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Roviditések jegyzéke

Rovidités Teljes név Angol megfelel6

A ionizalt savas karakterii anyag dissociated weak acid

ACN acetonitril acetonitrile

AUCo0 vérszint gorbe alatti teriilet area under curve

BCS Biofarméciai Osztalyozasi Biopharmaceutics Classification
Rendszer System

BDDCS Biofarmaciai Hat6éanyag Biopharmaceutical Drug
Diszpozicios Osztalyozasi Disposition Classification
Rendszer System

BH bezarasi hatasfok entrapment efficiency

BSA marha szérum albumin bovin serum albumin

CD ciklodextrin cyclodextrin

CMC kritikus micellaképzési critical micelle concentration
koncentracio

DAD dioddasoros detektor diode array detector

DSC differencidl pasztazo differential scanning calorimetry
kalorimetria

FTIR Fourier-transzformacios Fourier-transform infrared
infravords spektroszkopia spectroscopy

GIT gasztrointesztinalis traktus gastrointestinal tract

GUV orias méretii unilamellaris giant unilamellar vesicles
vezikula

HA ionizélatlan savas karakter(i undissociated weak acid
anyag

HPLC nagyhatékonysagu high-performance liquid
folyadékkromatografia chromatography

HPH nagy nyomasu homogenizalas high pressure homogenization

HSA human szérum albumin human serum albumin

LN lipid nanorendszer lipid nanosystem
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Rovidités Teljes név Angol megfeleld

LUV nagy méretli unilamellaris large unilamellar vesicles
vezikula

Nab® albuminhoz kotott nanoparticle albumin bound
nanorészecske

NLC nanostrukturalt lipid hordozo nanostructured lipid carriers

PBS 10 mM foszfat pufferes sdoldat | phosphate buffered saline

PDI polidiszperzitas index polydispersity index

PEG polietilén glikol polyethylen glycol

PG polipropilén glikol polypropylene glycol

PGE; prosztaglandin E1 prostaglandin E1

pH hidrogén ion aktivitas potential of hydrogen

PIO polioxietilén izoszorbit oleat polyoxyethylene isosorbide

oleate

pKa savi disszociacios allando acid dissociation constant

PPC L-a-foszfatidilkolin L-a-Phosphatidylcholine

PSO polioxietilén szorbitol oleat polyoxyethylene sorbitol oleate

RES retikuloendotelialis rendszer reticuloendothelial system

SBE-B-CD szulfobutiléter-p-ciklodextrin sulfobutylether-B-cyclodextrin

SLN szilard lipid nanorészecske solid lipid nanoparticles

SPARC ciszteinben gazdag, savas secreted protein acid and rich in
szekretalt fehérje cysteine

SUV kisméretii unilamellaris vezikula | small unilamellar vesicles

VCzZ vorikonazol voriconazole
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1. Bevezetés

1.1. Bevezetés

Gyobgyszermolekuldk esetén a ,,rossz oldhatoésag” alatt az alacsony vizoldhatdsagot
értjiik. Testiink 60%-a viz, a benne lezajlo folyamatok ebben vizes a kozegben jatszédnak
le. A gybdgyszermolekula terapids hatdsat a célszervben akkor képes kifejteni, ha a
szervezet viztereiben oldott allapotban van, €s ha a receptor kdrnyezetében eléri terapias
koncentraciot.

Az Gjonnan szintetizalt hatdbanyagok jelents hanyada nem csak rossz oldhatdsaggal,
hanem rossz biohasznosuldssal is rendelkezik. Régen is és ma is kihivast jelent a
gyogyszerfejlesztOk szamara, az olyan hordozd és segédanyag rendszerek fejlesztése,
melyek képesek kompenzalni a gydgyszermolekula rossz fizikai-kémiai tulajdonsagait és
segiteni a biohasznosulasat.

A hagyomanyos gyodgyszertechnoldgiai megoldasokon kiviil az elmult évtizedben
egyre nagyobb hangsullyal jelennek meg a modern formulaciot segitd moddszerek és
segédanyagok, amelyek terapids szempontbol eldnyosebb tulajdonsdgi készitmények
kialakitasat teszik lehetdvé. Az 1j generacids technologiai megoldasok kozé tartozik a
nanotechnologia is. Nanotechnologiarél a gydgyszerészetben az altalanos definicid
szerint akkor beszéliink, ha a gyogyszerhordoz6 rendszer mérete 10-1000 nm
mérettartomanyba esik. A széles tartomany oka, hogy kiilonb6zé nanorendszer esetén
mas-mas kritériumnak kell megfelelni. A nanotechnoldgia gydgyszeripari elterjedésével
szamos potens hatéanyag keriilhet olyan 0j gyogyszerforméba, amely képes novelni a
farmakon vizoldhatosagat és a biohasznosulasat, vagy akar mérsékelni a nem kivanatos
mellékhatasat.

Dolgozatom elsé felében szeretném definidlni az oldhatésag fogalmat és
jelentdségét, majd  bemutatni  hogyan  befolydsolhatd6 ~ a  tradicionalis
gyogyszertechnologiai médszerekkel és a mai modernkori megoldasokkal. Az irodalmi
attekintés soran két nanotechnologiai mddszert, melyet a kisérletes munkam soran
hasznaltam, részletesen szeretnék ismertetni. Majd a két nanotechnologiai modszer
alkalmazéséaval egy valasztott rossz vizoldhatosagl antifungalis szer formulécios [épéseit

¢és korlatait ismertetem a kisérletes munkam soran.
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1.2. Irodalmi attekintés

1.2.1. Folyékony gyogyszerformdak

A gybgyszerformak halmazallapota szerint beszélhetiink folyékony, félszilard és
szilard gyogyszerformakrol. Ha a hatdéanyag a folyékony halmazéllapoti vivéanyagban
van oldva, emulgedlva vagy szuszpendalva, akkor folyékony gydgyszerformarol
beszéliink. A készitmény felhasznaldsanak helye szerint megkiilonboztetiink tobbek
kozott rektalis és vagindlis oldatokat, szemcseppeket, fiilcseppeket, orrcseppeket,
bevételre szant oldatokat, szirupokat, emulzidkat és szuszpenzikokat, parenteralis
injekciokat és infuziokat. Gyogyszertechnoldgiai szempontbo6l toreksziink arra, hogy a
hatéanyag oldott formaban legyen a folyékony gyogyszerformaban. A steril oldatos
készitmények a folyékony gyodgyszerformak koziil a legnagyobb kihivast jelentik, hiszen
ezekben nemcsak a hatdanyag oldhatosagat kell biztositani a szervezet szamara

toleralhat6 kozegben, hanem a készitmény mikrobioldgiai tisztasagat is (Antal, 2007).

1.2.2. Oldatos gyogyszerformak

Az oldatok definicio szerint, olyan legalabb két komponensbdl allo, bevételre vagy
kiils6 hasznalatra szant, iiledékmentes és tiszta folyékony gyogyszerformak, melyben a
hatoanyag tartosan diszpergalva van. A diszpergaldszer az oldoszer, a diszperz rész pedig
az oldott anyag, amely tobbnyire szilard, de lehet folyékony és gaz halmazallapotu is. A
diszperz fazis mérete szerint csoportositva megkiilonboztetiink valdédi és kolloid
oldatokat. Valodi oldat esetén az oldott anyag részecskemérete nem haladhatja meg az
1 nm-et, ilyenkor ionosan vagy molekularisan van diszpergéalva az oldészer kézegében.
Kolloid oldat esetén a diszperz rész részecskemérete 1 és 500 nm kdzé esik. Aszerint,
hogy az oldott anyagra nézve az oldoszer oldhatosdga maximalis egy adott
homérsékleten, beszEliink telitett oldatrol. Ha az oldott diszperz rész anyag
rendszer keletkezik, amelybdl az oldott anyag mar kivalik.

Aszerint, hogy az oldddas soran milyen folyamat jatszodik le, fizikai vagy kémiai
oldodast kiilonboztetiink meg. Fizikai oldddas sordn az oldott anyag molekuléi

szolvatalodnak. Ha vizes koOzegben zajlik le az eldbbi folyamat, akkor pedig
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hidratalodasrol beszéliink. A szilard kristaly feliiletérdl az oldészermolekuldk hatasara
részecskék szakadnak le, amiket ezek utan egy olddszer burok vesz koriil. Az oldészer
molekuldk és az oldott anyag k6zott kialakult laza kotderdk hatasara az oldott anyag mar
szabadon, kiils6 behatas nélkiil mozog, azaz diffundal az oldoszer kozegében, ezzel
homogén eloszlast biztositva az oldott anyagra nézve. Az oldédéas addig tart, amig a
rendszerben koncentraciokiilonbség all fenn. A ritkdbban eléforduld kémiai oldodas
soran kémiai reakci6 jatszodik le: mind az oldand6 anyag, mind az olddszer részt vesz a
termék képzésében (Antal, 2007).

Az oldddas folyamatanak rovid vazlatat az 1. abra szemlélteti. Attol fiiggetlentil,
hogy fizikai vagy kémiai oldodasrol beszéliink, a folyamat minimalisan harom 1épésben

jatszodik le. Az elsé 1épésben az oldoszernek el kell jutni az oldand6 anyaghoz, majd a

crer

c sy

mozog. Ez az oldodéas folyamatanak sebesség meghatarozo része, hiszen a diffuzio a

legiddigényesebb folyamat.

kristaly oldodas ¢és kivalas folyamata oldat
a kristaly kozelében

LRSS, ‘ 'Y ) oldészer molekula

£
5

~';‘

oldddas

© o

7L

¢ €—

1'(‘ | 2

oldott anyag

2§

1. abra Az oldodés soran lezajlo folyamatok (sajat készitésii abra)

Az 1. abra segitségével az is belathatd, ha a kristalyba rendezett részecskéket

apritjuk, akkor a szolvatacié folyamata gyorsithat6. A diffuzios folyamatnak kedvez, a

10
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melegités és a keverés alkalmazasa. Ahhoz, hogy beldssuk, mi befolyasolhatja még az
oldodas sebességét, érdemes definialni azt.

Szilard anyagok esetén, az oldodasi sebességen az iddegység alatt egységnyi
feltileten oldatba ment molekulak (ionok) szamat értjiik. Az oldddasi sebesség leirasanak
elsé megkozelitését 1897-ben Noyes és Whitney irta le. Vizsgalatuk sordn a benzoesav

¢s 6lom-klorid oldodasi sebességének jellemzésére az alabbi egyenletet hataroztak meg:
dc

E =k (Cs - C) (1)
mely szerint a koncentraci6 idéegység alatti valtozasa aranyos a k oldodasi sebességi
allanddval, a telitési (cg) €s az aktualis koncentracié (c) altal meghatarozott koncentracio-
gradienssel (Noyes ¢s Whitney, 1897). Ezt az egyenletet dolgozta at Nernst és Brunner,

amelyben mar fizikai-kémiai és fiziologias paraméterek is szerepelnek (Dokoumetzidis

és mtsai, 2006):

o - 2 25,2 8
ahol

DR  kioldodott hatdanyaghanyad

é diffuzios allando

A szilard hatdanyag oldoszerrel érintkez6 aktiv feliilete,

h feliiletet koriilvevd difftizios burok rétegvastagsaga,

Cs telitési koncentraci6 a helyi fizioldgids koriilmények kozott,

V kioldokozeg térfogata,

my az oldatba kertilt hatbanyag mennyisége t idépontban.

Ebben az egyenletben a kioldodas szempontjabol legmeghatarozobb paraméter a telitési
koncentracio (cs), valamint a mar oldott hatéanyag mennyisége (m) és a diffuzios burok
rétegvastagsaga (h), mivel ezek hatarozzék meg a diffaziés burok koriili koncentracio
gradienst, ami a kioldodas hajtoereje.

A Noyes-Whitney 0Osszefiiggés alapjan igazolhaté az 1. abra esetén levont
megallapitas, hogy egy adott anyag akkor oldddik gyorsabban, ha nagyobb feliileten
érintkezik az oldoszerrel. Azt a hatarfeliiletet, ami érintkezik az oldoszerrel, aktiv

feliiletnek hivjuk, ami jelentésen fiigg a nedvesithetdségtol és a szemcsemérettdl. A

11
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nedvesités soran a folyadék behatol a szilard feliilet primer részecskéibdl allo porusaiba,
kiszoritva onnan a levegdt (Buckton és Newton, 1985).

Egy hatéanyag oldhatdsaganak megjosolasa és befolyasoldsa az emberi szervezet
viztereiben sokkal bonyolultabb feladat, mint ahogy azt elsére gondolnank. A fizikai-
kémiai paraméterek mellet figyelembe kell venni szamos élettani folyamatot, ami hatassal
lehet az oldhatésagra. Az 1. tablazatban 6sszefoglalva mutatom be, hogy melyek azok a
fiziologias koriilmények az egyenletekbdl adddo fizikai-kémiai paraméterek mellet,

amelyek hatassal vannak az old6dasi sebesség értékére.

1. tablazat: A hatéanyag oldodasat befolyasolo fizikai-kémiai és fiziologids

tényezok (Dévay, 2009a)

Paraméter Fizikai-kémiai Fiziologias koriilmény
jellemzo
feliilet (A) szemcsemeéret, fiziologias feliiletaktiv
nedvesithetdség anyagok (epe)
diffuzios allandoé () molekulatomeg lumentartalom viszkozitasa
diffuzios filmréteg vastagsaga (h) motilitas, hidrodinamikai
viszonyok
oldhatosag (cs) hidrofil-lipofil pH, pufferkapacitas,
jelleg, taplalék-osszetevok, epe
kristalyszerkezet,
szolubilizaltsag
oldott hatéanyag-koncentracio permeabilitas (felszivodott
(d_vx) mennyiség csokkenti)
térfogat (V) emésztonedv, bevételhez
hasznalt
folyadékmennyiség
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1.2.3. Az oldhatésag jelentosége

A potens készitmények fejlesztése a rossz vizoldhatdésagu hatoanyagokbol, ami a
vegyiiletek kozel 30-40%-at teszi ki, a fejlesztOk szamara egyre nagyobb kihivast jelent.
Testlink kétharmada viz, ebben a vizes kdzegben zajlik le a szervezet 6sszes biokémiai
folyamata. Konnyen belathato tehat, ha gyogyszeresen szeretnénk ezeket befolyasolni,
akkor elengedhetetlen, hogy az alkalmazni kivant hatéanyag a test viztereiben oldott
allapotban legyen. A gyodgyszertechnologia soran ezért tobbnyire arra toreksziink, hogy a
hatéanyag olyan gyogyszerformaban keriiljon be a szervezetbe, ami vagy eleve oldott
allapotban tartalmazza vagy pedig alkalmas arra, hogy a szervezetbe keriilve eldsegitse
annak oldodasat és ezaltal a felszivodasat. A kivant hatés kivaltasahoz elengedhetetlen a
felszivodas, amit a hatdéanyag oldodasi folyamata el6z meg.

Leggyakrabban a gyogyszerek szilard perordlis gyodgyszerformaban (tabletta,
kapszula) keriilnek alkalmazéasra. A gasztrointesztinalis traktusban (GIT) 1évd
koriilmények jelentds mértékben befolyasoljak a hatdanyag felszabadulasat a
készitménybdl. Az Osszetett felszivodasi folyamatot a szervezet fizioldgias karaktere
mellett, a hatéanyag és a gyogyszerforma tulajdonsagai is egyarant befolyasoljak. A nem
megfeleld felszivodasnak tobb oka lehet: ha a hatdanyag nem a kell6 idében szabadul fel
a gyogyszerformabdl, ezért nincs oldott allapotban a felszivodasra alkalmas helyen, vagy
ha a kioldodas utan adszorbealodik, komplexbe keriil, bomlast szenved, vagy ha a
hatoanyag nem képes athatolni a membran-barrieren, vagy a béltraktusban first pass
metabolizalodik, eliminalédik (epén keresztiil) (Dévay, 2009b).

Amidon ¢és munkatarsai 1995-ben létrehoztak egy olyan rendszert, amely a
hatoanyagokat biofarmaciai tulajdonsagaik alapjan sorolja kategéridkba (Amidon és
mtsai, 1995). Kezdetben a Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (Biopharmaceutical
Classification System, BCS) kizardlag a bioekvivalencia vizsgalatok szabalyozasat
hivatott segiteni, késObb azonban széles korben hasznositotta a gydgyszeripar, mind a
kutatasban, mind a fejlesztésben. A BCS rendszer a jol ismert négy csoportba osztja a
hatoanyagokat vizes kozegben vald oldhatdsaguk €s a bioldgiai membranon keresztiili

permeabilitasuk szerint. Az osztalyokat a 2. tablazat mutatja be.
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2. tablazat: Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer szerinti csoportositds (Amidon és

mtsai, 1995)

osztaly oldhatosag permeabilitas
I jo jo
II. rossz jo
I11. jo rossz
IV. r0SSZ rossz

A liberalizacio mellet a két 6 meghataroz6 paraméter a felszivodas szempontjabol a mar
emlitett oldhatosdg ¢és a permeabilitds. BCS abban nyujt segitséget, hogy meg lehet
josolni a hatéanyagok viselkedését a felszivodas soran. Ezek a paraméterek szoros
Osszefiiggést mutatnak a hatdanyag, és gyogyszerforma fizikai-kémiai jellemzdivel
(gyartastechnologia, szerkezet, Osszetétel), igy sebesség-meghatdroz6 modon
befolyasoljak a farmakon felszivodasat, valamint segitséget nyujtanak az in vitro
kioldodasi vizsgalatok tervezésé¢hez (Horter és Dressman, 2001).

Bevezetésre keriilt harom olyan dimenzié nélkili szdm, melyek a
gyogyszerkészitmények tervezésében segitséget nyjthatnak (Manthena és mtsai, 2004).
Az egyik ezek koziil a felszivodasi aranyszam, amely nem mas, mint a vékonybélben
eltelt tartozkodasi 1d6 €s az abszorpcidhoz sziikséges id6 hanyadosa. A masik paraméter
pedig a dozis aranyszam (Do), melyet az oldhatosag (Cs), a dozis (D) €és a bevételhez
hasznalt viz (altalaban 250 ml) térfogatanak (V) Osszefliggésébdl az alabbi egyenlettel

szamolhatunk ki.

Do =12 3

Tovabba haszndlatos a kioldddasi ardnyszam (Dn), mely a gasztrointesztinalis traktus
adott szakaszan jellemz0 tartdzkodasi id0 (t,..s) €és a kioldodashoz sziikséges 1d0 (tg;ss)
hanyadosaként kapunk meg. A IV. osztalyba tartozo hatdoanyagok esetén a felszivodasi
¢s kioldodasi aranyszam értéke alacsony. A II. osztalyba tartozd hatdanyagoknal a
kioldoédas szerepe elsOdleges a bioldgiai hasznosithatésag szempontjabol, mert

meghatdrozza a membran felszinénél felszivodasra képes oldott hatéanyag
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crer

értéke magas (Lobenberg és Amidon, 2000).

Ujabban a gyodgyszervegyiiletek jellemzésére a Biofarmaciai Hatéanyag
Diszpoziciés  Osztalyozasi Rendszert (Biopharmaceutical Drug Disposition
Classification System, BDDCS) hasznaljak. A hatéanyagok diszpozicids (eloszlas,
metabolizmus, eliminécio) tulajdonsagainak segitségével eldre jelezhetd, hogy az . és I1.
osztalyba tartozd farmakonok metabolitok forméjaban, a II1. és IV. osztalyba tartozok
valtozatlan formaban {iriilnek a szervezetbdl. A f6 kiilonbség a két osztalyozasi rendszer
kozott az, hogy a BCS a felszivodast modellezve a bioekvivalencia vizsgalatokhoz nyujt
inkabb segitséget, mig a BDDCS a {6 metabolizdciés utvonal eldre jelzésére
(transzporterek, enzimkolcsonhatasok, lehetséges gyogyszer-gyogyszer interakciok)

szolgal (Wu ¢és Benet, 2005).

1.2.4. Oldhatosag befolydsolasanak hagyomanyos lehetoségei

Az oldhatésdg nem mas mint egységnyi oldoszerben oldott anyagmennyiség,
melynek jele ,,S”. Mivel nincs egységes SI rendszerben megadott formaja, ezért tobbféle
koncentracio egységekben €és dimenzidkban is megadhatjuk. Leggyakrabban hasznalt
mértékegységei a kovetkezék: g/100 ml, g/ml, mg/100 ml, mg/ml, mmol/l, mmol/dm?,
umol/dm?. Egy hatéanyag adott oldoszerben kialakulé egyensilyi oldhatosagat leginkabb
befolyasold tényezdi: az olddszer hdmérséklete, az alkalmazott nyomads, a hatéanyag
anyagi mindsége, ugy mint kristalyforma €s méret, az aggregaciora valo hajlam, tovabba
az egyeb jelenlévo feliiletaktiv anyagok, micellaképzdk, segédanyagok, segédoldoszerek,
valamint a kdzeg pH értéke. Abbol, hogy megismerjiik, mitdl fiigg leginkdbb egy anyag
oldhatosaga, tudjuk kivalasztani a megfeleld eszkozt arra, hogy javitsuk azt. Szamos
lehetdség ismert a hatéanyagok viz oldhatosdganak novelésére. Leggyakrabban Gsszetett
olddszerrendszerek, segédanyagok alkalmazéasaval torténik. Tovabbiakban részletesen

bemutatok egy-egy klasszikus oldékonysag novelésére alkalmas eljarast.

1.2.4.1. Oldékonysagnovelés pH beallitassal

A legegyszerlibb mddja az oldhatosag novelésének, ha a kozeg pH-jat valasztjadk meg

ugy, hogy az ionizacié mértéke kedvezzen az oldhatésagnak. Az inonizalhato vegyiiletek
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pH-oldékonysag Osszefiiggését a Henderson-Hasselbach egyenlete irja le. Az
oldékonysagot az ionizélatlan vegyiiletre (HA) vonatkoztatja, és figyelembe veszi az
adott pH értéken mért oldékonysagot és a vegyiilet savi disszociacios allanddjanak (pKa)
értékét.

[47]
[HA]

pH = pK  +log 4)

Ebbdl az egyenletbol megallapithatd, hogy a savas vegyiiletek oldékonysaga a pH
novelésével nd (ha a pH értékek nagyobbak a pK. értéknél), mig a bazikus vegyiiletek
oldékonysaga a pH csokkenésével nd (ha a pH értékek kisebbek, mint a pK,) (Bhattachar
és mtsai, 2006). A kozeg pH-értékének gyenge savak és bazisok esetén van kiemelt
szerepe az oldhatésagra. Ennek a modszernek az alkalmazisa azonban korlatozott
gyogyszerkészitmények esetén. A fiziologids pH értéktdl jelentdsen eltérd formula
haszndlata soran a szervezet pufferkapacitdsa hamar kimeriil, ami fajdalmas
szovetnekrozist okoz (Csoka és mtsai, 2008). A szervezet szikk pH tiirése miatt ritkdn
jelent valdés megoldast az oldékonysdg pH beallitassal torténd ndvelése példaul

parenteralis vagy szemészeti készitmények esetén.

1.2.4.2. Oldékonysagnovelés koszolvensek alkalmazasaval

A koszolvensek alkalmazasdval az olddszer permittivitdsa valtoztathatd. A
permittivitds novelésével a poléris anyagok oldhatosdga nd, mig az apolaros anyagoké
csokken. Tehat ha rossz vizoldhatosagl apolaros hatdéanyagok esetén az oldoszerként
alkalmazott magas permittivitasi vizes kozeg egy részét alacsonyabb permittivitasu
szerves oldoszerrel (pl. glicerinnel) helyettesitjiik, akkor az anyag oldékonysaga
novekedni fog. Az alkalmazott oldoszerelegy permittivitdsa, és az oldott anyag
koncentracioja kozotti kapcsolat exponencidlis Osszefliggéssel irhatd le. Nayak és
munkatarsai etoricoxib esetén glicerint, polipropilén-glikolt (PG) és polietilén-glikol 400-
at (PEG 400) alkalmaztak a vizsgalatuk soran a permittivitds hatdsanak vizsgalatara. Az
alkalmazott koszolvensek koziil a PEG 400 alkalmazéasaval érték el a legmagasabb
oldhatosagot. A 3. tablazat eredményeibdl jol lathatd, hogy a permittivitds és az
oldékonysag forditottan ardnyos a vizsgalt hidrofob nem szteroid gyulladascsokkentd

esetén (Nayak és Panigrahi, 2012).
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A koszolvensek révén alacsony polaritastt molekulak keriilnek a vizes olddszerbe,
ami csokkenti a vizmolekuldk kozotti hidrogénhidak erdsségét. A vizmolekuldk kozotti
erd6s kolcsonhatdsok ugyanis erdteljesen ,kiszoritjadk” az apoléaris molekuldkat az
oldatbol. Mivel koszolvensek esetén ez a ,,kiszoritd erd” kisebb, hatékonyan ndvelik az
apolaris anyag oldékonysagat. A novekedés annal nagyobb mértékli, minél kevésbé
erések a koszolvens-koszolvens, vagy a viz-koszolvens kolcsonhatdsok az oldatban.
Ahhoz, hogy egy koszolvens kifejtse hatasat sziikséges, hogy a koszolvens megfeleld
mértékben oldddjon vizben, ugyanakkor a polaris része a vizzel kolcsonhatva tartsa

oldatban az apolaris részt (Millard és mtsai, 2002).

3. tablazat A szobahOmérsékleten vizsgalt etoricoxib oldhatosdga kiilonb6zo viz és

polietilén-glikol 400 tartalmu elegyek esetén (Nayak €s Panigrahi, 2012)

Viz tartalom PEG 400 Permittivitas Etoricoxib oldékonysag
v/v %) v/v %) (mg/ml)

0 100 12,50 2,19 +£0,083
10 90 19,00 2,08 + 0,065
20 80 25,59 1,76 £ 0,051
30 70 32,19 1,43 +£ 0,044
40 60 38,78 1,16 £ 0,033
50 50 45,38 0,83 £ 0,021
60 40 51,98 0,60 = 0,009
70 30 58,57 0,38 = 0,006
80 20 65,17 0,27 + 0,004
90 10 71,76 0,16 + 0,004
100 0 78,36 0,08 = 0,002

1.2.4.3. Oldékonysdgnovelés szolubilizalassal

A micellak altal kozvetitett oldhatésagndvekedést szolubilizalasnak nevezziik. A

micellak polaris és apolaris molekularészbdl felépiild amfipatikus molekulék (2. abra).

17



DOI:10.14753/SE.2017.2058

)
s N
K L,?
< %) 2 S %
é & €.0377550
T (‘l‘ ﬁ s Wk-‘ ,:-/V‘N\_/
Vgl — TSR
v Ak- { > \Y g \‘\ .‘V?
37 g S 24
\‘V I ) >
micella

apolaros polaros rész

3. abra A micelldk szerkezete (sajat készitésli dbra)

A micella jellegzetes gomb szerkezete akkor alakul ki, amikor a feliiletaktiv
amfipatikus molekula koncentracidja elér egy adott értéket, ami nem mas, mint a jol
ismert kritikus micellaképzési koncentraciéo (CMC). A CMC az adott feliiletaktiv anyagra
jellemzo érték és ekkor kovetkezik be az, hogy az amfifil molekula valddi oldata
micellakat tartalmazo kolloid oldatta alakul at. A micellak szerkezetét alapvetden az
oldoszer polaritasa befolyéasolja. Polaris kdozegben az apoldris csoportok asszocialédnak
a polaris részek pedig a kozeg felé iranyulnak, ahogyan a 2. abran is lathatd. Mig apolaris
kozegben a molekularészek elhelyezkedése ezzel ellentétes iranyu. Az apolaris jellegii
molekulék vizoldékonysaga tigy ndvelhetd, hogy az oldani kivant anyag a micellak belso,
apolaris részébe épiil be (Csoka és mtsai, 2008). Szolubilizalasra klasszikus példa a
gyogyszerészetben az aromas vizek eldallitdsa, mely sordn az apolaros tulajdonsagt
illoolajokat feliiletaktiv anyag segitségével oszlatjak el a vizben.

A feliiletaktiv anyagok szerkezetiik alapjan két nagy csoportra oszthatok: ionos, vagy
nem ionos. Az ionosokat tovabb oszthatjuk toltésiik szerint, igy megkiilonboztetiink
anionos (negativ toltésii), kationos (pozitiv toltésii) és ikerionos (egyarant negativ és
pozitiv toltési) feliiletaktiv anyagot.

Alkalmazéasuknak gatat szab az, hogy a szervezet nem képes barmennyi feliiletaktiv
anyagot tolerdlni. Azt, hogy milyen koncentracioban képes a feliiletaktiv anyagot a
szervezet elviselni, nagyban fiigg az alkalmazott vegyiilet tulajdonsagaitél és az
alkalmazas modjatol. Altalanossagban azonban elmondhaté, hogy a nem ionos

szerkezettel rendelkezOket a szervezet jobban toleralja (Abelson és Anderson, 2006;
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Kovécs és mtsai, 2009; Yiyun és Jiepin, 2006). Li ¢s munkatarsai docetaxol kemoterapias
szert tartalmazé micelldkat allitottak eld kiilonb6z6 nem ionos feliiletaktiv anyag -
poliszorbat 80, polioxietilén szorbitol oleat (PSO), polioxietilén izoszorbit oleat (PIO) -
segitségével. A hemolitikus index meghatdrozasa soran megallapitottdk, hogy a PSO, ami
szerkezetét tekintve egy Osszetett amfifil molekula, kevesebb hemolizist okoz, mint a
PIO. A PSO csak egy hidroxi csoporttal rendelkezik, igy hidrogénhidak segitségével nem
tud molekulakomplexet 1étrehozni, mig a PIO egy izoszorbit szarmazék, ezért konnyen
képez molakulakomplexet. A PIO molekulakomplexe nagyobb lipofilitassal rendelkezik
a PSO 6nnall6 formdjahoz képest, ezért nagyobb affinitdssal kotddik az eritrocitdk

membranjahoz, a sejt sériilését okozva ezzel (Li C. és mtsai, 2014).

1.2.5. Az oldhatésag novelésének leguijabb lehetdségei

Ostwald elmélete szerint a részecskeméret csokkenése esetén megnd az oldhatdsag.
Azonban azt is megfigyelték, hogy polidiszperz szuszpenzié esetén a monomerek
vandorlasanak hatasara a nagyobb szemcsék mérete a kisebbek rovasara novekszik
(Qin-bo és mtsai, 2005). Tovabb vizsgalva a szemcseméret szerepét az oldhatésagra, a
feliileti toltés szerepére is fény dertilt. Ezek szerint a szemcseméret csokkentése soran egy
bizonyos hatarértéknél maximalis oldhatdsagot kapunk (Symchowicz és Katchen, 1968).
A szemcseméret csokkentésével nd a szilard és folyékony halmazallapotl részecskék
hatarfeliilete, ami noveli az oldodasi sebességet, tovabba a kisebb szemcséknél a diffuzios
burok vastagsaga is kisebb, segitve ezzel a diffuzios folyamatokat.

Ezek utan belathato, hogy rossz vizoldhat6sagu hatéanyagok oldhatosaga kedvezden
befolyasolhatok, ha nanoméretli hordozdérendszert alakitunk ki. Sajnos a technologianak
gatat szab egy negativ irdnyt folyamat, melyet az aprobb szemcsék aggromelacios
hajlamanak novekedése okoz (Leuner ¢s Dressman, 2000). A modern oldhatosagnoveld
nanorendszerek egyesitik a részecskecsokkentésben rejlé potencidlt a hagyomanyos

feliiletaktiv anyagok altal medialt oldhatosag novekedéssel.

1.2.5.1. Oldékonysagnovelés liposzomakkal

A liposzémak foszfolipid kettdsfallal hatarolt vezikulak. Méretiilk a néhany tized

nanométertdl a néhany mikrométerekig terjedhet. Szerkezetiiket tekintve két nagy
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csoportba sorolhatjuk azokat aszerint, hogy hany lipid kettdsréteg veszi koriil. Ha tobb
lipid kettdsréteg, akkor multilamellaris vezikuldkrol, ha egy réteg, akkor unilamellaris
vezikulardl beszélhetiink (Akbarzadeh és mitsai, 2013). Az unilamellaris vezikulak
méretlik alapjan tovabb csoportosithatok kis, nagy €s orids vezikuldkra. Az eszerint
megkiilonboztetett liposzomak a kovetkezok: kicsi unilamellaris vezikulum (SUV) (~30-
100 nm), nagy unilamelldris vezikulum (LUV) (100 nm-1 pm) €s 6rids unilamellaris
vezikulum (GUV) (1 um felett) (Amarnath €s Sharma, 1997). A kiilonb6z0 méreti
liposzomak kiilonb6zé mennyiségli vizet képesek magukba zarni, ami befolyasolja
stabilitasukat. A hatdanyag fizikai-kémiai tulajdonsaga hatdrozza meg, hogy milyen
tipusu liposzéma alkalmas leginkabb hordozdrendszerének, melyikkel érhetd el a
maximalis bezarasi hatasfok (BH). A bezarandd molekula polaritdsa meghatarozza az
elhelyezkedését a liposzomaban. A polaris tulajdonsaguak a liposzoma belsejében, mig

az apolarosak a lipid kettOsrétegben helyezkednek el (3. abra).

Hidrofil feji rész

Hidrofob oldallanc

T g0t ¥ 00,

Hidrofil molekula

Hidrofob molekula

3. abra A kiilonb6z6 polaritasu hatdanyagok elhelyezkedése a liposzoma szerkezetében

(sajat készitésii abra)

A liposzomakat a szervezet retikuloendotelidlis rendszere (RES) felismeri, ezért
parenteralis felhasznalasuk korlatozott. Eurépaban Caelyx® néven van forgalomban egy
doxorubicin tartalmu liposzomalis kemoterapias szer. A liposzoma mérete (100-200 nm)
alkalmas arra, hogy a tumorsejtek érhaldzatan keresztiil a tumorsejtekbe jusson (Abraham
eés mtsai, 2005). Azért, hogy az immunrendszer fagocita sejtjei nehezebben, illetve ne
ismerje fel a liposzomat testidegen molekulaként, a lipidmolekulékat pegilaljak, emiatt

az ebbdl képzddd liposzoma kap egy polietilén-glikol burkot. Az igy létrehozott
20



DOI:10.14753/SE.2017.2058

liposzoma az ugynevezett lopakodod liposzoma (Gabizon és Martin, 1997). A ,,lopakodo
liposzoma” felszine semleges, ami a komplement rendszert nem aktivalja, szemben a

toltéssel rendelkezd vezikulumokkal (Chonn és mtsai, 1991).

1.2.5.2. Oldékonysagnovelés ciklodextrinekkel

A ciklodextrinek (CD) hat, hét vagy nyolc a-D-gliikopirandz egységbdl allo ciklikus,
nem redukald oligoszacharidok (4. abra). A csonka kup alaku, bels6 tireggel rendelkezd
molekuldk belseje apolaris, mig kiilso feliilete polaris természetli. A polaris kiilso feliileti
sajatsdgok miatt ezek a molekuldk vizben oldodnak, képesek kiilonboz6 kémiai
szerkezetli apolaris molekuldkat a belsd liregbe zarni, ezzel kialakitva egy ugynevezett
zarvanykomplexeket. Ezt az asszociaciés molekulakomplexet mdasodlagos kotderdk
tartjak ossze (Loftsson és Brewster, 1996; Sebestyen és mtsai, 2013). A zarvanykomplex

fizikai-kémiai tulajdonsagai eltéréek a vendégmolekula kiindulési karakterétol.

P 1.37 nm % é 153 0m > g 1.69nm >

a-ciklodextrin B-ciklodextrin v-ciklodextrin

4.4bra A kiilonboz6 szamu glitkkopiran6z egységbdl felépiild ciklodextrinek

(sajat készitésii abra)

Elonyosen alkalmazhaté a jobb stabilitds, magasabb vizoldékonysag, jobb
biohasznosulas elérése érdekében (Duchene és mtsai, 1999).

A zarvanykomplex kialakulésat szamos esetben hasznaljak ki rossz vizoldhatdsagu
gyogyszermolekulak oldhatdsaganak novelésére. Szdmos esetben ehhez specidlis,
kémiailag modositott szarmazékokat allitanak eld. A kiilonb6z6 szarmazékok nem csak
a hozzéjuk kapcsolodo szubsztituensek helyzetében és hosszaban, hanem a kémiai kotés

természetében is kiilonboznek. A hatéanyagok befogadéasat gatolja a ciklodextrin kiilsd
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felszinének polaris természete. Ezért kidolgoztak a hagyomanyos komplexképz6 technika
mellet egy ciklodextrin nanocsapadékképzésen alapuld modszert. A CD nanocsapadék
képzéshez eldszor a ciklodextrint szerves oldoszerben oldjuk, ami tobbnyire alkoholt
jelent, és ezt az oldatot keverés kézben vizbe Ontjiik. Az elegyités hatasara keletkezik a
nanodiszperz rendszer, melynek a kialakulashoz nem sziikséges mas feliiletaktiv anyag
jelenléte. Hiszen az eljaras soran egy amfifil tulajdonsagt ciklodextrint hasznélnak fel,
csokkentve ezaltal a kiils6 burok hidrofilitasat. Tovabbi eldnyos hatasa az amfifil CD-
nek, hogy novelhetdé a bioldgiai membranokhoz vald affinitds a temészetes
ciklodextrinekhez képest (Memisoglu és mtsai, 2003). Bilensoy ¢s munkatarsai 6-O-
CAPRO-B-CD amfifil tulajdonsagat hasznaltdk ki paclitaxel tatalmt ciklodextrin
tartalmi nanorészecske formuldlasahoz. Ezzel haromszor nagyobb paclitaxel
koncentraciot sikeriilt elérni a hagyomanyos komplexképzéshez képest (Bilensoy és
mtsai, 2008).

A csapadékképzd modszer mellett 1étezik egy tigynevezett emulzids és oldoszer
elparologtatasos technika. Ilyenkor a ciklodextrint olyan szerves olddszerben oldjuk, ami
nem elegyithetd vizzel, és az oldatot keverés kdzben vizbe Ontjiik, majd a szerves
oldoszert elparologtatjuk. Ebben az esetben sziikséges mas feliiletaktiv anyag
alkalmazésa (Duchene és mtsai, 1999).

Vorikonazol (VCZ) tartalmu injekcié formulalasahoz szulfobutiléter-B-ciklodextrint
alkalmaztak a hatéanyag vizoldékonysaganak a novelésére (Hafner és misai, 2010). A
segédanyag hatranya abban van, hogy besziikiilt vesefunkcioji betegek esetén
felhalmozodik és hemolizis okozhat (Burkhardt és mtsai, 2010; Luke és mtsai, 2012).

A ciklodextrineket folyékony gyodgyszerkészitményekben gyakran alkalmazzak. A
4. tablazat reprezental néhany példat arra, hogy a ciklodextrineket milyen forgalomban
1évo  folyékony  gydgyszerkészitményekben — alkalmazzak  oldékonysagnoveld

segédanyagként.
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4. tablazat A ciklodextrinek felhasznalasa forgalomban 1év0 készitményekben

(Brewster és Loftsson, 2007)

Ciklodextrin Farmakon | Kereskedelmi | pormyjacig | Gyogyszergyarto
név cég
. . . Caverject® .
a-ciklodextrin alprosztadil 1.v. oldat Pfizer
Dual®
parenteralis Ono
a-ciklodextrin PGE; Prostavasin®
oldatok Schwarz
B-ciklodextrin iodin Mena-Gargle® oldat Kyushin
B-ciklodextrin piroxikdm Cicladon® oldat Aché
2-hidroxipropil- | ) .
B-ciklodextrin | hidrokortizon Dexocort®™ oldat Actavis
2-hidroxipropil-
B-ciklodextrin | indometacin Indocid® szemcsepp Chauvin
2-hidroxipropil-
B-ciklodextrin | itrakonazol Sporanox® 1.v. oldat Janssen
2-hidroxipropil- .
B-ciklodextrin | mitomycin MitoExtra® | iy, infaziok Novartis
Mitozytrex®
metilalt -
ciklodextrin | kloramfenikol Clorocil® szemcsepp Oftalder
random metilalt .
B-ciklodextrin 17p- Aerodiol® orrspray Servier
esztradiol
szulfobutiléter-
p-ciklodextrin | yorikonazol Viend® i.v. oldat Pfizer
Na-so
szulfobutiléter-
B-ciklodextrin ziprasidon Geodon® im. oldatok Pfizer
Na-s6 mezilat Zeldox®
szulfobutiléter- .
B-ciklodextrin | . o oldar | Cristol-Myers
Na-s6 aripiprazol Abilify . Squibb, Otsuka

Pharm.

23



DOI:10.14753/SE.2017.2058

A 4. tablazat folytatasa az el6z6 oldalrél

Ciklodextrin Farmakon Keresk,edelml Formulacio Gyogysz,e rgyarto
név cég
szulfobutiléter-
B-ciklodextrin maropitant Cerenia® parenteralis Pfizer Animal
Na-s6 p oldat Health
2-hidroxipropil-
. . Tc-99 . ® .
y-ciklodextrin . Cardio Tec 1.v. oldat Bracco
teoboroxim
2-hidroxipropil- | = 4 1 ronak Voltaren® szemcsepp Novartis
y-ciklodextrin

1.2.5.3. Albumin szerepe az oldhatésag novelésében

A gyogyszerkészitményekbdl a hatdanyag a szervezetbe keriilve felszabadul, majd
felszivodva az érpalyaba jut. Az érrendszerben a hatéanyagok kisebb hdnyada szabad
formaban, nagyobb résziik szallitofehérjékhez kdtddve fordul el (Yang és misai, 2007a).
A legaltalanosabb hordozé fehérje az érrendszerben, az albumin. Az albumin szamos
kotdhellyel rendelkezik, ezért kiilonbozd szerkezetli, valtozatos tulajdonsagu
hatoanyagokat képes fehérjekomplexbe vinni (Kohita és mtsai, 1994). A hatéanyagok
albuminnal alkotott komplexének gyakran kedvezObb a vizoldhatosdga, mint a
hatéanyagnak 6nnmagéaban (Kratz és Elsadek, 2012). Az albumin ezen tulajdonsagat
kihasznaljak gyogyszertechnologiai szempontbol is. A fejlesztések soran sziiletett meg az
albumin-nanorendszerek létrehozasa, ami az oldhatosdgndvelése mellett szamos mas
eldnyos tulajdonsaggal bir. Zensi és munkatarsai apolipoprotein A tartalmu albumin
alapl nanorészecskét allitottak eld, mely igy képes atjuttatni a fehérje hatoanyagot a
véragygaton (Zensi és mtsai, 2010). Tovabbi eldnyods jellemzd, hogy kemoterapids szerek
célzott tumorsejthez juttatasa is megvalosithatd vele. A tumor sejtek tulexpresszaltak
SPARC (ciszteinben gazdag, savas szekretalt fehérje) fehérjékben. SPARC egy
membranfehérje, melynek segitségével a human szérum albumin (HSA) medialt
endocitézisa zajlik le (Desai és mtsai, 2006; Green és mtsai, 2006). Igy az albuminhoz

kotott kemoterapias szer célzott bejuttatdsa a tumor sejtjeiben megvaldsithatd, a
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hatéanyag a tumorsejtekben a SPARC membran fehérje miatt feldusithat6. Regisztralva

®

van egy ilyen paclitaxel tartalmia készitmény Abraxane™ néven, aminél az elébb

ismertetett mechanizmust hasznaljak fel (Green és mtsai, 2006).

1.2.5.3.1. Albumin alapu nanorendszerek eloallitasa

Alapvetden 6t kiillonb6zé mddszer ismert az albumin-nanorészecske eldallitdsara: a
Nab® (Nanoparticle albumin bound) modszer (Desai, 2008), a kicsapasos/deszolvatacios
modszer (Langer és mtsai, 2003), az emulzifikdciés mddszer (Shen és misai, 2008), a
porlasztva szaritas (Nano Spray Drying) (Lee és mtsai, 2011) és a micellakba valo
szervezés (koacervacios modszer) (Wilson és mtsai, 2014). Ezek koziil a technoldgiadk

koziil a fontosabbakat részletesen ismertetem.

1.2.5.3.1.1. Koacervacios modszer

A koacervacidés modszer soran feliiletaktiv anyag nélkiil allitjak el a részecskéket.
A 7 ¢és 9 kozotti pH-ju vizes albumin oldatba acetont csepegtetnek, majd a kialakult
nanorészecskéket glutaraldehiddel stabilizaljak. A keresztkotési reakcidt ezutan egy
gélpermedcios kromatografids tisztitds koveti. A modszer hatranya, hogy széles a
nanorészecskék méreteloszlasa. Nagy nehézséget jelent tovabba a megfeleld pH beallitas
puffer alkalmazasa nélkiil (ezt kizarja a hatasdra keletkezd csapadék, illetve a
bekovetkezd nanorészecske aggregacio), kiillondsen magas fehérje koncentracié mellett.
Lin és munkatarsai 100 nm atmérdjii albumin alapti nanorészecskéket allitottak eld.
Tapasztalatuk szerint, ha novelték a HSA oldat pH értékét, akkor a részecskék atlagos
mérete csOkkent. Ez a HSA ionizaciojaval magyarazhato, hiszen magasabb pH értéken

crer

kedvezdtlen, igy kisebb részecskeméretli nanorendszer keletkezik (Lin és mtsai, 1993).

1.2.5.3.1.2. Deszolvatacios modszer

A koacervacidos modszer tovabbfejlesztésével alakult ki a deszolvatacios technika,
melynek 1ényege, hogy HSA vizes oldatahoz allando sebességgel kicsapdagenst
adagolnak, ami a legtobbszor etanol. Az oldat ionerdssége ¢és pH-ja jelentOsen

befolyasolja a keletkezett nanorendszer méreteloszlasat. Langer ¢és munkatarsai
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hataroztdk meg az albumin alapu nanorendszerek eldallitasanak kritikus paramétereit és
vizsgaltak a koriilmények hatasat a képzdodott nanorendszerek méreteloszlasara. Az
ionerdsség biztositasara a natrium-klorid bizonyult a legalkalmasabbnak, a pH optimalt
tartomanya 7-10 kozotti. A szobahdmérsékleten folyamatos kevertetés kozben allandod
sebességgel hozzaadott etanol mennyisége a méretet kevésbé befolyasolja, inkabb csak a
méreteloszlas szélességére van hatdssal. A kicsapasos modszernél is sziikséges a
keresztkotések stabilizalasa glutaraldehiddel 24 6ran keresztiil, mieldtt a befejezo 1épés,
a tisztitas kovetkezik. A tisztitas folyamata soran a centrifugdlas utan a feliiluszo réteg
eltavolitasa kovetkezik, majd utdna vizzel egészitik ki a minta térfogatat. Az el6bbi
1épéseket Otszor megismétlik, eltavolitva ezzel a 70 nm alatti nanorészecskéket, és
biztositva a minta keskeny intervallumu méreteloszlasat. Azonban a tobbszori mosas
jelentds hatoanyagvesztéssel jar (Langer és mtsai, 2003; Storp és mtsai, 2012; Weber és

mtsai, 2000).

1.2.5.3.1.3. Nanoparticle albumin bound technologia

A leggyakrabban és legelterjedtebben alkalmazott technika a Nab® modszer. A
kutatasok modell hatéanyaga a rossz vizoldhatosagu paclitaxel volt. A hatdoanyag kémiai
modositasa nélkiil (észteresités, soképzés) a farmakologiai tulajdonsagait megtartva
sikeriilt a gyogyszermolekuldt human szérumalbuminhoz k&tni. Ehhez elsé 1épésként a
rossz vizoldhat6saglh hatdéanyagot egy szerves oldoszerben feloldjak, majd elegyitik a
HSA vizes kolloid oldataval. A két rendszerbdl alakul ki nagy nyiréerdk hatisara egy
nanoméretli diszperz rendszer. A diszpergalt nanoméretli cseppeket tobbnyire nagy
nyomdastt homogenizator segitségével formulaljadk. Ezen feliil sziikséges egy olyan
moddszer kidolgozasa is, amivel a 1étrejott O/V emulzidbdl elparologtathatd a szerves
oldoszer.

A kialakitott nanodiszperz rendszer liofilizalt porként vagy injekcidoként keriil
forgalomba, ezért torekedni kell a 200 nm-nél kisebb atmérdjii részecskék eldallitasara,
hiszen ezeken hajthatd végre steril sziirés membransziirokkel. Hoérzékeny segédanyag
alkalmazasa esetén a membransziirés a legkézenfekvObb sterilizald eljardas. Az
intravaszkularis hasznélatra szant fehérje nanorészecskék sterilizalasdra nem

hasznalhatoak a hokdzlésen alapuld konvencionalis modszerek, igy ezek sterilizalasat
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0,2 um pérustt membransziirdk alkalmazasaval oldjak meg. A Nab® modszer segitségével
egy olyan hordozérendszer készithetd, mely a vérben a hatéanyagot két frakcioban
tartalmazza. Az egyik frakcié a szervezet szamara azonnal hozzaférhetd, mert a
nanorészecskékbol koncentraciofiiggd disszociacidval szabaddé vald albumin-hatéanyag
komplexe alkotja. A masik frakcié a nanorészecskébe zart hatdbanyag, ami 1ényegében

egy gyogyszerraktarat képez.

1.2.5.3.1.4. Nano porlasztva szaritds

A porlasztva szaritds alkalmas finom por eldallitasara folyékony fazisbol, ezért
albumin alapu nanorendszerek eldallitdsara is lehetséges a segitségével. A nano
porlasztva szaritok (Nano Spray Dryer) egy vibracids haloval miikddnek a nanoméretii
cseppek eldallitasa érdekében. A porlasztofej tartalmaz egy mikrométeres nagysag
lyukakkal perforalt vékony membrant. A hajtomiivet ultrahangos frekvencidval
lizemeltetik, amely a membranban vibraciot general, igy precizen meghatarozott méret
cseppecskéket juttat a munkatérbe, amit egy elektrosztatikus gyiijtd segitségével fognak
be. Az elektrosztatikus gytiijté egy foldelt elektrédbol (katdéd), valamint egy hengeres
felépitésii részecskegyiijté elektrédbol (andd) all. A becsapodd negativan toltott
részecskék a gyujtéelektrod hengerének belsd falahoz aramlanak a magas fesziiltség
indukalta elektrosztatikus erdtér hatasara, majd kisiilést okoznak a gyiijté elektrodon
(Li X. és mtsai, 2010; Faheem és Haggag, 2015).

Lee ¢és kutatocsoportja 120 °C homérsekletii, 150 I/perc-es levegdaramlasi sebesség
mellett 0,1%-0s marha szérum albuminb6l (BSA) 4 pm-es membran segitségével
allitottak eld atlagosan 460 nm atmérdjii nanorészecskéket Nano Spray Dryer B-90 tipust

késziilékkel (Lee és mtsai, 2011).
1.2.5.3.1.5. Emulzifikacios modszer
Polimer alapti nanorészecskék eldallitasara alkalmazzak ezt a modszert a
leggyakrabban, de albumin alapti nanorendszereket is formuldlnak igy. Az albumin

oldatat egy olajos fazissal tobbnyire gyapotmagolajjal homogenizaljak, majd a képzddott
emulzidt hével stabilizaljak (175-180 °C-on) 10 percig. Az elmulziét lehiitik, és etil-
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éterrel higitjak, igy csokkentve az olajos fazis viszkozitasat, hogy elOsegitsék a
centrifugdlds soran a szeparalast. Masik lehetdség, ha fehérjeoldatot és az olajos fazist
25 °C-on homogenizaljuk, majd hozzdadjuk az étert, ami tartalmazza a kémiai kotéseket
stabilizal6 agenst is. A kémiai kotések stabilizdtora altalaban 2,3-butadién vagy
formaldehid (Elzoghby és mtsai, 2012).

10-hidroxicamptothecin tartalmu BSA nanorészecskéket ugy allitottak eld
emulzifikacids technologiaval, hogy a fehérjét és a hatéanyagot natrium-hidroxid
oldatban oldottak fel, majd ezt a vizes oldatot ricinusolajjal elegyitették, amely 2% Span
80-at tartalmazott. A homogenizalas utan kapott emulziot folyamatos kevertetés mellett
140 °C-os ricinus olajba csepegtették. A  hokezelést kovetden, hagytak
szobahOmérsékletre hiilni az emulzidt, amit ezutan petrol-éterrel homogenizaltak. Majd
centrifugalassal tisztitottdk a nanorészecskéket ugy, hogy a petrol-éteres fazist mindig
dekantaltak. Ezaltal olyan 10-hidroxicamptothecin tartalmu 600 nm méretli
nanorészecskéket kaptak, amelyek 20 6ra utan a bezart hatébanyag 90%-at képesekk volt
leadni tripszines 7,4 pH-ju, 10 mM-os foszfat pufferes s6oldatban (PBS) (Yang és mtsai,
2007b).

1.2.5.3.2. Albumin alapu nanorendszerek elonye és felhasznaldasa

A hagyomanyos gyogyszerhordozokkal szemben az albumin alapi nanorendszer
szamos elényds tulajdonsaggal rendelkeznek. A Nab® modszerrel létrehozott
nanorészecskék esetén a hatdoanyag egy szilard magba van zarva, igy a részecskékbol
készitett szuszpenzid kis térfogatban is nagyobb dozis beadéasat teszi lehetévé. A
hatéanyag farmakoldgiai hatasat is eldnydsen befolydsolja azaltal, hogy az albuminhoz
kotott gyogyszermolekula sokkal kevésbé modosul a méjban, igy a toxikus metabolitok
koncentracioja is joval alacsonyabb értéket ér csak el. A metabolizmus késleltetése noveli
a hatodanyag fiziologiai felezési idejét. Szemben a konvenciondlis segédanyagokkal az
alkalmazott HSA egyszerlien, proteolitikus enzimek segitségével bomlik le a
szervezetben, az endogén albuminhoz hasonloan (Stinchcombe, 2007).

A daganatellenes szerek esetében a dozist a vérlemezkék szamanak jelentds csokkenése
korlatozza. Toxikus tulajdonsagaik miatt karosodik a csontveld és mieloszupresszio
kovetkezik be, ezért két dozis kozott meg kell varni, amig a vérlemezke szintje a vérben

ujra normalis értékii lesz. Desai és munkatéarsai vizsgalatai patkanyokon igazoltak, hogy
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a paclitaxel Nab® formulicidja kevésbé okoz mielioszupresszidt a hagyomanyos
gyogyszerformahoz képest, tovabba a kezelt patkanyok testsulycsokkenése sem olyan
jelentds, mint a hagyomanyos formula esetén. A mellékhatasprofil kedvezd valtozasa
lehetdséget teremt a dozis novelésére (Desai és mtsai, 1999). Paclitaxel esetén masik
jelentds farmakologiai elény, hogy az albuminhoz kotott forma magasabb vélaszadési
aranyt és kedvezdbb toxicitas-profilt mutatott III. fazisban levé mellrdkos betegek esetén
(Schwartzberg és mtsai, 2012). Paclitaxel tartalmu albumin nanorészecskérdl tobb szaz
irodalmi publikacio sziiletett. Nemcsak taxol alapu hatéanyagokat zartak mar be albumin
alapt nanohordozéba, hanem mas kemoterdpias szert (lapatinib, tacrolimus,
gemicitabine, doxorubicin, itrakonazol) is. Nyilvanvalo technolédgiai elényok mellett
kedvezd farmakoldgiai valtozasokrol szamoltak be (Chen W. és mtsai, 2008; Seo és

mtsai, 2016; Thao le és mtsai, 2016; Wan és mtsai, 2016).

1.2.5.4. Lipid alapt nanorendszerek és szerepik az oldhatdésagnovelésben

Az elsé lipid alapt nanorendszernek a nanoemulziokat tekinthetjiik, melyek csak a
diszpergalt részecske méretében kiillonboznek a hagyomdnyos emulzioktol. A
nanoemulziok szamos hatranyos tulajdonsaga abbdl fakad, hogy a lipid fazist folyékony
halmazallapotban tartalmazzak. Lipid nem védi a hatdéanyagot a hidrolizissel szemben
tovabba a bezart hatdéanyag konnyen kiszivaroghat a diszperziés kozegbe. A
nanotechnologusok szilard lipidek alkalmazasaval orvosolni tudtak a nanoemulziok nem
kivanatos tulajdonsagait.

A kiindulasi alapgondolatot az jelentette, hogy a pelletek eldallitasa soran mar régota
hasznaltak szilard lipideket, amelyekkel még a nyujtott hatéanyagleadds is biztosithatd
volt oralis adminisztraciot kdvetéen (pl. Mucosolvan® Retard Capsules).

Az 1980-as évek elején megjelentek az elsd porlasztva szaritassal fejlesztett szilard
lipid mikrorészecskék. Ebbdl alakultak ki a nanopelletek, amelyeket Ggy készitettek,
hogy az olvadt lipidet nagyteljesitményli mixerrel 0sszekeverték, vagy ultrahangot
hasznaltak. Ezzel az eljarassal relative sok mikrorészecske keletkezett, ami peroralis
adminisztracid soran nem okozott problémat, de a nagy részecskeméret szlikitette a
felhasznalasi lehetdségeket, hiszen kizarta példaul az intravénas alkalmazast.

Az 1990-es évek végére mar szubmikronos diszperziokat allitottak eld

emulzifikaldszer hozzaadasaval nagy nyomdsu homogenizatorral. Ezeket a diszperziokat
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hivjak szilard lipid nanorészecskéknek (SLN), amik mérettartoméanyukat tekintve 50-
adja (Mehnert és Mider, 2001; Miihlen, 1996). Késobb jelentek meg a nanostrukturalt
lipid hordozdok (NLC), amelyekben a nagyobb hatdanyag bezarasi hatasfok érdekében a
belsé magot mar folyékony olaj és szilard lipid egylittes alkalmazésaval allitottak eld
(Igbal és mtsai, 2012). Az 5. abra szemlélteti a lipid tartalmii gyogyszerhordozdk

szerkezetét €s fejlodését.

Belsé lipid mag: Olaj Szilard lipid Szilard lipid és olaj keveréke

Lipid nanohordozé tipusa: Nanoemulzid Szilard Nanostrukturalt
lipid nanorészecske lipid hordozo
(SLN) (NLC)

5. abra A lipid alapti hordozorendszerek szerkezeti evoltcidja

(sajat készitésli abra)

A szilard lipidmagbol allo (SLN, NLC) kolloidalis gyogyszerhordozot egy feliiletaktiv
anyagokat tartalmazd vizes burok hatarolja. Rossz vizoldhatosdgi hatdoanyagok vizes
kozegben valo diszpergalasara alkalmasak, hiszen a hatéanyag a lipid fazisban kdnnyen
eloszlathatd, a felszinét borito feliiletaktiv anyagok - amik foként o/v tipusti emulgensek-
pedig a vizes fazissal vald elegyedést segitik eld. A szilard lipid mag révén jobban
kontrollalt a hatbanyag-leadas, valamint a kémiailag érzékeny anyagok stabilitasa is n6 a
folyékony lipidekhez képest. Ezek az elényok Osszefliggésben vannak a lipid
fizikokémiai paramétereivel. Egyrészt a kémiailag reaktiv anyagok mozgékonysaga
szilard fazisban kisebb, ami igy a degradacios folyamatokat korlatozza. Mésrészt az aktiv
kontrollaltan helyezkednek el. Ezzel elkeriilhetd az aktiv komponens akkumulécioja a
lipid felszinén, ahol a kémiai bomlasi folyamatok dontden lejatszédnak. Harmadrészt a

rosszul abszorbedl6do bioaktiv anyagok jobb inkorporacios készséget mutatnak szilard
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lipidben. Tovabba azt is kimutattak, hogy a szilard lipidek emésztése lassabban megy
végbe, mint a folyékonyaké, ez pedig segit a fenntartott hatéanyag-leadasban. Elonyos
tulajdonsagaik mellett megemlitendd néhany hatranyuk is. A nanorészecskék
aggregaciora hajlamosak, igy a lipid nanorészecskék is. Néhany sajatos nem kivant
viselkedés, a kiszamithatatlan gélesedési hajlam ¢és a hirtelen fellépd hatéanyag leadas

(Mehnert és Méder, 2001).

1.2.5.4.1. Lipid alapu nanorendszerek eloallitasa

Kezdetben a lipid nanorendszerek (LN) sok olyan 1j Osszetevot, segédanyagot

tartalmaztak, amelyeknek nem volt biztonsagi tanusitvanya (Generally Recognized As
Safe, GRAS), majd a késObbiekben elfogadottakkéd valtak. Kiilséleges felhasznéalasra
keriil6 SLN-ek esetén minden kozmetikai és dermatologiai alapanyag felhasznalhato,
belsdlegesen pedig azok a segédanyagok, amelyek oralis adminisztracio esetén tablettak,
kapszulak vagy pelletek segédanyagaként mar felhasznaldsra keriiltek. A parenteralis €s
a szemészeti felhasznalhatdsdg egy specidlis eset, ahol figyelembe kell venni a
feliilletaktiv anyagok sejtmembran karosité hatdsat adott koncentracio érték felett. A
részecskeméretnek kulcsszerepe van a parenteralis alkalmazas esetén, az esetlegesen
fellépd trombocita aggregacio miatt (Cavalli, 1998).
Az SLN-ek 16 szerkezeti elemei a szilard lipidek, emulzifikdnsok, koszolvensek ¢és a viz,
mig az NLC esetén ez az olaj komponenssel egésziil ki. LN esetén a lipid megnevezést
altalanos értelemben hasznaljuk, amibe kiilonb6z0 szerkezetli hidrofob anyagok
tartoznak. Lipideknek tekintjiik a triglicerideket, parcidlis glicerideket, zsirsavakat,
kemény zsirokat, szteroidokat és waxokat is. Az emulzifikansként, koszolvensként
felhasznalasra keriilhet az Osszes tipusu feliiletaktiv anyag (kationos, anionos, nem-
ionos), hogy stabilizaljak a lipid diszperziot. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az
5. tablazat bemutat néhany példat a felhasznalhato anyagok koziil (Yadav és mtsai,
2013).

Az alkalmazott segédanyag meghatarozza a termék késObbi tulajdonsagait.
Magasabb olvadaspontu lipidek felhasznalasaval a diszpergalt fazis viszkozitdsa is
nagyobb lesz ezéltal a homogenizélds soran tobbnyire magasabb olvadaspontu lipidek

keletkeznek. Technoldgiai szempontbol kihivast jelent, hogy a lipidek heterogén
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szerkezetli vegyiiletek, amelyeknek egyes paraméterei szallitoként és gyartasi tételenként
is eltérd lehet. Ilyen tulajdonséag a kristalyosodasi sebesség, de még a lipofilitas is. Ezek
a paraméterek hatdssal vannak példaul a zéta potencial értékre, ami befolydsolja a
részecskek feliileti toltését, boritottsagat, ezaltal az agglomerécios hajlamat (LaVan és

mtsai, 2003).

5. tablazat SLN-ek fejlesztéséhez felhasznalt segédanyagok

Vegyiilet tipus Trivialis név Gyari név
Lipid triglicerid trimirisztin Daynasan® 11

kemény zsirok szilard zsir Witepsol® W35
parcialis gliceridek gliceril behenate Compritol 8§88 ATO
waxok sztearinsav

Feliiletaktiv anyag foszfolipidek szoja lecitin Lipoid S 75
etilén-oxid kopolimerjei | etilén-oxid Poloxamer
szorbitansav észtrei poliszorbat 80 Polysorbate 80
epesok natrium taurokolat
alkoholok etanol

Ahlin és munkatarsainak vizsgéalata jo példa arra, hogy a lipid Osszetétele hogyan
befolyasolja az 4tlagos részecskeméretet. Witepsol® W35-bdl késziilt SLN-ben az atlagos
részecskeméret szignifikansan kisebbnek bizonyult (117,0+1,8 nm), mint Dynasan® 118
(175,14£3,5 nm) hasznalatakor. A kiilonbség annak tudhatd be, hogy a Witepsol® W35
rovidebb zsirsavlancokat és jelentés mennyiségli mono- és diglicerideket tartalmaz,
amiknek nagy a feliiletaktivitasi tulajdonsaguk (Ahlin és Smid, 1998).
novelésével csokken a feliileti fesziiltség, valamint eldsegiti a részecskék aprozodasat a
homogenizacié soran. Annyi emulgedld szernek kell lenni a diszperzioban, hogy a
homogenizalas soran képzddott 0 hatarfeliiletet le tudja fedni, ennek hianydban a

kialakult nanorendszerek pillanatszertien aggregalodnak (Miiller és mtsai, 2000).
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A LN eldallitasara alkalmazott moddszer is hatissal van a termék mindségi
tulajdonsagéara. LN-ek formulalasara az alabbi technikak alkalmasak:

e Nagy nyomast homogenizalas (HPH), ami lehet hideg vagy meleg

e Ultraszonikalas, ami lehet szondas vagy kadas

e Oldoészer elparologtatas

e Oldoszer emulzids-diffuziés modszer

e Szuperkritikus folyadék modszer

e Mikroemulziés modszer

¢ Dupla emulziés modszer

e (Csapadékképzodésen alapulo technika

e Film-ultrahang diszperzids modszer

e Oldoészer injekcios technika

e Membran érintkeztetésen alapul6 technika

A tovabbiakban részletesen ismertetek néhany modszert, amivel a leggyakrabban

formulalnak SLN-eket és NLC-ket.

1.2.5.4.1.1. Szilard lipid nanorendszer formulalasa HPH-val

Elséként az igen megbizhatd ¢és termelékeny technikdval, a nagy nyomast
homogenizalassal allitottak el6 SLN-eket. Két kiilonb6zd tipusat kiilonboztetjiik meg, a
meleg és a hideg homogenizalast. Mindkét tipusnal az olvadt lipidben oldjdk vagy
diszpergaljak a hatéanyagot a preparacid soran.

Meleg homogenizalds soran a homogenizacio a lipid olvadaspontja felett torténik,
ennél fogva ugyanolyan, mintha egy emulzi6 homogenizacidja menne végbe. A nagy
nyomasu homogenizalds el6tt a preemulziot Ultra-Turrax (nagyteljesitményli mixer)
segitségével el6homogenizaljak, igy egy mikroemulzidt készitve. A magasabb
homérséklet alkalmazasa csokkenti a rendszer viszkozitasat, és ezaltal kisebb
részecskeméretet eredményez. Ugyanakkor a hatéanyag bomlasi folyamatai is
felgyorsulhatnak. Meg kell emliteni, hogy a HPH soran a minta hdmérséklete emelkedik
500 bar-onként koriilbeliil 10 °C-ot. A homogenizédlds soran alkalmazott ciklusok
szdmanak tulzott novelése mar nem csokkenti, hanem a noveli a részecskék atlagos

méretét, a diszperz rész nagy kinetikus energiaja miatt beinduld koaleszencia miatt. A

33



DOI:10.14753/SE.2017.2058

képz6dott nanoemulzid szobahdmérsékletre hiitésével képzddik a szilard nanorészecske,
amely a hatdéanyagot a lipid magokban tartalmazza (Mishra és mtsai, 2010; Miiller és
mtsai, 2000). Nezamiyeh ¢és kollégdinak ezzel a modszerrel 125 nm korili likopinnal
toltott SLN-eket sikertilt eldallitani, aminek a bezarasi hatasfoka tobb mint 98% volt az
optimalt Osszetétel esetén (Nazemiyeh és mtsai, 2016).

Hideg homogenizadlas esetén a lipidek szilard halmazallapotban keriilnek
prehomogenizalasra, igy nem egy emulziot, hanem egy szuszpenzidt képeznek
elsddlegesen. A cél az volt, hogy a héérzékeny hatéanyagokbol is lehessen igy SLN-eket
eléallitani és a lipidek magas hémérsékleten torténd atkristalyosodasat elkeriilhessék.
Altalaban a lipid olvadaspontja folott 5-10 °C-kal torténik a hatéanyag diszpergalasa a
lipid fazisban, majd gyors hiitéssel, példaul szaraz jeget tartalmaz6 fiirdébe helyezéssel
megszilarditjdk a lipid matrixot. A hideg torékennyé teszi a lipidet, ami kedvez a
részecskék aprézodasanak. Ezek utan Orléssel mikrorészecskéket (50-100 pm) hoznak
létre, majd emulzifikaloszer oldatanak hozzdadasaval preszuszpenzid jon létre, amely
HPH soran SLN-eket képez. Altalanossiagban azonban elmondhaté, hogy hideg
homogenizaciéval nagyobb részecskék, valamint heterodiszperzebb rendszer keletkezik

(Dingler és Gohla, 2002).

1.2.5.4.1.2. Szilard lipid nanorendszer formulalasa ultraszonikaldssal

Ultarszonikdlds sordn magas sebességli homogenizalassal ugy gyarthatok
nanorészecskék, hogy a diszperzios kozegnek nagy mennyiségli emulgenst kell
tartalmaznia. Sajnos az igy képzddo lipid nanorészecskék méreteloszlasa igen széles

(Kurakula és mtsai, 2016).

1.2.5.4.1.3. Szilard lipid nanorendszer formulalasa oldoszer

elparologtatassal

A technika elsé Iépéseként feloldjak a lipid fazist egy vizzel nem elegyedd szerves
oldoészerrel (ilyen példaul a ciklohexan), majd nagy nyomdst homogenizalas utdn
vakuum beparlassal tavolitjak el a szerves oldoszert, ezek utan képzddnek a 25 nm atlagos

részecskeméretii LN-ek (Soni és mtsai, 2016).
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1.2.5.4.1.4. Szilard lipid nanorendszer formulalasa mikroemulzios

modszerrel

A mikroemulziés modszer alapjat a mikroemulziok higitasa képezi. Alacsony
olvadaspontu lipideket a 65-70 °C hdmérsékleten, keverés mellett a feliiletaktiv anyagot
tartalmaz6 vizes fazishoz adunk, majd a forr6 mikroemulziét hideg vizben
eldiszpergaljuk 1:25 vagy 1:50 aranyban. Tehat egy rész mikroemulzidhoz sziikséges
minimum 25 rész 2-3 °C-os hideg viz. Nagy energia befektetése nélkiil lehet ezzel a

technikaval elérni a szubmikronos mérettartomanyt (Kumar és Sinha, 2014).

1.2.5.4.2. Lipid alapu nanorendszerek felhasznalasanak lehetoségei

A lipid alapt gyogyszerhordozd rendszereket szamos gyodgyszerformaban
alkalmazzak, a mar emlitett elony0s tulajdonsagaik miatt.

Oralis felhasznalasuk torténhet diszperzids folyadék formajaban, vagy hagyomanyos
oralis készitmények (tabletta, pellet, kapszula) részeként. Champtothecin tartalmu SLN
szuszpenzio vérszint gorbéjét hasonlitottdk dssze az oldatéval. Azt tapasztaltak, hogy a
poloxamer bevonati SLN adminisztracidja esetén két maximuma volt a gérbének az
egyik a beadast kovetden hamar jelentkezett, ami a szabad hatéanyag felszabadulasanak
lehet az oka, mig a masodik gorbe 3 draval késébb, ami a SLN formulacié nyujtott
hatasanak volt koszonhetd. Tovabba a vérszint gorbe alatti teriilet (AUCo-0) értéke
magasabb értéket mutatott az oldathoz képest, ami pedig annak koszonhetd, hogy a
hatoanyag hidrolizisét gatolta a LN forma (Yang és mtsai, 1999).

Parenteralis alkalmazéasra is felhasznalhatoak akdr intravénasan akar
intraartikuldrisan is. A hagyomanyos szuszpenzios készitményekhez képest kevesebb
irritdcioval kell szdmolni.  Doxorubicin-SLN formulaciéval magasabb hatdanyag
koncentracio érhetd el a tiidében, 1épben és az agyban. A hagyomanyos oldat a majban
¢s vesében dusul fel, az elébbiben hamar metabolizalodik, az utdébbiban pedig kiiiriil a
szervezetbdl (Fundaro és mtsai, 2000).

Kozvetlen transzdermalis felhasznaldsa az alacsony lipid fazis tartalom miatt
korlatozott, ezért sziikséges gél vagy kendcs alapba inkorporalni. Maga az SLN vagy
NLC nem toxikus, irritdciot nem okozo lipidekbdl épiil fel, ezért topikalis alkalmazasa

problémamentes, akar gyulladt és hamsériiléses szoveteken is alkalmazhatd. Szamos
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hatéanyagbol (clotrimazole, podophyllotoxin, antiandrogén, E vitamin) allitottak mar el
dermalis lipid nanorészecskéket (Chen H. és mtsai, 2006; Dingler és mtsai, 1999; Munster
és mtsai, 2005; Souto és mtsai, 2004).

Szemészeti felhasznalasuk eldnye a nyujtott hatdoanyagleadas a latads karositasa
nélkiil. Mucoadheziv tulajdonsidga révén hosszan tartd hatdst tud kifejteni a lipid
nanorészecskébe zart gydgyszermolekula, ndvelve annak biohasznosulasat. Cavalli és
munkatarsai paclitaxel és tobramycin hatéanyag esetén is ezt tapasztaltak (Cavalli és
mtsai, 2000; Cavalli és mtsai, 2002). Hippalgaonkar és munkatarsai a ciklodextrin és az
SLN alapti indometacin tartalma oldatokat hasonlitotta ssze. Azt tapasztaltak, hogy a
kémiai stabilitds és a cornea permeabilitas értéke a lipid formulacié esetén magasabb
értéket mutatott (Hippalgaonkar és mtsai, 2013).

Héarom kiilonb6z6é ofloxacin tartalmu szemcsepp (hagyomanyos, NLC alapu és
kitozannal boritott NLC alapt) nyul cornea permeécios vizsgalata soran megallapitottak,
hogy a kitozan csokkenti a permeaciot, mig a hagyomanyos és az NLC alapu kdzott nincs
szignifikans kiilonbség. A cornea szdvetbe torténd penetracid viszont magasabb értéket
mutatott a bevonat nélkiili NLC gyogyszerforma esetén (Ustundag-Okur és mtsai, 2014).

Az LN-ek pulmonalis alkalmazéasa igen igéretes. Alacsony részecskeméretiik miatt
csak aerosollal keriilhetnek felhasznélasra, hiszen a beteg az inhalacié utan kozvetleniil
kilélegezné. Fontos azonban, hogy az aerosol formuldldsa soran ne aggregalodjanak a
részecskék. Az alveolusokba jutott hatdéanyag a lipid nanorészecskébdl szabalyozott
modon tud felszabadulni, elkeriilve a first-pass metabolizmust. A hatdéanyag felszivodas
a tiid6 nagy feliiletérdl konnyen megvalosithato, akar daganatos megbetegedések esetén
is. A nyirokkeringést kihasznéalva egyes hatdéanyagok biohasznosulasa fokozhato ezzel a
gyogyszerformaval. Pandey és kollégai igazoltak ezt a feltételezést. Tuberkulozissal
fertdzott tengerimalacokat kezeltek antituberkulotikum tartalmt SLN-ekkel, és mérték a
plazma szintet illetve az egyes szervek hatdanyagtartalmat. Tovabba vizsgaltdk a
tuberkuldzis baktérium jelenlétét. LN alapu készitmény esetén 7 napos pulmonalis
kezelés kovetden a baktérium mar nem volt kimutathatd, hasonldé eredményt oralis

alkalmazassal 46 nap kezelés utan tudtak csak elérni (Pandey ¢s Khuller, 2005).
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2. Célkitiizés

A hatoanyagok felolddsa a szervezet viztereiben kulcsfontossagh a
gyogyszerhatds  kialakuldsanak  szempontjabodl, ezért is jelent kihivast a
gyogyszertechnologusok szamdra a rossz vizoldhatdsaghi hatdéanyagokbdl potens
gyogyszerkészitmény formulalasa. Gyakran a hagyomanyos oldhatésagnovelési
eljardésok nem elégségesek vagy nem lehetségesek. Ez a hajtdereje annak, hogy
folyamatos kutatds folyik 0j formulacidos utak ¢és segédanyagok keresésére. A
segédanyagok koziil kiemelkedd szerepet toltenek be a vendégmolekula befogadasara
képes ciklodextrinek. Ezek az oligoszacharidok képesek orvosolni a hatdanyag
oldhatatlansagabol ad6do problémaékat, de sajnos nem teljesen mellékhatas mentesek, igy
nem minden esetben lehetséges alkalmazasuk. A ciklodextrinek mellett a modernkori
gyogyszerészeti nanotechnoldgia jelent igéretes alternativat a hatéanyagok oldodasi
nehézségeire.

A nanotechnologia 1étjogosultsaga az oldhatésagnoveld eljarasok kozott abban
rejlik, hogy a részecskeméret csokkentés kulcs szerepet jatszik az aktiv feliilet
kialakitasaban, amely igy eldsegiti az olddédas folyamatat. A nanoméretli
gyogyszerhordoz6 rendszer kialakitdsa soran igyekeznek tgy kialakitani maximalis
hatarfeliiletértéket, hogy kozben biokompatibilis segédanyagokat alkalmaznak.
Biokompatibilis segédanyagokra jo példa az irodalmi attekintésben ismertetett albumin
¢s lipid alapt nanohordozdk.

Doktori munkdm sordn célul tiiztem ki, hogy egy rossz vizoldhatosaga
antifungalis szerbdl olyan nanorendszert formulaljak, amely alapjat képezheti egy
folyékony gyogyszerforma kifejlesztésének. A valasztott modell hatéanyagom a
vorikonazol, egy triazol szarmazék, amelyet az egyre gyakoribb szisztémas ¢s topikalis
gombas fertdzések kezelésére alkalmaznak. A forgalomban 1évd vorikonazol tartalmu
intravénds készitményben a farmakon megfelelé oldhatosdgat ciklodextrin
alkalmazéséaval valositottdk meg. Az ciklodextrin hatranya, hogy ellenjavallt a hasznalata
besziikiilt vesefunkcio esetén (Hafner és misai, 2010). Kutatdmunkam fontos célja volt,
hogy olyan nanorendszert allitsak eld, amely a human szervezet altal jol toleralhatd

segédanyagokbdl épiil fel, ne kelljen a segédanyagok okozta mellékhatdsokkal szamolni

37



DOI:10.14753/SE.2017.2058

¢s a klinikum szdmara elérhetd gyogyszerkincset gyarapithassam alapkutatdsaim

eredményével.

Kisérletes munkam soran célul tiztem ki:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Albumin ¢és lipid alapi modern nanorendszerek fejlesztését nagy
nyomast homogenizator segitségével, amelyek alkalmasak lehetnek a
rossz vizoldhatosagl hatéanyag, a vorikonazol hordozasara.
A nanorendszerek eldallitasara hasznalt nagy nyomasu homogenizator
paramétereinek  meghatdrozasat ¢és  optimalizaldsat az  adott
nanorendszerre.
A fejlesztett nanohordozd rendszereket a harmadik generacios
antimikotikus hatasu vorikonazolra optimalni.
Vorikonazol tartalmi nanorészecskék karakterizalasat az aldbbiak
szerint:

e részecskeméret

o részecskeméret-eloszlas

e bezarasi hatasfok
Az optimdlizalt vorikonazol tartalma nanorendszer tovabbi vizsgalatat
ugy, mint:

e invitro hatdanyagleadasi képesség

o differencialis szkenning kalorimetrids vizsgalat

e infravords spektroszkopia vizsgalat
Meghatarozni, hogy varhatéan melyik nanorendszer alkalmas arra, hogy

egy Uj folyékony gyodgyszerforma fejlesztésének az alapjat képezze.
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3. Anyagok és Modszerek

3.1. Felhasznalt anyagok és fo tulajdonsagaik
3.1.1. Vorikonazol, mint hatéanyag
A vorikonazol az azol tipusu vegyiiletek csoportjaba tartozik, azon belill is a

triazolokhoz mert a heterociklusos gyliris molekula 6ttagli oldallancaban harom nitrogén

atom talalhat6 (6. abra).

HO

F
6. abra Vorikonazol: (2R,3S)-2-(2,4-difluorofenil)-3-(5-fluoropirimidin-4-il)-1-
(1,2,4-triazol-1-il)butan-2-ol (sajat készitésii abra)

A vorikonazol (Mt.: 349,31 g/mol) fehér por, amit a kinai BrightGene Bio-Medical
Technology Co. Ltd cégtdl szereztiink be, tisztasaga 99,8%-o0s. A hatéanyag hevités
hatdsara 127-130 °C-on olvad meg. Vizoldhatdsdga alacsony (0,0978 mg/ml),
alkoholban, kloroformban ¢€s acetonitrilben jol oldodik. Gyenge bazikus karakterrel
rendelkezik pKa értékei: 4,98 és 12. A BCS osztilyozasi rendszerben a masodik
csoportba sorolhato rossz vizoldhatosaga és jo permedabilitdsa miatt.

A szisztémas gombds fertézések szama évrdl évre nd azéltal, hogy nd az
immunszupresszalt betegek szama (elhtiz6do szteroidos kezelések, transzplantacio, HIV
fertdzottség terjedése). Ezért van sziikség ujabb és Ujabb széles hatasspektrumu
antimikotikus hatéanyagok szintézisére, mint amilyen a vorikonazol maga is (Scorzoni
és mtsai, 2016; Svetaz és mtsai, 2016). A gombak P-450 enziméhez kétddve gatolja az

ergoszterol szintézisét, ami létfontossagu eleme az ép sejtmambran felépitésének. A
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VCZ-t leggyakrabban flukonazol rezisztens aspergillosis, candidiasis és keratomikozis
esetén alkalmaznak (Sanati és mtsai, 1997; Sheehan és mtsai, 1999).

A plazmafehérje kotddése 58%-os és N-oxid metabolitta alakul a méjban, aminek mar
alacsony az anitfungalis hatdsa. A hatéanyag 2%-ka valtozatlan formaban firiil ki a
vizelettel.

Magyarorszidgon is Vfend® néven Kkeriilt el8szor forgalomba. Az elérhetd
gyogyszerforma jelenleg a 10 illetve 20 mg/ml-es koncentracioji injekcidé mellett az 50

mg-os filmtabletta.
3.1.2. Reagensek és torzsoldatok

3.1.2.1. Nab® technoldgia fejlesztéséhez felhasznalt reagensek

A formuléléshoz sziikséges human szérum albumint a 20%-os HSA infazié Milli-Q
vizzel torténd higitdsaval kaptuk, az infizidt az Octapharmatol (Budapest, Magyarorszag)
szereztik be. A PBS-t, kloroformot az izooktanolt az acetonitrilt mind analitikai
mindségben vasaroltam meg a Sigma Aldrich-t6l (Budapest, Magyarorszag) ugy, mint a
dializalashoz hasznalt cellul6z membrant (D9277) is. Minden kisérlet soran deionizalt,
ultrasziirt vizet hasznaltam (Milli-Q System, Millipore, Budapest, Magyarorszag). A
részecskeméret meghatarozasahoz sziikséges kiivettakat a Malvern Instruments Ltd-tol

(Budapest, Magyarorszag) szereztiik be.

3.1.2.2. Lipid nanorészecske formulalasahoz felhasznalt reagensek

A PBS-t, L-a-Foszfatidilkolin-t (PPC) a dializis membran (D9277; celluloz-acetat, 10
kDa) a Sigma Aldrich-t8] (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk meg. A Compritol® 888
ATO (glyceril behenate) mintaként kaptuk Gattefosse (Lyon, Franciaorszag). Az etanol
96%, Witepsol® W35, polysorbate 80 és a sztearinsav a Molar Chemical Ltd-tdl
szarmazik (Budapest, Magyarorszag). Szintén ultraszlirt vizet haszndltam minden
vizsgalathoz. Az Amicon® Ultarcentrifuga (30 kDa) regeneralt celluloz membran sziirot

a Millipore-t6] vasaroltam meg (Millipore Ireland Ltd, Dublin, frorszag).
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3.2. A felhasznalt modszerek
3.2.1. Vorikonazol tartalmu albumin nanorészecske formuldldsa

3.2.1.1. Nab® technolégia bemutatisa

A Nab® technoldgiaval az alabbi lépésekkel lehet elédllitani albumin nanorészecskéket:

1.

Elsé 1épésként valasztanunk kell egy megfeleld szerves oldoszert, amiben a
hatoanyag jol oldodik, és elényds, ha vizzel nem elegyedik

A kovetkez6 1épésben human szérum albuminbdl vizes oldatot kell készitenlink
ugy, hogy az irodalmi ajanlasnak megfelelden az elkészitett oldat albumin
koncentracioja 0,5-5% kozotti legyen

A szerves fazis €s a fehérjeoldat elegyitését kdvetden nagy nyirderdk kifejtésére
alkalmas eszkz segitségével (pl. nagy nyomastt homogenizator) homogenizaljuk.
A miivelet eredményeképpen egy stabil nanoemulzidét kapunk, amely
elkészitéséhez nem volt szlikségiink emulgens hasznalatara, ugyanis az albumin
amfipatikus tulajdonsaganak koszonhetden képes volt ezt a szerepet betdlteni.

A nanoemulziobdl ezutan a szerves oldoszert el kell tavolitanunk. Alkalmas
modszer az eltavolitdsra a rotaciés vakuumbeparlas, porlasztva széritas, vagy a
fagyasztva szaritas is. Ezutan egy szerves oldoszertl mentes diszperziot kapunk,
ahol a hatdanyag fehérjeburokban talalhat6 (7. abra).

Ha sziikséges, akkor a steril sziirést 0,20 pm porusdtmérdjii membransziirdvel
valdsithatjuk meg.

Ha ndvelni akarjuk a nanodiszperz rendszer stabilitdsat, akkor liofilizalassal
eltavolithatjuk a vizet a rendszerbdl. Krioprotektans alkalmazasa sem kell hozza,
mert az albumin ezt a szerepet is betolti. Végiil egy liofilizalt porhoz jutunk, amit
konnyen tarolhatunk, ¢és hasznalata eldtt vizben, fiziologids sooldatban,

aminosavak oldatiban, stb. rediszpergalhatd (Chen W. és mtsai, 2008).
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human szérum albumin

hatéanyag

50-150 nm

A\ 4

7. abra Hat6anyag- human szérum albumin nanokomplexe (sajat készitésli abra)
A kovetkezékben részletesen ismertetem a Nab® technoldgia 3 £6 1épését:

1. 1épés: oldatkészités

2. 1épés: homogenizalas

3. 1épés: szerves olddszer eltavolitasa

3.2.1.2. A kiindulasi elegy elkészitése

A képz6do nanorészecske tulajdonsagait befolyasolja a szerves oldoszer mindsége
¢s mennyisége, az albumin oldat koncentracidja és a két fazis ardnya, ezért az
oldatkészités soran ezeket a paramétereket valtoztattam az adott hatarértékek kozott
(Chen W. és mtsai, 2008).

Kiilonb6z6 analitikai pontossaggal mért hatdbanyag mennyiséget (10, 15, 20, 50 mg)
oldottam 1 ml szerves olddszerben (kloroform, izooktanol). A HSA-bol 2 és 3%-os
oldatokat készitettem vizzel. Ezt kovetden a szerves olddszeres fazist elegyitettem a HSA
vizes fazisaval kiilonbozé aranyban (1:10; 1:15), majd Homorex (Brogli& Co. AG.,

Bazel, Svajc) kevero segitségével 3 percen keresztiil 80 rpm-mel eldhomogenizaltam.

3.2.1.3. Nagy nyomasu homogenizals

Avestin Emulsiflex B15 (Avestin Ltd., Mannheim, Németorszag) tipusi nagy nyomasu
homogenizatorral végeztem el a nanorendszer formulalasat. Az elkészitett emulziot nagy

nyirderének kell kitenni, amit a homogenizatorral lehet biztositani.
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Ezen technoldgiai 1€pés soran meghatarozoak a kovetkezd paraméterek:

e homogenizaldsi nyomas
e homogenizalasi ciklusok szama.

Ez a technologia az ugynevezett leépitd (top down) eljarasok kozé tartozik (Kovacs-Kiss,
2010). Miutdn mindkét nanorendszer formulalaséhoz HPH-at hasznaltam, ezért
részletesen ismertetném az eljaras fobb paramétereit és sajatossagait. A mddszer soran a
mintdt nagy nyomassal juttattam keresztlil egy szabalyozhaté nyilasu szelepen. A
nagynyomasu homogenizator egy a nagy nyomads biztositd buvardugattyiibol és az ezt
kovetd konnyitd szelepbdl all. Fontos része az eszkoznek a homogenizalo szelep, ami egy
rogzitett szelepiilésbol és az allithato szelepbdl all. A két eszkoz egy szabalyozhatd
precizios radidlis rést alkot. A mintara hatdé tényleges homogenizaldsi nyomas, a
réskondiciok és az ellenallas igy a szelep segitségével allithatd. A szelepre hatd nagy
nyomds okozta terhelés csokkentése miatt sziikség van egy iitkozési gytriire, ami
megakadalyozza a szelepburkolat aramlds hatdsara bekovetkezd karosodéasat. A
szlkiiletben a minta extrém modon felgyorsul a nagy nyomaskiilonbség miatt. A
potenicialis nagy nyomads energidja atalakul kinetikus energiava, csokkenést okozva a
statikus nyomasban. A nyomas elérheti a viz géznyomadsat, ezaltal gdzbuborékok
keletkeznek a mintdban. Amikor a sziikiiletet elhagyja a minta a nyomas hirtelen csokken
¢s szétdurrannak a gdzbuborékok. Ez a folyamat indukal egy nagy energiaju 16kés
hullamot. A minta elemeit erds mechanikai hatasok érik (kavitacio, nyiras, iitk6zés), ezért
csokken a részecskeméret. A folyamat hatasossaga szamos a 6. tablazatban felsorolt
tényezd valtoztatasaval fokozhatd, de ennek hatart szab az anyag kristalyszerkezetének
esetleges megvaltozasa, illetve az amorf frakci6 aranyanak novekedése. Ez utobbi
stabilitasi problémakkal jarhat (Jahnke, 1998). A homogenizator szerkezeti felépitését a
8. abra szemlélteti.

Az egyszerinek tin0 alapelv ellenére, a HPH soran a mintara komplex
hidrodinamikai és mechanikai erék hatnak, amelyek tulajdonképpen Osszezlizzak a
részecskéket. Ez a meglehetdsen Osszetett folyamat a homogenizalé szeleprésben zajlik,
amit szamos paraméter egylittes hatasa befolyasol. Amennyiben néhany fontos korrelalo
tényez6t konzekvensen figyelembe vesziink a technologiai folyamat sordn, a

homogenizatorok teljes kapacitasskalaja optimalisan hasznosithatova valik.
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nanorészecske

mikrorészecske

8. abra A nagy nyomast homogenizator szerkezeti felépitése (sajat készitésii dbra)

6. tablazat A részecskeméretet befolyasold paraméterek a HPH soran (Jahnke, 1998)

Fizikai paraméterek

Homogenizacios
szelep paraméterek

Folyamat paraméterek

fazisok viszkozitasa

fazisok stirlisége

hatarfeliileti fesziiltség
emulgens koncentracid
emulgens feliileti fedésének
kinetikaja

emulgens fedési stirlisége

a diszperz fazis keményégi foka
a diszperz fazis koncentracioja
folytonos fazis géznyomasa
kezdeti részecskeméret

oldott/oldatlan gaztartalom

effektiv atméro
bedmloényilas sugara
csapagyszelep hossz
résmagassag

hatastavolsag

homogenizacids nyomas
ellennyomas
homérséklet

kapacitas

nyomasszint szama

homogenizalasi
ciklusszam
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A részecskeméretet befolyasolo tényezdket alapvetden harom csoportba sorolhatjuk,
az atlathatosag kedvéért tablazatos forméaban ismertetem ezeket (6. tablazat).

A részecskeméret mellett rendkiviil fontos paraméter a diszperzid6 méreteloszlésa,
amit a formulacié Osszetételének valtoztatasaval vagy a HPH paramétereinek
beallitasaval kontrolalhatunk. Az emulgensek koncentracioja €s tipusa is fontos nem csak
a két fazis ardnya, tovabba hatdsa lehet minden egyes segédanyagnak, hatéanyagnak is.
A HPH soran a gyartasi paraméterek koziil a homérséklet, az alkalmazott nyomas és
homogenizalasi ciklusok szama befolydsolja legjobban a keletkezett termék
méreteloszlas értékét (Jahnke, 1998).

Gyogyszerészeti felhaszndlds szempontjabol fontos, hogy a nagy nyomast
homogenizator a terméket megfeleld mindséggel, megbizhatdsaggal és mikrobioldgiai
tisztasaggal allitsa el6. Ehhez kritikus elofeltétel, hogy a termékkel érintkezd alkatrészek
tisztithatok, és aszeptikus kortiilmények kozott fertétlenithetok legyenek. A berendezés a
lehetd legkevesebb holttérrel rendelkezzen, ne legyenek benne éles sarkok, és minimalis
legyen a benne alkalmazott tomitések szama. Alkalmazhaté legyen benne megfeleld
nyomasmérd berendezés, tovabba a folyamatellendrzés minden részében megvaldsithato
legyen. A késziilékben a minta a lehetd legkisebb feliilettel érintkezzen, és ennek anyaga
ellendll6 legyen. Tartalmaznia kell egy aszeptikus gatat, ami megakadalyozza a kiils
kornyezettel valdo kontamindcidt. A nagy nyomdasti homogenizator megfelel ezeknek a

kovetelményeknek, és megvalosithato vele a nagylizemii gydgyszergyartas is.

3.2.1.4. A szerves olddszer eltavolitasa

A homogenizalds soran kialakult a hatéanyagot koriilvevd albumin alapt
nanohordozé rendszer. Az oldatkészitések soran felhasznalt szerves fazis alapvetéen nem
kivanatos a rendszerben. A szerves oldoszer eltavolitdsanak megvalositasara tobb
lehetdség is rendelkezésre all. Harom technoldgiat is kiprobaltam a fejlesztés soran,
amelyek a kovetkezdek:

1. nitrogén gazzal torténd beparlas
2. rotéacios vakuumbeparlas

3. liofilizalas
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Az alabbiakban ezen modszereket ismertetem részletesen a rajuk vonatkozé elényeikkel

¢s hatranyaikkal.

3.2.1.4.1. Nitrogén beparlas

Oxigénre érzékeny anyagok esetén sziikséges lehet annak kizarasa. Erre jo6 megoldast
jelent a nitrogén gazzal torténd beparlas. A toményités ebben az esetben torténhet egyenes
vagy forgo gazdrammal. A legegyszeriibb eljaras, amikor egy Pasteur-pipettan keresztiil
nitrogént fivatunk egy mintasiivegben vagy kémcsdben 1évo oldat f61¢ mindaddig, amig
az a kivant térfogatra beparlodik. Ezt a mddszert gyakran alkalmazzak liposzomak
eldallitasara is (Kaszas és mitsai, 2013). Forgd géazaramot alkalmazd rendszer az
atmoszférikus nyomason miikddo ,,turbovap” berendezés. A nitrogént ebben az esetben
tangencialis iranyban vezetik be, és a betoményedett oldat a késziilék falan lecsorogva
egy keskeny, hiitott mintatartoba, kémcsébe gylilik 6ssze. A maximalis hatékonysag
elérése érdekében a nitrogén gazaramot rendkiviil pontosan kell pozicionalni, és fontos,
hogy sebessége precizen bedllithato legyen (Komarek, 1967). A munkdm sordn hasznalt
nitrogén beparl6 berendezés Zymarc TurboVap EV Evaporator (9. abra) volt. A 0,5 ml

mintat 37 °C-on termosztalva 8 6ran keresztiil paroltam be ezzel a modszerrel.

9. abra Zymarc TurboVap EV Evaporator tipusu nitrogén beparlé (sajat készitésii fotd)
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3.2.1.4.2. Rotacios vakuumbeparlo

A rotacios vakuumbeparlas soran emelt homérsékleten csokkentett nyomason
torténik az oldoszer beparlasa, amely majd vékony filmként eloszlik az edény belso falan.
Az alacsony nyomas kovetkeztében csokken az oldatban 1év6 folyékony komponensek
forrdspontja, ezért a rotacids vadkuumbeparld hasznalata lehetdvé teszi az olddszer
eltavolitasat anélkiil, hogy nagymértéki hémérsékletndvelés alkalmazasara lenne
sziikség. A legtobb rotacidos vakuumbeparld négy {6 részbdl all: a meleg fiirdobdl, a
rotorbol, a kondenzatorbol és az oldoszer csapdabol. Sziikséges tovabba egy
szivokésziilék, vagy vakuumszivatty(l csatlakoztatdsa, valamint egy olyan, a mintét
tartalmazé kerek alju lombik felszerelése, amiben a minta beparolhatd (Carl, 2010). A
formulalas soran alkalmazott mintak szerves:vizes fazisaranyat (pl.: 1:15) hasznalva 15
ml mintat helyeztam a rotacids vakuumbeparloba. Azért, hogy jobban lathat6 legyen a

két tazis viselkedése 0,1 ml R-timolkék oldattal festettem meg a vizes fazist.

3.2.1.4.3. Liofilizalds

A liofilizdlas nem mas, mint fagyasztva szaritds. A mintakat a lefagyasztas utan
vakuumban, szublimaltatassal szaritjuk. Szamos elénye van, mint példaul, hogy a
termolabilis anyagok csak minimalis valtozast és aktivitas-csokkenést szenvednek el,
porozus, konnyen 0sszetdrhetd szerkezet keletkezik, ami biztosithatja a gyors és teljes
rehidrataciot. A mintak lefagyasztdsa soran fontos paraméter a liofilizalas sebessége €s a
homérséklet. Nyugvd rétegen fenék ¢és ferdefagyasztas, mozgatott rétegen
kéregfagyasztas végezhetd. A rétegvastagsag sik fiittalca esetén 5-10 nm, specialis
flit6tombok furatai esetén pedig 50-80 mm. A gyors hiités a kristalygocok kialakulasanak
kedvez, a lassu hiités a kristalyok novekedését segiti eld. A latens ho potlasarol, és a
legfontosabb ilizemi paraméterek ellendrzésérél gondoskodni kell, valamint a parolgas
okozta hdveszteséget is potolni kell, hogy a minta hdmérséklete ne érje el az eutektikus
homérsékletet. A liofilizalas soran ecllenorzik a talcak, a kondenzator és a mintak

hémérsékletét, és a munkatér vakuum-értékét is (Goshima és mtsai, 2016).
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A 2 ml 1 6ran 4t -30 °C-on eldfagyasztott mintdkat 24 6ran at 5 °C-os talcafiités mellett
ScanVac Coolsafe ™ (10. 4bra) tipusu késziilékkel sikeriilt teljesen beparolni. A
modszer alkalmas volt arra, hogy reprodukalhaté modon lehessen vele nagy szdmu minta
szerves oldoészerének az elparologtatdsat elvégezni, ezért a tovabbiakban ezzel a

technikaval kezeltiik a mintakat.

10. 4bra A liofilizalashoz hasznalt ScanVac Coolsafe ™ késziilék (sajat készitésii fotd)
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3.2.2. Vorikonazol tartalmu SLN formulalasahoz felhasznalt modszerek

Az irodalmi eredmények szerint tobb tipusi emulgens egyiittes alkalmazasa
hatékonyan akadalyozza meg a részecske aggregaciot, mint egy emulgens. Ezért az
5. tablazatban ismertetett feliiletaktiv tulajdonsagu anyagok koziil 3 fajtat valasztottam.
Célunk az volt, hogy a feliiletaktiv anyag koncentracioja a végtermékben ne korlatozza
annak felhasznalasi teriiletét, igy alkalmas legyen akar parenteralis, vagy szemészeti
készitmény alapjaul szolgélni. Ez a két alkalmazési forma a legérzékenyebb a feliiletaktiv
fel (Maurer és mtsai, 1998; Zhang S. és mtsai, 2010).

A foszfatidilkolin 0,03 g-os mennyiségét oldottam etanol (0,5 g) koszolvens
segitségével, majd hozzdadtam 0,0075 g poliszorbat 80-at. Igy az Gsszes emulgens és
koszolvens mennyisége a mintaban csak 2,68%-¢&k volt. A preemulzi6 elkészitéséhez a
vélasztott lipideket (sztearinsav, Witepsol® W35, Compritol 888 ATO) megolvasztottam.
A végso lipid tipust a részecskeméret €s eloszlas meghatdrozasa utan valasztottam ki. Az
olvadt lipid mennyiségéhez (0,25, 0,50, 0,75 g), ami 0sszhangban van az irodalomban
hasznalt mennyiséggel (1-10%), hozzdadtam a vorikonazol (50, 100, 150 mg)
mennyiségét. Ezutan a feliiletaktiv anyagot tartalmazo etanol oldatot dntdttem hozza,
majd allando keverés mellett kis részletekben az azonos hémérsékletii 20 ml deionizalt
vizet. A képzédé emulziot Ultra-Turrax homogenizald (IKA® Works Inc., Németorszag)
segitségével 3 percen keresztiil 20,000 rpm-mel homogenizaltuk.

A nanorészecskék kialakitasat 600 bar nyomason végeztem el a mar leirt nagy
nyomasu homogenizator (Avestin Emulsiflex B15 késziilék, Avestin Europa GmbH,
Mannheim, Németorszag) segitségével. A homogenizalasi ciklusok szdmanak (3-5)

hatasat vizsgaltam a képz6dott nanorészecskék méreteloszlasara.
3.2.3. Az albumin nanorészecskék karakterizalasara hasznalt modszerek

3.2.3.1. Az albumin nanorészecskék méretének meghatarozasa

A nanorészecskék legkritikusabb paramétere a részecskék mérete és azok eloszlasa.
A méréseket Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern, Dublin, frorszag) (11.abra)

késziiléken végeztem el. A liofilizalt mintdkat Gjra feloldottam 2,5 ml MilliQ vizben,
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majd 0,2 pm poérusatmérdjii celluloz-acetat fecskenddsziird (Sartorius, Goettingen,

Németorszag) segitségével szlirtem.

11. abra Részecskeméret meghatarozo

(Malvern Zetasizer Nano ZS, sajat készitésii foto)

A sziirlet 100 pl-ét 10-szeresére higitottam MilliQ vizzel, a higitott mintat {iveg kiivettaba
(PCS115) toltottem, és azonnal mértem. A bedllitott paraméterek a mérés soran a
kovetkezdek voltak:

* anyag: fehérje

e arefraktiv index: 1,450

* adiszperzios kdzeg: viz

* amérés hdmérseklete: 25 °C

» ckvilibracios 1d6 (equilibration time): 120 masodperc

3.2.3.2. Az albumin nanorészecskék hatdsa a vorikonazol oldhatbsagara

sres

A liofilizalt mintékat rehidratalas utdn 0,2 pm porusatmérdjii celluloz-acetat (Sartorius,
Goettingen, Németorszadg) fecskenddsziird segitségével sziirtem. A  szlréssel

eltavolithato az esetlegesen kivalt hatoanyag mennyisége. A HPLC-vel torténd detektalas
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el6tt sziikség volt a minta fehérje mentesitésére. Acetonitril (ACN) 1:1 aranyban torténd
hozzaadasaval kicsaptam a HSA-t. A leszlrt mintakbol 200 pl-t automata pipettaval
Eppendorf cs6be mértem, majd ehhez 200 ul ACN-t pipettaztam, ezek utan 15 percre
ultrahang fiirdébe helyeztem. A kicsapast kovetd ultrahang fiirdé segitségével
extrahdltam a hatdanyag teljes mennyiségét. A mintakat ezutan centrifugéaltam 15 percig
14000 g-vel MiniSpin Plus (Eppendorf AG, Hamburg, Németorszag) tipusu késziilékben,
¢s az elkiiloniilg feliiliszobdl, az oldat tisztajabol 200 pl-t HPLC mintatartoba helyeztem.

A hasznalt HPLC moddszer alkalmas arra, hogy a HSA infazidban jelenlévo,
stabilizalo szerepet betdltd aminosav, a triptofan (tr=2,78) mellett a vorikonazol (tr=4,68)

szelektiven meghatarozhato (12. abra) legyen.

DAD1 A, Sig=254,4 Ref=360,100 (VORI1107\10213.D)
mAU]

200

1759

1504 vorikonazol

125+

100 \
757 triptofan

509 \

25

T T T T T T
0 1 2 3 4 5 mi

12. abra Vorikonazol és a triptofdn UV kromatogramja

A vorikonazol elvalasztasat Agilent 1100-as HPLC késziilékkel (Agilent Ltd.,
Waldbronn, Németorszag) végeztem el forditott fazisu oszlop (4,6 mm x 150 mm, 5 pum)
hasznalataval szobahdmérsékleten. Izokratikus elucio (70% ACN: 30% 0.05 M natrium-
hidrogénfoszfat puffer) mellet 10 pl injektalt mintatérfogatot alkalmazva 0,7 ml/perc
aramlasi sebességnél 254 nm-en DAD detektorral hataroztam meg a vorikonazol

mennyiségétt.

3.2.3.3. Differencial pasztaz6 kalorimetria (DSC)

A liofilizalt mintdkon végeztem el a differencidl pasztdzo kalorimetrias
vizsgalatokat. A szilard por mintabol 2 mg-ot fém mintatartoba mértem be. Referencia
anyagként egy lires mintatartot, tehat a levegdt vettem alapul. Majd mindkét mintatartot

behelyeztem a DSC (Seiko Exstar 6000 DSC, Chiba, Japan) késziilék fiithetd
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kemencéjébe. A mintdkat (vorikonazol, HSA, HSA és vorikonazol fizikai keveréke, VCZ

albumin nanorészecske) 10 °C/perc fiitési sebességgel 0 °C-rol 270 °C—ig flitottem fel.

3.2.3.4. Hat6éanvyagleadas vizsgalata

Az albumin nanopartikulumok in vivo hatéanyagleado képességét in vitro dinamikus
dializis segitségével prediktaltam. A liofilizalt mintat rehidrataltam 2 ml vizben. A minta
0,5-es ml részletét két végén hermetikusan zart dializdlo membrancsébe helyeztem. A
dializdld6 membrant 25 ml PBS puffert és 10% HSA-t tartalmazo kioldokozegbe
helyeztem. A PBS puffer alkalmazasa biztositotta a kioldokdzeg izotonicitasat. A HSA
tartalom egy fiziologias, biokompatibilis feliiletaktiv anyag szerepét toltotte be a
rendszerben, ami biztositotta, hogy a vorikonazol oldddjon ebben a vizes kdzegben.
Magneses fiithetd kever6 segitségével 37 °C-on 100 fordulat/perces kevertetés mellett 24
oran keresztiil kovettem nyomon a nanorészecskék hatdéanyagleadasat. Meghatarozott
idépontokban (5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120 és 240 perc) vettem 0,5 ml mintat a
kioldokozegbdl, majd a minta térfogatat friss kioldokozeggel potoltam, fenntartva ezzel
a koncentracié gradienst a rendszerben. A 13. dabran lathatd a hasznalt dializalo cella
sematikus abrgja, ahol a kék gomb jeloli a hatdanyagot, a sarga a nanorészecskét. A piros
nyil mutatja a hatéanyag aramlasat. A dializalo cella porusmérete miatt csak a
felszabadult hatdanyag képes kiaramlani a dializalo kozegbe, igy szelektiven mérhetd a
szabad hatéanyag tartalom. A kioldodott hatdéanyag mennyiségét a mar leirt HPLC

modszer (3.2.3.2.) segitségével hataroztam meg.
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13. abra Az in vitro hatéanyagleado6 képesség vizsgalata dializal6 zsak segitségével

(sajat készitésii abra)
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3.2.4. A szilard lipid nanorészecskék karakterizdalasara hasznalt modszerek

3.2.4.1. Szilard lipid nanorészecske méretének meghatarozasa

A szilard lipid nanorészecskék részecskeméret meghatarozasat a 1ézeres fényszoras
mérésén alapuld Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern Ins., Dublin, {rorszag) (11.abra)
késziiléken végeztem el. A mérést 25 °C-on végeztem, a higitatlan mintat PCS115 iiveg
kiivettaba toltottem. Beallitott refraktiv index érték: 1,425 volt. A diszperzios kdzegnek

a vizet vettem.

3.2.4.2. A szilard lipid bezarasi hatdsfokanak meghatdrozdsa

A lipid nanorészecskék altal bezart mennyiséget indirekt modon hataroztam meg.

30 kDa porusméretli ultracentrifuga filter segitségével 0,5 ml 3.2.2. fejezet szerint
készitett higitatlan mintdt centrifugdltam le 10 percen keresztil 12.000 g-vel. A
centrifugalt minta sziirlete tartalmazta azt a hatdanyag mennyiséget, ami a szabad
formaban nem a nanorészecskébe zarva van jelen. A szabad hatdéanyag mennyiségét
HPLC (Agilent 1100, Agilent Technologies, Waldbronn, Németorszdg) moddszerrel
hatdroztam meg. A forditott fazisu Agilent C18 oszlopra (4,6 mm % 150 mm, 5 um) 10
pul mintat injektaltam. A mozgd fazis 80% ACN és 20% 0,05 M natrium-dihidrogén-
foszfat puffer volt a szobahdmérsékletli izokratikus elvalasztas soran 0,7 ml/perc aramlési
sebesség mellett. A vorikonazol linedris koncentracid tartomanya 100-1000 pg/ml

(14. abra) 254 nm-nél torténd detektalas esetén. A BH mennyiségét az alabbi egyenlettel

szamitottuk.

Osszhatéanyag mennyisége—szabad hatéanyag mennyisége

BH (%) =

X 100 (5)

Osszhatéanyag mennyisége

Az Osszhatdbanyag mennyisége ismert, mert megegyezik a kiinduldsi hatéanyag

crer

hatdoanyag mennyiségét, megkapjuk a bezart nanopartikulumban 1évé vorikonazol
mennyiségét. BH a szazalékosan bezart hatbanyag mennyisége az 6sszesen hozzaadott

hatéanyag mennyiségéhez képest.
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14. abra A vorikonazol kalibracios egyenese ¢€s annak egyenlete

3.2.4.3. Differencial pasztazo kalorimetrids vizsgdlat

A szilard mintak differencial pasztazé kalorimetrids vizsgalatat Seiko Exstar 6000
DSC (Chiba, Japan) tipust késziilékkel végeztem el. A mintdbol 5 mg-ot fém
mintatartoba mértem be. Referencia anyagként egy iires mintatartot, tehat a levegot
vettem alapul. Majd mindkét mintatartot behelyeztem a késziilék fiitheté kemencéjébe. A
mintakat (vorikonazol, Witepsol® W35, PPC, VCZ tartalmu SLN, iires SLN és a
vorikonazol és az tires SLN fizikai keverék) 10 °C/perc fiitési sebességgel 0 °C-rol 270
°C —ig futottem fel.

3.2.4.4. Fourier-transzformdacios infravords spektroszkopia

A kovetkezd mintak FTIR spektroszkopos vizsgalatat végeztem el Alpha Bruker
Corp. (California, USA) (15. abra) tipust késziiléken: vorikonazol, Witepsol® W35,
PPC, VCZ tartalma SLN, iires SLN ¢&s a vorikonazol és az iires SLN fizikai keverék. A
spektrumot 4000-400 cm™! tartomanyban vettem fel.
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15. abra A gyémantfejes FTIR spektroszkop képe (sajat készitésii fotd)

3.2.4.5. A lipid nanorészecskék hatdoanvagleadd képességének vizsgalata

A lipid nanorészecskék in vitro hatdanyagleadd képességet dializalé zsak
alkalmazasaval vizsgaltam. 0,5 ml mintat pipettaztam a dializalo cellaba, amit ezutan
25 ml PBS pufferbe helyeztem. 37 °C-os homérsékleten 100 rpm keverési sebesség
mellett a kiold6 kézegbdl meghatarozott idékdzonként (5, 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180,
240, 720, 1440 perc) 0,5 ml mintat vettem, amit friss puffer hozzaadasaval potoltam. A
mintdk vorikonazol tartalmat a mar ismertetett HPLC-UV modszer segitségével

hataroztam meg.

3.2.4.6. A lipid nanorészecskék antimikotikus aktivitdsanak meghatarozasa

A formulalt nanorészecskék antifungalis aktivitasat a papir diffuziés modszer
segitségével hatdroztam meg, amit Darvas Eszter szakmai segitségével az Orszagos
Epidemiologiai Kozpont Mikoldgiai Osztalyan (Budapest) végeztem el. Két gomba torzs
(Candida glabrata, Aspergillus flavus) ellen vizsgaltam a hatékonysagat. A szilard
szintetikus agar taptalajat leoltottuk a gomba szuszpenziojaval. Minden Petri csészébe 3
darab Whatman No. 1 5 mm atmérdji szlirOpapirt helyeztiink, amelyet 2 ul diszperzioval
impregnaltam. Kontrollként az iires minta nélkiili SLN diszperzidjaval kezelt sziirépapir
korongok szolgaltak. Minden Petri csészét 40 °C-on inkubéltam, majd 5 és 10 nap

elteltével, tolomérd segitségével hataroztam meg a gatlasi zonak méretét a mintak koriil.
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4. Eredmények

4.1. A Nab® technolégia eredményei

Az albumin alapi nanohordozd rendszer eldallitisara a Nab® technoldgiat
valasztottam, mert ezzel a technologidval megvaldsithatd az lizemi gyartds. A
forgalomban 1évé albumin nanorészecske (Abraxane®) is ezzel a moédszerrel lett
formulalva (Green és mtsai, 2006). A kovetkezd fejezetben részletesen ismertetem
eredményeimet, melyeket a vorikonazol tartalmt albumin nanorészecskék eldallitasa

soran kaptam.

4.1.1. A nagy nyomdsu homogenizalas optimalizdlasa

1 O 10mg/ml VCZ
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16. abra A homogenizalasi ciklusok szamanak hatasa a PDI értékre

kilonboz6 VCZ tartalmu mintak esetén

A nagy nyomdasu homogenizaléas két meghatarozo paramétere a homogenizalas soran
alkalmazott nyomds és a homogenizalasi ciklusok szama. A homogenizalasi ciklusok
szama leginkadbb a képzddott nanorészecske diszperzitdsara van hatdssal, ezért tobb
kiindulasi elegy esetén vizsgaltam a PDI-re gyakorolt hatdsat. 2 ciklustol egészen 10

ciklusig néztiik a mintak részecskeméretét és eloszlasat adott homogenizalasi nyomas
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alkalmazasaval szemben. A 16. abra szemlélteti a kapott eredményeimet. Belathato,
hogy a PDI értéke a ciklusok szamanak a novekedésével csokken.

Kapott PDI eredményeimbdl az is latszik, hogy a magasabb homogenizalasi nyomas
kevésbé érzékeny a kiindulasi elegy hatdanyag tartalmara, amit a 17. abra szemléletesen

crr

8%-kal novelte a PDI értéket, mig 1900 bar esetén ez csak 14%-os emelkedéssel jart.

0.7 -| 10mag/mi
0.6 1 1 15malmi
20mgiml

05 o
04 4

auma il

= 0.3

R 0.2

Homogenizalisi nyvomas (bar)

17. abra Az alkalmazott nyomas hatasa a PDI értékre kiilonb6zé VCZ koncentraciok

esetén (homogenizalési ciklusok szama = 6)

A részecskék méretének meghatarozasa soran a kapott nanodiszperz rendszeriink
monopopulacios eloszlast mutatott, amit a 18. abra demonstral.

A részecskeméret alakulasat a homogenizalasi nyomas befolyasolta a legnagyobb
mértékben. Azonos kiindulasi vorikonazol mennyisége esetén (19. abra), hogy a
nagyobb homogenizalasi nyomas eredményezett kisebb részecskeméretet. Tovabba az is
részecskeméret, a 10 mg-os mintahoz képest a 15 mg-os 8%-kal kisebb, mig a 25 mg-os
minta 9%-kal. Az azonos Osszetételi mintdk esetén jol lathatd, hogy a nyomas

novelésével csokken a mintak részecskemeérete.
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Részecskeméret (r; nm)

18. abra A méreteloszlas térfogatszazalékos megoszlasa az egyes részecskeméretek

esetén

nyomas fliggvényében
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4.1.2. A szerves oldoszer eltavolitasa

A modszer kovetkezd kulcslépése a szerves oldoszer elparologtatasa volt, erre tobb
technologiai megoldast probaltam ki. A Nab® technologia esetén sziikséges a rossz
vizoldhatdsagl hatoanyagot valamilyen szerves oldoszerben feloldani és elegyiteni az
albuminos oldattal, majd késobb a szerves fazis eltavolithatd a rendszerbdl, ezzel
biztositva, hogy csak biokompatibilis segédanyag maradjon a nanodiszperz rendszerben.
Elsdédleges célkitlizésem az volt, hogy minden szerves oldoszerre alkalmazhat6 beparlo

modszert dolgozzak ki.

4.1.2.1. Nitrogénarammal torténo beparlas

A tesztelt nitrogénbeparlds hatranya, hogy a nagyobb részhanyadu vizes fazisi minta
nehezen ¢és csak kis mennyiségben (500 pl/kémcsd) parolhatd be 1 napnal rovidebb 1d6
alatt, amit kritikusnak tekintettem a folyamatos gyartastechnologia szempontjabol. A
visszamaradt anyagmennyiség kevés a minta karakterizalasahoz. Kloroformos szerves
fazis alkalmazéasa miatt a nagyobb minta térfogat (1 ml) még 24 6ra utan se szaradt be

teljesen.

4.1.2.2. Rotacios vakuumbepérlas

A rotaciés vakuumbeparlds soran az R-timolkékkel festett kloroformot 3 ora
elteltével sem lehetett eltavolitani a rendszerbdl annak ellenére, hogy a minta
homérsekletét 15 °C-kal a szerves oldoszer olvadaspontja (kloroform 60 °C) felett
tartottuk. Tovabbi hdmérséklet novelés nem volt lehetséges a HSA denaturalodésa miatt.

Ez a modszer sem bizonyult a legalkalmasabbnak a szerves olddszer eltavolitasara.

4.1.2.3. Liofilizalas

A liofilizalas soran kapott mintdkat liofilizalasi segédanyag nélkiil sikerdilt
fagyasztva szaritani. A mintdkat konnyt volt rehidratalni a viz megfeleld mennyiségével.

20. abran lathato a liofilizalt minta makroszkopikus képe.
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20. abra A liofilizalt minta makroszkopikus képe

4.1.3. A kiinduldsi elegy optimalizdlasa

Elsédleges célkitiizésem volt, hogy a formulédlt nanorendszer képes legyen az
alacsony vizoldhatosagu vorikonazolt vizes rendszerben oldatban tartani. A formulacid
optimalizaldsanal Chen és munkatarsai altal leirt tapasztalatokat vettem figyelembe

(Chen W. és mtsai, 2008).

7. tablazat Osszefiiggés a kiinduldsi hatoanyag mennyisége és a bezart hatbanyag

mennyisége kozott.

HSA VCZ Szerves és Bezart Relativ
koncentracié | koncentracié vizes hatéanyag oldékonysagnovelés
(%, W/v) kloroformban | fazis aranya mennyisége vizhez képest
(mg/ml) (viv) (mg/ml) (viz: 0,0978 mg/ml)
2 10 1:15 0,231+ 0,01 2,36
2 20 1:15 0,317 £ 0,05 3,24
2 50 1:15 0,372 £ 0,05 3,81

Az utan, hogy meghataroztam a nagynyomast homogenizalas koriilményeit és a
legalkalmasabb szerves oldoszert kivalasztottam, vizsgaltam, hogy milyen hatéanyag
koncentracio esetén tudjam elérni a legmagasabb bezarasi hatasfok értéket ugy, hogy a

formulalt nanorendszer megfeleljen részecskeméretét és eloszlasat tekintve az albumin
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nanorészecskék altal elfogadott hatarértékeknek. A 7. tablazat attekintése utan belathato,
hogy a bezart hatéanyag mennyisége egy adott kiindulédsi hatéanyag koncentracio felett
mar szinte alig valtozik. A vorikonazol mennyiségét 10 mg-rol 20 mg-ra emelve a
bezarasi hatdbanyag mennyisége 37%-os novekedést mutat, mig a 20 mg-os és az 50 mg-
os minta Osszehasonlitdsaval azt kapjuk, hogy csak 17%-os az emelkedés értéke.

A 8. tablazat 6sszefoglalja, hogy hogyan befolyésolja a részecskeméretet a HSA ¢és
a kiindulasi hatdanyag koncentracioja, tovabba a szerves €s vizes fazis aranya. A szerves
A legalacsonyabb méreteloszlast a 10 mg-os VCZ koncentracié mellett 1:15 fazisarany
esetén 2%-os HSA koncentracié jelenlétében kaptam, ezt tekintettem az optimalis

kiindulési elegy Osszetételnek, a tovabbiakban ezeket a mintékat vizsgaltam.

8. tablazat A kiilonb6z0 kiindulasi koriilmények hatdsa a részecskeméretre

és a méreteloszlasra

HSA VCZ Szerves és a | Részecskeméret PDI
koncentracio | koncentracio vizes fazis (nm)
(%) kloroformban aranya
(mg/ml) (V:V)
2 10 1:10 256+ 6 0,608 + 0,24
2 15 1:10 25,8+ 7 0,545 +£0,15
2 20 1:10 234+6 0,600 £ 0,17
3 10 1:15 95,6 £2 0,912 +0,13
3 15 1:15 95,1£3 0,623 £ 0,53
3 20 1:15 99,8 +3 0,718 £ 0,35
2 10 1:15 81,2+ 1 0,222 +£0,01
2 15 1:15 85,4+13 0,558 £ 0,02
2 20 1:15 89,76 0,468 £ 0,10
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4.1.4. A DSC vizsgalat eredménye

A vizsgald modszer alkalmas arra, hogy a szilard anyagok fizikai allapotardl
tajékoztatast kapjunk. A 21. abra mutatja be a nanorészecske, a VCZ, a HSA ¢és a fizikai
keverékilk DSC gorbéjét. A vorikonazol DSC goérbéjén konnyen meghatarozhatd a
hatéanyag olvadaspont értéke (127 °C). A HSA heterogén szerkezetébdl adoddan az
olvadéaspont értéke 70 °C koriil mozog. A fizikai keverékiikben megfigyelhetd a

vorikonazol olvadaspontjara jellemzd csucs (A gorbe), mig a nanorészecskében ez nem

lathato.

Kozolt homennyiség | Wig)

endoterm

— — — — —

A A A

40 60 S0 100 120 140 160 180

Homeérseéklet [ °C]

21. abra A vorikonazol és HSA fizikai keverékének (A); a vorikonazolnak (B);

a vorikonazol albumin nanorészecskének (C);

¢s a humén szérum albuminnak (D) a DSC termogrammja
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4.1.5 Az albumin nanorészecske hatoanyagleado képessége

Ahhoz, hogy a formulalt készitmény ki tudja fejteni hatdsat nem elég a hatdanyagot
bezarnia magaba, hanem le is kell tudni adnia. A 22. abra segitségével belathatd, hogy a
hatéanyag felszabadul a nanorészecskébdl. Az in vitro dinamikus dializis elvén miikodo
kioldodas vizsgalat soran a bezart hatdbanyag mennyisége felszabadul az albumin
nanorészecskébdl. Az elsd 1 ora elteltével az 50%-a, mig 4 6ra utdn a hatéanyag kozel

90%-a képes liberalodni.
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22. abra A kioldédott vorikonazol mennyisége az id6 fiiggvényében
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4.2. Vorikonazol tartalmu lipid nanorészecskék formulacios eredményei

4.2.1. Lipid nanorészecskék formulaldasa nagy nyomdsu homogenizatorral

0,5

0,4

PDI

23. abra A homogenizalasi ciklusok szdménak hatasa a PDI értékre Witepsol®

W35 lipid alkalmazasa esetén

A nagy nyomast homogenizalas soran alkalmazott nyomas értéket a szakirodalom
300-1500 bar koze teszi lipid nanorészecskék eldallitasa esetén. Leggyakrabban 500-600
bar koriili nyomast alkalmazzak, mely nem emeli meg a minta hémérsékletét oly
mértékben, hogy szamolni kelljen a magas hdémérséklet altal indukalt bomlasi
folyamatokkal. Koriilbeliil 500 bar nyomas novekedés 10 “C—os homérséklet emelkedés
okoz a mintaban (Mehnert ¢s Mader, 2001; Miiller és mtsai, 2000; Yadav és mtsai, 2013).
A homogenizalasi ciklusok szdma altalaban 3-5 kozé esik. A PDI értéket a ciklusok
szamanak novekedése tobbnyire csokkenti, de szamos esetben a magas ciklus szam a
részecskeaggregacionak kedvez és emeli a diszperzitdsat a nanorendszernek. Ezért
minden valasztott szilard lipid esetén ellendriztiik, hogy hany homogenizalasi ciklus
optimalis a lipid nanorészecske eldallitasanak. Az altalunk formulalt lipid nanorendszerek
esetén a nagyobb homogenizalasi ciklusszam alkalmazasa kedvezett a PDI érték

csdkkenésének. A 23. abra reprezentalja a Witepsol® W35 lipid esetén kapott értékeket.
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Ezért 5 homogenizalasi ciklust alkalmaztam a tovadbbiakban a nagy nyomadsu

homogenizalés soran.
4.2.2. A kiinduldsi emulzio osszetételének optimalizdldsa

0.7 -
0.6 4
0.5 -

0.4 4

PDI

0.3

0.2 1

0.1

0 4

0 50 100 150
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24. abra A hatéanyag mennyiségének hatasa a lipid nanorészecske PDI értékére
(lipid: Witepsol® W35 mennyisége: 0,5 g)

A nagy nyomast homogenizalas paramétereinek meghatarozéasa utdn kovetkezett a
kiindulasi emulzi6 6sszetételének optimalizalasa. Az alkalmazott feliiletaktiv anyagok €s
helytdl fliggetleniil képes legyen toleralni azt.

A kivélasztott emulgealdoszer nagyban befolyasolja az SLN mindségét.
részecskék feldarabolddasat a homogenizacid soran, aminek hatasara nd az Osszfeliilet.
A kiindulasi emulzionk Osszetételében a feliiletaktiv anyag PPC és poliszorbat 80
mennyiségét maximalizalta annak megfeleléen, hogy az alkalmazni kivant feliiletaktiv
anyag mennyisége ne €rje el az 5%-os érteket, amit a human szervezet mar nem képes
karosodas nélkiil tolerdlni. Ezek utan hataroztam meg, hogy mennyi lipidet és
vorikonazolt képes emulgealni az alkalmazott feliiletaktiv anyagok.

crer

rontja a képzddé SLN monodiszperzitasat. A 9. tablazat foglalja 6ssze egy valasztott
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szilard zsir esetén a kiindulasi emulzi6 0sszetételének hatasat a bezarasi hatasfokra a PDI-

re és a részecskék méretétre.

9. tablazat A kiindulasi emulzi6 0sszetételének hatasa a részecskeméretre, a PDI-re és a

bezarasi hatasfok értékére

Formulacié | Witepsol® | VCZ | Részecske- PDI Bezarasi
neve W35 méret hatasfok
(8 (mg) (nm) (%)
SLN1 0,25 - 139+32 0,261 £ 0,01 -
SLN2 0,25 50 182 4,1 0,269 £ 0,01 78,79 £ 3.4
SLN3 0,25 100 21574 0,402 0,02 | 89,20* 4,2
SLN4 0,25 150 212 5,6 0,374 £ 0,02 | 92,99 6,9
SLNS5 0,50 - 179 £ 4.8 0,266 * 0,01 -
SLN6 0,50 50 216 £ 3,6 0,373 £ 0,01 72,27% 5.8
SLN7 0,50 100 255+%39 0,579 £ 0,03 88,82+24
SLN8 0,50 150 281 £ 8,5 0,615 £ 0,03 9255+ 1,4
SLN9 0,75 - 18273 0,313 £ 0,01 -
SLN10 0,75 50 189 £ 6,7 0,364 £ 0,01 70,89 £ 5,2
SLNI1 0,75 100 202 * 14,2 0,422 £0,02 | 85,86 7,1
SLN12 0,75 150 218+ 11,8 0,360 £ 0,02 | 90,99 x 5,1
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10. tablazat A lipid nanorendszer vorikonazol oldékonysagat noveld hatasa

Formulacio Bezart hatéanyag Relativ
neve mennyisége oldékonysagnovelés
(mg/ml) vizhez képest
(viz: 0,0978 mg/ml)
SLN2 3,93 40,2
SLN3 8,92 91,2
SLN4 13,95 142,6
SLN6 3,65 37,3
SLN7 8,88 90,8
SLNS 13,88 141,9
SLN10 3,54 36,2
SLNI11 8,58 87,7
SLNI12 13,65 139,6

crer

nd a keletkezett részecskék mérete €s méreteloszlasa. A 9. tablazat attekintésével
belathato, ha 6sszehasonlitjuk az iires, hatéanyag nélkiil SLN-ek méretét (SLN 1; SLN 5;
SLN 9), a részecskék mérete nd, ha magasabb lipid koncentraciot alkalmazunk.
Ugyanannyi VCZ kiindulasi mennyisége esetén a magasabb lipid tartalom mellett

(SLN 2; SLN 6; SLN 10) nem novekszik a bezarasi hatasfok értéke, de novekszik a

nanorendszer relativ oldékonysag noveld hatasa a vizhez képest (10. tablazat).

4.2.3. DSC vizsgalat eredményei VCZ-SLN esetén

A 25. abra bemutatja a lipid nanorészecske formulalasdhoz felhasznalt
segédanyagok ¢€s a hatdanyag DSC termogramjat.

A vorikonazol olvadaspontja az irodalmi adatokbol ismert 127 °C koriil mutatkozott
meg (25. dbra C termogram). A Witepsol® W35 heterogén szerkezete miatt az

olvadaspont értékét (35 °C) mutatd endoterm cstics szélesebb (25. abra A termogram).
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Az lires, hatdoanyag nélkiili SLN termogramjanak (25. abra B termogram) olvadaspont
értéke alacsonyabb (32 °C), mint a Witepsol® W35 sajat olvadaspont értéke.

A VCZ-SLN (25. abra E termogram) termogramja is hasonl6 lefutast mutatott a placebo
SLN-hez, nem jelent meg benne a hatéanyagra jellemzd olvadaspont értéknél
karakterisztikus csucs. A fizikai keverék (25. abra D termogram) esetén azonban jol
elkiilonithetd a lipid és a vorikonazol olvadaspontjara jellemzd negativ csiucsok

megjelenése.

Homérséklet | °C]

10 W <0 0 920 110 13 150

ég [Wig]

endoterm
ﬁ

D

Kozolt homennyvis

25. abra DSC termogramok gorbéi
A: Witepsol® W35, B: iires SLN; C: VCZ;
D: fizikai keveréke az tires SLN-nek és a VCZ-nek;
E: VCZ-SLN (SLN 2 6sszetétel 1sd.: 9. tablazat)
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4.2.4. FTIR vizsgalat eredményei VCZ-SLN esetén

Az FTIR vizsgalat alkalmas arra, hogy a HPH soran esetlegesen bekdvetkezd kémiai

valtozasokrdl informaciot nyerjlink, segitségével feltarjuk a lehetséges interakciokat a

hatéanyag és a foszfaditilkolin és a Witepsol® W35 kozétt.

A VCZ infravords spektrumaban az aldbbi jellemzd csucsokat azonositottam a

kovetkezo hullamszam értékeknél (26. abra):

C-O rezgést 1128 cm™

O-H rezgést 3208 cm™

aromds gytirii rezgései 856 cm™, 778 cm™!, 667 cm! és 663 cm™!
C-C kotések rezgései az aromas gy(irtinél 1598 cm™ és 1587 cm’!

C-N kapcsolat rezgése 1279 cm™!

0,5 1
0,4 1
0,3 1

0,2

Abszorbanci egység

0,1 -

O AN

500 1500 2500 3500

Hullamszam (cm-1)

26. abra A vorikonazol infravords spektruma

A PPC FTIR spektruméban a kovetkezd rezgéseket azonositottam a rajuk jellemzé

hullamszam értékeknél (27. abra):

C-H kotések rezgése a hossza szénlanct zsirsavakban 2920 cm! és 2827 cm™
C=0 kotés rezgése 1734 cm’!

P=0 kapcsolat vibracidja 1237 cm’!

P-O-C kétés kapcsolata 1058 cm’!

N*(CHz3); csoport rezgése 974 cm™!
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27. abra A foszfatidilkolin FTIR spektruma

A 28. abran lathatd a Witepsol® W35 infravords spektruméaban azonositott
karakterisztikus csucsok, amelyben a hosszi szanlancu zsirsavak C-H rezgései a
kdvetkezd hulldmszamnal dominalnak 2920 cm™ és 2850 cm™!, mig a C=0 kotés rezgései

1727 cm™'-nél és 1740 cm™ -nél.
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28. abra Witepsol® W35 FTIR spektruma

A hatéanyag nélkiili SLN-ket (29. abra barna szini spektrum) €és a hatéanyag
tartalmu (29. abra zold szinii spektrum) lipid nanorendszereket 6sszehasonlitva a fizikai

keverék (29. abra lila szinti spektrum) FTIR spektrumaval azt lathatjuk, hogy a fizikai
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keverék spektruma megegyezik az egyes Osszetevok sajat infravords spektrumainak az
Osszegzésével, mig az SLN-eket tartalmazoké ettdl némileg eltérést mutat. A DSC utan
az FTIR spektrum valtozasai is megerdsitették, hogy a lipid rész a feliiletaktiv anyagokkal
ujrakristalyosodik a nagy nyomasi homogenizalas soran.

A VCZ-SLN FTIR spektrumdban nem tiinik el vagy jelenik meg egy
karakterisztikus csucs sem, de egyes csoportok rezgéseinek intenzitdsa csokken.
Példaként emelném ki az aromas rezgések O-H kotéseinek csokkenését. Tovabba a
vorikonazol spektrumara jellemzd C-O kotés abszorpcids csucs a magasabb hullamszam
érték felé tolodik (1128 cm™'-rél 1147 cm-re). A spektroszképikus valtozasok azt
sugalljak, hogy a vorikonazol C-O-H kdotése és az aromas gytiriije all kapcsolatban a
segédanyaggal. Ugyanakkor a HPH soran nem kdovetkezik be a hatéanyag kémiai

szerkezetében valtozas.

0,5
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NN
1

=
(98]

500 1500 2500 3500

Hulldimszdm cm’!

=
o

Abszorbancia egység

29. abra A placebo SLN (barna) a fizikai keverék (lila) és a VCZ-SLN (z6ld)
FTIR spektruma
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4.2.5. A VCZ-SLN in vitro hatéanyagleado képességének vizsgdlata

Kioldott vorilonseol
szazalélios mennyisége |%o]

&00 800 1200 1500
Idé [perc]

30. abra A VCZ-SLN (SLN 2 6sszetétel Isd.: 9. tablazat) in vitro kiolddédasprofilja

Az in vitro dinamikus dializis soran az els¢ 60 perc eltelte utan felszabadul a
hatéanyag 22,98 + 0,23%-a. A bezart hatbanyag mennyisége folyamatosan oldodik ki a
kovetkezd 5 ora elteltével és 24 ora utan alig éri el a bezart hatdanyag 50%-os értékét
(30. abra).
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4.2.6. VCZ-SLN antimikotikus aktivitisanak vizsgalata

SLN 6

Candida glabra

= Ures SLN

Aspergillus flavus

Inkubaciosido 5 nap Inkubaciosido 10 nap

31. abra Az antimikotikus vizsgalat eredménye
SLN 2 és SLN 6 formuléns (6sszetételt 1sd.: 9. tablazat)

¢és ures SLN esetén

Az antifungdlis aktivitas vizsgalata papir diffuzios teszt segitségével végeztem el. A
kapott gatlasi zonak vizsgalataval lathat6, hogy a segédanyagoknak nincs antimikotikus
hatédsa, hiszen nem alakul ki az lires SLN esetén gatlasi zona (31. abra). Mig az SLN 2
¢s SLN 6 Osszetételnél hatarozott korvonala gatlasi zona jelenik meg mind a két gomba
esetén. Az azonos hatéanyag tartalmu formulaciok kozott az eltéro kiindulasi segédanyag
Osszetétel nem okoz szignifikans (p>0,05, n=3) valtozast a gatlasi zona méretében ( pl.:

C. glabra esetén az SLN 2: 42 + 1,5 mm, mig SLN 6 esetén 44 &+ 2 mm).
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5. Megbeszélések

5.1 Nab® technologia soran kapott eredmények értékelé megheszélése

A rossz vizoldhatosagli hatéanyagok kihivas elé allitjak a gyogyszerformulalassal
foglalkoz6 kutatokat, akik igyekeznek ujabb segédanyagokat és technologidkat
kifejleszteni a probléma megoldasara. Egyre nagyobb figyelmet kap az elmult évtizedben
uj segédanyagként egy feliiletaktiv tulajdonsdggal rendelkezd fehérjemolekula, az
albumin. Szdmos folyékony steril gyogyszerforma van jelenleg forgalomban, ami
albumint tartalmaz segédanyagként. Ilyenek példaul az inzulin derivatumok (Levemir®,
Victoza®), vagy a mar oly sokszor emlegetett paclitaxel hatéanyag tartalmu injekcid
(Abraxane®) (Elsadek és Kratz, 2012). A konvencionalis segédanyagokkal szemben az
albumin nagy eldnye biokompatibilis tulajdonsaga €és az, hogy a human szervezet jol
tolerdlja. Az emberi szervezet legfébb endogén szallitofehérjéje a véraramban és a
felszivodott hatéanyagok jelentdés hanyada hozza kotve talalhatdé meg. Kihasznalva a
valtozatos kotohellyel rendelkezd albumin koszolvens viselkedését felhasznalhat6 rossz
vizoldhatésagti hatdéanyagok formuldcids nehézségeinek a megoldasara, tovabba
megvalosithato vele a célzott terapia.

A szamos, albumin nanorészecske el6éllitasara alkalmas eljards koziil a Nab®
technologidra azért esett a valasztds, mert mar megvaldsult vele az {izemi
gyogyszergyartas. Eredményeimben nagy hangsullyal szerepel a HPH optimalizalasanak
folyamata, ami a technologia egyik alapkove.

A 16. abra ismerteti a homogenizalasi ciklusok hatasat a PDI értékre.
Megallapithato, hogy 6 homogenizalasi ciklus utan, albumin alapti nanorendszerek esetén
a PDI ért¢k mar alig valtozik. Ez az eredmény jol korrelal Liedtke és munkatarsai
méréseivel, ahol hasonlo késziilék esetén 5 ciklus utan kaptak ezt az eredményt (Liedtke
és mtsai, 2000).

A 17. abran bemutatott PDI értékeket vizsgalva megallapithatd, hogy a magasabb
homogenizalasi nyomas alkalmazasaval a kiindulasi elegy Osszetételének valtozasa
kisebb valtozast eredményez a részecskeméret eloszlas értékeiben. Feltehetden ennek az
az oka, hogy a magasabb homogenizalasi nyomas nagyobb aramlasi sebességet biztosit a
mintdnak, ami igy ugyanolyan homogenizalasi ciklus szdm esetén, hamarabb okozza a

részecskék homogén dezintegralodasat (Mohr, 1980).
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A 19. dbra jol demonstralja a nyomas ndovekedésének hatasat a részecskeméretre. A
hatds a 20 mg vorikonazol kiinduldsi koncentracid esetén a legkifejezébb, hiszen a
nyomas kétszeresére novelése 38%-o0s csokkenést eredményez a részecskeméretben. Az
eredmények alapjan, megallapithatd, hogy a vorikonazol tartalma albumin
nanorészecskék esetén legaldbb 6 homogenizaldsi ciklus sziikséges az alacsony
diszperzitas érték biztositdsdhoz. A magas homogenizalasi nyomas esetén a PDI érték

crcr

részecskeméretet eredményez.

A nagy nyomasu homogenizaldas optimalizalt koriilményeinek 1800 bar

homogenizaldsi nyomast és a 6 homogenizalasi ciklust valasztottam.

A szerves fazis elparologtatasara tobb modszert probaltam ki. Liofilizalassal sikertiilt
a mintakat teljesen beparolni. Hasonl6an Chen és munkatarsai eredményéhez nekem sem
kellett krioprotektanst alkalmaznom az eljaras soran (Chen W. és mtsai, 2008). igy
tovabbra is csak az albumin maradt az egyetlen segédanyag a rendszerben, biztositva
ezzel a formula biokompatibilis karakterét.
Azok utan, hogy kidolgoztam a nagy nyomast homogenizalas optimalis paramétereit és
a beparlas modszerét, a kiindulasi elegy Osszetételére koncentraltam. Célként tiiztem ki ,
hogy a lehetd legmagasabb bezarasi hatasfok értéket kapjam tgy, hogy a formulalt
nanorendszer részecskeméretét ¢&s eloszlasat tekintve megfeleljen az albumin
nanorészecskék esetén elfogadott hatarértékeknek. Ezek a hatarértékek nem olyan
szigoruak és szabalyozottak, mint egy hagyomanyos makroméretli gydgyszerhordozo
esetén. Miutan az albumin alapu nanoredszerek elsddleges alkalmazasi helye az érpalya,
ezért nem lehet 150 nm atmérdjiinél nagyobb a részecske a trombocita aktivalodas miatt,
és tal kicsi sem (50 nm >), mert akkor nem lehet szisztémas hatast kivaltani vele hiszen
beadas kovetden gyorsan eliminalodik az érpalyabol (Zhang Y., 2011). Azért, hogy a
fejlesztett vorikonazol nanorészecskék akar parenteralis alkalmazasra is keriilhessenek, a
fent leirt részecskeméret hatarokat kivantam tartani. Igy azt a szerves oldoszert, a
kloroformot, valasztottam, amivel sikeriilt a kivant részecskeméret tartomanyt elérni. A
nanorészecskék masik kritikus paramétere a méreteloszlasuk mérészama, a PDI, ami

minél kisebb, anndl kedvezObb, hiszen annal szlikebb tartomanyban mozog a
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részecskeméret, azonban nincsen ra altalanosan elfogadott pontos hatarérték,
nanorészecskék tipusdnak megfelelden valtozhat. Altalaban monodiszperz rendszernek,

tehat keskeny méreteloszlas tartomannyal rendelkezonek tekintjilk a mintat, ha a PDI

érték 0,3 alatt van.

11. tablazat Nab® technologia esetén vizsgalt paraméterekrdl és hatdsaikrol

Nab® techolégia Vizsgalt valtozék Kovetkeztetés
lépése
Kiindulasi *  Human szérum albumin | A magas human szérum
megfeleld koncentracio: | albumin koncentracid tobb
korilmények 2%; 3% hatdéanyagot képes oldatban
| tartani, de a nagynyomasu
*  hatéanyag koncentricio homogenizatorban a magas
(10, 15,20, 50 mg) koncentréaci6 habot képez.
° szerves fazis Vizes fazissal nem
(klorofgrm, etanol, elegyedd kloroform idedlis
izopropil-alkohol) szerves fazisnak bizonyult
. szerves és vizes fazis | 1:15 aranyban a vizhez
ardnya (1:10; 1:15) keépest.
Homogenzialas * eléhomogenizélas Sziikséges az eléhomogeni-
sziikségessége zalas kloroform esetén.
) ) Magasabb nyomas esetén
*  homogenizalasi robosztusabb nanorészecs-
nyomas (900, 1800 bar) | ¢ ycjetkezik, mert kevésbé
«  homogenizalasi érzékeny a kiindulési para-
ciklusok széma (2; 4; 6; méterek valtozasara. 6
8) homogenizalasi ciklus
sziikséges a PDI
csokkentéséhez.
Szerves  oldészer * nitrogén beparld A HPH maximalis
eltavolitasa ) oldattérfogata 15 ml a
* rotacids vakuumbeparld mintak tényleges szerves
. liofilizalas olddszer mentesitésére a
liofilizator bizonyult a
legalkalmasabbnak.
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Magasabb bezarasi hatasfok értéket a nagyobb kiindulasi koncentracio alkalmazasaval
értem el, azonban a képzddott nanorendszer részecskeméretét €s eloszlasat kedvezotleniil
befolyasolta a magasabb kiindulasi hatbanyag koncentracio.

Ha a vorikonazol mennyisége 0tszorosére nott, a bezarasi hatasfok csak kevesebb,
mint a kétszeresére emelkedett. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy egy adott HSA
koncentracié esetén maximalt a bezarhatdé hatéanyag mennyisége. Ugyanakkor, ha
7. és 8. tablazat). A 3%-os HSA alkalmazasa esetén a fehérje feliiletaktiv tulajdonsaga
miatt mar az el6homogenizalas soran habot képzett, ami megnehezitette a reprodukalhato
mintabevitelt, bizonytalansagot okozva a minta hatéanyag koncentracidjanak
meghatarozasdban. Ezért valasztottam a 2%-os HSA koncentracidt. A részecskeméret
érteke az 1:15 szerves:vizes fazis arany esetén esett bele a kivant 50-150 nm-es
tartomanyba. A kiinduldsi hatéanyag koncentracido novelésével, ugyan novelhetd a
bezarasi hatasfok értéke (7. tablazat), de nem olyan mértékben, mint ahogy a PDI érték
hatranyosan novekszik (24. abra). A 11. tablazat 6sszefoglalja ¢és segiti attekinteni a

vizsgalt paramétereket és azok hatsat az alkalmazott Nab® technologia esetén.

A fenti megfontolasok alapjan az optimalis kiindulasi elegy osszetételének a 2%-os
HSA koncentraciot és az 1:15 kloroform: viz fazisaranyt valasztottam 10 mg-os VCZ
mennyiséggel, mert 81,2 £ I nm atlagos részecskeméret értékhez, alacsony PDI (0,222
0,01) érték tartozik, ami igy biztositja a nanorendszer monodiszperzitasat. Az osszetétellel

tobb, mint kétszeres oldékonysagnovekedést tudtam elérni.

A DSC gorbék felvétele utan megallapithatd, hogy a hatéanyag és az albumin nem
egy fizikai keveréket alkot a nanorészecske formaban, hiszen a fizikai keverékiikhoz
képest nincs jelen a hatéanyagra jellemzo csucs (25. abra). A vorikonazol az albuminhoz
kotoédik, €s nincs jelen a kristalyos forméaban, ami arra utalhat, hogy a hatéanyag ¢s a HSA
kozott a nagy nyomdsu homogenizalds hatasara nem csak fizikai kdlesonhatés alakul ki.

A kialakult kapcsolat az albumin és a vorikonazol kdz6tt nem irreverzibilis folyamat
eredménye, hiszen a kioldddas vizsgalat megerdsitette, hogy a formulalt hatéanyag

hordozo6 nanorendszer képes a vorikonazol mennyiségének 50%-at leadni egy ora utan.
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A vorikonazolt tartalmazé optimalt albumin nanorészecske eredményei igéretesnek
tlinnek egy Uj biokompatibilis folyékony gydgyszerforma kifejlesztéséhez (Fiiredi és
mtsai., 2016). Sikeriilt a rossz vizoldhatosdgi hatdéanyag oldékonysagat kétszeresére
novelni, azonban ez az eredmény tavol esik a szisztémas terapids hatast biztosito
koncentracio értéktol.

Az albumin alapu nanorészecskék formulacidés eredményei arra utaltak, hogy ha
potens készitmény alapjait szeretnénk lefektetni vorikonazol tartalmu nanorendszerek
segitségével mas nanohordozd rendszert kell haszndlnunk. A valasztas lipid alapu
nanorendszerekre esett, mert a hagyomanyos micellak és liposzémakhoz képest kevesebb
feliiletaktiv anyag alkalmazasaval nagyobb mennyiségli hidroféob hatéanyagot tudnak

magukba zarni.
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5.2 A formulalt VCZ tartalmu LN-kék eredményeinek a megbeszélése

A lipid nanorészecskék formuldlasa szintén a nagy nyomasu homogenizator
segitségével tortént, hasonldé megfontolasbol, mint az albumin nanorendszer esetén,
hiszen ezzel a technologidval mar megvaldsitott az ipari gyartas. Az irodalom SLN-ek
esetén gazdagabb a nagy nyomdsi homogenizalds paramétereit illetden, mint a Nab®
technoldgia, ezért elfogadtam a mar tobb esetben idedlisnak vélt 600 bar nyomasértéket.
Az SLN 5 formulacio esetén 36,5%-0s csokkenést mértem a PDI értékben, ha a HPH
homogenizalési ciklusainak a szamat 3-r6l 5-re valtoztattam. Ez vezetett ahhoz, hogy a
homogenizalasi ciklusok optimalis szamat 5 ciklusnak talaltam a 23. abran szemléltetett
eredmények alapjan. Lathato, hogy az albumin nanorészecskékhez hasonloan itt is a
magasabb homogenizalasi ciklus szam eredményezett alacsonyabb PDI értéket.

A HPH korilményeinek meghatarozasa utan a megfelelé lipid kivalasztasa
kovetkezett. Nemcsak a homogenizalasi paramétereknek van hatdsa a kialakult
részecskék méretére, hanem az alkalmazott lipid tipusanak is (Hippalgaonkar és mtsai,
2013). Eldszor is a hatoanyag nélkiili lipid nanorészecskéket vizsgaltam a valasztott
harom lipid (sztearinsav, Compritol® 888 ATO, Witepsol® W35) esetén. Habar Khare és
munkatarsai szerint a sztearinsav idedlis lipid hordozonak bizonyult a vorikonazol esetén
mikroemulzidés ¢és ultraszonikdciés moddszer alkalmazasahoz, a tapasztalataim azt
mutatjdk, hogy az altalam valasztott HPH technikaval ¢és feliiletaktiv anyag
mennyiségével nem optimalis a hasznalata (Khare és mtsai, 2016). Ugyanerre a
kovetkeztetésre jutottunk Compritol® 888 ATO esetén is, habar mikoremulziés médszer
alkalmazasaval Andrade és munkatérsai sikeresen formulaltak vorikonazol tartalmu lipid
nanorészecskéket (Andrade és mtsai, 2016). Az altalam alkalmazott feliiletaktiv anyag
mennyiség esetén HPH technikaval nem sikeriilt 0,5 pm-nél kisebb nanorészecskéket
elallitani Compritol® 888 ATO hasznalataval, tovabba a keletkezett nanodiszperzié PDI
érteke tobb volt 0,8-nal. Az ilyen magas PDI érték mar a lipid nanorendszer
heterodiszperzitasat jelzi (Gaumet és mitsai, 2008). A magas részecskeméret
kialakulasanak oka lehet, hogy a magasabb olvadaspont értékkel rendelkezd lipidek
esetén (sztearinsav olvadaspontja : 69-70 °C; Compritol® 888 ATO: 60-67 °C) magasabb
lesz a diszperzio viszkozitdsa, ami a HPH sordn nagyobb atlagos részecskeméretet

eredményez (Calvor és Muller, 1998). Witepsol® W35 alkamazisa soran minden lipid

79



DOI:10.14753/SE.2017.2058

koncentracid esetén 300 nm-nél kisebb részecskeméretli nanorendszer keletkezett

kedvez6bb PDI értékkel, ellentétben a masik két lipid esetén kapott eredményekkel.

Ezen megfontolasok utan a lipid hordozonak a Witepsol® W35-6t valasztottam.

A vorikonazol koncentraci6 valtoztatdsanak vizsgalataval, megallapitottam, hogy ha
el akarjuk keriilni a széles méreteloszlast, akkor az alacsonyabb hatéanyag koncentraciok
a kedvezoek (9. tablazat). A bezarasi hatasfok eléréséhez nem sziikséges magasabb lipid
koncentraciot alkalmazni, mert nem novelte a bezart hatéanyag szazalékos mennyiségét.
A BH érték gyakorlatilag fiiggetlen a lipid mennyiségétél, az alacsonyabb Witepsol®
W35 mennyiség alkalmazaséval is sikeriilt a legmagasabb vizsgalt VCZ mennyiség (150
mg) kozel 90% -kat bezarni. SLN 3 esetén ez az érték 89,2%, mig
hatasfok értékét 10% -kal noveli meg. A 10%-0s ndvekedés mutatja, hogy a BH
mennyisége jobban fligg az alkalmazott VCZ mennyiségétdl, mint a lipid mennyis€gétol.
Azonban a magasabb lipid és hatéanyag hasznalata esetén kedvezoétleniil valtozik a
nanorendszer karaktere, példaul a PDI értéke.

Ezen megfontolasok ereddjeként, megallapithatd, hogy a hatdanyag és a lipid
koncentracio novelése noveli a részecskeméretet és a méreteloszlas értékét, ezért nem
hasznalhat6 ki maximalisan a lipid nanorendszer oldhatdsag ndveld hatésa anélkiil, hogy

romlana a keletkezett nanorendszerek karakatere (10. tablazat).

A lipid nanohordozé optimalis Osszetételének a 0,25 g Witepsol® W35 és 50 mg
vorikonazol tartalmu kiindulasi mennyiségeket valasztottam, ahol a részecskek atlagos
meérete 182 * 4,1 nm és PDI értéke 0,269 £ 0,01. A bezart hatoanyag mennyisége kozel
80%-os, ami 3,94 mg/ml-es hatoanyag koncentracionak felel meg. Ez a formuldcio 40,2-

szeresére noveli a vorikonazol vizoldhatosagat.

A DSC termogarmok lefutdsabdl megallapithatd, hogy a hatéanyagmentes SLN
olvadaspontja kisebb a szilard zsir (Witepsol® W35) sajat olvadaspontjanal, aminek
feltehetden az lehet az oka, hogy a HPH soran a Witepsol® W35 tjrakristalyosodik a
feltiletaktiv anyagok jelenlétében (25. abra).
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A lipid nanorészecskében nem, mig a fizikai keverékben megjelenik a vorikonazolra
jellemzd karakterisztikus cstics a termogramon, ami arra utal, hogy a vorikonazol a HPH
soran a lipid nanorészecskékbe zardodik, és szabad kristalyos formaként nincs mar jelen a
diszperz rendszerben.

Az FTIR spektrumok felvételével megerdsitést nyert, hogy a vorikonazol feltehetden
a lipid nanorészecskékhez kapcsolodva talalhaté meg a rendszerben €s, hogy a HPH soran
a kémiai szerkezete nem valtozik meg.

Az in vitro kioldodas vizsgalat bizonyitotta, hogy a bezart vorikonazol képes
kiszabadulni a lipid nanorészecskébdl. Az elsd 5 o6ra utan a hatéanyag kozel 50%-a
kioldodik, ami nagy jelentdséggel bir a terapias hatas kivaltasaban.

Az in vitro antimikotikus vizsgalat megerdsitette, hogy a VCZ-SLN formulaciobol
kiszabadul a hatéanyag, amely képes az Aspergillus flavus ¢és Candida glabra
szaporodasat gatolni és ezt az alkalmazott lipid mennyisége nem befolyasolta.

Az éltalam optimalt technologiaval eldallitott vorikonazol tartalmu lipid
nanorészecske karakterisztikus vizsgalatai igazoltak, hogy a valasztott lipid alkalmas az
antimikotikus hatéanyag nanohordoz6 rendszerének, mert beldle a hatéanyag felszabadul

¢s terapias hatasat képes kifejteni (Fiiredi és mtsai., 2017).
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6. Kovetkeztetések

Ertekezésemben bemutatom egy rossz vizoldhatdsagn antimikotikus hatéanyag
nanorendszerekbe torténd formulalasat. Ehhez két tipusti nanorendszert valasztottam, egy
fehérje €s egy lipid alaput. A nanorendszerek sajatossagainak ismeretében optimaltam a
fejlesztett nanorendszereket, majd jellemeztem az oldékonysag noveld képességiiket a
modell hatéanyagomra nézve. Kiilon-kiilon értékeltem a kapott eredményeket az egyes
nanorendszerek esetén.

Az értekezés 1) tudomanyos eredményeit az alabbi pontokban foglalom Gssze:

» Sikeriilt a valasztott hatdanyagot, a vorikonazolt a human szérum albuminba

zarni Nab® technoldgia alkalmazasaval.

» Sikeriilt a nagy nyomasti homogenizalas paramétereit optimalni vorikonazol
tartalmu albumin nanorészecskék formulalasara. Igy 6 homogenizalasi ciklus
alkalmazéasaval 1800 bar nyomason az eléallitott albumin nanorészecske az
optimalt kiindulasi elegy Osszetétel mellet 81,241 nm 4tlagos
részecskeméretet eredményezett, aminek alacsony volt a polidiszperzitas

index értéke.

* Az albumin nanorészecske karakterizalasa soran kapott eredményekbdl
lathato, hogy a vorikonazol tartalmu albumin nanorendszer nem csupan egy

fizikai keverék.

* A haszndlt HPLC-UV elvélasztds segitségével a hatdanyag szelektiven
meghatarozhat6 a triptofan mellett, igy a modszer alkalmas mind a bezarasi

hatasfok mind a hatéanyagleadd képesség vizsgalatara.
* Az in vitro hatdanyagleadas vizsgalataval megerdsithetd, hogy a hatéanyag

¢s az albumin k6zott reverzibilis kapcsolat alakul ki, ami képes a hatéanyagot

vizes oldatban tartani.
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Az optimalt eljarassal létrehozott VCZ tartalmt albumin nanorészecske tobb,

mint kétszeresére ndvelte a vorikonazol oldékonysagat vizes kdzegben.

Az oldékonysag tovabbi novelése érdekében 1j lipid alapu nanorendszert

sikeriilt formulalni nagynyomasti homogenizator alkalmazasaval.

5 homogenizalasi ciklus 600 bar nyoméason Witepsol® W35 lipid

alkalmazasaval sikerult SLN-eket eloallitani.

Az optimalt hatéanyag- ¢és lipidtartalmi SLN esetén az atlagos
részecskeméret 182+4,1 nm, ami 0,269+0,01 PDI értékkel rendelkezett,

mutatva ezzel a rendszer homogén méreteloszlasat.

A lipid nanorészecske formulalasaval a hatdanyag oldékonysaga t6bb, mint

40-szeres a vizhez képest.

Béar a bezart hatdéanyag mennyisége 80% ¢és az oldékonysdgnovekedés
jelentds mértéki, de tavol esik a szisztémasan alkalmazhaté terapids

koncentraciotdl (Vfend injekeid 10 mg/ml).

Az antimikotikus aktivitas vizsgalat eredménye azt igazolta, hogy ha a BH
hatéanyag koncentracidja a szisztémas hatas kivaltasahoz sziikséges értéket
nem is éri, lokalis alkalmazés esetén a hatéanyag koncentracié (3,94 mg/ml)

biztositja a vorikonazol fungicid hatasat.
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Eredményeim gyakorlati alkalmazhatdsagat az alabbiakban latom:

» Az optimalt vorikonazol tartalma albumin nanorendszer alapjat képezheti egy
Uj parenteralis gyogyszerforma kifejlesztésének, ami csak biokompatibilis
segédanyagot tartalmaz. Ehhez azonban sziikséges, hogy a hatdanyag
oldékonysagat tovabb tudjuk novelni. Ennek egyik lehetséges mddja lehet a
tovabbiakban, ha noveljiik a vorikonazol affinitasat az albuminhoz példaul a
fehérje szerkezeti moddositdsaval, vagy az albumin nanorészecskék
formulalasdhoz maés moddszert alkalmazunk, ami azonban a nagyiizemi

gyartas megvaldsulasat fogja neheziteni.

* A lipid nanorészecskék alapjat képezhetik egy 1j, anitfungélis hatdanyag
tartalm topikalis készitmény, példaul szemcsepp fejlesztésének, hiszen az
alacsony feliiletaktiv anyag koncentracio miatt a cornea irritacioval sem kell
szamolni, tovabba kihasznalhat6 az SLN-ek mukoadheziv tulajdonsaga.
Hianypotld lenne a formulacid, hiszen jelenleg nincs forgalomban
vorikonazol tartalmu szemcsepp, ezért klinikai sziikség esetén az injekciot
alkalmazzak (Dupuis és mtsai, 2009; Malhotra és mtsai, 2014). Sobolenska
¢s munkatarsai azonban a cornea epithél sejteinek a karosodasat figyelték
meg, amennyiben az injekcid segédanyaganak, SBE-B-CD-nek a terhelése
0,08 mg/ml/nap felett van (Sobolewska és mtsai, 2015). Egy uj VCZ tartalmu
LN alapti szemcsepp forgalomba keriilése hidnypotld lenne a gombas

szemfertozések kezelésében.

84



DOI:10.14753/SE.2017.2058

7. Osszefoglalas

A rossz vizoldhatdsagu hatéanyagok formulacios nehézségei kihivas elé allitja a
technologusokat, ezért jabb segédanyagok és technikdk utdn kutatnak a probléma
megoldasara. A hagyomanyos, szolubilizalon, pH beallitason alapuldé mddszerek mellett
a részecskeméret csokkentés jelent meg az elmult évtizedben, mint 4j oldhatdosagnoveld
eljaras.

A valasztott modell hatdanyag a vorikonazol rossz vizoldhatosaggal rendelkezik, ami
neheziti a hatéanyag folyékony gyogyszerformdba torténd formulalasat. Ezért a
nanorészecskék jo jeloltek arra, hogy bezarjdk a vorikonazolt, ezzel ndvelve a
vizoldhatdsagat €s a terapids hatasat a gombas fertézésekkel szemben.

Szamos kolloid nanohordozot fejlesztettek ki mostandig. Az egyik ilyen a human
szérum albumin alapu nanorendszer, ami egyre nagyobb figyelmet kap, biokompatibilis
tulajdonsaga miatt.

Kutatomunkam célja volt, hogy optimaljam a vorikonazol tartalma albumin
nanorészecskék eldallitasanak folyamatat, gy mint a HPH illetve a technolédgiai folyamat
kritikus paramétereit a megfeleld részecskeméret, PDI elérése érdekében. 6
homogenizalasi ciklus utdn 1800 bar-on sikeriilt 81,2+1 nm atlagos részecskeméretii
albumin nanorészecskéket eldallitani. Habar a bezarasi hatasfok értéke 69,7+4,2%-0s és
a vizoldhatosaga a farmakonnak tobb, mint kétszeres volt, mint a hatéanyagnak
Oonmagaban, ez az érték még mindig messze volna a terapids koncentracio értékétol. Ezért
sziikségess¢ valt olyan 1j, ugyancsak modern nanorendszer alkalmazisa a VCZ
oldékonysagéanak noveléséhez, mint amilyenek a lipid nanorészecsék.

Kutatdomunkam masik célja ezért az volt, hogy lipid alapt nanorendszert allitsak eld
HPH alkalmazasaval. 600 bar homogenizélasi nyomas hasznalatdval 5 homogenizalasi
ciklus utan sikeriilt alacsony PDI értékkel rendelkezé vorikonazol tartalmi Witepsol®
W35 lipid alapti nanorészecskéket eldallitani. A DSC és az FTIR vizsgalatok
megerdsitették a szilard lipid nanorészecskék képzddését. Az in vitro dializis teszt és az
antimikotikus vizsgalat megerdsitette, hogy a nanorendszerbe adgyazott hatéanyag képes
felszabadulni és gatolni a gombaszaporodasat. Ezért az (1j SLN hatoanyag leado rendszer

igéretes alternativaja lehet a helyi gombas fertdézések kezelésének.
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8. Summary

Poor solubility of drugs has always been an issue for formulation scientists thus the
search for novel excipients or techniques is an ever-important field in the pharmaceutical
developments. Besides the conventional solubilizers or pH adjusters and methods in the
past decades particle size reduction is one of the new techniques to enhance the solubility
of poorly water soluble drugs.

Voriconazole (VCZ), the model active pharmaceutical ingredient, exhibits low water
solubility making the drug difficult to administer in liquid preparation, therefore
nanoparticles can be good candidates to encapsulate VCZ, potentially increase its water
solubility and its therapeutic efficacy in the treatment of fungal infection.

Until now several colloidal carrier systems have been evaluated. One of the colloidal
carrier systems is the human serum albumin based nanoparticles. Human serum albumin
has attracted the most attention as a new nanocarrier system of active pharmaceutical
ingredients due to it’s biocompatibility and high binding capacity to hydrophobic drugs
such as voriconazole.

Aim of my study was to study the development process of voriconazole loaded
nanoparticles, such as the parameters of HPH and drug loading capacity. Six
homogenization cycles at 1800 bar were produced VCZ loaded albumin nanoparticles
with 81.2+1 nm average particle size. Although, the encapsulated concentration of VCZ
was 69.7+4.2% and the water solubility was over 2 times greater than the API itself, it
was far from the therapeutic concentration. Therefore, need to apply other nanoparticles
to enhance the solubility of VCZ. The other aim of the study was to formulate VCZ loaded
lipid-based nanoparticles by HPH. Applying five homogenizing cycles at 600 bar
pressure resulted in VCZ-loaded nanoparticles with low PDI from the selected lipid base
(Witepsol® W35). Both DSC analysis and FTIR spectroscopy results indicated the
formation of SLN. Dialysis test and antifungal study verified that the embedded VCZ is
released from nanoparticles. Despite of the fact the encapsulated voriconazole
concentration didn’t reach the systemic therapeutic level the released API could inhibit
the reproduction of fungus. Therefore, the novel SLN drug delivery system represents a

promising alternative treatment for local fungal infections.
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