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1. Bevezetés

A hatékony gyogyszeres terapia feltétele a kivant mennyiségli gyogyszeranyagok megfeleld
helyre torténd eljuttatasa a lehetd legegyszeriibb és legkiméletesebb modon . A gyogyszerészeti
kutatds intenziv kutatasi teriilete, az 0j farmakonok, farmakonjeloltek fejlesztése mellett a
meglévo hatdanyagok 11j indikacioban vagy moddositott dozisban, 0j gyogyszerforméaban torténd
alkalmazdsa. Szamos lehetdség koziil a szdjon at torténd gydgyszerelés egyértelmilen a
legelterjedtebb és legkedveltebb modja a hatéanyagok szervezetbe. A perordlis gyogyszerek
esetén a legmagasabb a beteg compliance, ennek a megtartasa vagy fokozasa terapias értékii is
lehet. A teljes abszorpcidra a hatdéanyagok jelentds része képtelen, ezért a preformulalas soran a
hatéanyagokat oldékonysag ¢€s permeabilitds alapjan vizsgaljuk meg. A Biofarmaciai
Osztalyozasi Rendszer (BCS) ez alapjan csoportositja a farmakonokat, igy a felszivodas
kinetikdja mellett azt is képesek vagyunk eldre jelezni, hogy milyen gydgyszertechnologiai
segédanyagok/modszerek sziikségesek fenti tulajdonsagok modositasdhoz. A BCS II., IIL., IV.
csoportjaba tartoz6 hatdéanyagok rossz oldhatdsaga és/vagy rossz membran permedld sajatsaga
mindenképpen sziikségessé teszi fentiek alkalmazasat, melyek segitségével az abszorpcid és az
oldékonysag fokozhato. A biofarméciai tulajdonsagok modosithatéak a gyodgyszeranyag fizikai
vagy fizikai-kémiai  tulajdonsagainak  megvaltoztatasaval, de  alkalmazhatunk a
gyogyszerformaban olyan additiv komponenseket is, melyek novelik a vegyiilet oldhatdsagat és
ezaltal a bioldgiai hasznosithatosagot. Az alkalmazott oldékonysag néveld segédanyagok kozott
tradicionalisan kiemelt szerepet kapnak a kiilonb6z6 tipusti amfipatikus szerkezetli feliiletaktiv
anyagok. Kisérletsorozatomban kiilénos hangsulyt fektettem az 6n(mikro)emulgealod rendszerek
képzésére alkalmas tenzidek koziil, a polietilén glikol szarmazékok, valamint polipropilén glikol
szarmazékok vizsgalatara. A tenzidek fiziko-kémiai tulajdonsagai koziil a szolubilizald
tulajdonsagot meghatarozo kritikus micellaképzési koncentraciot (CMC) hataroztuk meg. A
Caco-2 bélhamsejtek életképességére gyakorolt hatast MTT és kiegészitésként LDH citotoxicitasi
tesztekkel mértiik. A vizsgalt feliiletaktiv anyagok koziil, bizonyos PEG alapt tenzidek alkalmas
segédanyagok lehetnek parenteralis készitményekben is a hatdoanyag biohasznosulasdnak
novelésére. Ezért ebben az esetben ligyelniink kell a feliiletaktiv anyagoknak a vér elemeivel
torténd esetleges kolcsonhatasara. Ezen tulajdonsag felderitésére a tenzidek koncentraciofiiggd

hemolitikus aktivitasat vizsgalhatjuk. Ezért kisérletsorozatunkban meghataroztuk az enteralis €s



parenteralis formulalas soran felhasznalhaté tenzidcsoport tagjainak ICsg illetve HCsg értékeit. A
biztonsagos terdpia elérése érdekében a gyodgyszerforma kialakitdsa soran a valasztott
segédanyagok artalmatlansdgat minden esetben igazolnunk kell [Rowinsky és mtasi 1993]. Az
ilyen szemlélettel kifejlesztett készitmények képesek az optimalis gyogyszerhatas elérése céljabol
csokkenteni a szervezetbe juttatott hatdanyag mennyiségét, elkeriilni a nemkivanatos
mellékhatasokat, és a terdpias igényeknek megfeleléen, a hatéanyag-felszabadulasat, tervezett

modon, a megfeleld helyen és iddben, meghatarozott sebességgel biztositani.

1.1 Feliiletaktiv anyagok, 6nemulgeal6 rendszerek

A tenzidek aszimmetrikusan polaris szerkezetli vegyiiletek. Szerkezetik egy viszonylag
nagyméretll apolaris részbdl, és egy polaris fejcsoporti molekularészletb6l all. Kémiai
tulajdonsaguk alapjan a felilletaktiv anyagok négy nagy csoportjat kiilonboztetjiik meg. Az
anionos tenzidek esetében a hidrofob molekularészhez negativ toltésii fejcsoport kapcsolodik, a
kationos feliiletaktiv anyagoknal a hidrofil rész toltése pozitiv. A nemionos tenzidek hidrofil része
nem disszociativ mig, az amfoter tenzideket ikerionos feji csoport jellemzi. A feliiletaktiv
anyagok asszociacios kolloidok képzésével képesek a vizben oldhatatlan vagy rosszul oldddé
farmakonok oldékonysaganak novelésére. Kis koncentracioban a feliiletaktiv anyagok
monomerként vannak jelen az oldatban. Hig vizes oldatban a termodinamikailag kedvezdébb
allapot eléréséhez a tenzidek a levegd/viz hatarfeliileten adszorbealddnak, igy polaris
fejcsoportjuk a vizben, hidrofob résziik pedig az apolaros levegd fazisban helyezkedik el. A
feliileti adszorpcidonak koszonhetden a feliileti fesziiltség csokken. Ugyancsak a hidrofob effektus
megnyilvanuldsa, hogy a tenzid koncentracio emelésével a feliileti fesziiltség allandova valik.
Ezen a jellemz6 koncentracio értéken (kritikus micellaképzési koncentracid, CMC) a hidrofob
lancok egymas felé fordulva alakitjak ki az energetikailag eldnyds kornyezetet, a hidrofil fejek
pedig a vizes kozeggel érintkeznek. A kritikus micellaképzddési koncentracio eléréséig a rosszul
0ldodo farmakon oldhatosagat a tenzid csak kis mértékben képes ndvelni [Rangel-Yagui €s mtsai
2005]. Amikor a szolubilizalé szer koncentracigja meghaladja a CMC értéket a micelldk
képzésével aranyosan, linedrisan n6 a hatéanyag oldhatosaga. A monomeregységek és a micellak
viselkedése eltérd, emiatt fontos megvizsgalni a gyodgyszerforma kialakitdsdhoz valasztott
tenzidek tulajdonsagait alacsony és relative magas koncentracioban, vizes kozegben illetve

biologiai kornyezetben egyarant.



A vizben nehezen vagy egyaltalan nem old6do gyogyszeranyagok gasztrointesztinalis rendszerbe
torténd juttatasinak még eldnydsebb megoldasa lehet, ha kiilonb6zd Onemulgeald illetve on-
mikroemulgeald rendszereket (SEDDS, SMEDDS) készitiink. Az Onemulgeald rendszerek
Osszetételében tenzidként illetve kotenzidként jelentds szazalékban szerepelnek kiilonb6zo
feltiletaktiv. komponensek. Az Onemulgeald rendszerekkel torténd terapia biztonsagos
alkalmazhatdsagahoz, a kialakitashoz felhasznalt tenzidek biologiai hatasvizsgalata részletes
elemzésre szorul. A monokomponensek vizsgélataval részletes informacidhoz juthatunk egy-egy
gyogyszertechnologiai szempontbol 0Gsszeallitott rendszer biologiai hatésardl, illetve a
gyogyszerhordozoba foglalt hatdanyag hasznosuldsardl. A bélhamsejteken végzett vizsgalatok
hozzéasegitenek a megfeleld technoldgiai sajatsagok elérése mellett jobban toleralhatd és

magasabb bioldgiai tulajdonsagokkal rendelkezé gydgyszerforma kialakitdsdhoz.

1.2. A Caco-2 sejtvonal

A per os szervezetbe juttatott készitmények vizsgalatara a Caco-2 immortalizalt sejtvonal
nemzetkozi irodalomban elfogadott in vitro modell. A Caco-2 human colon adenocarcinoma
eredetli sejtvonal ugyanis rendelkezik a human jejunumra jellemzd mindazon tulajdonsaggal, ami
alkalmassa teszi a szajon at torténd gyodgyszerbevitel és intesztinalis felszivodas modellezésére. A
sejtek megfeleld tenyésztési korilmények kozott konfluens sejtréteg, azaz monolayer
kialakitasara képesek. Az intesztinalis epitéliumon keresztiil torténd transzport folyamatok
mindegyike jellemezhetd Caco-2 monolayer segitségével. Az immunhisztokémiai feltérképezés
soran azonban igazolodott, hogy a human jejunumban 1évé szoros sejtkapcsold struktarak
mindségiikben nem, de nyitottsagukban eltérnek a Caco-2 monolayeren talalhatoaktol. A Caco-2
sejtek kozott talalhatod sejtkapcsold struktirak szorosabb kapcsolatot tartanak fent a sejtek kozott.
Azok a segédanyagok tehat, amelyek a zartabb, ezéltal komolyabb barriert jelentd Caco-2
fokozo hatéassal lesznek az in vivo biohasznosulds soran is. Ennek megfeleléen a farmakont in
vitro modellen atjuttatni képes hatéanyagleado dsszetételek szamara az in vivo barrier rendszer is

lekiizdhetd akadaly.



1.3. Sejtéletképességi vizsgalatok

Az €16 sejtek, ennek megfeleléen a sejtkultirds modellek sejtjei is folyamatos kapcsolatban
vannak kornyezetiikkel. A kozeg megvaltozasat érzékelik, adaptacids képességeik hatdran beliil
alkalmazkodnak a megvaltozott koriilményekhez. Sejtkarosodas akkor jon I1étre, ha a
kornyezetvaltozas olyan mértékli, amit a sejt miikddésével nem tud kompenzalni. A
sejtkultirakon végzett kisérletek jelentds részénél az életképes és az elpusztult sejtek aranyat
hasznaljuk markerként az adott farmakon vagy segédanyag toxicitasdnak jellemzésére.
Kisérleteinkben a feliiletaktiv anyagok hatasat felhasznalasi teriiletiiknek megfeleléen vizsgaltuk.
Minden esetben jellemeztiik a tenzideket a mitokondrialis aktivitdsra gyakorolt hatasukkal MTT
teszt segitségével. A parenteralis (elssorban iv) felhasznalasra is hasznalt tenzidek esetében az a
vizsgalatot hemolizis teszttel is elvégeztiik. A leginkabb per os felhasznaldsra szant tenzideknél
LDH sejtéletképességi vizsgdlatokkal egészitettiik ki a citotoxicitdsi profil meghatarozasat.

Ennek megfelelden tehat minden tenzid esetében a toxicitast két kiilonbdzé modszerrel teszteltiik.



2.Célkitiizés

Az Onemulgedld rendszerek képzéséhez hasznalt feliiletaktiv anyagok gyakran és nagy
mennyiségben alkalmazott gydgyszertechnologiai segédanyagok. A leggyakrabban valasztott
tenzidek fiziko-kémiai tulajdonsaganak és €16 szervezetre gyakorolt hatasanak ismerete

meghatarozo a biztonsadgosan alkalmazhat6 gydgyszerforma kialakitasdhoz.

Ezeket a szempontokat figyelembe véve, kisérletsorozatunkban a kovetkezo célokat fogalmaztuk

meg:

1. Feliletaktiv anyagok szolubilizald képességének vizsgalata a tenzidek CMC —értékének
meghatarozasaval.

2. A tenzidek bélhamsejtek ¢€letképességére gyakorolt hatdsanak vizsgélata Caco-2 human
adenocarcinoma sejtvonalon.

3. A parenteralidk formulalasahoz hasznalt tenzidcsoport, kolcsonhatasanak vizsgalata a vér
alkotodival.

4, Osszefiiggések keresése a tenzidek kémiai szerkezete, valamint azok élé szervezetre
gyakorolt hatasa kozott.

5. A gyogyszertechnologiai szempontbdl eldnydsnek taldlt tenzidcsoport, Caco-2
egysejtmembranon keresztiili transzportra gyakorolt hatdsdnak vizsgalata.

6. A bioldgiai membranon keresztiili transzportvaltozas hatterének feltérképezése.



3. Anyagok és modszerek

3.1. Feliiletaktiv anyagok

Kisérletsorozatunk soran szamos gyogyszertechnoldgiai formuléalas soran alkalmazott tenzidet
vizsgaltuk. Kiilonosen nagy hangsulyt fektettiink a klasszikus és gyogyszerkonyvekben hivatalos
felilletaktiv anyagok mellett, az Onemulgedld rendszerek képzéséhez hasznalt tenzidek
vizsgalatara. A kisérletekben hasznalt Labrasol, Lauroglycol 90, Lauroglycol FCC, Capryol 90,
Capryol PGMC a Gattefossé (Franciaorszag) a Cremophor RH40, Cremophor RH60, Cremophor
RH410, Cremophor CO 410, Cremophor CO 455, Cremophor A 6, Cremophor A 25, Cremophor
WO 7 a BASF (Németorszag) kutatds tdmogatasi felajanlasai voltak. A vizsgalt natrium-
laurylszulfat, poliszorbat 20, poliszorbat 60 és poliszorbat 80 a Sigma Aldrich (Magyarorszag)

termékei.

3.2. Feliileti fesziiltség mérése és a CMC meghatarozasa

A feliileti fesziiltség mérés soran folyadék/gaz hatarfeliileti fesziiltséget és annak valtozasat
mértilk. A kritikus micellaképzési koncentraci6 meghatarozasahoz, szamitogép vezérelt két
diszpenzeres Sigma 700 tipusu tenziométert (Biolin Scientific Inc., Svédorszag) hasznaltunk. A
kisérletet megel6zéen a berendezést ugy kalibraltuk, hogy a tiszta viz feliileti fesziiltsége
laboratoriumi koriilmények kozott (22°C, ~50% relativ paratartalom) 72 dynes/cm? legyen. A
kisérlethez automatizalt Du Niioy pull out ring illetve az ismételt meghatarozashoz Wilhelmy
pull out plate mddszert hasznaltunk. A micellaképzddéshez sziikséges kritikus koncentraciot a

berendezés altal mért feliileti fesziiltségek dbrazolasaval allapitottuk meg.

3.3. Hemolitikus aktivitas meghatarozasa

A tenzidek hemolitikus aktivitasanak vizsgalatdhoz egészséges human onkéntes donorok vérét

alkalmaztuk. A vér alakos elemeit centrifugalassal szeparaltuk, ezt kovetéen PBS- el oblitettiik. A

crer

10 perces, 37°C-on torténd inkubalas utdn a mintakat centrifugaltuk. A hemolizis kdvetkeztében



kiszabadulé hemoglobin abszorbancidjat mértiik a feliilluszoban. A kontroll kisérlet soran az
erytrocytakat desztillalt vizben inkubaltuk 10 percig, ez alatt végbement a teljes hemolizis. Majd
egy végsO centrifugalast kovetden megmértiik a feliilliszoban 1évo, kiszabadult hemoglobin
abszorbancidjat. A kontroll mintdk alapjan szamitott hemolizalt sejtek aranyat abrazoltuk a

vizsgalt koncentracio fliggvényében.

3.4. Sejttenyésztés

A kisérletekhez hasznalt human adenokarcinoma sejtvonal az ECACC-t6l (European Collection
of Cell Cultures, Egyesiilt Kirdlysag) szdrmazott. Az in vitro sejttenyésztés soran a sejteket
fiziologias koriilményekhez hasonld letapado sejtkultiirdhoz alkalmas sejttenyészté edényben, 10
(v/v)% inaktivalt fotalis szarvasmarha szérumot 1 (v/v)% nem esszencialis aminosavat ¢s 100
mg/ml gentamicint tartalmazé DMEM tenyésztd médium folyadékban nodvesztettiik CO;
termosztatban (5% CO; atmoszférdban) 37°C —on 95 % pdratartalom mellett. A sejteken a
tapoldat cserét minden 3. napon végeztiink, laminaris d&ramlésu steril fiilke alatt. A laminar boksz
alkalmazasaval a sejttenyészet mikrobalis fert6zodésének lehetdségét minimalisra csdokkentettiik.
A kultara kialakitasat a telepité edényben ~10° db sejttel inditottuk. A kovetkez6é hat napban a
sejtek szama exponencialisan novekedett, majd a hetedik napon elérte a telitési szakaszt, kialakult
a letapadé sejtvonalakra jellemz6 konfluens kultura. Ebben a stadiumban tortént a Caco-2 sejtek
passzaldsa laminar boksz alatt. A sejttenyényszté médium eltavolitdsa utdn a tapoldat maradékat
PBS oldattal lemostuk. A letapad6 sejtek szuszpenzioba viteléhez enzimként 0,05 (m/v)%
tripszin oldatot valamint kelatképzoként 0,02(m/v)% etilén-diamin-tetraacetait (EDTA) oldatot
hasznaltunk. Az emésztés sordn a sejteket 2 percig 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kdvetden a reakciot
OtszOrdos mennyiségli friss médium hozzaadasaval allitottuk le. A médiumban 1€vé szérum
inaktivalja a tripszint. A sejtszuszpenziot ezutan 1100 rpm fordulaton, szobahdmérsekleten 6
percen keresztiil centrifugaltuk. A feliiluszo eltavolitdsa utan 10 ml friss médiumban a sejteket
szuszpendaltuk. A sejtszuszpenzioban 1év0 sejtek szamat Biirker kamra segitségével szamoltuk.
A sejtszuszpenzid ~10°db sejtet tartalmazo mennyiségét steril telepité edénybe pipettaztuk, majd
a sejteken 1évO tdpoldat mennyiségét 10 ml-re egészitettiik ki. A tovabbi vizsgalathoz 22-45

passzazsszam kozotti sejteket hasznaltunk.
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3.5. Sejt életképességi vizsgalatok, MTT, LDH teszt

Az MTT kisérletek soran a Caco-2 sejtek mitokondrialis aktivitds valtozasat mértiik. Az életképes
sejtek mitokondriumainak belsd membranjaban és matrixdban zajlé oxidativ reakcidkban
résztvevé dehidrogenazok a vizben oldhat6é sarga szinti 3-(4,5-dimetil-thiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetrazolium-bromid (MTT) oldatot lila szinii vizben oldhatatlan formazan kristalyokka
redukaljak. Tekintettel arra, hogy a mitokondrialis elektrontranszport és energiatermelés alapvetd
feltétele a sejtmiikdodésnek, csak a formazan eldallitasara képes sejteket tekintjiik vitalisnak. A
lila szin mélysége jol korrelal az életképes sejtek aranyaval. A vizsgalathoz a Caco-2 sejteket, 7
nap alatt az el6z6 pontban ismertetett modszerrel 96 lyuku tenyésztd plate-ben (10* sejt/lyuk)

novesztettilk. A ndvesztés soran a 3. napon a tenyésztd médiumot laminaris aramlasu fiilke alatt

Yy

crer

inkubaltuk. A feliiluszo eltavolitdsa utan, a keletkezett formazéan kristalyokat 150 pl sosavas 2-
propanollal (2-propanol: soésav =25:1) oldottuk fel. Az oldatok abszorbanciajat FLUOstar Optima
microplate reader segitségével 570 nm-en mértiik. Korrigalasként kivontuk az 570 nm -en mért
abszorbancia értékekbdl a sejttormelék szuszpenzid, mint hattér 690 nm-en mért abszorbancia
értékeit. Az igy kapott eredményeket kezeletlen kontroll mintdk abszorbancia értékeihez
viszonyitva szdzalékban fejeztiik ki €s a tenzid koncentracid ellenében dbrazoltuk. Az abrak

segitségével meghataroztuk az egyes feliiletaktiv anyagokra jellemzd ICsq értékeket.

A kérosodott sejtekbdl felszabadulo Laktat-DeHidrogenaz (LDH) enzim extracellularis
aktivitdsanak mérésével felderithetd a membran szolubilizdcidos képesség mértéke. A
kisérletekben a korabban ismertetett modon a sejteket 96 lyuku plate-ben nodvesztettiik. A
oldatot pipettaztunk a sejtekre. A sejtet vagy sejttormeléket nem tartalmazo feliiliszokat 30 perc
inkubacid utan, detektalasi célbol egy masik 96 lyukt plate-be pipettdztuk. A mintdkhoz az
LDH-kit részeként megvasarolt Kkatalizatort (Diaforaz/NAD® keverék) és festéket
(Iodotetrazolium  klorid/Na laktat) 1:45 ardnyban a vizsgalt feliilluszéval megegyezd
mennyiségben hozzaadtuk. A mintdk abszorbancidjat, 30 perces sotét inkubalds utan, FLUOstar

Optima microplate reader segitségével 492 nm-en mértiik. Az igy kapott eredményeket kezeletlen
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kontroll mintak, valamint a 100% ban sejtpusztitd hatast Triton-X 100 abszorbancia értékeihez
viszonyitva szazalékban fejeztiikk ki és a tenzid koncentracio ellenében abrazoltuk. Az abrak
segitségével meghataroztuk az egyes feliiletaktiv anyagokra jellemzd ICsy értéket, amely a
vizsgalati anyag azon koncentracidja ahol a teljes sejtszamhoz viszonyitva az ¢letképes sejtek

aranya 50%.

3.6. Transzepithelialis Ellenallas (TEER) mérése Caco-2 monolayeren

A Transzepithelialis elektromos ellenallas (TEER) méréséhez a sejteket a korabban ismertetett
tenyésztési eljarassal, azonban ebben az esetben 0,4 um pérusméretii polikarbonat inzertekre
sz¢lesztettiik. Az inzerteket 12 lyuk platekbe helyeztiik ugy, hogy a plate-be pipettazott tapoldat
szintje az inzertek apikalis kamrajaban 1évd tapoldat szintjével azonos legyen. A sejteket ehhez
500 pl-ben vettiik fel a bazalis kamréba pedig 1500 pl tdpoldatot pipettaztunk. A TEER mérés
soran az apikalis és a bazalis kamraba helyezett elektrodok kozotti elektromos ellendlast mértiik.
A TEER értékek mértékegysége Ohm x cm?. Mérési koriilményként rogziteniink kell a pH és a
hémérséklet mellett a méréshez kdzegként hasznalt sejttenyésztd médium pontos Osszetételét is.
Az ellendllas értékek meghatarozasa eldtt a pontos mérés biztositdsahoz az elektrodokat a
méréshez haszndlt tdpoldatban ekvilibraltuk. A sejtek membranra szélesztését kdvetden az elsd
napokban a TEER értékek novekedését, a 4.-5. napon a TEER értékek stagnalasat, majd 8.- 10.
napon a konfluens sejtréteg eloregedése miatt az ellenallas ismételt csokkenését figyeltiik meg. A
transzport vizsgalatokat a konfluens sejtréteg kialakuldsat kovetden, de a TEER értékek
csokkenése elott az ellenallasi értékék platd fazisaban veégeztikk. A plato fazisban elvart TEER
értekek tekintetében a nemzetkdzi irodalomban eltéré adatokat kozoltek. Yau Yi Lao és
munkatéarsai 300-540 Ohm x cm? TEER értékeket mértek mig Braun és munkatarsai a mi
méréseinkkel harmonizalo 750-800 Ohm x cm? ellenallast mértek a konfluens réteg

kialakulasakor.
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3.7. Caco-2 membran transzport vizsgalata

A feliiletaktiv anyagok paracellularis transzportra gyakorolt hatasat ismert kinetikaval permedlo
Lucifer yellow festékanyag atjutdst monitorozva vizsgaltuk. A kisérletet megeléz6en a Caco-2
sejteket Transwell® (0,4 pm porusméret, 2x10° sejt/inzert) polikarbonat inzerten ndvesztettiik. A
sejtek tenyésztése a korabban ismertetett koriilmények kozott tortént. Az inzerteken a médiumot
2 naponta lecseréltiik. TEER méréseink alapjan a transzport kisérletekhez hasznalt stabil Caco-2
monolayer a kitiltetést kovetd 20-30 nap utdn alakult ki. A sejtek konfluencidjat a két
kompartment kozotti transzepithelialis elektromos ellenallas (TEER) értékek mérésével kovettiik
nyomon (Millicell-ERS volthometer, Millipore, USA). A mért TEER értékeket az iires inzert
ellenallasaval és az effektiv feliilethanyaddal korrigaltuk. A transzport kisérletekben a 800 Ohm x
cm? feletti TEER értékekkel jellemezhetd monolayereket hasznaltuk. Minden minta transzportra
gyakorolt hatasat harom parhuzamos inzerten vizsgaltuk. Az inzerteket HBSS-ben mostuk (37°C,
30 perc). A bazalis kamrat akceptor oldatként tiszta HBSS -el toltottiik fel. Az apikalis kamraba
A meghatarozas soran mintat a bazalis kamrabol 10., 30., 60., és 120. percben vettiik. A mintak
fluoreszencigjat FLUOstar Optima microplate reader (BMG LABTECH, Németorszag)

segitségével 450 nm-en mértiik.

3.8. Immunohisztokémia

A vizsgéalatokhoz a Caco-2 sejteket iiveg feddlemezeken ndvesztettik az el6z6 pontokban
ismertetett modon. A konfluens sejtréteg kialakuldsa utdn a mintdkat 60 percen at kezeltiik a
kisérletes anyagok HBSS—el késziilt oldataval. Kontrollként a sejteket tiszta HBSS-el inkubaltuk.
A mintdk eltavolitasa utdn a lemezeket PBS-el (pH 7.3) mostuk majd fixalasként 10 percig
metanol aceton 1:1 aranyu keverékével kezeltiik. Ezutan a sejteket anti-ZO-1, anti-claudin-1 ,
anti-p-catenin primer antitestek 1:200 aranyu oldataval inkubaltuk 8 oran at, a nem specifikus
antitest kotd helyeket blokkoldo a 3%-os szarvasmarha szérum albumin oldattal egyiitt. Ezt
kovetden a Caco-2 sejteket 60 percen keresztiil kezeltiik Cy3-al jelolt masodlagos anti-nyul, IgG
1:400 aranyban PBS-ben oldott antitesttel a ZO-1 és a B-catenin, valamint Alexa 488 anti-nyul
IgG 1:400 aranyt oldataval a Claudin-1 junkcionalis fehérjék jeloléséhez. A Caco-2 sejtek

nucleusait a kisérlet soran bis-benzimid (Sigma—Aldrich, Magyarorszag) (10umol) festékkel
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festettik meg. Az inkubalasok kozott a lemezeket harom alkalommal mostuk PBS-el. A
lemezeket Gel Mount segitségével targylemezre rogzitettik majd a jeloléseket NikonEclipse
TE2000 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. A megjelolt junkciondlis fehérjékrdl a felvételt,
Spot RT digital kamera segitségével készitettiik.

3.9. Statisztikai analizis

Kisérleteink soran kapott eredményeinket statisztikailag a SigmaStat (version 3.1; SPSS, Inc.)
segitségével elemeztiik. Az eredményeink kozott ez alapjan szamitott atlagukat tiintettiik fel +
SD. A csoportok 0sszehasonlitasait ONE WAY ANOVA moddszerrel végeztiik, amelyet Tukey’s
teszt kovetett. A kisérleti eredményeinket legalabb 3 parhuzamos mérés szolgaltatta a

kiilonbségeket p <0,05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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4.Eredmények és Megbeszélés

4.1. A feliiletaktiv anyagok fizikai tulajdonsaga és toxicitasa

Munkénk sordn a hatékony gyodgyszeres terapia megvaldsuldsa érdekében formulalt korszert
hatéanyaglead6 rendszerek képzéséhez hasznalt segédanyagcsoportot vizsgaltuk. A bioldgiai
hasznosithatosag fokozasara hasznalt feliiletaktiv anyagok koziil azokat valasztottuk, amelyek
segitségével a BCS II. III. csoportjaba tartozo hatéanyagokbdl on(mikro)emulgealod rendszerek
képezhetdk. Kisérletsorozatunkban kiilonb6z6 szerkezett és eltéré HLB értékekkel jellemezhetd
tenzidek €16 szervezetre gyakorolt hatasat elemeztiik. A vizsgalt nem ionos tenzidek mindegyike
amfifil tulajdonsagu észter vegyiilet, azonban hidrofil feji résziikben, valamint észterezettségi
fokukban ¢és az észter komponens szénatomszamdban is jelentdsen eltérnek. A klasszikusnak
tekintett poliszorbat vegyiiletek, mint a gyogyszertari gyogyszerkészitésben és a
gyogyszeriparban régéta nagy mennyiségben alkalmazott feliiletaktiv anyagok, viszonyitasi
alapul szolgaltak a gyogyszertechnoldgiai feladatok megolddsdhoz leggyakrabban vélasztott
modern nem ionos tenzidek jellemzéséhez. A vizsgalt tenzidek kozott voltak az 6nemulgeald
rendszerek képzéséhez tenzidként illetve kotenzidként hasznalt polioxietilén-glikol szarmazékok
igy a Labrasol®, a Cremophor RH 40®, RH 410®, RH 60®, WO7®, a hidrofil molekularészben
szorbit komponenst is tartalmazé Poliszorbat 20, 60, 80 valamint cetil-sztearil alkohol
szarmazékok, mint a Cremophor A25%, A6®. A propilén-glikol tipust tenzidek koziil a Capryol
90® -t és PGMC" -t valamint a Lauroglycol 90® -t és FCC®-t. Az ionos tenzidek koziil pedig a

Natrium-lauryl-szulfatot vizsgaltuk.

Az elérhetd legtokéletesebb szolubilizald hatast, sok esetben a gyartok egy terméken beliil adott
alapszerkezetli tenzidek kiilonbozd észter €s zsirsav tartalma keverékeinek kombinalasaval érik
el. igy a modern hatéanyagleadé rendszerek képzéséhez egy gyari név alatt tulajdonképpen,
tenzidkomponensek keverékét javasoljak. A komponensek kiilonb6z6 aranya azonban a szerkezet
¢s hatds kozotti Osszefiiggések megértését jelentésen megneheziti. Ennek ellenére az altalunk
végzett kisérletek eredményeibdl a tenzidtipusokra jellemzd szignifikdns kiilonbségek
Azonban az, hogy a kedvezébb toxikus karakter a tenzid komponenseknek vagy az eltérd

szerkezet felépitési elvnek koszonhetd, nem igazolhatd egyértelmiien. Ezen meggondolasok
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alapjan a Gattefossé ¢s a BASF termékeit kiilon-kiilon vetettiik 0ssze a klasszikus tenzidekkel,
illetve a gyartok altal rendelkezéslinkre bocsatott tenzidcsoporton beliil allitottunk fel egyfajta

sorrendiséget a tenzidek toxikus karaktere alapjan.

4.1.1. A tenzidek feliileti fesziiltségre gyakorolt hatasa

A feliileti fesziiltség mérésekor tapasztaltak alapjan kovetkeztetéseket vonhatunk le az adott
tenzid emulgensként vagy koemulgensként torténd alkalmazhat6sagara a
gyogyszerkészitményben. Azon feliiletaktiv anyagok melyek feliileti fesziiltségre gyakorolt
hatédsat alacsony koncentracidban (CMC<0,1 V/V%) is kifejtik, a hatéanyaglead6 rendszerekben
emulgensként nagy mennyiségben alkalmazva biztonsagosabb alkalmazast tesznek lehetdvé, mint

azon szarmazékok melyek CMC —je magasabb (>0,1 V/V%) .

Azon tenzidek, amelyek alacsony koncentracioban is alkalmasak micellaképzésre jobb
szolubilizal6 tulajdonsaggal rendelkeznek. Igy gydgyszertechnologiai alkalmazasuk kivanatosabb
mint azon anyagoké melyek eldnyds szolubilizdlé tulajdonsdgukat csak magasabb
koncentracioban alkalmazva fejtik ki. A fizikai paraméterek meghatarozasa mellett a biztonsagos
alkalmazhatdsagot szem el6tt tartva, fontos a tenzidek ¢€l6 szervezetre gyakorolt hatdsanak

elemzése is.

4.2. A tenzidek sejtéletképességre gyakorolt hatasa

4.2.1. MTT és LDH vizsgalatok

A tenzidek sejtéletképesség valtozasra gyakorolt hatdsat MTT citotoxicitasi teszttel vizsgalatuk.
A kisérletek soran az életképes Caco-2 sejtek mitokondriumainak bels6 membranjdban és
matrixaban zajlo oxidativ reakciokban résztvevd dehidrogendzok aktivitasat mértiik. A propilén
glikol szarmazékokat vizsgalva bizonyos esetekben a feltételezett mitokondridlis aktivitas
csokkenés olyan kismértékii volt, hogy ezen anyagok toxikus karaktere az MTT teszt segitségével
nem volt kimutathatd. Ezen tenzidek vizsgéalatahoz ezért sziikséges volt LDH sejtéletképességi

vizsgélat elvégzése is. Szemben az MTT vizsgéalattal az extracellularis laktat dehidrogenaz
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megjelenése a sejt mikodési zavara eldtt mar a citoplazma membran karosodasat kdvetden
azonnal mérhetd.

A Gattefossé tenzidjeinek vizsgalatanal azt tapasztaltuk, hogy minden feliiletaktiv anyag
membrankarositd hatasa a koncentracié emelésével novekszik. A Capryol PGMC, Lauroglycol
90 ¢és a Lauroglycol FCC hatéasara bekovetkezé mitokondrialis aktivitas csokkenés csak magas
koncentraciokban mérhetd, igy a tenzidcsoport citotoxicitdsi profiljanak felvételéhez
szelektivebbnek bizonyult a Caco-2 sejtvonal esetében szenzitivebb vizsgalat, az extracellularis
LDH aktivitds meghatarozasa. Az MTT vizsgalat soran megallapitott ICsq értékek sorrendisége
megegyezik az LDH teszt alapjan szdmitott ICsg értékek sorrendjével.

A mérések alapjan a Polietilén glikol szarmazékok minden esetben alacsonyabb koncentracioban
okoztak a sejtek pusztuldsat, mint a propilén glikolok. A magasabb HLB-vel jellemezhetd
Poliszorbat vegyiiletek bizonyultak a legtoxikusabbnak, mig az ugyancsak PEG alapti Labrasol”
esetében a szorbit komponens hidnya magasabb ICsq értékekhez vezetett. A vegyliletek kémiai
szerkezetét figyelembe véve megallapithatjuk, hogy a nem-ionos hidrofil rész nagysaga ndveli a
citotoxicitast. Abban az esetben, ha a hidrofil rész azonos, akkor a szénlanc novelésével a CMC
¢s a citotoxicitas is csokken. A poliszorbatok esetén a szorbit komponens jelenléte csokkenti az
ICso értékét, tehat noveli a toxikus tulajdonsagot. A Labrasol® esetén, tekintettel arra, hogy
mono-, di-, és triglicerid komponenseket egyarant tartalmaz és polietilén glikol szarmazék,
emelkedik az ICsg értéke, tehat a citotoxicitas csokken. Abban az esetben viszont, ha a hidrofil
rész valtozik polietilén glikolrol propilén glikolra (HLB érték csokken), a molekula , lipofilabb”,
akkor a tenzidmolekulan beliil a monoészter aranya hatirozza meg a citotoxicitast. A szénlanc
novekedésével a CMC és a citotoxicitas is csokken.

Fontos megallapitani, hogy a tenzid keverékek nem bizonyultak toxikusabbnak, mint azonos
vizsgalatokkal ellentétben kisérleteinkben nem taldltuk additivnak a toxikus tulajdonsagot
[Buyukozturk és mtsai 2010]. A hidrofil karakterli (HLB: 14-16,7), rendkiviil jo szolubilizalo
képességii Poliszorbat vegyiiletek és a Labrasol® sokkal alacsonyabb kritikus micellaképzési
koncentracioval (CMC) jellemezhetéek, mint a lipofil karakteri (HLB: 4-6) propilén glikol
észterek, azaz a Capryol 90, Capryol PGMC, Lauroglycol 90 és a Lauroglycol FCC. A
Poliszorbatok -CMC értékiik alatt- monomerként Iépnek kapcsolatba a bélhamsejtek

membranjaval, megvaltoztatva annak fiziologias tulajdonsagait. A koncentracido ndvelésével a
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CMC eléréséig no a jelen 1évo tenzid monomerek reakcidokészsége, ami a sejtek permeabilités
valtozasahoz és karosodasdhoz is vezethet. A kritikus micellaképzési koncentracié feletti tenzid
tartalml oldat, micellak és monomerek keverékének tekinthetd. Ez a rendszer a membran
foszfolipid kettosrétege mellett mas membranalkotd, igy példaul membranfehérjék
szolubilizalasara is képes. A Labrasol® bélhamsejtre gyakorolt hatasa CMC értéke alatt nem volt
kimutathat6. Az alacsony koncentracioban képzddd micellai miatt (méréseink alapjan a
Labrasol®-nak a legalacsonyabb a CMC-je), a Labrasol® szolubilizalo képessége jobb, magas

1Csp értékiik miatt pedig alkalmazasuk is biztonsdgosabb, mint a Poliszorbat vegytiletekeé.

4.2.2. Caco-2 transzmembran Kisérletek

A Lucifer-Yellow atjutasi modell a nemzetkdzi irodalomban elfogadott indikatora a Caco-2
membranon keresztiil torténd transzportnak. Segitségével informaciot kaphatunk a bélhamsejtek

kozotti junkcionalis fehérjék jelenlétérdl illetve elrendezésiik megvaltozasarol.

Kisérletsorozatunkban két kompartmentes modellben vizsgaltuk a tenzidek transzepithelialis
elektromos ellenallasra (TEER-re) gyakorolt hatasat. A TEER meghatarozéasat korabbi
kisérletekben hasznaltak a tenzidek membranfunkci6 valtozasra gyakorolt hatdsanak vizsgalatéra.
Eredményeink alapjan a propilén glikol észterek kivételével, nem toxikus koncentracidban
vizsgalt tenzidek és azok keverékei csokkentették a két kompartment kozotti ellenallast, ami a
membranstruktira megvaltozasat igazolja. Ezen vizsgalati mintak a Lucifer yellow Caco-2
monolayeren valo atjutdsanak kinetikajat is megvaltozattak. Transzport kisérleteink eredményei
Poliszorbat vegyiiletek fokoztak a fluoreszcens festék atjutasi sebességét. A 0,001% -ban hasznalt
Poliszorbatot (20, 60, 80) és 0,05%-ban Labrasol®-t tartalmazé keverékek Caco-2 membranon
keresztiili transzport fokoz6 hatdsa nagyobb mértékli volt, mint az oOnalldan vizsgalt
komponenseké. Kisérleteink sordn kapott eredményeinkbdl feltételeztiik, hogy a segédanyagok
alkalmazaséaval paracelluldris transzport fokozodas jott 1étre. A Lucifer yellow festékanyag
fokozott atjutdsa azonban egyarant markere lehet a sejtek kozti atjutas mellett a fluid fazist
endocitozisnak is. Szamos transzport fokozo6 segédanyag vizsgalatanal azonban igazoltak, hogy a
paracellularis Ut megnyilasa elégséges feltétele a hatdanyag atjutas fokozodasanak. Ugyanis az
AJC legmeghatarozobb alkotoi a tight junction fehérjék, igy azok redisztribucioja nagymértékben

fokozza a membranon keresztiil torténd anyagaramlast.
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A transzport fokozddas hatterében 4all6 membranfunkcidé valtozas felderitése érdekében,
immunohisztokémiai festéssel jeldltiikk a Caco-2 monolayer sejtkapcsolé struktirai koziil a ZO-1,
Claudin-1 ¢és a B-catenin junkcionalis fehérjéket. Az immunohisztokémiai felvételek igazoltak,
hogy a vizsgalt tenzid mintdk a junkciondlis fehérjék atrendezddését, Caco-2 sejtek altali
ujrafelvételét okoztak anélkiil, hogy a sejtek pusztulasat okoztdk volna. A kisérletet kovetden a
Caco-2 monolayeren végzett TEER mérés sordn azt tapasztaltuk, hogy a mintdk eltavolitasa utan
a membran két oldala kozotti ellenallas legkésdbb 24 ora elteltével a kiindulasi értékre visszaallt.
Ezen eredmények azt bizonyitjak, hogy a transzportfokozddas nem a monolayer megbomlasanak

tulajdonithatd, ezért a hatés reverzibilis.

4.2.3. MTT és hemolizis vizsgalatok

A Cremophor® segédanyagok a modern technolégiai kihivasok kezelésében ugyancsak gyakran
¢s nagy mennyiségben alkalmazott additiv komponensek. Ezen tenzidek illetve kotenzidek a
hatéanyagok szolubilizdld képessége mellett ugyancsak kolcsonhatasba léphetnek kiilonbozo
bioldgiai membranstrukturakkal, ez altal okozva irritaciot illetve sejtkarosodast. A vizsgalat célja
ebben az esetben is a biztonsdgosan alkalmazhato segédanyag koncentracio megallapitasa volt.
Az oralis formulécid biztonsagossaganak igazoldsara a tenzidek Caco-2 membranra gyakorolt

hatasat vizsgaltuk MTT citotoxicitasi teszt segitségével.

A parenteralis készitmények hatdanyagiul valasztott gyogyszeranyagok jelentds része a BCS
szerinti osztalyozas alapjan, ugyancsak a II. III. vagy IV. csoportba sorolhato. Fent emlitett
tulajdonsagaik alapjan sok esetben célszerli valamilyen additiv komponenes hozzdadéasaval a
parenteraliaban 1év6 hatéanyag oldhatosagat illetve membranpermeabilitasat javitani. Az ipari
fejlesztés sordn, szamos véraramba juttatott készitmény formuldldsahoz valasztjak
segédanyagként a kiilonb6z6 PEG alapti Cremophor® anyagokat. Szamos elényos tulajdonsaguk
ellenére hasznalatuk gondos koriiltekintést igényel. A véraramba juttatott készitmények esetében
vizsgalnunk kell a gyogyszerkészitmény minden alkotdjanak igy az alkalmazott feliiletaktiv
anyagoknak a vér elemeivel torténd esetleges kolcsonhatasat. Ezen tulajdonsag felderitésére a

tenzidek koncentraciofiiggd hemolitikus aktivitasat vizsgaltuk.
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A sejtéletképességi vizsgalatok sordn a tenzidek koncentraciofiiggd karositd hatasat figyeltiik
meg. A vizsgalt felilletaktiv anyagok kozil a Cremophor WO7® okozta a legkisebb
koncentracioban a human colon adenocarcinoma sejtek pusztulasat. Az MTT teszt alapjan a mért
I1Csq értékek szerinti novekvo sorrend a kovetkezo: Cremophor® WOQO7 > C0O455 > C0O410 >A6 >
A25 > RH60 valamint RH410 > RH40. A vizsgalt tenzidek koziil tehat a PEG 40 alapu
segédanyagok kevésbé bizonyultak toxikusnak mint a PEG 7, a PEG 35, a PEG 60 valamint a
Cetilsztearil alkohol struktaraju feliiletaktiv anyagok. Az ugyancsak PEG 40 alapi Cremophor
C0410% és a A Cremophor C0455% esetében mérhet alacsonyabb ICsp érték hatterében az all,
hogy ezen anyagok onmagukban keverékek, viszont ezek olyan dsszetételek amelyeket a gyarto
kizarolag kiilséleges felhasznalasra javasolja.

A hemolizis tesztet elvégezve a tenzidek hemolizalé tulajdonsagat ugyancsak koncentracio
fliggdnek talaltuk. A teszt soran mért HCsg értékek azonos sorrendiséget mutattak az MTT
vizsgalat soran mért HCsg értékekével. Ugyanakkor a vizsgalt feliiletaktiv anyagok bélhamsejtek
mitokondrialis-funkci6 valtozasara gyakorolt hatasat kevésbé talaltuk kifejezettnek, mint
ugyanazon vegylletek hemolitikus potencialjat. Ezen megallapitast aldtamasztja, hogy a
cremophor vegyiiletek minden esetben az ICsy mellett alacsonyabb HCsy -értékekkel

jellemezhetdek.

Mindezek ismeretében elmondhatd, hogy Osszefliggés van a vizsgalt tenzidek fizikai és kémiai
tulajdonsdgai, valamint azok bélhamsejtek életképességére illetve vordsvértestek membranjanra
gyakorolt hatdsa kozott. A bélhamsejteken keresztiili hatdanyagataramlas fokozodasa pedig
jelenléte a receptor kozelében a gyodgyszerhatas alapfeltétele. Azonban a hatdéanyagkutatas és
fejlesztés eredményeként 1étrehozott kémiai anyagok molekulatomege és/vagy lipofilitdsa olyan
nagy, hogy ezek kovetkeztében a biohasznosulds sok esetben igen kismértékli. Az amfipatikus
feltiletaktiv anyaguk szerkezetiiknek kdszonhetden szolubilizalni képesek a rossz vizoldhatosagu
apolaris hatoanyagokat. Micellak képzésével a hatdanyag szamara idedlis apolaris kornyezetet
biztositanak a szervezet hidrofil kdzegrendszerében. A formulalas szempontjabol legelénydsebb
tenzidek mar alacsony koncentracioban képesek micelldkba rendezddni. Kisérleteink alapjan
megallapithatd hogy, az alacsonyabb CMC vel rendelkez6 polietilén glikol észterek nem toxikus

koncentracioban is képesek a sejt sejt kozotti szoros kapcsolatot fenntart6 AJC proteinek
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atrendezésével, reverzibilisen megvaltoztatni a membran barrier funkciojat valamint az, hogy
ezen vegyiileteket kombindciokban alkalmazva sejtpusztitoé hatas nélkiil képesek még jelentdsebb
membran integritasvaltozast okozni.

Ezen Osszefliggések felismerése hozzédjarulhat olyan gyogyszertechnologiai gyakorlat
megalapozasahoz, amely a készitményekben legkisebb sejtkéarositd hatassal bird segédanyagokat
részesiti elonyben. Eredményeink hozzajarulhatnak jobban tolerdlhatd és magasabb bioldgiai
hatas kifejtésére képes Onemulgedld rendszerek kifejlesztéséhez a megfeleld citotoxikus
tulajdonsagu tenzidek kivalasztasa alapjan. Ezaltal az alkalmazas biztonsagossaga tovabb javul,
amellett, hogy egyszeriibb ¢és konnyebb gyogyszerelési lehetdséget is nyujthat mind a beteg mind

a szakember szamara.
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5. Osszefoglalas

1. A Debreceni Egyetem Gyodgyszertechnoldgiai Tanszékén kiilonbozé, onemulgedld
rendszerek képzéséhez hasznalt feliiletaktiv anyagokat jellemeztem azok fiziko-kémiai és
€10 sejtekre gyakorolt hatasa alapjan.

2. A feliileti fesziiltség valtozas alapjan térténé Du Niioy pull out ring és Wilhelmy pull out
plate modszer beallitasaval meghataroztam a tenzidek kritikus micellaképzési
alapjan.

3. Caco-2 sejtvonalon jellemeztem a feliiletaktiv anyagok bélhamsejtek életképességére
gyakorolt hatasat MTT illetve LDH teszt segitségével.

4. A parenterdlis felhasznalasra szant segédanyagok toxikus hatasat, human vords
vértesteken a hemolizalo tulajdonsdg mérésével vizsgaltam.

5. Kisérletsorozataink alapjan megallapithatd, hogy Osszefliggés van a tenzidek szerkezete
¢és citotoxikus karaktere valamint a membran permeabilitas valtozasra gyakorolt hatasa
kozott, azonban a megallapitdsok altalanos igazoldsdra a megvizsgalt tenzidtipusok
tovabbi bdvitésére van sziikség.

6. Az alacsony CMC mellett magas ICsp-nel jellemzett additivek Onmagukban és
keverékekben alkalmazva is elonydsnek bizonyultak. Ugyanis jobb toleralhatosaguk
mellett reverzibilis membranon keresztiili permeabilitas fokoz6 tulajdonsaguk is jelentds.

7. A tenzidek jellemzése soran kapott, koncentraciofiiggd sejtmembran karositd hatést
kiilonb6zd mértékiinek talaltuk Caco-2 illetve a human vvt-k esetében. Ez a tulajdonsag
igazolja azt, hogy a gyogyszerbiztonsag érdekében a toxicitasi vizsgalatok soran a
komponensek €16 szervezetre gyakorolt hatdsat a jovoben az alkalmazds modjanak
megfeleld sejtvonalon illetve sejteken is szlikséges megvizsgalnunk.

8. Kisérleti eredményeim gyakorlati hasznat abban latom, hogy a bedéllitott mddszereink
alkalmasak a tenzidek Uj rutin gyodgyszerbiztonsagi vizsgalatanak elvégzéséhez. A
gyartok az igy kapott ICsq illetve HCsy értékeket a termékiikon feltiintetve segitséget
nyUjthatnak a formulalast végzé szakembernek jol toleralhatd és minden szempontbol

leginkabb megfeleld gydgyszerkészitmény kialakitasahoz.
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