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Summary

Németh, Zs., J6jirt-Laczkovich, O., Kiss, L., Maléth, ]., Hegyi,
P., Szab6-Révész, P.: Research and development of liposomal
formulations for the treatment of acute pancreatitis

Introduction: Liposomes, as a type of nano-delivery systems, are
used for targeted drug delivery. Nowadays, the main intention of
nanotechnological researches is to provide new therapeutic and
diagnostic options.

Aim: The aim of our research project is to find a possible method
for the administration of adenosine triphosphate (ATP) into the
human body through liposomal formulations to support the en-
ergy homeostasis of the cells during the treatment of acute pan-
creatitis. The objectives of this work are to study the liposomal
formulations made from different liposomal wall contents, incor-
porate propidium iodide (Prl), a cell dye as a marker, then ATP
molecule as a biologically active substance into liposomes.

Method: Prl-containing liposomes were designed and the formu-
lations were prepared by the thinfilm hydration method. Instru-
mental investigations were conducted. The particle size distribu-
tion was determined via the dynamic light scattering technique.
The zeta potential was verified to check the charge of the vesicular
surface. The drug incorporation capacity and the cell penetration
ability were measured through Prl cell dye incorporation into li-
posomes and using fluorescence microscopy. The cell penetration
was surveyed on the human embryonic kidney 293T cell line.

Results: The liposomal formulations were prepared with vesicles
under 100 nm from different combinations of wall contents. The
smallest value of the mean diameter was 66 nm. The zeta potential
values were -3.92 mV and -2.49 mV, and in the case of using a
positively charged phospholipid, it was measured as +7.92 mV.
The drug incorporation capacity values of the products tested on
the cell cultures were 24-38%. The highest cell penetration values
were measured in case of the ‘conventional’ samples, which were
only made from Phospholipon 90G® lipid complex and cholesterol.

Conclusion: Due to the utilization of the Prl marker, we were
able to test the cell penetrating ability of the entrapped molecules.
We would like to prepare further, pancreatic cell penetrating and
ATP molecule containing liposomal formulations in the future.

Keywords: nano-delivery system, liposomal formulation, acute
pancreatitis, propidium iodide, adenosine triphosphate

Osszefoglalis

Bevezetés: A liposzémdk a célzott hatéanyag-bevitelt eldsegitd
nanohordozd rendszerek. Napjainkban a nanotechnolégiai ku-
tatisok az 1ijabb terdpids és diagnosztikai teriiletek felfedezésére
irdnyulnak.

Célkitiizés: Célunk az akut pankreatitisz kezelésének kimene-
tele szempontjabol fontos, a sejtek energetikai homeosztizisinak
fenntartisdt elbsegitd adenozin-trifoszfit (ATP) molekula lipo-
szémalis formuldciékon keresztiil torténd szervezetbe juttatdsinak
kutatisa. A most bemutatdsra keriild munkdink célja kiilonbozo
falalkotdkbél felépiild liposzomalis formuldciék kutatdsa, tovabbad
jeloléanyagként propidium-jodid (Prl), majd késébb biologiailag
aktiv anyagként ATP molekula bezirdsa volt.

Moédszerek: Prl-tartalmii liposzéma Osszetételeket terveztiink
és dllitottunk eld lipidfilm-hidraticiés technologidval. A mintdk
részecskeméretének meghatdrozdsa dinamikus fényszordsmérésen
alapuld médszerrel tortént. A feliileti toltottség vizsgdlata céljabdl
zeta-potencidl meghatdrozdsdra, illetve a bezdrdsi hatékonysig
ellendrzése érdekében Prl sejtfesték bezdrdsdra és UV spektro-
fotometrids mérésekre keriilt sor. A formuldlt vezikuldk sejtekbe
valé bejutdsinak teszteléséhez HEK-293T humdn embrio vese
sejtvonal lett felhaszndlva.

Eredmények: Kiilonbozd falosszetételii, 100 nm alatti méret-
tartomdnyba esé liposzémdlis formuldciok elddllitdsa tortént,
amelyek koziil a legkisebb dtlagos dtmérd értéke 66 nm volt. A
zeta-potencidl értékek -3,92 mV-ot és -2,49 mV-ot, illetve katio-
nos foszfolipid alkalmazdsakor +7,92 mV-ot értek el. A sejtte-
nyészeteken tesztelt termékek esetében a hatéanyag-bezdrdsi ha-
tékonysig 24-38%-nak bizonyult. A legmagasabb sejtpenetricios
érték a ,hagyomanyos”, csak Phospholipon 90G® lipidkeverékbol
és koleszterinbdl dllo dsszetétel esetében volt tapasztalhato.

Kovetkeztetések: A Prljelol6anyag haszndlatdval ellendrizhetévé
tehetd a liposzémdba zdrt molekuldk sejtekbe torténd felvétele. A
jovdben szeretnénk pancreas sejtekbe penetrdld, biolégiailag aktiv
anyagként ATP molekuldkat bezird liposzémdlis formuldcidkat
eléallitani.

Kulcesszavak: nanohordozé rendszer, liposzomadlis formulicio,
akut pankreatitisz, propidium-jodid, adenozin-trifoszfit.
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Bevezetés

A liposzomalis formuldcidk alkalmazasa a hato-
és aktiv anyagok szervezetbe torténé bejuttatdsa-
nak egyik modern és innovativ formdja. A lipid
kettésrétegbdl feléptild liposzéoma a nanohordozo
rendszerek egyik sokoldalta tipusa. A hatéanya-
gok liposzomaba zdarasa a rovid keringési és el-
tarthatdsagi id6, tovabba a koltséges eldallitasi és
vizsgalomodszerek ellenére szamos elény0s tulaj-
donsaggal bir [1]. A liposzédmalis hatéanyag-bevi-
tel segitségével csokkenthetd a kialakulé mellék-
hatdsok mértéke és mennyisége, elényosebb far-
makokinetika, és megfelel6 szervet, szovetet cél-
z0, irdnyitott target terapia érhet6 el. A jobb far-
makokinetikai hatdsoknak koszonhetéen igy
egyenletesebb hatdanyagszintet, retard hatast,
magasabb terdpids index és alacsonyabb toxicitasi
értékeket lehet biztositani. A molekulak liposzé-
maba zarasaval elhatdrolhatok, tgymond meg-
védhetdk a hatdéanyagok a szervezet bonto folya-
mataitdl, ezaltal novelhetd a hataskifejtésre fordit-
hato id6 [2].

Folyékony kozegben a liposzomaék szférikus,
gombszeri format vesznek fel. Az amfifil tulaj-
donsagu foszfolipidekbdl spontan szervezddés ut-
jan nano- vagy mikrométeres mérettartomanyba
esd, kettds membranréteggel hatarolt vezikuldk
alakulnak ki. A liposzomadk falat alkotd, leggyak-
rabban negativ vagy semleges toltéssel rendelkez6
foszfolipidek apolaris szénldncai egymas felé néz-
nek, amig a poldris feji részek a kiils6 és a bels6
vizes fazis mentén tomoriilnek egy rétegbe. Ennek
a szerkezeti felépitésnek koszonhetden a veziku-
lak mind hidrofil, mind lipofil hatéanyagokat is
tartalmazhatnak. A hidrofil molekuldk a liposzo-
ma vizes, belsé terében, mig a lipofil anyagok a
membranba 4gyazddva helyezkedhetnek el [3]. A
foszfolipid kettOsréteg stabilizalasa altaldban ko-
leszterin segitségével torténik. A koleszterin a
foszfolipid molekulak kozott fennallé hézagok ki-
toltésével csokkenti a membran fluiditdsat. Az
Ujabb tipusu liposzomakat (stealth vagy lopakodd
liposzoma) a keringési id6 novelése céljabol PEG-
ilalni is szoktdk, azaz polietilén-glikol lancokat
kapcsolnak a felszini foszfolipidekre, ezaltal gatol-
va az immunsejtes fagocitaciot. A kutatasok tjabb
irdnyvonalai kiterjednek a felsziniikon antiteste-
ket vagy antitest-fragmentumokat megkotd
immunliposzémakra, a pozitiv toltést foszfolipi-
dekbdl felépiil6 kationos liposzémakra és a lokalis
kornyezeti viszonyokra érzékeny bioreszponziv
liposzomakra is [4]. A hatdanyagot tartalmazd

liposzomak megfelelé kialakitasakor figyelembe
kell venni a bezdrandé anyag tulajdonsagait, az al-
kalmazas maddjat és a kezelendd betegség korfo-
lyamatat is, ezért egy adott hordozorendszer kifej-
lesztése mindig egy Osszetett feladatsor végered-
ményeként torténik meg. A parenterdlis felhasz-
nalasu liposzomalis készitmények megfelel6ségé-
nek a sterilitds mellett a stabil hatdanyag-tartalom,
a nyujtott keringési id6, a beteg szdvetet célzd pe-
netracios képesség és a leadott molekula sejtekbe
val¢6 eljutdasanak biztositasa is a feltételei kozé tar-
tozik [3].

Az akut pankreatitisz (heveny hasnyalmirigy
gyulladas) egy sulyos, gyulladasos betegség, ame-
lyet az elfogadhatatlanul magas mortalitds és a
specifikus kezelés hidnya jellemez [5]. A helyzetet
tovabb neheziti, hogy az elmult évek soran jelen-
tésen csokkent az akut pankreatitisz témakorben
végzett kutatdsok szama, amely tény hozzajarul-
hat a specifikus terapia nélkiilozéséhez [6, 7]. Egy
felmérés szerint 2012-ben az akut pankreatitisz
volt a leggyakoribb hospitalizacids ok a nem da-
ganatos eredet(i gasztrointesztindlis megbetege-
dések kozott az Egyesiilt Allamokban [8, 9]. A be-
tegség orszagonként eltérd eléforduldsi gyakori-
saggal jelentkezik, altaldban 13 80 eset/100.000 la-
kos/év értékkel lehet szamolni [10]. Az esetek
tobbségében (80%) a betegség enyhe lefolyasu,
azonban a sulyos forma megjelenésekor (20%),
amikor 48 dran beliil tobbszervi elégtelenség ala-
kul ki a pankreatitisz talajan, a haladlozasi rata el-
érheti akar a 40%-ot [9, 11]. A modositott Atalanta
klasszifikacié 3 sulyossagi fokozatot [enyhe (67-
72%), kozépsulyos (16-29%), és sulyos (4-12%)
akut pankreatitisz] kiilonboztet meg [12, 13, 14].
Egy Magyarorszagon 2013-ban indult kétéves
vizsgalat a betegség nemek kozti megoszlasi ara-
nyanak 44-56% noi-férfi aranyt allapitott meg 600
akut pankreatitisszel diagnosztizalt beteget vizs-
galva [15].

A pankreatitisz kialakuldsa altalaban a szekré-
ciés utvonal gatlasara és ennek kovetkeztében a
parenchyma sejtek karosodasdara vezethetd vissza.
Az esetek 80%-aban az akut pankreatitisz
excessziv alkoholfogyasztas, illetve epekovesség
kovetkeztében alakul ki. A n6k korében gyakoribb
az epekd eredetll pankreatitisz, még a férfiaknal
az alkoholos eredet dominal [16]. A zsirsavak is
kozrejatszanak az ATP-szint csokkenésében, igy a
magas szérum triglicerid koncentracié értékekkel
€16 betegek esetében stilyosabb lefolyasra és rosz-
szabb kimenetelre kell szdmitani akut pankrea-
titisz esetében [17].



2018/4.

Acta Pharmaceutica Hungarica

217

A pankreatitiszes esetek 10%-a idiopatias, illet-
ve tovabbi 10% kothetd traumahoz, az epeutakat
érintd0 beavatkozasokhoz, vagy masodlagosan
aminoszalicilatok [18], antibiotikumok, diuretiku-
mok, immunszupresszansok, esetleg antiretro-
viralis hatéanyagok alkalmazasdhoz [19]. A has-
nyalmirigy acinus és ductus sejtjei szekretoros
miikodésiikh6z nagymennyiségli energiat igé-
nyelnek, amelyet a sejtek adenozin-trifoszfat
(ATP) hidrolizisével allitanak el6. Az ATP el6alli-
tasa a sejtekben glikolizis, illetve a mitokondri-
umban végbemend oxidativ foszforildcié soran
torténik [5]. A leggyakoribb pankreatitiszt kivalto
faktorok, mint az epesavak, az alkohol és a
nemoxidativ alkohol metabolitok mitokondrium-
karosito hatdsa tobb esetben Osszetett mechaniz-
muson alapszik [20, 21, 22].

Az akut pankreatitisz kezelése szupportiv tera-
pian keresztiil valdsithatdo meg a megfelel6 folya-
dékbevitel és oxigénellatas biztositasaval, illetve a
sziikséges fajdalomcsillapitod kezelés alkalmazasa-
val [19]. A kezdeti folyadékpodtlasra Ringer-laktat
infazié haszndlata javasolt [10]. Az International
Association of Pancreatology (<IAP) és az Ameri-
can Pancreatic Association (=APA) iranyelvek a
taplalasra szoruld, salyos akut hasnydlmirigy
gyulladasban szenvedd betegek szamara elsédle-
ges terapiaként a szondan keresztili taplalast
ajanljak [11, 23, 24]. A sulyos akut pankreatitisz
esetén a haldlozas elsédleges okaként a fert6zéses
eredet(i komplikaciokkal kell szamolni. Habar az
antibiotikum kezelés csokkenti a fert6zések
incidencidjat és sulyossagat, azon betegek megha-
tarozasa, akiknél sziikség lehet a profilaktikus an-
tibiotikum terdpia alkalmazasara nem kénny fel-
adat. Megerdsitetten epetti eredetli pankreatitisz
esetén a vezetéket elzard kovek eltavolitasa a ke-
zelési megoldas. Elfert6zodott, nekrotizald has-
nyalmirigy kialakuldsakor a mfitéti beavatkozas
elkertiilhetetlen [19].

A fentebb leirt mitokondriumkarosodas, és az
abbol kovetkez6 ATP-szint csokkenés fontos szere-
pet jatszik az akut pankreatitisz progresszidjaban.
Az intracellularis ATP-szint helyreallitdsa segitheti
a betegség kezelését, mert igy a sejtek fizioldgias
muikodése fenntarthatova valik. Az ,,in vitro” mod-
szerekkel, patch pipettan keresztiil torténé ATP-
visszaadds csokkenti a sejtek kdrosodasat [21].
Azonban az ,in vivo” koriilmények kozotti ATP-
bevitel soran tobb nehézséggel is meg kell kiizde-
ni. Az ATP molekula nagyon érzékeny az enzima-
tikus hidrolizisre és csak gyenge sejtpenetracios
képesség jellemzi. Szakirodalmi adatok alapjan a

liposzomakba zart ATP-vel torténd kezelés hata-
sosnak bizonyul a sejtek ischemids allapotaban,
azonban a sejtekbe torténd bejuttatasdhoz sziiksé-
ges egy kolloidalis gyogyszerhordozo-rendszer al-
kalmazasa [5, 9, 25, 26].

Az ischemiat kovetd sejthaldl kiterjedését és for-
majat nagymértékben befolyasolja az intracellula-
risan megtaldlhaté ATP mennyisége. Altaldnos-
sagban elmondhatd, hogy az apoptdzis, azaz az
onvezérelt programozott sejthaldl egy ATP-t
igényl6 folyamat. A csokkent vérellatasu teriilete-
ken a nem megfeleld oxigénellatas és a gyors
gliikozbontds miatt a sejtek ATP-szintje gyorsan
csokken, ezért az apoptozis folyamata jellemzben
gatlas ala keriil és sejtnekrdzis indukalddik. A fo-
lyamat jelentésége abban rejlik, hogy mig a nekro-
zis soran a sejtekbdl felszabaduld sejttartalom
gyulladésos folyamatokat general, addig az apop-
tozis esetében ez a folyamat elmarad. Ischemids
sejteknél az exogén ATP-bevitel megoldast jelent-
het a megfelel6 ATP-szint visszaallitasara. Exogén
ATP alkalmazasakor azonban olyan nehézségeket
kell lekiizdeni, mint az ATP negativ toltésébdl
adodo gyenge sejtpenetracios készsége, valamint
az ATP molekuldk ,in vivo” koriilmények kozott
jelentkez6 gyors bomlasi folyamata [27, 28]. A cél-
teriiletre vald eljuttatds alatt bekovetkezé bomlas
elkeriilése érdekében az ATP molekulat célszer(i
liposzoméakba csomagolni. Az ATP liposzoméba
zarasanak hatékonysagat a sejtek energiaszintjé-
nek javitdsdban mar tobb ,in vitro” és ,in vivo” ko-
riilmények kozott végzett kisérlet bizonyitja [29].
Az ATP-tartalmu liposzémak segitségével meg-
emelhetd a sejtek energiaszintje, ezaltal novelni le-
het azok tulélési esélyeit, illetve a sejthalal beko-
vetkezte esetén biztosithatova valik a nekrozis
apoptozis iranyba vald eltolasa. A nekrozisos sejt-
haldl aranyanak ily médon torténd csokkentése
mérsékli a végsd karosodas mértékét [28]. Kisérle-
tes kortilmények kozott kimutattdk, hogy a lipo-
szomak, fOként a pozitiv toltéssel rendelkezdk,
spontan akkumulalédnak az ischemids teriilete-
ken. A nanohordozé részecskék felszaporodasa-
nak okat, legaldbbis részben, a teriilet gyenge in-
filtracidjaban latjak, amely folyamat a részecskék
csapdazodasahoz vezet, illetve fokozza a tertilet
permeabilitas és retencios értékeit [30]. ATP-tartal-
mu vezikuldk sikeres alkalmazasardl szamoltak be
agyi [31], retina [28] és hasnyalmirigy p-sejtek [32]
ischaemidja, illetve miokardialis infarktus [26, 30]
esetén, azonban pancreas acinus és ductus sejte-
ken végzett vizsgalatokat még nem kozoltek az
irodalomban.
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A formulaciok sejtpenetracios képessége fluo-
reszcens festéket tartalmazd mintakkal kezelt
sejttenyészeteken vizsgalhat6. Az immunfluo-
reszcens festési technikak és a fluoreszcens mik-
roszkopia, beleértve a konfokalis lézermikro-
szkopos mérési technikat, a sejtbioldgia gyakran
alkalmazott eljarasai kozé tartoznak. A konfo-
kalis 1ézermikroszkép hasznélataval haromdi-
menzids felvételek is készithetdk, ezért széles
korben haszndljak a sejtalkotok intracelluldris
helyzetének meghatarozasara. A fluoroflérok
szamos tipusat alkalmazzdk az immunfluoresz-
cens mikroszképidban. Amig a fluoreszceint, a
rodamint és ezek szarmazékait immunfestéses
technikakban szoktak alkalmazni, addig a propi-
dium-jodiddal, illetve az etidium-bromiddal a
DNS-t lehet lathatova tenni [33].

A propidium-jodid (PrI) (3,8-diamino-5-[3-
(dietilmetilammonio)-propil]-6-fenil-fenantridin-
dijodid) (C,,H,N,*L) [34] egy voros szinti fluoresz-
cens sejtmag-, és kromoszdma festék, amelyet szé-
leskortien alkalmaznak a mikroszkopos vizsgala-
tok sordn a sejtmag és a tovabbi DNS-t tartalmazd
sejtszervecskék lathatova tételére. A Prl nem ké-
pes penetralni az €16, intakt sejtek membranjat.

Jelen munkank célja, kiilonb6zd falosszetételd,
epitél sejtekbe penetralodni képes liposzomalis
formulaciok kutatasa és fejlesztése, valamint azok
gyogyszertechnologiai vizsgalata volt. Tovabba
propidium-jodid sejtmagfesték liposzomaéba zara-
saval és fluoreszcens mikroszképos ellendrzéssel
vizsgaltuk a mintak sejtpenetracios-képességét.

A kisérletes munka
Anyagok

A liposzomak elééllitasa sordn falalkoté kompo-
nensként Phospholipon 90G® lipid keveréket
(Phospholipid GmbH, Kéln, Németorszag), kolesz-
terin (Molar Chemicals Kft., Budapest, Magyaror-
szag) és 96%-os etanol (Molar Chemicals Kft., Bu-
dapest, Magyarorszag) felhasznalasaval készitett
1,25 mg/ml koncentracioju koleszterin oldatot,
N-[1-(2,3-dioleoiloxi)-propil]-N,N,N-
trimetilammonium-klorid (DOTAP-CI) (Sigma-
Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Németorszag)
és L-a-foszfatidiletanolamin-dioleoil (PE) foszfo-
lipideket (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miin-
chen, Németorszag) alkalmaztunk. Olddszerként
10 ml 96%-o0s etanolt (Molar Chemicals Kft., Buda-
pest, Magyarorszag), beoldokozegként 30 ml
pH=74-es sztrt foszfat puffert (PBS) hasznaltunk.

Jeloléanyagként 0,60 ml, 1 mg/ml koncentracioju,
propidium-jodidbdl (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Németorszag) készitett torzsoldatot al-
kalmaztunk.

Kisérleteink soran az I. tdbldzatban lathaté 3
osszetétellel dolgoztunk. A , hagyomanyos” 0sz-
szetétel csak Phospholipon 90G® lipidkeverékbdl
és koleszterinbdl allt. A DOTAP-CI-t tartalmazd
Osszetétel a Phospholipon 90G®lipidkeveréken és
a koleszterinen kiviil DOTAP-Cl-ot, azaz egy kat-
ionos foszfolipidet is tartalmazott, amely fosz-
folipid irodalmi adatok alapjan fuzogén
liposzomakat képez, ezdltal elbsegiti a lipo-
szomak és az epitél sejtek sejtmembranjanak az
egyesiilését [35, 36]. A PE-t tartalmazo Osszetétel
a Phospholipon 90G® lipidkeverék és a koleszte-
rin mellett foszfatidil-etanolamint is tartalmazott.
Kisérleti eredmények alapjan, a foszfatidil-
kolinnal készitett mintakkal 0sszehasonlitva, a PE
csokkenti a liposzomak méretét [37], igy alkalma-
zasaval egyszer(ibb lehet az intravénds készitmé-
nyeknél ajanlott 100 nm alatti mérettartomany el-
érése.

Mddszerek
Liposzomidk elddllitdsa

A liposzomadk eldallitasa lipidfilm-hidratacios
technikaval tortént. A DOTAP-CI-, és a PE-tartal-
mua Osszetételek esetében eldallitottunk Prl-ot a
belso, és kontrollként a kiilso fazisban tartalmazo
mintakat is.

Az elére meghatarozott mennyiségi Phospho-
lipon 90G® lipidkeverék, a koleszterin oldat és
esetenként a vdlasztott tovabbi foszfolipid kom-
ponensek Osszemérésével elkészitettiik a lipid-
szuszpenziokat (I. tdbldzat), majd 10 ml 96%-os
etanollal oldatos formdava alakitottuk azokat. A
lipidfilmet 65°C-on, 25 rpm forgasi sebesség mel-
lett Rotavapor® R-210/215 vakuumbeparlo készii-
1ék segitségével (BUCHI Labortechnik AG, Flawil,
Svajc) készitettiik el. A Prl-ot bels6 fazisban tar-
talmazd minta esetében a lipidfilm hidratalasa a
30 ml pH=7,4 sztirt foszfat puffer és a 0,60 ml PrI
torzsoldat elegyével tortént. A folyadék hatdsara
a lipidfilmbdl vezikuldk keletkeztek, igy a lipo-
szomak belsd fazisaba keriilt a jel6l6anyagot tar-
talmazo6 oldat, amelyet a kiilsé fazisban maradt
Prl-tartalomtol az eldallitas egy késébbi lépésé-
ben ultracentrifugaldssal és mosassal kiilonitet-
tiink el. A Prl-ot kiils6 fazisban tartalmazo kont-
roll minta hidrataldsara 30 ml pH=7,4-es foszfat
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I tablazat

A vizsgdlt liposzomadlis formuldcidk dsszetétele

Liposzoma Osszetétel ,hagyomanyos” DOTAP-Cl-ot tartalmazo PE-t tartalmazo
Phospholipon 90G® (mg) 95 90 90
Koleszterin oldat (ml) 5 4 4
DOTAP-CI (mg) - 5
PE (mg) - - 5
puffert hasznaltunk. Az igy kapott lipid- (Thermo Scientific Sorvall wX+ Ultra Series

szuszpenziohoz a 0,60 ml PrI torzsoldatot csak az
ultahangozas utdn adtuk hozza, igy ezek a min-
tak jeloléanyagot csak a kiils6 fazisban tartalmaz-
tak. A beolddkozeg elegyitését kovetden 15 perc-
nyi, 48 kHz-en végzett ultrahangozassal (Elma
Transsonic Digital S D-78224 kad ultrahangozo
késziilék, Elma Schmidbauer GmbH, Singen, Né-
metorszag) segitettiik a lipidfilm hidrataciojat,
amely folyamat sordn a spontan szervezddott
multilamellaris vezikuldkbdl nagyméretd uni-
lamelldris liposzémak alakultak ki. A liposzémak
méretformdzasara 0,45 pm-es (Millipore®
SLHVO033NS Millex® HV Syringe Filter with
Durapore® PVDF Membrane), illetve 0,22 um-es
(FilterBio PES Fecskendészird, FilterBio Memb-
rane Co. Ltd., Lab-Ex Laborkereskedelmi Kft, Bu-
dapest, Magyarorszag) porusatmérdjii membran-
szlir6ket hasznaltunk, amely folyamat eredmé-
nyeként kisméretti unilamelldris vezikuldkat kap-
tunk. A Prl-ot bels6 fazisban tartalmazé mintakat
4°C-on, 2-szer 30 percig 123 000 rcf-es forgasi se-
besség mellett ultracentrifugaltuk Thermo Scienti-
fic Sorvall wX+ Ultra Series Centrifuge késziilék-
kel (Thermo Fisher Scientific Inc.,, Waltham, MA
USA). A 2. ultacentrifugdlasi ciklus utan a pelle-
teket 4 ml pH=7,4-es szlirt foszfat pufferrel higi-
tottuk fel, majd a sterilitas biztositdsa érdekében
laminaris boxban (Scanlaf Mars Class 2 Cabinet,
LaboGene ApS., Allered, Dania) 0,22 um porusat-
mérdjii membranszird segitségével iivegfiolakba
szurtiik. Az elkészitett mintdkat fénytdl védve,
gondosan lezart taroléedényekben, 2-8°C kozott
taroltuk.

Vizsgdlatok

A liposzomalis formuldcidk gyogyszertechnoldgiai
paramétereinek vizsgdlata

Bezirdsi hatékonysdg vizsgdlata

A Prl-ot belsd fazisban tartalmazé mintak eseté-
ben vizsgéltuk az adott falosszetételek alkalmaza-
saval elérhet6 legnagyobb bezarasi hatékonysagot.
A vizsgdlat indirekt modon ultracentrifuga

Centrifuge késziilék, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA USA) és spektrofotométer (Thermo
Spectronic Unicam Helios Alpha UV-visible
Spectrophotometer, Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA USA) hasznalataval tortént.

Az 1 mg/ml koncentracioju Prl torzsoldat higi-
tasaval kapott oldatok segitségével kalibralo egye-
nest vettiink fel, amely egyenes egyenlete a kovet-
kez6: 0x?+88,89x-0,01239=0, r’=0,9999. Az ultra-
centrifugalds soran gyujtott feliiliszo abszor-
bancigjat 289 nm-en hataroztuk meg. Az oldatok
strtiségét Anton Paar Density Meter DMA™ 35
hordozhaté strtiségmérével (Anton Paar GmbH,
Graz, Ausztria) mértitk meg. Az abszorbancia, ez-
altal a koncentracio, tovabba a térfogat értékek is-
meretében meghataroztuk a feliiliszéban maradt
Prl mennyiséget (my, 4,5 Majd ennek az érte-
két kivonva az eldallitaskor bemért Prl tomegébdl
(M) Megkaptuk a liposzomakba bezart sejt-
magtesték tomeggét, illetve annak ismeretében ki-
szamitottuk a bezarasi hatékonysagot.

Mpri(sssz) — MPri(feliliszo)

x100%

bezarasi hatékonysag =
mPrI(ijssz)

Részecskeméret-meghatirozds, polidiszperzitdsi index
és zeta-potencidl mérés

A vezikuldk méretét, a mintak polidiszperzitasi
index (PdI) és zeta-potencidl értékeit Malvern
Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments Ltd.,
Worcestershire, Anglia) dinamikus fényszoras-
mérésen (dynamic light scattering=DLS) alapulo
részecskeméret analizatorral (Malvern Instru-
ments Ltd., Worcestershire, Anglia) hatdroztuk
meg szobahdmérsékleten 1,330-as refrakcios index
érték mellett.

Liposzémalis formuliciok sejtpenetrdcios képességének
vizsgdlata

A Prl-tartalmu liposzomak sejtpenetracios képes-
ségét a konnyebb fenntarthatosag és a pancreas
ductus sejtekhez valé hasonlésag alapjan HEK-
293T (American Type Culture Collection) human
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vese epitél sejtvonalon vizsgaltuk. A sejtek
tenyésztése 30 mm atmérdji, tlivegalju petri-
csészékben tortént. A sejtek HEPES pufferben
(140 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM CaCl,
1 mM MgCl, 10 mM gliikéz, 10 mM Na-HEPES)
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Német-
orszag), illetve 10% FBS-sel (fetal bovine serum =
magzati borja szérum) (Thermo Scientific,
Waltham, Massachusetts, Egyesiilt Allamok), 2
mM L-glutaminnal, 100 egység/ml penicillin G-vel
és 100 pg/ml sztreptomicinnel kiegészitett DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagel’s Medium = Dulbecco
altal modositott Eagle médium) (Invitrogen,
Carlsbad, Kalifornia, Egyesiilt Allamok) tdpoldat-
ban novekedtek. A sejtkultarakat 37°C-on 5% CO,

jelenlétében tartottuk. A kisérletekhez 70-90%
konfluenciat elér6 tenyészeteket hasznaltunk.

A sejtek kezeléséhez a liposzomakat tartalmazd
mintdkat 4-szeresre, illetve 10-szeresre higitva al-
kalmaztuk a ,hagyomanyos Osszetétel”, tovabba
0,7 ug/ml végs6 Prl koncentracidra higitva hasz-
naltuk a specialis falalkotokat (DOTAP-CI vagy
PE) tartalmazé formulacidk esetében. Harom-ha-
rom parhuzamos kezelés tortént csoportonként.
A kezelések megkezdését kovetden 60, illetve
120 percnél Zeiss LSM880 konfokalis mikroszkop-
pal (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Németor-
szag) képet készitettiink a sejtekrdl (n=3-4). A fel-
vételeket az Image] (National Institutes of Health,
Bethesda, MD, USA) program segitségével binaris

H33342

Prl + H33342

1. abra: A negativ kontroll, azaz az alap Prl penetrdcié meghatdrozasa
A bal oldali dbrdan Prl-dal, a kozépsén Hoescht 33342-vel kezelt sejtek ldthatoak.
A jobb oldali dbrdt a két kép egyesitésével kaptuk. (Prl: propidium-jodid, Hoechst 33342: 2'-(4-etoxifenil )-5-(4-metil-1-
piperazin)-2,5’-bi-1H-benzimidazoltrihidroklorid-trihidrdt)

H33342

2. dbra: A pozitiv kontroll meghatirozisa
A sejtek 1%-os Triton X-100-zal, Prl-dal, és Hoechst 33342-vel voltak kezelve. A bal oldali abran csak a Prl-dal, a kézépsén
pedig a Hoechst 33342-vel festett sejtek lathatéak. A jobb oldali dbrdt a két kép egyesitésével kaptuk, és az dsszes festddott sejtet,
mutatja.
(1%-os Triton X-100 (polietilén-glikol-mono-p-(1,1,3,3-tetrametil-butil)-fenil-éter, Prl: propidium-jodid, Hoechst 33342:
2'-(4-etoxifenil)-5-(4-metil-1-piperazin)-2,5’-bi-1H-benzimidazoltrihidroklorid-trihidrat)

Prl + H33342
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II. tablazat

A kiilonbozd falalkoté dsszetételek alapjdn készitett liposzomilis formuldcidk hatéanyag-tartalom meghatdrozdsdnak és
miiszeres vizsgdlatainak eredményei
(PdI = polidiszperzitasi index, Prl = propidium-jodid)

Minta PrI koncentracié Atlagos atméré PdI Zeta potencial

(mg/ml) (d.nm) (mV)

,hagyomanyos” 19,60 97 0,282 -3,92

DOTAP-CI, 19,60 102 0,264 6,37

Prl kiils6 fazisban

DOTAP-CI, 4,69 66 0,268 7,92

Prl belsé fazisban

PE, Prl kiilso fazisban 19,60 92 0,355 -1,25

PE, Prl bels6 fazisban 7,44 105 0,380 -2,49

képpé alakitottuk, majd meghataroztuk a Prl altal
megfestett, fluoreszcensen pozitiv teriiletek nagy-
sagat. A Prl-tartalmu liposzomdk sejtpenetracios
képességének meghatarozasahoz 6sszehasonlitasi
alapként kontroll vizsgalatokat is végeztiink. Az
eredmények kiértékeléséhez imitaltuk a negativ,
illetve a pozitiv kontroll esetében kaphaté vala-
szokat (1. és 2. dbra).

Eredmények

A liposzémalis formuldciék gyogyszertechnologiai
paraméterei

A bezarasi hatékonysag (hatéanyag-tartalom), az
atlagos atmérd, a polidiszperzitasi index, valamint
a zeta-potencidl meghatdrozasanak eredményeit a
I1. tablazat foglalja 6ssze.

Hatéanyag-tartalom

A hatéanyag-bezaras mértéke fligg a lipid kettds-
réteg természetétdl, az adott anyag részecskemé-
retétél, az olaj-viz megoszlasi hanyadostol és a
lipid membrannal szemben mutatott viselkedésé-
tél. A liposzomalis hatéanyag-szallitds mechaniz-
musat és mértékét er6sen befolyasolja a vezikuldk
felszinének zeta-potencidl értéke is. A bezarasi
hatékonysag fligg a bezarni kivant anyag polari-
tasatol és lipofil/hidrofil természetétdl, amely az
anyag liposzomakban valo elhelyezkedését is
meghatarozza. Amennyiben a hatéanyag hidro-
féb, a liposzomakat alkotd foszfolipidek acilezett
szénhidrogén lancai kozott helyezkedik el, igy az
anyag bezarasi hatékonysdgara befolyasolo hatas-
sal van a szénldncok hossza és stirtisége, illetve a
hatéanyag-lipid ardny valtozdsa is. A hidrofil ha-
téanyag a liposzomak kozepén talalhato vizes ko-
zeg(ll magban, illetve a foszfolipidek polaris feji
csoportjahoz kozel talalhaté meg. A liposzémaba

zart hatéanyagok biohasznosulasa csak a veziku-
1akbdl valo felszabadulas utan kovetkezik be. A
megfelel6 terapids hatds elérése céljabol lényeges
lépés a hatdanyag-leadas optimalizacioja [38].

Méréseink soran a II. tablazatban bemutatott
hatoanyag-tartalom értékeket kaptuk. A Prl-ot
kiils6 fazisban tartalmazé formulaciok esetében a
mintdk hatéanyag-tartalmat 100%-osnak vettiik. A
Prl-ot bels6 fazisban tartalmazé DOTAP-Cl-os 6sz-
szetétel esetében ez az érték 24%, a PE-t tartalma-
z0 formulacional 38% lett, tehat ez utobbi esetben
tudtunk nagyobb bezdrdsi hatékonysaggal dol-
gozni.

Részecskemeéret (dtlagos dtméro)

A liposzoma alapt hatéanyag-hordozé rendszerek
alapvetd fizikai jellemzdje a részecskék mérete,
amely meghatdrozza a nanohordozé rendszerrel
elérhetd sikereket. Kiilonb6z6 méretti lipo-
szomakkal végzett kisérletek eredményeire ala-
pozva a kutaték arra a megallapitasra jutottak,
hogy a 100 nm-nél kisebb atmérdji intravénasan
alkalmazott vezikuldk esetében csokken a plazma
proteinek és a liposzomak kozott lejatszodo inter-
akciok szama, igy ezek a részecskék elkeriilik a
retikuloendothelidlis rendszer elimindlé mecha-
nizmusat, ezaltal megnovekszik a vérben mérhetd
téléletidejiik, tovabba képesek passzivan akkumu-
1alédni a tumorban [38, 39]. Megéallapitast nyert az
a tény is, hogy a nagyobb méretli liposzémak
gyorsabban elimindlodnak a vérarambdl, viszont
a méret csokkentésével csokken a vezikulak altal
bezarhat6 hatdanyag mennyisége is [38].
Mindezen informaciok alapjan kisérletiink so-
ran mi is torekedtiink a 100 nm-es mérethatar alat-
ti vezikuldkat tartalmazo formuldcidk eldallitasa-
ra. A mérésiink soran kapott atlagos részecskeat-
mérd értékeket megvizsgalva az aldbbi kovetkez-
tetéseket tudtuk levonni. A ,hagyomanyos” 6sz-
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szetétel (97 nm), a Prl-ot belsé fazisban tartalmazo
DOTAP-Cl-tartalmt minta (66 nm), illetve a festé-
ket kiils6 fazisban tartalmazo6 PE-tartalmu formu-
l[acié (92 nm) esetében sikeriilt a 100 nm alatti
vezikulaméretet elérniink. A Prl-ot kiils6 fazisban
tartalmazé DOTAP-Cl-os Osszetétel (102 nm) és a
festéket bezard PE-os minta (106 nm) esetében a
részecskék mérete kis mértékben meghaladta a
100 nm-es elméleti hatarértéket. A vizsgalt mintak
koziil a Prl-ot bels6 fazisban tartalmazé DOTAP-
-Cl-tartalmt Osszetétel esetében mértiik a legki-
sebb atlagos atmérd értéket (66 nm-t), tehat ez az
Osszetétel felelt meg leginkabb az elvarasainknak,
intravénas felhasznalasra ezt a formulaciot lehet-
ne alkalmazni.

Polidiszperzitdsi index

A mintdk el6dllitasa soran célunk volt, hogy
monodiszperz rendszereket hozzunk létre, ezért
az eredményeinket PdI<0,30 alatt tekintettiik meg-
felel6nek.

A ,hagyomanyos” Osszetétel (PdI=0,282), illet-
ve a DOTAP-Cl-tartalmu mintak esetében (PI kiil-
s6 fazisban: PdI=0,264; belsé fazisban: PdI=0,268)
sikertilt 0,30 alatti PdI-szel rendelkez6 rendszere-
ket eléallitanunk. A PE-t tartalmazé formuldciok
monodiszperzitdsa adodott a legalacsonyabbnak,
ezekben az esetekben a PdI meghaladta a 0,30-as
értéket (PI kiils6 fazisban: PdI=0,355; bels6 fazis-
ban: PdI=0,380). A leginkabb monodiszperz rend-
szernek a festékanyagot be nem zar6 DOTAP-
-Cl-os falosszetételli  formuldcié  bizonyult
(PdI=0,264). A sejtpenetracios vizsgalatokra alkal-
mazhatd, tehat Prl-ot bels6 fazisban tartalmazo
mintdk koziil az igényeinknek megfelel6 homo-
gén méreteloszlast a ,hagyomanyos” és a
DOTAP-Cl-ot tartalmazo Osszetételek alkalmaza-
saval tudtuk elérni.

Zeta-potencidl

Az altalunk eléallitott mintak zeta-potencial érté-
keit megvizsgalva az aldbbi megfigyeléseket tet-
tiik. A, hagyomanyos” minta zeta-potencial érté-
ke negativ, -3,92 mV volt. A PE-tartalmu 6sszetétel
vizsgalatakor kapott zeta-potencial értékek szin-
tén negativnak bizonyultak, -1,25 mV-ot mértiink
a Prl-ot kiilsg, illetve -2,49 mV-ot a bels6 fazisban
tartalmazo mintak esetében. A DOTAP-Cl-ot, is-
mert kationos foszfolipidet tartalmazé Osszetétel
esetében a zeta-potencidl értékek aldtdmasztottak,
hogy a vart moédon kationos liposzomakat sikertilt

eléallitanunk. Ekkor a Prl-ot kiilsé fazisban tartal-
mazd minta esetében +6,37 mV-os, mig a belso fa-
zis esetén +792 mV-os értékeket mértiink.

Megallapithatjuk, hogy a feliileti toltés és a bio-
logiai hasznosithatosag kozotti Osszefiiggések
alapjan mintdink koziil a DOTAP-Cl-ot tartalma-
z0, Prl-ot bezdr6 minta felel meg leginkabb az el-
varasainknak.

Liposzomalis formulaciok sejtpenetracios
képessége

A formulacidk sejtpenetracios képességének meg-
hatdrozasahoz Osszehasonlitasi alapként kontroll
vizsgalatokat is végeztiink.

A negativ kontrollhoz €16, kezeletlen és intakt
sejtmembrannal rendelkezd sejteket hasznaltunk,
amelyekbe a Prl elhanyagolhaté mértékben tud
bejutni. A sejteket Hoechst 33342 (2’-(4-etoxifenil)-
5-(4-metil-1-piperazin)-2,5’-bi-1H-benzimi-
dazoltrihidroklorid-trihidrat) (Thermo Fisher Sci-
entific Inc., Waltham, MA USA) sejtmagfestékkel,
majd 0,7 ug/ml Prl-dal (Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Miinchen, Németorszag) festettiik meg. A
Hoechst 33342 festék képes az ép és a sériilt sejt-
membranon is atjutni, ezaltal minden sejtmagot
megfest, mig a Prl csak a sériilt membranon ke-
resztiil penetral. A Hoechst 33342-vel kapott ké-
pen megallapithatd az 0sszes sejt szama, mig a Prl
csak az elpusztult sejteket festette meg (1. dbra).

A pozitiv kontroll esetében kaphat6 valasz el-
éréséhez a sejteket 1%-os Triton X-100 (polietilén-
glikol-mono-p-(1,1,3,3-tetrametil-butil)-fenil-éter),
(Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, Német-
orszag) tartalmu detergenssel kezeltiik, amely az
Osszes sejt membranjat feloldotta. A sériilt sejt-
membrannal  rendelkezd  sejteket  el6szor
1,25 pg/ml Hoechst 33342 (2'-(4-etoxifenil)-5-(4-
metil-1-piperazin)-2,5’-bi-1H-benzimidazol-
trihidroklorid-trihidrat) (Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA USA) sejtmagfestékkel, majd
0,7 pg/ml Prl-dal (Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, Németorszag) festettiik meg. A két fes-
téket egytitt alkalmazva megallapithatjuk az 6sz-
szes sejt szamat, valamint a Prl Osszes sejtre vo-
natkozo szazalékos penetracio értékét (2. dbra).

A, hagyomanyos” Osszetételi, tovabba a
DOTAP-CI-, illetve a PE-tartalmu liposzoma min-
takkal végzett sejtkezelések eredményét Zeiss
LSM880 konfokalis mikroszkdppal ellendrizve az
alabbi felvételeket (3. dbra) készitettitk, amelyek-
bdl a lentebb olvashatd kovetkeztetéseket tudtuk
levonni.
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4x higitas 10x higitas

60 perc

120 perc

60 perc

4x higitas 10x higitas

120 perc

3. dbra: A, hagyomdnyos” Osszetétel alapjdn készitett mintdval kezelt sejtekrdl konfokdlis mikroszkoppal készitett felvételek
A bal oldali képeket HEPES pufferrel, a jobb oldaliakat FBS-DMEM kozeggel elkészitett sejtekrol készitettiik a 60. és a 120.
percnél. A felvételek kozott vdltozott a Pri-tartalmil liposzémadlis formuldcidk higitdsdnak mértéke (4-szeres és 10-szeres).
(HEPES: (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 10 mM gliikéz, 10 mM Na-HEPES) puffer,
FBS-DMEM: 10% FBS (fetal bovine serum = magzati borjii szérum)-tartalmii DMEM (Dulbecco’s Modified Eagel Medium
= Dulbecco dltal médositott Eagle médium), Prl: propidium-jodid)

III. tablazat

A kiilonbozo dsszetételek alapjin készitett mintdk vizsgdlatakor festéditt teriiletek nagysiga
A teljes képteriilet: 180 710 um? (HEPES: HEPES (140 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCI,,
10 mM gliikéz, 10 mM Na-HEPES) puffer, FBS-DMEM: 10% EBS (fetal bovine serum = magzati borju
szérum)-tartalmii DMEM (Dulbecco’s Modified Eagel Medium = Dulbecco dltal mdédositott Eagle médium),
PrI=propidium-jodid)

Fest6dott teriilet nagysaga (%)

Kezelési id6; tapfolyadék 60 perc; FBS-DMEM 120 perc; FBS-DMEM
Kontroll 0,043+0,012

Triton X-100 22,912+13,929

Kezelési id6 60 perc 120 perc

Kozeg HEPES FBS-DMEM HEPES FBSDMEM
,hagyomanyos” 4X 0,701+0,142 0,648+0,311 1,663+0,676 1,991+0,033
,hagyomanyos” 10X 0,621+0,298 0,545+0,061 1,527+0,438 0,895+0,307
Kezelési idg; 60 perc; 120 perc;
tapfolyadék FBS-DMEM FBS-DMEM
DOTAP-C], 0,175+0,114 0,228+0,105

Prl kiils6 fazisban

DOTAP-C], 0,046+0,023 0,046+0,032

Prl belsé fazisban

PE, PrI kiils6 fazisban 0,239+0,175 0,729+0,595

PE, Prl bels6 fazisban 0,022+0,004 0,014+0,005

A, hagyomanyos” Osszetétel alapjan készitett
mintdkkal kétféle higitasban (4-szeres és 10-sze-
res) kezeltiik a HEK-293T sejteket. A mintak sejt-
penetracids képességét a teljes képteriilethez
(180 710 pm?) viszonyitott festett teriilet aranya-

ban vizsgaltuk (III. tabldzat). A legjobb eredmé-
nyeket a 4-szeres higitas esetében értiik el. (HEPES
puffer esetén 1,663+0,676%, FBS-DMEM kozeg al-
kalmazasakor 1,991+0,033% képteriilet jelzett fes-
tédést.) Kétféle médiumot hasznaltunk a sejteknél:
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HEPES puffert, illetve 10% FBS-tartalmi DMEM
kozeget.

A III. tablazatban kozolt értékeket megvizsgal-
va arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a kiilon-
b6z6 kozegek alkalmazdsa nem befolyasolja sza-
mottevé modon a Prl sejtekbe valo bejutasat. Val-
toztattuk a kezelési iddket is. 60, illetve 120 percig
vetettiik ald festésnek a sejteket. Az eredmények
alapjan kijelenthettiik, hogy a Prl-ot id6fiiggd mo-
don veszik fel az epitél sejtek. Ugyanigy vizsgal-
tuk a DOTAP-Cl-ot, illetve PE-t tartalmazd minta-
kat is, ahol a formulaciokat egységesen 0,70 ug/ml
PrlI tartalomra higitva kezeltitk a HEK-293T sejte-
ket. Az elkésziilt felvételek és a mérési eredmé-
nyek (III. tabldazat) alapjan megallapitottuk, hogy
ezen Osszetételek esetén a sejtek csak nagyon cse-
kély mértékben vették fel a sejtmagfestéket.

A sejtpenetracids-képesség vizsgalataval kapott
eredmények Osszefoglalasaként elmondhatjuk,
hogy elGkisérleteket végeztiink, amelyek soran azt
vizsgaltuk, hogy be lehet-e juttatni egy modell ve-
gyliletet vagy egy hatdanyagot liposzomak segitsé-
gével epitél sejtekbe. A kontroll kisérleteink mu-
kodtek. Megallapitottuk, hogy a Prl-ot, mint mo-
dell vegyiiletet id6fiiggd modon veszik fel az epitél
sejtek, mivel a 60 percnyi kezelést kovetéen mért
festédés mértéke jelentésen elmaradt a 120 perc
utdn mért értékekhez képest. A sejtek el6kezelésé-
re hasznalt tapfolyadék mindsége (HEPES puffer
vagy 10% FBS-tartalmtit DMEM kozeg) nem befo-
lyasolja jelentés mértékben a Prl sejtekbe vald be-
jutasat, azonban a koriilmények optimalizaldsa ér-
dekében a magasabb értékeket adé FBS-DMEM
kozeget alkalmaztuk a tovabbiakban. A legjobb
sejtpenetracidos  értékeket a ,hagyomanyos”
(Phospholipon 90G® lipidkeverékbdl és koleszterin
oldatbdl allo) formulacié alkalmazasakor kaptuk.

Osszefoglalas

Jelen cikkben epitél sejtekbe penetralni képes
liposzoma alapti hatdanyaghordozé-rendszerek
eldallitasi és vizsgalati mdédszereit mutattuk be.

A kisérletes munka soran kiilonb6z6 falosszeté-
telti, az epitél sejtekbe penetralni képes liposzo-
malis formuldcidkat allitottunk eld. A Prl sejtmag-
festéket bezard liposzoma-tartalma mintdk sejtpe-
netracios-képességének vizsgalataval ellendriztiik,
hogy az epitél sejtek eléréséhez megfelel6 gyogy-
szerthordoz6 rendszert és Osszetételt valasztot-
tunk-e ki. El6kisérleteink soran bebizonyitottuk,
hogy liposzomak segitségével be lehet juttatni mo-
dell vegyiiletet epitél sejtekbe. Ezen folyamat ellen-

Orzésére miikodoképes kontroll kisérletet hoztunk
létre. Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy a
PrlI idéfiiggd modon jut be a liposzomakbdl az
epitél sejtekbe. Ezt a sejtpenetraciot szignifikans
mértékben nem befolyasolja a vizsgalando sejtek
kezeléséhez alkalmazott tapfolyadék (HEPES puf-
fer vagy FBS-DMEM médium) mindsége. Kisérlete-
ink soran sejtpenetracids-képesség szempontjabdl a
legjobb eredményt a ,hagyomanyos” (csak Phos-
pholipon 90G® lipidkeverékbdl és koleszterinbdl
allo) liposzoma falosszetétellel értiik el.

A most bemutatdsra keriilt vizsgalatok egy
komplex kisérletsorozat részét képezik. A jovében
tovabbi, a pancreas sejtek penetralasara képes
vezikula Osszetételeket szeretnénk meghatdrozni,
azok alapjan a liposzomakat eléallitani és megvizs-
galni, majd kivalasztani a célunknak leginkabb
megfelel6 formulaciot. Torekvésiink tavolabbi célja
az akut pankreatitisz soran bekovetkezd mito-
kondriumkarosodashoz kothetd, a betegség lefo-
lyasaban meghatarozé szerepet betoltd ATP-szint
csokkenés kompenzalasara hasznalhato, ATP mole-
kula szervezetbe juttatdsara alkalmas liposzomalis
formuldciok eldallitasa, ezaltal ATP bejuttatdsa a
hasnyalmirigy acinus és ductus sejtjeibe.

%%

= A CIKK Az Emberi Eréforrasok Miniszté-
riuma UNKP-17-2 kédszéamu Uj Nemzeti Kivalo-
sag Programjanak tdAmogatasaval késziilt.

A munka létrejottét segitették az EFOP-3.6.2-16-
2017-00006 és az EFOP 3.6.3-VEKOP-16-2017-00009
szamu palyazatok.

Hegyi Péter munkdassagat az LP2014-10/2014
Lendiilet palyazat tamogatja.
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A transzmukozalis hatoanyagbevitel biofarmaciai és formulalasi
szempontjai
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Summary

Pdpay Zs.E., Farkas D., Budai L., Balogh E., Antal I.: Biophar-
maceutical and formulations aspects of transmucosal drug
delivery

Mucus is a complex viscoelastic fluid that lubricates, protects and
moisturizes the mucosal surfaces such as the human lungs, gas-
trointestinal tract, and eyes. It serves as a physical barrier against
pathogens and foreign particles from the environment. Rheo-
logical characterization of mucus contributes to understand the
mucus physiology and pathology and it is also important in the
development of drug delivery systems designed for use at mucosal
surfaces. The present review provides a short overview of the most
important findings of mucosa layers and recent strategies in the
design of efficient drug delivery systems.

Keywords: mucosa, mucin, physicochemical and rheological at-
tributes, viscoelasticity,

Osszefoglalds

A nydlka (mukoza) egy komplex viszkoelasztikus folyadék, ami
lubrikdlja, védi és hidratdlja a tid6, a gasztrointesztindlis trak-
tus és a szem nydlkahdrtydit. Fizikai barrierként véd a patogének
és a kornyezetbdl szdrmazo idegen részecskék ellen. A nydlka re-
olégiai tulajdonsdgainak megismerése hozzdjdarul a fizioldgids és
patoldgids szerepének megértéséhez, valamint a transzmukozdlis
gyogyszerformik fejlesztéséhez. Ezen cikk egy rovid dttekintést ad
a mukozdlis rétegekkel kapcsolatos legfontosabb eredményekrdl
és a hatékony transzmukozilis hatéanyagbevitel tervezésének
korszerii modszereirdl.

Kulcsszavak: mukoza, mucin, fizikai-kémiai és reoldgiai
jellemzdk, viszkoelaszticitds

A mukézalis barrier jelentésége és
tulajdonsagai

A nyélka (mukoéza) szinte minden szerven megta-
lalhato, mely a kiilvilaggal érintkezik, példaul
szem- és orrnyalkahdrtya, szajiireg, reproduktiv
szervek és a tiid6. Ezen kiviil az egész gasztro-
intesztinalis traktust és a bels6 szerveket is boritja.
Ez az epithelium sejteket borito, szelektiv barrier
funkciot betolté biopolimer a sziikséges gazokat
és a tapanyagokat atengedi (szemipermeabilis), de
a patogénekkel szemben védelmet nyit [1]. Ossze-
tételét tekintve 90-95% viz, 2-5% mucin (komplex
glikoproteinek), 1-2% lipid és 1% elektrolitok.
0,02%-ban tartalmaz DNS-t és védo szerepet betol-
t6 fehérjéket (pl.: immunglubulinokat) [2]. A nyal-
ka pontos Osszetétele az adott szervtdl, ezaltal
funkciojatol fiigg.

Az egyes szervekben taldlhaté mukozalis bar-
rier fontosabb funkciéit és tulajdonsagait az I. tdb-
lazat foglalja 0ssze [3].

Feladatai kozé tartozik a lubrikacio, a hidratalas
és a védelem [3]. Tovabba legtobb szervben tiszti-
té szerepet is betolt, hiszen rendkiviil adheziv. A
nyalka elimindcidjaval (pl.: pislogas vagy kohogés)

a beletapadt részecskék és koérokozok tavoznak a
szervezetbdl. A mukdza folyamatosan termelddik,
majd megemésztodik vagy tavozik a szervezetbdl.
Atlagosan 5 mm/perc sebességgel mozog és
20 percenként megujul az adott feliileten. Mivel a
clearance mechanizmus folyamatos, ezért a nyal-
kaban kulcsfontossagt szerepet betoltd, nagy mo-
lekulatomegti mucinok termelédése allando [4]. A
mucinok szerkezetiiket tekintve glikoproteinek,
tehat az 6ket felépitd fehérje egyes aminosavaihoz
(féleg szerin és treonin) kovalens kotéssel szénhid-
rat lancok kapcsolddnak. Ilyen szénhidrat kompo-
nensek lehetnek az  N-acetil-galaktézamin,
N-acetilgliikozamin, fruktdz, galaktoz, szidlsav
vagy mannoz. Az oligoszacharid lancok 5-15 mo-
nomert tartalmaznak és a magas (kb. 80%) glikozi-
laltsagnak koszonhetden Osszekapcsolodva ,,fog-
kefe-szer(i” struktarat alkotnak (1. dbra) (3). A fe-
hérje mag, mely koriilbeliil a glikoprotein 20%-a,
200-500 kDa molekulatomegti. Foéként szerin,
treonin és prolin aminosavakat és ezek ismétl6dé
egységeit (60%), valamint ciszteint tartalmaz
(>10%) [2].

Emberben 21 féle mucin gént (MUC) azonositot-
tak, melyek alapjan az epithelium goblet sejtjei vagy
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I. tablazat
Mukoza szerepei a szervezetben
z Atlagos Clearance
Szerv Elettani funkciok | rétegvastagsag pH Porusméret Viszkozitas 1d8 (perc)
= id6 (perc
Hidratélas, konny- 0,97-2,33 mPa-s
Szem film kialakitasa 3-30 7,6-7,8 | 550 + 50 nm 2-9 mPa-s 5-8
Orr Részecskek/koroko- 5-15 5078 (150450 nm?| 1,8+17 Pas 20
z0k eltavolitasa
Tudo Mucociliaris 10-30 trachea 100 nm — né- | 10 Pas / 0,04-0,49
. 6,5-7,9 p 10-20
(egészséges) clearance 2-5 bronchus hany um Pa-s
. . Py 322 +199 Pa-s /
CF Kéros tultermelddés - 6,5-6,9 | 140 £ 50 nm 0,04-0,38 Pa-s -
COPD Koéros tultermelddés - 7,59 - 0,16-1,8 Pa-s -
SI traktus Lubrikala}s, hamsej- 170 1.2 500 nm 20-31 mPa-s
yomor tek védelme
%ﬁﬁ(}fgzl Lubrikalés 10-40 55-7,5 - 11-258 mPass | 50-360
GI traktus Lubrikalas, immun-
Vastagbél valasz kivédése 100-125 7-9,5 <200 nm )
koszonhetden foként negativ [5]. A
Oligomer glikoprotein fehérjerésze ciszteinben
7 ?" gazdag domainokat tartalmaz, melyek
/b U diszulfid kotések révén dimeriza-
; , || 1odasra és multimerizalodasra hajla-
1 pum mosak, Osszekapcsolodva gélszer(i
mucinréteget alkotnak az adott felszi-
. _ Qpur nen [6]. A gélszer(i struktara kialakita-
» a _ sahoz hidroféb kotések is hozzajarul-
L o~ . nak [7]. A nyalka vastagsaga egyes
o ——— szerveken eltérd, megfelelé termeld-
i 1 pum dés hidnyaban betegségek alakulhat-
N [P W S ... 19 nak ki (pl: szdraz szem szindréma)
Oligoszacharidok [2]
20x O-kotések N-kotések ) 100 nm
s ) il e AT e A mukéza fizikai kémiai
W tulajdonsagai

Tandem ismétloések

n~120 Diszulfid kétések

Ciszteinben gazdag
domain

Diszulfidban gazdag
domain (D)

A barrier funkci6 ellatasaban megha-
tarozo szerepet tolt be a nyalka pH-

1. dbra: Mucinok felépitése ([5] alapjdin)

értéke, in. porusmérete, viszkozitasa
és az ionerdsség is. Tovabba rendki-

szubmukozdlis mirigyek termelhetnek szekrécids
vagy membrinhoz kapcsolédé mucinokat. Az utdbbiak
rovid citoplazmatikus, nagy lipofil transzmembran
és nagy extracellullaris résszel rendelkeznek. A sti-
mulalas hatasara termel6dd, vezikulakban raktaro-
z6d0 szekrécids mucinok vizoldékony monomerek,
melyek lehetnek gélképzék vagy nem-gélképzok. A
gélképzd mucinok a legnagyobb ismert fehérjerész-
szel rendelkezd glikoproteinek. Molekulatomegiik
10-40 MDa, atmérdjiik 100-500 nm hosszt és feliileti
toltésiik a szidlsav és a magas szulfat tartalomnak

viili adhezivitassal rendelkezik, melyet hidroféb-,
elektrosztatikus- és hidrogénhid kotések, vala-
mint a sztérikus gatlas kialakitasaval ér el.

Porusmeéret

A nyalkaban a mucinok reverzibilisen 0sszekap-
csolodnak fdleg laza masodrendd kotésekkel, di-
szulfid hidakkal, ezaltal fonalas szerkezetii mu-
cin-rostszalakat létrehozva. Ebb0l kovetkezGen, a
mukoza barrier egy nanoszkdpikus heterogén ko-
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Epithelium

. Adheziv
@ Nem adheziv

= Mukoza

Ionerdsség

A mukéza megfeleld6 viztartalmat
egy ion-nukleotid visszacsatolasi fo-
lyamat biztositja, Ozmolaritasa opti-
malis esetben a plazmdaéval meg-
egyezik (izotonids). Az iondsszetétel-
ben vagy koncentraciéban torténd
kis valtozas is képes jelentésen val-
toztatni a viszkozitast és befolydsolni
a nyalka viselkedését. Makroszko-
pikus szinten az ionkoncentracié no-
vekedésével egyenes aranyban csok-
ken a mukoza viszkozitdsa. A magas
kornyezeti ionkoncentracié is gyen-
giti a mucinok kozotti interakciot, ez-
altal el6segiti a részecskék atjutasat
[8].

Kimutattak, hogy a nikotin, a bak-
tériumok és egyes gyogyszermoleku-
lak is képesek jelentds mértékben

réteg

2. dbra: Kiilonbozo részecskék dtjutdsa a mukdzdn ([3] alapjin)

megvaltoztatni a mucus viszkozita-

zeg, amelyen az atjutdst a mucinok kozotti rés
vagy a ,,porusméret” — mely atlagosan 20-1800 nm —
jelentésen meghatdrozza. Példdul a kisebb méretii
virusok diffuzio segitségével konnyen atjutnak a
véddéhalon [5].

A részecskék méretén kiviil a feliileti tulajdon-
sdgai is jelentds szerepet jatszanak (2. dbra). A
nyalka rendkiviili adhezivitasahoz hozzajarul a
negativ zeta potencidlu feliileti toltése, vala-
mint az elektrosztatikus és hidrofob kotéerdk
kialakitasa. Ebbdl kifolyodlag a nyalka alatt elhe-
lyezked6 epithel réteghez azok a részecskék
tudnak nagyobb eséllyel eljutni, melyek semle-
ges feliileti toltéssel és optimdlis mérettel rendel-
keznek [8].

Kémhatas

A kornyezeti pH érték képes megvaltoztatni a
mucin konformacidjat, ezaltal a létrejové kolcson-
hatdsukat is. Példaul a pH csokkenésével a hidro-
féb csoportok keriilnek el6térbe, ezaltal megval-
toztatva a glikozilalt régio feliileti toltését, igy a
masodlagos kotéseket is. Csokken a mucin rostok
kozotti taszitas, n6 a mukodza viszkozitasa. Ez
fizologias koriilmények kozott elényds a gyomor-
ban, mert védi a nyalkahartyat a gyomorsavtol.
Ezzel szemben a pH érték novekedésével csokken
a viszkozitds, mely a légutakban eldsegiti a kor-
okozok atjutasat [7, 8].

sat [4]. Betegség esetén a megvalto-
zott reologiai tulajdonsagok tovabbi funkcidvesz-
tést és védelem csokkenést eredményezhetnek,
melyek tovabbi feliilfert6z6désekhez is vezethet-
nek. Példaul a tiidében nyak tultermel6dés alakul
ki a krénikus obstruktiv tiidébetegség (COPD),
asztma vagy cisztas fibrozis (CF) betegségek ese-
tén. Kiilonb6z6 daganatos elvaltozasok is képesek
megvaltoztatni nyak Osszetételét és a mucin ter-
melodését [8].

A mukoza reolodgiai tulajdonsagai
Reoldgiai hittér

A reoldgia a gorog ,rheos”, folyik sz6bdl szarma-
zik. Ondll6 tudomanyteriilet, mely a testek defor-
macidjat és folyasi tulajdonsagait, valamint a val-
tozasokat el6idézd erdk kozotti torvényszertlisége-
ket és ezeknek a kiilsé tényezdktdl vald fliggését
tanulmanyozza. Ezen beliil részletesebben a visz-
kozimetria foglalkozik a testek alakvaltozasaival,
amikor a tér egy pontjabol erd (pl.: nyirderd) hat a
testre. Ilyen er6 okozta ellenallas (belsé surlddas) a
test viszkozitdsa, mely egy homérséklettdl és nyo-
mastdl fliggd anyagi allandd. A viszkozitds méré-
sek egyik célja, hogy Osszefiiggést taldljanak az
erd behatasara torténd deformacio vagy folyasi tu-
lajdonsagok kozott biolégiai anyagokban is. Néhany
csak egyszer(i folyadékként vagy szildrd testként
viselkedik, azonban a legtobb biologiai anyag
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komplex viszkozitassal rendelkezik, igy biztositva
egyes funkciok ellatdsat és a szervek miikodését.

A reoldgiai testeket viselkedésiiktdl fiiggden
feloszthatjuk newtoni vagy nem-newtoni anyagok-
ra, az utdbbi esetében tobb alcsoportot is megkii-
lonboztetiink. A tixotropidt mutaté rendszereknél
a viszkozitds nem csak a deformal6 eré mértékeé-
tél, hanem a hatds idejétdl is fiigg (az id6 el6re-
haladtaval csokken). Ezzel szemben, ha a viszko-
zitds a deformacio idejének el6rehaladtaval nd,
akkor reopex jelenségrdl beszéliink. A viszkozitas
ezen kiviil jelentdsen fligg a hdmérséklettdl és a
terhelés mértékétdl, melyeknek kiemelt szerepiik
van a viszkoelasztikus anyagok esetében is. Ha a
reoldgiai test viszkoelasztikus tulajdonsagu, akkor
szilard és folyékony anyagokra egyarant jellemz6
modon fog viselkedni. A viszkoelasztikus biologiai
anyagokra jellemz6, hogy id6tdl és korabbi beha-
tasoktdl is fiigg a reoldgiai viselkedésiik [8]. A 3.
dbra szemlélteti a bioldgiai anyagokra jellemzd
viszkozitasokat. A folyadékok viszkozitdsa novek-
v0 er6behatasra konstans, mig az elasztikus szi-
lard anyagoké csokken. Ezzel szemben a viszko-
elasztikus anyagok komplex viszkozitdsa azt je-
lenti, hogy a viszkozitas kis er6behatasra novek-
szik (dilatans), majd tovabbi nyiroer6t alkalmazva
jelentésen lecsokken (plasztikus) [5].

A heterogén biologiai folyadékok hiteles mo-
dellezése és mérése nem egyszeri feladat, ugyanis
szamos valtozo tényezo all fenn az €16 szervezet-
ben. A viszkoelasztikus jelleg mérési alapelvét a 4.
dbra szemlélteti. Oszcillacids (periodikusan valto-
z0) terheléssel tudjuk legjobban vizsgdlni, ekkor
az alkalmazott nyirofesziiltség értékének valtoza-
sa egy szinuszgorbét ir le. A nyirofesziiltség hata-
sara a mintdban nyirdsi deformacio keletkezik.
Abban az esetben, ha a vizsgalt minta viszko-

4

ViszKkozitas

Newtoni folyadék

Nyiroero

3. dbra: Bioldgiai anyagokra jellemzd viszkozitdsok

Faziseltolodas (8)

' Nyirofesziiltség

Deformacio

1dé

G" = nyir6fesziltség/nyirberd = Sin (§)
G' = nyiréfesziiltség/nyiréerd * Cos (8)

4. dbra: A viszkoelasztikus jelleg mérési alapelve

elasztikus tulajdonsagu, a deformacio — faziskii-
lonbséggel — kovetni fogja a nyirdfesziiltséget. A
faziskiilonbséget a faziseltolodasi (veszteségi)
sz0g jellemzi (d) [9]. A viszkoelasztikus jelleget a
komplex modulus (G¥) jellemzi, mely az elasztikus
(tarolasi) modulus (G’) és a viszkozus (veszteségi)
modulus (G”) Osszege, mértékegységiik Pascal. A
modulusok szadmitdsa figyelembe veszi a nyirofe-
sziiltséget, deformaciot és a faziseltolodasi szoget
(4. abra). Ha a viszkdzus és elasztikus modulusok
értéke megyegyezik, akkor 6=45°. Viszkoelasztikus
szilard anyagokra jellemz6 0<45° és viszko-
elasztikus folyadékok esetén pedig 5>45° [5].

A mukoza viszkozitdsa

Makroreoldgiai szempontbdl a nagy viztartalom
ellenére a nyalka nem-newtoni tulajdonsagu
biopolimer. Féként a mucin tartalomnak koszon-
hetden viszkoelasztikus jellegli, melyhez a lipid és
protein tartalom is hozzajarul. Habdr minden
nyalka viszkoelasztikus jellegli, a viszkozus és
elasztikus tulajdonsagok az adott szervben kissé
eltéréek lehetnek, melyet foként a glikozilacio be-
folyasol [8]. Reoldgiai szempontbol az elasztikus
modulus (G’) a gél deformalodasat kovetéen az
eredeti szerkezet visszanyerését mutatja, mig a
viszkozus modulus (G”) jeldli a gél nyirderd hata-
sara kialakulo folyasi tulajdonsaganak mértékét.
Tehat alacsony nyirderé hatdsara elasztikus szi-
lard (G'<G”), magasabb erébehatasra viszkozus fo-
lyadékként viselkedik és reverzibilis alakvaltozast
mutat (G<G”) [5].

Viszkozitdsa a viznél 100-10000szer nagyobb, a
nyal és a konny kevésbé viszkozus. Nagyobb nyi-
roerd hatdsara (fizioldgids maximum esetén) pedig
a viz viszkozitasahoz hasonl6 értéket mutat [8].
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Habar a mukdza viszkoelasztikus jellegli, ré-
szecskék vagy patogének atjutdsat a barrieren az
adott mikrokornyezetiik (mikroreoldgiai szinten)
fogja befolyasolni, ugyanis az 6sszekapcsolddott
mucin rostok kozotti tér viszkozitdsa alacsony,
vizhez hasonlé [5].

A mukoza szerepe egyes szervekben
Szem

A szem szaru- és kotohartydjat boritdo konnyfilm
egy lipo-hidrofil réteg, melynek legf6bb szerepe a
védelem [4]. Komplex Osszetételli, tobb rétegbdl all
és termel6désében tobb mirigy is szerepet jatszik.
Egészséges emberben viszkozitdsa sokkal kisebb
(koriilbeliil 0,006 Pa-s), mint mas mucus szekrétu-
mé [5]. Minden réteg mas specifikus molekuldkat
és proteineket tartalmaz. A legkiilsé réteget lipidek
alkotjak, igy gatolva a konny elparolgasat. A ko-
zépso réteg foként vizet, proteineket és elektrolito-
kat tartalmaz. A szaru- és kot6hartya sejtjei terme-
lik a kiillonb6z6 mucinokat (szekrécios és memb-
ranhoz felszinhez kapcsol6do — gélképzd), melyek
a legbelsé mucus réteget épitik fel. A mucinok jatsz-
szak a legnagyobb szerepet a szem védelmében,
ugyanis hidratalo, lubrikald és anti-adheziv tulaj-
donsagokkal rendelkeznek. Feltehetéen a szekréci-
0s mucinok gatoljak a patogének megtapadasat a
szem feliiletén, mig a gélképz6 mucinoknak a
patogének megkotésében és elimindlasaban van
szerepe [6]. Viszkoelasztikus jellegének koszonhe-
téen pislogas folyaman (nagy erd behatdsra) csok-
ken a viszkozitds, lubrikald hatas lép fel. A konny-
film reoldgiai viselkedését és a szaruhdrtyan torté-
nd szétteriilés sebességét befolyasolja a vizes fazis
rétegvastagsaga, ezért ennek non-invaziv vizsgala-
ta a szemszarazsagot is felderitheti [10]. Tovabba
nem csak a konnyfilm rendelkezik viszkoelasztikus
jelleggel, hanem az inhartya [11] illetve a kollagén
és hialuronsav épitéegységeknek koszonhetéen az
tvegtest is [12].

Szdjiireg és gasztrointesztindlis traktus

A szdjliregben termel6d6 nyal is tartalmaz kis mo-
lekulatdmegt mucint (koriilbeliil 180 kDa), mely a
szekrécios mucinok csoportjaba tartozik. A nydl
sem newtoni folyadék, nyirder6tdl fliggden
viszkoelasztikus tulajdonsagokkal rendelkezik
[13]. Viszkozitasat befolyasoljdk a kiilonbozé
stimulusok és a nyalmirigyek mucinban kissé el-
tér6 koncentracioju szekrétumai [14].

A gyomorban, vékony- és vastagbélben taldlha-
to szekrétum reoldgiai tulajdonsagai hasonloak. A
gyomorban a nyalka viszkoelasztikus jellege pH-
fiiggést mutat, mely a nyalkahartya védelmét
szolgalja. Alacsony pH értéken az elasztikus jelleg
domindnsabb, a viszkézus folyds minimalisra te-
het6 (G'>G”), ezzel szemben pH=4 érték felett ez
forditva mutathaté ki (G'<G”), alatdmasztva az
elektrolitok és egyéb komponensek befolyasolo
szerepét a viszkozitasra [4].

A legosszetettebb mucusréteg a beleket boritja,
rétegvastagsaga a colon felé haladva ndé. Tobb
funkcidval is rendelkezik, példaul lubrikansként
segiti a gyomor és béltartalom atjutdsat, a tap-
anyagok felszivodasat és a salakanyagok iiriilését.
A nyalkaréteg a vékonybélben egy, mig a vastag-
bélben két részre oszthato. Az epithel sejtek felszi-
nével kozvetleniil érintkez6 50-100 um vastagsagu
réteg viszkoelasztikusabb jelleg(i, mint a luminaris
részhez kozelebb esd nyak. Kimutattak, hogy a két
réteghez eltérd affinitast mutatnak a baktériumok.
A vékonybélben 1év6 réteg és a vastagbél kiilso ré-
tege atjarhato a szamukra, mig a bels6 réteg védi
az entrocitdkat és megakaddalyozza, hogy a bél-
baktériumok immunvalaszt valthassanakanak ki
[4, 6].

Reproduktiv szervek

A méhnyaknydk valtozé viszkozitdsanak nagy je-
lent6sége van a megtermékenyitésben. A néi hor-
monalis ciklus fogamzoképes fazisaban termeld-
d¢6 viszkoelasztikus jellegi méhnyaknyak elésegi-
ti a spermiumok megfelel helyre torténd eljuta-
sat, és igy megtermékenyiilést [3]. Felfedezték,
hogy newtoni folyadékban a spermiumok indivi-
dualisan és random modon tsznak, de viszko-
elaszikus kozegbe keriilve csoportokba rendezdd-
ve célorientaltan kezdenek el egyiitt mozogni. Te-
hat a spermiumok kollektiv mozgasa a kozeg visz-
kozitasatol fiigg, az elasztikus jelleg segiti el6 a
rendezddést [15].

Orriireg és légutak

Az orrnyalkahartyat boritdé valadék szintén
viszkoelasztikus. Viszkozitdasa nagyobb, mint a
tracheobronchidlis valadéké. Rendkiviil adheziv
jellegének koszonhetéen fObb szerepe a levegd
megtiszitdsa az orriiregben talalhatd szdérszalak és
csilloszéros hengerhamsejtek segitségével. A teljes
nyakréteg kortilbeliil 20 percenként megujul [16].
A belélegzett levegOben szallo porrészecskék meg-
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tapadnak a nydkban, majd a csillok mozgasanak
hatdsdra az orrgaratba sodrodnak, ahonnan f6-
ként a nyallal egyiitt a gyomorba keriilnek, vagy
kopet formdjaban tiriilnek [5].

A légutakat boritd nyakréteg alatt is hamsejtek
talalhatdak, melyekbdl 5-10 um hosszan kinyuld
csillok lathatoéak az 5. dbran [8]. Viszkozitasa a
légzbrendszer kiillonb6z6 részein eltérd, atlagosan
1215 Pa-s, az elasztikus modulus értéke 1 Pa. A
tracheobronchidlis valadék viszkoelasztikus jelle-
gének nagy szerepe van a mucocilidris clearanceben
(MCC). A nyék viszkozitasa kohogést (nyirderd)
kovetben gyorsan, néhany mp alatt, és reverzibili-
sen visszalakul, mely elengedhetetlen a muco-
cilidris transzporthoz és megakadalyozza, hogy a
mucus a gravitacio hatasara az alveolusokig eljus-
son. A MCC jelentds védelmet nyujt a pato-
génekkel szemben. A csillok szisztematikusan,
gyorsan €s egy iranyba mozognak, ezaltal folya-
matosan eliminaljdk a nyadkréteget, ezért az egész
tiid6 clearance mechanizmusa 24 ora alatt lezajlik
[5]. Strukturajat tekintve a tracheobronchialis
nyak heterogén, egy kisebb viszkozitdsu alsd
(pericilidgris, PCL) és egy viszkozusabb, felsd
(lumindlis) rétegb6l all. A PCL rész, mely koriilbe-
lil 7 pym vastagsagu, elengedhetetlen a csillok
megfelel6 mtikodéséhez. A lumindlis nyak réteg-
vastagsaga a disztalistol a proximdlis légutak felé
haladva né [4, 8]. Ennek a két rétegnek a muko-
cilidris clearance mechanizmusban van szerepe,
ugyanis a pericilidris folyadékrész eldsegiti a csil-
16sz6rok mozgasat, de a viszkdzus nyadk nem en-
gedi at a baktériumokat és virusokat, mintegy vé-
doéhaloként funkcional [6]. A PCL régidban tovab-
ba a csilloszérok kozott nagy mukopoliszacha-
ridok és membranhoz kapcsolodd mucinok taldl-
hatéak, igy mintegy 20-40 nm porusnagysagu

Levego

30 pm

f g Mukoéza réteg

Csillok

5. dbra: A légutakat borito nydkréteg felépitése

védohalot képeznek a bronchidlis epithelium fel-
szinén. Tovabba egy intermolekuldris taszitas is
fellép, mely stabilizdlja a PCL-t az ozmotikusan
aktiv viszkdzusabb mucus réteggel szemben [17].
Irritacié (pl.: dohdnyzas) esetén higabb nyak ter-
melddik, igy eldsegitve a gyorsabb elimindciot,
azonban kronikus irritacid esetén ez segiti a bakté-
riumok megtelepedését. A cisztas fibrézisban (CF)
szenvedd betegek estén a tul viszkozus nyak ga-
tolja a csillosz6rok mozgdsat, igy szintén sériil a
védelem és fert6zések léphetnek fel [5].

Stratégiak a mukozalis barrieren t6rténé
atjutasra

A funkcionalitdsabol és a komplex strukttarabol
adédoan a mukozalis barrier megakadalyozhatja a
részecskék ¢és molekuldk eljutdsat az epithe-
liumhoz, ezaltal csokkenti a terdpids hatékonysa-
got. A molekularis kolcsonhatdsok kovetkeztében
rendkiviil adheziv tulajdonsaggal rendelkezik. A
mucin proteoglikdnok szénhidrat komponensei
semleges és feliileti toltéssel rendelkezd részecské-
ket is képesek megkotni masodlagos kotderdkkel,
elektrosztatikus kolcsonhatasokkal. Tovabba a fe-
hérje nem glikozilalt része hidrofob kotések kiala-
kitasara is képes. Ennek kovetkeztében a muko-
adhezivitdsnak és a mucus barrieren torténd atju-
tasnak jelentds szerepe van a gyogyszermolekuldk
lokdlis transzportjaban, melynek az egyik sebes-
ségmeghatarozo 1épése a mukozalis barrieren tor-
ténd atjutds. A nyalkaréteg porusmérete, vastagsa-
ga, Osszetétele és viszkozitdsa az egyes szervekben,
valamint a patologias elvaltozasok esetén is eltérd.

Napjainkban szamos kutatas folyik olyan transz-
mukozilis gyogyszerhordozd rendszer létrehozasa-
nak érdekében, mely képes hatékonyan atjutni a
mukozalis barrieren és bejutni az epithelium sejtek-
be. Az optimdlis tulajdonsagokkal rendelkezd ré-
szecske (pl.: méret, feliileti toltés) képes atjutni ezen
a viszkoelasztikus és adheziv barrieren, elésegitve
az adott gyogyszermolekula stabilitasat, felszivo-
dasat és a terapias hatas kialakulasat.

A nanoméretli gyogyszerhordozé rendszerek
(nDDS) kiemelked? jelentdségtiek a hatoanyagok
bio-disztribucidjaban, farmakokinetikdjanak javi-
tasaban és a hatas helyére torténé eljuttatasaban,
ezaltal novelve a készitmény hatékonysagat és
csokkentve a mellékhatasokat. A szervezetbe jut-
tatdsukra szamos lehet6ség nyilik, ezek koziil is
jelentdsek a non-invaziv és lokalis adagolasi mo-
dok, pl.: az ordlis vagy pulmondlis adagolas. El6-
nyeik a szisztémas adagolassal szemben, hogy
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csokken a mellékhatasok veszélye, tovabba nyuj-
tott hatoanyagleadas és a célszovetben megndve-
kedett hatoanyag koncentracié érhetd el [18]. A
megfelel6 terdpids hatds kialakitdsdhoz azonban
at kell jutniuk a mukozalis barrieren, elkeriilve a
gyors eliminaciot és elérni az epitheliumot. Altala-
nossagban elmondhatd, hogy a

— nagy méretii (hidrofob vagy hidrofil) molekulik

— pozitiv feliileti toltésii molekuldk

— lipofil molekuldk

— hidroféb molekuldk

atjutdsa a mukodzan jelentésen akadalyozott a
sztérikus gatlas és masodlagos kotderdk kovetkez-
tében [3].

A kiilonb6z6 biofarmaciai megkozelitéseken
alapul6 gyogyszertechnoldgiai megoldasokat a II.
és III. tablazat tekinti at. A két f6 irdnyvonal a
mukoéza barrier mddositasan vagy sértetlenségé-
nek megdrzésén alapszik. A megfeleld terapias
hatds eléréséhez, tehat a moddositott hatéanyag-
leadashoz, sejt szintli penetraciohoz, valamint a
hatéanyag védelméhez a nanorészecskék extra- és

intracelluldris szinten is alkalmas jeloltek [16, 18].
Az intakt nydlkaréteg adheziv tulajdonsagat
hasznaljak ki az agynevezett mukoadheziv rendsze-
rek (I1. tablazat). A nano- és mikrorészecskék nem
tudnak kozvetlen kapcsolatba 1épni a nyéalkahar-
tyaval boritott epithelium sejtekkel. Mukoadheziv
rendszerek segitségével novelni lehet a részecskék
retencios idejét, igy tobb idd jut a hatdanyag kiol-
dodasara az adott felszinen, ezaltal né a diffizio, a
lokalis hatds kialakuldsanak esélye és a terapias
hatékonysag. Mukoadhezivitast konnyen el lehet
érni elektrosztatikus kotoerok révén, hiszen a mu-
cin glikoproteinek féként negativ toltéssel rendel-
keznek. Ezen kiviil a mucin fehérjék cisztein tar-
talmanak, igy aktiv szulfhidril csoportjainak ko-
szonhetden diszulfid kotéseket is képesek kony-
nyen kialakitani a tiolalt feliilet(i részecskékkel.
Tovabba a pozitiv feliileti toltéssel rendelkezd nano-
részecskék tovabb novelik a cellularis felvétel, és
igy a magasabb biohasznosithatdsag esélyét, hi-
szen az epithelium sejt felszine is negativ tulaj-
donsagu [18]. Fontos azonban megjegyezni, hogy

II. tablazat

Mukadheziv gydégyszerhordozo rendszerek

Gydgyszer- Jellemzdi Eldnyei Hatranyai Alkalmazhato
hordozé segédanyagok
rendszer

Mukoadheziv Pozitiv feltileti | Erds muko- és citoadhezivitas, Rossz mukozalis Kitozan és szar-
részecskék toltés gyors endocitdzis permeabilitas, gyors mazékai
Megnovekedett retencids id6 és clearance
lokalis hatéanyag koncentracié
Negativ feliileti | Er6s mukoadhezivitas Rossz mukozalis Carbopol®
toltés Megnovekedett retencids id6 és | permeabilitas, gyors
lokalis hatéanyag koncentracié clearance
Tiolalt feliilet |Megnovekedett retencids id6 és Rossz mukozalis Kitozan-
lokalis hatéanyag koncentracié | permeabilitas, gyors |  thioglikolsav
clearance kopolimer
Thiolalt
a-ciklodextrin
Muko-inert/ Hidrofil és sem- | J6 permeabilitas Alacsony Alacsony moleku-
Mukoézan atha- leges feliilet | Gyors mukozalis penetracio és citoadhezivitas latomegt PEG és
told részecskék egyenletes eloszlas kopolimerei,
(MPP) Pluronic®
Ikerionos poli- |]J6 permeabilitds, nagy kémiai Alkalmazasuk Poliakrilsav/
merek (ismétl6- | stabilitas csokkenti az elektro- gyogyszer- poliallilamin
dé kationos és | sztatikus interakcidkat, technolégiaban még polielektrolit
anionos csopor- |, csuszos” felszin nem elterjedt komplex,
tok) Kitozan-
kondroitin szulfat
komplex
Onemulgealé | Kis méret (<50 nm) és hidroféb Még nem ismert Cremophor®,
rendszerek feltilet kovetkeztében inertek és Triacetin,
(SNEDDS) |konnyen atjutnak a pérusokon Labrafil®
Nano- Nanofonalak a |Erds citoadhezivitas Gyors clearance Szilikon
mikrorészecskék feliileten Megnovekedett retencids id6 és nanoszalak
lokalis hatéanyag koncentracié PLGA
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II1. tablazat

Mukadhezivitis novelésének mechanizmusai

Mukdza barrier Jellemz6i El6nyei Hatranyai Alkalmazhato
modositasa segédanyagok
Hidrataltsag Nagyobb viztartalom Csokkent sztérikus | Elvalhat az epitheliumtél | Ozmotikusan
novelése kovetkeztében nagyobb |  barrier funkcio, ré- Csokkent védelem a aktiv anyagok
porusméret és csokkent | szecskék konnyebben patogének ellen (pl.: mannit)
viszkozitas atjutnak
Mukolitikus Depolimerizalja a Csokkent viszkozitas Csokkent védelem a N-acetilcisztein
szerek mucinrostokat a S-S és patogének ellen L- cisztein,
alkalmazasa kotések felbontésa- megnovelt részecske Glutation
val vagy szulfhidril- mobilitas Mucinex®
diszulfid interakciok
alakulnak
Proteolitikus Keresztkotésben Csokkent viszkozitas | Enzimek kovetkeztében | Tripszin, Papa-
enzimek alkal- 1év6 glikoproteinek és megnovelt penet- csokkent stabilitas in, Bromelain
mazasa ezimatikus bontdsa racié
Mukoza el6ke- | Amfifil polimer vagy | Megnovelt részecske | Csak hidroféb vagy toltés- Triblock
zelése Toltéssel rendelkezd mobilitds és uptake | sel rendelkezd részecskék | kopolimerek,
(interakcidk oligomer blokkolja a esetében miikodik Oligo-guluronat
gatlasa) mucin kotési helyeit Csokkent védelem

a részecskék tranzit idejét az adott mukoza réteg
fiziolégias clearance ideje fogja meghatdrozni, to-
vabba adhezivitasukbdl adéddan nem fognak at-
jutni az epitheliumhoz. Ennek kovetkeztében a
mukoadheziv részecskék nem alkalmasak intra-
cellularis hatdéanyagbevitel vagy génterapia ese-
tén. Alkalmazasuknak a hosszu clearance id6 ko-
vetkeztében inkabb a gasztrointesztinalis rend-

szerben van nagyobb jelentdsége [16].

A mukozin dthatolé részecskék (MPP) muko-
inertek, vagyis hidrofilek és nem rendelkeznek fe-
lilleti toltéssel, vagy nagyon slirtin helyezkednek

el a pozitiv és negativ csoportok (ikerionos
polimerek). A mukoadheziv és muko-inert
részecskék viselkedése kozotti kiilonbséget a
6. dbra mutatja. Egyik lehet6ség a nano-
részecske felszinének modositasa alacsony
molekulatomegli polietilén-glikollal (PEG).
Ez képes minimalizdlni az interakci6 kiala-
kulasat a részecske és a mucin anionos, vala-
mint hidrofob csoportjai kozott, igy konnyen
atjut a részecske a mucin rostok kozott és el-
éri az epithelium sejteket [19, 20, 21]. Igére-
tesnek bizonyulnak még egyéb vizoldékony
polimerek (pl.: polivinil-alkohol) és biodeg-
radabilis nanohordozé rendszerek, melyek
gyors penetracioval és szabalyozott hato-
anyagleadassal novelhetik a biohaszno-
sithatosagot [22, 23].

A nano-mikrorészecskék felszine nano mére-
th fonalakkal boritott. Méretiiknél fogva ma-
gasabb hatdanyagtartalommal rendelkezhet-
nek, tovabba segitségiikkel elkertilhetd a to-
xikus akkumuldcié a sejtekben. Lassabban

haladnak at a mukoézan, mint a kis méret(i részecs-
kék, mégis jelentés citoadhéziot figyeltek meg
[18].

A mukdza fizioldgias tulajdonsagainak mddosi-
tdsdra tobb lehetéség adodik (III. tdbldzat). Ezek
ugyan elbsegitik a részecskék atjuttatasat, de a
csokkent barrier funkcié miatt a kdrokozok bejuta-
sanak veszélye is minden esetben fenn all.

A nydlkaréteg hidratiltsigit novelni ozmotiku-
san aktiv anyagokkal vagy hipotonias oldattal le-
het, mely nem toxikus hatdsu és kedvezden csok-
kenti a sztérikus gatlast, valamint a viszkozitast.

Mukoadheziv részecskék
Lumen
@ Luminalis
@ .. : : .. mukoéza
7 Y X — Adherens
3 DS ; 1dé & )i, mukéza
» . (6ra) .
( | | 1 | | 1 1 |Epithelium
Muko-inert részecskék
Lumen
Luminalis
® L » .. D D » i J mukéza
) > ¢/ — % a4 | Adherens
.. . L. ® 16 L 3 @ o ®  mukiza
. 4 £ 5 | (6ra) £ 5
l 1 1 ] | | 1 |Epithelium

6. dbra: Mukoadheziv és muko-inert részecskék kozotti kiilonbség
([16] alapjdn dtszerkesztett vizlat)
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Azonban 6 hatranya, hogy megndveli azt a tavol-
sagot, amit a nanorészecskének el kell érnie az
epithel sejtig.

A mukolitikus szerek alkalmazdsa mar jol ismert
a gyogyszeres terapidban. Nagy jelentdségiik le-
het olyan betegségek lokalis kezelésében, ahol a
nyalkaréteg abnormalisan vastag és viszkozus
(pl.: cisztas fibrozis, COPD esetén). Ekkor az alkal-
mazott segédanyag (pl.: N-acetil-cisztein) S-S ko-
tések felbontdsaval depolimerizdlja a mucin-
rostokat és csokkenti a viszkozitast [20]. Segéd-
anyagokkal egytitt torténdé formuldcio esetén a
mukolitikum kontrollalt felszabaduldsa a nano-
részecskékbdl megvaldsithato, ezaltal a barriernek
csak kis részén, az adott részecske atjutdsahoz
sziikséges mértékben torténik a , beavatkozas”.

Hasonl6 elven mukodik a proteolitikus enzimekkel
egylitt torténé adminisztracio vagy a részecske fel-
szinét boritd polimerekhez kovalens kotéssel torté-
né kapcsoldsuk. Ekkor a mukdzat felépitd kereszt-
kotésben 1év6 glikoproteinek ezimatikus bontasa
kovetkeztében novekedik meg a barrier penetraci-
0ja és csokken a viszkoelasztikus jellege is [22].

A mukoza interakcidk gatlasanak illetve , masz-
kirozasanak” nagy elénye, hogy nem teszik sziik-
ségessé a nanorészecske feliiletének modositasat
(pl: PEGilalas). A clearance mechanizmus €és a
mucin folyamatos tjratermelédése azonban limi-
talja a modszer hatékonysagat [24].

Osszefoglalas

A Dbioldgiai anyagok lehetnek testfolyadékok (pl.:
vér, nyalka) szovetek és szervek. Fobb kozos tulaj-
donsagaik, hogy 0Osszetettek (szervetlen és szerves
anyagokbdl épiilnek fel), multifunkciondlisak,
ugyanakkor egy specidlis célnak megfelel6en képe-
sek mtikodni. Egyik kiemelkedd jelentéségt testfo-
lyadék a nyalka, melyben mucin glikoproteinek ja-
rulnak hozza a mukoza védo, hidratalo és lubrikald
tulajdonsagaihoz. Azonban a gyogyszermolekuldk
lokalis transzportjanak egyik sebességmeghatdrozo
lépése a mukozalis barrieren torténd atjutasa, ezért
a nyalka fizioldgias és patoldgias tulajdonsagainak
megismerése elengedhetetlen a hatékony hordozo-
rendszer kialakitdsa, igy a mukozaval boritott fel-
szinek terdpidjanak érdekében. A kiilonféle segéd-
anyagokbdl felépiild6 nano- és mikrorészecskék
megfelel6 méretiikbdl és feliileti toltésiikbdl adodo-
an alkalmas transzmukozalis hordozoérendszerek
lehetnek. Non-invaziv (pl: oralis, pulmonadris, na-
zalis) adagolasuk szamos elénnyel birhat, mely el6-

remutatd olyan betegségek terapidjaban is, ahol
mukdzdban tortént fiziologids valtozasok a jelentd-
sen csokkentik a hagyomanyos gydgyszerhordozo
rendszerek hatékonysagat.
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Metakrilat-kopolimer alapt mikrorészecskék eldallitasa és 6sszehasonlito
vizsgalata intranazalis gyogyszerbevitel céljabol

BARTOS CSILLA, AMBRUS RITA, BARTOS CSABA, SZABONE REVESZ PIROSKA"

Szegedi Tudomdnyegyetem, Gyégyszertechnologiai és Gyogyszerfeliigyeleti Intézet, Szeged, E6tvds u. 6-6720
*Kapcsolattarté e-mail cime: revesz@pharm.u-szeged.hu

Summary

Bartos Csilla, Ambrus R., Bartos Csaba, Szabd-Révész P.: Prep-
aration and comparison of methacrylate copolymer-based
microparticles for intranasal application

Introduction: Polymeric microparticles have an increasing im-
portance as drug delivery systems in the field of medicine because
of their controlled release properties. Polymeric microparticles
can be applied intranasally for the delivery of drugs to reach the
systemic circulation or directly the brain tissues.

Aims: The aim of our work was to prepare and compare a synthet-
ic polymer based microparticles by spray drying process, soluble
at the pH of nasal mucosa.

Methods: Empty and meloxicam (MEL)-containing micropar-
ticles were produced, using the aqueous dispersion of an anionic
copolymer based on methacrylic acid and ethyl acrylate with 30%
dry substance. The initial liquid samples contained the MEL in
dissolved and suspended form. After spray drying, the solid sam-
ples were investigated by structural and morphological analysis
(DSC, XRPD, SEM), furthermore the in vitro dissolution test of
products were carried out and compared with each other.

Results: It was found that microcomposites with monodisperse
particle size distribution were prepared, which contained the drug
in molecularly dispersed or amorphous form. In vitro investiga-
tion of delivery system containing MEL in a molecularly form ex-
hibited 70% of dissolved amount of drug in first 15 min at pH 5.6.

Conclusion: Methacrylate copolymer based microcomposites
may ensure the controlled release of non-steroidal anti-inflam-
matory drugs because the starting rapid dissolution (15 min) is
followed by slow rate release for 60 min using intranasal admin-
istration for pain management.

Key words: methacrylate copolymer, microparticles, spray dry-
ing, meloxicam, in vitro dissolution

Osszefoglalis

Bevezetés: A polimer alapii mikrorészecskék, mint gyogyszerhor-
doz6 rendszerek fejlesztése egyre nagyobb jelentdséggel bir a gyo-
Qydszat teriiletén a szabdlyozott hatéanyagleadd sajitsigaiknak
koszénhetben. Az intranazadlisan alkalmazott polimer alapii mik-
rorészecskék lehetévé teszik a hatéanyagok szisztémds keringésbe,
valamint az agyszovetbe torténd, orron keresztiili bevitelét.

Célkitiizés: Munkdnk célja az orriireg kémhatdsin oldodo, sz-
intetikus polimer alapii mikrorészecskék eldallitdsa és 6sszehason-
litdsa volt, porlasztva szdritds alkalmazdsdval.

Mbédszerek: Hatéanyag nélkiili, iires és hatéanyagként meloxikd-
mot (MEL) tartalmazé mikrorészecskéket dllitottunk eld, metakri-
lat-kopolimer tartalmii diszperziot alkalmazova (30% szdrazanyag
tartalom). A MEL-tartalmu kiinduldsi mintdk a hatéanyagot old-
ott és szuszpenddlt formdban tartalmaztdk. Vizsgaltuk és dssze-
hasonlitottuk az eldallitott termékek fizikai-kémiai és morfoldgiai
sajatsdagait (DSC, XRPD, SEM), tovdbbd az in vitro kioldéddsi
sajatsdgait.

Eredmények: Megiallapitottuk, hogy monodiszperz szemcse-
méret-eloszldsii mikrokompozitokat dllitottunk eld, amelyek a
hatéanyagot amorf vagy molekuldrisan diszperz formdban tar-
talmaztik. A hatéanyagot molekuldrisan eloszlatva tartalmazé
gyogyszerhordozd rendszerbdl a MEL 70%-a 15 percen beliil
szabadult fel az orriiregnek megfeleld kémhatdsii (pH = 5,6) kize-
gben.

Kowvetkeztetések: A metakrildt-kopolimer alapii mikrokom-
pozitok alkalmasak lehetnek nem szteroid gyulladdsgadtldk orron
keresztiili gyors felszivéddsdt kdvetden fenntartdé dozis biztosi-
tdsdra, fdjdalomcsillapitds céljabol.

Kulcsszavak: metakrildt-kopolimer, mikrorészecskék, porlasztva
szdritds, meloxikdm, in vitro kioldodds

1. Bevezetés

A polimer alapt gyogyszerhordozé rendszerek le-
het6séget nyujtanak a hatéanyagok terapias vér-
szintjének biztositdsara, szabalyozott és célzott
hatéanyagleadd rendszerek el6allitasara [1]. Alkal-
mazasuk megoldast jelenthet a rossz oldékony-
sagu, kis stabilitast, szlk terdpids indext hatd-
anyagok biztonsagos dozirozasara, biztositva azok

megfelel6 mennyiségben, idében és helyen torténé
leadasat, ezaltal csokkentve a mellékhatasokat és
novelve a beteg compliance-t. A polimer mikroré-
szecskék 1-1000 pum-es mérettartomanyba eso, ter-
mészetes (zselatin, alginat, agardz, natrium-
hialuronat), félszintetikus (celluléz-éterek, kitozan)
vagy szintetikus (politejsav, poli-e-kaprolakton,
poli(vinil-pirrolidon), polimetakrilat) polimerek-
bdl felépiild részecskék [2-4]. A szintetikus polime-



238

Acta Pharmaceutica Hungarica

2018/4.

rek a gyogyszeriparban kozkedvelt, szerkezetiiket
tekintve jol reprodukalhatd, stabil segédanyagok.
Az Eudragit®ok kiilonb6z6 funkcios csoportok-
kal ellatott szintetikus metakrilat kopolimerek,
amelyek mukoadheziv sajatsaggal és pH-fliggd ki-
oldodast biztositd tulajdonsaggal egyarant rendel-
keznek [5].

A polimer mikrorészecskék eldallitasa kiilonbo-
z6 modszerekkel torténhet (koacervacio, emulgea-
las/oldoszer elparologtatas, extrudalas, porlasztva
szaritas) [6]. A porlasztva szdritasi modszer alkal-
mazasa sordn, a polimer-oldatot alkalmas kozeg-
ben mikrocseppekké diszpergaljak, amelyek a me-
leg szarito levegd hatdsara gyorsan elveszitik ned-
vességtartalmukat.

Az orr, mint alternativ beviteli kapu az utébbi
évtizedben egyre inkabb a figyelem kozéppontja-
ba keriilt, mivel a mar ismert hatéanyagoknak tj
indikacids teriiletet nyithat meg és sok farmakon-
jelolt bejuttatdsi problémait is megoldhatja. Az
orriireg a gyogyszerbevitel szempontjabol a nehe-
zitd6 tényezOk mellett szdmos terdpids elénnyel
rendelkezik, tigy, mint a méj ,first pass” metabo-
lizmuséanak, tovabba szajon at torténd gydgyszer-
bevitel soran a gasztrointesztinalis traktusban
esetlegesen bekovetkez6 hatéanyagbomlasnak az
elkertilése. Jellemz6 a hatéanyagok gyors abszorp-
cidja és a hatas gyors kezdete, amely az orrnyalka-
hartya nagy feliiletének, jo permeabilitdsanak és
gazdag vérellatottsdganak koszonhetd. Tovabbi
elényok kozé tartozik, hogy a nazalis készitmé-
nyek alkalmazasa konny(i, nem kovetelmény a
sterilitas, adagolasuk a megfelel$ szerelékek segit-
ségével pontos és egyszerti [7-9].

A hatéanyag molekulatomegén, molekulamére-
tén, lipofilitdsan és pKa értékén tul, annak oldé-
konysaga, oldddasi sebessége és permeabilitdsa
fontos a hatds elérése céljabol [10]. Az oldékonysag
novelése azért fontos, hogy a farmakon feloldod-
jon az orrnyalkahartya feliiletén, mert oldott alla-
potban képes felszivodni a szisztémas keringésbe
és a kozponti idegrendszerbe egyarant, valamint,
hogy az orriireg limitalt térfogatanak megfelel6en
kis térfogatd, de terapids szempontbol optimalis
koncentracioju egyszeri doézist allithassunk eld.
»Prodrug”-ok, ko-szolvensek és a hatdanyag so
formajanak alkalmazasan tul [11] az oldékonysag
novelése hagyomanyos és innovativ technologiak-
kal valdsithatdé meg. Polimerek, ciklodextrinek,
liposzomak alkalmazasa a rossz vizoldékonysagu
hatéanyagok formulalasa sordn javitjadk az oldé-
konysagot és egyben a készitmény stabilitasat is
biztositjak. A hatdanyagok biohasznosithatdsaga

azok mirko- és nanoméret(i részecskékbe agyaza-
saval is fokozhatd, novelve elsGsorban a készit-
mény tartézkodasi idejét. Az irodalomban meta-
krilat-kopolimer alapt mikroszférak el6allitasarol
olvashatunk nazalis tton torténd vakcindcié meg-
valdsitasa céljabol [12]. L100-55-tipusu, az orrnyal-
kahartya kémhatasan (pH 5,5 kémhatastol) oldo-
do Eudragit alapt hordozot juttattak be intra-
nazalisan [4]. Tovabba Eudragit® alapt nano-
részecskék esetében jo vizoldékonysagu hatdanya-
gok vér-agy-gaton valo atjuttatasan tal, mas poli-
merekkel kombindlva a hordozok hosszabb tar-
tozkodasi ideje valosithatd meg [13, 14].

Munkank soran kontrollalt hatéanyag felszaba-
dulasu (gyors kezdeti, majd lassul6 kioldodasu),
szintetikus polimer alapt mikrorészecskék eldalli-
tasa volt a cél, intranazalis gydgyszerbevitel célja-
bol, porlasztva szaritasi eljaras alkalmazasaval.
Hatdéanyag nélkiili, tires hordozét (EL30D-55) alli-
tottunk el6, valamint hatdanyagként a MEL-t,
mint nem szteroid gyulladasgatlot kiillonb6z6 for-
méban zartuk be a hordozéba. Osszehasonlitot-
tuk a termékek fizikai-kémiai, morfologiai sajatsa-
gait, tovabbda a hatoanyag in vitro felszabadulasat
is tanulmanyoztuk.

2. Anyagok

Felhasznalt anyagok: meloxikim (MEL) és
meloxikdm-kalium-monohidrat (MELK) - EGIS
Gydgyszergyar (Magyarorszag); Eudragit® L30D-
55 (EL30D-55) (Evonik, Németorszag); polietilén-
glikol 6000 (PEG 6000) — Sigma-Aldrich (Német-
orszag); poli(vinil-alkohol) 27000 (PVA) — Sigma-
Aldrich (Németorszag); dimetil-szulfoxid (DMSO)
— VWR International Kft. (Magyarorszag).

Polimer mikrorészecskek eldallitisa

A mintak elkészitése soran elGszor tres, hatd-
anyag nélkiili mikrokompozitokat allitottunk eld
segédanyagok alkalmazasaval (I. tdbldzat). Ebben
a fazisban hatdroztuk meg a mikrorészecskét al-
koté komponensek mennyiségét és aranyat. Az
el6kisérletek eredményeit figyelembe véve az iires
mikrokompozitokat EL30D-55, az orriireg kémha-
tasan (pH = 5,6) 15 perc alatt teljesen feloldodé po-
limer, valamint lagyitd (PEG 6000) és aggregaciot
gatld additivek (PVA) alkalmazasaval készitettiik
el. A mikrorészecskék eldallitasa porlasztva szari-
tassal valosult meg (Biichi Mini Dryer B-191,
Svéjc). A porlasztas 0,7 mm atmérdji favoka segit-
ségével tortént. Az eljarasi paraméterek beallitasa-
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Vizes fazis
(EL30D-55, PEG 6000, PVA)

[
1. Vizes fazis
2. Vizes fazisban emulgealt MEL-DMSO-oldat
3. Vizes fazisban szuszpendalt MELK

T )
4. Vizes fazissal elegyitett nanoMEL-szuszpenzié : ° °°

°
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Termék gylijtd

1. EL30D55-lres

2. EL30D55-MELouss
3. EL30D55-MELK

4. EL30D55-nanoMEL

1. dbra: A termékek elddllitdsinak sematikus dbrdja

val (bemend levegd hémérséklete: 92 °C, kimend
levegé hOmérséklete: 61 °C, aramldsi sebesség:
5 ml/perc, leveg6 aramlasi sebessége: 600 1/h) szi-
lard fazisti terméket nyertiink. A hatdéanyag tartal-
mu mikrokompozitok el6allitdisahoz a rossz
vizoldékonysagu MEL (0,0040 mg/ml, 37 °C) szer-
ves oldoszeres oldatat, a MELK vizes oldatat
(vizoldékonysag: 13,10 mg/ml, 37 °C), valamint
nanonizalt MEL-t tartalmazé (D10 = 0,07 pm,
D50 = 0,14 um, D90 = 0,37 um) vizes szuszpenziot
alkalmaztuk (vizoldékonysag: 0,0093 mg/ml,
37 °C). A MEL DMSO-s oldatat ultrahangozas
(Hielscher UP 200S, 200W, Németorszag) mellett
emulgealtuk (EL30D55-MEL, ), az iires mikro-
részecskék eldallitasara alkalmazott diszperzioval
(EL30D55-tires) (1. abra). A MELK tartalmt minta
esetében a hatdanyagot vizben feloldottuk, majd
az oldatot elegyitettiik a vizes diszperzidval
(EL30D55-MELK), a nanonizalt hatdéanyagot [15]
pedig szuszpendaltuk a diszperzidban (EL30D55-
nanoMEL). Ezt kovetéen keriilt sor a mintak por-
lasztva szaritdsdra szilard fazisu termékek eldalli-
tasa céljabol.

3. Vizsgalati modszerek
3.1 Szemcseméret megoszlds, morfologia

A mikrorészecskék szemcseméretét és méretelosz-
lasat lézer diffrakcios eljardssal hataroztuk meg
(Malvern Mastersizer Scirocco 2000, Malvern Inst-
ruments Ltd.,, Worcestershire, egyesiilt Kiralysag).
A diszperzids levegé aramlasat 2,0 bar nyomads
biztositotta. A D10, D50, D90 értékeket térfogat
szerinti méretanalizissel hataroztuk meg.

A kiindulasi hatéanyag és a szilard termék mor-
fologiai jellemzése pasztazd elektronmikroszkop-
pal tortént (Hitachi 54700, Hitachi Scientific Ltd.,
Japan). A minta toltédésének megakadalyozasa
céljabol arany-pallddium bevond anyagot hasznal-
tunk, 18 mA plazmadram alkalmazasaval. A fel-
vételek 15 kV nagyfesziiltség, 10 uA elektrondram
és 0,1 Pa el¢vakuum beallitasaval késziiltek.

3.2 Szerkezeti sajdtsdgok

A hatdéanyag kristalyos jellegét porrontgen diffrak-

I. tablazat
A porlasztando vizes diszperziok Osszetétele, feltiintetve a MEL eloszlatdsanak modjat
Termékek MEL MELK EL30D-55 vizes PEG 6000 PVA Hatéanyag
(mg) (mg) diszperzié (ml) (mg) (mg) eloszlatasa
1. |EL30D55-iires - - 25 1500 500 -
2. |EL30D55-MEL_ . | 90 - 25 1500 500 oldott (DMSO)
3. |EL30D55-MELK - 90 25 1500 500 oldott (viz)
4. |EL30D55- 90 - 25 1500 500 szuszpendalt
nanoMEL
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cids vizsgalatokkal hata-
roztuk meg (BRUKER D8
Advance porrontgen dif-
fraktométer, Bruker AXS,
Németorszag). Mérési pa-
raméterek: Cu (Ka=1.5406
A), 40 kV, 40 mA.

A termékek termoanali-
tikai sajatsagait DSC (dif-
ferencial pasztazo kalori-
metria) késziilékkel
(Mettler Toledo STARS,
Mettler Inc., Svajc) hata-
roztuk meg. A méréseket
argon gaz ataramoltatdsa-
val (101/6ra) végeztiik (2-5
mg-os minta, 25-300 °C, 10
°C/perc flitési sebesség).

3.3 In vitro kioldodasi

vizsgdlatok

A kioldédasi vizsgalato-

2. dabra: Az EL30D55-iires (A), az EL30D55-MEL
(C) és az EL30D55-nanoMEL (D) termékek elektronmikroszkdpos felvételei

(B), az EL30D55-MELK

DMSO

kat a Magyar Gyogyszerkonyvben is hivatalos for-
golapatos kioldd késziilék modositott valtozataval
végeztiik (USP kioldo késziilék, II; Pharma Test,
Németorszag), az orriireg koriilményeit szimulal-
va (pH = 5,6, 30 °C). 50,0 ml térfogatt kozegben
100,0 mg terméket diszpergaltunk 100 fordulat/
perc fordulatszamot alkalmazva. Mintavételre a
kevertetés 5., 10., 15., 30. és 60. percében keriilt sor.
Minden minta esetében harom parhuzamos mé-
rést végeztiink. A kioldodott MEL koncentraciojat
spektrofotomertiasan hatdroztuk meg 364 nm
hullamhosszon (UNICAM UV/Vis Spectrometer,
Németorszag).

4. Eredmények értékelése
4.1 Szemcseméret megoszlds és morfoldgia
A mintak szemcseméret megoszlas eredményei az
II. tabldzatban lathatok, amelyek alapjan el-

mondhatd, hogy mind a négy termék mono-
diszperz eloszlast mutatott. A hatdéanyagot tartal-

mazo6 mikrokompozitok D90 értéke kb. 11 és
19 pm kozott valtozott, ami megfelel a nazalisan
alkalmazott porokkal szemben tamasztott kove-
telményeknek (<40 um) [16]. Az eredmények azt
mutatjak, hogy a mikrorészecskék méretét alapve-
téen a hordozo6 anyagok mennyisége és aranya ha-
tarozza meg, a MEL eloszlatasanak mddja nem be-
folyasolja azt szignifikansan (p>0,05).

Az elektronmikroszkopos képek alapjan latha-
td, hogy a hatdéanyagot nem tartalmazo részecskék
tireges szerkezetiek voltak. A MELK-t és
nanonizalt MEL-t tartalmaz6 mintdk porlasztva
szaritasa szabalytalan alakt, egyenetlen feliiletd,
horpadt részecskéket eredményezett, mig a
MEL,,, ,,-tartalmi mikrokompozitok esetében ko-
zel szférikus habitus figyelheté meg (2. dbra). Mi-
vel a kiindulasi vizes kdzegli mintaban a hato-
anyag eloszlatasa (molekularis, szuszpendalt) kii-
16nb6z6 volt, igy a porlasztva szaritds soran a
megszilardul6 termékek is masképpen tartalmaz-
zak a MEL-t. Ebbdl addédoan a mikrorészecskék

o4

eltéré morfologiaja feltehetéen a hatdanyag kiilon-

II. tablizat

A porlasztva szdritott mikrorészecskék szemcseméret-eloszldsa

D10 (pum) D50 (um) D90 (um)
EL30D55-iires 3,69 8,27 16,79
EL30D55-MEL, ... 2,62 6,53 19,27
EL30D55-MELK 3,07 6,04 11,45
EL30D55-nanoMEL 2,75 5,58 11,39
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b6z6 formaban valo eloszlatottsagaval magyaraz-
haté.

4.2 Szerkezeti sajdtsigok
XRPD eredmények

A porrontgen-diffrakcidos eredmények alapjan el-
mondhatd, hogy a kiindulasi hatéanyag esetében
lathaté karakterisztikus csticsok annak kristalyos
szerkezetét bizonyitjdk (3. dbra). Az oldatos for-
makbol (EL30D55-MEL ., EL30D55-MELK) el6-
allitott szilard termékek jel nélkiili ujjlenyomatot
adnak, ami részben a MEL molekularis eloszlatott-
sagaval, részben pedig az amorf jelleggel magya-
razhatd, de felmeriil a MEL kis mennyisége is a
termékben (4,3 %), ami éppen a detektalhatdsag
hatdrdn van. A nanonizalt MEL-t tartalmazd ter-
mék (EL30D55-nanoMEL) rontgendiffraktogamja
mutat ugyan kristalyos frakciora utalo jelet, de ez
sem értékelhetd. A mintdk eléallitasanak koriilmé-
nyei is fontos szempontokat vetnek fel. Igy a
MELK esetében a savas kémhatasu (pH = 2,34) po-
limer diszperzid elegyitésének hatdsara, mar a
porlasztva szaritadst megel6zden, kicsapddik a
MELK, mivel savas kozegben az oldékonysaga mi-
nimalis (0,017 mg/ml, pH 5,6). A nanoMEL-t tartal-
mazo diszperzio esetében pedig azzal is szamolni

kell, hogy mar a nanonizalas hatasara bekovetke-
zik a MEL szerkezetletorése, ami a minta amorf
hanyadat noveli.

DSC felvételek

A kezeletlen MEL-nek 259,27 °C-on jol definidlhatd
olvadaspontja van. Az EL30D-55 amorf sajatsagu
segédanyag, olvadasponttal nem rendelkezik. A
hatéanyagot tartalmazoé polimer mikrorészecskék
esetében a gorbéken csak a segédanyag jele figyel-
het6 meg, az amorf sajatsagu hatdanyagok (MELK,
nanoMEL), valamint a molekularisan diszperz al-
lapotban 1év6 MEL esetében a kiindulasi hato-
anyagokra jellemz6 Kkarakterisztikus endoterm
csucs eltlint (4. dbra). A termékek gorbéin 63 °C-
nal jelentkezé endoterm cstics a mintdkban 1évé
maradék olddszerrel magyarazhato. Mig a 220-
240 °C kozott megjelend csucsok az EL30D-55 poli-
mer jelét mutatjdk. Ebben az esetben is felmertil a
MEL kis mennyiségének befolyasa a termékek de-
tektalhatosagat tekintve.

In vitro kiolddddsi vizsgdlatok
Az in vitro kioldodasi vizsgalatok soran megallapi-

tottuk, hogy nazalis koriilmények kozott a rossz
vizoldékonysagu kezeletlen MEL esetében mini-

y

MEL. ’\
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3. dbra: A kiinduldsi MEL, valamint a mikrorészecskék porrintgen felvétele
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4. dbra: A kiinduldsi MEL, valamint a termékek DSC gorbéje

malis mértékii kioldodast tapasztaltunk (1,15% a
vizsgalat 60. percében). A MELK-t és a nanoMEL-t
tartalmazo termékbdl egy ora alatt csak a hato-
anyag kb. 20%-a oldédott ki, a két kioldddasi gor-
be lefutdsa kozott jelentés mértéki kiilonbség
nincs. A MEL-t molekularis eloszlasban tartalma-
z6 mikrorészecskék (EL30D55-MEL,, ) esetében
viszont kontrollalt hatdéanyag felszabadulast fi-
gyeltiink meg; a gyors kezdeti kioldodast (70% a
kisérlet els6 15 percében) lassuld hatéanyag felsza-
badulas kovette (5. dbra). 60 perc alatt a hatéanyag
100%-a kioldédott. Az in vitro kioldddasi vizsgala-
ti eredmények egyértelmtien bizonyitjak a hato-
anyag molekuldris eloszlatdsanak fontossagat a
hordoz6 rendszerben.

5. Osszegzés

Ko6zleménytiink 0Osszefoglalot adott a szintetikus
polimer alapti gyogyszerhordozok alkalmazasa-
nak elényeirdl, tovabba az orron keresztiili gyogy-
szerbevitel lehet6ségeirl. Munkank soran az orr-

nyalkahartya kémhatasan old6do  polimer
(EL30D-55) alapt mikrorészecskéket allitottunk
eld porlasztva szaritdssal. Ures és hatoéanyagot
(MEL) tartalmazo6 mikrorészecskék kertiltek el6al-
litasra. A kiinduldsi mintdk a hatéanyagot szerves
oldoszerben oldva, nanonizalt allapotban szusz-
pendalva, valamint sé formajaban tartalmaztak. A
szemcseméret-megoszlas vizsgalata soran megal-
lapitottuk, hogy monodiszperz eloszldst mutato
termékek keletkeztek. A mikrorészecskék szerke-
zetét porrontgen-diffrakcios és termoanalitikai
modszerekkel vizsgaltuk. A hatéanyagot nem tar-
talmazo, valamint a MELK-t és MEL-t amorf for-
maban tartalmazé mikrokompozitok iireges, mig
a molekularis allapotban 1évé MEL-tartalmti mik-
rorészecskék kozel szférikus morfologiajuak vol-
tak. Az in vitro kioldodasi vizsgalatok sordn meg-
allapitottuk, hogy a MEL-t oldott allapotban tar-
talmaz6 minta kontrollalt hatéanyag felszabadu-
last biztositott gyors kezdeti, ezt kdvetden pedig
csokkend sebességli kioldodassal, ami egy nem
szteroid gyulladasgatlo esetében fontos a gyors
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fajdalomcsillapitast kovetd fenntartd dozis biztosi-
tasa szempontjabol.

A munka a GINOP-2.2.1-15-2016-00007 projekt
,Nanotechnoldgia: nanoterapias rendszerek kutata-
sa és fejlesztése” altéma keretein beliil valdsult meg.
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Chrysanthemum balsamita var. tanacetoides fitokémiai elemzése
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Summary

Varga E., Orbdn K., Finta A., Kursinszky L., Domokos E.: Phy-
tochemical analysis of Chrysanthemum balsamita var.
tanacetoides

Introduction: Chrysanthemum balsamita L. it is originated
from South-West Asia. It has been introduced to Europe where
it is known as a medicinal, aromatic and decorative plant. The
herba of the plant contains the following compounds: essential
oils, flavonoids, triterpene saponins, isoflavones, bitter material,
polyphenolic components.

Aim: The aim of the study was to determine the antioxidant ca-
pacity of a variant of the Ch. balsamita species (var. tanacetoides)
and its correlation with phenolic compounds.

Materials and methods: The herba of the Ch. var. tanacetoides
was collected from the University Medicinal Garden. Extraction
from the herba was made with methanol, methanol-water (1:1)
and water. For each extract, total polyphenol and total flavonoid
content was determined. The tannins were determined spectro-
photometrically from aqueous extract. The flavonoid-O-glycoside
content was determined based on flavonoid-aluminum chloride
(AICL,) complexation and measured by spectrophotometry. The
antioxidant capacity was determined by the ABTS method.

Results: The highest polyphenol (65.4 mg gallic acid / 100 g
drug) and flavonoid (21.58 mg quercetin / 100 g drug) contents
were obtained from the methanol:water (1:1) extract. The polyphe-
nol concentration in the herba expressed in pirogallol was 1.710
8%, while the tannin concentration was 0.727 §%. The concent-
ration of flavonoid-O-glycoside expressed in hyperoside was
0.39 §%. Methanol extract had the highest antioxidant activity
(IC,,=0.0012 mg/ml), followed by the water extract (IC,=0.0020
mg/ml) and the methanol:water (1:1) extract (IC,=0.1060 mg/
ml).

Conclusions: The methanol:water (1:1) solvent proved to be the
best for the extraction of polyphenols and flavonoids in high quan-
tities, but the antioxidant capacity showed the lowest value for
the methanol:water (1:1) extract. Testing the antioxidant capacity
with other methods and qualitative analysis of the extracts are
necessary.

Keywords: Chysanthemum balsamita var. tanacetoides, poly-
phenols, flavonoids, antioxidant capacity, ABTS

Osszefoglalds

Bevezetés: A Chrysanthemum balsamita L. Dél-Nyugat
Azsidbdl szdrmazik. Eurdpdba behozott faj, kultiirnévényként,
QY0gy- és fiiszerndvényként ismert. A névény herbdja a kdvetke-
20 vegyiileteket tartalmazza: illéolajat, flavonoidokat, triterpén
szaponinokat, izoflavonoidokat, keseriianyagot, polifenolos kom-
ponenseket.

Célkitiizés: Célunk meghatdrozni a Ch. balsamita faj egyik vdl-
tozatanak (var. tanacetoides) az antioxiddns kapacitasdt és annak
dsszefiiggését a fenolos vegyiiletekkel.

Mbédszerek: A herbdt a Marosvdsdrhelyi Orvosi és Gydgyszeré-
szeti Egyetem Gydgyndvénykertjében termesztett Ch. balsamita
var. tanacetoides egyedekrdl gyiijtottiik. A herbabdl a kivonatokat
metanollal, metanol-viz (1:1) elegyével és vizzel készitettiik. Min-
den kivonatra meghatdroztuk az Osszpolifenol és dsszflavonoid
tartalmat. A cserzéanyag meghatdrozdsa spektrofotometrids
médszerrel tortént, vizes kivonatbdl. A flavonoid O-glikozidokat
AICI -al torténd komplexképzéssel és spektrofotometrids modszer-
rel mértiik. Az antioxidins kapacitist ABTS modszerrel hatiroz-
tuk meg.

Eredmények: A legmagasabb polifenol (65,4 mg galluszsav/100
g drog) és flavonoid (21,58 mg kvercetin/100 g drog) tartalmat a
metanolos-vizes (1:1) kivonatokbol mértiik. A herba polifenol kon-
centrdcidja pirogallolban kifejezve 1,710 g%, a cserzéanyagé 0,727
§%. A herba flavonoid-O-glikozid koncentrdcidja hiperozidban
kifejezve 0,39 g%. A legnagyobb antioxiddns aktivitdssal a meta-
nolos kivonat rendelkezett (IC,=0,0012 mg/ml), majd ezt kovette
a vizes kivonat (IC,=0,0020 mg/ml) és a metanolos-vizes (1:1)
kivonat (IC,=0,1060 mg/ml).

Kévetkeztetések: A polifenolok és flavonoidok legnagyobb
mennyiségben valdé kivondsdra a metanolos-vizes (1:1) médszer
bizonyult a legjobbnak, viszont az antioxiddns kapacitds a leg-
alacsonyabb értéket mutatta a metanolos-vizes kivonat esetében.
Sziikséges az antioxiddns kapacitds tesztelése mds modszerekkel
is, illetve a kivonatok mindségi analizise.

Kulcesszavak: Chrysanthemum balsamita var. tanacetoides,
polifenolok, flavonoidok, antioxiddns kapacitds, ABTS
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Bevezetés

A Chrysanthemum balsamita L., magyar nevén bol-
dogasszony mentdja, boldogasszony tenyere vagy
balzsamos aranyvirag, Melius Péter Herbariuma-
ban megtaldlhatok mar ezek a megnevezések [1].
A népi gybdgyaszatban, Székelyfoldon és a csangd
vidékeken nevezik még vénasszony bizlenty(-
jének is [2].

Az Asteraceae csaladba és a Chrysanthemum ge-
nusba tartozik. Dél-Nyugat Azsidbdl szarmazik.
Europaba behozott faj, kulturnévénykeént, gyogy-
és fliszernovényként ismert. Gyakran termesztik
nalunk az orszagban és disznévényként fordul el6
kertekben, temetdkben [3, 4].

A Ch. balsamita (L.) Baillon syn. Tanacetum
balsamita L. egy lagyszaru ével6 faj. Szara 60-120
cm magas, zold, sz6ros, fels6 részén elagazod. Tole-
velei hosszu levélnyéllel rendelkeznek, tojasdad-
elliptikusak, enyhén csipkés szélliek. A szarleve-
lek koziil az alsdk nyelesek, a felsok iilok. A levél-
lemez az als6 felén néha 1-4 karéjos lehet. A leve-
leken T alakti véddszérok és rovid mirigyszérok
vannak. Fészkes sator vagy fészkes buga viragzata
van. A fészekben 6-10 mm atmérdjii csdves vira-
gok (Ch. balsamita var. tanacetoides) iilnek. A koz-
ponti elhelyezkedést(i csoves (kog) virdgok mellet
a fészek szélén megjelenhetnek, fehér szint, 10-16
mm atmérdji nyelves (sugar) virdgok (Ch.
balsamita var. balsamita). Késd OGsszel viragzik.
Hengeres kaszattermései 5 bordajuak és rovid
(0,2-0,4 mm) repitészérrel rendelkeznek. Illata
mentdra emlékeztet. Genetikailag jellemezve a Ch.
balsamita var. tanacetoides poliploid (2n=54, x=9),
mig a Ch. balsamita var. balsamita diploid (2n=18)
taxon [3,4,5,6,].

A Chrysanthemum balsamitae herba-t a nép-
gyogyaszat kolagog-koleretikus és majvédd tulaj-
donsagaért hasznalja, de ismert diuretikus, adszt-
ringens, sztomahikus, féregiiz6, gorcsoldo, karmi-
nativ és emenagog hatasa is [7, 8]. Hasznaljak
kiils6leg rovarcsipések kezelésére is [2].

A fitoterdpidban sikeresen alkalmazzak kola-
gog-koleretikus és majvédd tulajdonsagaért, de
tudomanyos kutatasok targyat képezik kivonata-
ik, majvédé hatasukért. Allatkisérletekkel igazol-
tak a majra kifejtett pozitiv hatast, csokkentve a
szteatdzist, normalizalva az enzimmukodést [9].
Antimikrébas hatasat 14 mikroorganizmusra vizs-
galtak (9 baktérium, 2 gomba, 3 penész fajra) [10].

A novény herbdja eddigi ismereteink szerint a
kovetkez6 vegylileteket tartalmazza: illoolajat,
triterpén szaponinokat, flavonoidokat, izoflavo-

noidokat, kesertianyagot és polifenolos kompo-
nenseket [11, 12].

Ill6olajaban, az egyik fontosabb, nagymennyi-
ségben taldlhatd, farmakologia hatassal bird ve-
gytlet a karvon [13, 14, 15]. A kozel 200 leirt illo-
olaj komponens koziil megemlitjiik a legismerteb-
beket: 1,8 cineol, a-tujon, 1,8-cineol, a-pinen,
B-pinen, kamfén, kamfor, szabinén, p-cimen,
limonen, B-tujon, pinokarvon, trans-szabinol, cisz-
krizantenol, cisz-pinokarveol, mirtenol, mirtenil-
acetat, stb. [11, 16].

Az Asteraceae csaladra jellemzd szeszkviterpén
laktonok tjabb kilenc frakcidjat sikeriilt azonosita-
ni a Bulgdridban termesztett kemotipusokbdl [17].

Triterpén glikozidjai hidrolizissel gipszogenin
aglikont eredményeznek [7]. Polifenolos kompo-
nensei (klorogénsav, dikaffeol-kinasav, trihidroxi-
dimetiloxiflavon, tetrahidroxi-dimetoxiflavonol)
magas antioxidans aktivitassal rendelkeznek,
mely a hidroxi csoportoknak sajatos megoszlasa-
val magyardzhato, reaktiv peroxid gyok megko-
téssel. A polifenolok kelatalo struktarak, képesek
atmeneti fémeket megkotni, elsésorban nehézfé-
meket kornyezetiinkbdl. Potencidlis antioxidans
tulajdonsagot tulajdonitanak a novényi kivona-
toknak, elsOsorban funkcionalis élelmiszerekben
lenne jelentdségiik [18, 19, 20].

Egy el6zetes mérésiink alapjan a Szegedi Tudo-
manyegyetemen 2008-ban az illéolajokbdl mind-
két tanulmanyozott névényi részben a karvon volt
a dominalé komponens: a Ch. balsamitae folium-
ban 68,42%-ban; a Ch. balsamitae flosban 74,67 %-
ban volt jelen a karvon. Kisér6 frakcidk a limonen,
az a-tujon és az 1,8 cineol [21, 11].

A Ch. balsamita var. tanacetoides herba fitokémiai
elemzésének érdekében a kovetkezd célokat tliz-
tiik ki: a herbabdl metanolos, vizes és metano-
los:vizes (1:1) kivonatok készitése, amelyekbdl
meghataroztuk a herba 6sszpolifenol, dsszflavo-
noid, tovdbba a herba cserzéanyag és flavonoid-O-
glikozid tartalmat; valamint a kivonatok antioxi-
déns hatdsdnak meghatarozasa ABTS mddszerrel.

Anyag és modszer
Novényi részek gyiijtése

A novényi részeket (herba) a Marosvasarhelyi Or-
vosi és Gyogyszerészeti Egyetem, Gyogynovény-
kertjében termesztett Ch. balsamita var. tanacetoides
egyedekrdl gytijtottitk (hidnyoznak a fehér nyel-
ves viragok) 2016 nyaran, a novény teljes viragzasa
idején (1. abra). A gyjtott novényi részeket (her-
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1. dbra: Chrysanthemum balsamita var. tanacetoides a MOGYE
Gyogynovénykertjében (Foto: Varga Erzsébet, 2016)

modszerével tortént [23] vizes kivonat-
bdl (3 parhuzamos mérés), pirogallol
Osszehasonlit6 oldat felhasznalasaval.
A cserzbanyag tartalmat (% g/g)
pirogallolban kifejezve szamoltuk.

Osszflavonoid tartalom meghatdrozdsa

A kivonatok Osszflavonoid tartalmat
kolorimetrids modszerrel hataroztuk
meg (X. Roman Gyogyszerkonyv
Cynarae folium monografianal leirt
modszerrel, kisebb moddositasokkal)
[24]. Az 500 pl kivonathoz 1 ml 10%
w/v natrium acetatot, 600 pl 2,5% w/v
AlCl,-ot, 1,4 ml metanolt és 1,5 ml vi-

ba), természetes koriilmények kozott szaritottuk és
a kivonatok elkészitéséig taroltuk a MOGYE,
Farmakognozia és fitoterapia tanszékén.

Extrakcid és mintakészités a fenolos komponensek
kivondsdra

A kivonatokat metanollal, metanol-viz (1:1) elegy-
gyel és vizzel készitettiik. A drogot (2,5 g) dorzs-
mozsarban szétdorzsoltiik és 25 ml olddszerrel ke-
zeltiik. A kivonatokat ultrahangos vizfiirddben 30
percig 25°C-on tartottuk, azutan sztrtiik, majd 25
ml-es mérélombikokban a megfelelé olddszerrel
feltoltottiik a jelig. A kivonatokat sztirtiik és htit6-
szekrényben (3-4°C-on) ampullakba toltve taroltuk
a mérésekig.

Osszpolifenol tartalom meghatdrozdsa

Folin-Ciocalteu modszerrel dolgoztunk (Singleton
és munkatdrsai, 1999) [22]. Az eldre elkészitett 40 ul
kivonathoz, 3,16 ml desztillalt vizet és 200 ul Folin-
Ciocalteu reagenst adtunk, homogenizaltuk, majd
5 perc eltelte utan 600 ul 20% w/v natrium karbo-
natot adtunk hozza. Az igy készitett kivonatokat 2
oran at szobahémérsékleten (20°C) allni hagytuk
majd kompenzalé oldattal (viz és reagens) szem-
ben 765 nm-en mértiik az abszorbanciat (spektro-
fotométer UV-VIS SPECORD 210). Az eredménye-
ket mg galluszsav ekvivalensben 100 g drogra vo-
natkoztatva hataroztuk meg.

Cserzéanyag meghatirozdsa

A cserzbanyag tartalom meghatdrozasa a VIIL. Ma-
gyar Gyogyszerkonyv borporos spektrofotometrias

zet adtunk. Az oldatokat homogeni-
zaltuk és 15 percig allni hagytuk szobahémérsék-
leten (20°C), majd 430 nm-en leolvastuk az
abszorbanciat natrium acetat, aluminium klorid,
metanol és vizzel szemben. Az eredményeket mg
kvercetin ekvivalensben fejeztiik ki 100 g drogra.

Flavonoid-O-glikozidok meghatdrozisa

A hiperozidban kifejezett flavonoid tartalmat a
VIII. Magyar Gyodgyszerkonyv, O-glikozidok mé-
résére alkalmas, AICl-al torténé komplexképzé-
sen alapuld, spektrofotometridas mddszerrel mér-
tlik, a Sambuci flos monografianal leirtak szerint
[23]. Harom parhuzamos mérést végeztiink és sza-
raz drogra vonatkoztatva hataroztuk meg a kon-
centraciot.

Antioxiddns vizsgdlati modszer ABTS-sel

Az ABTS (2,2-diazino-(3-etilbenzotiazolin)-6-
szulfonsav) és kalium perszulfat reakcidja ered-
ményezte gyok-kation képzdédésén alapszik a mé-
rés. 10 mg ABTS tablettat oldunk 2,6 ml kalium-
perszulfat torzsoldatban. Az ABTSe + oldatot
spektroszképiai mindségli metanollal higitottuk,
hogy az oldat abszorbancidja 0,900 + 0,05 legyen
734 nm-en. 2,5 ml ABTSe-t tartalmazo oldathoz a
mintak kiilonb6zé mennyiségét adtuk (10-50 pl).
A gatlasi intervallum 20-80% kozott kell legyen.
Az abszorbanciaértékeket 6 perc utan mértiik [25].
A mintédk antioxiddns kapacitdsat, grafikus mod-
szerrel Excel-ben hatdroztuk meg.

Minden mérést harom parhuzamosbdl végez-
tiink. Kiszamoltuk az IC, -et, ez az antioxidans
koncentraciot (kivonat) jeloli, amely az ABTS gyok
mennyiségének 50%-os csokkenéséhez sziikséges.
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I. tablizat

Chrysanthemum balsamitae herba kivonatok polifenol és flavonoid tartalma (n=3) (Folin-Ciocalteu és a Cynarae folium
monogrdfidndl leirt modszer)

Kivonatok Polifenolok Flavonoidok
mg GSE/100 g drog® mg KVE/100 g drog®
metanolos 11,19+1,21 8,04+0,54
metanolos vizes (1:1, v/v) elegy 65,40+4,51 21,58+3,11
vizes 29,03+3,21 16,38+1,75

* GSE=galluszsav ekvivalens
® KVE=kvercetin ekvivalens
II. tdblazat
A Chrysanthemum balsamitae herba polifenol-,
cserzéanyag- és flavonoid-O-glikozid tartalma (n=3) a Ph.
Hung. VIII. szerint

Fenolos komponensek Koncentracio g%
(pirogallol)
polifenol 1,710+0,170
cserz8anyag 0,727+0,023
Koncentracio
g%(hiperozid)
flavonoid-O-glikozid 0,390+0,080

Gatlas képlete = (Ao — At) / Ao x 100, ahol az Ao
= ABTS oldat abszorbancidja 0 id6pontban és az At
= ABTS és minta keverék abszorbancidja 360 ma-
sodperc utan.

Eredmények

A polifenol tartalom megadasa a galluszsavban
kifejezett g/g szazalékos koncentracidval tortént.
A gallusszav kalibracios egyenes egyenlete a ko-
vetkezd volt: y = 0,044x + 0,0057 (R? = 0,9906). Az
Osszflavonoid tartalmat kvercetinben fejeztiik ki
és a kalibracios egyenes egyenlete a kovetkezd
volt: y = 0,156x — 0,1676 (R? = 0,9954) (I. tdbldzat).

A hiperozidban kifejezett flavonoid tartalom és
a pirogalloban kifejezett cserz6anyag- és polifenol
tartalom eredményei a II. tdbldzatban taldlhato-
ak. Az ABTS antioxidans mérés adatait a III. tab-
lazatban Ssszegeztiik.

Eredményeink kiértékelésénél figyelembe vettiik
a nemzetkozi szakirodalomban kozolt adatokat.
Benedec és munkatdrsai Kolozsvarrol 2016-ban [26] a
Ch. balsamitae var. balsamita és var. tanacetoides eta-
nolos kivonatainak flavonoid és polifenol tartalmat
vizsgaltak, melynek sordn eredményeinkhez ké-
pest kisebb értékeket kaptak. Alexieva és munkatdrsai
2013-ban [12] Bulgaridban Ch. balsamitae herba
dekoktumokat vizsgaltak (0,48-0,60 mg gallusz-
sav/g fagyasztott novény), igy eredményeinket
nem tudtuk Osszehasonlitani. Szintén az emlitett
orszagbol, Popova 2014-ben [27] az etanolos kivona-
tok galluszsavban kifejezett polifenoltartalomra

III. tablazat
A Chrysanthemum balsamitae folium antioxiddns
kapacitisa (n=3)

Kivonatok ABTS IC, mg/ml
metanolos 0,0012
metanolos vizes (1:1, v/v) 0,1060
vizes 0,0020

0,89 mg/friss suly értéket kapott. Ez az érték alacso-
nyabb a metanolos, metanolos-vizes és vizes kivo-
nattal elért eredményeinknél.

A Roman Gydgyszerkonyvben [24] hivatalos
Ratanhiae radix cserzdanyagtartalmahoz viszo-
nyitva a Ch. balsamitae herbaé 83%-kal alacso-
nyabb. A szintén hivatalos Crataegi folium cum
flore droghoz képest a hiperozidban kifejezett
flavonoid tartalom 35%-kal kevesebb az altalunk
vizsgalt drogban.

Az antioxidans mérések ABTS modszerével a
metanolos és a vizes kivonatok birnak magas anti-
oxidans kapacitassal, kevésbé a metanolos:vizes
(1:1) kivonatok. Méréseinket kevésbé tudjuk 6sz-
szehasonlitani Popova és mtsai 2014-es eredmé-
nyeivel [27], akik az etanolos kivonatokbol végez-
tek meghatarozasokat (11,61+0,25 uM TE/friss no-
vény, troloxban kifejezve).

Kovetkeztetések

A legmagasabb polifenol- és flavonoid tartalmat a
metanolos-vizes (1:1) kivonatbdl mértiik, ami nem
jart egytlitt egyben magas antioxidans kapacitas-
sal, ellenkezdleg, utdbbi értéke ebben a kivonat-
ban volt a legalacsonyabb. A metanolos kivonatbol
szamoltuk a legkisebb &sszpolifenol- és flavonoid
tartalmat, ugyanakkor ez a kivonat bizonyult ma-
gas antioxidans kapacitasunak.

Koszonetnyilvanitas
Koszonetiinket fejezziik ki az Erdélyi Muzeum

Egyesiilet és Semmelweis Egyetemnek
(52.2/P.2. EMEOGYSZ/ 01.02.2016).
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Kozforgalomban dolgozé gyogyszerészek antibiotikum felhasznalassal és
rezisztenciaval kapcsolatos véleménye
(rovid kozlemény)

GAJDACS MARIOY, PAULIK EDIT,SZABOANDREA

SZTE AOK Népegészségtani Intézet, Szeged, Dom tér 10. — 6720
*Levelezd szerzo: mariopharma92@gmail.com

Summary

Gajddcs M., Paulik E., Szabé A.: The opinions of community
pharmacists related to antibiotic use and resistance

Introduction: The development of antibacterial resistance is ac-
celerated by improper use of antibiotics. Pharmacists working in
community settings are considered as an important part of the
healthcare system. Several international recommendations high-
light their role in the management of antibiotic resistance, but it is
imperative for them to have the proper level of knowledge related
to this area.

Aims: The aim of our study was to evaluate the beliefs and at-
titudes of pharmacists working in the Southern Great Plain of
Hungary in relation to the use of antibiotics and the development
of antibiotic resistance.

Methods: Our questionnaire-based survey was conducted from
January 2016, in the community pharmacies of the Southern
Great Plain and at postgraduate courses of the University of Sze-
ged. Altogether 105 participants completed the questionnaires.

Results: 99.3% of the respondents consider antibiotics a priority
drug group, almost 30% of the pharmacists have already given
out antibiotics without a medical prescription. 45.7% admitted
that the temperament of patients determines their dispensing
practice. 97.1% believes it is important to explain the proper use
of antibiotics during dispensing, and 90.5% said that it is very
important to recommend probiotics.

Conclusion: Community pharmacists working in the south east-
ern part of the country have a positive view on the importance of
pharmaceutical care and patient education in promoting adequate
antibiotic use. The pharmacists should avoid giving out antibiot-
ics without a medical prescription. Courses and advanced level
training could be of particular importance in achieving change
in this area.

Keywords: antibiotics, resistance, dispensing practice, commu-
nity pharmacy, professional liability

Osszefoglalds

Bevezetés: Az antibakteridlis rezisztencia kialakuldsdt gyorsitja
az antibiotikumok helytelen alkalmazdsa. A kozforgalmii gydgy-
szertdrakban dolgozd gydgyszerészeket az egészségiigyi elldtds
fontos dgdnak tekintjiik. Tobb nemzetkozi ajanlds is kiemeli a
kozforgalomban dolgozd gydgyszerészek szerepét az antibiotikum
rezisztencia menedzsmentjében, azonban ehhez elengedhetetleniil
sziikséges a szakemberek ismereteinek megfeleld szintje.

Célkitiizés: Kutatdsunk célja az orszig délkeleti részén kozforga-
lomban tevékenykedd gyogyszerészek véleményének és attitiidjé-
nek felmérése az antibiotikumok felhaszndldsdval, rezisztencidval
kapcsolatban, valamint felel6sségérzetiik vizsgalata a helytelen
antibiotikum-felhaszndlds vonatkozdsdban.

Mbédszerek: Vizsgdlatunkat 2016 janudrjatol folytattuk, pa-
pir alapii kérddiv segitségével, a Dél-alfoldi Régié kozforgalmii
gyogyszertaraiban, illetve a Szegedi Tudomdnyegyetem szinten
tarté tovabbképzésein; a lekérdezés sordn 105 gyégyszerész toltit-
te ki kérdéiviinket.

Eredmények: A vilaszadok 93,3%-a az antibiotikumokat kiemelt
gyogyszercsoportnak tartja. Kozel 30% nyilatkozta azt, hogy
adott mdr ki recept nélkiil antibiotikumot. 45,7% szerint a bete-
gek temperamentuma alapvetéen meghatdirozza gyégyszerkiaddsi
szokdsait. 97,1% fontosnak tartja, hogy expedidlds sordn kitérjen
az antibiotikumok helyes felhaszndldsdra, 90,5% pedig nagy je-
lentdséget tulajdonit a probiotikumok ajanldsdnak.

Kovetkeztetések: Az orszig délkeleti részén dolgozo gyégysze-
részek pozitivan vélekednek a gondozds és a betegoktatds jelen-
tdségérdl a megfeleld qydgyszerhaszndlat elsegitésében. Viltoz-
tatni — elsésorban — azon kollégik gyakorlatin kellene, akiken
keresztiil az antibiotikumokhoz vény nélkiil is hozzd tudnak jutni
a pdciensek. A viltozds érdekében a szakmai tanfolyamokon és a
szinten tartd tovdbbképzéseken kiemelt jelentdséget kell kapjon a
téma oktatdsa.

Kulcesszavak: antibiotikumok, rezisztencia, expedidlds, kozforga-
lom, szakmai felelGsség

1. Bevezetés

A baktériumok antibiotikumokkal szemben kiala-
kuld, egyre kiterjedtebb rezisztencidjat és az 4j ha-
tasmechanizmusu szerek hidnyat a 21. szdzad
egyik legjelentésebb egészségiigyi probléméjanak
tekinthetjiik [1]. Az antibakteridlis szerek ellen ki-
alakuld védekezd mechanizmusok (pl. antibiotiku-
mokat bonté enzimek termelése, célmolekulak tul-

termel6dése, efflux pumpak expresszidja) és igy a
rezisztens baktériumok kivalasztédasa a torzsfejlo-
dés természetes velejardja, azonban a kornyezetbdl
szerzett, sokszor a hatékony terdpids dozis alatti
gyogyszerhatas el0segiti, s6t gyorsitja ezt a folya-
matot [2, 3]. A lakossag nem megfelel6 ismeretei és
elvarasai szintén fontos tényezének bizonyultak.
Egy nemrégiben a Dél-alfoldi régio tertiletén vég-
zett felmérés kimutatta, hogy a megkérdezettek
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46,3%-a szerint az influenza és a megfazas hatéko-
nyan kezelhetd antibiotikummal [4], a paciensek
egy része abban méri az orvos munkajat, hogy fel-
irt-e neki az orvos antibiotikumot. Az egészség-
tigyi szakemberek (haziorvosok, expedialé gyogy-
szerészek) nem megfeleld tajékozottsaga és attit(idje
— a naprakész ismeretek hidnya az antibiotikum re-
zisztencia témakorében, megfelelési kényszer a be-
tegek felé, a vény nélkiili gyodgyszerkiadas helyte-
len gyakorlata — szintén fontos tényezdi a reziszten-
cia elsédleges terjedésének [5, 6]. Az antibiotikum-
rezisztencia problémadja jellegénél fogva a teljes tar-
sadalmat érinti, ezért megolddsa a betegek szint-
jétdl egészen a dontéshozok szintjéig kovetkezetes
fellépést igényel, olyannyira, hogy a Vilaggazdasa-
gi Forum (WEF) jegyezte, mint a vilagot kiemelten
fenyegetd problémat [7, 8]. Tovabbi baljos jovoképet
fest az Egészségiligyi Vilagszervezet (WHO) becslé-
se, mely szerint 2050-re a rezisztens kdrokozdk altal
okozott haldlesetek szama eléri majd a daganatos
betegségek altal okozott haldlozast [1].

A kozforgalmtu gyogyszertarakban dolgozo
gyogyszerészeket a primér egészségiigyi ellatas
kiilonleges és fontos aganak tekinthetjiik. Azon tal,
hogy a paciensek rajtuk keresztiil juthatnak hozza
a gyogyulashoz, életmindségiik fenntartdsahoz
sziikséges gyogyszerekhez, kozvetlen szerepiik
van kiilonb6z6 betegségek elsddleges prevencidja-
ban és a betegek oktatdsban is a helyes gyogyszer-
tari gyakorlat (GPP, good pharmacy practice) és a
gyogyszerészi gondozas tevékenységén beliil.
Tobb nemzetkdzi ajanlas is kiemeli a kozforgalom-
ban dolgozod gyogyszerészek szerepét az antibioti-
kum-rezisztencia menedzsmentjében és visszaszo-
ritasaban, illetve a megfelel6 gydgyszerhasznalat
elésegitésében, ehhez azonban elengedhetetlentil
szlikséges a szakemberek ismereteinek megfeleld
szintje, odaaddsa és olyan munkahelyi szintér,
ahol végezni tudjak ezen tevékenységiiket [9-12].

Kutatdsunk célja az orszag délkeleti részén
(Csongrad, Bacs-Kiskun és Békés megye), kozfor-
galomban tevékenykedd gyogyszerészek antibio-
tikumokkal, ezen beliil felhasznalasukkal, jelentd-
ségiikkel és az elleniik kialakuld rezisztenciaval
kapcsolatos véleményének és attittidjének felmé-
rése volt, kitérve a gydgyszerészek személyes fele-
16sségérzetének vizsgalatara a helytelen antibioti-
kum-felhasznalds vonatkozasaban.

2. Adatgytijtés és adatelemzés

Kvantitativ vizsgalatunkat 2016 januarjatol kezdve
végeztiik, sajat fejlesztésii, anonim, 6nkitoltds, pa-

pir alapu kérdéiv segitségével (SZTE etikai enge-
dély szama: 3688). A Dél-alfoldi Régio kozforgal-
mu gyogyszertaraiban, illetve a Szegedi Tudo-
manyegyetem keretein beliil szervezett, kotelezd
szinten tarto tovabbképzések soran 160 gyogysze-
részt kerestiink meg kérddiviinkkel, amelyet 105
gyogyszerész toltott ki értékelhetden (valaszadasi
arany: 65,6%).

A gyodgyszerészi minta deskriptiv elemzése so-
ran atlagokat (folytonos valtozok) és gyakorisago-
kat (kategorikus adatok) vizsgaltunk. Az elemzé-
sek minden esetben az aktudlis kérdésre érvényes
valaszt adok szama alapjan torténtek. Az adatok
statisztikai elemzése SPSS 24.0 programmal tor-
tént, a kiilonbségek megallapitasara x*-probat al-
kalmaztunk, eredményeinket p<0,05 esetén tekin-
tettiik szignifikdnsnak. Kutatasunk soran az alab-

biakat vizsgaltuk:
1. Demogrifiai és szakmai jellemzbk (nem, életkor,
szakképzettség).

2. Az antibiotikumok (mint gydégyszercsoport) és az an-
tibiotikum-rezisztencia  jelentdségével, illetve a
Qyoégyszerészek feleldsségével kapcsolatos vélemény.

3. Az antibiotikumokkal kapcsolatos ismeretek szubjek-
tiv megitélése.

4. A prevencio jelentdségével kapcsolatos attitiid.

3. Eredmények
3.1. A minta jellemzdi

A valaszadodk atlagéletkora 34,8 év volt (minimum:
23 év; maximum: 74; SD+ 12,3), a 35 év feletti kor-
osztaly tagjai a lekérdezettek 41%-at tették ki. Nem
szerint a n6i dominancia volt jellemz6 (valaszaddk
71,4%-a, 75 6 volt n6). A megkérdezettek 63,8%-a
nem rendelkezett szakvizsgaval (vagy els6 szak-
vizsgdja megszerzése folyamatban volt). A szak-
gyogyszerészek esetén az atlagos szakvizsgaszam
medidn értéke egy, tobbségében Farmakoldgia,
farmakoterdpia (40%).

3.2. Az antibiotikumokkal, antibiotikum rezisztencia
jelenségéuvel és a kozforgalmii gyogyszerészek feleldssé-
gével kapcsolatos vélemények

A felmérésiinkben részt vevd, kozforgalomban
dolgozo gyodgyszerészek kivétel nélkiil egyetértet-
tek abban, hogy az antibiotikumok helytelen hasz-
nalata sulyos egészségligyi problémat jelent,
93,3%-uk pedig kiemelt jelentdségli gyogyszercso-
portnak tartja azokat. Arra a kérdésre, hogy , ki-
ad-e vény nélkiil antibiotikumot és ha igen, ezt
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milyen gyakran teszi” a valaszadok 71,4%-a nyilat-
kozta azt, hogy soha, vagy csak a jogszabaly 4altal
el6irt esetekben, a megfeleld igazolvany ellenében,
mig 23,8%-uk az esetek kevesebb, mint 1%-aban,
4,8%-k az esetek 1-5%-aban kiad recept nélkiil an-
tibiotikumot az azt kérd paciensnek. Nem talal-
tunk szignifikdns Osszefiiggést a vény nélkiili
gyogyszerkiadds és a gyogyszerészek életkora,
szakképzettsége, illetve a sajat ismeretei kozott.
86,7% tartotta problémanak, hogy van olyan
gyogyszerész kolléga, aki vény nélkiil is kiad anti-
biotikumot, 81% szerint ezek a szakemberek jar-
vanytigyi kockazatot okoznak és felel6sség terheli
Oket. Valaszadoink 45,7%-a nyilatkozott tigy, hogy
a betegek temperamentuma alapvetéen meghata-
rozza gyogyszerkiadasi szokasait, tobbnyire a 35
év alatti kollégak (p<0,05) korében. A megkérde-
zettek 82,9%-a igy gondolta, hogy az antibiotiku-
mok haszndlata az allattenyésztésben legalabb
annyira jelentés tényezdje a bakteridlis reziszten-
cia kialakuldsanak, mint a nem megfelel6 indika-
cidban torténd felhasznalasuk az egészségiigyben.
81,9% szerint a nem megfeleléen valasztott antibio-
tikum-terdpia éves szinten jelentésen noveli az
egészségligyi ellatas koltségeit orszagos szinten,
mig 50,5% értett egyet az Orszagos Egészségbizto-
sitasi Pénztar (jogutddja a NEAK) antibiotikumok-
ra vonatkozo tdmogatasi szintjével.

I. tabldzat
Kozforgalmil gyégyszerészek becslése
az antibiotikumokra vonatkozd vényforgalomrol az dsszes
vényre vonatkoztatva (%)

Antibiotikumra vonatkoz6 vények | Valaszaddok
%-0s aranya %-0s aranya
(kategoriak)

0-5% 7,6
5,1-10,0% 26,7
10,1-15,0% 22,9
15,1-20,0% 17,1
20,1-25,0% 10,5
tobb mint 25,0% 15,2

3.3. Az antibiotikumokkal kapcsolatos ismeretekre,
illetve a gyogyszerészi gondozisra vonatkozd
vélemények

Vizsgaltuk, hogy valaszaddink vélekedése szerint
a patikai vényforgalom atlagosan hany szazalékat
teszik ki antibiotikum kivaltasara szolgal6 recep-
tek (I. tabldazat). A megkérdezettek 22,9%-a szerint
legalabb minden tizedik (!) vény antibiotikum ki-
adasara vonatkozik, ezért a gyogyszerészek felké-
sziiltsége és elkotelezettsége a lehetséges interven-
cié irant kiemelt jelentéségli. A megkérdezettek
sajat ismereteikre vonatkozd eredményeit a II.
tablazat Osszegzi. Megfigyelhet, hogy a 35 év
alatti kollégak (p<0,01), illetve a szakvizsgaval ren-
delkezdk elégedettebbek (p<0,001) voltak az anti-
biotikum-rezisztencidval kapcsolatos ismereteik-
kel, a dontd tobbség (96,2%) fontosnak tartotta,
hogy naprakész informacidkkal rendelkezzen az
elérhet6 termékek vonatkozasaban.

A megkérdezettek 81%-a egyet értett abban,
hogy az antibiotikumok megfelel felhasznaldsa
nagyobb aranyu lenne, ha a gydgyszerészeknek
lenne ideje ellatni gondozasi feladataikat, a 35 év
feletti kollégak szignifikansan nagyobb aranyban
nyilatkoztak igy (p<0,05). Bar a valaszaddk egy ré-
sze ugy gondolta, hogy erre nincs kereslet, 78,1%
szerint a tandcsokra a betegek tobbnyire fogéko-
nyak, orommel fogadjak azokat. 97,1% fontosnak
tartotta, hogy expedialas soran kitérjen az antibio-
tikumok helyes felhasznaldsanak részleteire,
90,5% pedig nagy jelentéséget tulajdonitott a
probiotikumok, étrend-kiegésziték ajanlasanak az
antibiotikumot kivalté betegnek, hogy a gydgy-
szerhasznalatbol adodo esetleges mellékhatasokat
(pl. dysbiosis, antibiotikum-asszocialt hasmenés) a
beteg elkeriilhesse.

4. C)sszegzés, kovetkeztetések

Kutatdsunk célja kozforgalmt gydgyszertarban
dolgozd gyogyszerészek antibiotikum-felhaszna-

II. tablazat

A gydgyszerészek szubjektiv véleménye az antibiotikumokkal kapcsolatos ismereteikrdl

Allitasok Egyetért |Nem ért egyet| Nem tudja
A szakmai ismereteim az antibakteridlis terdpidra vonatkozdan 91,4% 1,9% 6,7%
megfeleléek.
A bakterialis rezisztenciaval kapcsolatos ismereteim megfelel6- 69,5% 3,8% 26,7%
ek.
Az egyetemi képzés alatt lehetne hangsulyosabb az antibiotiku- 90,5% 8,6% 0,9%
mok felhasznalasahoz kapcsolddo oktatas.
Fontosnak tartom, hogy megismerjem a gyégyszerkincsben ta- 90,5% 8,6% 0,9%
lalhato antibiotikumokat, illetve a piacon megjeleno termékeket.
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lassal, prevencidval és személyes felelésségiikkel
kapcsolatos ismereteinek és attittidjének feltarasa
volt. Eredményeink tiikrében elmondhaté, hogy az
orszag délkeleti részén dolgozd gyogyszerészek
tobbsége a tole elvarhatd szinten részt vesz az anti-
biotikum rezisztencia visszaszoritasaban, vala-
mint pozitivan vélekedik a gondozas és a betegok-
tatds jelent6ségérdl a megfelel6 gyogyszerhaszna-
lat elésegitésében. Ez nem elhanyagolhaté szem-
pont, ha figyelembe vessziik a patikdkban antibio-
tikumot vasarlo betegek szamat, hiszen minden
alkalommal lehetéség nyilik a betegek szemlélet-
modjanak megvaltoztatasara. Arra azonban figyel-
ni kell, hogy ne a vényt kivaltani ohajtd viselkedé-
se hatarozza meg az expedialas menetét. A valasz-
adok tobbsége elégedettnek bizonyult a sajat isme-
reteiket illetéen, elismerve az 6nalld utanjaras je-
lentéségét. Fontos lenne azon kollégak gyakorlatan
is valtoztatni, akik ugyan kisebbségben vannak,
de fenntartjak a betegekben azt a vélekedést, hogy
az antibiotikumokhoz vény nélkiil (sokszor telje-
sen indokolatlan esetben) is hozza tudnak jutni.
Az el6bb emlitett kisebbség, illetve akik nem érez-
ték biztosnak tudasukat (tobbnyire az idésebb kor-
osztadly és a szakvizsgaval nem rendelkezdk), a
szakmai tudasfejlesztés szempontjabol jo célcso-
portnak tekintheték. A kiilonb6z6 szakmai tanfo-
lyamok és szinten tartd tovabbképzések fenti
szempontok szerinti kiegészitése hosszu tavon ki-
emelt jelent6ségti lehet a valtozas elérésében.

5. Készonetnyilvanitas

A szerzOk koszonetiiket fejezik ki a kérddivet ki-
tolté gyogyszerész kollégdk, a kérddiv kitoltését
segitd gydgyszertarvezetdk és a Szegedi Tudo-
manyegyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar dol-
gozoi felé, akik ezzel lehetévé tették kutatdsunk
létrejottét. Gajdics Mdridt a Balassi Intézet Kutatoi
Program tamogatta.
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