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Bevezetes

2. Bevezetés

Disszertacidomban azokat az eredményeimet foglalom 0ssze, amik a liposzomalis
formulaciok lehetdségeit, korlatait, a liposzomak ¢€s az altalam vizsgalt hatéanyagok —
mint modellvegyiiletek — kozotti kdlcsonhatasokat mutatjak be. Az irodalmi attekintést
ezért harom teriiletre osztottam: 1.) a liposzomak alapvetd tulajdonsagai; ii.) a vizsgalt
hatéanyagok jelentdsége és fobb fizikai, kémiai tulajdonsagai; iii.) az alkalmazott

kisérletes modszerek rovid attekintése.

2.1. Sejtmembranok

A liposzomdk tulajdonsigainak intenziv vizsgéalata azon a felismerésen alapul,
hogy az ¢él6 szervezetek mindegyikében megtalalhat6 az a struktara, ami egy a bioldgiai
szempontbol miikoddképes egységet koriilhatarol: specialis esetben ez egy sejt, amit a
sejtmembran hatarol. A sejtmembran azonban nem egy sztatikus, egyetlen feladatot
ellatdo struktura. A sejtplazma és a benne talalhato alkotok koriilhatarolasan kiviil
fenntartja a sejt belseje és kornyezete kozotti kapcsolatot, az anyagceserét, viszont
membranon keresztiil. E visszatartd funkci6 felel tobbek kozott olyan fontos
feladatokért, mint a sejt védelme a mérgezd vegyiiletekkel szemben, az iongradiens
fenntartasa, valamint annak a specialis reaktortérnek a fenntartdsa, ami az egyes

sejtekben lezajlo kismolekulak és makromolekulak szintézisét biztositja.

A membranok szerkezeti alapja az amfifil lipidmolekuldk szervezddésébdl
létrejott lipid kettdsréteg (lipid bilayer), melyben a kiilonb6zd, akar toltéssel is
rendelkezé polaris fejcsoportok és az apolaris zsirsavlancok régidja alkalmas a
membranfehérjék bedgyazasara. Egyes fehérjék csatornakként latjak el a molekulak
transzportjat, mig masok szenzorként jelet kozvetitenek a sejt belsejébe, vagy éppen a
kiilvilag felé, megvaltoztatva ezzel a sejt és a beldliik felépiilé szovetek viselkedését.
Részben ezek a fehérje-szenzorok — azaz a receptorok — feleldsek a sejt €s kornyezete
kozotti jelatvitelért (Alberts és mtsai 2008).

Egy allati sejtmembran tomegének, a sejtmembran tipusatdl fiiggden, 20 — 80 %o-
at a lipidek teszik ki, melyek kozott legnagyobb mennyiségben a foszfolipidek

fordulnak eld. (Az egyes lipidfajtdk ardnya azonban széles tartoméanyban valtozhat,
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glicerin molekuldhoz kapcsolodik, mely altalaban két zsirsavlancot észteresit. A
foszfathoz tobbféle csoport kapcsolddhat, mint pl.: kolin, etanolamin, szerin, amelyek
toltést is hordozhatnak. Az egyes zsirsavlancok altaldban 14 és 22 kozotti szénatombol
épiilnek fel, és gyakran tartalmaznak kettéskotéseket. A szénldnc hossza és a
kettoskotések szama meghatdrozza a lipidrendszerek ,,folyékonysagat” (fluiditasat),
amit legegyszeriibben a fazisatalakuldsi homérséklettel (Tr) jellemezhetiink. (A latin
eredetii ,,fluiditas” sz6 azt az Osszetett tulajdonsagot jelenti, ami két sajatossagot
tartalmaz: makroszkopos és molekuldris szintii rendezettséget, valamint a molekularis
mozgasok id6tartomanyat). A Ty, az a hdmérséklet, amelyen a gél és folyadék allapot
kozotti &tmenet megtorténik. A rdovidebb szénlanc és a kettdskotések jelenléte csokkenti
a Tp-et, azaz a membrdn alacsonyabb hdmérsékleten keriil ,,folyadék™ allapotba

(Alberts és mtsai 2008, Matko és Voszka 2007).

Az egyes sejtek lipidosszetétele kiilonbozd, és jellemzd lehet az adott sejttipusra;
st egy membranon beliil is megfigyelhetd a lipidek és a fehérjék heterogén eloszlésa.
Példaul a huméan vOrosvértest membranjdban a kolin csoportot tartalmazo
foszfatidilkolin (PC) és szfingomielin a kettdsréteg kiils6 rétegében talalhatd, mig a
belsében nagyobb aranyban figyelték meg a foszfatidil-szerin (PS) és foszfatidil-
etanolamin (PE) jelenlétét. Mivel a negativ toltésii PS a belsd rétegben lokalizalodik, a
két réteg kozott jelentds toltésbeli kiilonbség van. A lipid-asszimetrianak funkcionalis
szerepe van, ugyanis a megfeleld fehérjekonformacié kialakulasdnak gyakran
elofeltétele egy adott fluiditas és a toltések szempontjabol megfeleld lipidkornyezet.
Példaul a fent emlitett esetben a protein-kinaz-C-r6l kimutattak, hogy a membran PS-
ben dus, citoszol feldli oldaldhoz kotddik, ugyanis aktivitasahoz a negativ foszfolipidek

jelenléte sziikséges (Alberts és mtsai 2008).

Az eukariota sejtek szinte mindegyike tartalmaz koleszterint, melynek szteran-
fejcsoportok felé orientalodik. A koleszterinnek nagy szerepe van a membran
fluiditasanak szabalyozasaban, ugyanis jelenléte mar néhdny szdzalékban is csokkenti
azt. Hosszll és telitett zsirsavlanct lipidekkel, szfingomielinnel egyiitt pedig egy
kifejezetten merev ,.tutajt” alakit ki, melyben a lipidek mozgasa, diffazidja gatolt. Ezek

az un. lipid ,raftok” szelektiven tartalmaznak egyes fehérjéket, mint példaul a
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altal kivaltott ATP-, ill. Ca?* felszabadulasaban jatszik szerepet (Gaus és mtsai 2003,
Yamamoto és mtsai 2011). A plazmamembran ¢ specialis doménjeinek jelentésége van
az endocitozisban, a szekrécidban és a jelatvitelekben is. A ,,rigid” teriiletet kialakito
lipidek ¢és egyes stabilizalo fehérjék inhomogén eloszlasat a sejt citoszkeletalis
rendszere tartja fenn (Alberts és mtsai 2008, Darvas és Laszlo 2002).

A membran fluiditasdnak optimalis értéken tartdsa alapvetd a megfeleld funkciok
ellatasahoz, pl.: a rajta keresztiil torténd transzport, a lipidek és fehérjék membranbeli
diffuzidja. Egyes ¢él0 szervezetek képesek az optimalis allapot szabalyozasara,
fenntartasara. Irodalmi adatok azt mutatjdk, hogy egyes baktériumok a
hémérsékletcsokkenés hatasara végbement membranfluiditas csokkenését tobb telitetlen
zsirsavlancu, igy alacsonyabb Tp-mel rendelkez6 lipid szintézisével és a membranjukba

torténd beépitésével ellenstlyozzak (Alberts és mtsai 2008).

2.2. Modellmembranok, liposzomak

A biologiai membranok felépitését és funkcigjat leird Singer—Nicolson
membranmodell megkdzelitése szerint a folyékony lipid viszkozus kettdsrétegébe
agyazodnak az integrans és periféridlis fehérjék, felszinéhez pedig szénhidrat lancok
kapcsolodnak (Singer és Nicolson 1972). Az ilyen moddon leirt membranok
modellezésére hasznalt konvenciondlis liposzomak az el6bbi komponensek koziil
tobbnyire csak lipidet, azaz az ,,0ldoszert” és esetlegesen koleszterint tartalmaznak. A
liposzomak olyan mesterségesen eldallitott, magukba vizes fazist zard szerkezetek,
amelyek egy vagy tobb kettdsrétegbdl épiilhetnek fel; alapvetden nem tartalmazzak a
fehérjéket és a cukor komponenseket (Bangham 1963). Ebbdl kifolydlag olyan
folyamatok vizsgalatara alkalmasak modellként, amelyekben a lipid kettdsréteg szerepe
az elsddleges.

Ezek a lipidgombocskék a felépitd kettOsrétegek szama szerint lehetnek egy-,
vagy tobbréteglieck, azaz uni-, vagy multilamellarisak. M¢éretiikk alapjan
megkiilonboztethetjiik a kis-, és a tobb szaz nanométer atmérdjli nagy vezikuldkat, a
SUV-okat és a LUV-okat (1. abra). A multilamellaris vezikulak (MLV-K) (2. abra) akar
az egy mikrométeres atmérot is elérhetik, de az orids (unilamellaris) vezikuladk, azaz

GUV-ok még ennél is nagyobbak lehetnek (Mishra és mtsai 2011).
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1. dabra Liposzomak tipusai méret és a rétegzodes (lamellaritas) szerint (a

sematizalt abran a méretaranyok nem tiikrozik a lehetséges valos
méretaranyokat).

A maximalisan 100-200 nm atmér6vel rendelkezé6 SUV-ok kevésbé stabilak,
hajlamosak flokkulaciora, fuziora. A LUV-ok (100 nm felett) és MLV-k, bar méretileg
kortilbeliil egy nagysdgrendbe tartoznak, eltérd bezart vizes fazis és lipidtérfogat

arannyal rendelkeznek, igy gyakran kiilonb6z0 a bezarasi és leadasi tulajdonsaguk
(Budai és Szégyi 2001).
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2. abra Egy tobbrétegii (multilamellaris) vezikula (MLV) szerkezetének sémdja,

mely megjeleniti a fejcsoportokat (26mbék) és az apolaris oldallancokat. A
piros szinnel néhany hibahelyet jelenté lipidet jeloltem.

2.2.1. Liposzdémak a gyogyszerszallitasban

A gyogyszerszallitd liposzomak 1j lehetdséget jelentenek egyes hatdéanyagok

szdmara. Ennek  jelentdsége abban rejlik, hogy a

gyogyszerfejlesztések soran, még a preklinikai vizsgalatokban elvetnek olyan
hatoanyagokat, melyek megfeleld terapids hatassal rendelkeznének, de alacsony

vizoldhatésaguk miatt formuldlasuk nehezebb, illetve kedvezdtlen farmakokinetikai
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paraméterekkel, rossz biohasznosulassal rendelkeznek. Liposzomalis formulalas
alkalmazaséaval, példaul a liposzomak szolubilizalé hatdsa miatt, sokan ezek koziil a

vegyliletek koziil is alkalmazast nyerhetnek.

A gyogyszermolekuldk lipidvezikuldba zdrasaval megvaldsuld iranyitott
célbajutds és szabalyozhat6 felszabadulds miatt csokkenthetd a beadott
hatoanyagmennyis€ég, vagy az alkalmazas gyakorisiga, ami a mellékhatdsok
csokkenését eredményezheti. Kiilondsen az alacsony terapias indexszel rendelkezo és a
stlyos mellékhatdsokat okozo hatdanyagok esetén van nagy jelentésége ezeknek a
tényezOknek. A kivant cél legtobb esetben az, hogy elérjék a hatéanyag szelektiv
lokalizaciojat a beteg teriileten, pl. a tumorban vagy a gyulladt teriileten. A liposzémak
passziv  célbajuttatasa  (passziv  targeting) azon alapul, hogy a tumor
hipervaszkularizacidja ¢és az érfalak fenesztraltsdga miatt ezen a teriileten a
gyogyszerhordozok nagyobb aranyban léphetnek ki az érpalyabol és adhatjak le
tartalmukat. A tumorsejtek feliiletén nagyobb mennyiségben expresszalédnak egyes
receptorok, mint az egészséges sejteken. Ezen receptorok ligandjat a liposzomak
felszinére kotve fokozhatod azok eljuttatasa €s felvétele a tumorsejtekbe. Ezen az alapon
miikodik a transzferrinnel és folsavval ellatott vezikulak aktiv célbajuttatasa (Ryschich

¢és mtsai 2004, Sudimack és Lee 2000).

A liposzomak kiils6leges alkalmazas soran is hathatnak eldny6sen a hatéanyag
felszivodasara, borbe jutasara. Modellkisérletekben kimutattak, hogy a hidrofil carboxi-
fluoreszcein (Verma és mtsai 2003), illetve egyes hatéanyagok, mint a koffein (Touitou
¢és mtsai 1994) és a lidokain (Planas és mtsai 1992) lipidvezikulak jelenlétében a bor
mélyebb rétegeibe jutnak, mint nélkiiliik.

A hatdanyagok liposzomaba torténd felvétele harom folyamat révén valodsithatod
meg: a belsé vizes térbe torténd bezdrassal, a lipidrétegek és a vizes fazis kozti
megoszlassal, valamint az Un. ,,remote loading” eljarassal. Bezdrds soran foleg a vizes
oldatokban jol oldodo, hidrofil molekuldk ,kapszuldazasa™ torténik. Amennyiben a
hatéanyag oldékonysaga szerves oldoszerben jobb, mint a vizes oldatokban, s egyben
lipofil tulajdonsagu is, akkor a két fazis kozotti megoszidsrol beszélhetiink. Az ilyen
anyagokat tartalmaz6 liposzomdk eldallitisa soran — 4ltaldban a szerves fazis
vakuumban torténd elparolasa utan — az olddszer szerepét a lipid-szénlancok veszik at

(Chrai és mtsai 2001). Az n. ,,remote loading” technikaval olyan molekulak zarhatok
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liposzémaba, amelyek a kornyezet pH-jatol fiiggéen lehetnek semlegesek vagy
rendelkezhetnek toltéssel, azaz amfipatikus, gyenge savak vagy bazisok. A bezaras
alapja az, hogy a bezarand6 molekuldkat olyan oldatosszetétel (pH, sokoncentracid)
mellett adjak kiviilrdl a liposzémakhoz, amikor a bejuttatanddé molekuldk semlegesek,
vagy Ossztoltésiik nulla. Igy ezek, a toltéssel nem rendelkezd, lipofil molekulak képesek
atmenni a liposzoéma falan. A bejutott molekulak a kiils6tol eltérd, benti vizes fazis pH-
értékén toltést vesznek fel, igy membranpermeabilitasuk nagymértékben lecsokken.
Ezzel a mddszerrel nagyobb bezarasi hatasfok érhetd el, mint az el6z6, egyszeriibb
bezaraskor (amikor is csak joval kevesebb tipusu hatéanyag zarhaté be a ,,remote
loading”-gal 0sszemérhetd koncentracidban; ugyanakkor a hatéanyag kémiai felépitése
korlatozza a ,,remote loading” modszer alkalmazhatosdgat). E technika alkalmazasaval
lehetséges példaul morfinszarmazékok, glukokortikoidok vagy a rakellenes terapidban
hasznalt doxorubicin bezarasa (Alam és Hartrick 2005, Avnir és mtsai 2008, Budai és
Szdgyi 2001, Chrai és mtsai 2001, Zucker és mtsai 2009).

A liposzomék sok elony0s tulajdonsaga és hatdsa mellett meg kell emliteni azt,
hogy a liposzomarendszerek is kivalthatnak sulyos allergias reakciot, — 1n.
komplement aktivacidos pseudoallergiat (az angol rovidités szerint CARPA) —
anafilaxids sokkot az immunrendszer aktivalasaval. Ez a hatas csokkenthetd olyan
molekuldknak a lipidréteghez torténd kotésével, amelyek csokkentik annak lehetdségét,
hogy az immunrendszer testidegennek ismerje fel a lipidvezikulakat és a bejuttatott
hatéanyagot. Ezt polietilén-glikol oldallanccal rendelkezd lipidmolekulédkkal lehet elérni
(pegilalt liposzomak).

Az utdbbi évek intenziven vizsgalt teriilete a doxorubicin liposzomalis formajanak
(Doxil, Caelyx) immunrendszer-aktivalo hatasa. Ebben az esetben maga a hatéanyag az,
ami megvaltoztatja a vezikuldk alakjat (3. &bra), felismerhetévé téve igy ket az

immunrendszer szamara (Szebeni és mtsai 2012).
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3. abra A doxorubicint (Doxil) (A), ciszplatint (SP1-077) (B) és hatéanyagot nem
tartalmazo vezikuldk transzmisszios elektronmikroszkopos képei. A
méretvonal 100 nm-t jelent (Szebeni és mtsai 2012).

A vezikuldk alakjan kiviil, azok nagy mérete, multilamellaris szerkezete vagy
magas koleszterintartalma (71 %) is kivalthatja a komplement rendszer aktivalasat
(Szebeni és mtsai 2000). A vezikulak toltése szintén szerepet jatszik: a semleges
liposzomak nem, mig a pozitiv és negativ toltéstick két kiilon utvonalon aktivaljak a
komplement rendszert (Chonn és mtsai 1991). Kutatasok alapjan azonban csupan a
negativ feliileti toltés, azaz zéta-potencial nem feltétleniil elégséges az immunvalasz
kivaltasdhoz, a megfelelé funkcids csoportok jelenléte is sziikséges: csak karboxil-
funkcids csoporttal rendelkezd liposzomak esetén nem tapasztaltak aktivalodast, mig

foszfat-csoportok jelenlétében igen (Sou és Tsuchida 2008).

2.2.2. A liposzoma tulajdonsagainak valtozasa a hatéanyag — lipid
kolcsonhatas kovetkeztében

Egy hatdanyag liposzomaba torténd zarasakor gyakran 1€p kolcsonhatisba az
adott lipidrendszerrel. Fontos a 1étrejovo kolcsonhatas ismerete, hiszen annak mindsége
¢és erdssége megvaltoztathatja a vezikuldk egyes fiziko-kémiai paramétereit, vagy akar
befolyasolhatja a bezarasi hatasfokot, a hatdanyag felszabaduldsanak sebességét. Ennek
érdekében vizsgalni kell, hogy a hatéanyag a lipofilitdsanak megfeleléen a liposzéma
membranjaba agyazodik-e, vagy annak felszin¢hez kotddik, esetleg vizben jol oldodo
molekula esetén csupan a belsé vizes fazisban helyezkedik-e el. Amennyiben a
Osszetétele, toltése ismert, akkor ezek a tulajdonsdgok mar tdmpontot nyujthatnak
ahhoz, hogy a liposzomalis formulacié miként valosul/valosithatdé meg (Fatouros és

Antimisiaris 2002).
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Egy lipofil molekula bedgyazodasa a lipidmolekuldk fejcsoportjanak vagy a
zsirsavlancoknak a  régigjdba  megnyilvanulhat a lipidek  mobilitasanak,
rendezettségének valtozasaban. Ennek a jelenségnek klasszikus példajat mutatja a
sejtmembranok és liposzomak gyakori alkotoja, a koleszterin jelenléte a membranban.
A koleszterin a lipidre jellemzd T, felett (folyadékkristalyos fazisban) a fluid
zsirsavlancokkal kolcsonhatasba 1épve noveli a rendezettséget, azaz rigidebbé teszi a
membrant. Ty, alatti homérsékleten (gél fazisban) csokkenti annak rendezettségét,
fluidabb és permeabilisabb szerkezetet eredményezve (Lasic 1995). Egyes molekulak
kotodése valtozast idézhet eld a T értékében, mint példaul a propofol, ami a biologiai
és mesterséges membranok gél-folyadék fazisatalakulasanak homérsékletét és a
mikroviszkozitast csokkenti, vagyis fluidabba teszi a membrant (Bahri és mtsai 2005,
Momo ¢és mtsai 2002, Tsuchiya 2001). Kalcium és magnézium ionok esetében a Tp
novekszik, azaz a membran rigidebbé valik (Kataoka és mtsai 1985).

Kevésbé lipofil, vizben is 0ldodo hatéanyagok inkabb a polaris fejcsoportokkal
Iépnek kolcsonhatdsba befolyasolva akdr a membran integritdsat. Példaul, amikor
szarvasmarha szérum albuminja (BSA) adszorbeidlodik DPPC/DPPG keverék-
liposzomak feliiletén, noveli azok permeabilitasat (Yokouchi és mtsai 2001).A human
szérum albumin (HSA) adszorpcidja is befolyassal lehet a véraramba juttatott
vezikuldkra, ami akér eldnyteleniil is megvaltoztathatja a hatdéanyagok kidramlésat,
ugyanis kimutattdk, hogy a HSA adszorpcidja befolydsolja az unilamellaris és a
multilamellaris vezikulak fazisatalakulasi homérsékletét (Galantai és Bardos-Nagy
2000).

A feliileti adszorpciot altalaban eldsegitheti, ha toltéssel rendelkezd lipidek
elektrosztatikus koOlcsonhatasba 1éphetnek az ellentétes toltésti ionokkal vagy
gyogyszermolekulakkal (Bensikaddour, Fa, és mtsai 2008, Bensikaddour, Snoussi, és
mtsai 2008, Fatouros és Antimisiaris 2002, Tatulian 1983). A fent emlitett negativ
toltéssel rendelkezd BSA a vele azonos toltésii DPPC/DPPG keverék-liposzoma
felszinén adszorbealddik. Feltehetd, hogy ebben az esetben a molekulak kozotti taszitd
erdt hidrofob kolcsonhatas ellensulyozza (Yokouchi és mtsai 2001).

(Makro)molekuldk, ionok  kotddése a  vezikuldkhoz  ledrnyékolhatja,
megvaltoztathatja azok feliileti t6ltését, zéta-potencialjat, ami tobbféle szempontbdl is

fontos. Példaul, a liposzomak feliileti toltésében bekdvetkezd valtozasok, az alapvetd
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fizikai-kémiai kolcsonhatasok modosulasa révén, befolyasolhatjak a preparatum
méreteloszlasat, stabilitasat is. Irodalmi adatok talalhatok arra, hogy a negativ feliileti
toltéssel rendelkezd vezikuldk jelenléte segiti a hatdanyag (példaul a betametazon)

penetraciojat a bér mélyebb rétegeibe (Gillet és mtsai 2011), ugyanakkor a negativ

toltések feleldsek az immunreakciok aktivalasaért is (Szebeni és mtsai 2012).

2.2.3.  GUV-ok felhasznélésa kiilonboz6é tudomanyteriileteken

Az orias vezikuldk fOleg (bio)fizikai és biokémiai vizsgélatokban nyertek
felhasznalast. Ezekben a vizsgalatokban a vezikuldk modellmembran tulajdonsagat és

sejtméretli membranmodellként torténd alkalmazasat hasznaltak ki.

Nomura és munkatarsainak munkaja soran egy mesterséges transzlacios elegyben
a lipidvezikulak sejtmodellként vettek részt. Az in vitro transzlalt Apo-citokrom-b5 és
fazios fehérjéje — amik széles korben hasznalt modell membranfehérjék — lipofil
tulajdonsagokkal birnak, ezért vizes kozegben kicsapoédnak, nem a funkciojuk
ellatasahoz sziikséges konformaciot veszik fel. A vezikulak jelenléte azonban lehetdvé
tette a fehérjék beépiilését a lipofil kettdsrétegbe, eldsegitve ezzel a vizsgalatukat a
mitkodésiiknek megfelel6 allapotban (Nomura és mtsai 2008).

A citoszkeletdlis rendszer egyik alkotdjanak, az aktin filamentumnak
polimerizaciojat és annak koriilményeit vizsgalta Hotani €s munkacsoportja. A
sejtekben jelenlévd térfogati viszonyok jobb modellezésére orids lipidvezikuldkba
zartak aktin monomereket, majd vizsgaltak a keletkez6 filamentumok hatasat a GUV-ok

alakjara (4. abra).

4. abra Aktin polimerizdciojanak hatdsa a mesterséges lipidvezikulak alakjara:
dobverd (a) és diszkusz (b). A fluoreszcens felvételeken az F-aktinhoz
k6tddo rhodaminnal konjugalt falloidin lathato. c: albumint tartalmazo
liposzoma (Miyata és Hotani 1992)
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Ezzel a kisérletsorozattal ramutattak az aktin filamentumok sejtmembran-
stabilizalod szerepére: ugyanis kiilonbséget tapasztaltak a liposzomdk alaktartdsdban és
rigiditasaban akkor, ha az aktint, vagy albumint tartalmazott (Honda és mtsai 1999,

Miyata és Hotani 1992).

A lipidtutajok jelent6sége ismert a sejtmembranok szervezddésében (Isd. 2.1).
Ezeknek a szepardlt fazisoknak, vagy éppen a benniik specifikusan feldusulo
fehérjéknek a feltérképezése mind sejtmembranokban, mind azok modelljében
lehetséges; példaul konfokalis mikroszképpal, fluoreszcensen jelolt lipidek, fehérjék

felhasznalasaval (5. abra) (Garcia-Saez és Schwille 2008).

5. dbra Lipid domének vizsgalata orias vezikulan konfokalis mikroszkoppal
kiilonbozd fluoreszcens festékkel jelolt lipidek haszndlataval (Garcia-Saez
és Schwille 2008).

A lipidek diffuzidja kovethetd a fluoreszcens jel egy adott teriileten torténd
kiégetése (bleach) utan a még fluoreszcensen aktiv lipidek vandorldsanak kovetkeztében
mérhetd intenzitdsnovekedéssel, az Ugynevezett ,fluorescence recovery after
photobleaching” (FRAP) technikaval (Alberts és mtsai 2008). Fluoreszcencia
korrelacios spektroszkopiat alkalmaztak GUV-okon, illetve ¢él6 sejteken is. E
modszerekkel a lipidek diffuzids egyiitthatojanak meghatarozasa mellett lehetéség volt
lipidkoncentraciok, megoszlasi hanyadosok, molekularis kdlcsonhatasok, mint példaul
lipid — fehérje kolcsonhatasok vizsgalatara is (Garcia-Saez és Schwille 2008). Egy
tovabbi érdekes alkalmazasi lehetdséget nyujt a lipidvezikulak szilard feliileten torténd
szétteriilésével 1étrejové Un. ,supported lipid bilayer" (SLB). Ez a jelenség
megfigyelhetd példaul csillam, vagy iiveg felilleteken. Az SLB fluoreszcens
mikroszkopos technika mellett vizsgalhatd atomeré mikroszkoppal (AFM) és optikai
hullamvezeté modus spektroszkopia (OWLS) technikakkal is (Az altalam készitett
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GUV-preparatumokat hasznaltdk egyiittmiikddd partnereink egy ioncsatorna-aktivitas
kimutatasara alkalmazando6 szenzor kifejlesztésekor (Székacs és mtsai 2013)). Az SLB-
k szintén hasznalhatbak gyogyszerhatbanyagok vagy fehérjék kolcsonhatasanak

vizsgalatara, vagy specialis 0sszetétel esetén nanotechnoldgiai szenzorokként.

2.3. A vizsgalt hatéanyagok jelentosége

2.3.1. Fluorokinolonok a terapidban

A nalidixsav fluorozott szarmazékai, a fluorokinolonok, a DNS-girdz enzim
gatlasaval fejtik ki baktericid hatdsukat. Széles spektrumu, kemoterapias szerként a
csoport tobb tagja egyarant hatékony Gram-negativ ¢és Gram-pozitiv, illetve
intracellularis baktériumokkal szemben is. Fontos szerepet toltenek be a koérhazi- ¢és
igen széles korben hasznalt ciprofloxacin (CPFX) ¢és a kiemelkedden erds
fényérzékenyitd hatast lomefloxacin (LMFX). A klinikai gyakorlatban foleg a szem, a
fiil, a tiid6 és a hugyutak fert6zésekor alkalmazzak azokat (Appelbaum és Hunter 2000,
Graber és Ludwig 2006, Majumdar és mtsai 1992). A két vegyiilet hatékonysagat tobb
vizsgalat sordn is  Osszehasonlitottdk, példaul bakteridlis prosztata-, ¢&s
csontveldgyulladasban. Az eredmények arra utalnak, hogy az LMFX kisebb dozisok és
ritkabb adagolds mellett is van olyan hatékony, vagy éppen hatékonyabb is lehet mint a
CPFX (Greenberg ¢és mtsai 2000, Naber 2002). Jo felszivodasuk eredményeként
szamolni kell szisztémas mellékhatasaikkal, amelyek koziil a leggyakoribbak ¢&s
legsulyosabbak koz¢é a gasztrointesztinalis tiinetek és a fototoxicitas tartoznak (Graber
¢s Ludwig 2006). Helyileg alkalmazva a borgyogyaszatban, szemészetben, fiil-orr-
gégészetben kevesebb mellékhatds fellépésével szamolhatunk, mint szisztémas
alkalmazas esetén. Oldatuk hatasosnak é€s jol tolerdlhatonak bizonyult példaul akne,
Gram negativ folliculitis (Vali és mtsai 2009) és kotOhartya-gyulladas kezelésében
(Gallenga és mtsai 1999). A jobb biologiai hasznosithatosag és terapids index elérése
érdekében a CPFX mikroméretli szemcséinek pulmondris uton torténd bevitelét is
vizsgaljak pl. cisztas fibrozis és antrax kezelésében (Zhao és mtsai 2009).

Gyogyszerszallitd rendszer, példaul a liposzomak alkalmazédsa megoldast nytjthat
az emlitett mellékhatdsok mérséklésére. Liposzomaba zart fluorokinolonok
antimikrobas aktivitdsanak in vitro vizsgalata soran a minimalis gatld koncentraciod
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(MIC  érték) legalabb 50%-kal csokkent a szabad formaban alkalmazott
fluorokinolonokéhoz képest (Pinto-Alphandary és mtsai 2000, Puglisi és mtsai 1995),
ami a toxicitds csokkenését jelentheti. Az irodalom szerint a fluorokinolonok
bomlastermékei, illetve a keletkezd reaktiv oxigén gyokok (ROS) felelosek a
fényérzékenyité mellékhatasért (Albini és Monti 2003, De Guidi és mtsai 2011, Fasani
és mtsai 1997, Lhiaubet-Vallet és mtsai 2009, Martinez és mtsai 1998). fgy a

liposzomalis formulacié kedvez6 hatast lehet, ha csokkenti a hatéanyag bomlésat vagy

crcr

2.3.2. A koffein ¢€lettani hatasai és bezarasa liposzomaba

A koffeinnek sok élettani hatdsa ismert, példaul a kdzponti idegrendszerre kifejtett
stimuldlé hatdsa miatt széles korben alkalmazzak. Serkentéen hat a dopamin, az
adrenalin és a noradrenalin felszabadulasara. Diuretikus hatasu, serkenti a gyomorsav és
gatlasaval a cAMP szint emelkedését eredményezi, aminek kovetkeztében hatassal van
pl. az intracellularis Ca®*-szintre, a sziv frekvenciajara, a szivizom kontrakciojanak
erejére, tovabba a horglkre 1s. Gyakran hasznaljdk fajdalomcsillapitokkal

kombinécioban, ugyanis agyi érsziikité hatasaval potencirozza azok analgetikus hatasat.

Kiilséleg alkalmazva a koffein els6 sorban helyi hatast ér el a hiperproliferativ
(cellulitis kezelése, zsirégetés eldsegitése). Ugyanakkor, percutan alkalmazva is elérhetd
a koffein bronchodilatdcidhoz sziikséges szisztémas, terdpids szintje, igy biztonsagosan
alkalmazhaté ujsziilottek 1égzési rendellenességének kezelésében (Amato és mtsai
1991).
cél miatt is torténhet: i.) a bérben helyileg hatéanyag-rezervoar l1étrehozasara, ii.) a
hatdéanyag szisztémas terapids szintjének elérésére. Ezeknek a céloknak eleget tesz a
liposzomalis formulacio (Touitou és mtsai 1994, Verma és mtsai 2003).

A koffein hatdsat adenozin receptorokhoz kapcsolddva fejti ki, igy atjutasa a
sejtmembranon nem sziikséges, aminek az alacsony lipofilitasa (logP -0,07-0,5) nem is
kedvezne (Szakonyi és Fiilop 2010). A kotdédés hatasara a receptor intracellularis

részének konformacidvaltozasa indit be olyan sejtfolyamatokat, amik a koffein
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fiziologias hatasat eredményezik. A molekula az Aja-receptor hidrofob zsebébe kot be,
illetve H-kotést 1étesit a receptor egyik aszparaginjanak (Asn253) karboxamid
csoportjaval (Dore és mtsai 2011)(6. abra). A koffein eme tulajdonsagai a lipidekkel
lehetséges koOlcsonhatasai miatt fontosak, mert mind hidrogénhidak, mind hidrofob

kolcsonhatasok létrejohetnek a két molekulafajta kozott.

M2707-35
F168 1274739
N7
. [ B N253655
caffeine e 0Céq..
N3' ®
o ®, oN
H2787:43 .cz ® | o405t
3.32
e M177538
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6. dbra Hidrogénhid kialakulasa a koffein és az adenozinya- receptor aszparaginja
kozott (Dore és misai 2011)

2.3.3. Ciklodextrinek felhasznaldsa

A ciklodextrinek (CD) o-D-gliikopirandz egységekbdl felépiild, ciklikus, henger
alaktl oligoszacharidok. A henger kiilsé felszine polaris, ezért a ciklodextrinek —
felepitésiiktdl fliggben — vizben tobbé-kevésbé oldodnak. Belsd felsziniik apolaris,
amibe apolaris csoporttal rendelkezé vendégmolekulakat, gyokoket nem-kovalens
kotéssel tudnak bezarni, igy javitjdk azok latszolagos oldhatosagat. Emiatt a
ciklodextrinek jelentdsége a gyogyszerészetben ¢€s gyogyaszatban egyre nd, hiszen
zarvanykomplex képzésével lehetévé valik egy készitményben a terapids ddzisnak
megfeleld koncentracio elérése rossz oldékonysdgi hatdanyagok esetén is. CD-
formulalas hatdsara sok esetben javult a hatdanyagok biohasznosithatdsdga és modosult
a hatéanyagleadas is (Panini és mtsai 1995, Stella és Rajewski 1997). Egy Osszetettebb
rendszer létrehozdsaval, amikor a hatoanyag-CD komplexét zartdk liposzdmaba,
kedvezden befolyasoltak a bezarasi hatasfokot (Piel és mtsai 2006) és a terapias hatast is

(Dhule és mtsai 2012).
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A hatéanyag komplexalasa CD-vel befolydsolhatja a fotostabilitast is. Vizsgalatok
alapjan a komplex egyes vendégmolekulak fotobomlasat lassitja (Godwin és mtsai
2006, Lopez-Garcia és mtsai 2010), mig masokét gyorsitja (Wang és mtsai 2007).
Ofloxacinnal végzett kisérletek soran B-CD-be zarva a hatéanyag oldhatdsaga ugyan
tObbszorosére nott, de fotobomlasanak sebessége nem csokkent (Koester és mtsai
2001). Cirkularis dikroizmus és 2D NMR vizsgalatok azt mutattak, hogy az ofloxacin
masképpen helyezkedik el a hattagt (o) és a héttaga (B) CD-k iiregében: mig az a-CD
csak részlegesen, addig a B-CD szinte teljesen magaba zarja az ofloxacint (a piperidin
gylrit szabadon hagyva) (Toth és mtsai 2012). A ciklodextrinek érdekes tulajdonsaga
az, hogy bizonyos esetekben az optikai izomerek kozott is kiilonbséget mutatnak a
bezérasi hatasfokukban, igy a lomefloxacin két optikai izomerjét is el tudtak kiiloniteni
B-ciklodextrin-szulfat vagy hidroxipropil-p-ciklodextrin segitségével (Wei és mtsai
2010, Zhou és mtsai 2006).

2.4. Az alkalmazott mérési modszerek osszefoglalasa

2.4.1. A zéta-potencial és mérése

Egy kolloid rendszer stabilitdsat az azt alkotd részecskék feliileti toltésstirlisége,
ezaltal azok zéta-potencidlja (C-potencial) nagymértékben befolyasolja. A zéta-potencial
nagysaga az ion-ion, ion-dipol kélcsonhatasok miatt fligg a rendszert alkoto lipidek és a
rendszerben jelenlévd tovabbi toltott részecskék fajtdjatdl, koncentraciojatol; ezért a
zéta-potencial fiigg a kozeg pH értékétdl és ionerejétdl is. Kisérleti eredmények azt
mutatjak, hogy amennyiben a zéta-potencial abszolut értékben nagyobb, mint ~20-30
mV (azaz negativabb —30 mV-ndl, vagy pozitivabb +30 mV-nal), a rendszer kolloidikai
szempontbol stabilnak tekinthetd (Hunter 1981, Wu ¢és mtsai 2011). Ezek alapjan
szuszpenziok, emulziok, vagy liposzomak esetén az abszolut értékben 30 mV-nal
nagyobb zéta-potencial miatt a részecskék kozott 1étrejovo taszitds akadalyozza azok

A zéta-potencial meghatarozhato a részecskék elektroforetikus
mozgékonysaganak (elektroforetikus mobilitas) alapjan. Az elektroforézis jelensége
soran az elektromos mezdben az ellentétes toltésli elektrodok felé haladd részecskék

sebessége a lézer doppler sebességmérés (angol rovidités szerint LDV) modszerével
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mérhetd, igy a Henry egyenletet [1] felhaszndlva a részecskék zéta-potencialja
szamolhato.

2eq f(ka)

Ugp = 37

[1]

ahol Ug az elektroforetikus mozgékonysag, { a zéta-potencial, ¢ a kozeg
dielektromos allando6ja, m a viszkozitas és f(xa) a Henry fliggvény (Hunter 1981). A
Henry-fiiggvény értéke 1,0 és kozelitdleg 1,5 kozott valtozhat. Ennek pontos értéke
fiigg, példaul, a részecske méretétdl, felépitésétél (Ermakov és mtsai 2001, Malvern-
Instruments 2013, Marcelja 1976, Matsumura és mtsai 1999, Ohki 1984, 1984, Ohki és
Kurland 1981, Ohki és Ohshima 1984, Ohshima 2002, Sou 2011, Verbich és mtsai
1999). A zéta-potencial mérése alkalmas lehet ionok, egyes hatoanyagok
liposzomakhoz kotédésének kimutatasara (Datta és mtsai 2009, Ermakov és mtsai 2001,
Ermakov és mtsai 1998, Forsyth és mtsai 1977, Iraolagoitia és Martini 2010, Ohki
1984).

2.4.2.  Elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkdpia

Az ESR spektroszkopia alkalmas a liposzomak fluiditasanak, a lipidmolekulak
egymas kozott, illetve mas molekuldk (példaul gyogyszermolekuldk) kozott fellépd
molekularis kolcsonhatasanak, azok valtozasainak mérésére. A parositatlan elektronokat
tartalmazd molekuldk elektronjainak degeneralt energiadllapotai magneses térben
felhasadnak (Zeeman-felhasadas), azaz a kiilonbozé spinallapotokhoz kiilonb6z6
energiadllapotok tartoznak. Megfeleld frekvencidji mikrohullamt elektromégneses
sugarzas atmenetet indukal a paramagneses molekula kiilonb6z6 energidju elektronspin
allapotai kozott. Az ESR spektroszkopiai mérések soran ehhez az atmenethez sziikséges

abszorbealt energia spektralis detektalasa torténik (Kosman 1984, Nordio 1976).

Membréanok, liposzémak vizsgalata soran Un. paramagneses monitorcsoportként
gyakran nitroxid-csoportot tartalmazd szabadgyokot hasznalnak, melyeket pl.
kiilonboz6  szerkezet lipid (pl. foszfolipid, zsirsavak), koleszterin, alifas
szénhidrogénlancok, vagy mds a membran felépitésében résztvevd molekulakhoz
kotnek. A ,riporter”-, vagy ,,monitor’-molekula szerkezetét ugy valasztjdk meg, hogy

ezek szerkezete minél jobban hasonlitson a vizsgdlandd lipidekéhez, vagy mas
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membrandsszetevohoz. Azaz, minél kisebb legyen a perturbacid: a jel6ld molekula nem,

vagy csak minimalisan véltoztassa meg a kornyezetét.

Az ESR spektrumok alapjan, tobbek kozott, két 1ényeges tulajdonsag hatarozhato
meg: 1.) a monitorcsoport kornyezetének polaritasa és 2.) a molekulak rotacios
diffazidja. A spektrumok nem csak a rotacids diffuzid korrelacids idejére érzékenyek,
hanem a rotacids diffuzid térbeli rendezettségére is. E két utobbi jellemz6 az, ami mint
»kiatlagolt” kozos tulajdonsag, a fluiditasként ismert fogalomnak felel meg. Ezaltal
minél nagyobb a térbeli rendezettség és minél kisebb a molekularis forgas sebessége —
amit a rotacios diffuzids egyiitthatoval jellemezhetiink — annal kisebb a fluiditas.
Forditott esetben a rendszer fluditasa nagyobb. Liposzomdk esetén példaul a fluiditas a
hémérséklet emelésével nd, mert a molekuldk forgasa gyorsabba valik, s ugyanakkor a
térbeli rendezettség — a kevésbé szoros molekuléris illeszkedés kovetkeztében —
csokken; nagyobb térszogben mozoghatnak a molekuldk. A rotacios diffuzids
egylitthato, valamint a molekularis ,,pakoltsag” a lipidek egymds kozotti illetve a
lipideknek més molekulakkal torténd kolcsonhatdsatol fiigg. Amennyiben a szénlanc
mentén vizsgaljuk a molekularis mozgasokat, ugy megallapithato, hogy a fejcsoportok
kozotti erés kolesonhatasok kovetkeztében a fejcsoporttdl kiindulva a rendezettség
csokken, a rotacios diffuzid sebessége nd. A membranok ESR spektroszkopiai
vizsgalatakor pl. két kiilonb6zé mélységben szokdsos felderiteni a kolcsonhatasok
valtozasat: egyrészt a fejcsoportokhoz kozeli régidkban, masrészt a szénhidrogénlancok
végeén. Lehetdség van arra is, hogy a fejcsoportoknak a vizes fazis felé exponalt szintjén

végezziink méréseket (Griffith és Jost 1976, Smith és Butler 1976).

Az ESR spektrumok egyszeriisitett kiértékelése. Az ESR spektrumrdl leolvashato a
két legtavolabbi cstics tavolsaga, ami a maximalis hiperfinom csatolasi allandd
kétszerese (2Ama) (7. 4bra). Ertéke fiigg a membran fluiditdsatol: alacsonyabb
hémérsékleten, vagy rigidebb membranok esetén nagyobb csatolési alland6t mérhetiink.
Amennyiben ez a tavolsdg nem olvashatdo le egyértelmilien, akkor a fluiditas
jellemzésére mas csucsok tavolsagait, vagy aranyait hasznalhatjuk (Kosman 1984). A
mért hiperfinom csatolasi allando, valamint a mozgésmentes allapothoz tartozo
hatarértéke alapjan kiszamithatd az un. rendparaméter, ami mind a molekularis
rendezettséget, mind a rotacios diffuzid korrelacios idejét tartalmazza: tehat a fluiditast

fejezi ki. Egyes esetekben a molekuléris rendezettség és a korrelacids id6 kiértékelését
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csak részletes spektrumszimulacio teszi lehetévé (Budil és mtsai 1996, Szabo és mtsai

2004).

Intenzitas

Térerdsség (G)

7. abra Egy liposzomamembranba zart spin-jelolt zsirsav tipikus ESR spektruma.
2Anax: a kétszeres maximalis hiperfinom csatolasi allando

2.4.3. A bezarasi hatasfok és a hatéanyag-felszabadulds meghatarozasa

A bezarasi hatasfok, mint fogalom, definicidja az irodalomban nem egységes.
Egyes szerzOk csak a liposzomdk membranjaba, azaz a lipidrétegekbe bezart
hatoanyagot tekintik gy, mint bezart hatéanyag mennyiséget. Mdas szerzok —
értelemszerlien olyan esetekben, amikor a bezart vizes-fazis térfogata jelentds — a belsé
vizes fazisba bezart mennyiséget is a bezart hatbanyag mennyiségeként adjak meg. Az
utobbi esetben ismerni kell a lipidrétegek altal koriilzart térfogatot, vagy altalaban
feltarassal a teljes bezart mennyiséget meg kell hatarozni. Ebben az értelemben az
elvalasztasi technikak azok, amelyek meghatarozzak, hogy miként adjdk meg a bezarasi

hatasfokot.

24.3.1. A bezarasi hatasfok meghatarozasa

A hatéanyagot szallito lipidvezikuldknak a hatékony terapia szempontjabol fontos
tulajdonsaga a szallitott, azaz a liposzomaba zart anyag mennyisége, amit a liposzomak
bezarasi hatasfokaval fejeznek ki. Az el6zd fejezetben bemutattam, hogy a hatdanyag
tulajdonsagai alapjan a hatéanyagok alapvetéen harom helyen lehetnek: 1.) a liposzéma

bezart vizes fazisdban nem kotott formaban; 2.) a lipidrétegekhez kotve a vizes
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fazisban; 3.) a membranhoz kotve a membran lipidrétegeinek belsejében. A tOmeg-
mérlegegyenlet alapjan, a hatdanyag oldatbeli koncentracidja kisebb lesz a liposzomalis
formulacio készitésekor alkalmazott csss, koncentracional a kotddési folyamatok miatt.
A kotott mennyiség mérése akkor lesz pontos, ha az alkalmazott elvalasztasi modszer
képes a kotott — nem-kotott egyensuly allandosagat biztositani. Centrifugaléssal
elérhetd ez az elvalasztas, ¢és a feliiluszoban mért koncentracidé aranyos lesz a nem-
kotott hanyaddal. A bezarasi hatasfok ebben az esetben valdjaban a kotott hanyadra
vonatkozik: a paramétert a liposzomaba bezart hatbanyag mennyiségének (tomegének)
€s a preparatum Osszes hatdanyagtartalmanak hanyadosaként szamoljak. A bezarési
hatasfok (BH) szamolhatd a BH(%) =(Cgssz-Ckint)/Csssz* 100 képlettel is, ahol Csss, € Cint @
teljes preparatumban és a liposzomékon kiviili vizes térben mért hatdéanyagkoncentracio
(Benoit és mtsai 1985). A koncentracié mérése pedig barmilyen alkalmas moédszerrel
megvalosithatd. Munkam soran abszorpcids — spektrofotometrids modszereket

alkalmaztam.

2.4.3.2.  Bezdrasi hatdsfok és hatoanyag-leaddasi kinetika meghatdrozdsa
dializissel

A hatéanyagok leadasi kinetikajanak vizsgalatdban gyakran alkalmazott modszer
a dializissel torténd vizsgalat (Klebovich és mtsai 2012). Ennek soran a vizsgalni kivant
rendszert (pl. liposzémas formulacidt) megfeleld porusatmérdjii dializalo-membranba
helyezik. A dializdl6 membran egyik oldalan alland6 keveréssel biztositjadk a homogén
eloszlast, mig a masik oldalon allando, vagy szakaszos térfogatcserével mintat vesznek.
kinetikdra. A leadds sebességi allandojatol filiggd mérési id6 végén a hatdanyag
Osszmennyisége illetve a megfelelé koncentraciok meghatarozhatok (Moreno-Bautista
és Tam 2011, Zambito és mtsai 2012). Alapvetden harom tényez6t6l fiigg, hogy a
leadasi kinetikat megfeleléen hatarozzak-e meg: 1.) gondoskodni kell arrol, hogy a
koncentraciogradiens ne valtozzon jelentés mértékben a dializis soran; 2.) a dializalando
térfogat elhanyagolhat6 legyen a dializalo térfogathoz képest; 3.) a dializdl6 membran
legyen csaknem teljesen permeabilis a hatdanyagra (Zambito és mtsai 2012). Az utdbbi
megszoritds feloldhatdo, ha a dializis kinetikdjara vonatkoz6 méréseket a csak

hatéanyagot, de pl. liposzémat nem tartalmaz6 mérésekkel is kiegészitjiik. A GUV-bol
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torténd  hatéanyag-felszabadulast az elézéeknek megfeleld transzport-modellt

kidolgozva irtuk le (Kaszas és mtsai 2013).

2.4.4. Konfokalis lézer-pasztazomikroszkopia

A konfokalis 1ézer-pasztazomikroszkdpia (konfokalis mikroszkopia) a modern
fluoreszcens fénymikroszkopiai eljarasok kozé tartozik. A konfokalis mikroszkopok
elénye az epifluoreszcens mikroszkopokkal szemben, hogy képesek egy adott
mélységbdl és nem a minta teljes keresztmetszetébdl érkezd jelek detektdlasara. A
kiilonb6z6é mélységekben, azaz a z-tengely vékony rétegeiben végzett x-y sikbeli
pasztazasok eredményeként az objektum virtudlis szeletelése megy végbe.

Miikédesi elve. A fluoreszcens molekuldk gerjesztése 1ézerrel torténik. Az emittalt
fotonok mieldtt a detektorba jutnanak egy sziik aperturan haladnak at. Mivel az apertura
konjugalt viszonyban van az objektiv fokuszsikjaval, az utobbibol érkezd nyaldbok az
objektivbdl kilépve parhuzamosak, igy a tubuslencse az apertira nyilasara fokuszalja
Oket, vagyis azok veszteség nélkiil juthatnak a detektorba. Az objektiv fokuszsikja alatti
vagy feletti rétegekbdl érkezd fotonok Ossze-, illetve széttartd sugarakként 1épnek ki az
objektivbdl, aminek kovetkeztében a tubuslencse utan azok az apertura elé vagy mogé
fokuszalodnak. A fokuszsiktol minél tavolabbrél indul egy fluoreszcens jel, annél
jobban elnyelédik az apertira sikjaban, anndl kisebb intenzitdst eredményezve a
detektorban, illetve a képen. Az apertira méretének csokkentésével javithato a z-tengely
menti feloldas, azaz a ,,szeletvastagsag”, amely nagysagrendileg akar egy mikrométer is
lehet. Egy réteg x-y irdnyl pasztdzasaval az adott fokuszsik kétdimenzids képét kapjuk.
A z-tengely mentén 1épésenként (100 nm — néhany pum) elvégezve az adott fokuszsikok
pasztazasat, ezeket a képeket szoftver segitségével térhatasu, ,.,haromdimenzios” képpé

illeszthetjiik (8. abra) (Damjanovich és Vereb 2007).

Liposzodmakrdl torténd transzmisszids vagy fluoreszcens mikroszkopos képalkotas
az Orids vezikuldk, esetleg MLV-k esetén lehetséges. A liposzomak vizsgalatdnal
eléforduld paraméter, a belsd vizes fazis megléte vagy hidnya faziskontraszt,
transzmisszios vagy epifluoreszcens technikdval nem mutat egyértelmii kiilonbséget,
azaz a liposzomak és a vizes fazist nem bezard emulzidcseppek nem konnyen
kiilonboztethetdek meg. Konfokalis mikroszkopos képeken azonban, mivel a

vizsgalandd objektum keresztmetszetérdl alkothatunk képet, a fluoreszcens lipidek,
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vagy mas, csak lipidekben oldodé fluoreszcens festékek inkorporalasaval készitett

liposzomak ftires karikaként, az emulzidcseppek vilagito ,,telikorként” jelennek meg

8. abra Fluoreszcensen festett GUV-preparatum kétdimenzios rétegfelvételei és a
beldliik osszeallitott térhatasu (,, haromdimenzios”) kép (sajat felvétel).

Az utdbbi években egyre nagyobb érdeklddés fordul a GUV-ok fluoreszcencids
vizsgélatai felé. Specialis festékek alkalmazasdval az alacsonyabb és magasabb
olvadaspontt (fluidabb és rigidebb) lipidosszetevokbdl felépitett liposzomak vizsgalata
is eldtérbe keriilt. Ennek jelentdsége az, hogy a bioldgiai membranoknal megismert
,raftok” szerkezete modellrendszerek segitségével is tanulményozhat6. Erre mutat

példat a 9. abra (Juhasz és mtsai 2012).
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9. dbra Harom fluoreszcens festékkel egyidejiileg jelzett GUV-0krol késziilt
konfokdlis felvétel (Juhasz és mtsai 2012). Jol lathato a felvételi
homérsékleten egymas mellett létezo, kiilonbozo fluiditasu domének
rendezddeése és az egyes festékek eltéré doménekben valo megjelenése.

2.45. Tomegspektrometria

A tomegspektrometria a diagnosztikdban ¢€s az alapkutatdsban is egyre nagyobb
teret hoditd analitikai modszer. Molekuldk ionizélasat, fragmentalodasat kdvetden
valosul meg azok tomeg/toltés (m/z) szerinti elvalasztdsa, vagyis meghatarozhato a
molekuldk tomege és mennyisége. A tomegspektrometria széles tomegtartomanyban
hasznalhato, szelektiv és kiilonb6z6 elvalasztastechnikai moddszerekkel kombinalhato,
ebbdl kifolydlag és a kiilonbozd ionizdcids technikdknak koszonhetéen alkalmas
keverékek és matrixok vizsgalatara is. A gyogyszerészeti teriileten kiemelt jelentdségii a
hatéanyagok és bomlastermékeik kvalitativ és kvantitativ meghatarozéasa bioldgiai

matrixokban.

A tomegspektrométer (MS) felépitése. Az ionforrasban torténik a molekulak
gazfazisba vitele és ionizdcidja, ami tobb elven is megvalosulhat. Az ionizécids
technikak koziil az altalam is hasznalt elektroporlasztasos ionizaciot (ESI) emelném ki,
amely alkalmas biologiai makromolekuldk méréséhez, és lehetdvé teszi az MS nagy
hatékonysagu folyadékkromatografidhoz (HPLC-hez) kapcsolasat, mivel atmoszférikus
nyomdason milkddik. A spray technika alkalmazasa soran a HPLC-bdl jovo folyékony

mintabol inert gazzal (nitrogénnel vagy argonnal) porlasztva toltéssel rendelkezd,
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aeroszol cseppek keletkeznek. Innentdl azért, hogy a molekuldk mas gazrészecskékkel
ne litkozzenek, vakuumban haladnak tovabb, ami eldsegiti az oldoszer parolgasat is, igy
a cseppek méretének csokkenését és toltéssiirliségének novekedését. Az analizatorban
torténik az ionok tomeg/toltés (m/z) hanyados szerinti elvalasztasa, azaz csak a
megfeleld m/z aranyu ionok jutnak el a detektorba. Az egyik legelterjedtebb analizator a
harmas kvadrupdl (QQQ), amit igen gyakran hasznalnak ESI-vel kombindlva. A mérés
eredménye az MS-spektrum, amin a csucsok helye az m/z értéknek felel meg, a csticsok

intenzitasa pedig aranyos a bevitt anyagmennyiséggel (Damjanovich és Osvath 2007,

Somogyi 2008).
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3. Célkitiuzések

A gyogyszerkutatasok folyamatosan el6térben 1évo teriilete a kiilonb6zd
gyogyszerformak kidolgozasa a hatéanyagok minél hatékonyabb, mellékhatasok nélkiili
célbajuttatasa érdekében. Tobb évtizedes kutatasok azt mutatjak, hogy a liposzomalis
készitmények igéretesek lehetnek az el6zo célok eléréséhez. Ezeknek a formulacidknak
a biofizikai, molekularis biofizikai médszerekkel torténd vizsgélatai ezért fontosak; a
hatéanyagoknak a liposzomakkal valé alapvetd fizikai-kémiai kolcsOnhatasainak
megismerése az, ami valaszt adhat arra, hogy lehetséges-e majd a terdpias hatdsokban
kedvezébb eredményeket elérni. A molekularis mozgasok, illetve rendezettség
jellemzésére alkalmas modszer, tobbek kozott, az ESR spektroszkdpia. Munkam soran
ezt a technikat alkalmaztam a liposzomdk fluiditasanak jellemzésére. A kotodési
folyamatokat részben zéta-potencidl mérésekkel, részben -elvalasztisi modszerek
segitségével vizsgaltam. A tomegspektrometria nagy érzékenysége tette lehetdévé, hogy
a modell hatéanyagként valasztott lomefloxacin fotobomlasat vizsgaljam.

Munkam soran a kdvetkezd célokat tliztem magam elé:

1. Az orias egyrétegli/tobbrétegli liposzomak preparalasi  koriilményeinek
optimalizalasa annak érdekében, hogy a mintdk alkalmasak legyenek spektroszkopiai
vizsgalatokra.

2. A ciprofloxacin antibiotikum, mint modell hatéanyag bezarasi koriilményeinek
optimalasa kiilonb6z0 mérettartomanyu €s rétegszamu liposzémarendszerekbe.

3. Koffein—liposzéma kolcsonhatas jellemzése ESR spektroszkopiai modszerrel,
fizikai-kémiai tulajdonsagok kiilonbségének vizsgalata telitett és/vagy telitetlen
lipideket tartalmaz6 liposzomak esetén.

4. A fluorokinolon hatéanyagok egyik fontos képviseldjének (ciprofloxacin)
kotddési és beépiilési tulajdonsdgainak leirdsa kiillonbozd méretii és rétegszami
liposzomak esetén.

5. A hatéanyag-leadéasi kinetika és a hatdanyagoknak a liposzoma membranon
keresztiil torténd permeabilitasdnak meghatarozasa és leirasa egyszerli, dializis mérések
kiértekelésével.

6. Lomefloxacin  fotostabilitisanak  meghatarozasa  kombinalt, liposzéma-

ciklodextrin formulaciok esetén.
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4, Anyagok és modszerek

4.1. Anyagok

A liposzémak eldallitasahoz hasznalt tojaslecitint a Fluka AG-tdl (Buchs, Svijc),
az L-o—dipalmitoil-foszfatidilkolint (DPPC), a dimirisztoil-foszfatidilglicerol natrium
sojat  (DMPGQG), dioleoil-foszfatidilkolint (DOPC) ¢és a szojalecitint (L-a-
foszfatidilkolint) a Sigma Chemical Co-t6l vasaroltuk. A mikroszkopos felvételekhez a
liposzomak membranjainak fluoreszcens festésére hasznaltuk a LissamineTM
rhodamine B-t, azaz az 1,2-dihexadekanoil-glicero-3-foszfoetanolamin trietanolamin
sojat (Rhodamin), amit az Avanti Polar Lipids-t6l szereztiink be. Masik fluoreszcens
jelolonk a 2-(12-(7-nitrobenzo-2-Oxa-1,3-Diazol-4-il)amino)dodecanoil-1-hexadecano-
il-sn-glicero-3-foszfokolin  (NBD C12-HPC, tovabbiakban NBD) volt (Life
Technologies, Magyarorszag, Budapest). A B-ciklodextrint (B-CD) és a 2-hidroxipropil-
B-ciklodextrint (HP-CD) a Cyclolab Kft-t61 kaptuk. A preparalashoz, illetve az oldatok
készitéséhez hasznalt kloroformot, metanolt, ciprofloxacin-hidroklorid monohidratot
(CPFX), koffeint, dinatrium-(etilén-diamin)-tetraacetatot (EDTA), szachardzt, Trizma®
bazist és hidrokloridot (TRIS) a Sigma Chemical Co-tdl szereztiikk be gy, mint a
dializal6 celluloz membrant (D9277) és a spinjel6loként hasznalt 5-doxil-sztearinsavat
(DOX-5). Az extrudalashoz hasznalt 50 és 100 nm-es porusatmérdjii polikarbonat
sziir6ket a Schleicher&Schuell GmbH-t6l (Dassel, Germany) vasaroltuk. A kiilénb6zo
hataroztuk meg (BioAssay Systems, USA). Liposzomak sziirésére a Pall Austria Filter
GmbH termékét, a Nanosep centrifugacsovet hasznaltuk. Minden Kkisérlet soran
deionizalt, ultraszlrt vizet hasznaltunk (Milli-Q system, Millipore, Magyarorszag). A
zéta-potencial mérésekhez DTS1061-tipustt mérdcellakat (Malvern Instruments Ltd.)
hasznaltunk. A cella tisztitasat Hellmanex 2%-os oldataval végeztiik (Hellma Analytics

GmbH Germany).

4.2. Torzsoldatok

4.2.1. GUV-mintik készitéséhez

A lipideket kloroform: metanol 98:2 aranyu keverékében oldottuk (altalaban 5-20

mg lipid/ml koncentracioban) és hasznalatig -20°C-on taroltuk. A kiilonboz6
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méréstechnikak részben eltérd koncentracioju lipidszuszpenzidkat igényelnek. Az egyes
mérési technikdkhoz hasznalt sziikebb koncentracidtartomanyt az adott mérés
koriilményeinek leirasakor részletezem. A liposzomakat tisztan tojaslecitinbdl vagy 90
mol% DPPC és 10 mol% DMPG kevere¢kébdl allitottuk eld. A hidralashoz hasznalt
puffer 20 mM szacharozt, 0,1 mM EDTA-t és 20 mM TRIS-t tartalmazott, pH-jat
kalium-hidroxiddal vagy s6savval allitottuk a kivant értékre (pH 7,2 vagy 5,4). A CPFX
oldatat mindig frissen készitettiik: a hatéanyagot 0,5 mg/ml (~1,3 mM) koncentracioban
oldottuk az el6z6 pufferben, majd pH-jat 5,4-re allitottuk. Mivel a CPFX oldhatosaga
magasabb pH értékeken alacsonyabb, a 7,2-es pH-ju oldat eléallitasahoz a hatéanyagot
elészor pH 5,4-es pufferben oldottuk, majd a tovabbi higitast, a kivant
végkoncentracioig (0,15 mg/ml, ~0,4 mM), 7,2-es pH-ji pufferrel végeztiik. A higitas

végén a pH-t ellendriztiik, sziikség esetén 7,2-re korrigaltuk.

4.2.2. Lecitinbdl készitett mintak torzsoldatai

A lipidfilmek készitéséhez a tojas- és szodjalecitint abszolit etanolban oldottuk,

“ ey

koffeinoldatot 10 mM foszfat pufferrel (PBS, pH 5,6) készitettiik, majd pH-jat

ellendriztiik és sziikség esetén 5,6-ra allitottuk.

4.2.3. LMFX fotobomlasanak vizsgalatdhoz hasznalt térzsoldatok

A 10 mM ciklodextrines oldatokhoz a B-CD-t vagy HPCD-t Milli-Q vizben
oldottuk. A B-CD oldasanak elGsegitésére volt sziikség, ezért az oldatot 10 percre
ultrahangkadba helyeztiikk. Az LMFX oldatat mindig frissen készitettiik 0,2 mM (~0,07
mg/ml) koncentracidban. Az LMFX-et Milli-Q vizben oldottuk, vagy a megfeleld
ciklodextrin oldataban, hogy LMFX ¢és CD komplex keletkezzen (BLX, HPLX
oldatok). Az igy keletkezett komplexeket tartalmaz6 oldatokban az LMFX: CD aranya
1:50 volt. A liposzomék eldallitdsdhoz hasznalt lipidek, azaz a DPPC és a DOPC

torzsoldatat kloroformmal készitettiik.
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4.3. Moédszerek

4.3.1. Liposzoémak el6allitasa
43.1.1.  Orids vezikuldk (GUV-ok) elédllitisa

Az irodalomban fellelhetd kiilonboz6é eloallitdsi modokat tobb szempontbol
vizsgaltuk. Olyan moddszert kerestlink, amely viszonylag gyors, fiziologids koriillmények
kozott (pH, hoémérséklet, ionerd) kivitelezhetd, és lehetdséget ad a késObbiekben
specialis koriilményeket igénylé anyagok, pl.: fehérjék, bezarasara. Ezek mellett
szempont volt, hogy konnyen kezelhetd, igy kelléen nagy térfogati és toménységi,
tobbségében unilamellaris és tobb um atmérdjli liposzémakat kapjunk. El6zéek miatt a
GUV-ok eléallitaisahoz Akashi ¢és mtsai protokolljat vettilk alapul (Akashi és mtsai
1998, 1996). A lipid kivant mennyiségének (Isd. Eredmények fejezetben, az adott
kisérleti koriilményeket) megfeleld torzsoldatbol a szerves olddszert argon gazzal
tavolitottuk el egy kémcsd falan vékony lipidfilmet hozva létre. Ezt kovetden a
kémcesovet hidralasig, de legalabb 3 orara vakuumba helyeztikk, hogy az esetleg
visszamaradt szerves oldoszert is eltavolitsuk. A képzddott lipidfilmet 30 percre kb. 50
°C-0s parakamriba helyezve ,.eléhidraltuk”, majd 6vatosan 5 ml temperalt puffert,
Mg?*, Ca* vagy CPFX oldatot tettiink a kémcsObe. A preparatumot az adott lipid
fazisatalakuldsi hémérséklete (Tn) folott tartottuk minimum hirom oran at, illetve
maximum egy éjszakan at: tojaslecitin esetén ~35 °C-on, DPPC/DMPG (90/10 mol%)
esetén 50 °C-on. A prepardtum hémérsékletét lassan, kb. egy oOra alatt csdkkentettiik
vissza szobahOmérsékletre. A keletkezett orids vezikuldk egy opélos lipidfelh6t alkottak
a folyadékoszlop kozepén, amit pipettaval 600 pl térfogatban vettiink ki, majd dvatos
homogenizalast kovetden ebbdl 400 ul-t tettiink dializald hartyaba; a fennmaradd részt
hasznaltuk a mikroszkopos felvételek készitéséhez ¢és a lipidkoncentracio

meghatdrozasahoz.

4.3.1.2.  Multilamellaris vezikulak (MLYV) eléallitasa

MLV-t vékonyréteg hidratacios technikaval allitottunk elé (Budai és mtsai 2007).
A lipidfilm hidrdldsa sordn a minta homérsékletét az aktudlisan hasznalt lipid
fazisatalakuldsi homérséklete (Trn) folott tartottuk. A prepardtumok  végso
koncentracioja lipidre nézve 1-5 mg/ml (1-7 mM) volt. A minta homogenizalasat

otszori ,,fagyasztas-olvasztassal” végeztiik folyékony nitrogént és forrd vizet (kb. 80 °C)
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hasznalva. Tapasztalataink szerint a mintdk egy hosszabb idejii, kvazi-stacionarius
allapotot a preparalast kdvetd egy nap utan érnek el, ezért méréseinket ezt figyelembe
véve végeztik.

A LMFX bomlasanak vizsgalatdhoz készitett mintdkat szobahdmérsékleten
fénytdl védve tartottuk és az esetleges bomlds minimalizaldsa érdekében nem vetettiik

alé a fenti nitrogénes homogenizalasi eljarasnak.

4.3.1.3. Kis unilamellaris vezikulak (SUV) eloallitasa

SUV eléallitasa frissen preparalt MLV-bol ultrahangozassal tortént Szabo és
mtsai altal is alkalmazott modszert alapul véve (Szabd és mtsai 2004), vagy
extrudalassal. Az MLV-t egy Soniprep 150 késziilékben ultrahangoztuk 8 pum-es rezgés
amplitudoval (150 W, 23 kHz) 2 x 10 percig, kozte 10 perc sziinetet tartva, majd az
ultrahangfejrél esetlegesen szdrmazo szennyezések miatt a mintat centrifugaltuk
(8340g, 15 perc) és a tovabbi vizsgalatokhoz a SUV-okat tartalmazé feliiluszot
hasznaltuk. Extrudalas soran az MLV mintakat 21-szer, majd 41-szer nyomtuk at
elészor 100, majd 50 nm-es porusatmérdjii polikarbonat sziirén, 40 °C-ra termosztalt

extruderrel.

4.3.2. Konfokalis mikroszkdpia

A mintak vizsgélatahoz egy Axio Observer Z.1 inverz mikroszkopot hasznaltunk,
mely az LSM 710 Confocor 3 rendszer része (Carl Zeiss Microlmaging GmbH,
Germany). A Confocor 3 rendszer harom lézerrel felszerelt: Ar-Lézer (458/477/488/514
nm, 25 mW), HeNe Lézer (633 nm, 5 mW), illetve HeNe Lézer (543 nm, 1mW). Az
543 nm-en gerjesztett Rhodamin B altal kibocsatott fluoreszcens jelet 555-693 nm
kozott detektaltuk. Az NBD-vel jelolt mintdkat 458 nm-en gerjesztettiik, a detektalas
555-693 nm kozott tortént. Plan-Apochromat 63x/1.40 Oil DIC M27 objektivet
hasznaltunk. A fluoreszcensen jeldlt liposzémak preparaldsa soran a Rhodamin B vagy
az NBD ¢és a lipidek kloroformos oldatat a filmkészités elétt elegyitettiik ugy, hogy a
festékmolekulak molaranya a lipidmolekuldkéhoz viszonyitva altalaban 1: 1000

(0,1 mol%), vagy annal kisebb legyen.
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4.3.3. Lipidassay

A lipidkoncentraci6 meghatarozdsanak leginkabb a dializisre keriild,
homogenizalt GUV-ok esetén volt szerepe. Az altalunk vasarolt lipidassay egy enzimes
bontds soran szabadda teszi a kolin-csoportokat, melyek igy a 4-amino-pirin
festékmolekulaval lila, spektrofotometridsan kvantitativan mérheté komplexet alkotnak.

Tojaslecitin esetében a lipidassay gyartdja altal kiadott protokollt alkalmaztuk.
DPPC-bdl eldallitott mintak esetén a DPPC magasabb Ty, értéke (>40 °C) miatt, a
mintékat a kimutatasi készlet tritonos pufferével keverve 70 °C-on tartottuk 30 percig.
fgy a vezikulak hatasosabban szétestek és ezért a fejcsoportok a bontdenzimek szamara
hozzaférhetobbé valtak. Az enzimek hozzdadasa a mintdhoz szobahdmérsékleten

cres

585 nm-en.

4.3.4. ESR spektroszkdpia

A liposzémak spektrumanak homérsékletfiiggését egy EMX6 Bruker X-savu,
online spektrométerrel vizsgaltuk. Minden mérés soran négy pasztazast végeztiink 168
S-0s pasztazasi valamint 81,9 ms-0s konverzios id6vel. A spektrumokat 100 gauss
mérési ablakban 2048 pontban regisztraltuk. A mintdk homérsékletét egy specialis
hémérsékletszabalyozoval +/- 0,1 °C pontossaggal tudtuk beallitani.

A CPFX-tartalmu liposzomamintdk mérése 20 mW mikrohullamu teljesitmény
mellett 1,5 gaussos modulaciés amplitaddval tortént 15 és 50 °C kozott, mig a koffeines
szOja- és tojaslecitines mintdk esetében ezek a paraméterek 2 mW, illetve 1 gauss
értéket vettek fel 2 és 50 °C kozott mérve.

A bezart hatdbanyagoknak a lipidekre kifejtett hatasat a polaris fejcsoportok és a
hidroféb lancok hatdran akartuk vizsgalni, emiatt a mintak spin jelolésére DOX-5-6t
hasznaltunk, amit a liposzomak preparaldsa soran a lipidekkel egyiitt a szerves fazisban
membranba beépiil (Bensikaddour, Fa, és mtsai 2008, Budai és mtsai 2007) és a koffein
hatését is ebben a régidban kivantuk vizsgalni. A jelold- és lipidmolekuldk molaranya
1:100 volt. A mintak 25 pl-ét egy 1,5 mm belsé atmérdjii kapillarisba tettik, majd
centrifugaltuk (1800 g, 3 perc). GUV-ok esetén a nagyobb vezikulakoncentracid és
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jeler6sség elérése érdekében a mintakat eleve a GUV-ok altal formalt ,,felhdbol" vettiik

(Isd. 4.3.1.1.).

4.3.5. Zéta-potencial mérése

A zéta-potencial mérését a Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, Egyesiilt Kirdlysag) késziiléken végeztiink SUV-okon, mivel a késziilék
csak a nanométeres mérettartomanyban képes a zéta-potencial pontos mérésére. Minden
minta zéta-potencial értéke legalabb 3 péarhuzamos, 25 °C-on végzett mérés
eredményébodl adodik. A mintdkban mindig 1 mg/ml (~1,4 mM) lipidkoncentraciot
allitottuk be a vizsgalt CPFX, koffein, a megfeleld kétértékii kation térzsoldataval vagy
pufferrel higitva. A vizsgalt maximalis CPFX koncentracié 1,17 mM (0,45 mg/ml) volt
pH 5,4-en, mig pH 7,2-n 0,35 mM (0,135 mg/ml) volt a CPFX alacsonyabb oldhatosaga
miatt. A zéta-potencial Ca?*-fiiggését 0-100 mM, a Mg®" hatasat 0-50 mM kozotti
koncentraciotartomanyban vizsgaltuk. A koffein lipidvezikuldk zéta-potencidljara

gyakorolt hatasat 45 mM-ig (9 mg/ml) mértiik.

A kiértékelés soran azt vettiik alapul, hogy egy feliilet boritottsaga (®) felirhato az
adott ionkoncentracié mellett kotddott és a maximalisan adszorbealhaté mennyiség
hanyadosaként. Ez a hanyados az ionkoncentracio (C) figgvényében a Langmuir-Hill

egyenlettel, vagy mas néven Langmuir-Freundlich izotermaval irhato le:

(KO
T 1+(KgO)M [2]

ahol K, az adszorpcios vagy kotddési allando (attol fiiggéen, hogy adszorpciodt
vagy kotédést irunk le), n a Hill-koefficiens, kooperativitasi tényezé vagy az energia-
eloszlasfiiggvény szélességét jellemzd heterogenitasi paraméter (ismét attol fiiggden,
hogy milyen folyamatot irunk le) (Limousin és mtsai 2007).

Mivel a kationok kotddését a negativ toltésii foszfolipid fejcsoportokhoz
elektrosztatikus erd hajtja, a boritottsag és igy az adszorpcid jellemezhetd a kiillonb6zo
kation-koncentraciok hatasara bekdvetkezd zéta-potencial mérésével a kovetkezd

egyenletet alkalmazva:

_ Almax(KaO)™
A¢ = 14(KqC)" [3]
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A kisérleti pontokhoz nem-linedris regresszidval illesztettem gorbéket Origin szoftvert

hasznalva.

4.3.6. Kotott CPFX aranyanak meghatarozasa

500 ul liposzéma szuszpenzidt 10 kDa-nal vagd sztirObetéttel ellatott Eppendorf
csOben centrifugéltunk (8340g, 20 perc). A keletkezd, lipidmentes sziirletet olyan
mértékben higitottam, hogy spektrofotometrids mérése soran az abszorbancia 1 koriili
értéket adjon. A mintak CPFX tartalmat spektrofotometridsan hataroztuk meg a 250 és
400 nm kozott, az Unicam UV 500 készilékkel felvett spektrumok alapjan. A
koncentracio-meghatarozast az altalunk 344 nm-nek meghatarozott izobesztikus
pontban végeztiik, igy szamitasunkat fiiggetleniteni tudtuk a pH esetleges valtozasatol.
Minden mérési sorozat esetén felvettiink egy legalabb 7 pontbol allo kalibralo egyenest,
mely tartalmazta a dializis soran véarhatd koncentracidtartomanyt. A molaris extinkcios

koefficiens (g) 5.451 + 0.055 mM ™ ecm™ -nek adodott.

GUV-ok esetén a ~500 ul mintét a képzddott ,,GUV-felhdt” kivéve a kémcesdben
maradt oldatbdl vettiik, hogy cs6kkentsiik a szliré eltomddésének esélyét.

Az 6sszmennyiségre vonatkoztatott kotott CPFX arany kifejezheté az (ng/no)
vagy az (1 — co1/c,) formulaval, melyben a ¢, illetve ¢, a CPFX koncentracidja a
liposzomaminta sziirletében, azaz a vizes fazisban, illetve a kiinduldsi oldatban.

Hasonloan, ng |, illetve n, a kotott, illetve 6sszes CPFX mennyiség.

4.3.7. Hatoanyag-felszabadulas vizsgalata egyensulyi dializissel és annak
kiértékelése
Irodalomi adatok azt mutatjak, hogy a hatdéanyagoknak a liposzomakbol torténd
felszabadulasat alapvetden harom modszer alkalmazdsaval hatdrozzdk meg: 1.)
centrifugaldssal megfeleld porusatmérdjii sziird segitségével; 2.) nagysebességli
centrifugaldssal a liposzomak ,leiiltetésével”; 3.) kizardsos gélsziiréssel. Mindhdrom
esetben eltavolitjdk a liposzomakat a szuszpenziobol, és a szilirleményben mérik a
esetén a mindennapi rutinban alkalmaznak, a GUV-ok esetén akadalyokba iitkdznek.
Centrifugalas soran az 6rias vezikulak sériilhetnek, mivel a kiils6 fazis és a GUV-0k

kozti csekély stirliségkiilonbség kovetkeztében a teljes elvéalasztas csak tilsagosan nagy
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centrifugdlis gyorsulds révén lenne lehetséges. A méretkizarasos kromatografia soran az
oszloptoltetet fenntartd sziir6 poérusatmérdje egy nagysagrendbe esik a GUV-ok
méretével, igy a szlir0 a porusatmérdjétdl fliggden modosithatja azok méreteloszlasat. A
modszert alkalmazva hatdroztuk meg. A hatdanyag felszabaduldsdnak kinetikai
vizsgélatara azonban a fenti szempontok miatt egyensulyi dializist alkalmaztunk

anélkiil, hogy a liposzémakba be nem zarddott hatdanyagot elvalasztottuk volna.

Az egyenstlyi dializist szobahOmérsékleten végeztiik. A mintakat (400 ul) 12 kDa
molekulatomegnél vagod dializalod hartyaba tettiik. Dializaloé kozegként megfelelé pH-ju
Tris puffert hasznaltunk, amely kiindulési térfogata 50 ml volt. A kiilsé térbol adott
1dokozonként 400 pl-t vettink, s a mintak abszorbanciajat mérve hataroztuk meg a
dializis soran szabadda valé hatéanyag mennyiségét. Annak érdekében, hogy mérési
dializaltunk, és a mért eredmények alapjan szdmoltunk vissza a dializdld6 membranban
kiinduldskor jelenlévé CPFX mennyiségére. Ez a szamolt érték a mérési hibahatdron
beliil minden esetben megegyezett a tényleges mennyiséggel. Méréseink, illetve a
kiértékelés pontossdganak novelése érdekében, minden liposzoma minta mérésével
parhuzamosan kontroll CPFX-oldatot is dializaltunk.

A GUV-okat a preparalas végén nem homogenizaltuk, igy — az MLV vagy SUV
preparatumokkal szemben — az inhomogén mintavételezés miatt minden esetben
a kovetkezokbdl indultunk ki. Jelolje na és Nao a hatéanyag mennyiségét a liposzoma
minta, illetve a lipidet nem tartalmazé CPFX-oldat alikvot részletében. A hatéanyag
mennyisége a liposzomalis mintdkban (na ) egyenld a szabad és a kotott hatdanyag
mennyiségének (Na g €és Nag) Osszegével, ahol a szabad hatdanyag a liposzoémakon beliili
és azokon kiviili vizes térben 1év6 molekuldkat jelenti. Az altalunk hasznalt
lipidkoncentracié mellett a lipidfal térfogata elhanyagolhaté az oldat térfogatdhoz
képest, igy a mintarészlet vizes térfogatdban 1évd szabad és a kiinduldsi torzsoldat
hatéanyag hanyada adott kotési allanddé mellett konstans: Co(/Co,. Masrészrol, a

mintarészletben a kotott hanyad fiigg a mintarészlet és a teljes preparatum

crcr
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AL _ SolL 4 LA TBL [4]

N0 Co cLs Mo

ami megadja a dializdld hartydban 1év0 mintarészletben ¢és a lipidet nem
tartalmaz6 CPFX-oldatban 1év6 hatéanyag aranyat. ng;/n, a CPFX-kotoédési
egyiitthatoja volt (Isd. 4.3.6.). MLV-k esetén, ahol a mintavétel homogén volt, a C|_a/C s
arany 1, igy na/Nao is 1. A GUV-ok inhomogén mintavételezése miatt az N /Nao tort
egynél nagyobb értéket is felvehet. Inhomogén mintavételnél a dializald hartyaban 1évo
mintarészletben meghatarozott lipidmennyiségb6l szamolhatdé az na /nao, maximalis
értéke. Ez az az érték, ami vonatkoztatasi mennyiségként szolgal a GUV-0kbol torténd
felszabadulas kinetikdjanak leirdsakor. A dializ4lo puffer abszorbancidjanak mérését
kovetéen hataroztuk meg annak CPFX-tartalmat, majd a [4] egyenlet felhasznalasaval

szamoltuk a leadott CPFX relativ mennyiségét.

.....
.....

pH-értéken, 5,4-en és 7,2-n szamoltam ki, az irodalomban javasolt disszociacids
konstansok felhasznalasaval. A CPFX allapotainak vizsgéalatara kétféle mikrospeciacios
sémat talaltunk az irodalomban, ezeket 6sszesitve a 10. abra mutatja (Lin és mtsai 2004,

Vazquez és mtsai 2001, Volgyi és mtsai 2012).

F@\/”j/k Fﬁlﬁ/u\
‘ OH ‘ [on
(\NH N ’/\N N

A . ¥ 0,001~ 4, A
[+ +.0]— [+,0,0] >[0,o,-1
s

4;9 [+,O,-] >

V.-H.B.

[+.0] < >[0.-]

[+,+,0]< Hn -0,0,-]
10. abra A CPFX mikrospecidcios allapotai és a folyamatokra jellemzd dllandok.

Zarojelekben a téltések jelolve, a nyilakkal szemléltettem a Vazquez-
H-Borrell- (V.-H-B.) és a Lin-féle deprotondcios sémat.
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Viézquez és munkacsoportja fluoreszcens technikéval vizsgalta a piperazinil gytrii
4. atomjanak és a karboxil-csoportnak, azaz két csoportnak, deprotonalddasat (Vazquez
¢és mtsai 2001). Lin és csoportja a karboxil-csoport és a piperazinil-gyiirii 4. atomja
mellett a gylri 1. pozicidjaban 1évé csoport deprotonaldodasat is vizsgalta
elektroforetikus mobilitas alapjan (Lin és mtsai 2004).

Az eredmények kozott ismertetem a két séma alapjan altalam szamolt értékeket,

amiket a CPFX kotodésének, illetve a mért zéta-potencidlok értelmezésére hasznalok

fel.

4.3.9. Koffein bezarasi hatdsfokdnak meghatarozasa

Frissen eldallitott 10 mg/ml-es lipidkoncentracioji MLV 400 ul-ét 11000g-n 20
percig centrifugaltuk egy 10 kDa-nal vago sziiron keresztiil. A lipidmentes szlrlet, azaz
hataroztuk meg (273,6 nm) Unicam 2 UV/VIS spektrofotométerrel
(€2736=10089 M'lcm'l). A bezarasi hatasfok szamolasahoz a hidralashoz hasznalt 0,3
mg/ml-es koffeinoldat abszorbanciajat vettiik 100 %-nak és az 2.4.3.1. fejezetben

megadott képletet hasznaltuk.

4.3.10. Liposzémak UV-besugarzasa

Az UV besugarzashoz kétféle fényforrast hasznaltunk. UV-B forrasként egy
széles spektrumia Westinghouse FS-20-as csével és Schott WG-305 tipusu sziirdvel
felszerelt forras allt rendelkezéstinkre. UV-A fényforrasként T-15.L fluoreszcens
csovekkel felszerelt, Vilber-Lourmat UVA besugarzot hasznaltunk. (A lampak adatait
az 1. tablazat tartalmazza.) A mintakat 3 ml-es, 1 cm uthosszu, kvarc kiivettaban
sugaroztuk be. A mintak hémérsékletét folyamatosan ~20 °C-on tartottuk, amire
kiilonosen a hosszabb idejii UV-A sugarzas sordn volt sziikség. A besugarzasi dozist és
az intenzitdst CX-312 ¢és CX-365 érzékeldkkel a besugarzas alatt folyamatosan
kovettiikk. Az alkalmazott legnagyobb besugéarzasi dozis az UV-B tartoméanyban ~20
kd/m?, UV-A-ban ~200 kJ/m? volt. Az atlagos besugarzasi teljesitmény ~1 mW/cm?
illetve 4 mW/cm? volt, az UVB illetve UVA lampak esetén. Megfelel$ idépontokban, a
kivant dozist elérve, 100-100 ul-es részleteket vettiink miianyag Eppendorf-csévekbe,

amiket a tovabbi mérésekig, maximum egy-két napig, —20 °C-os hiitében taroltuk.
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1. tablazat UV fényforrasok adatai

‘ UVB sugarzé | UVA sugarzo
fényforras FS-20 VL-UVA, T-15.L
a spektralis jarulék 250-320 nm kozott (%) 41,9 1,11

a spektralis jarulék 320-400 nm kozott (%) 58,1 98,9

jellemzd besugarzasi teljesitmény (mW/em?®) | 1,0 (312 nm) 4,0 (365 nm)

4.3.11. UV-A ¢és UV-B sugarzasra vonatkozd bomlasi sebességi egyiitthatok
meghatdrozasa

Mivel a két altalunk hasznalt fényforras emisszids spektrumaban kiilonb6z6 az
UV-A ¢és UV-B sugarzas relativ ardnya (Wuva tampa, WUVB,lampa), aZ €gyes lampakkal
tortént besugarzas utdn meghatarozott sebességi allandok (ki, kz) ismeretében
kiszamolhatjuk a két UV-tartomanyra kiilon-kiilon jellemzé sebességi allandokat
(kpuva, Kpuve). A kovetkezd egyenlettel az UV-B sugarzasra vonatkozd
reakciosebességi  allando szamolhatd (hasonld egyenlet adhaté meg az UV-A

tartomanyra is):

ki'wyvayvLuva—K2'WuvaFs2o

kD,UVB = .
WUVB,FS20'WUVAVLUVA—WUVB,VLUVA"WUVA,FS20

Az LMFX abszorpcigjanak a két UV-tartomany kozotti megoszlasat
(re=euve/euva) az LMFX normalt abszorpcids spektruma alapjan hataroztuk meg. Ehhez
abszorpcids spektrumat vettiik fel 250 és 400 nm kozott, 0,1 nm-es 1épéskozokkel a
Unicam UV 500 késziilékkel.

4.3.12. Tomegspektrometrids mérések (MS) és kiértékelésiik

Az LMFX-bomlastermékek aranyanak meghatarozasahoz egy Agilent 1260
HPLC-vel kapcsolt 6460 QQQ tomegspektrométert hasznaltunk. Az injektalt
mintatérfogat 15 pl volt. Az eluens acetonitril és Milli-Q viz 50:50 elegye volt 0,5 és 1
ml/perces aramlasi sebességgel. A HPLC mintabevivo rendszerként miikodott.

Az MS elektroporlasztasos (ESI) ionforrasanak hémérséklete 300 °C volt.
Porlaszto (,,nebulizer”) és szaritd gazként nitrogént hasznaltunk (35 psi, 13 I/perc). A
,sheatgas” aramlasi sebessége 11 l/perc volt. A kapillaris- és a fragmentor fesziiltség
4000 ¢és 50 V-ra lett beallitva, hogy az UV-besugarzas eredményeként megmaradt,
illetve keletkezett LMFX molekuldkat ¢s a bomlastermékeket detektaljuk, azok tovabbi
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bomlést az MS-ben ne szenvedjenek. A kvadrupdl pozitiv médban, 50 és 1000 m/z
értekek kozott detektalt. Néhany reprezentativ példat mutat be a 11. abra.

srer

Ezeket a mintdkat vortexes rdzatds utan centrifugaltuk (2000g, 3 perc), majd a
feliiluszobol injektaltunk. (Feltételezziik, hogy ettdl az egyes bomlastermékek ardnya a
feliiluszoban nem valtozott.) A mért adatok kiértékelését Excel segitségével végeztiik.
Elokisérleteink alapjan az m/z = 50 — 60 tartomanyban nem kaptunk MS-amplitadokat
egyik komponenstdl (lipid, LMFX, ciklodextrin) sem. gy a tovabbiakban ezt a
tartomanyt hasznaltuk fel az egyes spektrumok hattértartomanyanak. Az analizis soran
az MS-spektrumok azon csucsait vettilk figyelembe, amelyek a detektalasi hatarnal
nagyobbak voltak, a kisebbeket elhanyagoltuk. A detektalasi hatar (hattérzaj+3*SEM)
meghatarozadsdhoz minden spektrumon az 50-t6l 60-ig terjedd m/z tartomany
intenzitasértékeinek atlagat és standard hibajat (SEM) szamoltuk ki. Az egyes
komponensekre (LMFX, lipid, CD) jellemz06 csucsok koziil azok valtozasat kovettiik,

amelyek nem mutattak atfedést masik komponens csucsaival.

o
LMFX oldat UVB dézis=0 kJ/m2 &
x107 o
1
075 ~N N
0.5 e % 9
0.25 S )
. |
LMFX oldat UVB dézis=22 kJ/im2_
106 o~ 8
[=0] o™
& Slo «
@|e
| H% E
A I hos
LMFX-MLV UVB dézis=0 kJ/m2 &
w0
o

O
(]
o«
[ap]

Intenzitas vs. Tomeg/tdltés (m/z)

r734.5

"

11. abra LMFX oldat és DPPC MLV-be zart LMFX tomegspektruma UV-B
besugarzas elott és utan. (m/z=352 LMFX, m/z=734 DPPC)

Az LMFX bomléasi folyamatainak kiértékeléséhez a lomefloxacin jellemzd
csucsainak relativ ardnyat hataroztuk meg a besugarzasi dozis fliggvényében. A relativ
aranyok alapjan hataroztuk meg az egyes bomlasi folyamatok sebességi allandojat (kp).

Ehhez a mérési pontokat az Origin-szoftver segitségével kétféle fliggvénnyel
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illesztettiik: a bomlasi folyamatok leirasara leggyakrabban hasznalt exponencialis, és a

Weibull-fiiggvénnyel. Utobbi képletét a [5] mutatja.

Y = Yveg — (yve’g - yO)e_(kDD)a, [5]

ahol yo és yyee az adott m/z értékii bomlastermék kezdeti és végso illesztett relativ
aranya, a pedig a Weibull-fiiggvény alakparamétere. Szamitasaink alapjan, utobbi
érteke 0,9 és 1,6 kozotti volt, vagyis a folyamat egyes esetekben gyorsabb, maskor
lassabb volt, mint amilyen a kozonséges exponencialis fiiggvénnyel lett volna. A kétféle
illesztés kozotti kiilonbség az alacsonyabb dozisértékeknél kifejezettebb volt. A
dolgozatban a Weibull-fiiggvénnyel kapott kp értékeket hasonlitom Ossze, mivel a
mérési, és az illesztett pontok kdzott minden esetben a Weibull-fiiggvényt alkalmazva

kaptunk jobb egyezést, azaz nagyobb regresszios egyiitthatot és kisebb x2 értéket.
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5. Eredmények

5.1. Az ¢6rias (unilamellaris) vezikulak eléallitisanak optimalis koriilményei

Bér az 6rias unilamellaris vezikuldk eldallitasara tobb kiillonb6z6 mddszer ismert
az irodalomban (Akashi és mtsai 1996, Kim és Martin 1981, Moscho és mtsai 1996,
Niles és Cohen 1987), még a legutobbi idokben is Gjabb és ujabb technikakat dolgoznak
Ki (Juhasz és mtsai 2012, Lamblet és mtsai 2008, Peterlin és Arrigler 2008, Pott és mtsai
2008, Richmond ¢és mtsai 2011). A preparalasi modszerek kozott, forditott fazisa
(Moscho ¢és mtsai 1996), ovatos (,,gentle”) hidralasi (Akashi és mtsai 1998, 1996, Kim
¢s Martin 1981, Niles és Cohen 1987, Rodriguez és mtsai 2005), elektroformacios
(Juhasz és mtsai 2012, Lamblet és mtsai 2008, Peterlin és Arrigler 2008, Pott és mtsai
2008, Rodriguez és mtsai 2005), valamint mikro-injektalasos technikak is megtalalhatok
(Fischer és mtsai 2000, Richmond és mtsai 2011).

12. abra Forditott fazisu rotacios vakuum elparoldssal eléallitott mintak
transzmisszios (bal) és fluoreszcens (jobb) képei. 0,01 mol%-ban
Rhodaminnal jelolt szojalecitin (A) és 0,1 mol%-ban NBD-vel jelilt
tojaslecitin (B) (pH 8,2).
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Az irodalmi adatok alapjan igéretesnek tlint, a spektroszkopiai kdvetelményeket
szem elott tartva, a forditott fazist modszer (Moscho és mtsai 1996), mert egyszerd,
gyors ¢és elegendden nagy mennyiségli liposzoma kinyerését tette volna lehetdvé.
Féaziskontraszt mikroszkopos felvételeink azonban arra utaltak, hogy a kiilonb6zo

kisérletekben leggyakrabban hasznalt lipidekkel dolgozva, a minta nagyon inhomogen.

Az inhomogenitas mind a méreteloszlasra, mind pedig a kialakuld vezikulak
szerkezetére vonatkozdan fennallt. Konfokalis felvételeim egyértelmilien bizonyitottak
azt, hogy a szerves oldoszer elparolasa utan, a nagyobb atmérdji liposzomak tulnyomo
tobbsége 1-20 mikrométeres atmérdjii ,,lipidgdombdceske” (12. abra).

Az Gvatos hidralasi technikéval sikeriilt kelléen tomény mintat eléallitanunk, ami
nagy atmérdji — tojaslecitin preparatumok esetén — akar 50-60 um-es, GUV-okat is
nagy szamban tartalmazott. Kiilonb6z6 pH-értékek mellett eldallitott mintdkat vizsgalva
azt tapasztaltam, hogy magas pH-értéken (pH 9 f6lott) képzOddnek a legnagyobb
szdmban a nagyobb méretli vezikuldk. Azonban a fizioldgias koriilményeknek jobban
megfeleld, alacsonyabb pH-értékeken is jo6 mindségli mintakat sikeriilt eléallitani (13.
abra). Az altalam vizsgalni kivant 7,2-es és a bor pH-értékét megkdozelité 5,4-es pH-
érteken csak a GUV-ok altal alkotott felhOk szerkezetében, tomorségében lattam
kiilonbséget, azonban a homogenizalas és higitds utan a mikroszkopos képeken a GUV-
ok méretében és szerkezetében nem. A sajat pufferiikkel higitott mintak nagyitott képein
megbizonyosodtunk arrdl, hogy a kisebb, 2-3 um-es vezikuldk is vizes fazist zarnak be,
azaz GUV-ok (14. abra). Megjelentek az irodalomban is megfigyelt ,,GUV-a-GUV-

2

ban”, lipid-panyva (tether) szerkezetek. (A disszertaciomhoz mellékelt kiegészitd
fajlokban mutatok be a kiilonb6z6 preparaldsi modszerekkel eldallitott mintdkban
megfigyelt nagyméreti multilamelldris szerkezeteket, amelyeken a GUV-ok és az
MLV-k kozotti jellemz6 szerkezeti kiilonbségek is jol lathatok.)

Irodalmi adatok arra utalnak, hogy a kétértéki kationok koncentracidja, a
semleges vagy toltéssel rendelkezd lipidek, tovabbd pl. a szachar6z jelenléte
befolyasolja a GUV-ok kialakuldsat és szerkezetét: pl. neutralis POPC-bdl eldallitott
liposzoémék esetén 1-10 mM Ca** vagy Mg”, illetve negativ tdltést hordozo lipid

jelenléte novelte az Orids liposzomak szamat. A megfeleld koncentracidban bevitt

azonos eldjelti toltés kovetkeztében a lipidrétegek kozott fellépd elektrosztatikus taszitd
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ero stabilizalta az egyrétegii szerkezetet és gatolta az aggregaciot (Akashi és mtsai 1998,

1996).

14. dbra A fenti (13. abra) tojaslecitinbdl eléallitott kontroll minta részlete higitva
(0,1 mol% Rhodamin pH 7,2). A jobboldali kép egy MLV szerkezetet mutat
(NBD jelélés)

A természetes eredetii lecitinek alkalmazasa tobb szempontbdl is kedvezdbb egy
késébbi liposzomalis készitmény ilizemi vagy féllizemi méretli eldallitasa esetén.
Fézisatalakulasi tulajdonsaguk kozel all a DOPC, POPC rendszerekéhez, amennyiben
telitetlen, tobbkomponensii lipidekbdl all6 rendszer 1évén alacsony az olvadaspontjuk,
azonban a természetes lipid eldallitasa sokkal egyszeribb, mint a nagy tisztasagu,
esetleg szintetikus lipideké, igy aruk is sokkal kedvezdbb. A késdbbiekben bemutatott
ESR spektroszkdpiai eredményeik alapjan nem rendelkeznek éles fazisatalakuldsi
hémérseklettel, fluiditdsuk mar szobahdmérsékleten is a folyékony fazisnak megfeleld.
Munkam soran ezért elsOsorban szdja- és tojaslecitint hasznaltam a GUV-ok

eldallitasara. Az el6zéekben bemutatott indoklas alapjan megvizsgéaltam, hogy az
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altalam alkalmazott rendszerben, milyen Ca®*-koncentraci6 kedvez a GUV-ok
eloallitasanak. Ehhez CaCl,-ot kiilonb6zo koncentraciokban (0,5, 1, 3, 5, 10 mM)

tartalmazo hidrald pufferrel eldallitott mintdkat készitettem. A mikroszkopos képeken

ebben az esetben 3 mM ¢és az annal nagyobb Ca* -koncentracioknal tapasztaltam a

15. dbra Tojaslecitin GUV-ok mikroszkopos képe a prepardlas soran 0,5 (4) és 3
(B) mM CaCly, jelenlétében, illetve utolag hozzaadott 5 mM
koncentrdaciéban (C).

Mivel a rendelkezésre allo késziilékkel csak a nanométeres nagysagrendben
megbizhatdo a zéta-potencidl-mérés és az irodalmi adatok nem utalnak arra, hogy a
liposzomak feliileti toltésstirlisége a méretiikkel valtozna (adott lipidosszetétel é€s
kornyezeti ionerdsség mellett), a potencidlméréseket a GUV-oknak megfeleld
koriilmények kozott eldallitott kis unilamellaris vezikuldkon, SUV-okon végeztem. A
16. abra szerint pH 7,5-on a Ca®" nélkiili zéta-potencial érték eléri az elmélet altal
megadott, a mintak stabilitasdhoz sziikséges 30 mV-os hatart (-32,3 mV), ami mar
minimalis Ca®* hozzdaddsa esetén nem volt elmondhaté. A sokoncentracid tovabbi
novelésével a zéta-potencidl abszolut értéke gyors iitemben csokkent, 7-10 mM
novelve pozitiv telitési értékhez tart. Emiatt az orids vezikulak eldallitasakor a
liposzomalis szuszpenzié kolloidalis stabilitdsanak érdekében a Ca®* minimalis

jelenlétére torekedtem.
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16. dbra Tojdslecitinbél elédllitott liposzomdk zéta-potencidlja a Ca**
koncentracio fiiggvényében (pH 7,5).

A Mg®" -sorral végzett mérések soran is hasonld tendenciat tapasztaltam. A Mg?*-
ionok hatdsat a zéta-potencial valtozasdra harom pH-értéken (pH 5,4, 7,6, és 10)
vizsgaltam. A pH névelésével egyre negativabb zéta-potencial-érték volt mérhetd, ami
azzal magyarazhat6, hogy a lipidek protonalhaté/deprotonalhatd csoportjai nagyobb
aranyban disszocialtak a magasabb pH-értéken, megnovelve ezzel a negativ toltések
szamat a vezikula felszinén. A Mg**-ionok hozzdaddsa soran azonos Mg”*-koncentracié
mellett a zéta-potencial kiillonbozé mértékli valtozasat tapasztaltam az egyes pH-
értekeken. Ennek szemléltetésére minden pH-értéken a kiindulasi értékhez, azaz a

Mg®*-iont nem tartalmazé minta potencialjahoz képest tapasztalt eltérést (AC)

crer

crcr

alacsonyabb pH-értékeken a zéta-potencial kevésbé érzékeny a kation koncentraciojara,
mint magasabb pH-értékeken. Ezeknek a méréseimnek az eredményei jO egyezést
mutatnak az irodalmi adatokkal. Az elvégzett kisérleti munkam célja az volt, hogy a
tovabbi kisérleteimben tapasztalt, az altalam hasznalt lecitinek pontos Osszetételétdl is

fliggd, valtozasokat megfelelden tudjam értelmezni.
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17. abra Tojaslecitinbol eléallitott liposzomdk zéta-potencidljanak valtozasa a
Mg *-koncentracié fiiggvényében kiilonbézd pH-értékeken.

A GUV-ok eléallitasdara vonatkozo kisérleteim azt mutatjak, hogy szdja-, illetve
tojaslecitinbol elddllitott liposzomak esetén a spektroszkdpiai vizsgdlatokra is
alkalmas mintdra vonatkozo optimdlis feltételek akkor teljesiilnek, ha az ionerdsség
alacsony (maximum 50 mM, amibe az oldat pufferének ionerejét is figyelembe kell
venni); a kétértékii kationok koncentrdcidja kisebb, mint 1 mM (ami fiigg a jelenlévd

negativ toltésii lipidek koncentrdciojdtol is).

5.2. Hatéanyagok liposzémaba zarasa, kotodése

Két, lényegesen eltérd kolcsonhatisokat eredményez6 modell-hatdanyag
vizsgalatat tliztem ki célul. A koffein a toltés nélkiili molekulak és a lipidek, a CPFX a
toltott hatoanyag molekuldk és a lipidek kozotti kolecsonhatasokat modellezheti.

A koffein bezarasat tojas-, és szdjalecitinbdl eldallitott (10 mg/ml) multilamelléris
vezikula (MLV) esetén mértilk. A bezardsi hatasfokot centrifugéldsos eljarassal
kétféle lecitinnél ~30 % koriili bezarasi hatdsfokot kaptunk: 31,2 + 4,4 %-ot a tojas-, és
29,2 + 3,1 %-ot a szojalecitines mintak esetén. A bérnek megfeleld, 5,4-es, illetve a
magasabb pH-értékeken a koffein molekula semleges (pK, ~0,6), igy valosziniileg
hidroféb kdlcsonhatds johetett 1étre kozte és a lipidmolekulak kozott. De az irodalmi
adatok alapjan hidrogénhidak is kialakulhatnak, — mint példaul az adenozin receptor
aszparaginjaval (6. abra, 16. oldal) (Dore és mtsai 2011), — ami a koffein—lipid

kolcsonhatast szintén stabilizalhatja.
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A masik  bezdrand6 modell molekula, a ciprofloxacin, tobb
protonalhaté/deprotonalhatd csoporttal rendelkezik. Bezarodasat/kotddését kiilonbozo
lipid Osszetételli és lamellaritasu rendszereken vizsgaltam. A  fluorokinolonok

crer

CPFX spektrumanak izobesztikus pontjaban végeztem (18. abra).
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18. dbra A beszurt abran a CPFX UV spektruma kiilonbozé pH-értékeken,
nyilakkal jelolve a két izobesztikus pont. A nagy abran a spektrumok az
altalunk hasznalt két pH-értéken, jelolve 344 nm-en a tovabbiakban
hasznalt izobesztikus pont (A ~315 nm-nél mérheté abszorbanciak kevésbé
felelnek meg az izobesztikus feltételeknek).

A kotott CPFX hanyad, azaz a kotédési egyiitthatd (ng/no) értéke, pH 5,4-en
2 mg/ml lipidkoncentracidju MLV-knél 0,065 + 0.015 (6,5 %) volt a tojaslecitines
mintak és 0,078 = 0,017 (7,8 %) volt a DPPC/DMPG (90/10 mol%) mintak esetén.
Vagyis a két lipidosszetételre vonatkozo kotddési hanyad a mérési hibahataron beliil
megegyezett. 5mg/ml tojaslecitin koncentracidé mellett a kotott CPFX  aranya
0,180 + 0,042- re (18 %-ra) noétt. Azaz a lipidkoncentracid 2,5-szeres emelésével a

kotott hanyad i1s kb. 2,5-szeresére emelkedett. Ezek alapjan egy 10 mg/ml

crc

esetén.
Az 1 mg/ml lipidkoncentracio mellett a GUV-ok esetén a kotott hanyad 14 % volt
1,3 mM CPFX-koncentracié mellett, ami az 5 mg/ml-es MLV-k kotoképességével esik
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crer

kotddési egyiitthatd 5,4 % lett, a szdmolt 2,8 % helyett, ami a mérési hibahataron
(+~3%) beliil esik.

A fenti eredmények alapjan a lipidkoncentraciot is figyelembe véve a GUV-ok
CPFX-kotokapacitasa nagyobb, mint az MLV-ké. Az egységnyi lipidkoncentraciora
vonatkoztatott bezarasi hatasfok CPFX-re nézve GUV-oknal 20,5 + 0,65 bezart-
hatéanyag-szazalék/(mg/ml lipid), mig MLV mintdknal csak 3,4 +0,17 bezart-
hatéanyag-szazalék/(mg/ml lipid) lett. A kotédés pH-fiiggését GUV-ok esetén
vizsgaltam. Az eredményeim azt mutattak, hogy ebben az esetben a CPFX-kotésében a
két pH-értéken (pH 5,4 és 7,2) nincs szignifikans kiilonbség.

A CPFX jelenléte a mintaban hatassal volt a GUV-ok mikroszkopos képére is.
Hasonl6 jelenséget tapasztaltunk, mint a magasabb kétértékli kation koncentraciok
mellett. 5,4-es pH-n a 0,5 mg/ml CPFX-et tartalmazé mintakban a vezikuldk kisebb
atmérdvel és vastagabb fallal, de ellentétben az MLV-kel nagy belsé vizes térrel
rendelkeztek, illetve tobbnyire csoportokban alltak, aggregalddtak (19. dbra). Az utobbi
jelenség valdsziniileg a lecsokkent feliileti toltésslirliség eredménye, ami ismert modon
el6zénél kisebb koncentracidban tartalmazo) mintdk gyakorlatilag nem mutattak
valtozast a vezikuldk méretében, lamellaritdsaban, vagy a vezikuldk szeparaltsagiban a

kontrollhoz képest (13. abra).
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pH 7,2

19. dbra Tojaslecitinbol CPFX jelenlétében eloallitott GUV-ok fluoreszcens és
transzmisszios mikroszkopos képei.

A kotodési vizsgalatok alapjan a multilamellaris vezikulakkal hasonlo bezdardsi
hatasfokot értiink el a két vélhetoen mds kolcsonhatas altal kotodo molekulara: a
neutrdlis koffeinre és a toltést hordozo CPFX-re. Az orids vezikulak nagyobb fajlagos
kotokapacitdssal rendelkeznek CPFX-re nézve, mint az MLV-k. A CPFX kotodése pH
5,4-en a GUV-ok aggregdciojdt okozta, mig a magasabb pH-értéken nem.

5.3. Zéta-potenciil mérések

Mind a kétféle lecitinbdl eldallitott liposzoémak zéta-potencialja pH 5,6-on negativ
volt, a szojalecitines mintdk esetén mértiink negativabb értéket, —47,57 + 0,83 mV-ot,
mig a tojaslecitines mintdk esetén -33,12+15 mV-ot kaptunk. Az el6zd
liposzomakhoz maximalisan 45 mM-os koncentracioban (~9 mg/ml; ami megfelel 35:1
koffein:lipid aranynak) koffeint adva nem tapasztaltunk valtozast a zéta-potencidlban,
annak ellenére, hogy a fentebb megadott eredményeim alapjan a kotddés mintegy 30 %-
os volt.

A CPFX kotédését mas Osszetételli pufferrendszerben mértem, mint a koffeinét,
amit a GUV-ok preparalasahoz optimalt koriilmények indokoltak. Ebben az esetben
20 mM szacharéz, 20 mM TRIS, 0,1 mM EDTA volt az sszetétel. Ugyanakkor nem

adtunk kalciumot a pufferhez, mert a kalcium ktédése tovabbi tényez6 a zéta-potencial
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valtozasaban. Ahogy azt korabban irtam, a zéta-potencial méréseket SUV-okon
végeztem, mert feltehetden nincs kiilonbség a GUV-ok és a SUV-ok feliileti
toltésstiriségében. Ennek megfeleléen a tojaslecitinbdl elballitott kontroll SUV-okon
végzett méréseim soran pH 5,4-en -17,4 + 0,37 mV, pH 7,2-n -29,2 + 0,44 mV volt a
zéta-potencial értéke.

CPFX hozzdadasa a liposzoémakhoz csokkentette azok zéta-potencidljanak
abszolut értékét pH 5,4-en: a legnagyobb alkalmazott koncentracidéban (1,17 mM) a
CPFX a zéta-potencial értékét -17,4-r6l -4,5 mV-ra valtoztatta. A zéta-potencial €s a
CPFX koncentracidja kozotti kapcsolat vizsgalatahoz korrelacids egyiitthatot
szamoltunk és t-probat alkalmaztunk: a kiszamolt p-érték 8,89- 10 volt pH 5,4-en, azaz
igen szoros korrelacio van a két valtozo kozott. A mérési pontokat Langmuir-Hill
egyenlet alapjan illesztettiik (20. abra), melyben a paraméterck az alabbiak voltak:
kotodési allando (K,) 0,62 mM'l, CPFX nélkiili minta zéta-potencialja (Cmin) -17,6 mV,

végtelen CPFX koncentraciondl a hipotetikus zéta-potencial ({max) 13,0 mV és a Hill-

egylitthato (n) 0,83.
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en. Az dbran a legalabb harom pdrhuzamos mérésbol szamolt atlagok
hibdja van feltiintetve.

A masik vizsgalt pH-értéken, 7,2-n nem tapasztaltuk a zéta-potencial szignifikans
valtozasat az altalunk maximalisan 0,35 mM koncentracioban hozzaadott CPFX
hatasara (p =0,102). A kapott eredmények értelmezéséhez a CPFX egyes

mikrospeciacios formdinak részaranyait kell ismerni adott pH értékek mellett. A
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disszocidcios allandokra vonatkoz6 irodalmi adatok alapjan mind harom-, mind két
protonacios allapotot leird sémanak (4.3.8. fejezet, 35.oldal) megfeleld egyenstlyi
értékeket kiszamoltam. Az egyes mikrospecieszek aranyainak kiszamolasahoz két
modellt vettem alapul. Vazquez és munkacsoportja altal (Vazquez és mtsai 2001)
meghatarozott makro-, és mikrokonstansok pK; (6,08 és 8,58) és pk, (6,62, 6,23 és 8,04,
8,43) értékeit hasznaltam fel az ikerionos és a neutralis forma koncentracio-aranyanak
(g=k22/k21) szamolasahoz, mely igy 2,5-nek adodott. Lin és csoportja eredményeit
felhasznalva (Lin és mtsai 2004) kiszamoltam az altaluk meg nem adott
mikrokonstansokat. Az el6z6ek alapjan szamolt konstansokat a 2. tablazatban foglaltam
Ossze, amelyeket felhasznalva szédmoltam az egyes mikrospeciacio-koncentraciok

szazalékos értékét a két, altalam vizsgalt pH-értéken (3. tablazat).

2. tablazat A CPFX disszociacios konstansai

PKa1 pKo1 pkao pkap pks;
a 5.05* 6.74" 6.35" 8.56" 8.95"
b 6.62 6.23 8.04 8.43

a: *Lin és mtsai (2004) 4ltal megadott makrokonstans; * Lin és mtsai (2004)
altal megadott értékekbdl szamolt mikrokonstansok; b: Vazquez és mtsai
(2001) altal megadott mikrokonstansok

3. tablazat A Kiilonb6z6 CPFX-mikrospecieszek el6fordulasanak
szazalékos aranya két pH-értéken

Microspecies

a [+,+,0] [+,0,0] [0,0,0] [+,0,-] [0,0,-]
b [+1O] [0!0] [+!'] [0!']
pH54 a 27.83 62.30 2.82 7.05 0.001
b 82.71 4,94 12.34 0.01
pH7.2 a 0.06 8.98 25.66 64.16 1.13
b 6.79 2557 6392 3.73

a: két protonalhato csoportot tartalmazo séma alapjan szamolt értékek (Lin
€s mtsai 2004); b: harom protonalhat6 csoportot tartalmazé séma alapjan
(Vazquez és mtsai 2001) szamolt értékek

A tablazat alapjan pH 5,4-en a CPFX-molekulak kb. 90 %-a egy, vagy két pozitiv
toltéssel bir ([+,0], [+,+,0] vagy [+,0,0]). 7,2-es pH-n szdmitdsaim alapjan a CPFX-
molekuldk tobb, mint 60 %-a ikerionos, kb. 25 %-a neutralis formaban van jelen. Tehat,
a két pH-n ha a CPFX ko6tott hanyada azonos, a CPFX t6ltésétdl fiiggden nagyobb vagy

kisebb mértékben valtoztatja meg a liposzémak feliileti toltésstirtiségét. Ez vezethet oda,
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hogy pH 5,4-en az abszolit értékben kisebb zéta-potencial miatt a liposzoémak

aggregalodhatnak, mig magasabb pH-n ez nem kdvetkezik be.

A zéta-potencidal mérések alapjan a vizsgalt liposzomarendszerek az alkalmazott
meérési koriilmények kozott negativ feliileti toltésiiek, a feliileti toltéssiiriiséget nem
befolydsolja a semleges koffein kotodése. pH 7,2-en a CPFX neutrdlis és ikerionos
formdinak jelentos jaruléka miatt a feliileti toltéssiiriiség nem valtozik, mig pH 5,4-en
a tulnyomoan pozitiv toltésii molekulak ledarnyékoljak a vezikulik eredeti negativ

toltését.

5.4. Hatéanyagok — liposzomak kolcsonhatasainak molekularis szintii
vizsgalata
A hatoéanyagok kotddése, vagy a feliileti toltéssiirliség valtozasa a liposzomakat
alkoto kettdsrétegben megvaltoztathatja a molekularis rendezettséget és a molekularis
mozgasok idoskalajat. Ennek a két tulajdonsagnak az eredojét nevezziik fluiditasnak. A

fluidités vizsgalatara ESR spektroszkopiat alkalmaztam.

A liposzOma mintakat tojas- és szdjalecitinbdl allitottam eld, s az ESR
spektroszkopia alkalmazasdhoz, egy ESR-aktiv zsirsavval, DOX-5-tel jeldltem
maximalisan 1 mol%-ban. A liposzomak fluiditdsanak Osszehasonlitdsdhoz az ESR-
spektrumok 2Amax értékét olvastam le. Az irodalmi adatoknak megfeleléen, minden
hémérsékleten a tojaslecitinbdl késziilt mintakra mért érték volt a nagyobb, ami azt
jelenti, hogy membranjuk rigidebb, mint a szdjalecitin-vezikuldknak (21. abra). Az
atlagos kiilonbség 1,58 + 0,094 gauss volt a teljes hdmérséklettartomanyt tekintve. (A
leolvasés bizonytalansagat figyelembe véve ezzel a modszerrel 0,4 gauss a legkisebb
szignifikans eltérés.) Ismert, hogy a telitetlen zsirsavlancu lipideknek alacsonyabb a T-
értékiik, azaz adott hdmérsékleten fluidabbak, mint az azonos lanchosszusagu, telitett
lipidek. Az 6sszetételre vonatkoz6 irodalmi adatok alapjan a szojalecitin ~80 %-ban, a
tojaslecitin pedig csak ~50 %-ban tartalmaz telitetlen zsirsavlancu lipideket. ESR
méréseink eredményei megfelelnek annak az elvarasnak, hogy a szodjalecitin, 0sszetétele

miatt, adott hdmérsékleten fluidabb, mint a tojaslecitin.
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21. abra DOX-5-tel jelolt tojas- és szojalecitin MLV-k hiperfinom csatolasi
allandodjanak kétszerese (2Amay) dbrazolva a homérseklet fiiggvényében.

A koffein  hatasat a memrdnfluiditisra az  alkalmazott maximalis
koffeinkoncentraci6 (2,7 mM; 0,5 mg/ml; koffein:lipid molardnya 1:5) mellett mértem.
A spektrumok kiértékelése azt mutatta, hogy még ebben a koncentracidban sem okozott
a koffein kimutathaté valtozast a fluiditasban (lipid koncentraci6 10 mg/ml; MLV
szerkezet; PBS pH 5,6), a2 — 50 °C hémérséklettartomanyban. A mért 2Amax értekek
atlagos eltérése a koffeines és a kontroll mintak kozott minddssze 0,03 és 0,02 gauss
volt a szdja- és tojaslecitinbdl eldallitott mintdkban. A DOX-5 spinjeldlt zsirsav a lipid
fejcsoporthoz kozel, az 6todik szénatom mélységeében érzékeny a fluiditasra. Ezek
szerint a koffein a lipidlanc 6todik szénatomjanak mélységében nem valtoztatja meg a
fluiditast. Alacsony logP (0,6) értéke alapjan inkabb a vizes oldatban fordulhat eld
Ezért, kiegészitd méréseink soran a spinjelold fejcsoportjdhoz kapcsolt nitroxid-
szondaval (HXD) vizsgaltuk a rendezettséget €s a korrelacios iddt, amikben szintén nem
tapasztaltunk a kontrollhoz képest szignifikans valtozast a koffeint tartalmaz6 mintaban.

A toltéssel rendelkezo CPFX hatdsos lehet mar a lipidrétegek fejcsoportjahoz
kozeli régiokban is. Ezért, megvizsgaltam, hogy az adott koriilmények kozott
toltésekkel rendelkezd és a zéta-potencial mérések alapjan pH 5,4-en a lipidekkel
feltehetden elektrosztatikus kolcsonhatasba (is) 1épéd CPFX befolyasolja-e a
lipidmembran fluiditasat. A CPFX-kezelt, szintén DOX-5-tel jelolt GUV-mintak ESR
spektrumaban, a koffeines mintakkal ellentétben, két komponens jelenléte volt
megfigyelhetd. A kiilonb6z6 hdmérsékleteken a két komponens jaruléka eltérd volt. A

két komponens ESR jele azonban csak a magasterti sz€lsé értékeknél valt szét, igy az
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altalanosan hasznalt 2Ama paraméter helyett olyan spektralis paramétert valasztottam,
ami a fluiditds valtozasat ilyen koriilmények kozott is jol leirja. Ez a paraméter az
alacsonyteri maximum ¢€s minimum tavolsadga, amit L-lel jeloltem (22. 4bra). A két

komponens jelenlétére utalo spektralis helyeket nyilakkal szemléltetem a 22. dbran.

Térer6sség

22. dbra 1,28 mM CPFX-szel kezelt lecitin GUV-minta ESR spektrumai kiilonbézé
homérsékleteken. Nyilak mutatjak a spektrumokon megjelend ,,vallak”
helyét. L az alacsonyterii maximum és minimum tavolsaga.

A homeérséklet, illetve a fluiditas névekedésével a maximum (a pozitiv csucs) a
nagyobb térerdsség-értékek felé (azaz jobbra), mig a minimum (a negativ cstcs) a
kisebb térerdsségek felé (azaz balra) tolodik az L paraméter értékének csékkenését
okozva. Annak érdekében, hogy az L-paraméterrel kifejezett spektralis-, s ezaltal a
fluiditas-valtozasokat érzékenyebben kimutassuk, a CPFX-kezelt minta spektrumabol
kivontam az azonos hdmérsékleten felvett kontroll minta spektrumat. Az igy kapott
spektrumok most mar csak azokat a lipidkompartmenteket monitorozzék, amikhez a
CPFX molekulak kotodtek. A kiértékelés soran a CPFX-kezelt mintakra jellemzdé L

értékeket ezekrol a spektrumokrol olvastam le.

39 °C alatt nem volt kiilonbség a kontroll és CPFX-es mintak L értékeiben, vagyis

nem okozott mérhetd fluiditasbeli valtozast a CPFX jelenléte az otodik szénatom
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mélységében. Azonban 39 és 50 °C kdzott a CPFX-et tartalmazé mintdak esetén minden
hémérsékleten kisebb L értéket hataroztunk meg, mint a kontroll GUV mintdknal. Az L-
értékek kiilonbségeit az egyes homérsékleteken a AL = Lyonyron — Leprx  értékekkel
fejeztiik ki, amelyeket a 4. tablazatban tiintettem fel. Az eredmények alapjan a CPFX
fluidabba tette a lipid-kettdsréteget a fejcsoportokhoz kézeli régioban, ahol a DOX-5
jelold helyezkedett el.

4. tablazat Kontroll és CPFX-es mintak ESR spektruman mért L
értékek kiilonbségei kiilonbozé hémérsékleteken

T (OC) ‘ AL = Lyontron-Lcprx (G)

39 1.52 +£0.20
41 1.32+0.19
45 0.86+0.15
50 0.71+£0.10

A dolgozatomban nem targyalt spektrumszimulacié is alatimasztotta, hogy két
kiilonboz6 fluiditasu lipidpopuldcid van jelen minden spektrumban. A CPFX-es
mintakban 7,4 + 2,4 %-kal nagyobb volt a rendezetlen populacio aranya, mint a kontroll
mintdkban (Kaszas és mtsai 2013). Tehat 5,4-es pH-értéken az -elektrosztatikus
kolcsonhatas, ami zéta-potencial mérések alapjan kimutathaté volt a CPFX ¢és a
liposzémdk felszine kozott, csak 39 °C fol6tt okoz kimutathaté fluiditds-ndvekedést a
DOX-5 szonda mélységében. A koffein és a CPFX fluiditasra gyakorolt eltéré hatdsa
azt is jelentheti, hogy a hatéanyag-leadas kinetikajaban, a kiilonb6z6 hdmérsékleteken
varhato kiilonbség; pl. a CPFX felszabaduldsanak kinetikaja tobb fokkal a bdr

fiziologias hdmérséklete f616tt megvaltozhat.

Az ESR mérések alapjan a lipidmembran fejcsoportiaihoz kozeli régio
fluiditasaban a koffein kotodése nem okoz kimutathato valtozdst, mig a ciprofloxacin,

magasabb homérsékleteken mérhetd fluiditasnovekedést okoz.

5.5. A liposzoma tipusanak hatasa a hatéanyag-felszabadulasra

El6z6 eredményeink arra utaltak, hogy a hatéanyagok tdltéseinek hatasa van a
membran fluiditasdra. Ez azt is eredményezheti, hogy a semleges, illetve toltott
molekuldkra vonatkozé membranpermeabilitds a liposzomak szerkezetétdl is fligghet: a
lipofil, semleges molekuldk megoszlasa nagyobb a membran apolaris régidiban, igy

esetleg a permeabilitasuk kisebb ezekre a hatdéanyagokra nézve. A fejcsoportokkal vald
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kolesonhatés, az el6zéekkel ellentétben, a toltéssel rendelkezd hatdanyagokra nézve
kedvezSbb, ami a kotddésiiket ezekhez a csoportokhoz erésebbé teszi. Igy toltéssel
rendelkezd hatdanyagoknal két hatas is modulalhatja a membranpermeabilitast, illetve a
hatoanyag leaddsat: 1.) magan az apolaris région valo ,,athaladas” sebessége; 2.) a
kisérletsorozatban ezért azt vizsgaltam meg, hogy a CPFX milyen leadasi kinetika
szerint jut multilamellaris vagy orias liposzomak membranjan at, illetve jut ki magukbol
a vezikuldkbol.

A kiilonboz6 liposzoémarendszereknek a hatdanyag felszabadulasara kifejtett
hatdsat egyensulyi dializismérésekkel vizsgaltam, a CPFX-leadds iddfiiggését
hasonlitottam 6ssze MLV és GUV mintdkon. Az MLV-mintaknal a liposzoémat nem
tartalmazd CPFX-torzsoldat dializisekor leadott hatdanyag-mennyiséget vettem 100 %-
nak. A 24 o6ran at tartd egyensulyi dializis végén a leadott hatoanyag (CPFX)
mennyisége a tojaslecitinb6l késziillt MLV-knél kozel 100% (97,4 +0,84 %) volt, ami
nem fliggdtt a lecitin koncentracidjatol az altalunk vizsgalt koncentracidtartoméanyban,
mely 1-5 mg/ml kozotti volt. A hatéanyag-felszabadulds a 10 mol%-ban DMPG-t is
tartalamz6 DPPC MLV-k esetén is kozel 100 %-0s volt.

Az anyagok és modszerek fejezetben megadott indokok miatt a GUV-ok esetén a
mintavételezés inhomogén volt, amit a [4] képlet (35.oldal) alapjan vettem figyelembe.
Ez magyarazza azt, hogy adott esetben a kiindulé hatdéanyag mennyisége, amire a
hatéanyag leadas idofliggését viszonyitottuk, a referencia oldathoz képest nagyobb is
lehet, mint 100 %. A dializis soran a relativ hatéanyag-leadas 70,7 +1,56 % volt
tojaslecitin és 83,2 + 2,3 % DPPC/DMPG GUV-okndl. A CPFX-leadas %-os értékei a
pH-t6l fiiggetleniil hasonlo értéket mutattak. A két liposzomalis rendszer, azaz GUV-0k

€s MLV-k relativ hatdanyag-leadasanak sszehasonlitasat az idoben a 23. dbra mutatja.
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23. dbra A dializalo membranon keresztiil leadott CPFX az id6 fiiggvényében,
tojaslecitin MLV és GUV esetén. Az egyes méresi pontokban a legalabb
harom méresi eredménybdl szamolt atlagok hibajat tiintettiik fel.

A leadott hatébanyag mennyisége a dializald membranon atjutott, valamint a

liposzomakon kiviili és az azokon beliili térbdl szarmazhatott.

________

24. abra A dializis leirdsahoz hasznalt harom-rekeszes modell. vy @
dializiszsakon kiviili tér; v.: a liposzomak belsé vizes fazisa; vi: a
dializalozsak belsejében levé vizes ter

A liposzomamentes CPFX-oldat dializise sordn bebizonyosodott, hogy a CPFX
molekuldk atjutasa a vezikuldkon kiviili térbdl a dializdldé kézegbe nem akadalyozott,
igy a kétféle liposzomarendszer esetén mért kiillonbséget a bezart vizes fazisokbol
torténd ,,felszabadulasbeli” kiilonbség okozhatta. Feltételezhetnénk, hogy az MLV-k a
bezart hatdéanyagot jobban visszatartjak, mint a GUV-ok, mivel tobbrétegli szerkezetiik
miatt a CPFX-molekulaknak t6bb lipofil barrieren kell atjutniuk. Tekintve, hogy a
vizsgalt pH-kon a CPFX tobbnyire toltéssel rendelkezik, a lipofil kettdsrétegen az

atjutdsa meglehetdsen gatolt. Vagyis a le nem adott CPFX aranyaban mért kiilonbség
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egyrészt a vezikuldk és az altaluk bezart vizes térfogatok nagysagbeli kiilonbségére
utalhat, masrészt a liposzomak feliiletén megkotott CPFX mennyiségi kiilonbségére.
A hatoanyag-felszabadulés kinetikai leirasara haromrekeszes modellt dolgoztunk

ki (24. abra). Ez a modell a kovetkezOket veszi figyelembe: 1.) a hatdéanyagnak a

crer
crer

crer

liposzéma membranjan keresztiil (Kaszas ¢s mtsai 2013).

A hatdanyag-felszabaduldsra vonatkoz6 kinetikai gorbék kiértékelése alapjan a
kovetkezoket allapitottam meg: 1.) A dializismérések alapjan orias liposzomak esetén a
hatéanyag ~30%-a helyezkedik el a vezikulak bels6 vizes terében vagy a lipidmembran
belsé felszinéhez kotve, MLV-k esetében ez ~3%; 2.) a liposzOma membranon at a
hatéanyag-leadasra (release) vonatkozo szamolt felezési id6 a GUV-minta esetén
Tip=54 + 13,0 h, mig MLV esetén Tyo= 18,1 = 5,4 h; (a liposzémdakon kiviil a vizes
fazisban lev szabad hatéanyagra vonatkozé felezési id6: 28,2 + 3,2 min). A két eltérd
szerkezetll liposzomarendszeren mért adatok latszolag ellentmondédsban vannak a vart
értekekkel, hiszen egyszerli megfontolas alapjan a tobbszoros lipidrétegeket tartalmazo
MLV esetén varnank lassubb diffuzidt. Ez a latszolagos ellentmondas feloldhato azaltal,
ha figyelembe vessziik: 1.) a CPFX-nek a membranfeliiletekhez vald kotodését (az
MLV-s szerkezetek esetén a tobbszordsen egymasba illeszkedd lipidrétegek feliiletén
jelentds kotddés torténhet), ami a kinetikai egyenletek alapjdn is gyorsabb
deszorpcidhoz vezet; 2.) a GUV-ok és az MLV-k nagy mértékben eltérd bezart vizes
térfogatait; 3.) az MLV-k esetén a lipidrétegek szorosabb illeszkedése kovetkeztében, az

eltérd kettdsréteg-szerkezet miatt fellépd membran-permeabilitas valtozasat.

A hatoanyag leadasat (koffein vagy CPFX) a hatoanyagok elektromosan
toltot/toltetlen formadi, azok kiotodése a membranhoz, valamint a bezadrt vizes térfogat
nagysdaga és a liposzomak szerkezete is nagymértékben befolyasolja. Célszerii a
hatoanyagok megoszlasi és permeabilitisi tulajdonsdgait megvizsgalni annak
érdekében, hogy a megfelelo tarolasi kapacitisu és leaddsi sebességii rendszert ki

tudjuk valasztani.

57



Eredmények

5.6. Hatéanyagok fényérzékenységének jellemzése

A modern hatéanyagok igen sok esetben fényérzékenyek, ami a hatdanyag
hatasanak csokkenéséhez, Onmaganak vagy bomlastermékeinek akar fototoxikus
hatasdhoz is vezethet. TarsszerzOk korabbi munkdiban mar vizsgéltdk kiilonb6zo
fluorokinolonok fotobomléasat (Budai és mtsai 2008). Munkdm soran arra kivantam
valaszt kapni, hogy a liposzoma-ciklodextrin kombinalt rendszer kinal-e eldnyt a

fotobomlas csokkentésében.

5.6.1. Ciklodextrin-liposzoma kombinalt formulacié hatasa az LMFX
fotobomlasara

A tomegspektrometria, megfeleld kiegészité modszerek alkalmazasaval (pl.
gazkromatografia, HPLC, stb.) egy igen érzékeny detektdlasi modszer az eltérd
molekulatomegek kvalitativ és kvantitativ kimutatasara. Az altalam vizsgalt
anyamolekula a lomefloxacin UV-fény hatasara keletkez6 bomléastermékeit
tomegspektrometridsan mértem.

Korébbi vizsgalatok alapjan a 352-es m/z értékiit LMFX fotobomlésa sordn a 288,
316, 332, 336, 346, 348 és 350 m/z értékli termékek keletkezhetnek (25. abra) (Budai és
mtsai 2009). A 288-as és 316-os m/z értékii LMFX-bomlastermékeket nem vettem
figyelembe a jelenlegi ciklodextrin-liposzoma rendszer elemzése soran, mivel ezek a

cstcsok atlapolodtak mas, nem a lomefloxacintol szarmazo csticsokkal.

E
OH

Y\N "
HN\)
F
LMFX

m/z=352
-2H -2F

m/z=350 m/z=316

2/ \;(IH3
miz=348 m/z=336

m/z=332
-COz

m/z=288

25. dabra A lomefloxacin és a fotobomldasi folyamatokban létrejovo termékek m/z
értékei.
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A kiértékelés soran azt tapasztaltam, hogy az m/z = 346 és 348 csucsok jarulékai
aranyosan valtoztak a besugarzéasi dozis novekedésével. Azonban a maximumuk az
0sszes minta esetén kisebb volt mint 5%, igy a tovabbiakban csak az m/z = 332, 336,

350 ¢és 352 csucsok analizisének eredményét tliintetem fel.

Az UV-besugdrzas hatisa az LMFX bomlasara oldatokban. UV-B sugarzas
hatasara a kiinduldsi LMFX (m/z= 352) molekula jaruléka gyors {itemben csokkent, mig
a bomlastermékeké (332, 336, 350) kiilonbozé mértékben nétt, majd kb. 10 kJ/m?
dozisérték felett valtozasuk telitési értéket ért el (26. abra). Az abran latott telitési
gorbék arra utalnak, hogy az LMFX bomlasi folyamatai a parhuzamos kémiai
reakcioknak megfeleld séma szerint a 352-es LMFX molekulabol kiindulva mennek

végbe.

1.0 < LMFX oldat
Uv-B

0.8

0.6

relativ jarulék

0.4

0.2

0.0 4 >
T T T T

0 5 10 15 20 [kd/m?]
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26. abra Lomefloxacin oldat bomlastermékeinek relativ jaruléka az FS20-as
szélesspektrumu UV-B lampadval torténd megvilagitas utan. A mérési
pontokat Weibull-fiiggvénnyel illesztettiik, a hat parhuzamos mérésbél
szdarmazo adatok legnagyobb SEM értéke 0,035 volt.

A korabbi idézett munkaval Osszehasonlitisban az UV-B sugarzason kivil a
320-400 nm-es tartomanyban is tanulmanyoztam az LMFX fotobomlasat. Az UV-A
besugarzast egy nagysdgrenddel nagyobb dozisértékig (200 kJ/m?) folytattam, ami
nagysagrendileg megfelel a kornyezeti sugdrzasbol egy oOra alatt szarmazo UV-A
szintnek a mérsékelt €govon. A relativ jarulékok a 352-es és 350-es m/z-értéki
termékek esetén szintén telitési gorbét adtak a dozis fliggvényében, ahogy azt a 27.A
abra is mutatja. Az el6z0 két komponens esetén és az UV-B besugarzasoknal

tapasztaltakkal ellentétben a masik két termék (m/z= 332, 336) gorbéje nem telitésbe
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ment: az m/z= 332 relativ jaruléka 50 kJ/m’ feletti dézisoknal csokkend tendenciat
mutatott, mig a 336-os csucsoké tovabb ndtt. Ezek alapjan a 332-es és a 336-o0s termék
az LMFX fotobomlasanak csak koztes terméke. Ez arra utal, hogy az LMFX bomlésa

részben paralel, részben konszekutiv reakcioknak megfeleléen megy végbe.

Az LMFX bomlasi folyamatat ciklodextrinek (S-CD, HP-B-CD) jelenlétében is
vizsgaltam, amelyek koziil a B-CD jelenlétében végbemend folyamatok relativ
jarulékait mutatja a 27.B dbra. Mig az LMFX (352) jaruléka a molekula bomlésa miatt a
besugarzas végére nulldhoz tartott, addig az el6zdektdl eltérden ciklodextrinek

jelenlétében a 332-es és 336-05 mellett a 350-es is koztes termékként, tranziensként

viselkedett.
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27. abra A: UV-A sugarzas hatasa LMFX bomlasara oldatban (A) és f-CD
Jjelenlétében (B). A 350-es és 352-es gorbék illesztése a Weibull-
fliggvénnyel tortént (B: a *-gal jelolt pontig). Az egyes m/z-értékek alapjan
szamitott, maximalis, SEM értéket a 350-es gorbe utolso pontjanal
dbrazoltam.

A komplex liposzomdlis rendszerre vonatkozd szdmitdsaim azt mutattdk, hogy az
UV-A sugarzast kdvetden a 332-es és a 336-os termekek jaruléka minden dsszetétel, igy
a liposzomas mintak esetén is a koztes termékekre jellemz0 tendenciat mutatta. A 20 és
a 200 kl/m%es dozisu besugarzashoz tartozé jarulékok kiilonbsége, (%oUV A 200kimz-
%UVA0kim2), @ 332-es szarmazék esetében szinte minden esetben negativ értéket, mig
a 336-osé pozitiv értéket adott (5. tablazat). A lomefloxacin fotobomlasat oldatokban
vizsgalva, mindkét ciklodextrinszarmazék esetén (BLX és a HPLX) kisebb jarulékot
hatdroztam meg a 200 kJ/m?-es dozisra, mint a 20 kJ/m?re az m/z = 350 csiicsra.

Lipidek jelenléte megvaltoztatta ezt a kiilonbséget: -CD-t tartalmaz6é mintdknal sem a
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telitett sem a telitetlen liposzomaknal nem mértem kiilonbséget, s ez a liposzéma
szerkezetétol fiiggetlen volt. HP-B-CD-t tartalmaz6é mintdkban a kis egyrétegl
liposzomak pozitiv eltérést mutattak; MLV-re az eltérés a telitett DPPC-nél a
szignifikanciahatdron beliill maradt, mig a telitetlen DOPC-nél a sorozatban mért

legnagyobb pozitiv eltérést kaptam.

5. tablazat A 200 és a 20 kJ/m?-es dozisi UV-A besugarzashoz tartozo
relativ jarulékok kiilonbsége*

m/z
Osszetétel 350 [ 332 | 336
LX < |[-114 (104
BLX -9.3 [-14.0|24.6
HPLX -328| < 1393

DPPC-MLX < |[-13.1(10.0
DPPC-SLX < [-179]213
DPPC-MBLX < -8.6 | 8.1
DPPC-SBLX < < <
DPPC-MHPLX | -11.9| -9.2 | 24.3
DPPC-SHPLX | 12.0 | -23.7 | 25.2
DOPC-MLX < [-149]103
DOPC-SLX < |[-16.0| 8.7
DOPC-MBLX < |[-18.7| 9.1
DOPC-SBLX < [-145| <
DOPC-MHPLX | < |-27.3|(25.2
DOPC-SHPLX || 25.7 | -37.6 | 21.9

* Az értékek a (Youva,200-Y0uva20) kiilonbségre vonatkoznak; <: a kétszeres SEM
ertéknél (8 %) kisebb értékek. LX: LMFX oldat, BLX/HPLX: 3-CD/HP--
CD és LMFX komplexe, M/S: MLV/SUV, DPPC: DPPC-bdl eléallitott
liposzomas mintdk, DOPC: 30 mol%-ban DOPC-¢ is tartalmazé DPPC
mintak

5.6.2. Az LMFX fotobomlasi kinetik4janak jellemzése a sebességi
egylitthatokkal
Az LMFX-et ciklodextrinbe ¢és/vagy liposzomaba zarva vizsgaltuk a
fotobomlasanak reakciosebességi allanddjat. Az m/z = 352 csucs az, ami a teljes
dozistartomanyban leirhatd egyetlen Weibull-fiiggvénnyel, ezért a kiilonb6zé mintdk
Osszehasonlitasat a késObbiekben csak a kiinduldsi, LMFX molekula (m/z=352)

egyiitthatoi alapjan végeztem el.
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Azért, hogy az egyiitthatok valtozasat jobban kifejezziik, az egyes Osszetételek kp
értékét az LMFX vizes oldatban torténd bomlasanak kp értékéhez viszonyitottuk, és
kiilonbségiiket abrazoltuk (Akp). gy az LMFX Akp értéke nulla, amit a 28.A dbra nem
tintet fel. Az abran SEMyis-ként jeloltik a kiilonbségekre vonatkozd, maximalis
standard hibat, és csak azokat a AKp értékeket tekintettiik relevansnak, amelyek kiviil
estek ezen a tartomanyon, s az adott minta konfidencia intervalluma sem adott atfedést
az el6z6 tartomannyal. Az egyes Osszetételek standard hibajat azokon az oszlopokon

tiintettiik fel, ahol a AKp-érték relevanciaja nem lenne egyértelmiien leolvashato.
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28. abra Kiilonbozo dsszetételek sebességi egyiitthatoinak eltérése az LMFX oldat
egyiitthatojatol UV-B (A) és UV-A (B) sugdrzas hatasdara. BLX és HPLX:
lipidet nem tartalmazo (-, és HP-[-CD oldatok, M: multilamellaris
vezikulak (MLYV), S: kis unilamellaris vezikulak (SUV). (A: DPPC-bél
eléallitott SLX Akp-értéke elhanyagolhaté.) (Roviditések Isd. 5. tdbldzat és
a roviditesek jegyzéke.)

62



Eredmények

Az dbra alapjan UV-B sugarzés hatasara relevans valtozas tapasztalhaté az LMFX
bomlasi egyiitthatdjaban a liposzomamentes oldatban, ha B-CD vagy HP-CD volt jelen
(BLX, HPLX). A liposzomalis mintdk koziil a DPPC-bdl eldallitott MHPLX
szignifikansan és relevansan novelte a 352-es sebességi allandojat, mig a DOPC-t is
tartalmazd SHPLX csokkentette. Ezek alapjan a ciklodextrinek és a lipidosszetételek
egylittesen befolyasoljak a bomlés kinetikajat.

A 28.B abran lathato, hogy BLX és HPLX oldatok kp értékei nem valtoznak az
LMFX oldatéhoz képest UV-A sugarzas hatdsara, ellentétben az UVB-sugarzasnal
tapasztaltakkal. Ugyanakkor, a DPPC liposzomédk (az MHPLX kivételével)
nagymértékben megvaltoztattdk a kp-t. Az UV-A sugarzas hatdsira az LMFX a
leggyorsabb bomlasat DPPC-liposzémakat tartalmaz6 formulalasban szenvedte el
(MLX, SLX). Ehhez képest, a bomlasat lassitotta a ciklodextrinek jelenléte, de igy is
gyorsabb volt, mint dnmagaban az LMFX, vagy a ciklodextrint is tartalmazo vizes
oldatban. A DOPC-t 30 mol%-ban tartalmaz6 liposzomalis mintak sokkal kisebb
mértékll valtozast eredményeztek a sebességi egyiitthatoban, csak az MLX mintaban
tapasztaltuk a kp értékének szignifikans és relevans ndvekedését, mig az SHPLX
rendszerben relevansan ¢és szignifikansan csokkent az egyiitthatok értéke mindkét

lipiddsszetétel eseteben.

5.6.3. A lomefloxacin fotobomlasanak érzékenysége az UV-A és UV-B
sugarzasra

A fotokémiai reakciok spektralis érzékenysége informacidt szolgaltat arra
vonatkozoan, hogy a fotoreakci®6 mennyiben kovetkezménye a molekula
abszorpcidjanak, illetve 1éteznek-e mas folyamatok, amik modosithatjak a kizarolag az
abszorpcionak tulajdonithatd érzékenységet. A részletes, spektralis mérés helyett a két
lényeges UV-tartomanyra, UV-B és UV-A, végeztem méréseket és szdmitasokat.

A fotobomlasra vonatkoz6 kinetikai méréseim alapjan, a besugdrzé lampak
spektralis jellemzdinek ismeretében, kiszamitottam azokat a kinetikai allandokat, amik
az egyes UV-tartomanyokat kiilon-kiilon jellemzik. Ezek ardnyéat vetettem Ossze a
lomefloxacin abszorpcidés spektrumanak a megfeleld UV-tartomanyokon mérhetd
normalt, kumulativ abszorpciok aranyaval. Amennyiben a két ardny megegyezik, tigy a

spektralis érzékenységet onmagaban az abszorpcids folyamatokkal is értelmezhetjiik.
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Ellenkez6 esetben a fotobomlast tovabbi fotokémiai folyamatok bekdvetkezése is
befolyasolja, iranyitja. Az LMFX-nek a két UV-tartoményba esé abszorpcidjanak
aranya az re=eyvs/euva képlet alapjan 1,75-nek adodott, ahol eyyvs és eyva az LMFX
abszorpcios értékeinek sszege a 280-320 nm-es és a 320-400 nm-es tartomanyban. A
lomefloxacin fotobomldsat az m/z=352 csucs intenzitdsanak a dozisfiiggése alapjan
leird sebességi allandokbol kiszamitottam a ,,tisztan” UV-B illetve UV-A sugarzasnak
megfeleld sebességi allandokat: kpuva és kpuve (4.3.11. fejezet, 37. oldal). Ezek

aranyat abrazoltam a 29. abran, a kiilonboz6 Osszetételek esetén.

kp,uve/kp,uva

SLX
MBLX
SBLX
MHPLX
SHPLX

h

\ 4
A
A

—P <
oldatok DPPC DOPC

29. abra Az UV-A és UV-B sugarzasra jellemzo sebességi allandok aranya. Az r.=
1,75-ds értéket a pontozott vonallal jeloltem. (Roviditések Isd. 5. tablazat
és a roviditések jegyzéke.)

Azokat a kp yva/kp uvs értékeket vettiik szignifikansan eltéréeknek az r, értéknek
megfeleld 1,75-0s szinttdl, amelyek az abrazolt hibasavokkal egyiitt tértek el 1,75-t61. A
legkisebb eltérést varakozasainknak megfelelden a lomefloxacin oldata esetén
tapasztaltuk, de ett6l nem mértiink sokkal nagyobb kiilonbséget a BLX oldatnal sem. A
HPLX oldat esetén mar szignifikdnsan nagyobb értéket kaptunk, ami az adott HP-CD-t
tartalmaz6 liposzomalis mintdk esetében is elmondhatd volt mind a két lipidosszetétel
mellett, kivéve a DOPC-s MHPLX mintat. A liposzémakat tartalmazé minték tobbsége
nagyobb érzékenységet mutatott az UV-A sugarzasra, mivel sebességi egylitthatdik

aranya kisebb értéket mutatott, mint az r, hatarérték, kivéve az elébb emlitett 100 %
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DPPC-bol eloallitott MHPLX és SHPLX, illetve a DOPC-t is tartalmazo ciklodextrines
SUV-ok (SHPLX, SBLX). Az utdbb felsorolt mintdk esetében a fotobomlas sebessége
kifejezettebb volt az UV-B tartomanyban, mint UV-A-ban. Kiilonbség fedezhet6 fel a
multilamellaris és az wunilamellaris liposzomak viselkedésében is: a csak
lamellaritasukban eltérd liposzomas Osszetételek koziil minden esetben a SUV-0k adnak

nagyobb aranyt, vagyis érzékenyebbek UV-B-re a nekik megfeleld6 MLV-khez képest.

5.6.4. Az UV-A ¢s UV-B forrasokkal tortént besugarzas hatdsa a
bomléstermékek jarulékara

A kétféle sugarzdsnak az egyes bomlastermékek relativ jarulékara gyakorolt
hatasanak Osszehasonlitdsahoz az egyes 0sszetételek azonos dozist, 20 kJ/m?-es, UV-A
¢s UV-B besugarzasa esetén meghatarozott jarulékok kiilonbségét vizsgaltam (%yva 20-
%uve.20). A 352-es cstcs jarulékanak valtozasat nem tiintettem fel, mert csak egy
esetben, a tisztan DPPC-bol eldallitott SHPLX minta esetén allapitottam meg a
hibahataron (8,0 %) kiviil es6 kiilonbséget, ami -8,4 % volt.

6. tablazat 20 kJ/m?-es UV-A, illetve UV-B besugarzasokhoz tartozo
relativ jarulékok kiilonbsége ugyanazon osszetétel esetén

m/z

Osszetétel 332 | 336 | 350

LX < < <

BLX < < <
HPLX < < |12.6
DPPC-MLX |-145| < [229
DPPC-SLX 124 < | 221
DPPC-MBLX < < |134
DPPC-SBLX < < [19.3
DPPC-MHPLX < < |17.2
DPPC-SHPLX < -8.0 [ 135
DOPC-MLX [ -20.3| < [20.8
DOPC-SLX -19.7|1 < 1200

DOPC-MBLX < < <

DOPC-SBLX | 10.7 |-106| <

DOPC-MHPLX | < < <

DOPC-SHPLX | 119 | -10.1| <

Az értékek a (Youva20-Youve 20) kiilonbségre vonatkoznak; <: a kétszeres SEM
erteknél (8 %) kisebb értékek. (Roviditések Isd. 5. tablazat és a roviditések

jegyzéeke.)
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Az m/z=332-es terméket nézve negativ kiilonbséget kaptunk, vagyis UV-A-ban
kisebb jarulékkal szamolhatunk 20 kJ/m?nél, mint UV-B-ben a CD-nélkiili liposzomas
mintak esetén, mindkét lipidosszetétel mellett. A nagyobb eltérést a DOPC SLX ¢és
MLX liposzomakra szamoltuk. A 350-es termék UV-A-ban a mintak tobbségében
stabilabbnak mutatkozott, ugyanis a szignifikdns kiilonbségek mind pozitiv értéket
adtak. Koziiliik is kiemelkedik az elobb emlitett négy Osszetétel, a DPPC-s és DOPC-s
SLX ¢és MLX, amelyek hasonloan viselkedtek: a legnagyobb jarulékkiilonbséget
produkaltak a 350-es m/z értéknél és jelentds negativat a 332-es esetén. Eltérés a
DPPC—s és DOPC-s Osszetételek kozott, hogy a CD jelenléte csokkentette a 350-es
jarulékok kiilonbségét a CD-nélkiiliekhez képest (SLX, MLX); de mig a DPPC-s
mintdkban az érték tovabbra is jelentds maradt, addig a DOPC-s mintdkban mar nem
volt szignifikdns. A 336-o0s termék jarulékait nézve tobbségében nem volt szignifikans a
kiilonbség, viszont harom esetben a szignifikans kiilonbséghez kozel eso negativ értéket
kaptunk, vagyis UV-B-ben a 336-os nagyobb jarulékkal szerepelt, mint UV-A-ban, és
mind a harom 6sszetétel SUV volt, illetve tartalmazott CD-t (DPPC-SHPLX, DOPC-
SBLX, DOPC-SHPLX).

Az altalunk alkalmazott kétféle besugarzas hatasa kozti kiillonbséget a maximalis
dozisok (Yuva200-%uve20) eredményeként kialakult jarulékok kiilonbségével is

jellemeztiik (7. tablazat).
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7. tablazat Az UVB vagy UV A besugarzas relativ jarulékainak
kiilonbsége a maximalis dézisoknal (Yoyva 200-%6uvs 20)

m/z
Osszetétel 332 | 336 | 350 | 352
LX -11.7 ) < < <
BLX -104 1218 < <
HPLX -9.7 1336 |-202| <
DPPC-MLX 276 < 24.6 <
<
8

DPPC-SLX -30.2 | 17.7 | 175
DPPC-MBLX | -93 | < | 16.1 | -8.
DPPC-SBLX < < | 18.8 <

DPPC-MHPLX | -144 1193 | < |-114
DPPC-SHPLX | -21.2 | 17.2 | 255 | -17.6

DOPC-MLX |-352| 8.7 | 24.3 <
DOPC-SLX |-35.7| < | 25.8 <
DOPC-MBLX | -19.7| < 9.6 <
DOPC-SBLX < < < <

<
<

DOPC-MHPLX | -20.6 | 185 | <
DOPC-SHPLX | -25.8 | 11.8 | 20.5

Az értékek a (Youva.200 - Youve 20) kiilonbségre vonatkoznak, <: a kétszeres SEM
ertéknél (8 %) kisebb értekek

A besugarzasi dozisok maximumaindl a 332-es koztes termék feltiintetett negativ
kiilonbségértékei szerint az UV-A besugarzas kisebb jarulékokat eredményezett, mint az
UV-B besugarzas: az UV-A besugarzas soran felvett kinetikai gorbék a kb. 50 kJ/m?
dozisnal elért maximum utan csékkennek. Az LMFX oldat besugarzédsa soran nem volt
szignifikans kiilonbség a kétféle sugarzas hatasa kozott a 336-0S m/z-értékii
bomlastermék jarulékaban, mig a ciklodextrinek jelenlétében (BLX, HPLX) az UV-A
besugarzas hatasara ennek a fototerméknek a jaruléka megnétt. Ez a ndvekedés azonban
kisebb, vagy a szignifikancia szintnél kisebbé is valhat, — kiilondsen B-CD esetén —
amennyiben a rendszer liposzomat is tartalmazott. A 350-es termék jarulékaban szintén
nem volt kiilonbség a lomefloxacin oldatban, mig az osszetételek tobbségében az UV-A

besugarzas eredményezett nagyobb jarulékot.

A lomefloxacin fotobomlasat, valamint bomldsi dllandojanak spektralis
érzékenységét nem csak a liposzomadk jelenléte valtoztatia meg, hanem a ciklodextrin
tipusa, a CD-kel egyiitt jelenlévo liposzoma oOsszetétele és szerkezete is. Példaul az

LMFX DPPC rendszerben mindig jobban bomlott, mint DOPC jelenlétében; a
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SUV-ok érzékenyebbek voltak UV-B-re, mint az MLV-k; CD-oldatokban a bomldsa
fokozodott, amit részben kompenzdlt a liposzomak jelenléte. Ezek arra utalnak, hogy
a lomefloxacin és/vagy fototermékei olyan specidlis kolcsonhatasba Iléphetnek a
jelenlévo CD-kel vagy lipidekkel, amik a fotobomlas lezajlasaban meghatdarozo

szerepet  jatszo  elektroneloszlast a  lomefloxacinban és  fototermékeiben

megvdltoztathatjak.
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6. Megbeszélés

6.1. Az 6rias vezikulak alkalmazhatdésaga a biofizikai/gyogyszerészeti
vizsgalatokban

Az orias vezikuldkat sejtmodellként hasznaljdk a biokémiai és biofizikai
vizsgalatok/kisérletek soran. A gyodgyaszatban gyogyszerhordozoként mar alkalmazott
kisebb méretii liposzomak, féleg a SUV-ok alkalmasak pl. intravénas hasznalatra is (pl.
doxorubicin, amfotericin B, vinkrisztin, morfin). A GUV-ok ilyen iranyu felhasznalasa
a trombozis és az emboliaveszély, majd az immunrendszer-aktivalé hatasa miatt
egyelére nem lehetséges. Méretilk miatt inkabb kiils6leg alkalmazott készitmények
formuléldsa sordn kaphatnak szerepet. A liposzomalis készitmények elénydsek lehetnek
szem-, és orrcseppként, ugyanis lipidtartalmukkal stabilizaljadk a konnyfilmet, illetve
biokompatibilisek lehetnek a halldjarat természetes lipidszekrétumaval. Ilyen mddon az
orias vezikuldk, a GUV-ok, a nagy bezart, vizes térfogatuknak koszonhetden
alkalmasak lehetnek a jo vizoldékonysdgu hatdéanyagok célbajuttatdsira, ami ebben az
esetben jelentheti a hatdanyagnak a hatds eléréséhez sziikséges ideig torténd
,helybentartasat” is. A hatdéanyagok boron keresztiil torténd (percutan) bejuttatasa a
szervezetbe szintén egy megfeleld alkalmazasi teriilet lehet, bar a vizoldékony karboxi-
fluoreszceinnel végzett kisérletek alapjan a festék mélyre jutasahoz a borben elegendé a
liposzémak jelenléte is, nem sziikséges a molekulak bezarasa (Verma és mtsai 2003).
Az utobbi években vizsgaltak a liposzomak per os torténd alkalmazasanak lehetdségét
1s. Az eredmények alapjan a liposzomak akar egyéb véddbevonat nélkiil is alkalmasak
lehetnek, mint oralis gyogyszerszallitdo rendszerek; ugyanis megfeleld lipidosszetétel
mellett elérhetd, hogy a hatéanyagok védve legyenek a szdjban torténd bomlastol és a
gyomor emésztéfolyamataitol. Egyes vizsgalatok alapjan a SUV-okat, a nagyobb
gorbiilet ¢és a lazdbban ,,pakolt” szerkezet miatt, az epesavak ¢és soik alacsonyabb
koncentraci6 mellett szolubilizaljak, mint a kisebb gorbiiletli, nagyobb vezikuldkat
(Maherani és mtsai 2013). Eppen emiatt lehetnek az 6rias vezikulak igéretesek ezen a
terileten. A kiillonboz6 felilletmddositasokkal, vagy polimer matrixba torténd
ideje a gasztrointesztindlis traktusban, segitve a polaris hatéanyagok abszorpciojat a

vékonybél epitélsejtjeiben (Dai és mtsai 2005, Maherani és mtsai 2013).
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6.2. Hatoanyagok kompatibilitasa liposzomak feliileti toltésével

A liposzomak zéta-potencidljat az idedlis tartomanyban ugy lehet a
legkdnnyebben fenntartani, ha a feliileti toltésiik eldjelének megfeleld toltési
hatéanyagokat zarunk be a liposzomadk vizes fazisdba. Ez elsdsorban olyan
hatoanyagokra vonatkozik, amelyek logP értéke kicsi és toltéssel rendelkeznek. Azonos
toltések esetén a zeta-potencial abszolut értékben nem csokken, igy az aggregacid, vagy
a keletkezésiik hatdsfoka nem romlik. A negativ zéta-potencialu lecitin liposzomak
esetén, tehat érdemes a hatdanyagoknak negativ toltésti soit eldallitani. Ellenkezd
esetben pozitiv toltésli hatdéanyag szarmazékok hasznalata célszeri. A lipofil
hatéanyagok esetén két problémat kell megoldani. Egyrészt biztositani kell, hogy
vizben a terapias hatasnak megfeleléen oldhatok legyenek, masrészt, hogy a
liposzémakban nagyobb legyen a lipid/vizes-fazis arany. Ezt emulziokkal, vagy MLV-
kel lehet elérni. Ebben az esetben a mellékhatdsok csokkentése és a hatdanyag
célbajuttatdsa lehet az, ami miatt a liposzomalis készitmények eldnydket kindlhatnak a

hagyoményos gyogyszerformakkal szemben.

6.3. Hatéanyagok kotédésének jellemzése

Az alkalmazott hatéanyagok kozott elsOsorban a vizben, illetve apolaris
olddszerekben (ezen utdbbiak kozott lehetnek kiilonféle lanchosszusagu zsirsavakat
tartalmaz6 rendszerek, olajok vagy egyéb szerves oldoszerek) valé oldhatdsag szerint
szoktak kiilonbséget tenni. A gyogyszerészi gyakorlatban a vizes és oktanolos fézis
kozottt megoszlast szoktak a logP-értékkel jellemezni. Ez a fogalom azonban sok
esetben nem elegendd az oldékonysag jellemzésére, hiszen nagyon gyakran éppen a
»Vvizoldékonysag” eldsegitésére a szerves molekuldknak soit szoktdk alkalmazni (pl.
hidrokortizon-natrium-hemiszukcinat,  fenobarbital-natrium, papaverin-hidroklorid,
bupivakain-hidroklorid). Takacs-Novak és mtsai. (Takacs-Novak és mtsai 1995) mar
koréabban is felhivtdk a figyelmet arra, hogy a logP-érték igen jelentésen megvaltozhat a
hatéanyagok protonaltsagi allapotatdl fiiggden. Kisérleteimben hasonld jelenséggel
talalkoztam, amikor a ciprofloxacin, illetve a koffein kotddését irtam le.

A zéta-potencial mérésekor azt taldltam, hogy a koffein nem valtoztatta meg a
zéta-potencidl értékét. Ezzel szemben a ciprofloxacineHCI alacsonyabb pH-n jelentds

mértékben, mig pH 7,2 kornyékén gyakorlatilag a hibahataron beliil azonos értéket
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mutatott. Az altalam mért szazalékos kotddés ugyanakkor kozel azonos volt. Ennek a
jelenségnek az értelmezése azt veti fel, hogy a hatéanyagok kotédését az adott pH-n
torténd disszocialt alakok pontos ismeretében lehet leirni. A zéta-potencial elméleti
leirdasa meglehetdsen komplex egyenletek megoldasat tételezi fel, sokszor csak
numerikusan megoldhatd problémaként (Ohki 1984, Ohshima 2002, Rooney és Lee
1983, Sou 2011), igy a munkam soran csak szemi-kvantitativ leirasra torekedtem, a

kiilonféle mikrospeciacios formak figyelembevételével.

Az alacsonyabb 5,4-es pH-n a vezikulak feliileti toltése negativ, a CPFX-
molekulak kb. 90 %-a pedig egy, vagy két pozitiv toltéssel bir ([+,0], [+,+,0] vagy
[+,0,0]). A negativ lipidfelszin és a pozitiv molekuldk kozotti kotddést elektrosztatikus
kolesonhatas segitheti, melynek eredményeképpen a hatdanyag-molekuldk pozitiv
feliikkel fordulva a vezikuladk felé azok eredd negativ toltése csokken, mint ahogy a
zéta-potencidl abszolut értéke is. 7,2-es pH-n szdmitasaink alapjan (3. tablazat, 50.
oldal) a CPFX-molekulak tobb, mint 60 %-a ikerionos, kb. 25 %-a neutralis formaban
van jelen. Ebben az esetben a nagyobb aranyban ikerionos allapotban eléforduld
molekuldk pozitiv feliikkel fordulnak a negativ lipid-kettdsréteg fel¢, mivel igy kifelé, a
vizes fazis felé szintén negativ polusuk mutat, a vezikuldk nettd toltése valtozatlanul
negativnak adodik. A CPFX-molekuldk kotédésének és a toltések alakuldsanak

egyszerisitett rajzat a két pH-értéken a 30. dbra mutatja.

A koffein 0,6 koriili pK, értéke alapjan pH 5,6-on t6ltést nem hordoz, nem alakit
ki olyan kdlcsonhatést az eredetileg negativ feliileti toltésti vezikulakkal, aminek révén a
zéta-potencidl megvaltozna. Hasonlo jelenséget figyeltiink meg a kiilonb6zd
pufferrendszerekben eldallitott liposzoméak zéta-potencidljdban is. A szintén
toltésnélkiili gliikkozt tartalmazo oldatban megmaradt a vezikuldk eredetileg negativ
feliileti toltése, mig az ammonium-acetat disszocialt ionjai elfedték azt (Kaszas €s mtsai
2008). Nem-ionos feliiletaktiv anyagokbol eléallitott vezikuldkon (nioszémakon) sem
tapasztaltdk a koffein hatasat a zéta-potencialra, amit az elhanyagolhaté mértéki

adszorpcidval magyaraztak (Carafa és mtsai 2011).
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30. abra A bal oldali kép a CPFX molekuldk liposzomahoz torténd kétodésének
semaja a két vizsgalt pH értéken. Az elipszisek jelolik a CPFX-molekuldkat,
benniik a 0, és - jelek utalnak a kiilonbozo mikrospeciacios allapotokra.
Ezen az abran a vezikula belsé felszinéhez kotodo molekulak nem lettek
feltiintetve. A jobb oldali kép emlékezteté a CPFX mikrospeciacios
allapotairol.

Liposzoémak esetén azonban szamolhatunk a koffein és a lipidmolekulak kozott
1étrejovo hidrofob, dipol-dipol kodlesonhatasokkal, valamint a hidrogénhidakkal torténd
kotédés sem kizarhaté (Bahrami és mtsai 2013), amelyek egyiittesen az altalunk mért
jelentds kotddést (45. oldal) magyardzhatjdk. Ez a mért jelentés kotddés az, ami
felvetette az ESR-mérés jogosultsagat. Elsésorban a fejcsoportokhoz kozeli régiokban
monitoroztuk a liposzéma-koffein kdlcsonhatast. Az alkalmazott spinjeldlt vegyiiletek
koziil a zsirsavlancot tartalmazo nitroxid vegyiilet kozvetleniil a foszfat fejcsoportok
alatti régiokban érzékeny a kolcsonhatasok valtozasara. Mivel a méréseim szerint ebben
a mélységben nem tapasztaltunk valtozast sem a mikroszkdpikus rendezettségben, sem
a rotacios mozgasok iddskalajan, a kovetkezd méréseimben a kettdsréteg vizfazisaval
érintkezésben levé régiot teszteltem. Az alkalmazott spinjeldlt vegyiilet olyan
szerkezetli, hogy a tizenhat szénatomot tartalmazd szénhidrogénldnca révén a
kettdsréteg szénldncaiba jol bemeriil, mikdzben a fejcsoportok és a vizes fazis hataran
elhelyezkedd nitroxid csoporttal érzékenyen reagdl az ebben a rétegben levo
valtozasokra. Méréseim, valamint a kiegészitd spektrum-szimuldcios munkak is, azt
mutattak, hogy a k6t6dd koffein nem okoz olyan mértékii valtozast, ami a fejcsoportok
kolcsonhatasait nagymértékben megvaltoztatnd. Az eredmények alapjan vetettiik fel azt,

hogy a koffein kotédése egy szolvatacios rétegben torténne, ami a koffein-membran
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kozotti kolesonhatasban sokkal kisebb mértékben vezetne a lipidek fluiditasanak

valtozasahoz.

6.4. A bezart térfogatok dsszehasonlitisa a GUV-ok és MLV-k esetén

Hatdanyagok boéron torténd alkalmazasanak célja lehet, a gydgyszermolekuldk
lipidben old6d6 hatdanyagoknak a boér mélyebb rétegeibe juttatisa inkdbb a nagyobb
lipidarannyal rendelkezd, multilamellaris rendszerekkel érhetd el. Vizoldékony
hatéanyagok esetén viszont a nagyobb bezdrasi hatasfok eléréséhez éppen az Orids
liposzomak nagyobb bezart, vizes fazisa célszert.

A dializiskisérletek soran a tojaslecitin GUV-0k 70,7 %-ot, az MLV-k szinte a
teljes mennyiséget, a CPFX 97 %-at leadtak, vagyis a GUV-ok kb. 30 %-ot, mig az
MLV-k 3 %-ot tartottak vissza. Az eltér6 méretii és szerkezetii liposzomak a vizes fazis
eltéré hanyadat zarjak be; az MLV-k és GUV-ok altal bezart vizes térfogatban akar tobb
nagysagrendnyi kiilonbség is adodhat. Az altalunk hasznalt vékonyréteg-hidratacios
technikaval eldéllitott MLV-k maximalis atmérdje kb. 1 um és rdadasul belsd teriik
nagyobb részét is lipid tolti ki. Ezzel ellentétben a GUV-ok atmérdje akar tobb tiz um-
es is lehet, igy a két liposzomatipus altal bezart vizes térfogat nagysaga kozott kb. 1000-
szeres lehet a kiilonbség egy egy vezikulat véve. Ha figyelembe vessziik, hogy az
altalunk haszndlt prepardlasi technikaval eldallitott GUV-ok méreteloszlasa
exponencialis (Akashi és mtsai 1998), a mintaban az emlitett kiilonbség akkor is 100-
szoros a teljes mintat tekintve. Szamitdsokat végeztem annak értelmezésére, hogy
miként valtozik a bezart vizes térfogat, azonos atmérdket feltételezve GUV-okra ¢€s
MLV-kre; amikor az MLV-k tobb rétegben tartalmaznak lipid-kettdsréteget, amelyek
egymastol kiillonbozo tavolsagban ismétlddnek, s kozottik vizes fazis van. Példaul
méréseink alapjan az MLV-k a CPFX mennyiségének relativ 3 %-at, mig a GUV-ok a
kb. 30 %-at tartottak vissza. E két adat aranya kb. 10%-ot ad. A 31. abran a 10 %-nal a 2
dw/dgL arany gorbét kb. 0,58 um-es atmérénél metszi. Nagyobb d,/dg_ aranyoknal a
megfeleld &tmérd a nagyobb értékek felé tolodik.
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31. abra Azonos atmérdjii MLV-k és GUV-ok altal bezart vizes térfogat aranya az
atmera fiiggvényében.

6.5. A zéta-potencial hatasa az orias liposzomak mikroszkopos képére

A kétértéki kationok jelenléte a mi méréseink szerint hatdssal volt a
preparatumban a keletkezé vezikuldk méretére, lamellaritasara. A preparalas soran 3
mM-os koncentracidoban jelenlévo Ca?*-ionok esetén tapasztaltuk a GUV-0k csoportba
rendez8dését. A GUV-okhoz a Ca®*-ionokat kiviilr8l adva (mint a zéta-potencial
mérések esetén) ugyanezt a hatast észleltiik. Nagysagrendileg ez az ionkoncentracio
Ca®* és Mg2+ esetén is 10 mV ala csokkentette a zéta-potencial abszolut értékét, ami
bdven alatta van a tankonyvek altal megadott, a preparatum stabilitdsdhoz sziikséges 30
mV-os értéknek. Hasonlo jelenséget tapasztaltunk 5,4-es pH-értéken a CPFX
jelenlétében is, ahol a zéta-potencial —4,5 mV-ig nétt. pH 7,4-en a mikroszkopos képen
nem tapasztaltunk valtozast a kontroll mintahoz képest, €s a zéta-potencial értékében
sem.

Ezek alapjan a kationok és a toltést hordozd molekulak kotddése, és arnyekolod
hatasa miatt a lipidvezikuldk feliileti toltése csokkent, ami egyiitt jart a vezikuldk és a
lipidrétegek kozotti elektrosztatikus taszitds csokkenésével. Ez a hatds eredményezhette
kationkoncentracié mellett, illetve pH 5,4-en a CPFX jelenlétében. A magasabb pH-
értéken, 7,2-n, az ikerionos CPFX-molekulak kotédése nem okozott zéta-potencialbeli

valtozast, mivel nem véltoztatta meg a feliileti toltésstirliséget, és igy a rétegek kozotti
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taszito er6 sem csokkent; a mikroszkopos képen ezért nem lattuk a GUV-ok

crer

6.6. Hatéanyagok kotédése — membranfluiditas

Az ESR spektroszkopiai modszerek segitségével a membranfluiditas valtozasai
egyszerlien mérheték. Ennek az az alapja, hogy a molekuldk rotacios diffuzidja az,
amire az ESR spektrumok érzékenyek. Igy minden olyan valtozas, ami a rotacios
diffaziot megfelelden megvaltoztatja, jelentkezhet az ESR spektrumokon (Grell 1981).

ESR méréseink alapjan a CPFX csak 39 °C felett volt fluiditasnéveld hatassal a
membranra. A 4. tablazat alapjan (54. oldal) a legnagyobb mértékii valtozas 39 °C-on
volt tapasztalhatd, a hémérséklet tovabbi novelésével a hatas mértéke csokkent. Ez
azzal magyarazhat6, hogy a homérséklet novelésével eleve n6 a membran fluiditésa,
ami miatt a jelenlévé CPFX molekuldk konnyebben, illetve egyre mélyebben tudnak a
membranba beépiilni, és ott a lipidmolekulakkal, illetve a spinjeloldkkel kdlcsonhatasba
lépni. Az eredmények alapjan a 39 °C-os hémérséklet volt sziikséges ahhoz, hogy a
CPFX hatasara bekovetkezd fluiditasbeli novekedés a kontroll mintdéhoz képest
mérhetd legyen. A hOmérséklet tovabbi emelése a fluiditds novelésével jar, ami
valoszintileg kifejezettebb volt, mint a CPFX fluiditast noveld hatasa, ezért mérhettiink
a 39 °C-nal magasabb hdmérsékleteken kisebb kiilonbséget a kontroll és a CPFX-szel
kezelt mintak fluiditasa kozott. Az ESR spektrumok szimulacioja segitségével is
meghataroztuk, hogy a CPFX-szel kezelt mintakban 7,4 %-kal nagyobb a rendezetlen
komponens jelenléte a kontroll mintakhoz képest.

Meéréseink alapjan a bor pH-janak megfeleld 5,6-0s pH-értéken mind a szdja-,
mind a tojaslecitinbdl késziilt liposzéma preparatum stabilnak tekinthetd volt, hiszen
zéta-potencidljuk abszolutértéke meghaladta a gyakorlatban alkalmazott 30 mV-0s
elméleti hatart (tojaslecitin: —33,12 mV, szojalecitin: —47,57 mV). A szojalecitin kb. 10
mV-tal negativabb feliileti toltése magyarazhatdo azzal, hogy nagyobb aranyban
tartalmaz foszfatidilszerin fejcsoportokat, amelyek protonalhatd, vagy deprotonalhato
csoportjai az aktualis 5,6-0S pH-n tobbségben negativ toltésiiek. A tojas-, illetve
szojalecitinbdl eldallitott vezikuldk toltéskiilonbségének ellenére a koffein bezarisara
hasonl6 bezarasi hatdsfokot hataroztunk meg: tojas esetén 31,2, szdja esetén 29,2 %-ot.

A mi eredményeinkhez hasonléan Memoli és munkatarsai sem tapasztaltak kiillonbséget
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a tojas-, és szbjalecitin bezarasi hatdsfokaban, amit egy masik hidrofil modell molekula,

a kalcein liposzémaba zarasan vizsgaltak (Cevc 2004, Memoli és mtsai 1995, 1994).

Ugyan a koffein alacsony logP értéke alapjan nagyobb koncentracidban inkabb a
vizes fazisban fordulna eld, mint a lipofilben, ismert, hogy egyes hatéoanyagok
oktanol/viz elegyre meghatarozott logP értékének lipidrendszerre torténd alkalmazésa
kiilonbséget okozhat a tapasztalt és a vart megoszlas kozott (Budil és mtsai 1996, Casal
és mtsai 1987). Valoszinlileg az emlitett kdlcsonhatasok miatt volt a bezarasi hatasfok,
vagyis inkabb a lipidhez kotott koffeinmennyiség (Isd. bezarasi hatasfok meghatarozasa
a bevezetésben) jelentds (~ 30%), azonban a novekvo koffeinkoncentracio mellett nem
volt mérheté a potencial szignifikans valtozasa még 32:1-es koffein-lipid molarany
mellett sem. Ez magyarazhat6 azzal, hogy a koffein 0,6 koriili pK, értéke alapjan pH
5,6-on toltést nem hordoz, . A koffein jelenléte a membran fluiditasara sem volt hatdssal
5:1 koffein: lipid molarany mellett sem a zsirsavlancok otddik szénatomjanak
mélységében.

Az eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a liposzomak és a toltés
nélkiili koffein molekuldk kozotti kolesonhatds nincs hatdssal a vezikuldk feliileti
toltésstirliségére és fluiditasara, bar elég erds ahhoz, hogy centrifugalast kovetéen a

koffein adszorbedlva maradjon a vezikuldk felszinén.

6.7. Az LMFX fotobomlasa liposzomalis CD rendszerekben

A lomefloxacin fototoxicitasaért egyes szerzok az UV-sugarzas hatasara keletkezo
reaktiv oxigén gyokoket (ROS), illetve a H-, F- és COj-csoportok levalasa utan
visszamarad6 bomlastermékeket teszik felelossé (De Vries és Beijersbergen Van
Henegouwen 2000, Fasani és mtsai 1997). Korabbi munkakbol kideriilt, hogy a
lomefloxacin liposzomaba zarasa nem védi meg a molekulat a degradaciotdl, csupan
mas reakcidutak felé tereli a folyamatot (Budai és mtsai 2008). Mivel ismert a
esetekben éppen bomlast serkentd hatas) tobbféle LMFX-ciklodextrin-liposzéma
rendszerben vizsgaltuk meg a lomefloxacin fotobomlasat.

Az LMFX (m/z=352) bomlasi folyamatara nagyobb reakcidsebességi allandokat
hataroztunk meg UV-A sugarzast kovetden, mikor a hatéanyag liposzémaba volt zarva,

mint ha szabad oldatban volt (27. abra, 60. oldal). Ezt alatamasztjak azok az ESR
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eredmények is, amelyek szerint nalidixsav bezarasakor a SUV rendszerekben
intenzivebb volt a szabadgyok-képzodés UV-A sugarzast kovetden, mint a lipid nélkiili
mintadkban, vagyis az indirekt fotokémiai reakciokat gyorsitotta a liposzomak jelenléte
(Budai és mtsai 2004). Ez lehet azért, mert a lipid kettOsréteg befoghatja a lipofil
gyokoket, amik igy hosszabb élettartammal rendelkeznek, igy a lipidek peroxidaciojat,
vagy éppen a kettOsrétegbe agyazodott molekulak karosodasat idézhetik elé (Budai és
mtsai 2004). UV-A besugarzas esetén onmagaban a ciklodextrinek jelenléte nem
okozott szignifikdns valtozast a reakciosebességi allandok értékében a lomefloxacin
oldatéhoz képest, s6t az UV-B fényforras hatasara a kp értéke inkabb nétt. Masik
fluorokinolon, az ofloxacin esetében sem tapasztaltdk a B-CD fotoprotektiv hatasat.
(Koester és mtsai 2001), ami magyarazhatd azzal, hogy a hatéanyag molekulaja nem
teljesen zarddik a CD-henger belsé tiregébe, a piperazin gyirit védteleniil hagyva (Toth
¢és mtsai 2012). Egyes irodalmak szerint az LMFX két elsédleges bomlasi terméke a
fluor levalasaval és éppen a piperazin gyliri bomlasaval jon létre (De Vries és
Beijersbergen Van Henegouwen 2000) karbén szabadgyokos szerkezet kialakulasaval.
Szintén UV-A besugarzast kovetden a DPPC-liposzomas LMFX mintak megnovekedett
kp-értékéhez képest csokkenést tapasztaltunk, ha a mintak ciklodextrint is tartalmaztak,
vagyis liposzomdk jelenlétében a CD-k fényvédd hatdsa érvényesiilt. Mindamellett az
altalunk vizsgalt m/z tartomanyban nem mutattuk ki a lipid és a ciklodextrin molekuldk
bomlastermékeit. Ezek alapjan azt feltételezhetjiik, hogy a lipidekkel kdlcsonhatasba
lépve a CD molekula masképpen hat az LMFX elektronszerkezetére, ezzel befolyasolva
annak és fotoproduktumainak stabilitasat. Kisebb valtozasokat tapasztaltunk az LMFX
molekula bomlasat jellemzd kp értékeiben a kiilonb6zd Osszetételek esetében UV-B
besugarzas, mint UV-A soran.

A fotobomlasra vonatkozo eredményeim alapjan arra kovetkeztettem, hogy a
fluorokinolonok  fotorpoduktumainak  keletkezési  sebességét, azok aranyat
nagymértékben befolydsolja mind a liposzémak Osszetétele, az alkalmazott ciklodextrin

fajtaja, valamint az UV-sugérzas hulldmhossztartomanya is.
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Kovetkeztetések

Doktoranduszi munkdm sordn vizsgaltam az Orids egyrétegli vezikuldk

képzddésének optimalis koriilményeit, modell hatéanyagok kotodését kiilonbozo

szerkezetli liposzomakhoz, ¢€s az azok fluiditasdban, zéta-potencidljaban a kotodés

kovetkeztében végbemend valtozasokat, illetve a liposzéma-ciklodextrin rendszernek

egy fotodegradabilis hatéanyagra gyakorolt esetleges védOhatasat. A disszertaciomban

bemutatott mérési eredményeim alapjan levonhatd kovetkeztetéseket az alabbi

pontokban foglalom Gssze:

1.

Az ¢6rias vezikuldk eldallitdsara vonatkozo kisérleteim azt mutatjak, hogy
szoOja-, illetve tojaslecitinbdl eldallitott liposzomak esetén a spektroszkopiai
vizsgélatokra is alkalmas mintara vonatkozd optimalis feltételek akkor
teljesiilnek, ha az ionerdsség alacsony (maximum 50 mM, amibe az oldat
pufferének ionerejét is figyelembe kell venni); a kétértékli kationok
koncentracidja kisebb, mint 1 mM (ami fligg a jelenlévd negativ toltési
lipidek koncentraciojatol is). A spektroszkopiai vizsgalatokhoz sziikséges
jelentds anyagmennyiség sokkal nagyobb nehézségeket tdmaszt a preparativ
koriilményekkel szemben, mint a sokkal kisebb mennyiségi igényl
mikroszkopos vagy pl. egyedi molekula vizsgalatok. Ezért az optimalis
koriilmények megallapitasa jelentds és sziikséges feladat az egyes rendszerek

altal tdmasztott specidlis feltételek megtalalasdhoz.

A kotddési vizsgalatok alapjan a multilamellaris vezikuldkkal hasonlo
bezarasi hatasfokot értlink el a két vélhetden mas kolcsonhatas altal kotddo
molekulara: a neutralis koffeinre és a toltést hordoz6 CPFX-re. Az o6rias
vezikuldk nagyobb fajlagos kotdkapacitassal rendelkeznek CPFX-re nézve,
mint az MLV-k. A CPFX kotédése pH 5,4-en a GUV-ok részleges
aggregaciojat okozta, mig a magasabb pH-ért¢ken nem. Az egyes
hatdoanyagok kotédésének vizsgalata nem szoritkozhat pusztan egyetlen
méretli  vagy tipusi liposzomalis rendszer vizsgalatdra; kiilonbozd

lipidosszetétel és liposzoma-szerkezet mellett is kivanatos a kotddési mérések

elvégzése, az egyes kiilonbségek, illetve azonossagok felderitése érdekében.
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Az alkalmazott mérési koriilmények kozott a vizsgalt tojaslecitin- és DPPC-
liposzomarendszerek is negativ feliileti toltéstiek, azaz zéta-potencidljuk az
irodalmi adatokkal egybevagdan negativ. A feliileti toltéssiiriséget nem
befolyasolja a semleges koffein kotddése, az esetleg kialakuld hidrogén-hidas
kotédés ellenére sem. A CPFX neutrélis és ikerionos formainak jelentds
jaruléka miatt pH 7,2-en a feliileti toltésstiriség nem valtozik, mig pH 5,4-en
a molekulak tulnyomodan pozitiv toltése learnyékolja a vezikuldk eredetileg
negativ toltését. A liposzomalis szerkezetek stabilitdsdhoz altaldnosan
javasolt zéta-potencial fenntartasa érdekében a hatéanyagok olyan vegyiileteit
érdemes hasznalni, ami az el6z0 feltételeknek a legjobban megfelel. Emellett
elérésé¢hez lipofil vagy hidrofil tulajdonsagu hatéanyagot érdemes-e
hasznalni. Ennek megfeleléen kell a lipidosszetételt, illetve a liposzéma

szerkezetet megvalasztani.

Az ESR mérések alapjan a lipidmembran fejcsoportjaihoz kozeli régio
fluiditasaban a koffein kotédése nem okoz kimutathatd valtozast, mig a
ciprofloxacin, magasabb  hémérsékleteken (39 °C  felett), mérhetd
fluiditascsokkenést okoz. A fluiditds valtozasa két hatds alapjan torténhet.
Egyrészt a hatdanyag beépiilhet a lipidmolekuldk apoléris oldallancai kozeé,
vagy az esetleg polaris fejcsoportokkal Iéphetnek kolcsonhatasba. Az elsd
esetben els6sorban a membranon beliilli mikroszkopikus rendezettség
valtozasa befolyasolja fluiditast. Az elsdsorban a polaris fejcsoportokkal
kolcsonhatasba 1épd  hatdanyagok, pl. a homérséklettdl fiiggden,
megbontjadk/megvaltoztatjdk a lipidek fejcsoportjai  kozotti rendezett

szerkezetet, ami a lipidek kozotti fo6 kolcsonhatds révén azok rotacios

crer

A hatéanyag leadasat (CPFX) a hatéanyagok elektromosan toltott/toltetlen
formdi, azok kotédése a membranhoz, valamint a bezart vizes térfogat
nagysaga €s a liposzomak szerkezete is nagymértékben befolyasolja. Az
olyan Osszetett rendszerek esetén is, mint a liposzomalis formulaciok, a
hatdoanyag leadasnak a liposzoma membranjdra vonatkozd sebességi
allanddja, egyszerli dializis-kinetikai mérés alapjan meghatarozhato. Az
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altalanos farmakokinetikai elvekkel dsszhangban, ahhoz, hogy a megfeleld
tarolasi kapacitasu ¢€s leadasi sebességli rendszert ki tudjuk valasztani, adott
liposzomalis formulaciok esetén kiilon-kiilon meg kell vizsgalni a

hatoanyagok megoszlasi €s permeabilitasi tulajdonsagait.

Egy fényérzékeny hatéanyag, a lomefloxacin fotobomlasat befolyasolni lehet
az LMFX-ciklodextrin-komplex liposzomaba zarasaval. A lomefloxacin
fotobomlasat, valamint bomlasi allandojanak spektralis érzékenységét nem
csak a liposzomdk jelenléte valtoztatja meg, hanem a ciklodextrin tipusa, a
CD-kel egyiitt jelenlévo liposzoma Osszetétele és szerkezete is. Példaul az
LMFX DPPC rendszerben mindig jobban bomlott, mint DOPC jelenlétében,;
a SUV-ok érzékenyebbek voltak UV-B-re, mint az MLV-k; CD-oldatokban
az LMFX bomléasa fokozodott, amit részben kompenzalt a liposzomak
jelenléte. Ezek arra utalnak, hogy a lomefloxacin és/vagy fototermékei olyan
specialis kolcsonhatasba 1éphetnek a jelenlévé CD-kel vagy lipidekkel, amik
a fotobomlés lezajlasdban meghatarozd szerepet jatszo elektroneloszlast a
lomefloxacinban ¢és fototermékeiben megvaltoztathatjak. Megfigyeléseim
szerint a lomefloxacin bomléasi sebességének ¢s esetleg a fototoxikus
mellékhatasok kialakulasdnak csokkentésére alkalmas lehet a DOPC-t

tartalmazo lipidrendszer, illetve kis unilamellaris vezikuldk hasznélata.
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8. Osszefoglalas

A gyogyszermolekulak biologiai membranokra gyakorolt hatdsdnak ismerete a
pozitiv-, ¢és akar a mellékhatdsok megismerése, eldrejelzése szempontjabol is
kiemelkedé jelent6ségli. A liposzOmak — napjaink egyik legigéretesebb
gyogyszerformaja — modellmembranokként alkalmasak az egyes molekuldk ¢és a
lipidmembranok kolcsonhatdsdnak vizsgalatara is. A nanoméretii liposzomak
gyogyszerformaként mar tobb terdpias teriileten is jelen vannak, viszont a kiilonb6z6
méretbdl és szerkezetbdl adodoan az eltérd tulajdonsagok és fizikai-kémiai paraméterek
miatt (mint a gorbiilet, a lipidmolekulék ,,pakoltsdga”, a bezart vizes térfogat nagysaga)

egyes esetekben az orias liposzomak elényosebbek is lehetnek.

A gyogyszermolekuldk ¢és a liposzomdlis rendszerek kolcsonhatdsanak
megismeréséhez  kiilonboz0 méreti és  szerkezetli liposzomakat ¢és  kétféle
modellvegyiiletet vizsgaltam: a semleges toltésti koffeint, illetve a kiilonbozé pH-
értékeken kiilonbozo toltéseket hordozo ciprofloxacint. Vizsgaltam az oOrids egyrétegli
vezikuldk  képzddésének  optimélis  koriilményeit, a modell hatdéanyagok
kotddését/felszabadulasat  kiilonb6zd szerkezetli liposzoémakhoz/bol, és az azok
fluiditasaban, zéta-potencialjaban a kotédés kovetkeztében végbemend valtozasokat. A
a liposzomék zéta-potencialjara mikrospeciacios allapottol fiiggéen volt hatdssal. A
neutralis koffein — az irodalom alapjan hidrogén-hidas kotések révén elért — jelentds,
30 %-o0s kotddése ellenére sem volt mérhetd hatassal a membran fluiditasara, illetve
toltésére. Szintén a feliileti toltések, a gydgyszermolekula lipid és a vizes fazis kozotti
megoszlasa, illetve a 1étrejovo kolesonhatdsok azok a paraméterek, amik mar a vezikula

képzddését, illetve a hatdanyag felszabadulasat is befolyasoljak.

Egy fényérzékenyitdé mellékhatast okozd fluorokinolon, illetve ciklodextrines
komplexének fotobomlasa nem volt kikiiszobolhetd liposzoméaba zarassal, viszont
kiilonbség volt az egyes bomlastermékek keletkezésének kinetikajaban és aranyaban.
Vagyis egy megfeleld ciklodextrin-liposzoma formulécioval a bomlasi folyamatot mas

reakcioutakra terelve a mellékhatast okozo termékek keletkezése csokkentheto lehet.
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9. Summary

Investigation of the effects of pharmacons on biological membranes is of
prominent importance in the prediction of the therapeutic- or the side-effects.
Liposomes as modelmembranes are suitable for the investigation of interactions
between membrane lipids and drugs. Small liposomes are used in different therapeutic
fields, but because of the physico-chemical differences of liposomes caused by the
different size (curvature, position of lipid molecules, enclosed aqueous volume), for

some purposes giant liposomes could be more suitable.

For the investigation of drugs and liposomal formulations | used two model
pharmacons: the neutral caffeine and ciprofloxacin possessing different charges at
different pH-values. Optimal conditions of the preparation of GUVs were checked to
obtain systems which are more suitable for spectroscopic investigations as well. In
addition, binding and release of the model drugs were studied using liposomes of
different structures and compositions applying zeta potential measuring and EPR
spectroscopic techniques. According to my observation the fluidity of the lipid bilayers
did not change in the interaction with caffeine, but ciprofloxacin provoked a fluidity
change above ~39 °C close to the head region of the lipids. Zeta potential changed
depending on the pH of the buffer solution which influences the concentration of the
different microspecies. Even if the caffeine bound to the membranes at as high as about
30 %, presumably by hydrogen bond, it did not affect the membrane fluidity neither
close to the head groups inside the hydrocarbon chains, nor just out/side of the polar
head groups in the solvation sheet. Release of the ciprofloxacin from MLVs and GUVs
were compared by determining their release rate constant from both liposomal
structures. Photodegradation of the lomefloxacin was investigated in complex systems
of varying lipid and cyclodextrin composition, in addition, effect of UV-region for the
yield and kinetics of the photoproducts were determined and characterized comparing

them to free lomefloxacin in solution.
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12, Koszonetnyilvanitas

Szeretném koszonetem kifejezni mindazoknak, akik segitségemre voltak a
dolgozatom elkésziilésében. K6szonom Prof. Dr. Kellermayer Miklosnak, a Biofizikai
¢s Sugarbiologiai Intézet igazgatojanak, hogy lehetové tette szdmomra és tamogatott
abban, hogy az intézetben jo feltételek mellett végezhessem munkdmat. Halas
koszonettel tartozom témavezetomnek, Dr. Grof Palnak az elmult évek faradhatatlan
tanitasaért, biztatasaért és néha nem kis tiirelméért. Lelkiismeretes témavezetése és
alapos kutatdéi szemlélete példaként all eldttem. Koszondm a sok odafigyelést, az
inspiralo és az élet minden teriiletén hasznosithaté gondolatokat. Kdszonettel tartozom
Dr. Budai Mariannanak, hogy TDK-s éveim alatt erre a teriiletre iranyitotta
figyelmemet, és, hogy munkamat azota is figyelemmel kiséri. Koszondm szépen Prof.
Dr. Klebovich Imrének, Dr. Antal Istvannak ¢és Dr. Luddnyi Krisztindnak, hogy
maximalisan tdmogattak ¢s segitettek doktori munkdm elvégzésében. Koszonom dr.
Boz6 Tamasnak a sok szakmai segitséget, nem utolso sorban a jo beszélgetéseket és a
vidamsagot. Kdszonetemet fejezem ki a Biofizika és a Gyodgyszerészeti Intézet minden
kedves kollégajanak, akik buzditasukkal és joindulatukkal sokat tettek azért, hogy a
szlirke hétkoznapokon végzett, vagy a néha késdi orakig nyulé munka is jo hangulatban
teljen.

Szeretnék koszonetet mondani sziileimnek, férjemnek és testvéremnek, hogy rajuk
mindig szamithattam, t6liikk minden erkélcsi biztatast és anyagi tdmogatast megkaptam,
ami lehetové tette, hogy biztos csaladi hattér mellett a doktori munkdmat teljes

odaadassal végezhessem.
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