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BEVEZETES

Napjainkban mar tudoméanyosan is igazoltdk azt az epidemioldgiai megfigyelést,
miszerint zoldségek, gyiimolcsok és gyogyndvények fogyasztasaval szamos degenerativ
betegség kialakuldsa megelozhetd. Ilyen koros elvaltozadsoknak szamit példaul a kronikus
gyulladds, a sziv- és érrendszeri, valamint a daganatos  megbetegedések, melyek
kialakulasdban a karos szabadgyokok felhalmozddasanak is nagy szerepe van. Ezért a
bioaktiv hatoanyagokkal rendelkez6 noOvények, foként antioxidans kapacitasuknak
koszonhetden, jotékony hatdssal vannak az emberi szervezetre. Az egyik figyelemre mélto
bioaktiv flavonoid az apigenin, mely képes gatolni a reaktiv oxigéngyokoket és csokkenteni a
kronikus gyulladast. Ezaltal megakadalyozza kardiovaszkularis betegségek és a tumorok
kialakulasat, tovabba sejtekben jelatviteli utak befolyasolasaval antikarcinogén hatasu.

Az utdbbi évekre visszatekintve azt tapasztalhatjuk, hogy az orvostudoméanyban uj
szemlélet alakult ki, miszerint a betegségek kialakuldsdnak megel6zésére nagyobb hangsulyt
fektetnek. Elotérbe keriiltek olyan ndvényi alapu, gyogyhatdsu készitmények, melyek a
megeldzésen kiviil, a kezelésben vagy az utdkezelésben is hatékonyan alkalmazhatoak. Ezért
a gyogyszerkutatas és -fejlesztés figyelme is a fitokomponensek felé iranyult, mert kivalo
hatékonysaguk mellett, a mellékhatasok kialakuldsanak csekély kockazata all fenn. Tovabba
fontos szempont, hogy gyartdsuk koltséghatékonyabb lehet, hiszen egy 1j, szintetikus iton
eldallitott hatdanyag fejlesztése rendkiviil idéigényes és draga folyamat.

A szintetikus gyogyszermolekulakhoz hasonléan, a bioaktiv tulajdonsagi anyagok
esetében is a vizoldhatdésag és a permeabilitds szerepe meghatarozo jelentdségli a hatés
kialakulasa szempontjabol. A készitményfejlesztés soran elegedhetetleniil fontos a megfeleld
kioldodas és felszivodas, tehat a sziikséges koncentracid biztositdsa a hatds helyén. Az
apigenint alacsony vizoldhatosaga és magas permeabilitisa kovetkeztében a Biofarmaciai
Osztalyozasi Rendszer (BCS) I1. osztalyaba soroltak, ezért formulalasanak egyik kiemelt célja
vizoldékonysaganak javitasa. Mivel a gyogyszeripar folyamatos igénye az egyre Ujabb és
hatékonyabb gydgyszertechnoldgiai eljarasok fejlesztése, egy magas apigenin tartalmu, akar
célzott hatdanyag-leaddst biztositd innovativ készitmény kifejlesztése nagymértékben

hozzajarulhat a gyogyszeres terapia sikeréhez.



CELKITUZESEK

Doktori munkdm soran tobb célkitiizést is tettem arra térekedve, hogy apigenin szaméara

egy megfeleld gyodgyszerhordozd rendszert alakitsak ki, mely lehetévé tenné

gyogykészitményként torténd forgalmazasat.

Analitikai médszer kidolgozdasa az apigenin szelektiv mérésére névényi kivonatban
¢s a készitményekben.

Apigenin oldékonysagdanak novelése alap és szarmazék ciklodextrinekkel
kiilonboz6 fiziologias pH értékeken. Tovabba a létrejott zarvanykomplexek
sztochiometridjanak ¢és stabilitdsi allandojanak meghatarozasa fazis-oldhatosagi
vizsgalatok segitségével, valamint a komplexek antioxidans hatdsanak vizsgalata.
Multipatrikularis hordozorendszer kialakitdsa az apigenin szamara. Inert
pelletmagra torténd fluidizacios rétegzéses eljaras optimalizalasat kovetden,
kiilonb6z6 fiziologids pH értéken oldddd polimerrel torténd bevonds kritikus
paramétereinek  kisérletes Uton  torténd  meghatarozasa, folyamatanak
nyomonkovetése FT-IR és NIR késziilékekkel.

Az igy elkészilt modositott hatéanyagleaddsu pelletek fizikai paramétereinek
vizsgalata, mint szemcsealak, szemcseméret ecloszlds ¢és torési szilardasag,
valamint az apigenin kioldodasanak vizsgalata in vitro.

Célul tliztem ki magas apigenin tartalmi nanorészecskék eldallitasat
biodegradabilis szérum albumin fehérjébdl, majd a részecskeméret, a zéta
potencial ¢€és a bezarasi hatasfok meghatdrozasat. Tovabba fluoreszcencia
vizsgalatokkal az apigenin kotddését a fehérjehez.

Ezt kovetden a nanorészecskék porlasztva széritdsa segédanyag nélkiil,
tradicionalis (hordoz6 alapt) és 1j tipust (hordozomentes) segédanyagokkal, majd
a készitmények in vitro aerodinamikai tulajdonsagainak mérése kaszkad

impaktorral.

MODSZEREK

Oldékonysag novelés ciklodextrinekkel

A féazisoldhatdsagi vizsgalatokat desztillalt vizben (pH 5,7) és fiziologias pH

értékeken vizsgaltam (pH 1,0 és 6,8), kivitelezésében Higuchi és Connors altal leirt modszert

crc



(Ccp=1,0-50,0 mM) nagy feleslegben apigenint (Api, 5 mg) adtam. Ezt kdvetden az mintakat
30 masodpercig vortexeltem, majd 25 °C-on, sotét helyen tartottam védve az esetleges
bomlastol. Az egyensuly bedllta utdn, a fel nem oldodott apigenint centrifugalassal és
szliréssel (0,45 um) tavolitottam el. Az apigenin mennyiségét HPLC-UV moddszerrel (Agilent
1100, Agilent Technologies Inc., USA) hataroztam meg, a méréseket harom parhuzamos
mintaval is elvégeztem.

Az Api-CD komplexek stabilitasi allanddinak (K1) kiszdmitasdhoz a fazis
oldhatosagi vizsgalatok eredményei alapjan a 3. egyenletet hasznaltam fel, feltételezve, hogy

a komplexképzodés 1:1 aranyt:

[Api]+[CD] —[Api-CD] )
_ [ApiCD]
L1 TapieD] )
_ slope
L1 _inter{aptﬂ -slopa) (3)

Bioaktiv hatbanyagok rétegzése inert pelletmagra és filmbevonas

Az magas apigenin tartalmi névényi kivonatbol vakuum beparlassal
eltavolitottam az etanolt, majd fagyasztva szaritassal a tovabbi folyadékot (Finn-Aqua Lyovac
GT3, Németorszdg). A porozus terméeket az eldre elkészitett vizoldékony HPMC
(Pharmacoat® 606; 2,0 %, m/m) kétéanyag oldatdban feloldottam, majd inert MCC
pelletmagra rétegeztem fluidizacios porlasztasos modszerrel (Aeromatic Strea 1, Aeromatic-
Fielder AG, Svajc). Ugyanezzel az eljarassal rétegeztem tiszta apigenint neutralis magokra,
folyamatos kevertetéssel. A fluidizacids eljaras paramétereit 1. tablazatban tiintettem fel. A
novényi kivonattal torténd rétegzés sordn a kivant apigenin tartalom koriilbeliil 5 mg /1 g
pellet, a csak apigenint tartalmaz6 terméknél 20 mg/1 g pellet volt. Az igy kapott magas
bioaktiv hatdéanyag tartalmt pelleteket a tovabbiakban két részre osztottam. Az egyik részt
Eudragit® L 30 D-55, a mésik részt Eudragit® FS 30 D filmbevonatokkal lattam el a fent
emlitett késziilékkel, szintén fluidizacios als6 porlasztdsos modszerrel. A miivelet paraméterei
szintén az I. tablazatban lathatok. A bevond diszperzidkban a filmképzd polimer
koncentracidja mindkét esetben 25,8 % m/m volt. A lagyitoszer az Eudragit® L 30 D-55
esetében 10%, m/m, az Eudragit® FS 30 D esetében 5%, m/m volt. Az antiadhézids
segédanyagként hasznalt mikronizalt talkum (<10 pum) mindkét esetben 50%, m/m volt a

szaraz polimer tartalomra vonatkoztatva. A filmképz6 polimereket 5%, m/m; 10%, m/m és



15%, m/m — 0s mennyiségben porlaszottam a magokra, hogy meghatarozzam a minimalisan
szlikséges mennyiséget a megfeleld hatdanyag leadashoz.

|. TABLAZAT FLUIDIZACIOS ELJARAS PARAMETEREI

Hatoanyagrétegzés Filmbevonas
Paraméterek Eudragit® L 30 Eudragit® FS 30
Toltettomeg (g) 300 150 150
Fuavoka atmérdje (mm) 1,2 1,2 1,2
Belépo levegd i i i
hémeérséklete (°C) 45-41 39-41 28-31
Kilépo levego i i i
hémeérséklete (°C) 35-39 34-36 2526
Porlaszt6 levegd 08 0.8 08
nyomasa (bar) ' ’ ’
Fluid levegd aramlasi 80-120 80-100 80-100
sebessége (m3/h)
Adagolasi sebesség i ) i
(g/perc) 5-7 5-10 2-4
Szaritds hdmérséklete 45 45 30
)
Szaritas ideje (perc) 15 15 15

Albumin nanopartikulumok eldallitasa és porlasztva szaritasa

Az albumin (BSA) nanopartikulumokat modositott NAB technologidval allitottam eld.
Kiilon oldottam fel 1000 mg albumint 50 ml desztillalt vizben és 100 mg apigenin 3 ml
kloroformban ultrahang segitségével. Ezt kovetden a jeges hiités mellett 4x5 percig
ultrahangoztam a mintakat 2 perces intervallumokat tartva, hogy a leiilepedé nagyobb
részecskéket is homogenizaljam (MSE Soniprep 150 Ultrasonic Processor, MSE Limited,
Anglia). Ezt kovetden a kloroformotot rotacios vakuumbeparlé segitségével tavolitottam el és
szlirést kovetden (0,45um) vizsgaltam nanorészecskéket. Az igy eldallitott részecskéket
segédanyag nélkiil, laktoz monohidrattal (1,1 g) és L-leucinnal (0,99 g) porlasztva szaritottam
Biichi 290 Mini Spray Dryer (BUCHI Labortechnik AG, Svajc) porlasztva szaritd
berendezéssel. Az optimalizalt miiveleti paramétereket a IlI. tablazatban foglaltam G6ssze. A
porlasztva szaritast kovetden a kész terméket a késziilekbol jol zarhatdé mintatartoba tettem és

vakuum alatt taroltam a tovabbi felhasznalasig.



Il. TABLAZAT PORLASZTVA SZARITAS PARAMETEREI

Paraméterek Beallitasok
Fuvoka atmérdje (mm) 0,1
Belépo levegd homérséklete (°C) 120
Kilépo levegd homérséklete (°C) 65-70
Szarito levegd aramlési sebessége (1/h) 600
Porlaszt6 levegd aramlasi sebessége (m3/h) 35
Adagolasi sebesség (ml/perc) 5

Antioxidans hatas vizsgalata

Az antioxidans hatds vizsgalatokhoz kereskedelmi forgalomban kaphatd, lila szini
stabil szabadgyokok hasznaltam. A szabadgyok ¢és az antioxidans kozotti reakciot
szinvéltozas mutatja, mely spektralisan mérhetd 517 nm-en. A méréshez Hatano és tarsai altal
leirt modszer alkalmaztam, kisebb valtoztatasokkal. Higitasi sort készitve (0,01-0,1 mM) a
DPPH®* torzsoldatbol kalibracidés egyenest vettem fel, abrazolva a koncentracié és az
abszorbancia értékeket (R 0.999). A tovabbiakban ennek segitségével hataroztam meg a
szabadgyok %-os mennyiségével fejeztem (I, %) ki a 4. egyenletet alkalmazva, ahol az Ao a

kezdeti DPPH®* torzsoldat abszorbanciajat és az Asa minta abszorbanciajat jeloli.

I IZ_I/-' :J"Lj - A 1[:][:]
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Standardként 0,1 mg/ml apigenin térzsoldatot hasznaltam fel. A reakcid pontos iddtartamanak
meghatarozasara 15 percenként mértem az abszorbancia értékét, amig azok nem valtoztak
tovabb. Igy megallapitottam, hogy 60 perc sziikséges a végpont eléréséhez. A segédanyagok
esetleges befolyasold hatasa miatt, minden anyagra kiilon is elvégeztem a vizsgalatot, harom

parhuzamos mintaval.

EREDMENYEK
Oldékonysag novelés ciklodextrinekkel

e Elséként vizsgiltam az Api-CD zarvanykomplex képzodését fiziologias pH
értekeken és széles koncentraciéo tartomanyban. A kiilonbozé Api-CD

zarvanykomplexekhez tartozo fazisoldhatosagi fliggvények alapjan



megallapithat6, hogy a komplexképzddés a HP-B-CD és a SBE-B-CD esetében 1:1
sztochiometrdjii Ezzel szemben a y-CD és a RM-B-CD esetében a pozitiv izoterma
magasabb komplexképzddésre utal (pl.: 1:2 Api:CD).

A kozeg pH-ja, az ionerdssége, az apigenin molekula ionizéltsagi foka és a
masodlagos kotderdk 1étrejotte jelentdsen befolyadsolja a komplexképzési hajlamot.
RM-B-CD-nel mintegy 150 szeres oldékonysagndvelés érheté el pH 6,8 értékii
kozegben (~0,230 mg/ml).

Spektroszkopiai mérések azt igazoljak, hogy az apigenin molekula kromofor része
a ciklodextrinek iiregében helyezkedik el ¢s masodlagos kotderdk is szerepet
jatszanak a zarvanykomplex kialakulasaban.

Api-CD zarvanykomplexek erdsebb szabadgyokfogo hatassal rendelkeznek, mely
a nagyobb apigenin koncentracié és a feltehetden megnovekedett H-donor

aktivitas eredménye.

Modositott hatoanyag-leadads multipartikuldris pelletekkel

Optimalizaltam a fluidizacids eljarassal torténd rétegzést (apigenin és a magas
apigenin tartalmi novényi kivonat), valmint az Eudragit® L és Eudragit® FS
polimerekkel torténo bevonast.

Igazoltam, hogy a mikrokristalyos cellul6z inert pelletmag alkalmas hordozoja
lehet az apigenin és az apigenin tartalmu névényi kivonat szamara is (~20 mg/1 g
pellet és ~5 mg/1 g pellet).

Kedvez6 fizikai paraméterekkel rendelkeznek egyarant a rétegzett és a bevont
magok, mind a szemcsealak, szemcseméret eloszlas és a mechanikai tulajdonsagok
tekintetében, valamint a kedvezd gordiilékenységi adatok jo kapszulazhatésagra
utalnak.

Bevonat nélkiili pelletekrdl azonnali apigenin kioldodas valosul meg az inert pellet
feliiletérdl a kozeg pH-jatol fliggetleniil.

10% (m/m) Eudragit® L 30 és 15% (m/m) Eudragit® FS 30 filmképzd polimer
bevonat képes biztositani a megfeleld hatdoanyagleadast.

A ndvényi kivonatban talalhato, vizben jol old6dé apigenin glikozidok kioldodasi
profilja gyorsabb, mindkét polimer esetében a vizben rosszul old6d6 apigenin
aglikonhoz képest.

Az antioxidans hatas vizsgalata alatimasztja mindkét készitmény hatékonysagat in

vitro.



Célzott hatoanyag-leadas nanorészecskekkel

e Magas bezarasi hatasfok (82,61 + 4,56 %), kedvezd méret (376 = 7,824 nm) és
zéta potencidl (-19,20 = 0,818 mV) értékek kovetkeztében a szérum albumin
alkalmas biodegradabilis hordozonak bizonyult az apigenin szamara (~1,7 mg/ml).

e Elsoként igazoltam fluoreszencia vizsgalatokkal, hogy az apigenin az albumin
fehérje I A szubdomén kotohelyénél helyezkedik el a nanorészecsékben.

e Porlasztva szaritdst kovetden mindhdrom szérum albumin készitmény alacsony
nedvességtartalmi és optimalis aerodinamikai tulajdonsagokkal rendelkezik in
vitro. Tehat a részecskék segédanyag nélkiil is megfeleld paraméterekkel
rendelkeznek a pulmonaris hatéanyag bevitelhez, melyet a felhasznalt
segédanyagok koziil a L-leucin hatékonyabban segitett el6 (~2 mg/ dozis).

e Az apigenin az antioxidans hatasat albumin nanorészecskékbe zarva is megtartotta.
KOVETKEZTETESEK

A biologiai forrasbol szarmazé molekuldk gydgyszerhordozd rendszerekbe torténd
formulalasa jelentds kihivast jelent. Munkam soran egy innovativ készitmény Kifejlesztésére
torekedve a rossz vizoldékonysaggal rendelkezd apigenin flavonoid szdmara ciklodextrin
zarvanykomplexeket allitottam eld. Arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a szdrmazék
ciklodextrinek jelentésebb mértékben képesek megndvelni az apigenin vizoldékonysagat,
mint az alap ciklodextrinek. Az komplexképzddésnek kovetkeztében jelentésen nétt az
apigenin antioxidans hatasa, mely a megndvekedett vizoldékonysaganak és H-donor
aktivitasanak is koszonhetd.

Oralis adagolasra szant, kiilonb6z6 bevonattal rendelkezd, ezaltal helyspecifikus
hatdanyagleadast biztositd apigenin-tartalmu multipartikularis pelleteket is eldallitottam.
Optimalizaltam a kivonasi eljaradst, magas apigenin tartalmii ndvényi extraktumot
(Petroselinum crispum) is felhasznaltam a formulalas soran, igy biztositva az egyéb
komponenseknek koszonhetden kialakult erésebb antioxidans hatast. A készitmény magasabb
hatoanyagtartalmanak koszonhetéen a téplalkozassal bejuttathatd apigenin mennyiség
tobbszorosét tenné lehetdve, helyi és szisztémas hatast is kifejtve.

Alternativ pulmonalis adagolas szamara olyan szaraz porinhalacios rendszert allitottam eld,
ahol hordozoérendszerként szérum albumin biodegradabilis fehérjét hasznaltam fel. Az in vitro
optimalis aerodinamikai tulajdonsagokkal rendelkezd nanorészecskék segitségével akar
segédanyag nélkiil is megvalosithaté a célzott hatdanyagleadds. Az apigenin antioxidans

hat4sat nem befolyésolta a formulalas.
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