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1. Bevezetés

A liposzéma-kutatasok alapvetéen két fontos témakort foglalnak magukba. Egyrészt a
liposzémak membranmodellként alkalmazhatok: igy a membranok tulajdonsigai sokkal
pontosabban meghatarozott korilmények kozott tanulmanyozhaték. Masrészt, mar a
kezdetektdl fogva felismerték, hogy a liposzomak elonyosek lehetnek mint gydgyszerszallito
rendszerek, amit az is indokolhat, hogy a liposzémaknak tobb tipusa is megkiilonboztethetd
méret, szerkezet és felépités szempontjabol. A kiilonbozd tipusok eltérd tulajdonsagu
hatoanyagok bezarasara lehetnek megfeleldek, illetve kiilonb6z6 modon alkalmazhatoak
(belséleg, kiilséleg). A kozforgalomban is elérhetd, parenteralis liposzomas készitmények
tobbnyire legfeljebb néhany 100 nm atmérdji kis és nagy unilamellaris vezikulakat (SUV,
LUV) tartalmaznak. A nagyobb atmérdjti multilamellaris—, és orids vezikulak (MLV-k, GUV-
ok) per os a gyomor-bélrendszer gyogyitasara vagy helyileg alkalmazva kaphatnak szerepet
(pl. szemészet, borgydgyaszat). Az orias vezikuldkat eddig elsOsorban modellmembranként
hasznaltak a  kutatasokban;,  gyogyszerszallito  rendszerként  kevésbé  vizsgaltak
tulajdonsagaikat.

Az, hogy egy hatdanyag bezarasara melyik liposzématipus a legmegfelelobb, az
alkalmazds modjan tal fligg a bezarandd hatdanyag lokalizacidjatol a vezikuldban, amit
dontéen a hatdéanyag fizikai-kémiai tulajdonsagai befolyasolnak, mint példaul a molekula
mérete, toltése, vizoldhatdsaga, logP értéke és a lipidmolekulakkal kialakitott kdlcsonhatasa.
Lipofil (magas logP értékkel rendelkezd) gyogyszermolekulak bezarasa esetén nagyobb
bezarasi hatasfok érhetd el a lipidfazist nagyobb ardnyban tartalmazé MLV-k alkalmazéasaval.
Az unilamelléris vezikuldkban (SUV, LUV, GUV) a nagyobb viz/lipid arany a vizoldékony
hatdéanyagok liposzomaba zarasanak kedvez. Kiilonbség van a kis és orids vezikuldk kozott a
membran gorbiiletében is, ami a lipidmolekulak elhelyezkedésének szorossagaban, a kozottiik
kialakulo kdlcsonhatasok erdsségében is megnyilvanul. Ebbdl kifolydlag kiilonbség lehet a
hatdéanyag kotédésében és a kiilsé hatasokkal (pl. enzimekkel, epesavakkal) szembeni
ellenalld képességiikben. EgQy hatéanyag vagy segédanyag bevitele egy liposzomalis
rendszerbe vdltozast idézhet elé mind a hatéanyag, mind a lipidrendszer tulajdonsagaiban.
Példaul megvaltozhat a vezikulak feliileti toltéssiiriisége, fluiditasa, ami a készitmény
stabilitasara, hatoanyag-leadasara is hatdssal lehet, illetve megvaltozhat a bezart molekula
latszolagos oldhatosaga, stabilitasa vagy pl. fényérzékenysége. A hatdanyagoknak a
lipidrendszerekben valé oldékonysdgat nemcsak a lipidosszetétellel, hanem kiilonféle
segédanyagokkal is befolyasolni lehet. Az 6néllo gyogyszerszallitd rendszerként is gyakran

alkalmazott kiilonféle ciklodextrinek is viselkedhetnek segédanyagként, de elenyész6 azon
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vizsgélatok szama, amelyek a kombinalt rendszernek a lehetséges elonyos tulajdonsagait
tanulmanyozza.

A disszertaciomban bemutatott kisérleteimmel az orids vezikuldk tulajdonsdgait
kivantam vizsgalni, illetve egyes hatoanyagok és a liposzomdlis gyogyszerszallito rendszer

kolcsénhatasanak befolyasat a kiilonbozé fizikai-kémiai paraméterekre.

2. Célkitizés

Munkam sordn kiilonb6zé méretii és szerkezetli liposzomak és modell hatéanyagok
kozotti kolcsonhatdsokat tanulmanyoztam, kiilonos tekintettel az o6rids liposzomak, mint
potencialis gyogyszerszallitd rendszerek vizsgalatara. Két tipusi — semleges és toltéssel
rendelkez6 — hatdanyag bezarasat tanulmanyoztam tobbféle lipidosszetételli és méretit
liposzomakba, kiilonos tekintettel az orids vezikulakra.

Munkam soran a kdvetkezd célokat tliztem magam elé:

1. Az 6rias egyrétegli/tobbrétegli liposzomak prepardlasi koriilményeinek optimalizalasa
annak érdekében, hogy a mintak alkalmasak legyenek spektroszkopiai vizsgalatokra.

2. Modell hatdéanyagok (toltéssel rendelkezd fluorokinolonok, semleges toltésti koffein)
beépiilési tulajdonsagainak leirasa kiilonb6z6 méretii és rétegszam liposzomaék esetén.

3. A ciprofloxacinnak és a koffeinnek a lipidmembran fluiditdsara kifejtett hatdsanak
jellemzése ESR spektroszkopiai modszerrel.

4. A bezart hatdoanyagok ¢és a lipidmolekuldk kozotti kolesonhatas jellemzése a liposzoma
feliileti toltéssiiriségének megvaltozasaval.

5.  Koffein—liposzéma, fizikai-kémiai tulajdonsdgok kiilonbségének vizsgalata telitett
¢és/vagy telitetlen lipideket tartalmazo liposzomak esetén.

6. A hatdéanyag-leadasi kinetika és a hatéanyagoknak a liposzéma membranon keresztiil
torténd permeabilitdsanak meghatarozasa és leirasa egyszerti, dializis mérések kiértékelésével.
7.  Lomefloxacin fotostabilitdsdnak meghatarozasa, illetve befolydsoldsa kombinalt,

liposzoéma-ciklodextrin formulaciok esetén.



3. Modszerek

Liposzoma mintak készitése. A liposzomak eldallitasdhoz tojas- és szodjalecitint, L-
dipalmitoil-foszfatidilkolint (DPPC), dimirisztoil-foszfatidilglicerolt (DMPG) és dioleoil-
foszfatidilkolint (DOPC) hasznaltunk. A multilamellaris molekuldkat (MLV) vékonyréteg-
hidratacios technikaval allitottuk el8, a kis unilamellaris vezikuldkat (SUV) extruzids, illetve
ultrahangos modszerrel nyertilk MLV-b6l. Az 6rias vezikuldk (GUV) eldallitasat a nagy
feliiletti, vékony lipidfilm Ovatos és tobb oran keresztiil torténd hidralasaval értiik el. A
méréseket két pH-értéken végeztiik pH 5,4-en és 7,2-n.

A keletkezett GUV-mintak mindségét konfokdlis mikroszkoppal vizsgaltuk. A bezdrasi
hatasfok meghatarozasahoz a mintdkat megfeleld porusatmérdji membranon keresztiil
centrifugéltuk, majd a sziirését kovetden a liposzomaba be nem zarodott oldat koncentracidja
alapjan szamoltuk. A hatéanyagok altal kivaltott fluiditasvaltozast és feliileti toltéssiiriiség-
valtozast elektronspin-rezonancia (ESR) spektroszkopiaval (Bruker-EMX-6), illetve zéta-
potencial mérésével (Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments Ltd.) vizsgaltuk. Az MLV-k és
GUV-ok hatdanyagleadasat egy 10 kDa-ig atengedd dializalé hartyat pufferbe helyezve
vizsgaltuk.

Lomefloxacin-ciklodextrin-liposzoma rendszerben hataroztuk meg a lomefloxacin
(LMFX) bomlastermékeinek aranyat. Az LMFX komplexalasara B-ciklodextrint és (B-CD) 2-
hidroxipropil-pB-ciklodextrint (HP-CD) hasznaltunk. A DPPC vagy DPPC/DOPC (70/30)
lipidfilmek hidralasa az LMFX, illetve a komplexek oldataval tortént. UV-sugarforrasként
VL-UVA, T-15.L tipust UVA-lampaval, illetve FS20, széles spektrumii UVB-lampakkal
dolgoztunk. A besugéarzasi dozist és a besugarzasi intenzitdst VLX-3W tipust dozismérdvel
mértiik, amihez CX-365 ill. CX-312 tipust szenzort csatlakoztattunk. A kiilonb6z6 tomegi
bomlastermékek detektalasa egy Agilent 1260 HPLC-vel Kkapcsolt 6460 QQQ
tomegspektrométerrel  tortént. Az LMFX bomlasi sebességi allandojanak  (Kp)
meghatarozasahoz az LMFX-jarulék dozis-fliggé kinetikajat  Weibull-fiiggvénnyel
illesztettiik.



4. Eredmények

Orids vezikuldk eléallitisa. Spektroszkopiai célokra is megfelelé mindségii mintakat
sikeriilt eldallitani tojaslecitinbdl, illetve DPPC/DMPG (90/10) keverékébol. Kisérleti
eredményeink arra utalnak, hogy a GUV-ok képzbédésénck a magasabb pH (>~pH 7,0), a
toltott lipidek jelenléte és a kalcium-ion-mentes puffer, ami 20 mM szachar6zt, 0,1 mM
EDTA-t és 20 mM TRIS-t tartalmazott, az optimalis. A keletkezett GUV-ok min&ségét
konfokalis mikroszkoppal (1. abra) vizsgaltuk.

Bezarasi hatasfok. A ciprofloxacin (CPFX) bezarasi hatdasfokaban nem volt kiilonbség a
tojaslecitin és a DPPC/DMPG (90/10) GUV-ok kozott. A vizsgalt két pH-értéken (pH 35,4 és
7,2) a bezarasi hatdasfok kozel azonos volt. A GUV és MLV mintak kotOkapacitasanak
Osszehasonlitdsara hasznalhatd az egységnyi lipidkoncentracidra jutd bezardsi hatasfok
megadasa, ami GUV-ok esetén 20,5 bezart-hatdanyag-szazalék/(mg/ml lipid), mig MLV-k
esetén ez az értek 3,4 bezart-hatdanyag-szazalék/(mg/ml lipid) volt. A telitetlen lipidek
nagyobb aranyu jelenléte nem befolyasolta a koffein bezdrdsat, a szoja- és tojaslecitin MLV-k

esetén is ~ 30% volt a bezarasi hatasfok.

1. abra Rhodaminnal jelolt, tojaslecitinbél készitett GUV-minta konfokalis

mikroszképos képe.

Hatoanyagok jelenlétének hatasa a liposzomdk tulajdonsdagaira. A tojaslecitinbdl
eléallitott liposzomak fluiditasa 39 °C folétt megndtt a CPFX jelenlétében a fejcsoportok és a
zsirsavlancok kozotti régioban a kontroll mintdkéhoz képest. A homérséklet tovabbi
emelésével azonban a fluiditasvaltozas mértéke csokkent, ami azt jelzi, hogy a CPFX 4ltal
kivaltott hatas a lipidmolekuldk megndvekedett hdmozgasat mar csak kevésbé tudja

modositani. Tojas-, illetve a szdjalecitinbdl készitett koffeines mintik esetén viszont azt



tapasztaltam, hogy a koffein jelenléte nem okozott vailtozast a membran fluiditasaban sem a
szénlanc 6tddik szénatomjanak, sem pedig a lipidmembran/viz-fazis hataran mérve.

A CPFX kiilonbozo hatdssal volt a tojaslecitin vezikulak feliileti toltéssuiriiségére pH
54-en és 7,2-n, bdar a bezarasi hatdsfok kozel azonos volt. A vezikulak mindkét pH-értéken
eredetileg negativ zéta-potenciallal rendelkeztek: -18 és -30 mV-tal pH 5,4-en és pH 7,2-n. A
CPFX hozzaadasa a liposzoma mintakhoz az alacsonyabb pH-értéken a zéta-potencial
abszolut értékének csokkenését okozta, ami a lamellak és a vezikulak kozotti elektrosztatikus
taszitas csokkenéséhez vezetett. Ez a hatds a CPFX-et tartalmaz6 mintak mikroszkdpos képén
1s megmutatkozott: a vezikuldk kisebb atmérdjliek voltak, részben multilamellaris
szerkezetiiek és csoportokban helyezkedtek el. A magasabb pH-értéken nem volt
tapasztalhatoé valtozas sem a zéta-potencialban, sem a mikroszkopos képeken. A koffein
liposzomakhoz adésa sem volt hatassal a vezikuldk feliileti toltéssiirliségére. Ez a jelenség a
modell hatéanyagok kiilonbozd toltési tulajdonsagaval magyarazhatd. A CPFX-molekuldk
lehetséges mikrospecidacios dllapotai kiillonb6z6 pH-értékeken eltérd jdarulékokkal vannak
jelen. Az alacsonyabb pH-értéken 80 %-ban pozitiv toltésii, mig a magasabb pH-értéken a
molekulak tobb, mint 60 %-a ikerionos szerkezetii. igy a CPFX molekuldk mindkét esetben
pozitiv feliikkel fordulva a vezikuldk eredetileg negativ toltése felé egyik esetben learnyékolja
azt, mig a masik esetben nem okoz valtozast, mivel a vezikula netto toltése negativ marad (2.
abra). Az eltérd jaruléku mikrospecidacios allapotokkal értelmezhetd a kiilonbozé pH-értéken

mért kozel azonos bezdrdsi hatdsfok és a zéta-potencialban mért kiilonbség.

2. abra A CPFX molekulak liposzomahoz torténé kotédése a két vizsgalt pH-
értéken. A +, 0 és — jelek utalnak a CPFX toltésére.

A Kkoffein a vizsgalt pH-értéken (pH 5,6) semleges, ezért nem befolyasolta a vezikulak

feltileti toltésstirliségét.



GUV és MLV hatoanyag-leadasanak vizsgalata dializissel. A dializalo zsakba tett
CPFX (ami a liposzoman beliili és kiviili térbdl, illetve a lipidhez kotédott mennyiségbdl
szarmazhatott) 97 %-a jutott ki MLV-k esetén, mig GUV-oknal csak 70 %-a. A
kiértékeléshez hasznalt haromrekeszes modell figyelembe veszi a hatdanyagnak a liposzéma
a GUV-ok membranjan at torténd diffuzio felezési ideje nagyobb volt (54 6ra), mint az MLV-
kén keresztiil (18 ora). Az eltérd felezési idok értelmezhetdk a két liposzomalis szerkezet altal
bezart- ¢és a feliilethez kotott hatdéanyagok mennyiségével, valamint a lipidrétegek
szerkezetével és az azonos atmérdji vezikulak altal bezart viz- illetve lipidfazisok aranyaval.

Feényérzékeny hatoanyag fotostabilitasanak vizsgalata ciklodextrin, illetve ciklodextrin-
liposzoma rendszerben. Az UV-B fényforrassal tortént besugarzas hatasara a kiilonb6zo
tomegli bomlastermékek (mM/z=332, 336, 350) jaruléka a dozis fiiggvényében abrazolva
telitésbe ment. A nagyobb doézist UV-A besugarzas soran egy bizonyos dozist elérve a
bomlastermékek jaruléka csokkent vagy tovabb nott, vagyis dtmeneti termékként viselkedtek.
Erre mutat példat a 3. abra.

Az LMFX fotobomlasanak sebességi allandojaban kiilonbséget tapasztaltunk a kétféle
fényforrassal tortént megvilagitas soran. A szélesspektrumtt UV-B fényforras esetén, két HP-
CD-t tartalmazo liposzémas készitmény kivételével, az eltérés nem volt relevans az LMFX
oldat kp-értékéhez képest. Az UV-A besugarzas soran a DPPC-bél elballitott liposzomalis
mintakban minden esetben szignifikdnsan nagyobb volt a kp értéke, mint az azonos tipust,
DOPC-t 30 %-ban tartalmazdakban. Az LMFX a leggyorsabb bomlasat UV-A sugarzas
esetén a DPPC liposzomakba zarva szenvedte el, amit lassitott a ciklodextrinek jelenléte. Az
LMFX CD-komplexbevitele (lipidek nélkiil) gyorsitotta az LMFX bomlasat UV-B sugérzas

esetén, mig UV-A sugérzasnak kitéve nem okozott valtozast.
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3. abra Az LMFX bomlasanak fiiggése az UV-besugarzas dozisatol és
tipusatol. A: LMFX-oldat UV-B; B: BLMFX-BCD komplex UV-A
besugarzasa soran. Az UV-A besugarzasra vonatkozo kinetikai gorbe

utal az egyes termékek Aatmeneti jellegére, a bomlasi folyamatok

osszetettségére.

A 4. abra szerint a liposzémas mintak tobbsége érzékenyebb volt UV-A-ra, mint UV-B-

re, illetve a SUV-ok érzékenyebbek voltak az UV-B sugarzasra, mint az azonos Osszetételii
MLV-k.



kp,uve/kp,uva

SBLX
MHPLX
SHPLX

» o
» K

“oldatok > DPPC DOPC >

4. abra Az UV-B és UV-A sugarzasra jellemzo sebességi allandék aranya az
egyes mintak esetén. A pontozott vonal az LMFX abszorpcios
spektruma alapjan szamolt UV-B/UV-A aktinikus hatasnak felel meg.
Az LMFX érzékenyebb az UV-B sugarzasra azon mintakban, amelyek
esetén az arany 1,75-nél nagyobb. LX: LMFX oldat, BLX/HPLX: B-
CD/HP-B-CD és LMFX komplexe, M/S: MLV/SUV, DPPC: DPPC-bél
eléallitott liposzomas mintak, DOPC: 30 mol%-ban DOPC-t is

tartalmazo DPPC mintak.



5. Kovetkeztetések

Doktoranduszi munkam soran vizsgaltam az orias egyrétegli vezikulak képzddésének

optimalis koriilményeit, modell hatéanyagok kotddését kiillonbozo szerkezetli liposzomakhoz,

és

az azok fluiditdsdban, zéta-potencidljaban a kotddés kovetkeztében végbemend

valtozasokat, illetve a liposzoma-ciklodextrin rendszernek egy fotodegradabilis hatdéanyagra

gyakorolt esetleges védOhatésat.

b)

Meérési eredményeim alapjan a kdvetkezé megallapitasokat teszem:

A

Spektroszkopiai vizsgalatokra is alkalmas, orias vezikulakat tartalmazd minta
szoOja-, illetve tojaslecitinbdl torténd elddllitasanak az alacsony ionerdsség, az
1 mM-nal kisebb kétértékii kation-koncentrdcio kedvez. Utdbbi szempontjabol a

jelenlévo negativ toltesii lipidek koncentraciojat is figyelembe kell venni.

a) A kotddési vizsgalatok alapjan a multilamellaris vezikulak esetén hasonlo
bezarasi hatdsfokot értiink el a két, vélhetden mas kolcsonhatas altal kotédo

molekulara: a neutralis koffeinre és a toltést hordoz6 CPFX-re.

b) Az orias vezikulak nagyobb fajlagos kétékapacitassal rendelkeznek hidrofil
hatéanyagra nézve (CPFX), mint az MLV-k.

a) A semleges molekula (koffein) kotédése nem befolyasolja a vezikulak feliileti

toltésstirliségét, az esetleg kialakulo hidrogén-hidas kotés ellenére sem.

kiilonbozé pH-értékeken kiilonbozd mikrospeciacios allapotokban jelenlévd
hatéanyagok (CPFX) a pH-tdl fiiggéen megvaltoztathatjdk a vezikuldk zéta-

potencialjat, befolyasolva ezzel azok szerkezetét, a készitmény stabilitasat.

Ezért a liposzomalis készitmények stabilitasanak megtartasahoz vagy néveléséhez a
hatoanyagok olyan vegyiileteit érdemes hasznalni, amelyek mellett megfelelo értékii
zéta-potencial tarthato fenn. Amennyiben ez nem lehetséges, megoldast jelenthet a

toltéssel rendelkezo lipidek haszndlata.

ESR mérések alapjan a koffein kotddése nem okoz kimutathaté valtozast a
fejcsoportokhoz kozeli régio fluiditdsaban, mig a CPFX magasabb homérsékleteken

(39 °C felett) mérhet6 fluiditisndvekedést okoz.

Egy hatoanyag bevitele egy adott dsszetételii liposzomalis rendszerbe hatdssal lehet
a membran fluiditasara, ami a liposzoma és lokalis kornyezete kozotti
kélcsonhatasok valtozasahoz vezethet. Egyes esetekben a fluiditasban létrehozott

valtozas homérsékletfiiggé, aminek gyakorlati jelentésége lehet a kiilonb6zo
9



alkalmazasi modok esetén (pl. a CPFX csak a bor-, illetve a fizioldgias

testhomérséklet f6l6tt noveli a membran fluiditasat).

A hatoanyag leadasat a hatoanyagok elektromosan toltott/toltetlen formai, azok
kétodése a membranhoz, valamint a bezart vizes terfogat nagysaga és a liposzomak
szerkezete is nagymértékben befolyasolja. A hatoanyag-leaddsnak a liposzoma
membranjara vonatkozo sebességi allandoja egyszerii dializis-kinetikai mérés
alapjan meghatarozhato, ha a dializist leiro modellel mind a bezart vizes fazis
terfogatat, mind a liposzomamembranhoz kétddott anyagmennyiséget, valamint az
esetleges inhomogén mintavételt is figyelembe vessziik. Az altalanos
farmakokinetikai elvekkel 0sszhangban, a megfeleld tarolasi kapacitasu és leadasi
sebességli rendszer kivalasztasahoz adott liposzomalis formulaciok esetén kiilon-
kiilon meg kell vizsgdlni a hatéanyagok megoszldsi ¢€s permeabilitasi

tulajdonsagait.

Kisérleti eredményeim arra utalnak, hogy egy fényérzékeny hatoanyagnak, pl. a
modellként hasznalt lomefloxacinnak, a forobomldsat befolyasolni lehet az LMFX-
ciklodextrin-komplex liposzomaba zardsaval. A lomefloxacin fotobomlasat,
valamint bomldsi 4llanddjdnak spektralis érzékenységét nemcsak a liposzoémak
jelenléte valtoztatja meg, hanem a ciklodextrin tipusa, a CD-kel egyiitt jelenlévd
liposzéma Osszetétele és szerkezete is. Ez arra utal, hogy a lomefloxacin és/vagy
fototermékei olyan specialis kolcsonhatasba 1éphetnek a jelenlévé CD-kel vagy
lipidekkel, amik a fotobomlas lezajlasdban meghatdroz6 szerepet jatszo

elektroneloszlast a lomefloxacinban és fototermékeiben megvaltoztathatjak.

Megfigyeléseim szerint a lomefloxacin bomlasi sebességének és esetleg a
fototoxikus mellékhatasok kialakulasdanak csokkentésére alkalmas lehet a DOPC-t

tartalmazo  lipidrendszer, illetve kis unilamellaris vezikulak haszndlata.
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