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Bevezetés

A gyogyszertechnologusok szamara mai napig kihivast jelent a rossz vizoldhatosaga
hatéanyagok formuldcidja, ezért mindig Ujabb ¢és ujabb segédanyagokat, eljarasokat
fejlesztenek a probléma megolddsara. A hagyoményos technikdkon - pH beallitason,
komplexképzésen - alapulé modszerek mellett, a nanotechnoldgia jelent meg az elmult
évtizedben, mint lehetséges 1j oldhatosag noveld eljaras.

Szamos modern kolloid nanohordozoét fejlesztettek ki mostandig, amelyek képesek
kompenzalni a gyogyszermolekuldk rossz fizikai-kémiai tulajdonséagait. Az egyik ilyen
kolloid nanohordozé, a human szérum albumin (HSA) alapi nanorendszer, ami egyre
nagyobb figyelmet kap, biokompatibilis tulajdonsaga miatt. A szérumfehérjék valtozatos
szerkezetli hatdoanyag molekuldkat képesek felsziniikon megkdtni ezzel befolyasolva a
gyogyszermolekula hatdsossdgat és megoszlasat a szovetekben, ezért egyre gyakrabban
alkalmazzak ezeket a fehérjéket, kiilonosképpen a HSA fehérjét, gyodgyszerhordozo
rendszerekként. A HSA képes eldsegiteni folyékony gydgyszerformak fejlesztését akar rossz
oldhatosaggal rendelkezd gydgyszermolekulak esetén is azaltal, hogy in vitro koriilmények
kozott is képes vizoldhatd komplexet képezni szdmos hatdéanyaggal. A keletkezett fehérje-
hatoanyag komplex nem csak jobb oldhatésaggal rendelkezik, hanem célzott terdpia is
megval6sithato altala.

A lipid alapt nanorészecskék ugyancsak alkalmazhatéak rossz vizoldhatosaga
hatoanyagk szallito rendszereként. Ezek a néhany nanométeres lipid nanorészecskék nagy
feltilettel €s hidrofob belsé maggal rendelkeznek, ezért képesek a felszinlikon és lipid
magjukban nagy mennyiségli, rossz vizoldhatosagii hatéanyagot kotni és bezarva tartani,
javitva ezzel a farmakon oldhatdsagat és biohasznosulasat . A bezart hatéanyag (példaul:
ketokonazol,baikalin, tobramicin) szdmadra a lipid mag védelmet nytjthat a kémiai bomléssal
¢s az enzimatikus lebontdssal szemben, biztositva ezzel a folyamatos, nyujtott
hatoanyagleadast, vagy akar mérsékelni tudja a gyodgyszermolekula nem kivéanatos
mellékhatasait is. Lipid nanorészecskék alapjat képezhetik szamos oralis, parenteralis,

dermalis vagy szemészeti gyogyszerkészitménynek is.



Célkitiizés

Doktori munkam sordn célul tliztem ki, hogy egy rossz vizoldhatosagi antifungalis
szerb6l olyan nanorendszert formulaljak, amely alapjat képezheti egy folyékony
gyogyszerforma kifejlesztésének. A vélasztott modell hatéanyagom a vorikonazol (VCZ),
egy triazol szarmaz¢k, amelyet az egyre gyakoribb szisztémas ¢€s topikalis gombas fertézések
kezelésére alkalmaznak. Kutatémunkdm fontos célja volt, hogy olyan nanorendszert allitsak
el6, amely a huméan szervezet altal jol toleralhatd, kevesebb mellékhatdssal bird

segédanyagokbol épiil fel.

Kisérletes munkam soran az alabbiakat tiztem ki célul:

1) Albumin nanorendszerek fejlesztését és az eldallitds kritikus paramétereinek
vizsgalatat tliztem ki célul. Kutatdmunkdm soran a szerves: vizes fazis-ardnynak illetve a
terveztem vizsgalni. . A nagy nyomast homogenizalas soran alkalmazott nyomas és ciklus
szam hatasat terveztem tovabba tanulmanyozni az eldallitott nanorészecskék méretére,

méreteloszlasara, hatdanyag tartalmara €s hatéanyagleado képességére.

2) Célul tiiztem ki lipid alapti nanorendszer fejlesztését nagy nyomasti homogenizator
segitségével, majd az eldallitds kritikus paramétereinek meghatarozasat és optimalizalasat
vorikonazol tartalmu lipid nanorészecskére. Az elddllitott lipid nanorészecskéket a
kovetkezOk szerint terveztem karakterizalni: részecskeméret, részecskeméret-closzlas,
bezarasi hatasfok. Tovabbi célom volt, hogy megtaldljam az optimalis lipidet és lipid

mennyiséget vorikonazol tartalmu lipid nanorészecske formulalasdhoz.

3) Célom volt végiil a fejlesztett nanorendszerek terapias alkalmazhatdsagénak elemzése.



Modszerek

Vorikonazol tartalmi albumin nanorészecske formulaldsa Nab® technoldgiaval

Albumin nanorészecskéket Nab® technolégiaval allitottam eld. Kiilonbozé szerves oldoszert
illetve szerves:vizes fazisaranyt alkalmaztam az eldallitas soran. Kiilonb6zd, analitikai
pontossadggal mért hatéanyag mennyiséget (10, 15, 20, 50 mg) oldottam 1 ml szerves
oldoszerben (kloroform, izooktanol). A HSA-bdl 2 és 3%-os oldatokat készitettem vizzel. Ezt
kovetden a szerves oldoszeres fazist elegyitettem a HSA tartalmt vizes fazissal kiilonb6zo
aranyban (1:10; 1:15) majd Homorex (Brogli& Co. AG., Svajc) keverd segitségével 3 percen
keresztiil 80 rpm-mel eléhomogenizaltam. Avestin Emulsiflex B15 (Avestin, Németorszag)
tipusu nagy nyomast homogenizatorral végeztem el a nanorendszer formulalasat kiilonb6zo
homogenizalasi nyomas €és homogenizalasi ciklus szam alkalmazasaval. Az oldatkészitések
soran felhasznalt szerves fazist végiil liofilizalassal tavolitottam el.

Az eléallitott albumin nanorendszert elsésorban a részecskék mérete ¢s méreteloszlasa
szerint karakterizaltam. A méréseket Malvern Zetasizer Nano ZS (Malvern, Nagy Britannia)
késziiléken végeztem el.
utan sajat fejlesztéstt HPLC-UV moédszer segitségével hatdroztam meg, mellyel a hatéanyag
szelektiven meghatarozhaté a triptofan mellett. A vorikonazol elvélasztasat Agilent 1100-as
HPLC késziilékkel végeztem el forditott fazisu oszlop (Agilent C18, 4,6 mm x 150 mm, 5
um) hasznélataval, szobahdmérsékleten. Izokratikus elucié (70% ACN: 30% 0.05 M natrium-
hidrogénfoszfat puffer) mellet 10 ul injektalt mintatérfogatot alkalmazva 0,7 ml/perc dramlési
sebességnél 254 nm-en detektaltam a vorikonazolt.

Az albumin ¢és a vorikonazol kolcsonhatasat differencial pasztdzo kalorimetrids
vizsgalat segitségével analizéltam. Az albumin nanopartikulumok in vivo hatéanyagleadd

képességét in vitro dinamikus dializis segitségével prediktaltam.



Vorikonazol tartalmu szilard lipid nanorészecskék (SLN) formulalasahoz felhasznalt
modszerek

Alacsony, 2,68%-¢k feliiletaktiv anyag koncentracio alkalmazasaval, nagy nyomasu
homogenizator segitségével allitottam eld lipid alapt nanorészecskéket. Célom az volt, hogy a
feliiletaktiv anyag koncentracidja a végtermékben ne korlatozza annak felhasznalési teriiletét,
igy akar parenteralis, vagy szemészeti készitmény fejlesztésére is alkalmas legyen.

Elsé 1épésként a preemulzio elkészitéséhez a valasztott lipideket (sztearinsav,
Witepsol® W35, Compritol 888 ATO) megolvasztottam. A végsd lipid tipust a
részecskeméret ¢és eloszlds meghatdrozdsa utan valasztottam ki. Az olvadt lipid
mennyiségéhez (0,25, 0,50, 0,75 g), ami Osszhangban van az irodalomban hasznalt
mennyiséggel (1-10%), hozzdadtam a vorikonazol (50, 100, 150 mg) mennyiségét. Ezutan a
feliiletaktiv anyagot tartalmazo6 etanol oldatot dntdttem hozza, majd allando keverés mellett
kis részletekben az azonos hdmérsékletli 20 ml ioncserélt vizet. A képz6dé emulzidt Ultra-
Turrax homogenizalo (IKA® Works Inc., Németorszag) segitségével 3 percen keresztiil
20,000 rpm-mel homogenizaltam. A nanorészecskék kialakitasat 600 bar nyomason végeztem
el. A homogenizalasi ciklusok szaménak (3-5) hatasat vizsgaltam a képzddott nanorészecskék
méreteloszlasara.

A szilard lipid nanorészecskék részecskeméret meghatarozasat a 1ézeres fényszoras
mérésén alapuld Malvern Zetasizer Nano ZS késziiléken végeztem el.

A szilard mintdk differencidl pasztazo kalorimetrids és Fourier-transzformacios
infravoros spektroszkopids vizsgalataval a segédanyag és a hatdanyag, illetve a hatéanyag és a
lipid nanorendszer kdlcsonhatasat hatdroztam meg.

A lipid nanorészecskék altal bezart mennyiséget indirekt modon hataroztam meg.

30 kDa porusméretii ultracentrifuga filter segitségével 0,5 ml higitatlan mintat centrifugaltam
le 10 percen keresztiil 12,000 g-vel. A centrifugdlt minta sz{irlete tartalmazta azt a hatéanyag
mennyiséget, ami a szabad forméaban van jelen. Ezt a szabad hatéanyag mennyiséget a leirt
HPLC-UV moédszerrel mértem meg.

A lipid nanorészecskék in vitro hatéanyagleadd képességet dializdlo zsdk
alkalmazéasaval vizsgaltam, a kioldodott hatéanyag mennyiségét pedig a mar ismertetett
HPLC-UV moddszerrel hatdroztam meg. A formuldlt nanorészecskék antifungalis aktivitasat
két gomba torzs (C. glabrata, A. flavus) ellen a papir diffuziés moddszer segitségével

bizonyitottam.



Eredmények

A Nab® technolédgia alkalmazasaval kapott eredmények értékeld megbeszélése

A szamos, albumin nanorészecske eléallitasara alkalmas eljaras koziil a Nab®
technologidra azért esett a valasztasom, mert mar létezik a gyakorlatban ezen alapulé lizemi
gyogyszergyartas. Eredményeim kozott nagy hangsullyal szerepel a HPH optimalizaldsanak
folyamata, ami a technologia egyik alapkdve.

Miutédn az albumin alapt nanoredszerek elsddleges alkalmazési helye az érpalya, a
részecskék atmérdjének az 50-150 nm-es tartomanyba kell esnie. A 150 nm-nél nagyobb
részecskeatméré a trombocita aggregalodas veszélyét hordozza magaban, az 50 nm —nél
kisebb részecskék pedig, a beadast kovetéen, még a szisztémas hatas kialakulasa
eldttelimindlodnak az érpalyabol. Azért, hogy a fejlesztett vorikonazol nanorészecskék akar
parenteralis alkalmazasra is keriilhessenek, a fent leirt részecskeméret hatarokat kivantam
tartani. fgy azt a szerves oldoszert, a kloroformot, valasztottam, amivel sikeriilt a kivant
részecskeméret tartomanyt elérni. A homogenizalasi ciklusok hatésat vizsgalva a PDI értékre
megallapithat6, hogy 6 homogenizalasi ciklus utdn, albumin alapti nanorendszerek esetén a
PDI érték mar alig valtozik. A homogenizalds soran alkalmazott nyomas ndvekedésének
hatasat vizsgalva a részecskeméretre megallapithatd, hogy a PDI érték kevésbé érzékeny a
eredményez. Vizsgalataim eredményeként a nagy nyomdsu homogenizalds optimalizalt
korlilményeinek 1800 bar homogenizaldsi nyomdst ¢és a 6 homogenizalasi ciklust
valasztottam.

Azok utan, hogy kidolgoztam a nagy nyomasu homogenizalas optimalis paramétereit,
a kiindulasi elegy Osszetételére koncentraltam. Célként tliztem ki, hogy a lehetd legmagasabb
bezarasi hatasfok értéket kapjam ugy, hogy a formulalt nanorendszer részecskemérete és
eloszldsa megfeleljen az albumin nanorészecskék esetén elfogadott hatarértékeknek. A
nanorészecskék masik kritikus paramétere a méreteloszlasuk mérészama, a PDI, ami minél
kisebb, annal kedvezObb, hiszen anndl sziikkebb tartomanyban mozog a részecskeméret.
Nincsen ra altalanosan elfogadott hatarérték, mert a nanorészecskék fajtai szerint kiilonb6zd
értékek tekinthetéek elfogadottnak. Altalaban monodiszperz rendszemek, tehat keskeny
méreteloszlas tartomannyal rendelkezOnek tekintjiik a mintat, ha a PDI érték 0,3 alatt van.

Magasabb bezarasi hatasfok értéket a nagyobb kiindulasi koncentracid alkalmazéasaval

értem el, azonban a képzddott nanorendszer részecskeméretét és eloszlasat kedvezotleniil
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befolyasolta a magasabb kiinduldsi hatéanyag koncentraci6. Ha a vorikonazol mennyisége
Otszorosére nott, a bezarasi hatasfok csak kevesebb, mint a kétszeresére emelkedett. Ez arra
enged kovetkeztetni, hogy egy adott HSA koncentracid esetén maximalt a bezéarhatod
atlagos mérete is noni fog. A HSA 3%-ban torténd alkalmazasa esetén a fehérje feliiletaktiv
tulajdonsdga miatt mar az eldhomogenizdlds soran habot képzett, ami megnehezitette a
reprodukélhatdé mintabevitelt, bizonytalansagot okozva a minta hatdanyag tartalmat illeten.
Ezért valasztottam idedlisnak a 2%-o0s HSA koncentracidt. A részecskeméret érteke az 1:15
szerves:vizes fazis arany esetén esett bele a kivant 50-150 nm-es tartomanyba. A kiindulasi
hatéanyag koncentracié novelésével, ugyan novelhetd a bezarasi hatasfok értéke, de nem
olyan mértékben, mint ahogy a PDI érték hatranyosan valtozik.

DSC gorbék felvétele utan megallapithatd, hogy a hatéanyag és az albumin nem
fizikai keveréket alkot a nanorészecske formaban, hiszen a fizikai keverékiikhoz képest nincs
jelen a hatéanyagra jellemzd csucs. A vorikonazol az albuminhoz kotddik, és nincs jelen a
kristalyos forma jellegzetes csticsa, ami arra utalhat, hogy a hatéanyag ¢és a HSA kozott a
nagy nyomasu homogenizalas hatdsara nem csak fizikai kolcsonhatas alakul ki.

A kialakult kapcsolat az albumin és a vorikonazol kozott nem irreverzibilis folyamat
eredménye, hiszen a kioldodas vizsgalat megerdsitette, hogy a formulalt hatéanyag hordozé

nanorendszer egy Ora alatt képes a vorikonazol mennyiségének 50%-at leadni.

A formulalt VCZ tartalmu lipid nanorészecskék eredményeinek a megbeszélése

A lipid nanorészecskék formulaldsa szintén a nagy nyomdast homogenizator
segitségével tortént, hasonldé megfontolasbol, mint az albumin nanorendszer esetén. Az
irodalmi adatokra tdmaszkodva 600 bar nyomasértéken végeztem el a lipid nanorészecskék
formulalasat. Az eldéallitott lipid nanorészecskék PDI értéke csokken, ha a HPH
homogenizalasi ciklusainak a szdmat 3-r6l 5-re valtoztattam. Ez vezetett ahhoz, hogy a
homogenizalasi ciklusok optimalis szamat 5-nek talaltam.

A HPH korilményeinek meghatarozasa utdn a megfeleld lipid kivalasztasa
kovetkezett. Nemcsak a homogenizalasi paramétereknek van hatdsa a kialakult részecskék
méretére, hanem az alkalmazott lipid tipusanak is. El6szor is a hatoanyag nélkiili lipid
nanorészecskéket vizsgaltam a valasztott harom lipid (sztearinsav, Compritol® 888 ATO,
Witepsol® W35) esetén. Az altalam alkalmazott feliiletaktiv anyag mennyiség esetén HPH
technikaval nem sikeriilt 0.5 pm-nél kisebb nanorészecskéket eléallitani Compritol® 888 ATO
hasznalatval, tovabba a keletkezett nanodiszperzié PDI értéke tobb volt 0.8-ndl. Witepsol®
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W35 alkamazésa soran minden lipid koncentracié esetén 300 nm-nél kisebb részecskeméretii
nanorendszer keletkezett kedvezobb PDI értékkel, ellentétben a masik két lipid esetén kapott
eredményekkel.

A bezarasi hatasfok eléréséhez nem sziikséges magasabb lipid koncentracidt
alkalmazni, mert nem novelte a bezart hatdéanyag szézalé¢kos mennyiségét. A hatdoanyag
azonban a magasabb lipid- és hatdanyag mennyiség hasznalata kedvezdtleniil befolyasolja a
nanorendszer karakterét, n6 a PDI értéke.

A lipid nanohordozo optimalis dsszetételének a 0,25 g Witepsol® W35 és 50 mg
vorikonazol tartalmt kiindulasi mennyiségeket valasztottam, ahol a részecskék atlagos mérete
182 + 4,1 nm ¢és PDI értéke 0,269 + 0,01. A bezart hatdanyag mennyisége kozel 80%-o0s, ami
3,94 mg/ml-es hatéanyag koncentracionak felel meg. Ez a formulécio 40,2-szeresére noveli a
vorikonazol vizoldhatdsagat.

A DSC termogarmok illetve az FTIR spektrumok felvételével megerdsitést nyert,
hogy a vorikonazol feltehetéen a lipid nanorészecskékhez kapcsoldédva taldlhatd meg a
rendszerben, és a HPH sordn a kémiai szerkezete nem véaltozik meg.

Az in vitro kioldodas vizsgélat bizonyitotta, hogy a bezart vorikonazol képes
felszabadulni a lipid nanorészecskébdl. Az elsé 5 ora 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 hatdéanyag, amely képes az A. flavus és C. glabra szaporodasat gatolni és ezt az

alkalmazott lipid mennyisége nem befolyésolta.



Kovetkeztetések

Ertekezésemben bemutatom egy rossz vizoldhatosagh antimikotikus hatdanyag
nanorendszerekbe torténd formuldldsat. Ehhez két tipusii nanorendszert vélasztottam, egy
fehérje és egy lipid alaptt.

Sikeriilt a valasztott hatéanyagot, a vorikonazolt a Nab® technoldgia alkalmazisaval
humén szérum albumin nanorészecskékbe zarni. Sikeriilt a nagy nyomasu homogenizalas
paramétereit optimalni vorikonazol tartalma albumin nanorészecskék formulaldsara. Igy 6
homogenizalasi ciklus alkalmazasiaval 1800 bar nyomason az eldallitott albumin
nanorészecske az optimalt kiinduldsi elegy Osszetétel mellet 81,2 £ 1 nm atlagos
részecskeméretet eredményezett, aminek alacsony volt a polidiszperzitas index értéke. Az
albumin nanorészecske karakterizalasa soran kapott eredményekbdl lathatd, hogy a
vorikonazol tartalmi albumin nanorendszer nem csupan egy fizikai keverék. A hasznalt
HPLC-UV elvélasztas segitségével a hatdanyag szelektiven meghatarozhatd a triptofan
mellett, igy a mddszer alkalmas mind a bezarasi hatdsfok mind a hatdéanyagleado képesség
vizsgalatara. Az in vitro hatdéanyagleadas vizsgélataval megerdsithetd, hogy a hatdanyag és az
albumin kozott reverzibilis kapcsolat alakul ki, ami képes a hatéanyagot vizes oldatban
tartani. Az optimalt eljarassal létrehozott VCZ tartalmu albumin nanorészecske tobb, mint
kétszeresére novelte a vorikonazol oldékonysagat vizes kozegben.

Az oldékonysag tovabbi novelése érdekében 1j, lipid alapi nanorendszert sikeriilt
formulalni nagynyomast homogenizator alkalmazasaval. 5 homogenizalasi ciklus, 600 bar
nyomas és Witepsol® W35 lipid alkalmazisaval sikeriilt SLN-eket elallitani. Az optimalt
hatoanyag- ¢és lipidtartalmt SLN alacsony PDI értékkel rendelkezett, mutatva ezzel a rendszer
homogén méreteloszlasat. A lipid nanorészecske formulalasaval a hatdéanyag oldékonysaga
tobb mint 40-szeresére novekedett. Bar a bezart hatdéanyag mennyisége 80 % ¢és az
oldékonysag novekedés jelentds mértékli, de még ezzel egyiitt is tdvol esik a szisztémdasan
alkalmazhat6 terdpias koncentraciotol (Vfend injekcio 10 mg/ml).

Az antimikotikus aktivitds vizsgalat eredménye igazolta, hogy lokalis alkalmazas
esetén a hatdéanyag koncentracié (3,94 mg/ml) biztositja a vorikonazol fungicid hatdsat annak
ellenére, hogy a bezart hatdbanyag koncentracidja a szisztémas hatas kivaltasahoz sziikséges
értéket nem éri el. A vorikonazol tartalmu lipid nanorészecskék alapjat képezhetik egy 1,

antifungalis hatdanyag tartalmu topikalis készitmény, példaul szemcsepp fejlesztésének.
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