapaszhoz képest, de ez a fajdalmas hokiiszob még mindig alacsonyabb volt, mint a miitét el6tti
kontroll érték. Sem a kontroll, sem a kapszaicint tartalmaz6 tapaszok nem valtoztattak meg az

ép talpak termonociceptiv kiiszobét (33. abra).
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32. abra: A tapasz felhelyezésével végzett kisérletekben kozvetleniil a hatso talpak bemetszése utan a

miitéti beavatkozas csokkentette a fajdalmas hokiiszobot a kontroll tapaszokkal kezelt allatokban az

alapértékhez, valamint az ellenoldali, miitetlen talphoz képest. A miitdtt talp termonociceptiv kiiszobe

a kapszaicinnel kezelt patkanyokban még mindig alacsonyabb volt, mint a megfelel6 kiindulasi érték,

de szignifikansan nagyobb volt, mint a ragasztdszalaggal ellatott kontroll allatok miitott labainak

kiiszobértéke. A kapszaicin tartalmu tapasszal kezelt patkanyok €p talpainak héérzékenysége nem

kiilonbozott a miitét eltt mért alapértéktol
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33. abra: A késleltetett kezeléssel végzett kisérletek soran a kapszaicin tartalmt tapaszok

megemelték a termikus fajdalomkiiszobét a kontroll tapaszhoz képest. A mért hokiiszob még mindig

alacsonyabb volt, mint a talp preoperativ kontroll hékiiszobe, de a kapszaicin tapasz szignifikans

mértékben megemelte a hokiiszobot a kontroll , hatéanyag nélkiili tapaszhoz képest.
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4.2.5. A kapszaicint tartalmazd tapaszok karragén kivaltotta mechanikus hiperalgéziat envhito

hatisanak vizsgalata

A karragén csokkentette a mechanikai fajdalomkiiszobot, amelyet a beavatkozas utan
18 oraval észleltek mértiink a kontroll és a kapszaicin tartalmii tapaszokkal kezelt
patkanyokban, 0sszehasonlitva az ellenoldali talppal. A karragénnel kezelt talpak mechanikus
kiiszObértékei tovabbra is csokkentek a kontralateralis talpakhoz képest, a 6 oras kapszaicin
tapaszokkal végzett kezelés vagy kontrolljuk utan. A karragén-injektalt talpak kiiszobét a
kapszaicin-kezelés szignifikansan megemelte a tapasz felvitele eldtt kimutatott értékhez képest.

A sboldattal injektalt kontralateralis talpak nem mutattak fokozott érzékenységet (34. abra).
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34. abra : A karragénnel kezelt hats6 végtagok mechanonociceptiv kiiszobét a kapszaicin-kezelés

szignifikdnsan megemelte a tapasz felvitele el6tt kimutatott értékhez képest.
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5. Diszkusszio
5.1. A DADS tartalmu tapaszok fejlesztésének konklizidi

Munkam ¢ része soran célom az volt, hogy Kkifejlesszek egy, késébb in vivo
vizsgalatokra is alkalmas TTS rendszert, amely kielégitden képes szulfiddonor molekula
hordozéséra, ¢és szabalyozott kibocsatasara. Kisérleteinkhez magunk allitottuk elé a DADS
hatéanyagot. Ehhez moédositottuk az irodalomban szokasos receptarat, ami lehet6vé tette a
DADS jobb hozamt és nagyobb tisztasagu eldallitasat. A 90%-os tisztasdgl anyag hasznalata

sokkal konnyebbé és egyértelmiibbé tette a kioldodasi vizsgalatok értelmezését °°.

Az elvégzett kisérletek soran Osszefiiggést taldltam a DADS diffiizids sebessége és a
tapaszok olaj tartalma kozott. A legjobb oldhatdsagot a dimetil-szilikonolajjal értiik el, a 3
m/m%-os kiiszobérték jelentésen megvaltoztatta a gyogyszer diffuzids tulajdonsagait a
matrixban. A Franz-celldban 4 és 8 napos tapaszokat vizsgaltunk, és a 8 napos tapaszoknal
szignifikansan alacsonyabb volt a hatéanyagleadas értéke. Az atfolydcelldban a régebbi tapasz
idével jobban szabalyozott hatdéanyag leadast mutatott, de a felszabaduld6 mennyiség kisebb

volt.

Azt is kimutattuk, hogy a szilikonokban 1év6 vegyiiletek tulajdonsagai abszolut
sziikségesek annak meghatarozasahoz, hogy alkalmasak-e TTS ként valo felhasznalasra. Mivel
szilikonmatrixszal kompatibilis apolaris folyékony fazis hasznalata. Erre a célra a
legmegfeleldbb a poli(dimetilsziloxan) olaj (M350), amelyben a DADS jol oldodik, a telitett
oldat 0,4 g/g DADS-t tartalmaz.

A kiilonb6zé koncentracioji szilikonolajat (0%, 3%, 5%, 10%) tartalmazo
membranokban a DADS diffizidja a membranon keresztiil a szilikonolaj mennyiségének
emelkedésével fokozodott. A 3%-0s szilikonolaj-koncentracié nem volt elegend6 ahhoz, hogy
a matrixban folytonos folyadék fazis alakuljon ki, igy a DADS diffGizidja csak kis mértékben
novekedett. Ezzel szemben az 5%-o0s szilikonolaj-koncentracié a difftizids alland6 haromszoros
novekedését eredményezte, sét, a 10%-0s szilikonolaj-koncentracio tizszeres ndovekedést

eredményezett.

Ezekkel az eredményekkel olyan szilikonmatrixokat allitottunk eld, amelyek egyetlen
réteg 2% DADS-bol és 5% ¢és 10% M350 szilikonolajbol alltak, és megvizsgaltuk, hogy
képesek-e stabilizalni az illékony DADS-tartalmat. Kutatasunk soran el6szor Franz-cellés
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kioldodas vizsgalatokat végeztiink, mivel azt széles korben hasznaljak a transzdermalisan
alkalmazhato gyégyszerek vizsgalatara 7. A vizsgilathoz az el6zetes membran diffizios
mérések alapjan 10% szilikonolajat tartalmaz6 mintakat vizsgaltunk az elkészitést6l szamitott
4 ¢s 8 nap elteltével. Az IVRT-mérések azt mutattak, hogy a 8 napig tarolt mintdkban egyo6tod
annyi DADS oldédott, mint a 4 napig tarolt mintakban. A 23. abra jol mutatja, hogy a 4 napos
minta esetében a DADS 10 perc utdn kimutathat6 volt a kiold6 folyadékban, mig a 8 napos
minta esetében csak 30 perc utan volt kimutathat6. A tarolds soran az illékony hatdéanyag
folyamatosan tdvozik a készitmény matrixabol, foként a felszinhez kozeli rétegekbdl, amelyet
az 1d6 eldérehaladtaval egyre nehezebb potolni a mélyebb rétegekbdl. Eredményeink azt
mutatjak, hogy a tapasz konnyen felszabadul6 hatéanyagtartalma 4 nap alatt 80%-kal csokkent,

ami ravilagit tovabbi mas szulfiddonor vegyiiletek vizsgalatanak sziikségességére.

Vizsgaltuk a hatéanyag leadast az ataramlo-cella modelliink segitségével is, mivel ez
jobb modellt ad a hatéanyag felszabadulasara a tapasz alkalmazésa soran. A minta feliilete eldtt
elhalad6 folyadék modellezi a véraramlast, amely a hatdanyagot a szervezet szdveteihez
szallitja. Ebben az esetben a folyadék hatéanyagtartalmanak koncentraciogradiense nem
allandd, mivel a hatéanyag-kioldodas kovetkeztében a matrix folyadékkal érintkezé rétegében
mindenképp csokken a hatdoanyag mennyisége. Ez a matrixon beliili hatéanyag-diffuzié révén
potlodik, de a hatéanyagban szegényebb réteg idobeli vastagodasaval ez mar egyre nehezebben
potlodik. Ezért csokken egy idé utdn a kioldodott hatdoanyag mennyisége, dm a vizsgalt
id6tartam alatt ez a hatds viszonylag alacsony, igy a hatdanyag koncentracidgradiensét

elméletileg nem csokkendnek, hanem allandonak tekinthetjiik.

Ezek az eredmények Osszhangban vannak a Franz cellds kisérletek soran elert
eredményekkel. A hatdanyag oldoddsa minden minta esetében hasonldan zajlik. A 4 napos
mintak esetében a 10%-os szilikonolajos mintakban a hatéanyagveszteség nagyobb, mint az
5%-0s mintakban, tehat az 5%-0s szilikonolajos mintak tobb hatéanyagot adnak le. A
hatdanyagveszteség a tarolas soran tovabb ndvekszik, igy a mintakban visszamaradé DADS
mennyisége mindkét mintaban (5% és 10% szilikonolaj) majdnem azonos lesz, igy a kioldodasi
gorbék szinte atfedik egymast. A kumulativ hatéanyagleadasi gorbéket (24. abra) vizsgalva
azonban lathat6, hogy a 8 napig tarolt mintak hatdéanyagtartalma annak illékonysaga miatt
jelentésen csokkent, de a magasabb szilikonolaj tartalmt mintdban még mindig tobb DADS
oldodott a szilikonolajban, igy az ebbdl a mintdbdl felszabadul6 hatdéanyag teljes mennyisége

nagyobb, mint az 5% M350-et tartalmazo mintag.
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ez a felhasznalt szilikonolaj mennyiségével ardnyosan nodvekszik. A DADS illékonysaga
azonban magas, igy a hatéanyag mennyisége az idé mulasaval folyamatosan csokken, és a
szilikonolaj mennyiségének hatdsa a hatdéanyag felszabadulasanak sebességére idovel

megszinik.

Tekintettel arra, hogy a eredményeink alapjan a DADS alkalmas a transzdermalis
formaban torténd alkalmazdsra, a tovabbiakban sziikségesnek tartjuk a vegylilet

illékonysaganak a csokkentését a TTS fejlesztés soran.

A természetben eléforduld természetes eredetii szerves szulfid molekuldk (organic
sulfur compunds, ,,OSC”) a H2S biologiai hatdsaihoz hasonléan képesek jotékony hatést
kifejteni a gyulladasos és fajdalomfolyamatokban °27°. A fokhagyma - amely az Allium névény
nemzetség legfontosabb tagjat képviseli - OSC-kben igen gazdag zoldségnek szamit’®. A
fokhagyma vilagszerte népszerii konyhai alapanyagként szolgdl, és évszazadok ota széles
korben hasznaljak gyogynovényként. A fokhagyma OSC-anyagai kozé tartozik az allicin
(diallil-tioszulfinat), amely vizes kdzegben instabil. Az allicin olajban 0ldod6 szarmazékaira
bomlik: diallil-szulfidra (DAS), diallil-diszulfidra (DADS) és diallil-triszulfidra (DATS)*"7®.
Az allilszulfidok felelések a fokhagyma csipdsségéért, normal koriilmények kozott
(szobahdmérséklet, oxigén és paratartalom) nagyobb stabilitast mutatnak, mint az allicin, és

fiziologiai koriilmények kozott képesek HoS-t felszabaditani®® ™,

A fokhagymabol szarmazd OSC-k, mint példaul a DADS, szerkezetileg hasonldak a
TRPA1 receptor agonistdhoz, az AITC-hez, igy nem meglepd, hogy képesek aktivalni a
TRPA1l-et 7. ATRPAL - amely a TRP receptor csalad tagja - egy nem szelektiv kationcsatorna,
amely fontos szerepet jatszik a gyulladas és a fajdalomérzet kozvetitésében’® 8. A receptor
aktivalasa a cisztein oldallancokkal valé konjugaciot és diszulfidhidak kialakulasat kovetéen

kovetkezik be, hasonléan a H,S TRPA1-re gyakorolt hatasahoz 8.

Mivel a peptiderg primer afferensek TRP-csatornakon keresztiil torténé aktivalasa és
szamos medidtor molekula jbdli felszabaduldsa ezekbdl a rostokbol nagymértékben részt vesz
a kronikus fajdalomallapotok patomechanizmuséaban, a neurogén gyulladas ezen komponensei
kétségteleniil a kronikus fajdalomkezelés fokuszaban allnak 82. A kronikus fajdalom nemcsak
a betegek szamara jelent komoly egyéni terhet, hanem vilagszerte jelentds problémat jelent a

kozegészségiigy és a tarsadalom szamdra is. A kronikus neuropatids fajdalom traumas
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idegsériilés, cukorbetegség, neurodegenerativ rendellenességek ¢és virusfertézések esetén
jelentkezhet, mig a kronikus gyulladasos fajdalom gyakran kiséréje gyulladasos

rendellenességeknek, mint példaul az osteoarthritis stb.)?"828°,

A kozelmultban keriilt publikalasra, hogy a DADS enyhitette a traumas neuropatias
fajdalmat egy iiléideg-ligacios modellben, ha szajon 4t adjak **, valamint hogy csokkentette a
Complete Freund-féle adjuvans altal kivaltott gyulladasos fajdalmat, intraperitonealis adas
utan®. Hasonloképpen, a H,S inhalalasa, valamint az alkil-szulfid molekula, a dimetil-triszulfid
(DMTS) intraperitonedlis injekcidja szintén mérsékelte a diabéteszes, illetve a traumads
neuropatias fajdalmat %8, A TRPAZL receptort aktivald szulfidvegyiiletek részvétele a
nocicepcidban, valamint a kapszaicin - egy masik TRP-csatorna, a tranziens receptor potencial
vanilloid 1 (TRPV1) receptor erds agonistéja - széles korti alkalmazésa transzdermalis tapaszok
forméjaban neuropatias fajdalom kezelésére 88, felvetette a kérdést, hogy a TRPA1-et stimullo
szerek, mint példdul a H2S és donorvegyliletei, alkalmazhatdk-e transzdermalis terapias
rendszer formajaban. A transzdermalis alkalmazés eldnyei a kdvetkezdk: (1) alkalmas kronikus
alkalmazasra, (2) folyamatos és stabil plazmaszint érhet6 el, (3) a maj first pass effektusa
konnyen megkeriilhetd, (4) a hatéanyag beaddsa a tapasz eltavolitasaval konnyen

abbahagyhato, és (5) a tapasz darabolésaval az adagoléas kényelmesen mddosithato.

crer

¢s felszabadulasi sebessége befolyasolja, a lassan felszabadulo szulfid donorok csillapithatjak
a nociceptiv és neuropatias fajdalmat. Ezért kulcsfontossagli egy olyan megfelelé TTS
létrehozasa, amely képes lassan felszabaduld szulfiddonor molekuldk tarolasara és
felszabaditasara. Az elmult években szamos lassan felszabaduld szulfiddonor vegyiiletet
fejlesztettek ki, mint példaul a GYY4137, ADT-OH, AP39, AP67, AP123 és FW1256, valamint
tioészter alapi HoS-donorokat 8%-%°, felvetve e vegyiiletek lehetséges hatékonysagat kronikus
neuropatias és gyulladasos fajdalom szindromakban. Bar szamos erdfeszitést tettek a lasst
96-98 a7

felszabadulast H»S-donorok transzdermalis adagolasanak lehetové tétele érdekében

optimalis matrix/hordoz6 rendszer kialakitdsa még mindig megoldatlan probléma.

Mivel a DADS bizonyitottan lassan és tartésan szabaditja fel a H2S-t %, szerkezete

5

hasznos mintaként szolgalt mas lassan felszabadulé H.S-donorok tervezéséhez is %°; egyéb

elényei mellett ésszerli volt a vizsgalatunk kisérleteit DADS-szal végezni.

69



Osszefoglalva, a jelen munka eredményei azt mutatjak, hogy a poli(dimetilsziloxan) alapt
matrix kémiailag semleges szerkezete alkalmas a szulfid alapu hatéanyagok bejuttatasara. Ezen
tulmenden a DADS megfelelé modell vegyiiletként szolgdl a szulfidtartalmii anyagok
transzdermalis terapids rendszerének kifejlesztéséhez, igy kivalé alapot biztosit a

transzdermalis tapaszok jovobeli fejlesztéséhez mas igéretes, lassan felszabadulé szulfid donor

molekulakkal.

5.2. A kapszaicin tartalmu tapaszok fejlesztésének konkluzioi

Bemutatott munkam ezen szakasza soran olyan transzdermalis tapaszokat készitettiink
és teszteltiink, amelyek szabalyozottan, az idealis nulladrend kinetikat jol kozelitve adjak le a
kapszaicin hatdanyagot. TTS technoldgiank a modositott szilikon-polimer alapt diffiizids
gradiens altal szabalyozott rendszer volt, amely optimalis gyogyszerkibocsatast ¢és
koltséghatékony technologiat biztositott. Kétféle tapaszt allitottunk eld térhalositott
szilikonpolimer modszerrel, amely kiilonb6z6 kapszaicin-koncentraciokat tartalmazott, €s ,,in

vitro” és ,,in vivo” koriilmények kozott vizsgaltuk azokat 1%,

Az altalunk hordozo matrixként hasznalt szilikongumi apolaris tulajdonsagokkal
rendelkezik. Mivel a kapszaicin relativ polaris jelleget mutat (a szilikon matrixhoz képest), az
apolaris matrixban polarisabb kornyezetet kellett 1étrehozni, hogy elésegitsiik a megfeleld
mennyiségben torténd hatéoanyag leadast, ehhez pedig arra volt sziikség, hogy a hatdéanyag
molekuldi megfeleléen mozogjanak a szilikon matrix belsejében. 11, A kapszaicin nagyon jol
oldodik alkoholokban, de a révidebb szénlancu egyértékii alkoholok illékony vegyiiletek, és
karos hatassal vannak az emberi borre. Olddszerként a legegyszeriibb haromértékii alkoholt, a
glicerint hasznaltuk. Viszonylag jol oldja a kapszaicint és bdrbarat. A glicerin azonban
oldhatatlan a szilikon oligomerekben, ezért emulgealdszert hasznaltunk annak érdekében, hogy
azt a matrixban egyenletes tudjuk eloszlatni. Mint az eldvizsgalatok soran kiderilt, a
kapszaicinnel telitett glicerin nem tartalmaz elegendé hatdanyagot ahhoz, hogy megfeleld
gyogyszer leadasi kinetikat lehessen elérni a gyogyszer megfeleld mennyiségben torténd
leadasahoz, ezért mas utat valasztottunk. Ugy fejlesztettiik az Gsszetételt, hogy a tovabbi
kapszaicin bevitelét szilard kapszaicinnek a matrixban valo diszpergalasaval oldottuk meg. Ez
azért jelentett technoldgiai problémat, mivel a nagyon kevés szilard kapszaicin mennyisége
bizonytalanna tette volna a homogén eloszlast.

Ezért tobbféle megoldas kiprobalasa utana arra jutottunk, hogy kalcium-karbonattal

porhigitast készitettiink beldle, a pontos adagolas és a gyogyszer homogén eloszlasanak
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biztositasa érdekében. A porhigitas és a torzsoldat megfeleld aranyanak kikisérletezésével
parhuzamosan fontos probléma volt megoldani a megfeleléhatéanyag leadési kinetikat is. igy
tovabbi kisérletek soran a gyogyszert tartalmazd rétegre gyogyszermentes, glicerint is
tartalmazo szabalyozd rétegekkel kisérleteztiink. A tapasz Osszetétel fejlesztés masodik
szakasza soran mar ezzel a kiegészitovel készitettiink mintakat, igy a kapszaicin akadalytalanul,
de csak a kivant mennyiségben diffundalhatott ki a tapaszbol.

A koriilbeliil 40 féle Osszetétel kiprobalasa utan eljutottunk addig, hogy mar
allatkisérletes célokra is megfeleld mindségii tapaszokat allitsunk elé. Igy a tobb szaz elvégzett
mérés kiértékelése alapjan az in vivo kisérletekhez sikeriilt lesziikiteni a lehetséges Gsszetételek
spektrumat, a tovabbi vizsgalatokhoz 1 mg/g és 2,3 mg/g kapszaicint tartalmazé tapaszokat

készitettiink és teszteltiink.

Az atfolyocellakban végzett hatdanyagleadasi vizsgalatokban a gyogyszer a nagyobb
hatdéanyagtartalmu tapaszbol sokkal nagyobb mennyiségben oldddott ki, és a kioldodas mértéke
3 ora elteltével beallt az egyenletes, 2 pg/cm?6ra értékre. A kezdeti nagy
hatéanyagfelszabadulas annak a kovetkezménye, hogy a szabalyoz6 réteg kezdetben - az alatta
talalhatd gyogyszer tartalmi rétegb6l- mar kapszaicinnel telitddott. A kioldodas vizsgalat els6
ordjadban a gyogyszer eldszor ebbdl a telitett rétegbdl oldodik ki. A kioldédas mértéke - a
gyogyszer rovid diffuzios Utja miatt - nagy. A szabalyozoé rétegbdl felszabaduld gyogyszer az
alatta levo rétegben oldott hatéanyagbol potlodik, de a diffuzids tavolsag novekedése miatt a
kioldodas mértéke csokken, majd az egyensuly bealldsa utan allandé marad. Ez ugyanaz a
jelenség, ami a DADS tartalmu tapaszoknal is megfigyelhetd, és az ilyen tipust tapaszok
sajatossaganak tekinthet6. Ez az eredmény azért biztatd, mert mint korabban ismertettem, az
atfolyod cellas mérési mod a vérplazma koncentracidt hivatott modellezni, amely a vart

szisztémas hatas kifejtése miatt kulcsfontossagu.

Alacsonyabb gyogyszer tartalmu tapasz esetén a szabalyozé réteg nem tud telitédni
kapszaicinnel. A gydgyszer leadas alacsonyabb szintrdl indul, és ez az érték az id6 mulasaval

kissé, de folyamatosan csokken a ndvekvd diffiizids Gt miatt.

Ennek kovetkeztében a kioldodasi tesztben megfigyelt jelenségek abbol adodnak, hogy

crer

kapszaicint folyamatosan adagolja a folyékony kozegben a gyogyszert tartalmazo rétegbdl
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torténd diffazioval. Ez a jelenség nem fordul el a kisebb gyogyszer tartalmu tapaszban, és a

novekvo diffuzids tavolsag egyre csokkend hatdbanyag-kioldddasi értéket eredményez.

Masrészt kijelenthetd, hogy a szabalyozo réteg mindkét dsszetételben eleget tesz elvart
funkciojanak. A matrix-diffuzidos tapaszoknal megfigyelt exponencidlis koncentracio-

csokkenés helyett egy lassan csokkend felszabadulasi gorbe figyelheté meg.

Hasonlo jelenség figyelhetd meg a hatéanyagleadasi vizsgalatokban (IVRT) Franz
cellaban. Az alacsonyabb kapszaicin tartalmu tapaszbol 1ényegesen kisebb a gydgyszerleadas
értéke. A human boron végzett permeacios vizsgalat (IPVT) szerint a gydgyszer penetracidja
kisebb volt az alacsonyabb gyogyszer tartalmu tapaszbol, és a kapszaicin boron valo atjutasa is
hosszabb id6t igényelt. Magasabb hatdéanyagtartalmu tapaszokban a vegyiilet a vizsgalati
id6tartam fele alatt mar atjut a béron. Az atjutott hatéanyag mennyisége itt sokkal nagyobb,

mint az aranyosan elvarhato.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy az altalunk alkalmazott rétegkombinécid esetén
minél nagyobb a gydgyszertartalom, annal jobb a kivant nulladrendii gyogyszer leaddsi
kinetika. A hosszan tarto, szabalyozott hatéanyagleadast a Raman mikroszkopos vizsgalatok is
megerdsitették. A gydgyszer a magasabb kapszaicin-tartalmu tapaszokbodl egyenletesen és
tartosan behatolt a borszovetbe. A tapaszok elkészitéséhez hasznalt eszk6zok és modszerek az
ipari gyartast modellezik. Ezért az alkamazott technologiak - kisebb modositasokkal - kistizemi

gyartashoz is adaptalhatok.

A nagy koncentracioban (8%) kapszaicint tartalmazo tapaszok engedélyezettek a
posztherpeszes neuralgia kezelésére'%2. Ezeknek a tapaszoknak a hatdsmechanizmusa magéban
foglalja a primer nociceptor idegvégzddések tranziens receptor potencialis vanilloid 1 (TRPV1)
ioncsatorndinak erds és tartos aktivalasat, majd deszenzitizacigjat. A csatorndk megnyilasa az
citoszkeletalis és mitokondrialis karosodashoz vezet. A fajdalomérzd idegvégzddések 12-14
hétig nem miikddnek, hosszan tarté fajdalomcsillapitast biztositva®?19, A helyi kapszaicin ltali
defunkcionalizacio csak a boér nociceptorait érinti, a kapszaicin nem jut be a keringésbe olyan

koncentracioban, hogy szisztémas mellékhatasokat okozzon. 104,

Klinikai vizsgalatok alapjan tudjuk, hogy a sokkal kisebb kapszaicin-koncentraciot
tartalmazo transzdermalis rendszerek is hatékonyak lehetnek a neuropatids fajdalom ellen. A

csak 0,04% kapszaicint tartalmazé tapasz a betegek 60,1% -an enyhitette a posztherpetikus
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neuropatias fajdalmat, ezeknél a betegeknél atlagosan 28,2% -0s fajdalomcsillapité hatas
mértek a 12 hetes klinikai vizsgalat alatt!®. A poszt-herpetikus vagy a diabéteszes neuropatias
fajdalomtdl szenvedd vegyes betegcsoport 0,625% kapszaicint tartalmazo transzdermalis

tapasz fajdalomesillapité hatasat tapasztalta. 16,

Elgondolkodtato lehet, hogy egy ilyen alacsony kapszaicin-tartalom hogyan fejthet Ki
hatékony fajdalomcsillapitd hatast. A mélyebb mozgasszervi és iziileti teriileteken kialakult
antinociceptiv hatds nem magyarazhaté csak a bér alatti idegvégzddések deszenzitizalasavall®.
A TRPV1 ioncsatornak aktivalasa és az ebbdl kdvetkezd sejten beliili Ca?* koncentracio
emelkedése neuropeptid felszabadulast indukal, de nem karositja az idegvégzdodéseket. Ezen
peptidek hozzajarulnak tobbek kozott a vazodilatacidhoz és a plazma extravazacidhoz, igy pl.
a kalcitonin gén-rokon peptid (calcitonin gene-related peptide, CGRP) és a P-anyag (substance
P, SP). Mas peptideknek, példaul a szomatosztatinnak (SST) vagy az endogén opioidoknak

t107. A szomatosztatin szisztémas

fajdalomesillapité és gyulladdscsokkentd hatasa lehe
antinociceptiv hatasat allatkisérletek is igazoltak!®1%® A transzdermalisan adott kapszaicin a
bor alsé rétegeiben eléri a szomatosztatin tatrtalmu idegvégzddések, melyekbdl a TRPVI
ioncsatorna aktivacidja révén felszabaditja a szomatosztatint, ami a véraramba keriilve

szisztémas fajdalomesillapité €s gyulladdscsokkentd hatast okoz.

Embereken végzett 21 napos vizsgalatok adatai szerint a helyi kapszaicinoid-kezelés
szisztémas fajdalomcesillapitd hatdsa Osszefligg a szomatosztatin-koncentracio szignifikans
novekedésével a plazmaban. Az elvégzett vizsgalatok f6 ujdonsidga, hogy az SST szerli
immunvalasz (SST-like immunoreactivity, SST-LI) haromszoros emelkedését észlelték a
kapszaicinoidra adott valaszként az 1. napon. A 21 napos vizsgalat végén nem volt kiilonbség
az SST-LI szintek kozott a helyi kapszaicinoid kezelés elbtt és utan, mivel a kapszaicin-
érzékeny idegvégzédések ismételt ingerlése a neuralis SST-raktarak kimeriiléséhez vezet. Am
feltételezhetd, hogy a kapszaicinoiddal valo napi kezelést 21 napon keresztiil ismétlédéen
alkamazva, a szervezet folyamatosan képes az SST-t felszabaditani, amely hossza tavu,
centralisan és perifériasan kozvetitett fajdalomesillapitd hatast fejtett ki az idegvégzddések és

a gyulladasos sejtek SST-receptoraira hatva. 1%°.

A patkdny dagyéki gerincveldjének II. rétegében szomatosztatin immunreaktiv
struktardkat detektaltak, amelyeket a szomatosztatin 4ltal kivaltott fajdalomcsillapitas

anatomiai alapjaként javasoltak 1. Az ssts receptor mRNS expressziojat az egér és az emberi
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neuronalis fajdalomérzet utvonaldnak kiilonbozé szintjein detektaltak'!?. A szomatosztatin
fajdalomcsillapito hatasa, beleértve a neuropatias fajdalmat, szelektiv Ssts receptor agonistaval

reprodukalhat6 volt 113114,

Osszefoglalva, ezen munkaban vizsgalt transzdermalis tapaszunk lehetdséget nyujt
alacsony dozisu, helyi kapszaicin kezelésre an¢lkiil, hogy szennyezné a felhasznal6 kezét vagy
ruhézatat, és a tapaszok méretre vagasaval lehetové teszi a kapszaicin pontos adagolasat. Az
altalunk fejlesztett technologiaval eléallitott TTS megfeleld hatdéanyagleadasi kinetikat mutat,
amelyet mas hatoanyagokkal is ki lehet hasznalni. Transzdermalis rendszerilinket rutin — Franz
cellas, Raman-spektroszkopiai és sajat fejlesztésii - ataramlo cellas - in vitro teszteknek vetettiik
ald. Véleménylink szerint az ataramld celldk koriilményei pontosabban modellezik a
boérszovetekben zajlo folyamatokat, és ez altal a tapaszbol torténd hatéanyagleadast. A
nociceptio jol bevalt allatmodelljeit valasztottuk transzdermalis rendszeriink vizsgalatahoz. A
novekvd homérsékletli vizfiirdd nem széles korben ismert modszer, annak ellenére, hogy a
miitéti talp bemetszéses fajdalom modellben validaltak opioidokkal és NSAID-okkal*™®. A
teljes talp feliilet honek valo kitettsége komoly eldnyt jelent a miitéti metszési modellben, mivel
a talp kiilonbozo teriiletein eltérd foku hiperalgézia mutatkozhat. Ez a gyakorlatban komoly
kihivast jelent, még ha nem is teszi lehetetlenné a mechanikai tesztelést. Eppen ellenkezéleg, a
klasszikus karragén altal kivaltott talp-gyulladas lehet6vé teszi a mechanikus hiperalgézia
konnyti és hatékony tesztelését dinamikus plantaris eszteziometriaval’'®. A karragén altal
kivaltott talp-gyulladdson atesett allatok nem mutatnak hd hiperalgéziat. Ezek a modszerek

alkalmasak lehetnek mas transzdermalis terapias rendszerek tesztelésére is.

74



6. Uj eredmények osszefoglalisa

Munkam soran kitlizott céljaim kozott szerepelt, hogy kifejlesszek olyan TTS-eket, amelyek
fajdalomcsillapitd hatdsukat TRPA1 aktivald hatéanyag (szulfiddonor molekuldk), valamint
TRPVI1 aktivalé hatéanyag boron keresztiili bejuttatdsaval (kapszaicin) fejtik ki. Tovabbi
céljaim kozott szerepelt ezen rendszerek tesztelése, mindsitése mind in vitro mind in vivo
koriilmények kozott. PhD munkam soran az alabbi 0j eredményeket értem el:

1. Membran- és matrix-diffuzios kisérletek eredményei alapjan Kkifejlesztettiink egy
szilikon polimer alapu, szulfiddonor molekula hordozasara optimalizalt TTS-t, amelyben
modell hatéanyagként diallil-diszulfidot alkalmaztunk. A rendszer fejlesztése soran
kidolgoztuk a megfeleld polimer-segédanyag kombinacidt, amely alkalmas szulfid tartalmt
vegyiiletek hordozasara, képes annak megfeleld leadasara, valamint tapasztalatokat gytijtottiink
az ilyen tipusu, illékony hatéanyagok alkalmazaséaval kapcsolatosan.

2. A DADS hatéanyag tartalmu TTS modellek in vitro vizsgalata soran megallapitottuk,
hogy kozel nulladrendii hatéanyag-leadasi kinetikaju rendszerek Kifejlesztése illékony
szulfiddonor molekuliak esetén is lehetséges.

3. Hosszas fejleszté munkaval, membran- és matrix-diffuzids, valamint egy- és tobb réteget
tartalmazéd mintak vizsgalatai alapjan, szdmos lehetséges kombinacioét kiprobalva
kifejlesztettiink egy szilikon polimer alapu, kapszaicin hatéanyagtartalmia TTS-t ami
teljesen biokompatibilis rendszer, a hatéanyag homogén eloszlasu, és a készitmény hosszi
tavon stabil.

4. In vitro vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a Kkifejlesztett kapszaicin tartalmu
TTS-ek hosszi tavon, nulladrendii kinetikinak megfeleléen adjak le hatéanyagukat,
egyenletesen és megbizhatéan. Megallapitottuk, hogy a kifejlesztett rendszerbol a leadott
kapszaicin hatikonyan penetral at a boron, igy megfelelé mennyiségben adodik le a
szisztémas hatas kifejtése érdekében.

5. In vivo vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy az elkésziilt kapszaicines TTS-ek
tobbféle allatkisérleti modellben (patkany, miitéti sebzés okozta fajdalom modell és
karragén indukalt gyulladas okozta fajdalom modell) hatékonyan, jol kimutathaté modon
csokkentik az akut fajdalmat.

Ezeket a kisérleteket olyan koriilmények kozott végeztiik el, hogy azok mar preklinikai
eredményként szolgaljanak egy késobbi fazishoz, melyben célunk az elért eredmények alapjan

egy gyakorlatban hasznosithat6 gydgyszer megalkotasa.
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7. Tudomanyos eredmények gyakorlati hasznosithatosaga

A kutatocsoportunk altal kifejlesztett, és szabadalmaztatas alatt 4ll6 TTS innovativ szerkezeti
felépitése, a szilikon polimer méatrix megfeleld hordozoanyagot biztosit olyan kismolekulaja,
szerves hatdanyagok (pl. kapszaicinoidok, allil-szulfidok) szdmaéra, amelyek az 0j tipusu
fajdalomesillapité és gyulladascsokkentd hatdanyagok fejlesztésében jelentds terapias
potenciallal rendelkeznek. Ennek a szerkezeti felépitésnek kdszonhetden az alacsony dozisu
kapszaicint tartalmazo TTS hossza 1don keresztiil biztositja a hatdanyag egyenletes sebességli
bejutasat a bérbe.

Az alacsony dozisu kapszaicint tartalmazo TTS segitségével :

(1) hatékony fajdalomcsillapitds érhetd el az érzéidegek funkcio kiesése ill. a kezdeti
fajdalomkeltd hatas nélkiil;

(2) egyenletes sebességli, hosszan tartd hatdanyagleadas biztosithato;

(3) a hatdanyag a bér mélyebb rétegeibe is bejuttathato;

(4) a terapias hatés a tapasz eltavolitasaval barmikor megsziintetheto;

(5) a tapasz méretre vagasaval az alkalmazand6 dozis egyszeriien beéllithato;

(6) a kezek ¢és a ruhazat szennyezddése konnyedén elkeriilhetd.

A helyileg alkalmazott alacsony dozist kapszaicin nem szteroid gyulladdscsokkentdkkel
(NSAID-okkal) torténé kombinacidja mind a neuroldgiai, mind a reumatoldgiai klinikai
gyakorlatban eléforduld, tapasztalati alapokon nyugvd terdpids lehetdség a kronikus
degenerativ tobbiziileti gyulladas kezelésére, &m ezen kombinalt hatanyagu terapianak a pontos

mechanizmusa még nem tisztazott.
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8. Jovdbeni tervek

Az altalunk kifejlesztett TTS-ben az alacsony ddzist kapszaicin hordozdanyaga egy
szilikon polimer matrix, melyben a térhaldsitott szerkezetnek koszonhetdéen a hatdanyag
egyenletesen oszlik el a tapaszban, igy biztositva annak egyenletes és hosszan tartd
felszabadulasat. Az innovativ hordozdanyagnak ¢és az 0j tipust fajdalomcsillapitd
hatdsmechanizmusnak koszonhetdéen szamos eldnye van a forgalomban 1évé nagy dozisu
tapaszokkal, ill. krémekkel szemben. Kiemelendd, hogy ezen elonydk az alacsony dozisu

kapszaicinnek mas hatéanyaggal torténd kombinacidja esetén is megmaradnak.

Mivel az alacsony doézist kapszaicin a TRPV1 receptor tartds, alacsony intenzitasa
aktivaciojat okozza, és lokalisan értagitd anyag felszabadulasat valtja ki, igy logikusan
kovetkezik, hogy a gyulladt teriilet fokoz6dd vérellatasa potencialisan eldsegitheti az egy¢b

fajdalomesillapité anyagok (pl. NSAID-ok) felszivodasat.

Kutatocsoportunk célja tehat az alacsony dozisti kapszaicin TTS tovabbfejlesztése,
melynek soran a kapszaicint egy olyan NSAID-al tervezziik kombinalni, amelynek oldhatosaga
szilikonmatrixban apolaris vagy polaris oldoszerrel jol szabalyozhatd. Az alacsony dézisu
kapszaicin és az NSAID-ok ujszeri, egy tapaszban torténé kombinacidja egyediilallo,
hianypotlo termék a fajdalomesillapité készitmények piacan, amelyre oriasi igény mutatkozik
a neurologiai és reumatologiai betegellatasban. A TTS elkészitéséhez hasznalt eszkdzok és
modszerek az ipari gyartast modellezik, igy az alkalmazott technologidk kisebb modositasokkal

kistizemi gyartashoz is jol alkalmazhatok.
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Abstract: There is an unmet need for novel therapeutic tools relieving chronic pain. Hydrogen
sulfide (H;S) is highly involved in pain processes; however, the development of ideal matrices
for sulfide donor compounds remains a great pharmaceutical challenge. We aimed to establish a
suitable transdermal therapeutic system (TTS) using the H,S donor diallyl disulfide (DADS) as a
model compound. After the preparation of DADS, its solubility was investigated in different liquid
excipients (propylene glycol, polyethylene glycol, silicone oil) and its membrane diffusivity was
assessed in silicone matrices of different compositions. Drug-releasing properties of DADS-containing
patches with different silicone oil contents were determined with Franz and flow-through cells. We
found a correlation between the liquid excipient content of the patch and the diffusion rate of DADS.
DADS showed the best solubility in dimethyl silicone oil, and the diffusion constant was proportional
to the amount of oil above the 3 m/m% threshold value. The 8-day-old patch showed a significantly
lower, but better-regulated, drug release over time than the 4-day-old one. In conclusion, the silicone-
based polymer matrix developed in this study is suitable for stable storage and optimal release of
DADS, providing a good basis for a TTS applied in chronic pain.

Keywords: diallyl disulfide; hydrogen sulfide; TRPA1 receptor; transdermal therapeutic systems;

silicone; membrane diffusion

1. Introduction

Chronic pain, affecting one fifth of the world’s population [1,2], is often caused by
neuropathic states and inflammatory conditions of various etiology [3-5].

Hydrogen sulfide (H,S) is a ubiquitous gasotransmitter, participating in numerous
physiological processes, such as pain modulation and inflammation [6]. In order to achieve
a proper antinociceptive effect, H,S has to be released slowly from any sulfide donor
molecule [7]. Therefore, the potential clinical application of H,S and its donor compounds
is in the focus of modern medicine [8]. However, the lack of optimal carrier systems
being able to store and liberate slow-release sulfide donor molecules remains a challeng-
ing pharmaceutical purpose mainly because of short plasma half-life, poor stability, and
inconvenient routes of administration [8,9].

Sulfide donor molecules can be divided into naturally occurring organosulfur com-
pounds (OSCs) and synthetic H,S donors [8]. Natural OSCs include the pharmacologically
active constituents of garlic (Allium sativum), such as the highly reactive allicin and its allyl
sulfide derivatives. Allyl sulfides are remarkably more stable than allicin and are able to
release H,S under physiological conditions [10,11]. Moreover, garlic-derived OSCs show
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structural similarities with allyl isothiocyanate (AITC, found in mustard oil) and they are
able to excite an AITC-sensitive subpopulation of peptidergic primary sensory neurons via
the activation of the Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) receptor [12].

Among the allyl sulfide compounds of garlic, diallyl disulfide (DADS) shows numer-
ous chemical, physiological, and commercial advantages. First of all, DADS is a natural
compound that is readily available, easily reproducible, and cheap. Moreover, it is also
stable and can be regarded as a slow-release H,S donor [13]. Regarding the biological
functions, it has been shown to exert a number of beneficial effects, e.g., anti-inflammatory,
antioxidant, antinociceptive, and neuroprotective effects, among others [14,15]. In animal
experiments, orally or intraperitoneally administered DADS attenuated traumatic neuro-
pathic and chronic inflammatory pain [16,17]. However, in the clinical practice it is highly
essential which route of administration provides the most effective and most comfortable
treatment for the patient, raising the necessity of potential transdermal application of
sulfide-donor molecules. Since H,S has to be released slowly from its donor compounds
in order to achieve analgesic effect [7], the establishment of an appropriate transdermal
therapeutic system (TTS) is needed for carrying and liberating slow-release sulfide donor
molecules. Because of its aforementioned advantageous characteristics, DADS was chosen
as a model compound for this purpose.

The topical administration of DADS requires the selection of a suitable carrier. The
simplest method is the application of crushed garlic to the painful area, but a slightly more
advanced method is to apply it in the form of an ointment. However, this has several
drawbacks: the ointment stains clothing and has a strong odor (due to the volatility of
DADS and related compounds) which can cause discomfort.

Since the amount and rate of delivery of the active product is not well controlled by
either method, it is necessary to develop some kind of stable carrier for the active substance.
For this purpose, the use of a pharmaceutical patch form is almost self-evident. The most
commonly used patch forms are designed to carry drug molecules of some polar character;
however, DADS has a highly apolar, hydrophobic character [18]. As a solution, we chose to
prepare the carrier system from a poly-dimethyl siloxane polymer matrix, which is rarely
used for this purpose [19].

The TTSs provide an excellent mode of accurate, safe, and painless dosing in drug
therapy. Dermal absorption systems can be categorized on the basis of their structure or
their chemical composition [20]. According to the structure, they can be single- or multilayer
adhesive polymer dispersion-based type [21], membrane-controlled type, polymer-matrix-
controlled diffusion type, “micro-reservoir” type systems, and a novel technology of
microfabricated microneedles [22]. Based on their material there are hydrophilic organic
copolymers (e.g. polyols, polyethers, etc.) and silicone-based systems (hydrophobic or
modified amphiphilic structure). However, currently established polymers (e.g., polyether,
polyurethane) are unsuitable because the essentially reactive sulfides can interact with the
matrix structure, degrading the active substance itself as well as the carrier polymer.

From the point of view of drug release, membrane-controlled systems possess the
most favorable characteristics. Their only disadvantage is that the drug is in the liquid
phase under the control membrane, so the patch cannot be cut and the dose rate cannot be
varied. Adhesive polymer dispersion systems are excellent in this respect, but the kinetic of
drug release is suboptimal. The two characteristics are well combined in “micro-reservoir”
type systems, but these are expensive to produce. This type of TTS is thicker than others
and release is controlled by diffusion through the polymer matrix [23]. The construction
of the polymer matrix from organic polymers is complicated due to solubility and other
chemical properties [24].

Modified silicone-based polymer systems have been developed by our workgroup [25,26],
and provide well-controlled and cost-effective matrix diffusion systems (Figure 1). The basis
of silicone polymers is hydroxyl terminated dimethylpolysiloxane, a linear organosilicon
polymer which can be cross-linked to form elastic silicone rubber. We used this material as
support matrix. In polymers produced by condensation, Si-O-5i bonds are the cross-links.
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The structure of addition polymers is difficult to modify, whereas the cross-linked structure
of condensation polymers is more easily altered. The final matrix structure can be easily
modified with different additives to improve the mixing of the active ingredient and the
matrix. The condensing silicone polymer can be prepared from two main components:
linear hydroxyl terminated dimethylpolysiloxane and tetraethoxy-silane [27].

— -

o

aluminium foil drug carrier layer contact layer skin
Figure 1. Modified silicone-based polymer matrix-controlled diffusion TTS.

The optimal composition of the matrix is clearly indicated by the diffusion properties
of the drug in the matrix, which can be well described by the diffusion constant. Based
on the literature, matrices containing different amounts of apolar excipients (silicone oil)
were investigated and possible compositions were selected, on the basis of which the
experimental patches were prepared [28,29].

The active ingredient and adjuvants are incorporated into the polymer of the TTS.
The viscous mixture cures in about 30-60 min at room temperature, depending on the
composition. A carrier layer is required due to poor mechanical properties of the silicone
polymer. Usually, a metal or polymer film is utilized. The polymer mixture can be applied
to the carrier layer by a single-layer spreading method.

Based on these data, the present study aimed to develop and investigate a silicone-
based polymer matrix that is suitable for the application of the slow-release H,S-donor
DADS in a transdermal therapeutic system. The main objective of our experiments was to
find a suitable carrier for the promising sulfide-containing active substances.

2. Results
2.1. Solubility of DADS

In order to find the most suitable adjuvant, we investigated the solubility of DADS
in different materials. For this study we selected PG, PEG 400, and M-350, which were
approved for medical application. The best solubility (0.4 g DADS/g silicone oil) was
detected in dimethyl silicone oil, lower solubility was measured in PEG400 (0.3 g DADS/g
PEG400), and the lowest solubility was observed in PG (0.05 g DADS/g PG). These results
clearly indicate the superiority of the silicone oil over the organic materials.

2.2. Results of Membrane Diffusion Measurement

After the selection of the proper adjuvant, the preparation of the membrane was
carried out, and the diffusion of DADS was investigated (Figure 2). We found that the
diffusion constant of the drug increases with increasing amount of silicone oil (Table 1).
Based on the measured data, a silicone oil content of 3% is the threshold value; up to this
amount of excipient, there is barely a change in the diffusion properties of the drug in the
matrix. However, above this amount, the change in the diffusion constant is proportional
to the increase in the amount of oil (Figure 3).
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DADS permeation profiles through silicone membranes
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Figure 2. DADS permeation through different silicone membranes.

Table 1. Diffusivities and time lags of different silicone membranes.

Sample 1 (mm) to (s) D (mm?/s)

R-20 0.37 8000 2.85 x 107°
R-20, 3% M-350 0.375 6000 391 x 107°
R-20, 5% M-350 0.39 3000 8.45 x 107°
R-20, 10% M-350 0.485 2040 1.92 x 107°

R-20 membranes Diffusivity

0.0000250
0.0000200
0.0000150

-= 0.0000100

Diffusivity (mm?2 /s)

0.0000050

0.0000000
0 1 2 3 = 5 6 7 8 9 10

M-350 value (m/m %)

Figure 3. Effect of filler value on the DADS diffusivity through the silicone membranes.

2.3. Investigation of Stability of the Drug Release with Franz Diffusion Cell

Dermal patches with two different lifetimes (4 and 8 days) were studied with in vitro
release test (IVRT) (Figure 4). The cross-linked structure of the sample stabilizes in at least
3 days under preconstruction conditions, based on previous results [25]. Therefore, we
investigated the drug delivery properties of the sample on the fourth day. After the same
time period, we determined the stability of the delivery, since at this time the change in the
drug delivery properties is not related to the change in the matrix structure.



Pharmaceuticals 2022, 15, 1182 50f12

DADS containing patches
0.060

0.050
0.040
0.030

0.020

released DADS, mg/cmA2

0.010

0.000
0 50 100 150 200 250

time (min)
—8—2% DADS, 10% oil 4 days —0—2% DADS, 10% oil 8 days

Figure 4. The cumulative release rate of the samples in the Franz cell.

In the IVRT measurement, a substantially larger amount of DADS was released from
the 4-day-old patches within 3 h compared to 8-day-old ones. The 8-day-old patches
had significantly lower release value. The extent of release (IVRT) itself holds relevant
information for comparison based on lifetime [30].

2.4. Investigation of Drug Release with Flow-Through Cell

Dermal patches with two different silicone oil content (5 and 10 m/m%) were studied
by modified IVRT. In the measurement, substantially larger amount of DADS was released
from the 4-day-old patches within 6 h compared to 8-day-old ones.

In the flow-through cell, the regulation of drug release of the patches was monitored.
The older DADS patch had a better regulated drug release over time, but the released
amount was lower (Figure 5).

DADS containing patches (a) DADS containing patches (b)
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2% DADS, 10% M-350, 4 days 2% DADS, 10% M-350, 8 days 2% DADS, 10% M-350, 4 days 2% DADS, 10% M-350, 8 days

Figure 5. The cumulative (a) and continuous (b) release rate of the samples in the flow-through cell.
3. Discussion

In this study, we have found a correlation between the diffusion rate of DADS and the
liquid excipient content of the patches. The best solubility was achieved with the dimethyl
silicone oil, with a 3 m/m% threshold value significantly changing the diffusion properties
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of the drug in the matrix. In the Franz cell we studied 4- and 8-day-old patches, and the
8-day-old patch had a significantly lower release value. In the flow-through cell, the older
patch showed a better regulated drug release over time, but the released amount was
smaller.

We have modified the usual recipe of the literature, enabling the production of DADS
with better yield and higher purity. The use of a 90% purity material made the interpretation
of the leaching assays much easier and clearer [19].

We have also demonstrated that the properties of the compounds in silicones were
absolutely necessary to determine whether they were suitable for use in the transdermal
formulation. As DADS is an apolar compound, its diffusion in the silicone matrix could be
facilitated by the use of an apolar liquid phase compatible with the silicone matrix. The
most suitable for this purpose is polydimethylsiloxane oil (M350), in which DADS is very
soluble, the saturated solution containing 0.4 g/g DADS.

In membranes containing different concentrations of silicone oil (0%, 3%, 5%, 10%),
the diffusion of DADS through the membrane increased with rising amount of silicone oil.
The 3% concentration of silicone oil was not enough to allow a continuous liquid phase to
form in the matrix, so the diffusion of DADS only slightly increased. In contrast, the 5%
concentration of silicone oil led to a threefold increase in the diffusion constant; moreover,
the 10% concentration of silicone oil resulted in a tenfold increase.

With these results, we prepared silicone matrices consisting of a single layer of 2%
DADS and 5% and 10% M350 silicone oil and investigated its ability to stabilize the volatile
DADS content. Our tests were first performed in the Franz cell, as it is widely used for
the investigation of transdermal applicable drugs [31,32], with samples containing 10%
silicone oil after 4 and 8 days from preparation. IVRT measurements showed that the
volatility of DADS was preserved, with samples stored for 8 days having one fifth as much
DADS dissolved as samples stored for 4 days. Figure 4 clearly shows that in the case of the
4-day-old sample, DADS was detectable in the leachate after 10 min, whereas in the case of
the 8-day-old sample it was only detectable after 30 min. During storage, the volatile active
ingredient is continuously removed from the matrix of the formulation, mainly from the
layers close to the surface, which becomes increasingly difficult to replace from the deeper
layers as time goes on. Our results show that the readily releasable drug content of the
patch was reduced by 80% in 4 days, which highlights the necessity of the investigation of
further other sulfide donor compounds for this purpose.

We also investigated the release of the active substance using our flow cell model, as it
gives a better model for the drug release during patch application. The fluid that passes in
front of the sample surface models the blood flow that carries the drug to the tissues of the
body. In this case, the drug content of the fluid can be considered to be zero at all times, so
the concentration gradient of the drug is not theoretically decreasing, but is considered to
be constant.

These results are in accordance with those gained with the Franz cell experiments. The
dissolution of the active substance has a similar course for all samples. For the 4-day-old
samples, the loss of active ingredient in the 10% silicone oil samples is greater than in the
5% samples, so that more active ingredient is released from the 5% silicone oil samples.
The drug loss increases further during storage, so that the amount of DADS remaining
in the samples will be almost the same in both samples (5% and 10% silicone oil), so that
the dissolution curves almost overlap. However, when looking at the cumulative drug
release curves (Figure 5a), it can be seen that the samples stored for 8 days had a significant
reduction in drug content due to their volatility, but the higher silicone oil content sample
still had more DADS dissolved in the silicone oil, so the total amount of drug released from
this sample is more than the sample containing 5% M350.

These results show that silicone oil promotes the diffusion of DADS and this increases
proportionally with the amount of silicone oil used. However, the volatility of DADS is
high, so that the amount of active ingredient decreases steadily with time, and the effect
of the amount of silicone oil on the rate of release of the active ingredient is eliminated
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over time. Further work should definitely address the issue of reducing the volatility of
DADS, as our results suggest that the compound would be suitable for use in a transdermal
formulation.

Naturally occurring OSCs are able to exert beneficial effects in inflammatory and pain
processes, similarly to the biological actions of H,S [10,15,30]. Garlic—representing the
most important member of the Allium family of plants—is regarded one of the richest
vegetable in OSCs [33]. Garlic serves as a popular culinary ingredient all over the world
and has been widely used as a herbal medicine for many centuries. OSCs of garlic include
allicin (diallyl thiosulfinate) that is unstable in aqueous media. Allicin decomposes into its
oil-soluble derivatives: diallyl sulfide (DAS), diallyl disulfide (DADS), and diallyl trisulfide
(DATS) [8,33]. Allyl sulfides are responsible for the pungency of garlic, they show greater
stability than allicin under normal conditions (room temperature, oxygen, and humidity),
and are able to liberate H,S under physiological circumstances [10,11].

Garlic-derived OSCs, such as DADS, are structurally similar to the TRPA1 receptor
agonist AITC, so it is not surprising that they can activate TRPA1 [12]. TRPA1—being a
member of the Transient Receptor Potential (TRP) receptor superfamily—is a nonselec-
tive cation channel that is highly involved in the mediation of inflammation and pain
sensation [34-36]. The activation of the receptor occurs following the conjugation with its
cysteine residues and the formation of disulfide bridges, similarly to the effect of H,S on
TRPAL1 [37].

As the activation of peptidergic primary afferents via TRP channels and the release of
several mediator molecules from these fibers are highly involved in the pathomechanism
of chronic pain states, these components of the neurogenic inflammation are undoubtedly
in the focus of chronic pain management [5]. Chronic pain means not only a serious
individual burden for the patients but also a major problem for public health and society
worldwide. Chronic neuropathic pain can occur upon traumatic nerve lesion, diabetes,
neurodegenerative disorders, and viral infections, while chronic inflammatory pain often
accompanies inflammatory disorders such as osteoarthritis, etc.) [1-5].

Recently, DADS was reported to relieve traumatic neuropathic pain in a sciatic nerve
ligation model when given orally [16], as well as to attenuate Complete Freund’s Adjuvant-
induced inflammatory pain when given intraperitoneally [17]. Similarly, the inhalation of
H,S, as well as the intraperitoneal injection of the alkyl sulfide molecule dimethyl trisulfide
(DMTS), have also been shown to diminish diabetic and traumatic neuropathic pain,
respectively [38,39]. The involvement of TRPA1 activator sulfide compounds in nociception,
as well as the extensive use of capsaicin—the potent agonist of another TRP channel, the
Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1) receptor—in form of transdermal patches
for neuropathic pain [40], raised the question of whether TRPA1-stimulating agents, such
as HyS and its donor compounds, could be applied in the form of a transdermal therapeutic
system. Advantages of transdermal administration are the following: (1) it is suitable for
chronic application, (2) continuous and stable plasma level can be achieved, (3) first pass
metabolism can be readily bypassed, (4) the administration of the drug can be ceased easily
with the removal of the patch, and (5) the dosage can be conveniently modified by cutting
the patch.

Since the role of H;S in pain modulation and inflammation is influenced by the dose
and release rate of application (low-dose HyS donors, as well as slow HjS releasing agents,
may attenuate nociceptive and neuropathic pain, while high-dose and/or fast-released
H»S acts proinflammatory [6,7,9]), it is crucial to establish an appropriate TTS being able
to carry and liberate slow-release sulfide donor molecules. In recent years, a number of
slow-release sulfide donor compounds have been developed, such as GYY4137, ADT-OH,
AP39, AP67, AP123, and FW1256, as well as thioester-based H,S donors [41-47], raising
the possible efficacy of these compounds in chronic neuropathic and inflammatory pain
syndromes. Although several efforts have been made in order to enable the transdermal
delivery of slow-release H,S donors [48-50], the establishment of an optimal matrix/carrier
system is still an unsolved problem.
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Since DADS was proven to release H,S in a slow and sustained manner [13], its struc-
ture has also served as a useful template for designing other slow-release H,S donors [47];
beside its other advantages, it was reasonable to perform the experiments of our study with
DADS.

In summary, the results of the present work demonstrate that the chemical inertness of
the poly-dimethyl siloxane-based matrix makes it suitable for the delivery of sulfide-based
active substances. In addition, DADS serves as an adequate model compound for the
development of a transdermal therapeutic system for sulfide-containing substances, thus
providing an excellent basis for the future development of transdermal patches with other
promising slow-release sulfide donor molecules.

4. Materials and Methods
4.1. Chemicals

Propylene glycol, polyethylene glycol, sulfur, and sodium sulfide were purchased
from Reanal, Hungary. Tetrabutyl ammonium iodide and allyl bromide were purchased
from Sigma-Aldrich.

R-20™, condensation cross-linkable polydimethylsiloxane-(c, w) —diol, Oxam™ cata-
lyst, and M350 polydimethylsiloxane oil were from T-Silox Ltd., Hungary.

All reagents and materials were used without purification.

4.2. Instrumental

IR spectra were recorded on a Perkin Elmer Spectrum Two FTIR instrument with a
UATR head. 'H NMR spectra were recorded in CDCl3 solution at room temperature, on a
Varian Unity Inova 500 spectrometer (500 MHz for 1H NMR spectra), with the deuterium
signal of the solvent as the lock and TMS as the internal standard. Chemical shifts (d)
and coupling constants () are given in ppm and Hz, respectively. Mass spectra (MS)
were obtained by a GC/MS QP-2010 spectrometer (EL 70 eV). Analysis of diallyl disulfide
was carried out on a GC/MS QP-2010 spectrometer. The capillary column used was
ZB5-MS], 30 m in length and 0.25 mm in diameter. Conditions were as follows: column
temperature began at 80 °C, then increased to 250 °C; helium was used as carrier gas at
a linear flow of 1 mL/min. HPLC-MS measurements were performed using a Shimadzu
LCMS-2020 device equipped with a Reprospher 100 C18 (5 um; 100 x 3 mm) column and
positive-negative double ion source (DUIS%) with a quadrupole MS analyzer in a range of
50-1000 m/z. Sample was eluted with gradient elution using eluent A (0.1% formic acid in
water: acetonitrile 19:1) and eluent B (0.1% formic acid in water: acetonitrile 1:19). Flow
rate was set to 1 mL/min. The initial condition was 0% B eluent, followed by a linear
gradient to 100% B eluent by 1 min, from 1 to 3.5 min 100% B eluent was retained; and from
3.5 to 4.5 min, back to initial condition with 5% B eluent and retained to 5 min. The column
temperature was kept at room temperature and the injection volume was 1 pL.

4.3. Production of Diallyl Disulfide

First, sodium disulfide solution was prepared by sulfur and sodium disulfide as
follows: 6.4 g (0.2 mol) sulfur and 48 g (0.2 mol) sodium sulfide were dissolved in 150 mL
distilled water in a round bottom flask. The solution was stirred and heated at 60 °C in
one hour, and after that it was cooled to room temperature and filtrated in paper filter. To
the brownish-red solution, 0.5 g tetrabutyl-ammonium iodide was added as phase transfer
catalyst. A total of 36.3 g (0.3 mol) allyl bromide was added dropwise in 20 min and the
temperature of the reaction mixture increased. After addition, the reaction mixture was
cooled with ice. The resulting mixture was extracted with 300 mL ether. The organic phase
was dried over anhydrous MgSOy overnight. The organic phase was performed on rotary
evaporator under aspirator pressure to eliminate the solvent. Then, the residual phase was
distilled in low vacuum. The fraction at 45-60 °C and 0.8 torr. was gathered. A total of 25.8
g oil with light yellow color and intensive garlic smell was obtained as the diallyl disulfide
with the yield of 88.3%.
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The function group was identified by FTIR (UATR, cm™1): 3081 (=C-H); 3009 (-CH,);
2979 (-CHy); 1634 (C=C); 1422 (C-S);
H-NMR (CDCl3, 500 MHz): 3.33 (d, 4H), 5.16 (m, 4H), 5.84 (m, 2H).

4.4. Production of Silicone Membranes

Membrane samples used in experiments were prepared on a Teflon desk. Silicone oil
M350 was dissolved in raw material poly-dimethyl siloxane-(x, w)-diol R-20. After that,
Oxam cross-linker was added to the mixture under stirring. Mixtures were homogenized
and spread on the Teflon desk at a thickness of 0.4 mm. The film was cross-linked at room
temperature. Samples were rested for 72 h and examined afterward.

The composition of samples was the following:

R20™: 80-90 m/m%.

Oxam™: 10 m/m%.

Silicone o0il M-350: 0-10 m/m%.

4.5. Production of Diallyl Disulfide Containing Transdermal Patches

TTS samples used in experiments were prepared on a paper substrate laminated on
aluminum foil of 0.4 mm thickness. DADS was mixed into silicone matrix carriers. Our
raw material was polydimethylsiloxane-(«, w)-diol R-20™. DADS was dissolved in M350
and was added to the silicone stock. If needed, fumed silica was added, too. After the
components were weighed, Oxam™ cross-linker was added to the mixture under stirring.
Mixtures were homogenized and spread on the supporting film at a thickness of 0.4 mm.
The layer was cross-linked at room temperature. The procedure was finished in 30 min.
Samples were rested for 48 h and examined afterwards.

The composition of samples was the following:

R20™: 83%, 78%.

Oxam™: 10%.

Silicone oil M350: 5%, 10%.

DADS: 2%.

4.6. Measurement of Membrane Diffusion

The permeation of DADS through the silicone (PDMS) membrane with oil was in-
vestigated by using an in vitro membrane permeation system. The thickness and the oil
content in the membrane were varied and both the time lag and the steady-state rate of
permeation were measured. The membrane was mounted between the two half-cells of
the membrane permeation system. A total of 25 mL of phosphate-buffered saline with 25
m/m% ethanol (PBS-E25) without drug was placed into the receptor compartment. A total
of 1073 M DADS containing PBS-E25 was added into the donor compartment. At each of
the predetermined time intervals, a sample was withdrawn and analyzed by a UV /VIS
spectrophotometer (Perkin-Elmer Lambda 25) at 207 nm.

12

Di

= oo M

Equation (1). Diffusivity by the time lag method of Daynes.

The time lag and the steady-state rate of permeation were then determined from the
concentration vs. t profiles. The diffusion constants were determined from the time lags
using Equation (1) [28].

4.7. Measurement of the In Vitro Release of DADS-Containing Transdermal Patches

In vitro testing was performed in two ways. First, we performed an indicative measure-
ment in a Franz cell, which models the static and vertical subcutaneous drug dissolution.
In the second method, the patches were examined in a flow-through cell device that mimics
the dissolute drug concentration in the blood.
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4.7.1. Measurement in the Franz Cell

In vitro release tests (IVRTs) were performed. A modified local fabricated Franz type
diffusion cell was used to model the DADS release from the patches in case of IVRT.

The receptor phase was phosphate buffer (PBS pH 7.4 £ 0.15) and 25% w/w ethanol 96%
at RT. The investigation lasted for 3 h. The stirring speed was 450 rpm. The concentration
of the drug was examined by a spectrophotometer (Perkin-Elmer Lambda 25) at 207 nm.

4.7.2. Measurement in the Flow-Through Cell

Samples (12.56 cm? each) of patches were tested for drug release in a flow-through
cell at 37 °C £ 0.5 °C (Figure 6). The flow rate (PBS, 25% ethanol) was 25 mL/h, and the
DADS content was determined hourly with a spectrophotometer (Perkin-Elmer Lambda
25); the investigation lasted for 6 h (Figure 7).
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Figure 6. The flow-through cell.

dissolving liquid
container

. uv-spectrometer

Figure 7. Measurement with flow-through cell.
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Abstract: Transdermal therapeutic systems (TTSs) enable convenient dosing in drug therapy. Modi-
fied silicone-polymer-based patches are well-controlled and cost-effective matrix diffusion systems.
In the present study, we investigated the substance release properties, skin penetration, and analgesic
effect of this type of TTS loaded with low-dose capsaicin. Release properties were measured in
Franz diffusion cell and continuous flow-through cell approaches. Capsaicin was detected with
HPLC-UV and UV spectrophotometry. Raman spectroscopy was conducted on human skin samples
exposed to the TTS. A surgical incision or carrageenan injection was performed on one hind paw of
male Wistar rats. TTSs were applied to the epilated dorsal skin. Patches were kept on the animals
for 6 h. The thermal hyperalgesia and mechanical pain threshold of the hind paws were detected.
Patches exhibited controlled, zero-order kinetic capsaicin release. According to the Raman mapping,
capsaicin penetrated into the epidermis and dermis of human skin, where the target receptors are
expressed. The thermal pain threshold drop of the operated rat paws was reversed by capsaicin
treatment compared to that of animals treated with control patches. It was concluded that our
modified silicone-polymer-based capsaicin-containing TTS is suitable for the relief of traumatic and
inflammatory pain.

Keywords: transdermal therapeutic system; capsaicin; silicone; addition polymer

1. Introduction

Transdermal therapeutic systems (TTSs) provide an excellent mode for convenient,
accurate, safe, and painless dosing of drugs [1,2]. Transdermal absorption systems can be
categorized according to either their structure or their chemical composition. Regarding
structure, they can be adhesive-polymer-dispersion-based, membrane-controlled, polymer-
matrix-controlled diffusion-type, and “micro-reservoir”’-type systems. Based on their
compositions, there are hydrophilic organic copolymers (e.g., polyols, polyethers, etc.) and
silicone-based systems (hydrophobic or modified amphiphilic).

The drug release of membrane-controlled systems possesses the most favorable char-
acteristics. Their disadvantage is that the drug is in a liquid phase under the control
membrane. The TTS cannot be cut, and the dose rate cannot be changed. Adhesive polymer
dispersion systems can be sliced without damaging the TTS, but they exhibit suboptimal re-
lease kinetics. “Micro-reservoir”-type systems bear both advantageous characteristics, but
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their production is expensive. This type of TTS is thicker than the others, and the release is
controlled by diffusion through the polymer matrix [3]. Construction of the polymer matrix
from organic polymers is complicated due to solubility and other chemical issues. Modi-
fied silicone-polymer-based techniques provide well-controlled and cost-effective matrix
diffusion systems. In the present study, we develop and investigate capsaicin-containing
modified silicone-polymer-based transdermal patches (Figure 1).

MODIFIED SILICONE-POLYMER-BASED
TRANSDERMAL SYSTEM

| Jaluminum foil B g ®drug carrier layer [ regulator layer
| ladhesive layer [ skin

Figure 1. Modified silicone-polymer-based matrix-controlled diffusion TTS.

Such a TTS consists of several layers [4]. The drug is embedded in a polymer layer
covered by a regulator layer with special diffusion properties. A controlled drug release
profile can be achieved by precisely adjusting the concentration gradient based on different
diffusion constants in the two layers (Figure 1).

The basis of silicone polymers is dimethylpolysiloxane (PDMS), a linear organosilicon
polymer crosslinked to form elastic silicone rubber. PDMS can be used as a support
matrix. There are two main conventional methods to crosslink PDMS: condensation and
addition. In polymers produced through condensation, Si-O-5i bonds are the crosslinkers
(Figure 2). In addition polymers, Si-C-C-Si bonds provide the crosslinks between PDMS
chains (Figure 3). It is difficult to purify condensation polymers to medical grade. Another
problem is that polycondensation requires a tin (Sn) catalyst that is not biocompatible.

CH; CH;
i i
| “CHs CH3 | RN N ™
OH

OH
Lot okt
Si

2SI
EE

\O EtD
H 0]
i |
i | "CH, CH3/ | ~ >
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Figure 2. Scheme of silicone polymerization by condensation.
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Figure 3. Scheme of silicone polymerization by addition. The “+” sign indicates addition of the two

ethenyl groups in the top and bottom left of the figure to respective silicon atoms of the polysiloxane
to the right of the “+” sign. The product of the reaction is shown in the right.

The crosslinked structure of addition polymers is more suitable for medical use
(Figure 3). It is possible to transform the final matrix structure with additives. This can
improve the admixing of the active ingredient to the matrix. Addition silicone polymers can
be prepared from two main components: linear PDMS with vinyl groups and a crosslinker
containing a hydro-silane compound and a platinum. These substances are biocompatible.
The active ingredient and adjuvants are incorporated into the polymer [5]. The viscous mix-
ture cures in 30-60 min at 70 x depending on the composition. A carrier layer is required
due to poor mechanical properties of the silicone polymer. Usually, a metal or polymer
film is utilized (Figure 1). The polymer mixture can be applied to the carrier layer using a
single-layer spreading method (Figure 4).

Figure 4. Apparatus for single-layer spreading of the polymer (A). Two pieces of the modified silicone
polymer TTS (B). On the top is the aluminum film that is included to improve mechanical properties.
On the bottom is the adhesive layer that touches the skin. The punching tool used to cut the TTS to
size is also visible.
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Capsaicin-containing transdermal patches are commercially available. Topical capsai-
cinoid therapy effectively alleviates pain in several diseases, including rheumatoid arthritis,
osteoarthritis, low back pain, and neuropathic pain [6-10]. It also increases blood flow
in soft tissues before sports activity to achieve a warming effect. Capsaicin-containing
creams and ointments have the disadvantages of contaminating hands and potentially irri-
tating mucous membranes and eyes. This is especially problematic in individuals wearing
contact lenses.

Topical non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are most commonly applied
to relieve osteoarthritis-related pain [11]. The topical use of low-dose capsaicin combined
with NSAIDs is a widely accepted therapy in osteoarthritic pain, but the exact mechanism
is still under investigation [12]. Ercan et al. presented evidence for the potentiating
effect of capsaicin with diclofenac. In a carrageenan-induced inflammation model, topical
application of a capsaicinoid-containing patch enhanced the anti-inflammatory effect of
diclofenac in rats [13].

The beneficial effect of capsaicin relies on the activation of transient receptor poten-
tial vanilloid 1 (TRPV1) ion channels on peptidergic nociceptor nerve endings and the
subsequent release of neuropeptides. The antinociceptive effect of TRPV1 activation is
transmitted by somatostatin release from the nerve endings [14,15]. Our previous study es-
tablished that topical capsaicinoid (nonivamide) therapy diminished chronic low back pain
in patients. Nonivamide proved to be efficient in functional tests, such as the ODI (effect of
pain on everyday life) and VAS (visual analog scale of pain sensation) [16]. Nonivamide
treatment induced a three-fold increase in the plasma somatostatin level of the patients.

In the present work, we measure the in vitro release and transdermal penetration of
capsaicin using a Franz diffusion cell and Raman microscopy. The antinociceptive effect of
the TTS was also tested with the help of in vivo animal studies. Thermal hyperalgesia was
measured in response to surgical incision of the hind paw in rats. Carrageenan-induced
mechanical allodynia was detected with dynamic plantar esthesiometry in rats.

2. Results
2.1. In Vitro Experiments
2.1.1. Drug Release and Permeation Investigated with Franz Diffusion Cell

Dermal patches with two different capsaicin contents (1 and 2.3 mg/g) were studied
through IVRT (in vitro release test; Figure 5) and IVPT (in vitro penetration test; Figure 6).

In the IVRT measurement, a substantially larger amount of capsaicin was released from
the 2.3 mg/g patches within 24 h compared to the 1 mg/g ones. In the IVPT measurement,
significantly less of the drug was delivered to the receptor chamber compared to IVRT.
This mainly was due to the barrier function of the stratum corneum layer of the skin. The
difference between the formulations with two distinct capsaicin contents was similar to that
seen in IVRT experiments. Patches with a higher capsaicin concentration yielded higher
permeability values. The extent of release (IVRT) itself did not provide relevant information
on permeation. It was important to examine the permeation through the skin (IVPT) to
reveal the interactions of the drug and the drug delivery system with the skin.

The release and permeation profiles were characterized by flux values (Table 1). Flux
values showed the rates of release and permeation of capsaicin from different patches.

We compared the in vitro release kinetics of our modified silicone-polymer patch to
a commercially available reference patch (Figure 5). The commercial patch was of the
adhesive polymer dispersion type. Even the smaller dose of our TTS (1 mg/g) exhibited
a larger capsaicin release than the reference patch. The release kinetics of the modified
silicone-polymer patch were closer to zero-order than those of the commercial one. This was
suggested by the R-squared values of linear curve fit (Figure 5; 0.8785 for the commercial
reference patch, 0.9879 for the 1 mg/g patch, and 0.9986 for the 2.3 mg/g modified silicone-
polymer patch).
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Table 1. Flux values of released and permeated capsaicin.

Dose IVRT! IVPT 2
1 mg/g patch 3.2215 0.0466
2.3 mg/g patch 8.233 0.1672

1 ITVRT—in vitro release test; 2 [VPT—in vitro permeation test.

2.1.2. Results of Drug Release with Flow-Through Cell

Dermal patches with two different capsaicin contents (1 and 2.3 mg/g) were studied by
modified IVRT. A substantially larger amount of capsaicin was released from the 2.3 mg/g
patches within 6 h compared to the 1 mg/g ones. The regulation of drug release of the
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patches was monitored in a flow-through cell. The patch containing more capsaicin had
better-regulated drug release over time (Figure 7).
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Figure 7. The released capsaicin in pg/cm? over 6 h.

2.1.3. Results of Raman Spectroscopy

During the Raman experiments, the differences in the localization in the skin regions
of capsaicin were determined.

The Raman correlation map showed the presence of the penetrated drug in the differ-
ent layers of the human skin, from the skin surface to the dermis, after the treatment with
patches. Spectral maps were constructed in order to detect the presence of capsaicin in the
different regions of the human skin. The fingerprint area of the capsaicin spectrum was
compared with the spectra of patch-treated and untreated human skin.

The Raman correlation maps of the patches are shown in Figure 8. The Raman
correlation maps demonstrated the presence of capsaicin in different regions of human
skin. In correlation with the IVRT and IVPT results, more effective penetration was seen
with the 2.3 mg/g patch than with the 1 mg/g one. Capsaicin was detected in the dermis
and epidermis.

2.2. Results of In Vivo Experiments
2.2.1. The Capsaicin-Containing Dermal Patch Alleviates Heat Hyperalgesia

In experiments with patch application immediately after the incision of hind paws,
surgical intervention decreased the thermal pain threshold in animals treated with control
patches compared to the baseline value, as well as to the contralateral intact paw. The
thermal pain threshold of the operated paws in capsaicin-treated rats was still lower than
the respective baseline value, but it was significantly larger than the threshold of the
operated legs of bandage-treated control animals. The thermal sensitivity of the intact
paws of capsaicin-treated rats did not differ from the baseline value taken before surgery.
Adhesive bandages had no effect on the thermal pain threshold of hind paws (Figure 9).

In experiments with delayed patch application, the surgical incision of paws sig-
nificantly reduced the pain threshold compared to contralateral intact paws and respec-
tive baseline values. Control patches without capsaicin failed to improve this condition.
Capsaicin-releasing patches elevated the thermal pain threshold compared to the control
patch. The mitigated threshold was still lower than the baseline of the paw. Neither control
nor capsaicin-containing patches changed the hyperalgesia of intact paws (Figure 10).
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Figure 8. Raman correlation maps for the distribution of capsaicin in human skin after treatment
with patches. Untreated skin is also displayed as control. Color coding of drug content: red > yellow
> green > blue.
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Figure 9. Capsaicin-releasing dermal patch applied right after surgical incision of the hind paw
relieved thermal hyperalgesia of the paw. Thermal hyperalgesia is indicated by the painful heat
threshold and is shown in degrees of Celsius. * is p < 0.05; ** is p < 0.01; *** is p < 0.001; **** is
p <0.0001. n = 9-10.
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Figure 10. Capsaicin-releasing dermal patch applied 18 h after surgical incision of the hind paw
relieved thermal hyperalgesia of the paw. Thermal hyperalgesia is indicated by the painful heat
threshold and is shown in degrees of Celsius. * is p < 0.05; *** is p < 0.001; *** is p < 0.0001. n = 9.

2.2.2. The Capsaicin-Containing Dermal Patch Mitigates Carrageenan-Evoked
Mechanical Hyperalgesia

Carrageenan reduced the mechanical pain threshold detected 18 h after challenge
in rats treated with both adhesive tape and capsaicin-containing patches compared to
the contralateral paw. The mechanical thresholds of carrageenan-treated paws were still
reduced compared to contralateral paws after 6 h of treatment with capsaicin patches or the
control. The threshold of carrageenan-injected paws was significantly elevated by capsaicin
treatment compared to the value detected before patch application. Contralateral paws
injected with saline did not show any sensitization (Figure 11).
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Figure 11. Capsaicin-releasing transdermal patch applied 18 h after challenge alleviated carrageenan-
induced mechanical paw hyperalgesia. Mechanical pain threshold of the hind paws is shown in g.
*is p < 0.05; **is p < 0.001; **** is p < 0.0001. n = 9-14.
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3. Discussion

In this study, controlled-release capsaicin-containing patches were prepared and
tested. Our transdermal patch was a modified silicone-polymer-based diffusion-gradient-
controlled system, providing optimal drug release and cost-effective therapy. Patches were
produced with an addition-crosslinked silicon polymer method containing two different
capsaicin concentrations and tested under “in vitro” and “in vivo” conditions [17].

Addition-type silicone has very apolar properties. Since capsaicin shows a polar
character, polar environments had to be created in the apolar matrix to promote its delivery
in the right amount and to move properly inside the silicone matrix [18]. Capsaicin is very
soluble in alcohols, but shorter-chain monohydric alcohols are volatile compounds and
exert detrimental effects in human skin. The simplest trivalent alcohol, glycerol, was used
as a solvent. This skin-friendly compound dissolves capsaicin relatively well. However,
glycerol is insoluble with silicone oligomers; therefore, we used an emulsifier to achieve
even distribution in the matrix. Since glycerol saturated with capsaicin does not contain
enough capsaicin to adequately deliver the desired amount of the drug, solid capsaicin was
dispersed in the matrix. A small, required amount of highly potent solid capsaicin would
have made the homogeneous distribution uncertain. Capsaicin was subjected to powder
dilution (trituration) with calcium carbonate to ensure precise dosing and homogeneous
drug distribution. A drug-free control layer, which also contained glycerol, was applied to
the drug-containing layer so that capsaicin could diffuse through it unimpeded, but only in
the desired amount. One mg/g and 2.3 mg/g capsaicin-containing patches were prepared
and tested.

In the flow-through cell dissolution test, it was found that the drug was dissolved
from the patch with the higher drug content at a much higher rate, and the dissolution
rate returned to a uniform 2 mg/cm? after 3 h. The initial high drug release was due
to the diffusion saturation of the regulatory layer with capsaicin from the underlying
drug-containing layer. In the first hour of the dissolution test, the drug dissolved from
this saturated layer. The rate of dissolution was high because of the short diffusion path
of the drug. The drug released from the control layer was replaced by the layer below,
but due to the increase in the diffusion distance, the drug release value reduced and
remained constant.

In the case of the patch with lower drug content, the control layer could not saturate
with capsaicin. Drug release started from a lower level, and this value decreased slightly
but continuously over time because of the increasing diffusion pathway.

In consequence, the phenomena observed in the dissolution test were due to the fact
that, in the case of the patch containing a larger drug concentration, the control layer was
almost saturated with the drug and continuously replenished the capsaicin flowing into
the liquid medium due to diffusion from the drug-containing layer. In the case of the patch
with a smaller drug content, this replacement did not occur, and the increasing diffusion
distance could not be compensated for by the diffusion rate. On the other hand, it can be
stated that the control layer fulfilled its expected function in both patches. Instead of an
exponential decrease in the matrix diffusion, only a slowly decreasing release curve could
be observed.

A similar trend was shown in the drug release studies (IVRT) in the Franz cell, with
significantly lower drug release from the lower-capsaicin patch. According to the human
dermal permeation study (IPVT), the permeation of the drug was more superficial from the
lower-drug patch, and the penetration of capsaicin also required longer time. In patches
with a higher ingredient content, the compound already passed through the skin in half
the time compared to the amount of the transferred active ingredient and was much larger
than proportionately expected.

The results showed that, in the case of the layer combination we used, the higher
the drug content, the better the desired zero-order drug release kinetics. Prolonged, con-
trolled release was also confirmed by Raman microscopic examinations. In the case of
the patch with a higher capsaicin content, the drug penetrated evenly and permanently
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into the skin tissue. The devices and methods used to make the patches modeled indus-
trial production. Therefore, the patches could be adapted for small-scale production with
minor modifications.

Dermal patches containing large concentrations (8%) of capsaicin are licensed for the
treatment of neuropathic pain, such as postherpetic neuralgia and diabetic neuropathy [19].

The mechanism of action of these patches involved a strong and sustained activation
of the transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) ion channels of primary nociceptor
nerve endings. The opening of channels causing pathologically increased intracellular Ca?*
concentration of nerve endings leads to cytoskeletal and mitochondrial damage. Nociceptor
nerve endings are defunctionalized for 12-14 weeks, providing long-lasting analgesia.

Thus, the nociceptor function of the nerve fibers and substance P (SP) release—which
is thought to be important signal for pain neurotransmission—also becomes impaired for
extended period [20,21]. These processes have been considered as potential mechanisms
of the analgesic action of topical capsaicin treatment, but several clinical studies proved
that SP receptor antagonists failed to be analgesics [22]. Anand and Bley (2011) suggested
that capsaicin has limited potential for transdermal delivery across human skin and that it
causes defunctionalization only of the cutaneous nociceptors [23].

Data corroborate that transdermal systems containing much smaller than defunction-
alizing doses of capsaicin might also be effective against neuropathic pain. A dermal patch
containing only 0.04% capsaicin alleviated postherpetic neuropathic pain in 60.1% of the
patients, 28.2% of whom exhibited increasing analgesia throughout 12 weeks [24]. A mixed
patient group suffering from either postherpetic or diabetic neuropathic pain experienced
analgesic effects of a transdermal patch containing 0.625% capsaicin [25].

It might be puzzling how such a small capsaicin content might exert effective analgesia.
Antinociceptive effects developed in the deeper musculoskeletal and joint areas could not
be explained by the desensitization of the cutaneous afferents [23]. The activation of
TRPV1 ion channels and consequent elevation of intracellular Ca?* concentration induces
neuropeptide release but does not damage the nerve endings. Many of these peptides
contribute to vasodilatation and plasma extravasation (e.g., substance P and calcitonin
gene-related peptide). Other peptides, such as somatostatin or endogenous opioids might
possess analgesic and anti-inflammatory actions [26]. The systemic antinociceptive effect
of somatostatin was proved in animal studies [14]. Human data also proposed that the
systemic analgesic effect of topical capsaicinoid treatment is related to the remarkable
increase in somatostatin concentration in the plasma [16].

In addition to the peripheral action, somatostatin exerts a central analgesic effect as
well [27]. Somatostatin immunoreactive structures were detected in lamina II of the lumbar
spinal cord of a rat and were proposed as the anatomical basis for somatostatin-induced
analgesia [28]. The expression of SSTR4 receptor mRNA was detected at various levels of
the murine and human neuronal pathways of pain sensation [29]. The analgesic effect of
somatostatin, including neuropathic pain, could be reproduced by selective sst4 receptor
agonists [29].

Figure 12 and Table 2 outline the benefits of the modified silicone-polymer TTS over
other types of transdermal systems. Membrane-controlled systems exhibit excellent drug
release kinetics, but they cannot be dosed by cutting the TTS (Figure 12A, Table 2). Drugs
in adhesive-type patches can be dosed by cutting and have simple structures, resulting
in cost-effective production. However, the drug release of this TTS type is unregulated
(Figure 12B, Table 2). Micro-reservoir systems possess better release kinetics and can be cut
to size. On the other hand, they are thicker than other TTS types. This results in inferior
flexibility and worse fit to the skin surface (Figure 12C, Table 2). Classical matrix diffusion
transdermal patches can be dosed by cutting, as well as display good flexibility and fit to the
skin. Nevertheless, their production might be complicated and expensive, and their drug
release kinetics fall short of those of membrane-controlled systems (Figure 12D, Table 2).
The modified silicone-polymer TTS described in our study combined the advantageous
flexibility and cuttable property of matrix diffusion systems with a simpler, less expensive
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production process and close to zero-order drug release kinetics rivaling those of membrane-
controlled patches (Figure 12E, Table 2). Altogether, the modified silicone-polymer TTS
had optimal characteristics for accurate and low-cost transdermal drug delivery.
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Figure 12. Schematic structures of the most frequent types of transdermal drug delivery systems.
The figure shows the membrane-controlled (A), drug in adhesive (B), micro-reservoir (C), classical
matrix diffusion (D) and modified silicone-polymer (E) systems.

Table 2. Comparison of properties of the most frequent types of transdermal therapeutic systems.

Type of TTS Drug Release Kinetics Dosing by Cutting Flexibility
Membrane-controlled close to zero-order no good
Drug in adhesive unregulated yes good
Micro-reservoir regulated no poor
Classical matrix diffusion regulated yes good
Modified silicone-polymer close to zero-order yes good

In summary, the transdermal patch described in the present paper offered the op-
portunity of low-dose topical capsaicin treatment without contaminating the hands or
clothing and allowing for precise dosing by cutting the patches to size. Moreover, our
technology offered outstanding release kinetics that might be exploited with other phar-
macons. Our transdermal system was subjected to both routine—Franz cell and Raman
spectroscopy—and innovative—flow-through cell—in vitro testing. In our opinion, cir-
cumstances in the flow-through cell modeled those in the cutaneous tissues during the
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release of the active substance from the dermal patch more precisely. We chose well-
established animal models of nociception to investigate our transdermal system. The
increasing-temperature water bath is not a widely known method, despite being validated
in a surgical paw incision pain model with opioids and NSAIDs [30]. The exposition of the
whole paw surface to heat is a profound advantage in the surgical incision model because
different areas of the paw might exhibit different grades of hyperalgesia. This practically
makes mechanical testing at least challenging, if not impossible. To the contrary, classical
carrageenan-induced paw inflammation enables easy and effective testing of mechanical
hyperalgesia by dynamic plantar esthesiometry [31]. Animals undergoing carrageenan-
induced paw inflammation do not exhibit heat hyperalgesia. These methods might be
well-suited for the testing of other transdermal therapeutic systems.

4. Materials and Methods
4.1. Chemicals

RT-601 A™ addition-crosslinkable polydimethylsiloxane- («, w) -divinyl and RT-601
B™ crosslinker were from Wacker GmbH, Munich Germany. Glycerol was purchased from
Molar Chemicals Ltd., Halasztelek, Hungary. Polysorbate 20 was obtained from Molar
Chemicals Ltd., Halasztelek, Hungary. Capsaicin was purchased from Chillies Export
House Limited, Virudhunagar, Tamil Nadu, India.

4.2. Production of Capsaicin-Containing Transdermal Patches

TTS samples used in animal experiments were prepared on a paper substrate laminated
on aluminum foil of 0.4 mm thickness. Capsaicin was mixed into silicone matrix carriers.
Our raw material was RT-601 A™ addition-crosslinkable polydimethylsiloxane- (x, w)-
divinyl. Capsaicin was dissolved in glycerol by heating and was added to the silicone stock.
Crystalline capsaicin was also added to our mixture. Capsaicin was diluted with calcium
carbonate. Calcium carbonate as an inert excipient was added to the samples only to ensure
accurate balancing. If needed, liquid glycerol and polysorbate 20 were added. RT-601 B
crosslinker was added to the mixture under stirring. After the components were weighed,
mixtures were homogenized and spread on a supporting film at a thickness of 0.4 mm.
The layer was crosslinked at 70 °C. The procedure was finished in 60 min. After that, we
spread a second regulator layer (Figure 1) that did not contain capsaicin, only glycerol and
polysorbate. The second layer was crosslinked at 70 °C for 60 min. Samples were rested for
48 h and examined afterwards. We made two compositions: a lower (1 mg/g capsaicin) and
a higher (2.3 mg /g capsaicin) capsaicin-containing sample. The compositions of samples
of 1 mg/g and 2.3 mg/g were as follows (Tables 3 and 4).

Table 3. Chemical composition of the low-dose capsaicin patch (1 mg/g).

Patch Layer Layer Thickness Component Content
Capsaicin (solid, triturated) 3.60%
Capsaicin (solution) 3.75%
. Glycerol 13.16%
Drug carrier layer 0.4 mm Polysorbate 20 3.95%
RT 601 A 69.32%
RT 601 B 7.83%
Glycerol 12.05%
Polysorbate 20 4.00%
Regulator layer 0.1 mm RT 601 A 74.21%
RT 601 B 9.69%

Total capsaicin content 1mg/g patch
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Table 4. High-dose capsaicin patch.
Patch Layer Layer Thickness Component Content
Capsaicin (solid, triturated) 8.36%
Capsaicin (solution) 5.58%
. Glycerol 10.52%
Drug carrier layer 0.4 mm Polysorbate 20 5.69%
RT 601 A 62.89%
RT 601 B 6.98%
Glycerol 11.88%
Polysorbate 20 3.43%
Regulator layer 0.1 mm RT 601 A 76.21%
RT 601 B 8.46%
Total capsaicin content 2.3 mg/g patch

4.3. Measurement of the In Vitro Release of Capsaicin-Containing Transdermal Patches

In vitro testing was performed in two ways. First, we measured in a Franz cell [32],
which modeled the static and vertical subcutaneous drug dissolution. In the second method,
patches were examined in a flow-through cellular device that mimicked the dissolute drug
concentration in the blood (Figure 13).

Silicone patch

Dissolving liquid out Dissolving liquid container

1

UV spectro-
photometer

Silicone patch

Peristaltic pump

Dissolving liquid in Dissolving liquid

Drug-dissolving liquid
Figure 13. Flow-through cell.

4.3.1. Investigation of Drug Release and Permeation with Franz Diffusion Cell

In vitro release tests (IVRTs) and in vitro permeation tests (IVPTs) were performed. A
vertical Franz-type diffusion cell (Hanson Microette TM Topical and Transdermal Diffusion
Cell System, Hanson Research Corporation, Los Angeles, CA, USA) was used to model
the capsaicin release from the patches in the case of the IVRT, as well as drug permeation
through human heat-separated epidermis (HSE) in the case of the IVPT. The preparation of
HSE was the following: excised human subcutaneous fat-free skin was placed in a water
bath (60 £ 0.5 °C), and the epidermis was separated from the dermis.

Around 250 mg of each patch (1.77 cm?) was used as the donor phase. The patches
were placed in the donor chamber directly in the case of the IVRT. In the case of the IVPT,
the donor and receptor phases were separated by HSE.

The receptor phase was thermostated phosphate buffer (PBS pH 7.4 £ 0.15) and 25%
w/w 96% ethanol at 32 °C £ 0.5 °C. The investigation lasted for 24 h. The stirring speed
was 450 rpm. The concentration of the drug was examined by high-performance liquid
chromatography (HPLC). HPLC analysis was carried out with a Shimadzu NEXERA X2
HPLC system (Shimadzu Corporation, Tokyo, Japan). A Kinetex C18 150 mm X 4.6 mm
packed with a 3 pm (Phenomenex Inc., Torrance, CA, USA) column was used. Acetonitrile
in a ratio of 30:70 with a flow rate of 1 mL/min was applied during isocratic elution with
HPLC-grade water. Prior to the elution, the eluent was degassed and filtered through a
0.45 pum pore size glass filter funnel. The run time was 4 min, and the retention time of
capsaicin was 2.3 min. Detection was performed via absorption at 280 4= 4 nm. A sample
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volume of 20 uL was injected, and the elution was carried out at a sample temperature of
25 °C and a column temperature of 45 °C.

4.3.2. Mathematical Evaluation

The data were the averages of the results of 6 experiments + standard deviations.
Release and permeation profiles of the patches were obtained. The cumulative amounts
of capsaicin released and permeated per cm? at 24 h were calculated. The flux (J) was the
slope of the cumulative amounts of released and permeated capsaicin (iug/cm?) versus
the square root of time (h/2) in the case of the IVRT and versus time (h) in the case of the
IVPT [33].

4.3.3. Flow-Through Cell

Samples (12.56 cm? each) of patches were tested for modified IVRT in a flow-through
cell (4 cm diameter and 5 cm® sample volume) at 37 °C. The flow rate (PBS, 5% w/w glycerol)
was 25 mL/h, and the capsaicin content was determined hourly with a spectrophotometer
(Perkin-Elmer Lambda 25, PerkinElmer Inc., Waltham, MA, USA). Detection was performed
via absorption at 227 nm.

4.4. Investigation of Skin Permeation with Raman Microscopy

Excised human subcutaneous fat-free skin (epidermis and dermis) was obtained from
a Caucasian female patient who underwent abdominal plastic surgery. Samples of patches
(1.77 cm?) were placed on the skin surface for 3 h at 32 °C. The treated skin samples were
frozen and sectioned (10 pm thick cross-sections) with a Leica CM1950 cryostat (Leica
Biosystems GmbH, Wetzlar, Germany).

The microtomed skin samples were placed on an aluminum surface with the SC
towards the top of the plate.

Raman spectroscopic measurements were performed with a Thermo Fisher DXR Dis-
persive Raman Spectrometer (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) equipped
with a CCD camera and a diode laser.

A laser light source of 780 nm wavelength was used with a maximum power of 24 mW,
minimizing the effect of fluorescence. The microscopic lens used for the measurements had
50 x magnification, and the aperture of the pinhole was 25 um. In the case of chemical
mapping, a 200 pm x 1800 um area was investigated; the step size was 50 um both
vertically and horizontally. Each spectrum was produced from 16 scans with an exposure
time of 2 s. Altogether, 205 spectra were registered. For analyzing the treated vs. untreated
skin samples, capsaicin was used as a reference. Data acquisition and analysis were
accomplished using OMNICTMS.2 Dispersive Raman software package (Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

4.5. In Vitro Measurement
4.5.1. Animals

Male Wistar rats of 125-150 g in weight were purchased from ToxiCoop Zrt., Budapest,
Hungary. The rats were kept at the Department of Pharmacology and Pharmacotherapy,
Medical School University of Pécs, under standard pathogen-free conditions with freely
available food pellets and water. Experiments conformed to the 40/2013., II. 14. Hungarian
Government regulation on the protection of animals used for scientific purposes, to the
European Communities Council Directive 2010/63/EU, and to the requirements of the
International Association for the Study of Pain (IASP). Experiments were approved by
the Ethics Committee on Animal Research of the University of Pécs and the National
Scientific Ethical Committee on Animal Experimentation of Hungary (license number
BA02/2000-8/2018, 28/02/2018). The dorsal skin of the animals was epilated with com-
mercial epilation cream from the nape to the hip under ketamine and xylazine anesthesia
(80 and 10 mg/kg i.p.) 2 days before the animals participated in experiments.
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4.5.2. Surgical Incision of the Hind Paw

Animals were anesthetized with sodium pentobarbital (50 mg/kg i.p.), and the plantar
surface of one hind paw was treated with povidone iodine. Sides subjected to surgery were
randomized. The paw was incised at a wound length of 10 mm with a scalpel. The depth
of the incision reached the muscle layer. The wound was closed with two 6.0 sutures and
treated with povidone iodine [26,30]. Capsaicin-releasing dermal patches were applied
according to 2 schedules. In one set of experiments, patches were attached to the dorsal
skin right after the paw incision when the pentobarbital anesthesia still lasted (immediate
application). In other experiments, patches were applied 18 h after the incision (delayed
application). The size of the patches was 3 cm x 6 cm. Patches were fixed to the animals
with commercial adhesive bandages. Adhesive bandages without dermal patches were
used as the control. Patches were kept on the animals for 6 h in both experimental designs.
After the six-hour interval, the thermal pain threshold of the hind paws was measured with
increasing-temperature water bath (Experimetria Kft., Budapest, Hungary). Both hind legs
of rats were submerged into water separately.

The water was heated from 30 °C to 51 °C with a velocity of 24 °C/min. The heating
was stopped by a foot switch when the animal removed the paw from the water, and water
temperature was recorded. The animals were habituated to handling by the experimenter
and the instrument 3 times, and baseline values were taken.

4.5.3. Carrageenan-Induced Paw Inflammation

Carrageenan was dissolved in physiological saline under gentle heating (3% m/v).
Carrageenan was injected intraplantarly into one hind paw of rats. The contralateral paw
was injected with saline [31]. Capsaicin-loaded dermal patches were applied to the backs
of animals 18 h after carrageenan injection. The size of the patches was 3 cm X 6 cm.
Patches were fixed to the animals with commercial adhesive tape. Bandages without
dermal patches were used as the control. Six hours later, the mechanical pain threshold
of the hind paws was detected by dynamic plantar esthesiometry (Ugo Basile, Gemonio,
Italy). Rats were placed into the compartments of the instrument 10 min before the test.
The force exerted by the stimulator reached 50 g in 5 s. The value inducing nocifensive
behavior was automatically displayed. Baseline measurements were performed 3 times
before the actual experiment. Lowered pain threshold was confirmed by the detection of
mechanical hyperalgesia before the application of transdermal patches.

4.5.4. Statistical Analysis

The results were evaluated and analyzed statistically with one-way (in vivo studies)
or two-way (in vitro experiments) analyses of variance, followed by Bonferroni’s multiple
comparisons test using Prism from Windows software (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA, access date: 1st of January, 2022). The data were the means of the results of
6 experiments + standard deviations (p < 0.05 was *, p < 0.01 was **, and p < 0.001 was ***
vs. control) [34,35].

5. Conclusions

Our silicone-based TTS displayed long-lasting, controlled, dose-dependent release
and permeation of capsaicin. The higher-dose (2.3 mg/g) capsaicin-containing TTS was
capable to deliver the active ingredient to the target receptors in the dermis and exerted
systemic antinociceptive action.

We presumed that activation of the TRPV1 ion channels on the sensory nerve endings
in the patch-treated dorsal skin exerted the release of inflammatory neuropeptides, such
as SP and CGRP, inducing local warmth and painful redness. In addition, antinociceptive
mediators, such as somatostatin and opioid peptides, were released from the central
peripheral endings of the primary afferents, regulating the pain pathway. The systemic
analgesic effect of the low-dose capsaicin patch could be explained by these sensocrine
regulatory mechanisms.
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Further experiments involving a TTS loaded with various detergents and other excipi-
ents possessing unexplored potentials may offer further optimization of substance release
and increased therapeutic value.
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