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1. Roviditések magyarazata

ABC-transzporter = ATP-binding casette
transzporter

AFM = atomic force microscopy, atomeré
mikroszkop

API = Active Pharmaceutical Ingredient,
hatdéanyag

ATP = adenozin-trifoszfat
BBB = blood-brain barrier, vér-agy gat

DLS = dynamic light scattering, dinamikus
1ézer-fényszoras

DSC = differential scanning calorimetry,
differencialis pasztazo kalorimetria

EPR = Enhanced permeability and retention
effect

FDA = Food and Drug Administration

FTEM = freeze fracture transmission electron
microscopy, fagyasztva toréses
elektronmikroszkdpia

FT-IR = Fourier transform infrared
spectroscopy

Gl-traktus = gasztrointesztinalis traktus
GLUT-1 = gliikoz facilitalt transzporter
IL-2, -6, -8 = interleukin-2, -6, -8

KIR = kozponti idegrendszer

MLV = Multilamellar Vesicle, multilamellaris
vezikula

MOF = multi-organ failure

MVV = multilamellar vesicle, multivezikularis
vezikula

NIR = kozeli infravoros spektroszkopia

NMR = magneses magrezonancia
spektroszkopia

NSEM = negative stain electron microscopy
PAT = Process Analytical Tehnology
PEG = poli(etilén-glikol)

PGA = poliglikolsav

P-gp = P-glikoprotein

PLA = politejsav

PLA; = foszfolipaz-A,

QbD = Quality by Design

SEM = scanning electron microsopy
SPM = scanning probe microscopy

STM = scanning tunneling microscopy
TEM = transmission electron microscopy

TfRscFv = anti-transzferrin receptor lanc-
fragmentum

TNF-a = tumor nekrozis faktor a

ULV = Unilamellar Vesicle, egyrétegii
vezikula



2. Bevezetés

A nanotechnologia multidiszciplinaris teriilet, amely funkcioval rendelkezd,
nanomeéreti (1-100 nm) objektumok tervezését €s eldallitasat foglalja magiba. A
,nano” kifejezés a nanométeres mérettartomanyra utal. A nanopartikulumok mérete a
biomolekuldk (fehérjék, receptorok, virusok, stb) méretével vethetd Ossze, igy ezek a
részecskék méretiiknél fogva konnyebben bejutnak a sejtekbe [1,2]. A
nanotechnoldgia szamos ipari és tudomanyos teriiletet forradalmasitott, beleértve a
biotechnoldgiat, a gydgyszertudomanyt és a félvezeto-ipart; egyik igéretes teriilete a
nanomedicina, vagyis a nanoméretii anyagokkal torténd teranosztikai modszerek

hasznalata.

A hatéanyagok kedvezétlen tulajdonsagainak (toxicitds, mellékhatasok, fizikai-
kémiai instabilitds, kedvezdtlen biodisztribucio, gyors metabolizmus) hatésait
kikiiszobolendd szdmos modszer létezik: a vegyiilet kémiai valtoztatdsa, alternativ
beviteli kapuk alkalmazasa és a relevans transzport-, valamint metabolizald
folyamatok befolyasolasa. A gydgyszertechnologia eszkoztara emellett a specialis

hatéanyaghordozo-rendszerek (drug-delivery systems) képében nytjt megoldast.

A nanohordozok (farmakoszoma, etoszoma, kochleat, liposzoma, nioszoma, szilard
lipid diszperzidk, dendrimerek, stb) az ) gydgyszerhordozé rendszerekhez tartoznak.
Segitségiikkel megvalosithatd a hatéanyagok térben ¢és idében programozott
felszabadulasa (,,controlled drug release”, 3. generacids készitmények), illetve a
célszervbe vald szelektiv bejuttatdsa (,targeted therapeutic system”, 4. generdcios

készitmények) [3].

A szakdolgozat téméja a pancreas tumorok és a pancreatitis kezelésére szant
nanohordozok preformulacios vizsgalata. A pancreas exocrin és endokrin mirigyként
funkcional6 szerv, és rendkiviil fontos szerepe van a cukorhaztartds fenntartasaban,
illetve az emésztés folyamatdban. Mind a pancreas carcinoma, mind akut gyulladdsos
megbetegedése elfogadhatatlanul magas mortalitassal jar. A tumoros elvaltozas
terapidjanak problémdja a gyors rezisztencia kialakulasa, illetve a nem megfeleld

hatéanyagbevitel; az akut pancreatitisnek pedig nincs specifikus terdpidja, csak tiineti



kezelése van. A Szegedi Tudomanyegyetemen zajlo, multidiszciplinaris kutatdsi
projekt (TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0035) e két korkép terapiajanak

fejlesztéseét tlizte ki célul.

A nanohordozok nagy eldrelépést jelentenek az orvostudoméanyban a személyre
szabott orvoslas, a minél koraibb diagnozis felallitasa és egyidejileg a célzott
hatéanyagbevitel irdnyaba. Az ipari méretli, koltséghatékony eldallitas érdekében
azonban nagy sziikség van a QbD, PAT ¢és Risk management elvei alapjan az
eldallitasi koriilmények €s a termék mindségét befolyasold faktorok mélyre hatd
ismeretére. Kisérletes munkam ezzel Osszhangban, a célzott hatéanyagleadasu

liposzoémak és nioszomak preformuléacios vizsgalataira koncentralt.



3. Célkitiizés

A Szegedi Tudomanyegyetem Gyogyszertechnologiai Intézetében végzett
tudomanyos diakkéri munkdm témaja liposzomak ¢és nioszomak preformulacios
vizsgalata volt. Korabbi kisérletek alapjan in vivo koriilmények kozott eredményesnek
bizonyult Osszetételek tovabbfejlesztését tiiztem ki célul. Elsé [épésként - a
preformulacios szakaszban kisérlettervezési modszert alkalmazva - fokuszalva a nem
biodegradabilis komponensek mennyiségének csokkentésére, elhagyasara, illetve egy

robusztus, reprodukalhaté mindségli terméket ado szintézismddszer kidolgozésara.

A szakdolgozat els¢ fele a relevans irodalmi eldzményeket mutatja be roviden.
Csoportositja a leggyakrabban alkalmazott nanohordozo tipusokat, kitérve az egyes
tipusok jellegzetességeire. Leirja ezen nanorészecskék jellemzd vizsgalati mddszereit,
beleértve a rezgési Spektrometriai, termoanalitikai és fizikai-kémiai
karakterizaciéos moédszereket. A kisérletes munka masodik, f6 célpontjahoz
kapcsoloddan bemutatja a hasnyalmirigy élettani funkcidjat és két patologias
elvaltozasat, az akut pancreatitist és a pancreas tumort, kitérve a konvencionalis

kezelésre és a legujabb terapias lehetdségekre.

crer

foglalkozik. A szakdolgozat masodik fele felsorolja az elvégzett preformulacids
vizsgalatokat, beleértve a felhasznalt anyagok rovid jellemzését és a faktorialis terv
alapjan elkészitett modellkeverékek szerkezetvizsgalatit. Bemutatja a liposzomak
szintézisére alkalmazott lipid-film hidralasi technikat, majd bemutatja az igy

eldallitott termék karakterizacios vizsgalatainak eredményét.



4. lIrodalmi attekintés

4.1. Nanoméretii gyogyszerhordozo rendszerek
A mikro- és nanohordozok kialakitasanak kettés célja van: csokkenteni a
hatéanyagok hatranyos tulajdonsagait ¢és tartds, szabalyozott vagy célzott

gyogyszerleadast biztositani [4].

A régota hasznalt hatdanyagok Ujraformulalasaval csokkenthetdek a mellékhatasok
¢s novelhetd a compliance, kovetkezetesen csokkennek az egészségiigyi kiadasok. A
célzott hatdéanyag-leadasi nanohordozok hasznalataval csokkentheté a dozis, amely
hasznos az ép szovetekre karos és draga vegyliletek esetén. Tovabbi elonyiik, hogy
érzékeny hatéanyagok (pl. polipeptid és nukleinsav tipusi molekuldk) is a fiziologias

hatasoktol védve, biztonsagosan eljuttathatdak a terapias célpontig ezen az titon [1].

Tobb ujonnan felfedezett hatdanyag a rossz vizoldékonysag, kovetkezetesen az
alacsony biohasznosithatosag miatt nem valik gyogyszerré. A hidrofob hatéanyagok
oldékonysaganak novelésére alkalmasak lehetnek a micelldk, amelyek hidrofob
magjukba vald inkorporalassal szolubilizalni tudjak ezeket az anyagokat [1]. A
vizoldékonysag szintén javithatd mikroemulzidba vitellel, vagy polimer-adduktum
1étrehozasaval. Az egyik leggyakrabban vizsgalt biodegradabilis nanohordozoé tipus a
liposzoma, alkalmazasaval jelentdsen csokkenthetd a mellékhatasok, a toxicitas és a
gyors metabolizmus [4]. A liposzomakon eredetileg a biologiai membranok
viselkedését tanulmanyoztak, de kedvezd tulajdonsigai révén az 1970-es évektdl
kezdve, mint hatéanyag-hordozé rendszert kezdtek el vizsgalni [5]. A membran-
diffizié révén egyrészt szabalyozott gyogyszerleadds biztosithatd, a liposzdéma
feliiletének modositasaval pedig a kiilonb6zd hatdéanyagok a célszdvetbe vagy a célsejt

kornyékére juttathatoak [4].

A célzott hatéanyagbevitelre gyakran a szovetek patofiziologias elvaltozasai
nyujtanak lehetéséget. Igy példaul a tumorokban és a gyulladt szovetekben né az erek
permeabilitdsa, mindekézben romlik a nyirokkeringés, és igy ndé a nanohordozo
rendszerek extravazacidja és visszatartasa. A nanoméretli rendszerek hajlamosak a

retikuloendotelialis rendszerben (a maj és a 1ép makrofagaiban) akkumulalodni [1].
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A nagyméretli liposzomak (> 100 nm) részére a kapillarisfalak barriert képeznek,
emiatt az intravazalis térben maradnak. A liposzoméakat a RES rendszer fagocitalo
sejtjei (monocitak, maj, 1ép, csontveld fix szoveti makrofagjai) felveszik, ezek koziil
maximalis hatékonysagu a Kupfer-sejt. A RES clearance i.v. adagolassal telithetd,
ezzel novekszik a biologiai féléletidd, masként a felezési keringési 1d6. A vérbol

torténd eliminaciot a Michaelis-Menten Osszefiiggés irja le.

A kisméretli liposzomak (<100 nm) atjutnak a ma; kapillarisain is, ezaltal a

majparenchyma-sejtek altali clearance is érvényesiilhet (ez nem szaturalhato).

A nanoméretli gyogyszerhordozd rendszerekkel szemben megfogalmazott

kovetelmények:

- bioldgiai kompatibilitas, 6sszeférhetdség a fiziologias koriilményekkel
- biodegradabilités

- az API megfelel6 adagjanak befogadasara val6 alkalmassag

- stabilitas (fizikai, kémiai, mikrobiologiai)

- szabalyozott hatoanyag-felszabadulas

- ahordozo ne novelje a toxicitast

- a parenteralis bevitelre szant készitmények sterilezhetéek legyenek [4].

4.2. A nanoméreti gyogyszerhordozo rendszerek csoportositasa

4.2.1. Lipidalapui hordozodk: liposzomak

A liposzéma elnevezés a gordg ’lipos’ (zsir) és ’soma’(test) szavakbol ered, és
olyan szerkezetet jelez, amelyben egy zsiros kiilsé burok vesz korbe egy vizes belsd
fazist. Az FDA definicidja szerint a liposzémak olyan mikrovezikulak, amelyek
amfipatikus lipid molekuldk 1 vagy tobb kettOsrétegébdl allnak és egy vagy tobb vizes
kompartmentet zarnak kozre, a liposzomas gyogyszerkészitmények pedig olyan

gyogyszerkészitmények, amelyek hatdéanyagot hordozé (a belsd, hidrofil fazisban



oldva, vagy a lipofil karakterii lipidmembranba agyazva) liposzomakat tartalmaznak

[6].

Osszehasonlitva mas hatéanyag-bezar6 modszerekkel (kitozan- és alginat alapu
hordozdk) tobb eldnyiik van, mert kiilonb6zé oldékonysagi anyagok bezarasara
képesek, kiilonbozé modszerekkel célzott API-leadast lehet veliik elérni, és ipari
méretben lehet eldallitani Oket természetes eredetli komponensekbdl. A liposzomaba
zéart hatdéanyag védve van a szabad gyokoktol, a fémionoktdl, a kémhatas, elektrolit-

Osszetétel valtozasaitol és az enzimek hatasaitol [1].
A liposzomakat szerkezetiik alapjan lehet csoportositani (1. abra):

o Multilamellaris vezikulak (MLV): tobb, koncentrikus kettdsrétegli membran
,,héjbol” allnak

e Multivezikularis vezikulak (MVV): tobb, kisméretli, nem koncentrikusan
elhelyezkedd vezikula van egy nagyobb lipid kettdsrétegen beliil

e Unilamellaris vezikulak (ULV): egy darab kettGsrétegbdl épiilnek fel [1]

>500 nm
o | 5-25 lipid kettosréteg

SUV ;. LUV

20-100 nm

1 lipid kettdsréteg

>100 nm
1 lipid kettsréteg

1. abra: A liposzomak csoportositasa szerkezetiik alapjan [1]

A nanoliposzoma elnevezést a nanoméreti liposzomakra hasznaljak, amelyek
ugyanolyan fizikai, szerkezeti és termodinamikai tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint

a nagyobb, kolloid vagy mikroméretii liposzomak. A liposzomak eldallitasahoz



energiabefektetés sziikséges, mert a lipid-foszfolipid fazist diszpergalni kell a vizes
fazisban. A liposzomak hajlamosak aggregalodasra ¢és a koaleszcencidra (vezikulumok

Osszeolvadasa), amely a méret novekedéséhez vezethet [1].

A liposzoméak feliiletének mdédositasaval lehetdség nyilik a célzott
hatdanyagbevitelre:

1. a PEG-ilalas révén megnovekedett biologiai féléletidd és az EPR-effektus révén
a liposzomak akkumulalodnak bizonyos szovetekben

2. a feliiletre csatolt targetal6 ligand (monoklondlis antitest, vagy annak Fab
fragmense, folat, transzferrin) specifikusan felismeri és kotodik a sejtfelszinen
1év6 receptorhoz

3. a lokalis viszonyokra érzékeny komponensek révén adott szovetekben szétesd
liposzomakat lehet eldallitani (pl. pH- és hémérsékletre szenzitiv ingerérzékeny
polimerekkel)

4. intracelluléris célpont esetén sejtbe penetrald peptidek segitségével lehet elérni

a célzott bevitelt [7].

A hagyomanyos liposzoméak hasznalata limitalt, mert a mononuklearis fagocita
rendszer (monocytak) feladatanak megfeleléen hamar folveszi éket. Kivételt jelenthet
az un. passziv targetalas modszere, ennek sordn a tumorszovet altal atjarhatobba tett
kapillarisfalon kis méreténél fogva a liposzoma passziv mdédon képes elhagyni az
intravazalis teret (pl. az EndoTag-1° készitmény). A liposzéma feliiletének
moddositasaval az opszonizacid csokkenthetd, igy hosszabb bioldgiai féléletidd érhetd
el a vérdramban. Ilyen moddszer a PEG-ilalas, amelynek sordn PEG vagy POE
szarmazékokat kovalensen a feliilethez kotnek, vagy abba bedgyaznak, ennek hatasara

a stabilitas és a véraramban 1évo féléletidé novekszik [8].

A PEG-lancok valészintileg konformacios flexibilitasuk és vizmegkotd képességiik
révén taszitjdk az opszonizald fehérjéket, igy csokken a liposzomak felvétele a
makrofagokba [7]. Prolongalt keringési idejii immunoliposzomak készitése két moédon
torténhet: az antitest beagyazasaval a membranba, illetve a PEG-lancok disztalis
végeéhez vald csatoldsaval; ez utdbbi az antigén-antitest kotddés szempontjabol

elénydsebb, mivel sztérikusan nem gatolt. A monoklondlis antitestek magas ara miatt
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egyéb targetald molekuldkat is hasznalnak, pl. folsavat ¢&s transzferrint.
Tumorspecifikus célzas esetén jol alkalmazhatéak a targetdldo ligandok, mert a
daganatsejtek felszinén ezen receptorok gyakran nagyobb szamban expresszalodnak,

mint az egészséges sejteken [8].

A B C

2. abra: Liposzomak evolucioja [9]

A 2. abra szemlélteti a liposzomdak fejlédését az utobbi évtizedekben. Az (A) jeli
hordozé egy hagyomanyos liposzomat abrdzol, kozbezart terében vizoldékony
hatdanyaggal (a), illetve lipidoldékony hatéanyaggal (b) a membranba dgyazva vagy
szolubilizalva. A (B) jelit immunliposzoma a kettdsréteg foszfolipidjeihez kovalensen
kotott antitestet (c) tartalmaz. A (d) jell antitest egy hidrofob lanc segitségével van a
membrdnhoz horgonyozva. A megnovelt keringési idejii (stealth) liposzomakat (C)
védo polimerrel (e, pl. PEG) vonjdk be, amely kivédi az opszonizald agensek (f)
feliilethez valo kotddését. A (D) jelli immunoliposzéma egyarant hordoz targetald
antitestet, illetve véddpolimert; az antitestet a liposzéma feliiletéhez (g), vagy a
polimer lancokhoz lehet kotni (h), ez utdbbi sztérikusan eldnydsebb. Az 1j generacids

liposzomak (E) esetén a feliilet tobb mddon is mddosithato:

e véddpolimer (i) és targetalo ligand (j)

e diagnosztikai célu jelzés (labeling) (k)

e pozitiv toltési lipidek bedgyazasa, DNS-komplex képzésére képesek (m)

e ingerérzékeny polimer (0) — pl. kémiai inger hatasara a kettosréteget megbontja
e sejt-penetrald peptid (p)

e virus-eredetli elemek (q)

e magneses részecskék (r) a magneses liposzoma-célzashoz



e fluoreszcens molekulak (s) a mikroszkopos analizishez [9], hatéanyag-

méréséhez

4.2.2. Polimer nanohordozék

A polimerek (leggyakrabban politejsav (PLA) és poliglikolsav (PGA)) szdmos
eldnyds  tulajdonsdggal  rendelkeznek  (biodegradabilitas, biokompatibilitas,
funkcionalizalhatosag), amelyeket nanohordozok szintézisénél kihasznéalhatoak
lehetnek. A polimer hordozdba vald inkorporalds nagyobb kontrollalhatosagot jelent,
pl. elérhetd a hatdoanyag nulladrendi kinetikaval valo felszabadulasa. Egyes szintetikus
polimerek (pl. PEG) hibrid nanohordozok eldallitasara is alkalmasak: a PEGilalt
liposzomak (stealth liposome) hosszabb keringési idével rendelkeznek, mint a
hagyomanyos liposzomdk. A dendrimerek gazdagon eldgaz6 makromolekulakbol

allnak, a hatéanyaggal komplexet képeznek vagy bezarjak azt [1].

4.2.3. Nioszomak

A nemionos feliiletaktiv anyagok kedvezd aruk, stabilitasuk ¢€s konnytl
tarolhatosaguk miatt a foszfolipidek alternativai lehetnek. A nemionos feliiletaktiv
anyagbdl szintetizalt vezikulumok a nioszoémak, amelyeket az egyéb nanohordozoknal
fellép6 problémak (sterilezés, ipari méretli gyartas, fizikai-kémiai stabilitas)
kikiiszobolése végett fejlesztettek. Koleszterin, toltéssel rendelkezé molekulak és
nemionos feliiletaktiv anyagok (pl. monoalkyl ¢és dialkyl polyoxethylene ether)
keverékébol allitjak elé oket energiabefektetéssel (pl. ultrahangos diszpergalas).
Hasonléan a liposzomékhoz, képesek hidrofil és hidrofob hatéanyagok bezarasara, és
egy- vagy tobbrétegli kettds szerkezetiiek lehetnek. Elényiik a hosszatavu fizikai-
kémiai stabilitas, koltséghatékonysag, 1éptékndvelhetd robosztus eldallitas, illetve az a

tény, hogy szintézisiikhdz nincs sziikség veszélyes szerves olddszerekre [1].
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4.3. Nanoméretii hordozérendszerek vizsgilata

A termékfejlesztés nehezen tart Iépést az alapkutatasi €s fejlesztési eredményekkel,
foleg a tapasztalt fizikai stabilitasi problémak és a termékmindség
megjosolhatatlansdga miatt. A QbD, PAT ¢és Risk managament megkdzelités alapjan a

jovoben sziikség lesz a formulalasi és a gyartasi folyamatok mélyebb megértésére [6].

Az FDA 2002-ben ideiglenes ajanlasgylijteményt adott ki az ipar szamara a
liposzomalis gyogyszerkészitményekrél (*Guidance for industry on liposome drug
products’). A liposzomaba zart hatéanyag eltér6 farmakokinetikai profillal
rendelkezik, mint a nem liposzoma alapu gyogyszerkészitményben, ezért a
biztonsagos alkalmazas érdekében nélkiilozhetetlen a farmakokinetikai-megoszlasi
profil (PK/TD) megallapitasa. Az ajanlas kitér arra i, hogy a nanorészecskék fizikai-
kémiai tulajdonsagai kritikusak a liposzomalis gyogyszerkészitmények mindsége €s
hatdsossdga szempontjabdl, ezért ezen készitmények esetében kovetelmény a fizikai-

kémiai karakterizacio [10].

Ezek a rendszerek érzékenyek a gyartasi koriilmények kis valtozasaira is, beleértve
a felhasznalt lipidkomponensek mindségét és tisztasagat is. Fontos, hogy a mindséget
szignifikansan befolyasold koriilményeket azonositani és vizsgalni sziikséges mar a
fejlesztési fazisban. Kritikus mindségi pont a fizikai-kémiai stabilitas, ezért vizsgalni
kell mind a hatéanyagot tartalmaz6, mind a hatéanyagmentes liposzomakat is,
valamint az in vivo, szervezetben megfigyelhetd stabilitast is. Mivel a liposzomas
készitmények jo része parenterdlis adagolasu, a terméknek sterilnek kell lennie; a
sterilezési eljaras nagy koriiltekintést igényel a liposzomak fizikai és kémiai

komplexitasa kovetkeztében [6].

4.3.1. Rezgési spektroszkopia [11]

A rezgési spektroszkopiai modszerek a hullamhossz-tartomany szerint tobb tipusra
oszthatok fel, ezek koziil a kozeli infravorés (NIR) és a Raman-technika a
legfontosabbak. Széles korben alkalmazhat6 analitikai modszerek, mintdk egyszeri

azonositasatol a teljes, kvalitativ, illetve megkdtésekkel kvantitativ elemzésig
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hasznalhatoak. E két modszer képes kiegésziteni egymast - altalanossagban
elmondhat6, hogy az IR-technika a polaros csoportok aszimmetrikus rezgéseire, a

Raman pedig az apolaros csoportok szimmetrikus rezgéseire érzékeny.

A rezgesi spektroszkopia a molekuldk rezgései és az elektromagneses sugarzas
kozotti  kolesonhatdst  vizsgdlja. A rezgési savokat az intenzitisukkal, a
frekvenciajukkal és az alakjukkal lehet jellemezni, amelyek az adott molekulat felépitd
atomok tomegétdl, geometriai elrendezddésétél ¢€s az intramolekularis kotések
er6sségétdl fliggenek. Mivel minden molekula rezgési energidja mas, ezek a technikak

un. ujjlenyomat-spektrumot adnak.

A Raman és NIR spektrum vizsgalataval kvantitativ és kvalitativ informaciéhoz
juthatunk. Az AUC (csucs alatti teriilet) a Lambert-Beer torvény alapjan 6sszefiigg a
koncentracioval (szamolni kell a relativ intenzitassal), a cstucsok helyzete pedig az
anyagi mindségtol fligg. Egy-egy Karakterisztikus csucs vagy savtartomany
megjelenése, eltlinése vagy eltolédasa a funkcids csoport vagy kotéscsoport kémiai
kornyezetének megvaltozadsara utal. Az egyszerli mintaelOkészités €és a mérés
gyorsasaga révén a Raman technika alkalmas ipari folyamatok in-line ellenérzéseinek
kivitelezésére. A modszer egyik elénye, hogy nem sziikséges a rezgési savok
asszignalasa ahhoz, hogy a termék mindségérdl informacidt nyerjiink; mar a kapott

spektrumok ujjlenyomat-tartomanyanak egyszerti 6sszehasonlitasa elegendé hozza.

4.3.2. Termoanalitikai vizsgalatok

A DSC (differencidlis pasztazo kalorimetria) széles korben alkalmazott analitikai
mddszer a gyogyszertechnoldgidban. A gyogyszerkészitmények preformulacios
vizsgalataihoz tartozik az eldallitas sordn fellépd hohatasok (hdstressz hatdsara

keletkezd szerkezeti valtozasok) vizsgalata.

A DSC-gorbe kvalitativ és kvantitativ analizist tesz lehetévé. A liposzomak és
nioszomak esetében a komponensek keverékének tivegesedési (Ty) vagy olvadasi
homérséklet-tartomanyardl (Tn) lehet informaciot nyerni. A mérési gorbék minimum

¢s maximum értékeibdl a fazisdtmenetek homérsékletértékeit kapjuk meg, a gorbe
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alatti teriilet pedig az atmenet hdigényével fiigg 6ssze. Azonban nem csak a cstcsok
helyzete fontos, hanem azok alakja is: ha a komponensek egyedi iivegesedési
atmenetei latszodnak, jelzi, hogy aranyuk nem volt megfeleld. Ideélis esetben a

csucsok Osszeolvadnak, és a komponens-keverék egyszerre olvad és szilardul meg.

4.3.3. Karakterizacios vizsgalatok
A liposzdma sarzsok mindsége szempontjabol fontos fizikai-kémiai tulajdonsagok:
e morfologia (alak, feliilet)
o szerkezet
o feliileti toltottség eredd értéke (zeta-potencial)
e API-tartalom (E %w/w) és bezarasi hatékonysag (EE %)
e méret (4tlagos hidrodinamikai 4&tmérd és eloszlas)
o fazisatalakulasi hdmérséklet
e invitro API-leadas
e ozmotikus tulajdonsagok
o fényszoras

e membran-fluiditas [10].

A stabilitas (fizikai, kémiai, mikrobiologiai) nagymértékben fiigg a liposzoémak
integritasatol és méreteloszlasatol, mert hajlamosak a fuziora, az aggregaciora ¢€s a
hatdanyag-szivargasra. Az SUV tipusu liposzomak in vitro vizes €s in vivo fiziologiai
koriilmények kozott hajlamosabbak a fizidra, mint a MLV tipust vezikulumok. A
kémiai stabilitds tekintetében figyelembe kell venni, hogy a biodegradabilis
lipidkomponensek hajlamosak a tarolas kozbeni atalakulasra: a telitetlen zsirsavlancok
oxidaloédnak, illetve a telitett és telitetlen zsirsavlancokat tartalmazé lipidek
hajlamosak a hidrolizisre. In vivo stabilitast tekintve nem szabad figyelmen kiviil
hagyni a tényt, hogy a liposzomak interakcioba keriilhetnek a vér lipoproteinjeivel és
mas fehérjékkel. Ez biztonsagi kockazatot is jelenthet a tal korai hatéanyag-leadas

okozta hirtelen kiugréoan magas vérkoncentracié révén [10].
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A formulalas kritikus paramétereinek vizsgalatara szamos modszert fejlesztettek ki.
A dinamikus 1ézer-fényszoras (DLS) moédszerét a nanorészecske vagy —csepp méret-
analizisre hasznaljak, a magneses magrezonancia (NMR) €s az elektron paramagneses
rezonancia (EPR) modszerek pedig a membran szerkezetének és permeabilitasanak
vizsgalatara alkalmasak. A nanohordozdk szerkezetének, morfologiajanak és
méretének analizisére elterjedten hasznalnak elektronmikroszkopos modszereket: pl.
SEM, TEM, NSEM ¢és FTEM technikakat. Ezen modszerek elénye, hogy a minta
megfeleld elokészitése utan informacio szerezhetd arrdl, hogy a hatéanyag a hordozon
beliil milyen formaban (internalizalva vagy a mebranba agyazva) helyezkedik el. Az
SPM technikdkhoz tartozd6 AFM és STM nanométeres felbontasu leképezést tesz

lehetévé. Elony, hogy lehetdvé teszi a bioldgiai kdzegben vald vizsgalatot [1].

A méret- és méreteloszlas befolyasolja az in vivo kinetika jellegét
(tumorszovetben és a gyulladas helyén valo akkumulacid) és a fizikai stabilitast. A
DLS moddszer kumulativ informaciét ad, egyszerre nagyszamu részecskérél, azonban
nem ad informécidt az egyes részecskék alakjarol és méretérél. Az SPM és egyéb
mikroszkdpos technikakkal ez a probléma kikiiszobolhetd, de a technika iddigényes €s
egyszerre csak limitalt szdmu részecske vizsgalhato. A minta jellege is befolydsolja a
megfeleld modszer kivalasztasat, ugyanis a mikroszképos modszer folyékony és
szilard minta vizsgalatat is megengedi, a DLS technika azonban csak folyékony

kozegben diszpergalt részecskék mérésére alkalmas [1].

A liposzomak masik karakterisztikus tulajdonsaga a feliileti toltottség, a zeta-
potencial. Diszperz rendszerekben a diszpergalt részecskék koriil adott az elektromos
kettosréteg, ennek oka a feliileten 1évo polaris molekulak iranyitott elhelyezkedése
¢s az elmozduld réteg hataran elektrokinetikai potencial (zeta-potencial) alakul ki,
amelynek alapvetd szerepe van a kolloid és diszperz gydgyszerformak stabilitdsaban.
A liposzomaés készitmények esetén az eldallitds, tarolds (stabilitds) és a terdpias
felhasznalas soran is fontos szerepet tolt be a zeta-potencial ({). Ertéke fiigg a
lipidkomponensektdl, ill. a diszperzios kozeg kémhatasatol és elektrolit-osszetételétol.

A zeta-potencidl befolyasolja a lipidmembran fluiditdsat; minél nagyobb a {-potencial
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értéke, annal fluidabb a membran, €s annal konnyebben 1ép kolcsonhatisba mas
molekulékkal, illetve annal konnyebben kivitelezhetdek a részecskemeéret-csokkentd
miiveletek. Emellett a nagyobb zeta-potencial (- 20 mV) jobb kinetikai stabilitassal is
jar [12].

5. A pancreas [13]

A pancreas kettds funkcioju szerv, az endokrin elvalasztasu Langerhans-szigetek
inzulint, szomatosztatint és glukagont, mig az exokrin rész a pancreasnedvet allitja eld.
Az exokrin rész acinus sejtekbdl és kivezetd csovekbdl all, és a pancreas nagyobb

részét teszi ki.

A hasnyalmirigy naponta kb. 1,5 liter szekrétumot termel, amely proteolitikus (pl.
tripszinogén, kimotripszinogén), lipolitikus (pl. pancreaslipaz, PLA;), nukleotid-bonto
(DNAse, RNAse) és szénhidrat-bonté (a-amilaz) enzimeket, valamint tripszin-
inhibitort és bakteriosztatikus anyagokat tartalmaz. A proteolitikus enzimeket
zimogének formajaban termelik az acinussejtek (inaktiv forma); ezek az enzimek
(fizioldgiads esetben) csak a vékonybélben, az enteropeptidazok €s a tripszin hatdsara
aktivalodnak. A pancreasnedv bazikus kémhatasaért a bikarbonat (HCOj) felel,
amelynek funkcidja a duodenumba jutott gyomorsav semlegesitése révén az

emésztdenzimek részére optimalis kémhatas biztositasa.

A pancreas o6t kiilonb6z6 mechanizmussal gatolja az Onemésztddést, ezek a

kovetkezok:

- aprotedzok inaktiv forméaban (zimogén) val6 eldallitasa

- azimogének aktivaldsa a duodenumban zajlik

- az acinussejtek membranja atjarhatatlan a fehérjék szdmara

- az acinussejteken beliil intracellularis tripszininhibitor van, de a citoplazma
savas kémhatasa ¢és iondsszetétele is gatolja az enzimaktivitast

- az aktivalt enzimeket a sejten beliil specialis proteazok €s lizoszémalis enzimek

bontjak le.
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5.1. Pancreas carcinoma

A tumordiagnosztika és -terapia gyors fejlodése ellenére a hasnyalmirigy daganatos
elvaltozasa tovabbra is magas halalozasi arannyal rendelkezik. Az exokrin
hasnyalmirigy adenocarcinomaja a 4. vezetd raktipus az USA-ban [2]. Ennek legfébb
oka a kifejezett kemorezisztencia, a kemoterapeutikumok rovid felezési ideje és a nem
megfeleld hatoanyagbevitel. Tovabbi nehézséget jelent, hogy a korai tiinetek gyakran

hianyoznak, ezért csak a betegek 9-15%-at diagnosztizaljak idében [14].

A tumorsejtekbe valdo célzott hatéanyagbevitel jelentésen megndvelné az
alkalmazott citotoxikus szerek szelektivitasat, csokkentené a mellékhatasokat és a
toxicitast, €s megeldzhetd lenne a dozis folyamatos emelésének sziikségessége. Az Uj
kemoterapias szerek kutatdsa mellett tehat az 1) hatéanyaghordozo-rendszerek
fejlesztése is kedvezd eredményeket hozhat a terapia javitasdban. Jelenleg tobb, mar az
FDA altal elfogadott liposzoma alapu készitmény 1. és II. fazist klinikai vizsgalata
zajlik pancreas carcinoma indikacioban, pl. Lipoplatin® (cisplatin tartalma SUV
tipust liposzomak), Caelyx”™ (doxorubicin tartalmi SUV), EndoTAG-1* (paclitaxel
tartalmi LUV). A diagnosztikus modszerek fejlesztésére is alkalmasak lehetnek a
liposzomak, MRI kontrasztanyagot vagy fluoreszcens festékeket tartalmazé
nanohordozok alkalmazasdval. A jovOben e két funkcio (korai diagnosztika és terapia)
kombinalasaval jelentds eldrelépést lehetne elérni a pancreas tumor legy6zése

érdekében [14].

5.1.1. Lehetséges szelektivitasi pontok

Altalanossagban elmondhat6, hogy a tumor kdrnyezete kismértékben eltér a normal
szovetektdl a kémhatas, homérséklet, az érfal permeabilitdsa és a szdveti nyomas
tekintetében, amely lehetévé teszi kémiai vagy biologiai ingerérzékeny nanohordozok
hasznalatat. A tumorvaszkulatira nagyszamu anionos molekulat (glikoproteineket)
tartalmaz, ezért a solid tumorok elektrosztatikus uton visszatarthatjak a kationos
liposzémakat. Ezt a mechanizmust haszndlja ki a kationos liposzomakba zart

paclitaxel készitmény, az EndoTAG-1® [14].
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A célzott hatéanyagbevitel masik megkozelitési modja (aktiv targetalas) a sejtek
felszinén 1évo receptorok célzasa. Ez torténhet specifikus monoklonalis antitestekkel,
vagy a liposzOma membranba agyazott endogén anyagokkal. A tumorsejtek felszinén
1évé6 GLUT-1 transzporter (gliikoz facilitalt transzportere) tobb daganattipusban is
megtalalhatd, és a transzporter expresszidjanak ndvekedése a malignitassal van
kapcsolatban. A malignus sejtek GLUT-1 transzportere felelds a gliikozfelvétel nagy

részéért, amely fedezi a gyorsan 0sztodo sejtek magas energiaigényét [15].

A pancreastumor sejtjeinek felszinén szintén nagyszamban fordulnak elo
szomatosztatin-receptorok; octreotiddal torténd feliilet-modifikalassal bizonyitottan
novelni lehet a hatéanyag-akkumulaciot. Az anti-transzferrin receptor lanc-
fragmentumot (TfRscFv) tartalmazé immunoliposzomak kombinaljak a monoklonalis
antitestek targetald tulajdonsagait, masrészt sztérikusan stabilizaltak, igy eldnyds
farmakokinetikai viselkedéssel rendelkeznek. A fragmentum konnyebben penetral a

daganatsejtekbe, mint az intakt antitest vagy a transzferrin molekula [14].

Erdekes lehetdséget kinal a tumorterapidban a radioszenzitizaldo anyagok
liposzomaba valo inkorporalasa. Pancreastumor-szelektiv immunoliposzomakkal °B
atomok specifikusan a daganatsejtekbe juttathatoak, majd termikus neutron-
besugarzassal kombinalva szelektiven, a daganat kornyezetének karositdsa nélkiil

elpusztithatéak malignus sejtek [14].

5.1.2. A pancreas carcinoma Kezelésének klinikai gyakorlataiban megtalalhat6
liposzomalis készitmények [14]

A platinaszarmazékok tobb carcinoma-tipusban az elsévonalbeli szerek kozé
tartoznak. Jellemz6 mellékhatasuk a hanyas, hanyinger és a periférias neurotoxicitas,
¢s gyakran kialakul rezisztencia [16]. A rezisztencia és a mellékhatasok kivédése
érdekében szdmos igéretes nanohordozot fejlesztettek ki, koztiik liposzomdkat,
dendrimereket és nanocsoveket. Ilyen készitmény a Lipoplatin® (cisplatin tartalmu
liposzoéma), amely az EPR-effektus révén a tumorszovetben halmozoédik fel. Ehhez

hasonléan oxaliplatin tartalmu liposzomaékat is vizsgalnak (Lipoxal). Az EndoTAG-1"
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érdekessége, hogy mig a paclitaxel, mint hatéanyag ellen gyakori a rezisztencia, a
liposzomaba zart paclitaxel esetén ez a tulajdonsag hidnyzik. Ennek magyarazata
valoszinlileg az, hogy nemcsak a hatéanyag célzottan a daganatsejtbe vald bejuttatasa
all a hatas mogott, hanem az EndoTAG-1" érkarosito hatasa is nagy szerepet jatszik. A
doxorubicin liposzomaba vald zarasa mar régota megoldott (a Doxil® volt az elsd,
FDA altal engedélyezett liposzomalis gyogyszerkészitmény 1995-ben [6]), ¢és az
AIDS-hez tarsulé Kaposi-szarkoma indikacioval hasznaljak a terapiaban. A Doxil® és
Caelyx® készitmények PEG-ilalt liposzomaba zart doxorubicint tartalmaznak, és
szolid tumorok, koztik a pancreas carcinoma indikéacidjdban klinikai vizsgalatok
zajlanak. Vincristin, gemcitabin, adriamycin, irinotekdn és 5-fluorouracil tartalmu

liposzomalis készitmények preklinikai vizsgalata is zajlik.

5.2. Acut pancreatitis

Az akut pancreatitis a hasnyalmirigy gyulladasos megbetegedése. Leggyakoribb
oka az epeutak epekd okozta elzarddasa, illetve a kronikus alkoholabtizus, de meg kell
emliteni az intraductalis tumort is, amely obstrukcid révén okoz pancreatitist. Mivel a
zsirsavak toxikusak a pancreas acinus sejtjeire, hyperlipidémia is okozhat akut
pancreatitist. A zsirsavak gatoljak a mitokondriumok funkciojat, igy csokkentve a sejt
az intracellularis Ca-szint novekedéséhez vezet [17]. Egyéb okok: bakterialis
(Mycoplasma, Legionella) és viralis fert6zés (Cytomegalovirus, Coxsackie), iatrogén
(ERCP, abdomindlis miitét utan), trauma, gydgyszer okozta (aszparaginaz, azathioprin,

sulfametoxazol-trimetoprim, stb) [18].

Az akut pancreatitis legfobb tiinete a hasi fajdalom, amelyet a szérum amilaz ¢s
lipaz szint emelkedése kisér. Az esetek 80%-aban a korlefolyas enyhe, azonban a
fennmarad6 20%-ban a pancreas sulyosan karosodik, és szisztémas komplikaciok
(sokszervi elégtelenség (MOF), parenchymas necrosis) is fellépnek. A korkép magas
mortalitassal jar: egészében véve 5%, de sulyos, nekrotizalé formajanal 17%, amely

fert6zés esetén 30%-ra n6 [18].
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crer

aktivalodasa az acinus sejtekben az intracellularis védekez6 mechanizmusok
csokkenése miatt, ami végeredményben a hasnyalmirigy 6nemésztddéséhez vezet. Az
aktiv tripszin aktivalja az elasztazt és a PLA,-t, illetve a komplement és kinin
utvonalakat, ezzel gyulladast indukalva. A lokdlis gyulladdsos medidtorok
felszabadulasaval (IL-2, -6, -8, TNF-a) aktivalodnak az immunsejtek; a mediatorok
szintje korreldl a folyamat sulyossagaval. Az erek permeabilitisa nd, eldsegitve ezzel
az immunsejtek extravasatigjat, illetve az 6déma kialakuldsat. A szovetkdrosodast
noveli a csokkent oxigénelldtds és az oxidativ szabad gyokok képzdédése. A
felszabadult mediatorok tavoli szoveteket is karosithatnak (tiid6, maj, vér-agy gat),
amelyek sulyos szovédményekhez vezetnek, mint pl. akut respiratorikus distressz
szindroma, vesekarosodas, stb. A lokalis szovédmények koziil a pancreas parenchyma

nekrozis a legsulyosabb [18].

A pancreatitis enyhe formainak kezelése foleg kiegészitd terapiabol all
(folyadékpotlas, fajdalomcsillapitas, a Gl rendszer nyugalomba helyezése), de
torekedni kell a kivaltd ok megsziintetésére is (pl. epekd eltavolitasa). Sulyos esetben
sajnos meg intenziv orvosi ellatds mellett i1s magas a mortalitas, €s ezt az elmult két
évtizedben Sem sikerlilt csokkenteni. Folyamatosan monitorozni kell a 1égz6-,
kardiovaszkularis- €és rendlis funkcidkat, fontos a folyadékpotlas. Leallitjak a per os
taplalast, azonban ez akar komplikacidhoz is vezethet, mert a taplalékmegvonas a GI-
traktus nyalkahartydjanak atr6fidjdhoz, kovetkezetesen bél-eredetli bakteridlis
abdominalis fertézésekhez vezethet, amely a mortalitas legfobb oka [19].
Bizonyitottan fert6zott nekrotizdld pancreatitis esetén antibiotikum kezelésre
(imipenem, meropenem) van sziikség, de az antibiotikum-profilaxis nem javitja a

tulélési esélyeket [18].

Az akut pancreatitis rossz prognozisat jelzi a pancreas nekrozis. Ennek
megakadalyozasa, vagy a nekrdzis apoptozissa valo ,,atkapcsoldsa” jelentdsen novelné
a gyogyulési esélyeket. Az apoptozis (programozott sejthaldl) mind fizioldgidsan,
mind patoldgiasan eléfordul; Iényege, hogy a sejt olyan atalakuldsokon megy keresztiil

(0sszezsugorodas, DNS-leépités), amelynek eredményeként a makrofagok

19



bekebelezik. A gyulladas minimalis és nem jut intracellularis anyag a kornyezetbe.
Nekrozis csak szoveti sériilés hatasara megy végbe, a sejtmembran felszakadasaval a
sejtalkotd anyagok az extracellularis térbe jutnak, amely gyulladast indukal. Az
intracellularis ATP-szint donti el, hogy melyik folyamat megy végbe: nagyobb ATP
deplécid esetén nagyobb eséllyel megy végbe nekrdzis. Ennek oka, hogy magas ATP-
koncentracié sziikséges a homeosztazist fenntartdo ionpumpak miikodtetéséhez és az

apoptozist mediald kaszpaz-kaszkadhoz [20].

Logikusnak tlinik tehat, hogy az intracellularis ATP-szint novelésével meg lehetne
akadalyozni a nekrdzist. Verma és munkatérsai allatkisérletes modellen bizonyitottak,
hogy ATP-t hordoz6 liposzomak segitségével sikeresen kivédhetd a szivizomsejtek
hipoxias kéarosodéasa. Fiziologids esetben az ATP intracellularis koncentracidja 5-
7/ mM, de oxigén hianyaban gyorsan csokken a szintje. ATP hidnyaban ledll az
ioncsatornak miikddése, felborul az ionegyensuly és a sejtek kipukkadnak, ezzel
tartalmukat az extracellularis térbe juttatva. Mivel a szabad ATP a vérben gyorsan
degradalodik az extracelluldris ektonukleotidazok altal, illetve a molekula hidrofil
jellege miatt nehezen jut be a sejtbe, az ATP sejtekbe vald bejuttatisanak alternativ
modja lehet a liposzomakba vald integralds. A liposzomak a hipoxids szovetben
szelektiven akkumulalodnak, és az ATP direkt sejtbe vald bejuttatdsan kiviil a

karosodott sejtmembran ,,befoltozasaval” is csokkentik a karos hatasokat [21].

20



6. Kisérletes rész

A Kkisérletes rész felépitése a kovetkezo:

- 6.1. komponensek ismertetése

- 6.2. 0sszetételek tdblazatos ismertetése

- 6.3 a modellkeveréekek eldallitasi modszere

- 6.4 modellkeverékek DSC-vizsgalata

- 6.5 modellkeverékek Raman spektroszkopids vizsgélata

- 6.6 a modellkeverékek eldvizsgalatai alapjan kialakult konkluzio

- 6.7 kivalasztott liposzoma készitmények eldallitasanak menete

- 6.8. a liposzémak méretanalizise, zéta-potencial értéke €s idObeli stabilitasa
- 6.9. aliposzémak DSC-vizsgalata

- 6.10. a liposzomak Raman vizsgélata

- 6.11. fluoreszcens festéket tartalmazd liposzomak sejjtenyészet vizsgalata

(uptake)

- 6.12. modellhatéanyagot tartalmazd liposzoémak Raman kémiai térképezése

6.1. Komponensek [22, 23]

a.)  Szorbitan-monooktadekanoat, a zsirsav komponens 50%-ban sztearinsav
(C18:0) és 50%-ban palmitinsav (C16:0). Nemionos feliiletaktiv anyag, nioszémak
eldallitasahoz alkalmazhatd, nem biodegradabilis. Célunk volt a hatékony emulgealo

¢s micellaképz6 segédanyagot biodegradabilis komponensre cserélni.

Jelolése: SP-60
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WD/\(CQ"'DH

OH OH

3. abra: Szorbitan-monooktadekanoat [24]

b.) Kémiai neve: polyoxyethylene-24-cholesteryl ether. Kivalé szilardito
tulajdonsaggal rendelkezd, emulgeald hatasu lipidkomponens. Nem biodegradabilis.
Célunk volt ezen hatékony emulgeald és micellaképzd segédanyagot biodegradabilis

komponensre cserélni. Jelolése: C24

T Cholesterol

4. abra: A.: C-24 [24]; B.: Koleszterin [24]

c.)  Koleszterin, szteranvazas vegyiilet, az emlésok sejtmembranjaban fontos
szerepe van, bar 6nmagaban nem képez membrant. A lipid kettOsrétegbe orientalodva
polaros OH-csoportja kozel helyezkedik el a foszfolipidek fej-csoportjahoz. A
koleszterin mennyisége Osszefiiggésben van a membran fluiditdsaval. Ha a membran
tobb telitetlen zsirsavlancbol all (természetes lipid keverékek), azok nem illeszkednek
szorosan, a membran kevésbé rigid, és a koleszterinmolekula a lipidek kozotti réseket
tolti ki. Ha egy liposzéma készitéséhez ilyen lipid-keverékeket hasznalnak, szerkezete

jobban hasonlit a természetes biomembranokra [25]. Jel6lése: CH

22



d.)  Lecithin, kémiailag nem tiszta vegyiilet, hasonld szerkezetli anyagok keveréke.

Tojassargajabol vonjak ki. Jeldlése: LEC.

CH,(CH_),C(0}O—CH,
CHCH)(,C0)0—CH 0 “CH,

Lecithin

5. abra: A.: Lecitin [24]; B.: L-a-foszfatidil-kolin [24]

e.)  L-o-foszfatidil-kolin, kémiai neve 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphocholine.
Tojassargdjabol vonjak ki. Tipikus zsirsav-6sszetétele: 33% palmitinsav (C16:0), 13%
sztearinsav (C18:0), 31% oleinsav (C18:1), 15% linolénsav (C18:2). Jel6lése: L-PC

f.) Targetalo ligandok
Targetald ligandként gliilkézanalogot és aminosavat alkalmaztunk, mindkét ligand a

liposzoma készitése soran keriilt a készitménybe. Biodegradabilis anyagok.
Jelolésiik: Ligand GP és Ligand AA.

g.) PEG 2000 és PEG 3000 PEG-ilalo szerek, kémiai neviik: 1,2-dipalmitoyl-N-
[methoxy(polyethylene glycol)-2000/3000] (ammoénium-sé). A liposzomak felszinén
védo polimer feliiletet alakitanak, ki, igy azok képesek kikeriilni az opszonizaciot és
prolongalt keringést lehet elérni (Gn. ,,stealth” liposzomak). Biodegradabilis anyagok.
Jelolésiik: P2 és P3.

6.2. Modellkeverékek osszetétele

A kisérletek alapja egy korabbi TDK-munkéban kifejlesztett, a vér-agy gaton in
vivo korlilmények kozott specifikusan atjutni képes nioszéma-alapu nanoméretii

gyogyszerhordoz6 rendszer volt. Jelen kisérletes munka célja volt ezen rendszer
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modositasa, a fizikai stabilitas novelése és a szintetikus komponensek biodegradabilis

¢s biokompatibilis segédanyagokra torténd cseréje.

A komponensek optimalis aranyat 273 (elOkisérletek, a szakdolgozat nem
tartalmazza) és 372 (modellkeverékek, liposzomak) tipusu faktorialis terv alapjan
vizsgaltam. Az elokisérletek soran a két valtozo a lecitin és az L-a-foszfatidil-kolin

sz4zal¢kos ardnya volt a mintaban.
Hérom fiiggetlen valtozot valasztottam (egyenként harom szinten) (1. tdblazat):
- Xi: aliposzoma bilayerbe rogzitett PEG-ilald szerek mennyisége (mol %)

- Xj: a koleszterin, mint falképzd, szilarditdo anyag és a koleszterin-szarmazék

POE-koleszteril-éter aranya (mol %)
- Xa: a targetal6 ligand-GP mennyisége (mol %)

A fiiggo valtozok a szemcseméret, hatdoanyag-tartalom ¢és bezarasi hatékonysag
paraméterek. A szakdolgozat nem tartalmazza a statisztikai értékelést, csak a
kivalasztott liposzoma-Osszetételek jellemzo6it és az in vitro bioldgiai értékmérd
vizsgalatokat. A részletes statisztikai kiértékelést folyd évben Osszedllitani kivant
tudomanyos kozlemény, illetve a tavaszi TDK-konferencian tartandé elGadas

tartalmazza.

(mol %) X1 Xz X3
P2 + P3 - tartalom | CH/ C24 arany Ligand GP-tartalom

-1 0 39/0 0
0 1,5 26/10 2,5
+1 3 13/20 5

1. tablazat. Kisérleti terv - modellkeverékek

A PEG-ilalé szereket tartalmazd ¢és eldallitott modellkeverékeket, valamint

liposzomakat 2-1-t61 2-9-ig sorszdmoztam a 2. tablazat alapjan. A Ligand-GP
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segédanyaggal ellatott modellkeverékeket ¢és liposzomakat 3-1-t61 3-9-ig

sorszamoztam a 3. tablazat alapjan.

2-1 2-2 2-3 2-4 2-5 2-6 2-7 2-8 2-9

X1 -1 -1 -1 0 0 0 +1 +1 +1

X2 -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1

2. tablazat. PEG-ilalé szereket tartalmazo és ligandmentes modellkeverékek és

liposzomak sorszamozasa

3-1 3-2 3-3 3-4 3-5 3-6 3-7 3-8 3-9

X3 -1 -1 -1 0 0 0 +1 +1 +1

X -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1

3. tablazat. PEG-ilalé szer mentes és ligand-GP-t tartalmaz6 modellkeverékek és

liposzomak sorszamozasa

6.3. Modellkeverékek eloallitasi modszere

Az els6 17 db minta a komponensek 0sszemérésével késziilt. Egyenként kb. 10 mg
tomegli mintakat mértem be a 40 pl-es mintatartoba, amelyeket el6szor DSC-mérésnek
vetettem ald, majd a felnyitott mintatartobol kivett keverékekrdl Raman- és NIR-
spektrumokat vettem fel. A mintatartok felnyitdsakor a mintdk homogenitasat
vizudlisan vizsgéaltam, és mivel daltaldban inhomogének voltak (ezt a vibracios
spektrometrias vizsgalatok is igazoltak), a kovetkezd mintak elkészitésénél wjabb

modszert hasznaltam.

A kovetkezd szakaszban késziilt mintakat, a mintatartoba vald bemérés utan 96%-
os etanolban oldottam a kovetkezé6 mddon: a fém mintatartokat 90°C-ra melegitettem,

mikozben részletekben 500 pl 96%-o0s etanolt adtam hozzajuk. A komponensek rovid
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1don beliil oldodtak a forrd etanolban, a szerves oldoszer elparologtatasa utan homogén
film maradt hatra. Az igy készitett mintakat szintén DSC-, majd Raman-mérésnek

vetettem ala.

6.4. Modellkeverékek DSC-vizsgalata

A mérések a Gyodgyszertechnologiai Intézet tulajdonaban 1évé nagymiiszerekkel
torténtek. A DSC-méréseket METTLER Toledo DSC késziilékkel végeztem, majd a
mérési eredményeket STARe szoftverrel elemeztem. A mérési protokoll a liposzéma
eldallitasa soran felléepd homérsékletvaltozasokat utdnozta, igy az eldkisérletek
sorozatanal a miszer 20°C-r6l indulva 7 °C/min fiitési sebességgel 90 °C-ra
melegitette fel a mintatartot, majd azonos sebességgel hiitotte vissza a kiindulasi
homérsékletre. A ciklus még egyszer ismétlodott, igy az elsd fiités-hiités soran fellépd
esetlegesen zavard koriilményeket (pl. parolgds miatti tomegveszteség) ki lehetett
kiiszobolni. A mintdkat nyitott, 40 pl-es aluminium mintatartokban, Ar gdz Oblités

mellett vizsgaltam.

A modellkeverék sorozatnal és a beszaritott liposzomakbol késziilt mintdknal eltérd
fiitési protokollt alkalmaztam (10°C-70°C-10°C-70°C; 7 °C/min fiitési sebesség).
Ennek oka az volt, hogy az el6z6 mérési eredmények alapjan nem volt sziikség 70 °C
folott vizsgalddni, masrészt a liposzoéma eldallitdsa soran torekedtem a sziikséges

homérséklet és 1dO csokkentésére.

Az 1. felftités a liposzéma készitési koriilményeit, annak hdmérsékletét modellezi,

a 2. felfiités sordn pedig a késztermék liposzoma tulajdonségait modelleztem.

A 4. tablazat tartalmazza az egyedi komponensek elsé és masodik felfiités soran
megfigyelhetd tiivegesedési vagy olvadasi hémérsékletét, illetve a hdmérséklet-
tartomany kozépértékét. A két endoterm cstcs kozel azonos hdmérsékleten volt
megfigyelhetd, bomlast nem tapasztaltunk. A lecitin és az L-alfa-foszfatidilkolin nem

vagy kozel szobahdmérsékleten eredményezett endoterm csucsot.
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SP-60 | CH C24 LAPC | LEC |GP P2 P3

Tyg-1. | 57°C| 40°C| 50°C| 24°C| --°C| 55°C| 55°C| 55°C

Tyg-2. | 55°C| 38°C| 47°C| 28°C| --°C| --°C| 55°C| 52°C

4. tablazat. Egyedi komponensek Tg homérsékletértékei az 1. és a 2. felfiités
soran. SP-60: nemionos emulgens, CH: koleszterin, C24: koleszteril-éter, LAPC:
foszfatdilikolin, LEC: lecitin, GP: targetalé ligand, P2 és P3: PEG-ilalo szerek

Az 5. tablazat tartalmazza a PEG-ilalo szert tartalmazé modellkeverék sorozat
DSC-vizsgalata soran mért Tg hémérsékleti értékeket. A tablazatban a fiiggetlen
valtozok vonatkozo értékei is leolvashatok. A két Tg értek a 2-8 és 2-9 mintak
kivételével kozel azonos homérsékleten vagy hémérséklet-tartoméanyban jelentkeztek,
bomlast, ) cstcsokat nem tapasztaltunk. Az emlitett 2 minta esetében a 2. felfiités
soran a Tg értéke kb. 8-14 °C értékkel magasabb, ez kedvezd és biztatd jel, hiszen a
modellkeveréket felépitd anyagok még a testhdmérséklet kornyékén olvadnak meg
vagy keriilnek Un. TUvegesedési atmenet 4allapotdba. A biodegradabilis ¢és
biokompatibilis anyagok szerkezetiiknél fogva alacsony hOmérsékleten érik el Tg
és/vagy Tm értékiiket. A 2. felfiités soran tapasztalhatd ennél magasabb
homérsékletérték megnyugtatd abbol a szempontbodl, hogy a liposzoma varhatéan nem

fog szétesni a testhdmérsékleten i.v. adagolést kovetden.

2-1 2-2 2-3 2-4 2-5 2-6 2-7 2-8 2-9

X1 -1 -1 -1 0 0 0 +1 +1 +1

X, -1 0 +1 1 0 +1 1 0 +1

Ty-1. | 35°C| 42°C| 40°C| 48°C| 40°C| 45°C| --°C| 38°C| 35°C

Tg-2. | 36°C| 45°C| 45°C| 50°C| 49°C| 50°C| 51°C| 46°C| 48°C

5. tablazat. PEG-ilalé szert tartalmazé modellkeverékek Tg értékei az 1. és 2.

felfiités soran
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A ligand-GP segédanyagot tartalmazé modellkeverék-sorozatban a Tg értéke kozel
azonos volt az 1. és 2. felfiités soran minden esetben (6. tablazat). A 3-4 és 3-7
mintakat megfigyelve kovetkeztettem, hogy a koleszteril-24-éter komponens (C-24)
hianyaban (tehat amikor az X, valtoz6 a -1 szinten van) a modellkeverék nem
kristalyos szerkezetli, hiszen sem endoterm, sem exoterm csticsokat nem tartalmazott a
termogram. Emiatt varhatoan a 3-4 és 3-7 jelti liposzomak fizikai stabilitasa nem lesz

megfeleld.

3-1 3-2 3-3 3-4 3-5 3-6 3-7 3-8 3-9

X3 -1 -1 -1 0 0 0 +1 +1 +1

X2 -1 0 +1 -1 0 +1 -1 0 +1

Ty-1. | 35°C| 42°C| 40°C| --°C| 40°C| 44°C| --°C| 44°C| 44°C

Ty-2. | 36°C| 45°C| 45°C| --°C| 46°C| 44°C| --°C| 44°C| 44°C

6. tablazat. Ligand-GP segédanyagot tartalmazo modellkeverékek Tg értékei az

1. és 2. felfiités soran

6.5. Modellkeverékek Raman spektroszkopias vizsgalata

A mintak vizsgalatat a mar fentebb részletezett Raman, NIR és DSC technikékkal
vizsgaltam. A Raman-méréseket DXR Raman spektrométeren végeztem. A mintékat,
kivétel nélkiil, a kovetkezd mérési protokollal vizsgaltam: alufdlids targylemezre
kenve 780 nm hullamhosszon, 12 mW Iézerteljesitménnyel, apertura: 50 um slit,
spotméret: 3 um, 12 s exposure time ideig, 24x parhuzamos szkenneléssel, 48X
hattérszkenneléssel, 3200-200 1/cm tartomdnyban. A mérések el6tt a miszerhez
tartozd fénymikroszkoppal fényképet készitettem a mintarol, amely hasznos volt az

inhomogenitas megallapitasahoz.
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s .
-4400  -4350 -4300 -4250 -4200 -41S0  -4100  -40S0  -4000

-5700 5650 5600 5550 -5500 5450 -5400 -5350 -5300 5250

6. abra: No.7. minta (modellkeverék 1 tagja) mikroszkopos felvétele

A 6. abran lathato, hogy a minta (modellkeverék sorozat) nem homogén; a harom
kép ugyanazon minta mas-mas pontjan késziilt, tobb helyen jol latszodnak a (spektrum
alapjan koleszterin) kristalyok. A 7. abra a modellkeverék sorozat 2-5. mintdjarol

késziilt, a felvételek alapjan a minta homogeén.

-20S0 -2000 -1950 -1900 -18S0 -1800 -1750 -1700 -1650 -1600 -1550
<3300 -3250 -3200 3150  -3100  -30S0  -3000 -29S0

22200 22250 22300 22350 22400 22450 22500 22550 22600 22650 22700 227S0 22800 22850 23400 23450 23500 23550 23600 23650 23700 23750 23800 23850 23900

7. abra: 2-5 minta (modellkeverék sorozat) Raman mikroszkopos felvétele
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Ezt a felvetést a Raman-spektrumok igazoltak (8. abra). Azonos mintdk mas-mas
pontjain a felvett spektrumok kiillonboznek, a csucsok asszignalasa alapjan pedig

beazonosithatdak a kiillonb6z6 komponensek.

=s no12-fizkev
no12-130625-3a
no12-130625-1a

160-

10 1670 cm”-1

120

1278 cm”"-1
A

1800 1700 1600 1500 1400 1300

Raman Intensity / Raman Shift (cm-1) Overlay X-Zoom CURSC
File #1 : NO11 FIZKEV 4/23/2013 6:28 PM Res=Noi

**c24-130423-780-1b

8. abra: Raman spektrum nol2 minta (elékisérlet)

A fenti spektrumon két valdédi spektrum (-3a és -la), és egy matematikai
modszerekkel, a komponensek egyedi Raman spektrumaibol szerkesztett spektrum (-
fizkev) részlete lathatd. A mintak inhomogenitasat a Raman-mérésekkel egyetemben

az IR-felvételek is bizonyitottak.

Elvégeztem a modellkeverékek Raman-spektrumainak részleges asszignaldsat. A
szerkezeti képlet alapjan egyeztettem a spektrumon megfigyelhetd cstcsok vagy savok
azonositasat, a 9. dbra tartalmazza a példaként bemutatott 2-5. és 2-6. ssz. mintdk
asszignalasat. Az asszigndlads rendkiviil nehéz feladatnak bizonyult, hiszen nincs
egzakt irodalmi elézmény vagy egyszerlien hasznalhatéo adatbazis. A spektrumokat

Osszehasonlitottam, 1j cstcsok vagy sdvok megjelenésére fokuszalva. A
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modellkeverékeket tekintve 0j cslicsok vagy sdvok nem jelentkeztek, az Gsszetétel

valtoztatasaval parhuzamosan intenzitasbeli kiilonbségek voltak megfigyelhetok.

CH deform
CH deform
1

|| trans {sst) CH=CH (sat) trans (sat) C-24

C=C str | CH=CH (saf)
! 1279[C=C str?] u| C=Cstr |
| ;I sym and antisym str of
ol 1090 gauche + O-P-O symstr ul 1 the choline group
| 1090 gauche +
| i
{ ¥ 1
| { .
| I

{i O-P-0 13:m str C—24
|

100 1800 10 a0

C=0 stri rotationalisomers.

=ym and antisym str vibr of
sy ——— the choline group Oy V2iem CLASOR C=0str CCstrin
| = BOEMNOZ_ S 11132 ABE0N3 39 P Resehans . paraffin chains

9. abra: A 2-5 és 2-6. mintak Raman spektrumanak asszignalasa

6.6. Konkluzié a modellkeverékek vizsgalatai alapjan

A DSC- ¢és Raman-vizsgalatokkal bizonyitottuk, hogy a modellkeverékeket
tekintve bomlas vagy extrém rendkiviili torténés nem volt tapasztalhat6. A magas
PEG-ilalé szer koncentraciot (X; <-1) és a magas ligand-GP koncentraciot (X3 < -1)
szem elott tartva a 2-3, 2-6., 2-9., valamint a 3-6., 3-7., 3-8. és 3-9. sorszamu
modellkeverékeket valasztottam ki, ezen Osszetételek alapjan allitotam elé a

hatdanyag-mentes liposzomakat.

6.7. A kivalasztott liposzoma készitmények eléallitasanak menete

A preformuléacids vizsgalatok eredményei alapjan a legjobbnak itélt osszetételeket
kivalasztottam, és elkészitettem a liposzoma mintakat. Eldallitdsra tobb modszer is
l1étezik, ezek koziil az un. lipid-film hidraldsi moddszert alkalmaztam. Ezzel a
modszerrel altalaban LUV (large unilamellar vesicles, nagyméretii egyrétegli
liposzomak) tipusu liposzomékat lehet késziteni. A liposzomak végsd nanoméretét a

folyamat utols6 Iépéseként elvégzett sziirés biztositja.
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A preformulélas elsé 1épése a komponensek megfeleld mennyiségének bemérése
volt. A szarazanyag-tartalom mintanként kb. 220 mg volt, a komponenseket analitikai
mérlegen, oOraiivegre mértem. A kimért komponensek 96 %-0s etanollal torténd
gomblombikba mosasa utdn a lombik tartalma vizfiirdon beparlodott (65 °C). A
kovetkezé szakaszban a nyomas fokozatosan csokkent (2-3 percenként 100 mbar), a
gbzhdmérsékletet folyamatosan monitoroztam. Az olddszer parolgdsa soran a glztér
homérséklete novekszik, ebbdl kovetkeztetni lehet a mintdban maradt oldoszer
mennyiségére. A nyomds az oldoszer kritikus pontjaig csokkent. A cél a minél
egyenletesebb ¢és vékonyabb lipidfilm elérése volt, emiatt a mintatérfogathoz képest

nagy gomblombikot kellett valasztani.

; =
dry lipid film water

10. abra. A lipidfilm-hidralasi technika

Atmoszférikus nyomason tortént a pufferoldat (pH 6,8) adagolasa a lipidfilmhez. A
vizoldékony PI fluoreszcens festék és a Raman-mérésekhez alkalmazott modellanyag
ebben a hidrofil kozegben volt feloldva. A vizes kozeg rétegrél-rétegre bontja le a
lipidfilmet, ezekbél MLV tipusu vezikuldk alakulnak ki (10. 4bra). A kdvetkezo
Iépésben az MLV vezikulat extrudalassal vagy ultrahangos kezeléssel (15 min)
kezeltem, ezaltal LUV liposzoéma keletkezett. A  végsé méretbedllitas
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egyszerhasznalatos membransziirdvel tortént (porusatmérd: 0,2 pm). Ezt kdvetden a
modell hatéanyagot tartalmazoé liposzomak 17.000 1/min fordulatszam mellett 15 min
miiveleti 1d6 alatt centrifugalassal kiiilepithetdk, igy a feliiliszoban 1évé be nem zart
hatdanyag eltavolithato, majd a liposzéma pellet a kivant térfogatra higithato PBS

oldattal. Az igy elkésziilt mintak zart mintatartoban, +6 °C-on voltak tarolva.

6.8. A liposzomak méretanalizise, feliileti toltottsége és a méret idébeli stabilitasa

A liposzoma mintak analizisét Malvern Zetasizer ZS jeli késziilékkel végeztem el,
(n=9) ehhez a kozeg ¢és a liposzoma pellet optikai paramétereit lemértem
refraktométerrel, megmértem a pufferoldat viszkozitdsat ¢és adatbazis alapjan

kikerestem a dielektromos allandé értékét.

Minta sorszama Atlagos hidrodinamikai Zéta-potencial

o, X X X atméro (nm) (mV)
2-3 -1 +1 - 357 -0,49
2-5 0 0 - 100 -0,05
2-6 0 +1 - 65 -0,25
2-9 +1 +1 - 111 0,89
3-6 - +1 0 61 -0,92
3-7 - -1 +1 285 -2,43
3-8 - 0 +1 74 -11

3-9 - +1 +1 73 0,11

7. tablazat. Kivalasztott liposzoma Osszetételek mérete és feliileti toltottsége

A 7. tdblazat Osszefoglalja a liposzémak méretét és feliileti toltottségét. Az Xy és
X3 fiiggetlen valtozok magas értékeit el6térbe helyezve a 2-3. és 3-7. mintak
kivételével (magas az atlagméret) valamennyi kivalasztott liposzéma 0Osszetétel

alkalmasnak tlinik a tovabbi vizsgalatokhoz.
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A 11. abra a méret idébeli stabilitdsat mutatja. A ligandmentes elékisérleti mintak
atlagos hidrodinamikai atmérdje az eldallitastdl szamitott 6 honap elteltével is

ugyanazon értéket eredményezték.

Size (d.nm): % Intensity Width (d.nm):
I-Average (dnam) 16 Peak 1: 178.6 100.0 £3.34
Pl Peak Z: 0.000 0.0 0.000
Intercept 0,925 Peak X 0.000 0.0 0.000
Result quality :
Size Detribution by Violume .
Ligandmentes
- | ¥ r
2 10 ] 1 1 het
;-:i 1
2 s
- ¥
6honap
0 ] ¥ B ¥ " [ O —————
a1 1 i 100 1000 10000 100000
A. '
Size (d.nmj: % Intensity Width (d.nm):
Z-Average (dnm): 7953 Peak 1; 80,73 100.0 3234
Pdl: 0,113 Peak 2: 0.000 0.0 0.000
Intercept: 0,955 Peak 3: 0.000 0,0 0.000
Result quality :
Sze Distributon by Intensity .
Ligand GP
207 :
g | /A 1het
E 1] TR R R PR { oot .
E /o) e
\ 6 honap
0.1 1 10 100 1000 10000 100000
B. Size (d.nm

11. 4bra. Liposzomak méretstabilitiasa 1 hét és 6 honap eltartasi id6 utan.
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6.9. A liposzémak DSC-vizsgalata

Az elkésziilt  liposzoma-mintakat  Petri-csészében  szobahdmérsékleten
beszaritottam. A visszamaradt félszilard anyagot DSC-vizsgalatnak vetettem ala,
amely sordn ugyanazt a mérési protokollt alkalmaztam, mint a modellkeverékek II.
esetetn. A DSC gorbék alapjan a 2-9 0Osszetételli liposzoma megfeleldnek tlint
(12. abra). A 8. tablazat alapjan a termoanalitikai vizsgalat szerint a 2-9. és 3-9. ssz.

mintakat valasztottam ki az in vitro bioldgiai értékmérd vizsgalatra.

fexo

2_9-140128, 28.01.2014 15:39:41

2_9-140128, 2.8300 mg Integral 57.66 mJ

Integral 58.92 m) normalized 20,37 Jg~-1
normalized 20.82 Jg~-1 Onset 20.36 :c

Onset 23,13 °C Peak 17.76 °C

Peak 19.76 °C Endset 16.60 °C

Endset 17.77 =C

Extrapol. Peak 25,58 °C

Peak Value 0.74 mw/
normalized .26 Wg~-1

Peak 26,52 °C

Extrapol. Peak 29.63 °C

Peak Value 0.63 mw
normalized 0.22 Wg~-1

Peak 29.13°C

Integral -61.76 mJ
Integral -62.00 mJ normalized -21.82 Jg~-1
normalized -21.91 Jg~-1 Onset 41.31°C
Onset 4184 °C Peak 47.66 °C
Peak 46.74 °C Endset 50.58 °C
Endset 49.03 °C
20 40 &0 70 50 30 10 20 40 60 70 50 30 C
v 1 | I N 1 1 N I I 1 N I 1
f T T T T T T T T T T T T T T T T T LI T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 min

: METTLER STAR® SW 9.30
12. abra: a 2-9 liposzoma minta DSC-gorbéje
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Minta sorszama Ty — 1. felfiitési Tg — 1. felfiitési szakasz
szakasz (°C) (8

No. X1 X2 X3 | Modellkev. | Liposzoma | Modellkev. | Liposzoma
2-3 -1 +1 - 40 38 45 38
2-5 0 0 - 40 48 49 48
2-6 0 +1 - 45 45 50 47
2-9 +1 +1 - 35 47 48 48
3-6 - +1 0 44 44 44 45
3-7 - -1 +1 -- -- -- --
3-8 - 0 +1 44 44 44 -
3-9 - +1 +1 43 44 44 -

8. tablazat. Kivalasztott liposzoma osszetételek és modellkeverék megfeleldik T,

értékei

6.10. A liposzomak Raman spektroszkopias vizsgalata

A beszaritott liposzoma mintdkat Raman-spektroszkopiaval is vizsgaltam, majd a

spektrumokat GRAMS szoftverrel elemeztem. Osszehasonlitva a kapott gorbéket a

modellkeverékek azonos

spektrumjaival,

azt talaltam, hogy csak minimalis

intenzitasbeli eltérés volt az 1000-800 cm™ tartoméanyban, amely:

1. bizonyitja a modellkeverék helyességét (azaz vizsgalataval kovetkeztethetiink a

késztermék liposzéma tulajdonsagaira) €s

2. a liposzoéma-membranban 1évé gyenge masodlagos kdtoerokre utal (amely nem

befolyasolja

stabilitasat).

szamottevoen

a liposzoma szerkezetét, kozvetve fizikai

Szeml¢ltetésképpen a 2-5-6s minta Raman-spektrumjai lathatoak, zold szinnel a

modellkeveré¢kekrol, piros €s kék szinnel pedig a beszaritott liposzomakrol késziilt 2-2

parhuzamos mérés eredménye (13. abra).
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6.11. Liposzomak sejjtenyészeten torténé uptake vizsgalata

A vizsgalatok Capan-1 sejttenyészeten torténtek.

A mérés paraméterei:

in vitro Capan-1 sejttenyészet, 2-3 napos inkubacio, 80 % konfluencia, 500.000 db
sejt, az inkubacio standard HEPES oldatban, szobahémérsékleten (pH 7.4) tortént. A
sejtvonal Homo sapiens, kaukazusi etnicitasu férfi, 40 éves, pancreas duktalis

adenocarcinoma sejtvonal, mikroszkdpos felvétele a 14. abran lathato.

14. abra. Capan-1 sejttenyészet

Az uptake vizsgalat sordn a HEPES pufferben 1évd sejtekre lett felontve a PI

(propidium-jodid) fluoreszcens festékanyagot tartalmazd 2-9. jelli liposzéma (PI-

koncentracio: 50 mikromol) (15. abra). A propidium-jodid vizoldékony festékanyag
¢s csak az elpusztult sejtek citoplazmajat képes megfesteni, ép, egészséges sejtekbe
nem jut be. A ’Loading’ miivelete (10 percig tart) utdn a sejtek felszinét friss HEPES
oldattal le kell mosni, ezéltal a sejtekbe be nem jutott liposzomak eltdvolithatok. A
mosas 10 percig tart, a miivelet utdn a sarga szinnel fluoreszkald sejtekben a bezart

liposzomakat lathatjuk.

Az els6 sorban a Pl-tartalmu liposzomak vizsgalati eredménye lathato (15. abra),
a 20 perces miivelet utan a megfigyelt teriileten a sejtek kb. 50 %-ban tapasztaltam

liposzdma bejutast.

A 2. sorban hatdéanyag-mentes liposzomak felvételei lathatok, ez a minta

kontrollként lett megvizsgalva, fluoreszcens jelet nem adhat.
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A 3. sorban a liposzoma-mentes Pl-oldat (koncentraci6: 50 mikromol) felvétele
lathato. A megfigyelt teriileten csak néhany (elpusztult) sejt vette fel a fluoreszcens

modell festékanyagot.

A 4. sorban a Pl-oldat és a hatéoanyagmentes 2-9. liposzéma elegyitésével

keletkezett minta erdeményei figyelhetok meg. Meglepd modon a liposzomas képesek

voltak a feliiletiikon megkotodott PI-ot bejuttatni a Capan-1 sejtekbe.

Preview Loading Washout

50 pM Propidium
lodide containing
Micelles in - N
HEPES (1:1) ~Na
RIS g
Empty Micelles in  [EESR RO
HEPES (1:1) At 3 \
50 uM Propidium
lodide in HEPES
50 uM Propidium
lodide and empty
Micelles in
HEPES (1:1)

15. abra. Uptake vizsgalat osszefoglalo tablazatos eredményei — 2-9. liposzoma

5 min 10 min , 15 min 20 min

A kovetkezd uptake vizsgalatban a PI segédanyagot tartalmazéd ligand-GP-

tartalmil és —mentes nioszéma ¢és liposzoma Gsszetételeket vizsgaltam (16. abra).

Az A.) felvételen a korabbi eldkisérletekben alkalmazott, ligand-GP-mentes

nioszo6ma mintakat vizsgaltam, nanohordozo felvétele nem volt megfigyelhetd.

A B.) felvételen a korabbi elOkisérletekben alkalmazott, ligand-GP-tartalmu
nioszéma mintékat vizsgaltam, nanohordoz6 felvétele sajnos ebben az esetben sem

volt megfigyelhetd.

39



A C.) felvételen ligandként aminosav-szarmazeékot tartalmazo 3-9. sz. minta alapu
liposzomak uptake vizsgalata tortént. Az aminosav ligandot tartalmazo liposzomat

csak nagyon kisszamu adenocarcinoma sejt vette fel.

A D.) felvételen a 3-9. sz. liposzoma Osszetétel uptake vizsgalatanak eredménye
lathato. A HEPES pufterrel torténd lemosas utan megfigyelhetd volt, hogy a sejtek
nagy szamban vették fel a biodegradabilis anyagokbol felépiilé és ligand-GP

segédanyagot tartalmaz6 liposzoémdkat. A felvételen jol latszik a megfestett sejtmag is.

- B-
C- DL

16. abra. Uptake vizsgalat osszefoglalo eredményei

6.12. Liposzomak sejttenyészeten torténé vizsgalata — Raman kémiai térképezés

A Capan-1 sejttenyészet kémiai térképezését 3000-400 1/cm tartomanyon
végeztik. A kivalasztott sejtcsoport feliiletét térképeztiikk, majd a kapott térkép
,profilozasat”, vagyis egy adott komponensre torténd analizisét végeztik el. A

profilozds soran a hatdanyag-mentes sejtek, illetve a modellanyag spektrumat
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hasznaltuk fel. A kémiai térképezésre azért volt sziikség, mert az alkalmazott modell-
hatdéanyag nem fluoreszcens, az eldbbi fejezetben alkalmazott technikaval a sejtekben
nem mutathato ki.

A kovetkezd abrakon eldszor a vizsgalt sejttenyészet mikroszkopos felvétele
lathato (feliilet kb. 60*60 um) (A.). A profilozas soran a (B.) képen a Capan-1 sejtek, a
(C.) képen a hatéanyag azonositasa, azaz térbeli elhelyezkedése lathatdo ugyanazon a
térképezett feliileten. Min¢l magasabb a szinhomérséklet (sorrend: kék - zold ->
sarga —> piros), annal nagyobb az adott komponens el6fordulasi valoszinlisége a

térképezett feliileten (17. abra).

-500 -400 -300 -200 -100 0 100 200 300 400 500

17. abra. Szinhomérséklet a hamis szinezésii Raman-térképen
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18. abra. Nioszoma minta (V2) kémiai térképezése
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A vizsgéalathoz modell-hatéanyagot zartam az eldkisérletek soran kifejlesztett
nioszéma hordozorendszerekbe. A 18. abra C.) felvételén lathato, hogy csak néhany

sejtben dusul fel a modell hatdéanyag, tehat az uptake nem tekinthetd sikeresnek.

A 19. abran az eldkisérletek soran megfelelének bizonyult 3-9. liposzomaba
modell-hatéanyagot zartam, majd ezt koOvette az uptake vizsgalat és a kémiai
térképezés. A C.) felvételen megfigyelhetd, hogy tobb, egyenként kb. 10-50 pm
atmérdjii Capan-1 sejt is felvette a liposzomakat (piros foltok), emellett a feliilet
jelentds része sarga, illetve zold szinli, azaz alacsonyabb koncentracidban, de a tobbi

sejtben is megtortént a liposzomak fagocitozisa.

Position (micrometers)
-2840 -2830 -2820 -2810 -2800 -2790 -2780 -2770 -2760 -2750-2740

16460 16470 16430 16490 16500 16510 16520 16530 16540 16550 16560 16570 16580 16590
ﬂ Position (micrometers)

785 -2780 -2775 -2770 -2765 -276(

-2825 -2820 -2815 -2810 -2805 -

-2825 -2820 -2815

Position (micrometers) Position (micrometers)

B 16490 16500 16510 16520 16530 16540 16550 16560 C 16490 16500 16510 16520 16530 16540 16550

19. abra. 3-9. liposzoma kémiai térképezése (L1)
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7. Osszefoglalas

A nanomedicina nagy iitemii térnyeréseével egyre fontosabba valik a gazdasagos
termékeldallitas, amelynek egyik alappillére a Quality by Design. A QbD elvei szerint
a mindséget nem belevizsgaljak, hanem beletervezik a gyogyszerkészitménybe, igy
csokkennek a hibakbdl eredd pluszkoltségek. A termelés koltségeinek csokkentéséhez

szintén szorosan kapcsolodnak az in-line mindségellendrzd analitikai modszerek.

Tudomanyos diakkori munkdm soran ennek tudataban végeztem liposzomak és
nioszomak preformulacids vizsgalatait. Olyan analitikai modszereket (DSC, Raman)
alkalmaztam, amelyek alkalmasak lehetnek rutinszer(i ipari alkalmazéasra is. A
nanohordozok ipari méretii eldallitasa még gyerekcipdben jar, ezért rendkiviil fontos a

mindséget szignifikdnsan befolyasold koriilmények mély ismerete.

A szakdolgozat elsé felében bemutattam a Iényeges irodalmi elézményeket. A
nanohordozokat szerkezetiik alapjan csoportositottam, és bemutattam a legfontosabb
tipusokat. Roviden Osszefoglaltam a hasnyalmirigy fizioldgids miikodését, majd
leirtam két, jelenleg nem kielégitd terapidval rendelkezd patoldgids elvaltozasat, az

akut pancreatitist €s a pancreas tumort. Bemutattam az 0 gydgyszerhordozd

crer

A szakdolgozat kisérletes felében bemutattam a TDK-munkdm keretében végzett
preformulacios vizsgalatok eredményét, amelyek szelektiven a pancreasba jutod
liposzomak eloallitasat céloztdk meg. A folyamatot végigkovettem a komponensek
aranyanak kivalasztasatol kezdve a szerkezet-vizsgalatokon keresztiil a nanohordozdk
eldallitasaig, majd réviden bemutattam a végtermék karakterizacids vizsgalatainak és a

in vitro Capan-1 sejtek altal torténd uptake eredményeinek eredményeit.
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SZAKDOLGOZATI NYILATKOZAT

Alulirott ...... QeR ..., o B S O SR , a Szegedi

Tudoményegyetem Gyogyszerésztudomanyi Karanak hallgatdja ezennel biintetdjogi felelds-

ségem tudataban nyilatkozom és alairasommal igazolom, hogy

cimii szakdolgozatom sajit, 6nallé munkim; az abban hivatkozott nyomtatott és elektroni-

kus szakirodalom felhasznalasa a szerz6i jogok nemzetkozi szabalyainak megfeleléen késziilt.

Tudomasul veszem, hogy szakdolgozat esetén plagiumnak szamit:
* szOszerinti idézet kozlése idézbjel és hivatkozas megjelolése nélkiil;
« tartalmi idézet hivatkozas megjelolése nélkiil;

* mas publikalt gondolatainak sajat gondolatként valo feltiintetése.

Alulirott kijelentem, hogy a plagium fogalmat megismertem, és tudomasul veszem, hogy pla-

gium esetén szakdolgozatom visszautasitasra keriil.

Szeged, . A% &v .. rasrcdnn 6 ... A4 nap

olvashato alairas




