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ROVIDITESEK JEGYZEKE
a-CD a-ciklodextrin
ACN Acetonitril
AmmAcCc Ammonium-acetat
AP Aktivator protein
APC Adenomatoézus polipdzis coli (Adenomatous polyposis coli)
Api Apigenin
BaP Benzopirén
B-CD B-ciklodextrin
BCS Biofarméciai Osztalyozési Rendszer

(Biopharmaceutical Classification System)

BSA Szarvasmarha szérum albumin (Bovine serum albumin)

CDDS Vastagbél specifikus gyogyszerhordozé rendszerek
(Colon-specific drug delivery systems)

CMC Kritikus micellaképzo6 koncentracio

CNP Szén nanopor

CYP Citokrém P450 enzimcsalad

DL Hatoanyagtartalom (Drug loading)

DM-B-CD Dimetil-B-ciklodextrin

DPI Szaraz porinhalalacios aeroszol (Dry powder inhaler)

DPPH 2,2-Difenil-1-pikrilhidrazil

DS Szubsztitualtsag mértéke (Degree of substitution)

DSC Pasztazo kalorimetria (Differential scanning calorimetry)

DSPC 1,2-Disztearoil-sn-glicero-3- foszfatidilkolin

ED Emittalt dozis

EE Bezarasi hatasfok (Encapsulation efficiency)

EGF Epidermalis novekedési faktor

EPR Elektron paramagneses rezonancia spektroszkopia

(Electron paramagnetic resonance spectroscopy)
ESI Elektroporlasztasos ionizacio (Electrospary ionization)
ESIPT Gerjesztett allapotban végbemend intramolekularis proton transzfer

(Excited-state intramolecular proton transfer)



FDA

FTIR
v-CD
GIT
GR
GSD
HepG2
HP-B-CD
HPH
HPMC
HSS
LNC
MCC
MCF-7
MMAD

MRP
MCC

MFT

MS

NGI

NIR

NP

OAT

PDI

PEG
PEO-PPO-PEO
PLGA

PVAC

PVKap
RAMEB
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Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer Engedélyeztetési Hivatal
(Food and Drug Administration)

Fourier transzformacios infravords spektroszkopia
y-ciklodextrin

Gasztrointesztinalis traktus

Glutation-reduktaz

Geometriai szoras

M34j hepatocellularis karcinoma sejtvonal
Hidroxipropil-p-ciklodextrin

Nagy nyomast homogenizalas (High pressure homogenization)
Hidroxipropil-metilcelluléz

Nagy sebességii kevertetés (High speed stirring)

Lipid nanokapszulak

Mikrokristalyos cellul6z

Emlédaganat sejtvonal (Michigan Cancer Foundation-7)
Tomegmediannak megfeleld aerodinamikai a&tmérd

(Mass median diameter)

Multidrog rezisztencia fehérje

Mikrokristalyos cellul6z

Minimalis filmképzédési hdmérséklet

Tomegspektrométer (Mass spectrometer)

Kaszkad impaktor (Next generation cascade impactor)
Kozeli infravoros spektroszkopia (Near infrared spectroscopy)
Nanorészecske

Organikus anion transzporter

Polidiszperzitas index

Polietilén-glikol

Poli (etilén-oxid)/poli (propilén-oxid) blokk-kopolimerek
D,L-tejsav-glikolsav kopolimer (Poly (lactic-co-glycolid acid)
Polivinil-acetat

Polivinil-kaprolakton

Random metilalt B-ciklodextrin



RD

RES

ROS

SAS
SBE-B-CD
SCS

SDs

SEM
SGLT1
SLN
SMEDDS
SOD
SPARC
TIC

TEC

TFA

TNF
TRAIL

UGT
USP

VEGF
VMD

XRPD
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Visszanyert dozis (Recovered dose)

Retikuloendoteliélis rendszer

Reaktiv oxigén szabadgyok

Szuperkritikus antiszolvens technologia
Szulfobutil-éter-p-ciklodextrin
Natrium-koleszteril-szulfat

Szilard diszperzidk

Pasztazo elektronmikroszkop (Scanning electron microscopy)
Natrium/gliik6z kotranszporter

Szilard lipid nanopartikulum

Onemulgealé gyogyszerhordozé rendszerek
Szuperoxid-diszmutaz

Extracellularis matrix glikoprotein

Teljes iondram kromatogram

Trietil-citrat

Trifluor-ecetsav

Tumor nekrézis faktor

Tumor nekroézis faktorhoz kapcsolt apoptozist indukalé ligand
(Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand)
UDP-gliikuronozil-transzferaz

Amerikai Egyesiilt Allamok Gyogyszerkonyve

(United States Pharmacopeia)

Erképzédésért felelds novekedési faktor

Térfogat mediannak megfeleld aerodinamikai 4&tmérd
(Volume median diameter)

Rontgen por-diffrakcio
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1. BEVEZETES, IRODALMI HATTER

Napjainkban mar tudomanyosan is igazoltak azt az epidemiologiai megfigyelést,
miszerint zoldségek, gylimolcsok és gyogynovények fogyasztasaval szamos degenerativ
betegség kialakulasa megel6zhetd. Ilyen koros elvaltozasoknak szamit példaul a kronikus
gyulladas, a sziv- és érrendszeri, valamint a daganatos megbetegedések, melyek
kialakuldsédban a karos szabadgyokok felhalmozodéasanak is nagy szerepe van. Ezért a
bioaktiv hatdéanyagokkal rendelkez6 novények, foként antioxiddns kapacitasuknak
koszonhetden, jotékony hatassal vannak az emberi szervezetre. Az egyik figyelemre
méltd bioaktiv flavonoid az apigenin, mely képes gatolni a reaktiv oxigéngyokoket és
csokkenteni a kronikus gyulladast. Ezaltal megakadalyozza kardiovaszkularis betegségek
¢s a tumorok kialakuldsat, tovabba sejtekben jelatviteli utak befolyasolasaval
antikarcinogén hatésu.

Az utobbi évekre visszatekintve azt tapasztalhatjuk, hogy az orvostudomanyban
uj szemlélet alakult ki, miszerint a betegségek kialakulasanak megelézésére nagyobb
hangsulyt fektetnek. El6térbe keriiltek olyan ndovényi alapt, gyogyhatast készitmények,
melyek a megelézésen kiviil, a kezelésben vagy az utokezelésben is hatékonyan
alkalmazhatoak. Ezért a gyogyszerkutatas és -fejlesztés figyelme is a fitokomponensek
felé iranyult, mert kivalo hatékonysaguk mellett, a mellékhatasok kialakulasanak csekély
kockézata all fenn. Tovabba fontos szempont, hogy gyartasuk koltséghatékonyabb lehet,
hiszen egy 0j szintetikus Uton el6allitott hatdoanyag fejlesztése rendkiviil idéigényes és
draga folyamat.

A szintetikus gyodgyszermolekulakhoz hasonldéan, a bioaktiv tulajdonsagu
anyagok esetében is a vizoldhatdsag és a permeabilitds szerepe meghatarozo jelentdségii
a hatas kialakuldsa szempontjabol. A készitményfejlesztés soran elegedhetetleniil fontos
a megfeleld kioldodas és felszivodas, tehat a sziikséges koncentracid biztositasa a hatés
helyén. Az apigenint alacsony vizoldhatosadga és magas permeabilitasa kovetkeztében a
Biofarmaciai Osztalyozasi Rendszer (BCS) II. osztalyaba soroltak, ezért formulalasanak
egyik kiemelt célja vizoldékonysaganak javitdsa. Mivel a gyodgyszeripar folyamatos
igénye az egyre Ujabb és hatékonyabb gyogyszertechnologiai eljarasok fejlesztése, egy
magas apigenin tartalmu, akar célzott hatdoanyagleadast biztositd innovativ készitmény

kifejlesztése nagymértékben hozzajarulhat a gydgyszeres terapia sikeréhez.
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1.1. A flavonoidok jelentdsége és elofordulasuk

A flavonoidok a ndvényvildgban rendkiviil elterjedt anyagok. Kémia
diverzitasuknak koszonhetéen tobb, mint 6000 vegyiiletiik ismert. A flavonoid elnevezés
eredete a latin ,,flava”, azaz sarga szobdl ered, mivel a flavonid vegyiiletek az esetek
tulnyomo tobbségében sarga szintliek és a pigmentsejtekben akkumulalodva a novények
szinét is adjak. Masodlagos anyagcsere termékként keletkeznek, ami azt jelenti, hogy
bioszintézisiik nem kapcsolodik a sejt energiatermeléséhez vagy ndvekedéséhez. A
novény karos anyagokkal szembeni (pl.: UV sugarzés) védekezé mechanizmusa révén
keletkeznek, igy in vivo termélddésiik csak kedvezdtlen kdrnyezeti koriilmények hatasara
indul be. Bioszintézisiik a ndvényben a sikimisav uton megy végbe, melynek kozponti
intermedier vegyiilete a sikimisav. Ezt kovetden, tobb lépésben fenilalanin aromas
aminosavbol fahéjsav keletkezik, melyek a flavonoidok 6 prekurzora (1; 2).

Szerkezetiiket tekintve oxigén tartalmu heterociklusos vegyiiletek, két vagy tobb
aromés gyliriit tartalmazo polifenolok. Altaldnos szerkezetik C6-C3-C6, melybél két
fenolgytirli (A és B) és egy heterociklusos pirén gyliri (C) tevédik Ossze. A B gytirii
elhelyekedése alapjan harom szerkezeti izomeriik van, flavonoid, izoflavonoid és
neoflavonoid alapvazak. A gylrik felépitésétél és szubsztituensektdl fliggden hat
alcsoportot kiilonboztetiink meg, melyek koziil kiemelkednek a flavonok, izoflavonok és
flavonolok (1. abra). A ndvényekben altalaban cukormolekulakkal konjugalodva,
glikozidos kotésben raktarozddnak. Megkiilonbozetiink O- és C-glikozidokat, attol
figgéen, hogy a cukorkomponensek éterkotéssel vagy C-C kovalens kotéssel
kapcsolddnak az aglikon molekulakhoz (1; 2).

Bioldgiai hatdsaik kifejtésében jelentds a hidroxil és egyéb funkcids csoportok
szdma ¢s elhelyezkedése. A cukormolekuldk kapcsolodasaval (pl.: gliikdz, apioz és
ramndz) megnd az alapmolekula vizoldékonysaga, de a farmakologiai hatasok
kialakulasaért az aglikon molekulak felelések (3). Szervezetbe jutva diverzitasuknak
koszonhetben szamos jotékony hatast fejtenek ki, ezek koziil legkiemelkeddbbek az
antioxidans, antikarcinogén és antiflogisztikus hatdsok. Ezen kiviil immunmodulator,
antibakterialis és analgetikus tulajdonsaggal is rendelkeznek (2; 4; 5). Az elfogyasztott
¢étellel jutnak be a szervezetbe ahol a komponensek szinergista hatdsa is érvényesiil. Napi
beviteliik altalaban 1-2 g-ra tehetd, de ez az adat jelentOs interperszonalis variabilitast

mutat (6; 7). Felszivodasukban szerepet jatszanak a bélben lejatszodo aktiv €s passziv
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transzportmechanizmusok is (8). Feltehetéen mind az aglikon, mind a glikozidok is
képesek felszivodni, de a molekulak 80%-a un. first pass metabolizmust szenved. Gyors
metabolizaciojuk soran szulfat és glikkuronid konjugatumok keletkeznek, melyek
nagyrészt vizelettel tiriilnek (9).

A flavonoidok jelentdsége abban rejlik, hogy az emberi szervezet nem képes 6ket
eléallitani, ennél fogva kiemelt a gyogydszatban torténd alkalmazasuk. A gyogyszeripar
jovobeli feladata a hatékony alkalmazas érdekében a kinyerésre, eldallitasra és
formulalasra vonatkozo eljarasok kidolgozéasa, melyet rossz vizoldékonysaguk €s ebbdl
adddan igen alacsony biohasznosithatosaguk tesz sziikségessé. Az elmult évtizedekben a
ndvényi hatéanyagok felhasznalasa jelentésen megndtt tobbek kozott olyan kronikus
betegségek megeldzésében, mint a kardiovaszkularis megbetegedések vagy a diabétesz.
Egyes vizsgélatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a daganatok kialakuldsanak
rizikofaktorat is csokkentik (1;2;5). Mindazonaltal a terdpia soran lejatszodo
hatasmechanizmus ¢€s az ehhez sziikséges a pontos dozis meghatirozéasa egyelore még

varat magara.

Ve 3 N\ o
[ ! |

 Izoflavon |

‘/\/\[‘ Flavon ) Flavono
e
| Antocianidin |

Flavanol Flavanon

1. ABRA A FLAVONOIDOK ALTALANOS SZERKEZETI KEPLETE (BEKERETEZVE) ES
ALCSOPORTIJAIK (SAJAT SZERK.)

10
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1.1.1. Apigenin altalanos jellemzése

Az apigenin az egyik legelterjedtebb flavonoid, dontéen glikozidok formajaban fordul
el6 a természetben. Legnagyobb mennyiségben az Apiaceae csalad (ErnyGsviragzatiak)
tagjaiban talalhatd meg, mint a zeller és a petrezselyem és a kamilla (Asteraceae csalad)
(10). Az I. tablazatban lathato néhany jol ismert névény apigenin tartalma. Europaban
az apigenin bevitel egy megfelden taplalkozo felnétt esetén atlagosan 3 +£ 1 mg/nap (7),
de ez orszagonként, valamint az egyén taplalkozasi szokasainak megfelel6en eltérd lehet.
Ezért tobb eltérd irodalmi adatot kozoltek erre vonatkozoéan: 0,4 mg/nap (11), 0,6 mg/
nap (12), 1 mg/nap (13) és 2,34 mg/nap (10). Atlagosan az elfogyasztott flavonoidok
0,5%-a apigenin. A magyar gyermekek 0,57 + 0,71 mg, mig a felnéttek 0,85 = 0,87 mg
apigenint fogyasztanak naponta, mely az eurdpai atlaghoz képest alacsony (14).

I. TABLAZAT NEHANY NOVENY ES GYOGYNOVENY MEGKOZELITOLEGES
APIGENIN TARTALMA (15; 16)

Novény Apigenin tartalom (mg/100 g)
Articsoka (Cynara scolymus) 7,48
Borsmenta (Mentha x piperita ) 5,39
Edesrépa (Brassica napus var. napobrassica) 3,85
Kerti kakukkfti (Thymus vulgaris) 2,5
Kamilla (Matricaria chamomilla) 1000 *
Ko6zonséges orbancfli (Hypericum perforatum) 1,72
Leveles salata (Lactuca sativa var. crispa) 0,13
Majoranna (Origanum majorana) 3,50 %
Orvosi zsalya (Salvia officinalis) 1,20
Rozmaring (Rosmarinus officinalis) 0,55
Szurokfli (Origanum vulgare) 17,71%
Zeller (Apium graveolens) 2,41

$Z szaritott névényben
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Az apigenin flavonvazas vegyiilet, ezért az Osszes flavonoidhoz hasonldan,
bioszintézise a ndvényekben a fahéjsav atalakitasaval torténik. Ezt kdvetden tovabbi
1épésekben a flavonok szintézisét (2S)-flavanonbol a legtobb esetben a sejtmembranhoz
kotott flavon-szintaz II enzim katalizalja. Az Apiaceae csalad néhany tagjaban a
citoszolban levo flavon-szintaz I katalizalja ezt a reakciot. Ez utdbbi folyamat jatszodik
le a petrezselyemben is, ahol a flavanon vazas naringeninbdl apigenin keletkezik a
citoszolban levé flavon-szintaz I enzim katalizisével (17). Ezt kovetéen az apigenin
foként glikozidok formajaban raktarozodik a novények sejtjeiben, melyek koziil
leggyakoribbak az apiin (apigenin-7-O-apiogliikozid) és az apigetrin (apigenin-7-O-
gliikozid). A szerkezeti képletek a 2. dbran lathatok.

CH,0

OH OH
( Apiin ] | Apigetrin |

2. ABRA AZ APIGENOIDOK SZERKEZETI KEPLETE (SAJAT SZERK.)
1.1.1.1. Az apigenin biofarmadciai tulajdonsagai

Az apigenin a szervezetbe vald bejutasanak elsédleges formaja az apigenin
tartalmi novények elfogyasztdsa, melyekben a glikozidok nagyobb mennyiségben
vannak jelen, mint az aglikon (2. abra). Korabban azt feltételezték, hogy a flavonoid
glikozidok szervezetbe jutast kovetéen nem tudnak felszivodni a vékonybélben csak
Kizarolag a vastagbélben, ahol a mikroflora altal termelt [B-glikozidaz enzimek

segitségével meg nem torténik a glikozidos kotés hasitasa. Mara azonban azonositottak
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emberben is harom endogén B-glikozidaz enzimet, melyek koziil az egyik megtalalhat6 a
vékonybél, maj és vese sejtek citoszoljaban és szubsztratjai kozé tartoznak a flavon-,
flavanon- és izoflavon-7-gliikozidok (18-20). A hidrolizis el6segiti a flavonoidok
felszivodasat, tehat az igy felszabaduld aglikon jobban abszorbealddik, ugyanis a polaros
cukor szubsztituensek megnehezitik a cellularis felvételt. Az enzimek aktivitdsdban
egyénenkénti szignifikans eltérések mutatkoznak, mely befolyasolja a flavonoidok
biohasznosulasat (21). Az apigenin szervezetben torténé felszivodasat tobb tanulmany is
igazolja, hiszen az apigenin-glikozidokban gazdag ételek fogyasztasa utan az aglikon
detektalhatdé volt a vérplazmaban (22-24). Ellenben az alacsony maximum
plazmakoncentracid értékek arra utalnak, hogy az apigenin molekula nagy mértékben
first pass metabolizmust szenved el a bél enterocitaiban és a majban, valamint ezen kiviil
feltehet6en enterohepatikus korforgasban is részt vesz (23). A bélben aktivabb lehet a
cukrok hasitasa, mert az apigetrin glikozid a vékonybélben 83%-ban, a majban 49%-ban
deglikozilalodott (18). A felszivodas helyérdl és mechanizmusardl kiilonféle eredmények
sziilettek, mivel a bél kiilonbozd teriileteirdl eltérd mennyiségben torténik a felszivodas.
Az egyik tanulmany szerint az elfogyasztott apigenin legnagyobb szazalékban a
vastagbélbdl (40%), kisebb mennyiségben a patko- és csipdbélbol (21%) abszorbealodott
(23). Ezzel cllentétben allatkisérletekben azt mutattak ki, hogy az apigenin fobb
felszivodasi helye a patkobél (25). Ennek a jelenségnek a pontos oka a mai napig nem
tisztazott. Valdsziniisithetd, hogy az apigenin az egész bélcsatornaban képes aktiv és
passziv transzport mechanizmusok segitségével felszivodni, de az egyes bélszakaszokon
kiilonbozd mértékben. Osszefoglalva tehat az apigenin-glikozidok a bélfalba
transzportalddnak, ahol gyorsan deglikozildlédnak, majd felszivodnak.

Felszivodast kovetden a vérplazmaban humdan szérum albuminhoz (HSA)
kotodik hidrofob ¢és elektrosztatikus kotésekkel, tehat a nem disszocialt, neutralis
apigenin képes kotddni. Elhelyezkedése a HSA fehérje II A szubdomén un. site I részénél
valosul meg (26). In vitro kisérletben a fazis I metabolizacidja soran monohidroxilalt
termékek keletkeznek (szkutellarin, izoszkutellarin és luteolin), melyeknek szintén van
biologiai aktivitasuk. Ebben a folyamatban a CYP enzimek koziil féként az 1A1 2B és a
2E1 vesznek részt. In vitro fazis Il metabolizacio alatt konjugalodasi folyamatokon megy
keresztiil, aminek kovetkeztében az apigenin molekulabdl harom monogliikuronizalt és

egy monoszulfatalt termék keletkezik. Az igy 1étrejovd luteolin molekuldbdl pedig négy
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monogliikkuronizalt, két monoszulfatalt és egy metilkonjugalt termék, a diozmetin,
keletkezik. Ex vivo kisérletben - preparalt patkany maj perfizidja soran - nem tudtak
kimutatni Fazis [ metabolitokat, ezzel szemben egy digliikkuronizalt és egy
gliikkuronoszulfatalt szarmazékot fedeztek fel (27). Egy masik kutatocsoport altal végzett
in vitro és in vivo farmakokinetikai vizsgalat soran szintén gliikouronizalt és szulfatalt
konjugatumokat ugyanolyan mennyiségben mutattak ki a majban. A per os beadott
apigenin gyorsan megjelent a vérplazmaban, felszivodasaban feltehetéleg SGLT1 és
MRP?2 transzporterek, valamint a P-glikoprotein segédkeznek. A first pass metabolizmust
modellezve in situ preparalt bél perfuziés modellen azt az eredményt kaptak, hogy a
vérkeringésbe a vizsgalt apigenin mennyiség 29%-a jutott at a bél enterocitain, melybol
16% valtozatlan, 9% gliikuronizalt és 4% szulfatalt formaban. Ezek az eredmények
szintén arra engednek kdvetkeztetni, hogy az apigenin metabolizaciot szenved el a bélben
még a felszivodas el6tt, mely jelentdsen csokkenti az oralis biohasznosithatosagat (28).
A konjugatumok 1étrejottében feltehetéen az UGT1A9 (29), UGT1A3 és az UGT1A6
enzimek jatszanak szerepet (30). A konjugatumok intesztinalis effluxaban jelent6s
szerepet kapnak az MRP és OAT enzimek is (31).

Az exkrécid soran az elfogyasztott dozis kisebb része 24 ora alatt vizelettel [0,22
+ 0,16%-a (23) illetve 0,58 + 0,16%-a (22)], nagyobb része pedig széklettel iiriil, nagy

individualis eltérésekkel, de a kivalasztasban nincs nemenkénti kiilonbség (22).

1.1.1.2. Az apigenin farmakologiai hatdsai

A felszivddott apigenin biologiai aktivitdsa €s azok mechanizmusai rendkiviil
sokrétiiek, ezért csak a legjelentdsebbek kerlilnek bemutatdsra. Kiemelkednek
antioxidans és gyulladascsokkentd hatasai, melyek a kemopreventiv és a daganatellenes
hatasaival is szorosan Oszefiiggenek (32). Az antioxidans hatasat elsGsorban
szabadgyokok ellen fejti ki (33). Az oxigénbdl szarmazo reaktiv oxigén szabadgyokok
(ROS) a szervezetben természetes modon keletkeznek, példaul a mitokondriumokban
lejatszodo energiafelszabadito folyamatok vagy enzimrendszerek miitkodése révén. Ezek
a rendkiviil reaktiv, parositatlan elektront tartalmazoé oxigén vegyiiletek (szuperoxid, *O2
vagy hidroxil, *OH) fontos szerepet toltenek be a sejtmiikodés szabalyozasaban és ezért
keletkezésiik €s eliminacidjuk egyensulyi folyamatban all. Eliminacidjukat a sejtben

defenziv enzimek végzik, mint a glutation-reduktaz (GR), glutation-peroxidaz vagy a
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szuperoxid-diszmutaz (SOD). Ha ez az egyensulyi folyamat felborul, tehat tul sok ROS
termelddik vagy csokken a defenziv enzimek szintje, akkor oxidativ stressz 1ép fel a
sejtben. A ROS tulzott mennyiségben képes oxidalni a DNS-t, a lipoproteineket ¢és a
tobbszordsen telitetlen zsirsavakat, valamint deaktivalni a fehérjéket. Az oxidativ stressz
a makromolekulék karositasaval szdmos betegség, mint a diabétesz, neurodegeneracio és
a daganat kialakulasanak taptalaja lehet (34). Az apigenin molekula szerkezetébdl
adddoan hidrogén-donor tulajdonsagu és igy képes elimindlni az oxigén gyokoket, nem
reaktiv termékeket eredményezve. A szabad hidroxil csoportok szama és elhelyezkedése
jelentésen befolyasolja a molekula ezen hatasat (35). Az A gylrtn 1évé két hidroxil
csoport elhelyezkedése folytan képes H-kotést kialakitani a szabadgyokokkel. Ezen kiviil
a C gylrlin 1évé C2=C3 kettdskotés és az oxocsoport eldsegitik a n delokalizalt
elektronrendszer kialakulasat a szomszédos gytriiikben, melynek folytan konnyen vesz
rész elektron-donor reakcidkban (36). In vitro kisérletekben bizonyitottan csdkkentette a
DNS karosodasat (37) ¢és a lipidperoxidaciot (38). In vivo allatkisérletekben
neuroprotektiv hatasunak bizonyult (39) és novelte a glutation-transzferaz (40) és a
glutation-reduktaz antioxidans enzimek szintjét (41). Human szervezetben gyakorolt
antioxidans hatasat alatdmasztja, hogy apigeninben gazdag étrend fogyasztasa utan
elmelkedett az eritrocita GR és a SOD szabadgyokfogo enzimek szintje is a vérplazmaban
(22), mely hatasat az ételek elokészitése soran sem vesziti el (42).

A patofizioloégias folyamatokat altaldban gyulladds kiséri, melynek
kialakuldsdban szamos sejtjelatviteli folyamat all. Ezen folyamatok legjelentdseb
mediatorai a nuklearis faktor kappa B (NF-kB) és az aktivator protein 1 (AP-1), melyek
aktivatorai a pro-inflammatorikus citokinek (pl.: IL-1B, IL-6, TNF-a) és a ROS. Ezen
kiviil a gyulladast altalanosan jellemzi makrofadgok jelenléte és fagocitdzisa, melynek
soran sok szabadgyok termel6dik, ami kronikus gyulladast is képes el6idézni (43-45). Az
apigenin az antioxidans hatasaval egyiitt gyulladascsékkentonek is bizonyult. Rithidech
¢€s mtsai vizsgalata soran, y-besugarzast kovetden apigeninnel kezelt allatokban jelentds
mértékben alacsonyabb volt a pro-inflammatorikus mediatorok (IL-1f és TNF-a)
plazmaszintje, mint az apigeninnel nem kezelt egerekben (46). Az apigenin
szabadgyokfogd ¢és gyulladascsokkentd hatdsat, ugyanezen mediatorok szintjét
csokkenve a tiidében tobb tanulmany is igazolja (47; 48). Ezen kiviil mas citokin (IL-2,
IL-6, IL-8) és AP 1-re gyakorolt inaktivalo hatasat is alatamasztottak (49; 50). Tovabbi
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vizsgalatok azt is kimutattak, hogy ezen citokinek gatlasaval nem csak a NF-kB
aktivalodasat, hanem a ciklooxigendz enzim (COX-2) génexpresszidjat iS, tehat enzim
szintjének emelkedését is megakadalyozta. Ez az enzim szintén felelds a gyulladés és a
hozza kapcsolodo fajdalom kialakulasaért. Legujabb kutatasok szerint az oxidativ stressz
¢s a gyulladas egyik kivalté ok a major depresszio kialakuldsaban, ezért az apigeninnek
itt is preventiv szerepe lehet (51).

A kemoprevencié célja, hogy megakadalyozza, késleltesse vagy esentént
visszaforditsa a koros elvaltozasok kialakulasat. Az apigenin kemopreventiv hatasat a fent
emlitett folyamatok befolyasolasa és kiilonféle biomarkerekre gyakorolt hatasa révén fejti
ki, melynek soran képes gatolni a sejtproliferaciot €s elésegiteni a programozott sejthalalt,
az apoptozist (52; 53). Olyan géntoxikoldgiai elvaltozasokra, mint a kromoszoma-
aberraciok szamanak novekedése (54; 55) vagy a DNS repair enzimek miikodésének
csokkenésére képes reverzibilisen hatni, vagyis visszaforditani a koros folyamatokat (56).
Ezen kiviil gatolja a sejtek talzott szaporodasat (proliferacio) (57) és apoptozist indukal
kiilonféle jelatviteli utakon keresztiil (58). Tovabba olyan hormonfiiggd daganatok
kialakulasaban, mint a emlédaganat nagy jelentdsége van az apigenin 6sztogén szerii
hatasanak (59). Fitoosztrogénként kotddik a sejtek 6sztogén receptorahoz és befolyasolja
azok noOvekedését és génatirasat, tehat megakadalyozza a tumor kialakulasat és
burjanzasat (60).

Antikarcinogén hatasat szintén szamos kutatds igazolja, melyet a
daganatsejtekben foként a sejtciklus, valamint a kiilonféle enzimek és jelatviteli
utvonalak gatlasaval éri el. A sejt reprodukcidja, vagyis két sejt 1étrejottét eredményezo
folyamat a sejtciklus, melyet a sejt allapotatdl fiiggden kiilonboz6 fazisokra oszthatunk
(Go, G1, S, G2 és M fazisok). A tumorsejtek altalaban a novekedési és osztodasi
szakaszban vannak. Kiilonbozé tumorsejtvonalakat vizsgalva az apigenin képes volt
megallitani a sejtciklust a novekedési (GO/G1) és az osztodasi fazisban (G2/M) 1s, foként
ap53 (61) és APC vastagbél tumor szupresszor gének expresszidjanak novelésével (62).
Tovabbiakban csak néhany példat emlitve, az apigenin tumorsejtekben gatolta a proteaz
(fehérjebontd enzimek) ¢és telomeraz (sejtosztodasban van szerepe), valamint
hormonfiiggd daganatokban fontos szerepet betdltd aromatdz (Osztrogén szintézisért
felel6s) enzimet is. Ezen kiviil gatlé hatassal birt a legfontosabb novekedési faktorok

daganatkelto €s attétképzo hatasara is, mint az EGF (epidermalis novekedési faktor) vagy
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a VEGF (érképzodésért felelds novekedési faktor), igy akadalyozva az angiogenezist,
vagyis a danatsejt tapanyagellatasat és novekedését (63). Tovabba eldsegitette a sejthalalt
a tumor nekrozis faktor alfa (TNFa) (64; 65) és a p53 tumor szupresszor protein
szintjének emelésével (66), valamint a kaszpaz-9 és kaszpaz-3 utvonalak aktivalasaval
(67). Es végiil, de nem utolsd sorban, serkentette a sejthalal receptor 5 (DR 5)
expresszidjat, mely szinergista hatdsat kifejtve a TRAIL halélliganddal szelektiven
apoptozist indukalt tumorsejtekben (68). Kiemelve a legjelentésebb farmakologiai
hatasokat és a hatteriikben allé mechanizmusokat a 3. abra mutatja. Fontos megemliteni,
hogy ezeken feliil analgetikus (69; 70), kardioprotektiv (71) antidiabetikus (72) és

antibakterialis (73) hatasait is leirtak mar.

SEthikILlS gét]ésa (GO/GI és GQ/M) B(’il“l'i'lk, Ore edés .
Apoptézis indukélisa (p53 APC ‘ gétlﬁsag J <1/ Elnyeli az UV-B
tumorszupresszor gének, kaszpaz . 1 n . sugarzast
Gtvonalak, DRS, TRAIL ) Tiidé, Em16, Mdj
Novekedési faktorok gatlasa (VEGF) Hasnyalmirigy
Enzimek gatlasa (aromataz, telomeraz) Pajzsmirigy [ Antidiabetikus ]
Sejtproliferacio gatlasa ﬁ
" Vastaobél ; ; . wn Glikoz és lipid szintek
Vér-és fyimk @{ Antikarcinogén ] szabélyozésa
Petefészek '
Prosztata | Antibakterislis |
\___ Mellékvese oi—T\/’/“'
\ S. aureus, B. subtilis,

"‘: E. coli, P. aeruginosa

Kemopreventiv

| Antioxidns |
ROS eliminalasa
Antioxidans hatasu
enzimek aktivalasa

Fitodsztrogén hatas
Sejtproliferacio gatlasa
Apoptozis szabalyozasa

DNS repair enzimek ‘I

aktivalasa 7

[Neuroprotektl’v} [ Gyulladascsokkento ]

Gyulladasos citokinek szintjének
csokkentése (IL-1B és TNF-a)
COX-2 génexpresszio gatlasa

Alzheimer-kor
Fajdalom receptorok
Antidepresszans

3. ABRA AZ APIGENIN FOBB HATASAI ES HATASMECHANIZMUSAI (SAJAT SZERK.)

Osszefoglalasképpen elmondhatd, hogy epidemiologiai és tudomanyos adat tdmasztja
ala azt a tényt, hogy az apigenin szamos jotékony hatassal rendelkezik, melyek koziil

kiemelkedik kemopreventiv és antikarcinogén hatasa.
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1.1.1.3. Az apigenin kélcsonhatasai gyogyszermolekulakkal

Ez elébbickben bemutattam, hogy az apigenin kisérleti koriilmények kozott
Onmagaban is jelentds tumorellenes hatdssal rendelkezik, de ezen feliil képes
kemoterapias szerekkel szinergista hatast kifejteni. Az egyik ilyen gyogyszermolekula a
paklitaxel, mely jelentds citotoxicitassal bir. Kimutattdk, hogy az apigenin szenzitizélta a
daganatsejteket a paklitaxelre, tehat a felszaporodott ROS nagy mennyisége €s a kaszpaz-
2 aktivalodasa révén apoptozis a kovetkezett be a daganatsejtben. gy eldsegitheti a
paklitaxel terapias doézisanak csokkentését (74). Egy masik vegyiilet, az 5-fluorouracil
citotoxikus hatédsat is szignifikdnsan megnovelte az apigenin, melynek kovetkeztében,
hasonloképpen a ROS megndvekedett szintje és a mitokondriumok megvaltozott
membranpotencialja apoptozis indukalt (75). Ezen kiviil tumorsejteket szenzitizalta a
sugarzasra is, mely sugarkezelésekben nagy jelentdséggel birhat a jovoben (76; 77).

Szinergista hatdsat nem csak szintetikus gyogyszermolekuldkkal, hanem mas
flavonoidokkal is kifejti, potencirozva hatasukat. Egy tanulmanyban naringeninnel egyiitt
Osztrogén receptorhoz kapcsolodva fokoztak egymas kemopreventiv hatasat (59). Szintén
naringerinnel egyiitt alkalmazva potencirozta a cefalosporinok csoportjaba tartozo
ceftazidim antibiotikum hatdsat rezisztens Enterobacter cloacae baktérium torzson,
melynek soran gatoltdk a P-laktaméz bontoenzimet, a peptidoglikdn szintézist és a
baktérium kiilsé membranjat permeabilissa tették az antibiotikumra (78). Egy jol ismert
antikarcinogén polifenollal, a kurkuminnal kombinalva gatolta a sejtciklust az osztodasi
fazisban és apoptozis indukalt (79). Ezen kiviil az aloe vera ndvény f6 hatdéanyagaval, az
emodinnal kombindlva, a hasnyalmirigy lipazaktivitasat gatolva, hatasos ellenszere lehet
az elhizasnak (80).

A vegyliletek eliminacidjanak nagy részét a szervezet metabolizald enzimei
végzik. A metabolizmus {6 szerve a m4j, ahol egyrészt a citrokrom P450 enzimek (CYP)
polaris funkcidés csoportok bevitelével megnoveli a xenogének vizoldékonysagat,
masrészt endogén anyagokkal konjugacid kovetkeztében az exkrécidt segiti eld. Ezen
enzimek gatlasa a hatdanyagok megnovekedett vérplazmaszintjét, igy mellékhatasokat;
az enzimek indukalasa a terapias hatasok elmaradast is eredményezheti, ezért nagyon
fontos egyes vegyiiletek enzimekre gyakorolt hatasanak ismerete. A flavonoidok koziil
tobb vegyiilet, igy az apigenin is képes kompetitiv és reverzibilis mdédon gatolni a

CYP2C9 (81) ¢és indukalni a CYP1Al (82) enzimeket, melyek az ember egyik
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legfontosabb metabolizald enzimjei kozé tartoznak és a molekuldk hidroxilacidjanak
nagy részét végzik. Ezen kiviil a UDP-gliikuronil-transzferaz UGT1A1 konjugaciot
végzé metabolizald enzim izomerjét is indukalta (82). Tovabba ételinterakciokhoz
vezethet, hogy gatolja a human organikus anoin transzporter polipeptid 1B1 (OATP1B1)
transzport molekulat, ezaltal akadalyozva olyan gyogyszermolekuldk felvételét

majsejtekbe, mint az atorvasztatin (83).

1.1.2. Petroselinum crispum, mint az apigenin legfébb természetes forrasa

A petrezselyem az Apiaceae (Ernydsviragzatiiak) csaladjaba tartozik, ezen beliil
Is a Petroselinum nemzetségébe. Tobb valtozatat is megkiilonboztethetiink: mint példaul
a fodros metélOpetrezselymet (Petroselinum crispum), a sima levelt metélépetrezselymet
(Petroselinum neapolitanum) vagy a gyokérpetrezselymet (Petroselinum tuberosum). A
novény konnyen termeszthetd, de a termesztés koriilményei jelentds mértékben
befolyasoljak a komponensek mennyiségét (84). Ez a névény flavonoidokban, asvanyi
anyagokban és vitaminokban is gazdag, mindemellett még szamos mas hatéanyagot is
tartalmaz, mint kumarinok, poliacetilének ¢és karotinoidok. A hatdanyagok
sokrétliségébdl addddan szadmos terdpids hatdssal rendelkezi; simaizom gorcsoldo,
diuretikus, hepatoprotektiv, vérlemezke aggragaciot gatld, antioxidans és fitoosztogén
(85; 86). A gorcsoldd hatasért a magjaban talalhaté apiol és miriszticin fenilpropan
szarmazékok felelnek. Kiemelt terapids hatassal rendelkeznek flavonoidjai, melyek koziil
a legjelentésebb az apigenin és glikozidjai. Mint azt fentebb emlitetem, a ndvényi
flavonoidok féként cukrokkal konjugalddva raktdrozodnak a ndvényben; malonsavval
torténd konjugalddasat kovetden pedig a novényi sejt vakuolumaiban tarolodnak. Az
apigenin is leggyakrabban cukrokkal és savakkal (malonil, acetil) konjugalédik, ennek
kovetkeztében tobb apigenin szdrmazék fordul eld a petrezselyem levelében, kisebb
mennyiségben pedig akar a szabad aglikon is. gy a petrezselyemben az apigenin apiin,
malonil-apiin és apigetrin formajaban talalhato meg leginkabb (86). A fébb hatéanyagait,

mennyiségiiket és hatasaikat a I1. tablazat mutatja.
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Il. TABLAZAT PETROSELINUM CRISPUM FOBB HATOANYAGAI, MENNYISEGUK ES
FOBB HATASAIK (15; 17; 84-88)

Bioaktiv hatéanyagok (mg/100 g levél) Hatasaik
Apigenin 215 /4503,50%
Luteolin 19,75% Antioxidans
) o452 Kemopreventiv
Flavonoidok ~ 1zoramnetin 331,24 Gyulladascsokkenté
Kempferol 1,49 Antidiabetikus
Kardioprotekti
Kvercetin 0,28 ArCIOproteRiy
Miricetin 14,84
A 10,61
Bs (niacin) 1,3
Vitaminok c 133/162,8% Antioxiddns
' Kardioprotektiv
E 0,8
K 1640
Cink 11
Kalcium 138
L Kalium 554 Kardioprotektiv
Asvanyi anyagok ) .
Magnézium 50 Sejt anyagcsere
Réz 0,1
Vas 6,2
, Bergapten ~0,003 Antidiabetikus
Furanokumarinok ]
o Kemopreventiv
Izopimpinellin ~0,003
Antibakterialis
Poliacetilének Falkarindiol ~230% Gyulladascsokkentd
Daganatellenes
.. Lutein 4,32
Karotinoidok ) Antioxidans
B-karotin 2,58

$Z gzaritott levélben
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A Petroselini folium et fructus gyogyaszati célbdl torténd felhasznalasa egészen
az 6kori idokig nyulik vissza, foként étvagyjavitoként, vizelethajtoként és gorcsoldoként
hasznaltdk (1), valamint a kozépkorban vérhasjarvanyok idején is alkalmaztak (6).
Napjainkban diabétesz, vesekOhajté és magas vérnyomas elleni gydgyteak alkotoérésze.
Az 1960-as ¢évek t4jékan mutattdk ki legel0szor, hogy  flavonoidjai kozil a
legkiemelkedGbb az apigenin, mig az 1990-es évek végén pedig in vitro kisérletekben
igazoltak, hogy képes a DNS szintézis gatlasan keresztiil az emlddaganatsejtek
novekedését (70). KésObbiekben bizonyitasra keriilt, hogy képes csokkenteni a
Rendszeres fogyasztasaval feltehetleg olyan oxidativ stresszel dsszefiiggd betegségek
kialakulasat lehet megakadalyozni, mint Alzheimer-kor (91), diabétesz (92) és malignus
elvaltozasok (90). A petrezselyem levél kivonata erés antioxidans hatasanal fogva képes
megvédeni a DNS-t az oxidativ gy6kok karos hatasaival szemben (90) és szabadgyokfogo
enzimek, mint a glutation reduktdz (GR) vagy a szuperoxid-diszmutaz (SOD) szintjét
noveli a sejtplazmaban (22). Tovabba fajdalomcsillapitdo (93), gyulladascsokkentd
hatastinak is bizonyult (89) és csokkentette a koéros metabolikus folyamatokat és a
majsejtek elvaltozasait allatkisérletekben (94). Ezen kiviil vizes kivonata hatékonynak
mutatkozott olyan borfertézéseket okozd baktériumok ellen, mint a Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus ¢és a Streptococcus pyogenes (95). Tehat a
petrezselyem levelét étkezéssel elfogyasztva, bizonyitottan kivald forrdsa bioaktiv
hatéanyagoknak, melyek segitségével noveli az ételek az antioxiddns kapacitisat és
kemopreventiv hatdsat, ezaltal csokkentik az oxidativ stresszel Osszefliggd betegségek

kialakulasat (92; 96).
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1.2. Az apigenin gyégyszertechnolégiai vonatkozasai és hordozé rendszerei

1.2.1. Ciklodextrinek

Az utobbi évek tendencidit figyelembe véve megallapithatd, hogy a rossz
vizoldhatosagi farmakonok oldodasanak javitdsa érdekében a nanoméretli hordozo
rendszerek, azon belill is a ciklodextrinek, egyre nagyobb teret nyernek. A CD-ek
zarvanykomplex képzéssel segitik el6 az oldékonysag novelését, ezaltal lehetovée teszik a
fitokomponensek nagyobb biohasznosithatosagat is (97). Az Api-CD zarvanykomplex
képzddését mindezidaig azonban csak a -CD-nel, valamint ezen CD random metilalt
(RM-B-CD) és hidroxilalt (HP-B-CD) szarmazékaival vizsgaltak. A fazis-oldhatosagi
vizsgalatok eredményei alapjan a létrejott zarvanykomplexek 1:1 (flavonoid:CD)
sztochiometridjliak, tovabba a szarmazék CD-k hatékonyabban ndvelik meg az apigenin
oldékonysagat, mint az alap ciklodextrinek. A stabilitasi allandot (Ki:1), amely a
komplexekre jellemz0 érték, a fazis-oldhatdsagi diagram lineéris szakaszabol szamoltak
ki, 827,6 M (B-CD), 1038,6 M (DM-B-CD) és 4511,5 M (HP-B-CD) voltak. Az igy
kapott értékeket figyelembe véve jol lathato, hogy jelentGsen stabilabb komplex alakul ki
az apigenin és a HP-B-CD kozott. A jelenség magyarazataul a nagyobb szamban

eléforduld hidrogén-hid kotések szolgalnak, mely az oldékonysag 11,5x-6s novekedését
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4, ABRA A SEMATIKUS ABRA AZ APIGENIN FELTETELEZETT ELHELYEZKEDESET
MUTATJA CIKLODEXTRIN ZARVANYKOMPLEXBEN (102)

1.2.2. Liposzémaék és micellak

Banerjee ¢és munkatarsai apigenin tartalmii nagy unilamellaris
vezikulumokat allitottak el6 DSPC foszfolipidb6l vékonyréteg hidratacids technikaval
(100). Mikroszkopos felvételeken jol megfigyelhetd, hogy a liposzomak a baktériumok
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kiilsé membranjahoz tapadva bejuttattak az apigenint a baktérium belsejébe (kikeriilve a
Gram negativ baktériumok kiils6 lipopoliszacharid-protein védd burkat is). Ezt kdvetden
az apigenin a baktérium sejt lizisét okozta a sejtmembran karositasaval. A vizsgalt Gram
negativ (Escherichia coli) és Gram pozitiv (Staphylococcus aureus) baktériumokra is
hatékonynak bizonyult a készitmény. Tehat a liposzomdak elésegitették az apigenin
antibiotikus hatasat és csokkentették a sziikséges dozist vagyis megnovelék az apigenin
terapias indexét és antibiotikus hatasat (100).

Standardizalt, magas apigenin tartalmu kamilla kivonatot inkorporaltak Natipide®
II félszilard gélbe, mely 20% foszfolipidet tartalmazott és vizsgaltdk a készitmény
hatékonysagat dermalis kortikoszteroid terdpia lehetséges helyettesitdjeként Arsic és
mtsai (101). Osszehasonlitdsképpen liposzomakat nem tartalmazd, O/V tipust kendcs
alapanyagot alkalmaztak, melyben a kivonat mennyisége ugyanannyi volt. Az in vitro
kioldodas vizsgalatok és in vivo klinikai tesztek is bizonyitottak, hogy mindkét
készitmény jol toleralhatd, de a liposzémakat tartalmazoé gél hatékonyabban csdkkentette
a gyulladast. Ezért feltételezhetd, hogy liposzomak a boér mélyebb rétegeibe eljutva
nyujtott hatast tudnak kifejteni. Ez is azt bizonyitja, hogy ndvényi kivonatok igéretesek
lehetnek a mellékhatas-mentes terapiaban (101). Az apigenin lehetséges elhelyezkedését

a vezikulumokban az 5. abra mutatja (102).
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5. ABRA A SEMATIKUS ABRA AZ APIGENIN BEZARASAT MUATAJA LIPID
NANOKARRIEREKBEN (102 ALAPJAN)

Lengyel kutatok az apigenin pontos elhelyezkedését a lipid membranban és ily
moddon membranra gyakorolt hatasait modellezték dipalmitoil-foszfatidilkolin (DPPC)
liposzomakkal (103). A vizsgalatokat EPR méréssel, valamint FTIR és H!NMR
spketroszkopiaval is elvégezték, melyek hasznos informaciokat nyujtanak a flavonoid-

membran interaciokrol. Az eredmények azt mutattdk, hogy az apigenin molekula
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hidrogén-hid kotésekkel kapcsolodik a DPPC molekula ,,polaris fej” részéhez. gy nem
hanem membran mélyebb régidiban is az apolaris lancrésznél. Tehat a sejtmembranban
az apigenin apolaris gytrti a lipid kettOsréteg hidrofob részén, mig a polaris hidroxil
csoportjai a vizes fazishoz kozelebb helyezkednek el. A lehetséges kotodési
mechanizmust 6. abra mutatja (103). Mivel az apigenin molekula megoszlik a membran
hidrofob és hidrofil régidi kozott, lecsokkenti a lipidek fluiditasat, igy képes rigidebbé
tenni a membrant. Ez az in. membranstabilizalo hatas feltehetden csokkenti a periférias
enzimek aktivitasat és mobilitasat, mely hozzajarulhat az apigenin daganatellenes

hatasahoz, megvaltoztatva jelatviteli itvonalakat és sejtciklust is (54,55).

(CHan

6. ABRA AZ APIGENIN MOLEKULA (A) HIDROGEN-HI{D KOTESEKKEL KAPCSOLODIK A
DPPC MOLEKULA (B) ,,POLARIS FEJ” RESZEHEZ (103)

Egy masik kutatocsoport az oldékonysag novelésére és a transzdermdalis hatas
elérésére etoszomakba is formulaltak az apigenint (104). Ez a tipusu liposzoma 20-50%
(v/v) alkoholt tartalmaz, mely leggyakrabban etanol és/vagy propilén-glikol. A
hagyomanyos liposzomakkal szemben nagy elényiik, hogy akar szisztémas keringésbe is
képesek eljuttatni a hatdéanyagot jelentésen megnovelve azok oldékonysagat. A
formulalas optimalizalasat kisérlettervezé programmal végezték, melynek segitségével
az optimalizalt készitmény 50%-ban tartalmazta propilén-glikol és etanol 1:10
térfogataranyl keverékét, valamint lipidfazisként 5% Lipoid® S 75-6t (68-75%-ban
tartalmazott szojalecitint). Altalanossagban az etoszomak méretét jelentSsen befolyasolja
az alkohol tartalmuk, tehat novekvd alkohol koncentraciot alkalmazva né a méretiik.
Ellenben az etanol jo penetraciéfokozod, mig a propilén-glikol ndveli a viszkozitast és a

stabilitast, ezért elésegiti az akkumulaciot a borbe. Ezt in vivo megoszlasi és
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transzdermalis efflux kisérletekkel is alatamasztottak ebben a publikacidoban, ahol azt
tapasztaltak, hogy az alkoholok mennyiségével nétt az etoszomak fluiditasa,
elasztikusabba valtak, ezaltal jobban penetraltak a bor mélyebb rétegeibe is. Tovabba a
lipidfazis novelésével nétt az etoszomak stabilitdsa és bezarasi hatasfoka (91,22 =+
6,38%). A hatékonysagot hagyomanyos liposzomakkal, ,,iires” etoszomakkal (melyekbe
nem inkorporaltak apigenint csak hozzdadtdk a diszperzidhoz) ¢és Un. elasztikus
liposzomakkal, melyek Tween® 80-at is tartalmaztak (Transfersomes®) hasonlitottak
0ssze. A bezarasi hatasfok a tobbi készitménynél kisebbnek bizonyult az optimalizalt
készitményhez képest. Tovabba az apigenin tartalmu etoszémak kis méretiik (67,09 +
4,10 nm) ¢€s jobb deformalhatosaguk kovetkeztében a bor mélyebb rétegeibe is képesek
voltak penetralni ezért hatékonyabban csokkentették az UV-B okozta gyulladast, mint a
kontroll készitmények (104).

Az apigenin ordlis biohasznosithatésaganak javitasara Munyendo és mtsai
foszfolipid micellakat allitott el6, melyek stabilitasat TPGS-sel (D-a-tokoferil-
polietilénglikol-szukcinat) novelték (105). A TPGS az E-vitamin vizoldékony
szarmazéka, elGallitasa soran az E-vitamint polietilén-glikollal észterifikaljak és igy
feliiletaktiv anyagként viselkedik. Alacsony CMC értéke (0,02%, m/m) idealissa teszi
liposzomak ¢és nanoparikulumok eldéallitdsdban, mert szolubilizald, stabilizald és
penetracio fokozo hatasu (106). Per os alkalmazva képes megndvelni a hatéanyagok
plazmafelezési idejét, javitani a cellularis felvételt és gatolja az exocitozist (107). Az
apigenin-foszfolipid-TPGS micellakat vékonyréteg hidratacios technikaval allitottak elo.
Vizsgaltak az apigenin elhelyezkedését 3D molekulamodellel. Itt is hasonld eredményt
kaptak, miszerint az apigenin hidrofob lancoknal helyezkedik el, kozel a polaris
régiokhoz és a kapcsolddasban intramolekularis hidrogén-hid koétések és elektrosztatikus
erdk is kozrejatszanak. Az elhelyezkedést a 7. abra szemlélteti. A micellak bezarasi
hatasfoka 87,35%, hatéanyag tartalma 12,6%-nak és méretiik 137,1 £ 3,4 nm-nek
bizonyult; stabilitasukat megoérizték tobb, mint 90 napig. A negativ zeta potenical érték
(-12,94 mV), megerdsitette a szamitogépes predikciot, miszerint a PEG lancok a micella
felszinénél helyezkednek el. In vitro kioldodas vizsgalatok azt mutattak, hogy az apigenin
nagy része 2 oOra alatt felszabadult. Szintén in vitro vizsgalatokban az intesztinalis
felszivodas 2,4-szeresére novekedett, tovabba az elvaltozott sejtvonalakon szignifikdnsan

nétt a citotoxikus hatas (105).
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7. ABRA AZ APIGENIN ELHELYEZKEDESE FOSZFOLIPID-TPGS KOMPLEXBEN
(105 ALAPJAN)

Zhai és mtsai az apigenin oldékonysdganak novelésére polimer micelldkat
allitottak el6 (108). Ezek a polimerekbdl allé micellak altalanosan kis méretiiknél fogva
(10-100 nm) alkalmas hordozoi lehetnek daganatellenes készitmények, mert
akkumulalodnak a sejtekben és a védekezo szerepet bet6ltd retikuloendotelialis rendszer
(RES) sem ismerik fel 6ket. MicellaképzOdés soran vizes kozegben, az amfipatikus
molekulak hidrofob résziikkel korbeveszik a vizoldhatatlan hatéanyagot (mag), mig a
hidrofil résziikkel a vizes fazis felé fordulnak (héj). A Pluronic® P123 az egyik
leggyakrabban alkalmazott triblokk kopolimer, melynek struktaraja: PEO-PPO-PEO. A
hidrofob PPO csoportot 70%-ban tartalmazza és 30%-ban a hidrofil PEO-t, ezért vizes
kozegben vékony hidrofil héj alakul ki, melynek kdvetkeztében tovabbi stabilizalasra van
sziikség (109). Erre alkalmas nem-ionos szolubilizalé 4gens a Solutol® HS 15 (polietilén-
glikol-660-hidroxisztearat), mely szerepel az Eurdpai Gyogyszerkonyvben is és PEG
tartalma noveli a készitmények stabilitast és a szisztémas keringési id6t (110). Az
apigenin tartalm®, Pluronic® P123 és Solutol® HS15 polimerekbdl 4all6 micellakat
vékonyréteg hidratacios technikaval allitottak el6. Az optimalizalt készitmény 148
szeresére ndvelte meg az apigenin oldékonysagat (320,8 pug/mL). A bezarasi hatasfok
96,36%, a hatéanyag tartalom 1,32% volt. Mikroszkoppal vizsgalva a micelldk homogén
eloszlast mutattak és méretiik kisebbnek bizonyult (16,9 nm), mint az ,,lires” micellaké
(18,9 nm). A lehetséges magyarazat erre, az apigenin hidroxil csoportjai és a PEG lanc
karboxil csoportjai kdzott 1étrejovo intramolekularis H-hid. In vitro kioldodas vizsgalatok
nyUjtott hatdanyagleadast mutattak és a készitmény ndvelte az apigenin citotoxikus

hatasat HepG2 és MCF-7 majsejteken in vivo (108).

26



DOI:10.14753/SE.2017.2270

1.2.3. Nanorészecskék

A biohasznosithatosag novelésére a liposzémakon kiviill mas lipid alapa
hordozoérendszereket is alkalmaznak. A lipid nanokapszulak (LNC) szabadalmaztatott
biomimetrikus hordozorendszerek, melyek liposzomabol és polimer nanokapszulabol
allnak. Altalanos felépitésiik alapjan, az olajos belsd fazist a kozepes lanchossziisagi
trigliceridek épitik fel, melyet pegilalt feliiletaktiv anyagok vesznek korbe kiils6 fazist
alkotva. Oldészermentes eldallitasuk és hossza stabilitasuk (max. 18 honap) jelentés
elényt jelent a liposzomakkal szemben (111). llyen LNC-ba fazis inverzié méodszerével
sikeresen inkorporaltak az apigenint Ding és mtsai. A kisérletek optimalizalasa soran
maximalisan 1,26 + 0,05% hatéanyag tartalmat és 95,86 + 0,38% bezarasi hatasfokot
tudtak elérni. Az dsszapigenin tartalom 5,88 mg/ml-re tehetd, a kozel gomb alakt, 46,1
nm méretii és -28,18 mV zeta potencialu kolloid rendszerben. Az in vitro vizsgalatok két
fazisu kioldodast mutattak, mig a megnovekedett hatékonysagot in vivo antiproliferativ
vizsgalatok igazoltak (112).

Egy masik azsiai kutatocsoport tagjai szildrd lipid nanopartikulumokba (SLN)
inkorporaltak az apigenint (113; 114). Az SLN-eket 1992-ben fomulaltak elészor a
polimer nanopartikulumok ¢és az o/v tipusi emulziok alternativajaként.
Szobahomérsékleten 1-30% (m/m)-ban biokompatibilis szilard lipidekbdl allnak és 0,5-
5% (m/m)-ban tartalmaznak feliiletaktiv anyagot. SLN-ek eldallitasa soran a rossz
vizoldékonysagu hatéanyagot a lipid és a feliiletaktiv anyag keverékében oldjak, majd
hozzaadjak a vizes fazist nagy sebességii kevertetéssel. Ezt kovetden leggyakrabban HPH
alkalmaznak a nanorészecskék eldallitasara (115). Azonban az apigenin tartalmt SLN-
eket ultrahang segitségével allitottak el6, melynek segitségével homogén eloszlasu,
szférikus nanopartikulumokat kaptak. A részecskeméret 135 nm, a zeta potencial érték -
18,90 mV volt. In vitro kioldodas vizsgalatokban az apigenin felszabadulasa elsérend
kinetikat mutatott. Tovabbiakban az eltarthatosag novelésére liofilizaltak a mintakat.
Patkdnyokon végzett kisérletekben oralisan adagolva hasonlitottdk 6ssze a készitmény
szervezetbeni  sorsat apigenin makroszuszpenzioéval. In  vitro a relativ
biohasznosithatésag 327%-kal nétt, valamint magasabb plazmaszintet és lassabb
eliminécios sebességet mértek a kontroll csoporthoz képest, mely egyértelmiien jelzi,
hogy az SLN készitmény jelentdsen novelte az apigenin biohasznosithatosagat per os

alkalmazva is (114).
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Az apigenin alkalmazasa a bor daganatos elvaltozasai kezelésében is egyre jobban
felkelti a tudosok érdeklodését. Mivel a hagyomanyos kemoterapia stlyos
mellékhatasokat idéz eld, kiilonboz6 0y gydgyszertechnologiai eljarasokat alkalmaznak a
mitokondriumok és a DNS célzott kezelésében. Das és munkatarsai apigenin tartalmu
PLGA nanopartikulumkat (NP) allitottak el6 (116; 117). A PLGA, tejsav és glikolsav
poliészterek kopolimerje, mely biodegradabilis (a keletkezé bomlastermékek nem
toxikusak a szervezetre nézve), tehat hidrolizise soran tejsavra €s glikolsavra bomlik.
Ezek a szervezetben is megtalalhato vegyiiletek. A polimer Gsszetételétdl fiiggden képes
megvédeni a nanopartikulumokba bezart hatéanyagot a bomlastol, valamint hossza
hatéanyagleadast és célzott terapiat képes biztositani, akar sejtalkotd szinten is (pl.:
mitokondriumok). Tovabba konnyen penetral a bér mélyebb rétegeibe, ezért dermalisan
is alkalmazzak Oket (118). Ezt bizonyitja, hogy az apigenin tartalmt PLGA
nanorészecskék csokkentették az UV-B és BaP okozta tumoros elvaltozasokat és a
mitokondrialis diszfunkciot in vivo. A részecskéket nanoprecipitalassal allitottak elé egy
Iépésben, mely 101 nm méretli, egységes €s szférikus partikulumokat eredményezett
87,2% bezarasi hatasfokkal. A bifazisu nyujtott hatéanyagleadds gyorsabb kezdeti
szakasza 16 oraig tartott, melyet egy lassabb leadas kovetett 72 oraig (116). Ugyanez a
kutatocsoport  tovabbi  kisérletekben  kimutatta, hogy az apigenin-PLGA
nanopartikulumok képesek a sejtmagba is bejutni és apoptdzist indukalni, mely hatékony
eszkoz lehet a boérdagatok kezelésében (117).

Hasonloképpen apigenin tartalmu pegilalt PLGA nanopartikulumokat allitottak
eld ezuttal a kronikus pankreatitisz kezelésére, melyre kevés célzott terapia ismert Feng
¢és mtsai. Ez a betegség kronikus hasi fijdalmon kiviil a diabéteszt és a hasnyalmirigy
koros elvaltozasat is eldidézheti. Az eléallitott PLGA-NP apigenin tartalma 96 pg/mg,
méretilk 160 nm atmétdji volt. In vitro vizsgalatok azt mutattak, hogy ezek a NP-ok
hosszabb ideig tartozkodtak a vérkeringésben, mint a kontroll szuszpenzid. Tovabba az
anti-inflammatorikus és anti-fibrotikus hatasokat a jelatviteli anyagok mRNS
expressziojanak csokkentésével érték el. Ezen kiviil hatékonynak bizonyultak a fibrotikus
sejtek kezelésében is, mert és apoptdzis indukaltak, amelyeket tovabbi allatkisérletek is
igazoltak (119).

Egy ujabb publikacioban Rajendran és mtsai apigenin tartalma arany
nanorészecskeket allitottak eld (Api-AuNP) (120). Az elmult években az arany
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nanopartikulumok nagy figyelmet kaptak a daganatellenes terapiaban, mind a
diagnosztika, mind a célzott hatdanyagleadas teriiletén. Napjainkban a klinikumban
fototermalis terapidk segédanyagaként is alkalmazzak Oket, ugyanis erés fényelnyeld
képességgel rendelkeznek, igy a tumorban akkumulalodott nanopartikulumokat fénnyel
besugarozva felmelegednek és a tumor termalis destrukciojat okozzak (121). Gyartasuk
vizes kozegili fém diszperzio Au®* ion redukalasaval torténhet (pl.: Na-citrattal). Olyan
fitokemikaliak, melyekben OH és ketocsoportok vannak, jol hasznalhatok arany kolloid
eléallitasara és stabilizalasara. Igy Api-AuNP-okat pH 10 kozegben allitottak eld
szobahdmérsékleten. A redukcidhoz optimalis arany 1:4 (Api:Au®*) volt. Vizsgilatok
szerint az egészséges epithél sejtekkel biokompatibilisnek bizonyultak, de tumor

sejtvonalakon apoptdzist indukaltak, ezért igéretesek lehetnek a bor rosszindulati

cres

1.2.4. Nanokristalyok

Ez az innovativ gydgyszerforma a vizben rosszul oldodé hatéanyagot kristalyos
formaban tartalmazza, ahol egy hatdéanyagkristaly mérete kisebb, mint 1000 nm
(altalaban 200-500 nm) (122). A nanoméretli szemcsék oldatokban vald oldhatosagat
leir6 Ostwald egyenlet alapjan a részecskék sugaranak csokkentésével, oldhatdésaguk
megnd. Tovabba a Noyes—Whitney egyenlet alapjan az oldodas sebessége egyenesen
aranyos a fajlagos feliilettel, vagyis oldészer szaméra hozzaférhetd feliilettel (123). igy a
nanonizalas kovetkeztében megndvelt feliilet eredményeként né az oldodési sebesség €s
az adhezivitas is. Mindezekbdl kovetkezik, hogy a hatéanyag nanokristdalyokban torténd
formulalasa képes jelentésen megndvelni a rossz vizoldékonysagu hatéanyagok (pl.: BCS
Il. és IV.) biohasznosithatosagat. SOt, nanotoxikologiai szempontbdl artalmatlannak
szamitanak (Class 1), ugyanis biodegradabilisek és méretiik 100 nm felett van, tehat
endocitozis nem kovetkezik be (124). Tovabbi elényeik kozé tartozik, hogy Kis
mennyiségi stabilizatoron kiviil (1-2%, m/m) mas segédanyagot nem tartalmaznak.
Alkalmazasi modjaik lehetnek nanoszuszpenzid formajaban parenteralisan vagy
dermalisan alkalmazva, valamint oralisan adagolt készitményekben tabletta formajaban,
amikor nyujtott hatds elérése a cél. Nyalkahartyan is jol alkalmazhatok, nanoszuszpenzids
spray vagy krém formajaban. A nagyobb adhezivitas ilyenkor jol kihasznalhato, hiszen a

kristdlyok nagy feliillete miatt a hatoanyag nagyobb feliileten tud érintkezni a
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nyalkahartyaval. Jo adhezivitasukat tovabbiakban nodvelni lehet pozitiv toltésti
polimerekkel, mivel az ellentétes toltés megnoveli az affinitdst a negativ toltési
hamsejtekhez. Tehat dermalisan alkalmazva, a megnovelt vizoldékonysag és oldodasi
sebességnek kdszonhetden a hatdanyag nanokristaly formajaban gyorsan kioldodik, mely
megnodvekedett koncentracidgradienshez vezet a készitmény és a boér stratum corneuma
kozott. A vizes fazisbol felszivodott hatéanyag a gyorsan kiegyenlitddik uj molekuldkkal
a nanokristalyokbol 8. abra (122; 125).

O/W tipusu krém vizes fazisa ‘ ‘ Nanokristalyok Lipid cseppek |

@l e
Jan ‘\).."‘)O

. Megnivekedett koncentracio ‘ J

hatéanyag gradiens és diffiziés nyomas

Oldodasi
. sebesség és

- L
Borfeliilet Bioaktivitas né

8. ABRA NANOKRISTALYOK HATASMECHANIZMUSA DERMALIS KESZITMENYEKBEN
(124 ALAPJAN)

A nanokristalyokat 1990-es években fejlesztették ki, eldallitasuk torténhet Un. ,.top-
down” (méretcsokkentéses) illetve ,bottom-up” (méretnoveléses) modszerekkel.
Gyartasukra 2001 6ta alkalmazzak a SmartCrystals® technolégiat, mely egy Gin. masodik
generacios, kombinalt ,top-down” technologia és alkalmas stabil nanoszuszpenzidok
eloallitasara. A folyamat soran az elokészitd 1épést kovetéen nagy nyomasu
homogenizalast alkalmaznak (HPH) (122).

Apigenin nanokristalyokat is 4llitottak el smartCrystals® technolégiaval, ahol az
elokészitd 1épéskeént nedves Orlést alkalmaztak. A nedves Orlést 7 ciklusban végezték,
amit egy alacsonyabb nyomasu (300 bar) homogenizalas kovetett, mely kisebb méretii és
egységesebb kristalyokat eredményezett. Stabilizal6 anyagként, 1%-ban Plantacare 2000
UP® nem-ionos feliiletaktiv anyagot alkalmaztak. Az igy eléallitott kristalyok mérete 396
+ 12 nm volt. A PDI érték (0,205 + 0,007) kedvezé fizikai stabilitasra utal és ezt igazolja
a-38 mV zeta potencial is. Az XRPD ¢és DSC vizsgalatok sem mutattak amorf allapotot,

mely esetlegesen csokkentené az eltarthatosagot, s6t a nanoszuszpenzié 4-40°C-ig
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stabilnak mutatkozott. Ezt kovetden mérték a készitmény antioxidans hatasat in vitro,
mely megkétszerez6dott a makroszuszpenziohoz képest és jol korrelaltak a rutin
nanokristalyok in vivo human vizsgalataval (126). Mindezekbdl arra kovetkeztettek a
kutatok, hogy az apigenin nanoristalyok alkalmazasa sikeres lehet az UV-B sugarzas
okozta melanoma és a boéroregedés megeldzésére dermalis készitményekben (127). Mas
antioxidans hatasu flavonoid nanokristalyokat is eldallitottak, mint rutin, heszperidin
vagy rezveratrol, melyeket sikeresen alkalmaztak oralis és dermalis készitményekben is
(128; 129).

Az ARTcrystal® technolégia egy tjabb kombinalt ,,top-down” eldallitasi modszer,
melynek soran a nagy nyomast homogenizalast nagy sebességii kevertetés eldz meg
(HSS). Scholz és munkatarsai ezzel a mddszerrel flavonoid nanokristalyokat allitottak
eld, koztiik apigenint is. A HSS hatékonyabbnak bizonyult a konvencionalis Oréssel
szemben, mely idéigényesebb is. Fontos azonban az eljaras optimalizalasa (pl.: id6, rotor-
sztator geometria), mert a kiindulasi kristalyméret és morfoldgia jelentdsen befolyasolja
az eldallitott termék tulajdonsagait és ezért minden anyag mas beéllitasi paramétereket
tesz sziikségessé. A 36000 rpm kevertetés gyorsan €s hatékonyan csokkentette az 6sszes
vizsgalt flavonoid kristaly méretét, de mivel az apigenin agglomeralodé tiiszerii
kristalyokbol all, a homogenizalasi 1épésnél nagyobb nyomas alkalmazasara volt sziikség
(500-750 bar). Végeredményiil kisebb méretii (262 nm), de ugyanolyan homogén
eloszlas és egységes nanokristalyokat kaptak, mint smartCrystals® technolégiaval (130).

Az apigenin oralis adagolasa is jelentds lehet a daganatellenes terapiaban, de a
mar kordbban is emlitett rossz biohasznosithatdésaga és nagymértékii metabolizmusa miatt
formulalasa kihivast jelent. A biohasznosithatosag egyik limital6 tényezdje a kioldodas,
melyet a nanokristalyok kis méretiik és nagy feliiletiik kdvetkeztében fellépo jelentdsen
megnovelt oldodasi sebességgel javitjak. Ezért Zhang és munkatarsai apigenin
nanokristalyokat allitott el6 un. SAS (supercritical antisolvent process) technoldgidval
per os alkalmazasra (131). Ez a ,,bottom-up” rekrisztallizacids eljaras szuperkritikus-
folyadék technoldgian alapul és nem igényel segédanyagként feliiletaktiv anyagot sem.
A folyamat soran a vizben rosszul old6do6 hatéanyag szerves oldoszeres oldatat folyadék
halmazallapota  szuperkritikus szén-dioxidhoz injektaljak (antisolvent), melynek
kovetkeztében elparolog a Szerves oldoszer, a hatdanyag oldata taltelitetté valik és igy

kristalyok forméjaban kivalik. Ezzel az eljarassal késziilt apigenin nanokristalyok
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homogén eloszlast mutattak, de méretiik nagyobbnak bizonyult (562,5 + 56 nm; 0,92 +
0,21 PDI), mint a fent emlitett eljarasok esetében. Bomlast itt sem tapasztaltak az
eldallitas soran, melyet DSC, XRPD ¢és FTIR késziilékekkel ellendriztek (tehat az
apigenin megtartotta kristalyos szerkezetét). In vitro kioldodas vizsgalatok soran azt
tapasztaltdk, hogy az apigenin tobb, mint 90%-ban feloldddott vizes kdzegben 20 perc
alatt. A készitményt intravénasan alkalmazva in vivo gyorsan csokkent a
plazmakoncentracio és per 0s adagolassal is kisebb plazmakoncentraciot lehetett elérni,
feltehetden a gyors disztribucid ¢€s szoveti metabolizmus kovetkeztében. De a
makroszuszpenzidhoz képest az abszolut biohasznosithatosdg 2%-ro6l 6,9%-ra
emelkedett. Tehat az apigenin biohasznosithatosaga oralis készitményekben is javithato

nanokristalyok alkalmazasaval (132).

1.2.5. Tovabbi nanoméretli hordozorendszerek

Az onemulgedlo mikroemulzios rendszer (SMEDDS) egy ) tipusu folyékony
gyogyszerhordzd rendszer, mely per 0s adagolast tesz lehetové. Felépitését tekintve
olajos fazist, tenzidet, kotenzidet és hatéanyagot tartalmaz. A hatéanyag lehet az olajos
fazisban oldva és/vagy a feliiletaktiv anyagok segitségével szolubilizalva. Vizes kézegbe
keriilve termodinamikailag stabil o/v mikroemulzids rendszert képez, ahol az olajos fazis
cseppmérete 100 nm alatti. A cseppek mértét foként a tenzidek tipusa és koncentracioja
hatarozza meg. A feliiletaktiv anyagoknak HLB < 12 értékkel kell rendelkezniiik, hogy
stabil és azonnal Onemulgealdé rendszert alkossanak vizes kozegben (133). A Kis
részecskeméretnek koszonhetden a megnovelt feliilet eldsegiti a hatéanyag gyors
kioldodasat (134) és ezaltal felszivodasat is (135). Zhao és munkatarsai egy apigenin
tartalmi Onemulgeald rendszert fejlesztettek ki, mely per os alkalmazva jelentdsen
javithatja az apigenin biohasznosithatosagat. A legjobb Osszetételt egy harmas
olaj/tenzid/hatéanyag fazisdiagrammal hataroztdk meg, mely 60% Cremophor® EL
tenzidbél, 30% Transcutol® HP kotenzidbél és 10% Capryol™ 90 olajbol allt. igy 7500
szeres oldékonysag novelést (15 mg apigenin/g SMEDDS) sikeriilt elérniiik, ahol a
részecskék mérete 17,1 nm és zeta potencialja -5,18 mV volt. Azt tapasztaltak, hogy a
cseppek méretét, mely dontd fontossadgu a felszivodasban, nem befolyésolta a pH és az
ionerdsség, de az apigenin koncentracioja annal nagyobb mértékben. A maximalisan

oldhaté mennyiség 7 mg/g SMEDDS volt, ezen értek felett kivalast tapasztaltak vizes
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kozegben. A készitmény 1 g-ja 100 ml vizben 30 mp alatt mikroemulziét alkotott
szférikus cseppekkel, melybdl 10 perc alatt kioldodott az apigenin 95%-a és a rendszer 8
oraig stabil maradt. Mindezek alatamasztjak, hogy a SMEDDS szintén alkalmas
hordozoérendszer lehet az apigenin szamara per os alkalmazva (136).

A szilard diszperziokat (SDS) mar 1961 6ta ismerik, alkalmazasuk mindig Gjabb
teret nyer kiilonbozd segédanyagok alkalmazasaval, hiszen a rossz vizoldékonysagu
hatoanyagok oldékonysag novelése folyamatos igényt tamaszt az Ujabb
gyogyszertechnologiai eljarasok fejlesztésésére. A szilard diszperziokban, a rosszul
old6do hatdanyagok szilard allapotii hordozoban inkorporalva talalhatéak. Az elsd
generacios SDs esetében gliikozt, a masodik generacios SDs-hoz amorf allapotu polimer
hordozokat alkalmaztak. A legGjabb harmadik generacios készitmények mar
Oonemulgeald vagy nagy feliilettel rendelkezd segédanyagokat tartalmaznak, melyek az
el6zéeknél kisebb részecskemérettel rendelkeznek. Ezen kiviil konnyebben
nedvesithetok, porézusak és megdvjak az amorf allapot hatdéanyagot a kristalyosodastol.
llyen SD példaul a szén nanopor (CNP), mely szamos elénnyel rendelkezik. A
szénrészecskék 100 nm alatti mérettartomanyban is nagy feliilettel rendelkeznek és
kémiailag inertek. Tovabbd nagy eldnylik, hogy az optimalizalt gyartasi eljarasok
segitségével elballitasuk konnyen méretnovelheté (137-139). Ding és mtsai CNP-
apigenint allitottak el6 olddszer beparlas modszerével. A folyamat soran az etanolban
oldott apigeninhez CNP-t adtak, majd 40°C-on eltavolitottak az oldoszert rotacios
vakuumbeparld segitségével. A vizsgalatokhoz kontrollként fizikai keveréket allitottak
eld. DSC és XRPD késziilekekkel igazoltdk, hogy az apigenin diszpergélt és amorf
allapotban talalhat6 a formulaban. In vitro kioldodas vizsgalat soran 60 perc alatt 92%
apigenin oldodott ki, mely 275%-kal tobb, mint CNP nélkiil. Elbézetes toxicitasi
vizsgalatokat végezve a CNP biztonsagos és hatékony hordozonak bizonyult a klinikai
alkalmazasra. In vivo allatokon végzett farmakokinetikai vizsgalatok alapjan az apigenin
per os biohasznosithatosaga 183%-szeresére emelkedett. Ez az eredmény is alatamasztja,
hogy az apigenin rossz biohasznosithatésaganak elsddlegesen a rossz vizoldhatosag és

ezaltal a rossz felszivodas az oka (140).
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1.2.6. Egyéb gyogyszertechnologiai eljardsok

Li és mtsai dermalisan alkalmazva kiilonb6zé oldoszerekben vizsgaltak az
apigenin felszivodasat, biotranszformaciojat és kemopreventiv hatasat (141; 142). In vitro
preparalt egér boron és in vivo SENCAR egerek hasi és hati borén teszteltek apigenint
oldva DMSO, aceton/DMSO (4:1) és propilén-glikol/DMSO (4:1) oldészerekben. A
felszivodas mindkét esetben kovetkezdé sorrendet kovette: DMSO > aceton/DMSO >
propilén-glikol/DMSO (141). Feltételezték, hogy az apigenin csak lokalisan szivodik fel,
a kemopreventiv hatasaban a glukuronid és szulfat metabolitjai nem jatszanak szerepet
(142).

A dendrimerek szerteagazo6 3 dimenzios szerkezetii polimer makromolekulak (9.
abra), melyek molekulatomege megegyezik az Oket felépitd linedris polimerével, de
globularis strukturdjuk eldnydsebbé teszi ket. Szdmos alkalmazasuk ismert, az 1980-as
évetdl kezdve gyodgyszertechnologiai felhasznalasuk is egyre nagyobb teret nyer.
Napjainkban a biokompatibilis dendrimerek az immunologia, daganatellenes ¢és
fotodinamikus terapiaban is nagy jelent6ségiick. Ezen kiviil a diagnosztikaban is fontos
szerepet kapnak (143, 144). Két leggyakrabban alkalmazott gyartasi eljarasuk ismert,
melyek a polimer novekedésében kiilonboznek (145; 146): a polifunkcidos magbol az
egyik modszer alapjan divergensen, masik modszer alapjan convergensen épiilnek fel az
agak (147).

Az apigenin, mint fluorofor molekula, gyenge kék emisszioval rendelkezik és harom
hidroxil csoportja idealissa teszi dendrimerek szintetizalasahoz (145; 147). Ezért az
apigenint kiindulasi magként vélasztottdk fluoreszcens dendrimerek eldallitasdhoz, igy

szerepet kaphat az analitikaban és a diagnosztikaban is (148).

9. ABRA DENDRIMEREK ALTALANOS FELEPITESE (102 ALAPJAN)
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1.3. Alkalmazott gyégyszertechnolégiai eljarasok

1.3.1. Oldékonysagnovelés ciklodextrinekkel

A ciklodextrinek (CD) jol ismert zarvanykomplexképz6 vegyiiletek ezért
felhasznalasuk széles korben elterjedt, mind a gyogyszer-, mind az élelmiszeripar
tertiletén. Professzor Szejtli Jozsef, a hazai ciklodextrin kutatas elinditdja, a
ciklodextrinek sikertorténetét harom korszakra osztotta: 1891-1930-as évekig a
felfedezésiik, 1935-1970-ig kutatasuk és 1970-t61 napjainkig felhasznalasuk zajlik (149).
Felfedezésiik A. Villiers francia tudos nevéhez fiizodik, aki a keményité bakterialis
bomlasabol fedezte fel ezeket a ciklikus oligoszacharidokat 1891-ben. Pontos szerkezeti
felépitésiikre 1935-ben deritett fényt Freudenberg és Jacobi, akik munkatarsaikkal egytitt
meghataroztak az alapvetd fizikai-kémiai és komplex képzési tulajdonsagaikat. Az 1970-
es ¢évektdl biotechnologiai eljarasokkal sikeriilt nagy tisztasagi ciklodextrineket
eléallitani ipari mennyiségben is (149; 150). Ezt kdvetéen egyre tobb publikacio,
szabadalom és termék jott 1étre ciklodextrinek felhasznaldséval. Ez a tendencia a mai
napig sem valtozott, mely a rendkiviil elényds tulajdonsagaiknak, az ujabb ciklodextrinek
eléallitasanak és a valtozatos gyogyszertechnologiai eljarasoknak koszonhetd (pl.
nanopartikulumokkal egyiitt (151; 152), nanogélekben (153) vagy szalképzési
technikakat alkalmazva (154).

Szerkezetiiket tekintve a-1,4 kotéssel kapcsolodd a-D-gliikopiranoz egységekbdl
épiilnek fel, ezért nem redukald tulajdonsdgiiak. A gylirli tagszamatdl fligggden
megkiilonboztetiink a (6), B (7) és y (8) ciklodextrineket, melyeket alap ciklodextrinként
emlit az irodalom. A nagyobb gyliriitagszamu molekulak, mint a 6 (9) és az € (10) CD-ek
gyakorlati jelentdsége kisebb (155). A 10. abra az alap ciklodextrinek szerkezetét
kovetkeztében tolcsér szerli alakot vesz fel. A primer OH-csoportok (C6) a gytri
,keskenyebb” peremén, a szekunder OH-csoportok (C2 és C3) a gyiri ,,szélesebb”
peremén helyezkednek el. Az utobbiak kozott H-hid kotések alakulnak ki, melyek
mereviti a peremet. A gliilkoz molekula szén és glikozidos kdtésben 1év6 oxigén atomjai
a belso iireg felé fordulva helyezkednek el, igy az kevésbé polaris tulajdonsagu. A
vizoldékony molekulak oldott allapotban, a gytrti kiilsé felén elhelyezked6 OH-
csoportok H-hidat alakitnak ki a vizmolekulakkal (156; 157).
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10. ABRA AZ ALAP CIKLODEXTRINEK SZERKEZETE (SAJAT SZERK.)

A belsé gyliri polaritasa vizes-etanolos oldatéhoz hasonld, ezért lipofil kozeget tud
biztositani a vizben rosszul 0ld6do hatdanyagok szamara. Megfelel6 méretii és szerkezetii
molekulakkal nem-kovalens, in. zarvanykomplexeket tudnak Iétrehozni. Ilyen molekula-
asszociatumok kialakulasaban Iétfontossagli, hogy a vendégmolekula kiszoritsa az
entalpidban gazdag vizmolekuldkat a bels6 iiregb6l. De ezen kiviil szerepet jatszanak még
sztérikus és termodinamikai tulajdonsagok, valamint az olddszernek is fontos szerepe
van. Fontos a térbeli szoros illeszkedés: nagy méretli molekulak esetében feltehetéen
annak csak egy része vagy funkcids csoportja vesz részt a komplexképzésben. Mindezek
Osszességében megmagyarazzak a CD-ek eltéré komplexképzési tulajdonsagait (157;
158). Az a-CD kismolekulak komplexalasara alkalmas. A B-CD hét tagszamu gytiriijének
koszonhetden kiemelkedden szimmetrikus €s stabilis molekula, ezért vizoldékonysaga a
tobbi alap ciklodextrinéhez viszonyitva alacsony. Stabilitasa visszavezethetd a szekunder
OH-csoportok kozotti maximalis szamu intramolekularis H-kotéseire, melyek egy un.
masodlagos ovet hoznak létre a molekuldban. Ezen kiviil belsd iiregének atmérdje
legalkalmasabba teszi aromas és mas heterociklusos molekulak befogadasara. A y-CD
gyengébb intramolekularis kotéseinek kovetkeztében jobban oldodik vizben (157).
Széles felhasznalasukat és a valtozatos komplexképzd tulajdonsagaikat tovabbi
szerkezeti modositdsokkal bovitették az elmult évtizedekben. Kiilonleges strukturajuk

lehetové teszi, hogy primer és szekunder OH csoportokat szintetikus titon modositsak,
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ezaltal eltérd fizikai-kémiai és komplexképzo tulajdonsagu un. derivarumokat létrehozva
(158). Az alap ciklodextrinek koziil a B-CD rendelkezik a legtobb szarmazékkal, melyek
kozil gyogyszerészeti szempontbol nagyobb jelentéséggel a hidroxipropil-p-CD (HP-p-
CD), random metilalt-B-CD (RM-B-CD) és az ionos szulfobutiléter-p-CD (SBE-B-CD)
rendelkeznek, melyek képesek jelentésen novelni tobb farmakon oldékonysagat is (159).
A ciklodextrinek képesek megndvelni a vendégmolekula latszolagos oldékonysagat,
biohasznosithatosagat €s stabilitasat, mely kiilondsen elonyds a BCS 1. és IV. osztalyba
sorolt hatéanyagok esetében (157).

Mar az 1970-es években igazoltak, hogy a ciklodextrinek nem toxikus vegyiiletek
(160). Allatkisérletekben nem tapasztaltak patologiai elvéltozasokat (161) és egészséges
onkéntesen végzett vizsgalatokban sem mutattak ki karosito hatasokat (162). Az alap
ciklodextrinek oralis alkalmazasa biztonsagosnak tekinthet6, mert nem szivodnak fel a
gasztrointesztinalis rendszerbdl (159). Kis mértékben a human a-amilaz enzimek képesek
hidrolizalni az oligoszacharidokat (a-CD < B-CD << y-CD) (163), nagyobb mértékben
azonban bélbaktériumok segitségével tudnak lebomlani vagy valtozatlanul iriilnek a
szervezetb6l (164). A B-CD parenteralisan nem alkalmazhaté kis oldékonysaga és
esetleges nefrotoxicitasa miatt, de a hidrofil (HP-B-CD) és az ionos szamazékai (SBE-f-
CD) bizonyos mennyiségben jol toleralhatonak bizonyultak (165). Ezt in vitro
sejttoxicitasi vizsgalatokkal is alatamasztottak (164; 166). Ezzel szemben lipofil
szarmazékai nagyobb mértékben at tudnak jutni a membran barriereken és a
metilcsoportok szamanak novekedésével néhet a toxicitasuk. Habar a RM-B-CD is lipofil
szarmazgek, rendkiviil jo vizoldékonysagat €s artalmatlansagat per os vizsgalatokban mar
igazoltak (167). A CD-ek enyhe mellékhatasaiként puffadas, hasmenés fordulhat el a
fermentalodas kovetkeztében (164), stlyosabb esetben pedig akar hemolizis is, mert
képesek zarvanykomplexet képezni a sejtmembranban talalhato koleszterin molekulaval
(168). Ezért egyes ciklodextrinekhez maximalis napi dozist is megallapitottak (1,4 g az
a-CD, 0,35 g a B-CD és 0,07 g a RM-B-CD esetében) (169). A széleskorti kutatasok
eredményeként mar mindegyik Gyogyszerkdnyvben megtalalhatoak. Az Eurdpai
Gyogyszerkonyvben az a-CD, B-CD és a HP-B-CD cikkelyei, mig a Japan
Gyogyszerkonyvben csak az alap CD-ek szerepelnek, de az Egyesiilt Allamok
Gyoégyszerkdnyvében (USP) az a-CD Alfadex, a p-CD Betadex és a SBE-B-CD Captisol®
vagy Betadex Sulfobutyl Ether Sodium néven keriilt bejegyzésre.
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1.3.2. Mddositott hatdbanyagleadas pelletekkel

A terapiaban hasznalt gyogyszerformak nagy tobbségét a per os alkalmazott, ezen
beliil is a szilard gyogyszerformak jelentik, mert egyszerii, kényelmes és fajdalommentes
adagolast tesznek lehetdoveé. A bevételre szant szilard gyogyszerformakat feloszthatjuk
egyegységes €s tobbegységes (multipartikularis) rendszerekre. Az utobbi csoporthoz
tartoznak a pelletek, melyek szamos elony0s tulajdonsaggal rendelkeznek az egyegységes
gyogyszerformakkal szemben. A pellet angol sz0, jelentése golydcska. A definicio szerint
0,2-2 mm méretdi, sima feliiletli, tomor szerkezetli, kozel gomb alaku szemcsék. Belso
szerkezetiiket tekintve nagy striiségiiek, szemcseméret eloszldsuk homogénebb a
granulatumokénal. Felépitésiik szerint lehetnek homogének, ahol a hatéanyag és
segédanyagok martixot alkotnak vagy heterogének, amikor a hatéanyag egy inert
pelletmagot rétegesen vesz koriil (hagyma struktira) (170-172). A matrix szerkezetli
pelletek eldallitasa nedves granuldlassal, a réteges szerkezetli pelletek bevonassal
késziilnek. A rétegzéses eljarasokban valamilyen hordozora, leggyakrabban inert pelletre
viszik fel tobb rétegben a hatéanyagot. Ez az eljaras megvalosithatd példaul fluidizacios
berendezésekben, ahol a fluidizald levegd inert pelletmagokat mozgat és porlasztassal
keriil a magok felszinére a hatdanyag tartalm por, oldat vagy szuszpenzio. A fluidizacios
késziilék egyben alkalmas a pelletek megszaritasara is, igy egy késziilékben allithatunk
el6, vonhatunk be és szarithatunk pelleteket (173; 174).

Az inert magok o&tven éve allnak a technologia rendelkezésére ¢és a
Gyobgyszerkonyvben hivatalos anyagokbol késziilhetnek, mint a cukor, az izomalt vagy a
mikrokristalyos celluloz (MMC). Az eclére gyartott pelletmagokkal szembeni
legfontosabb kovetelmények a fizikai paramétereken kiviil (pl.: szemcsealak,
szemcseméret), hogy kiilonféle hatbanyagokkal kompatibilisek és az emberi szervezet
szamara neutralisak (inert) legyenek. Nagy mértékben megkonnyitik a pelletezési
eljarast, mert annak kritikus 1épése a magképz6dés (nukleacio) elmarad. Tovabbi elénye,
hogy a pontosan meghatarozott a feliilete kovetkeztében konnyebben kialakithaté a
bevonatréteg, de hatranyai koz¢é tartozik, hogy alacsonyabb hatéanyag tartalom érheto el,
mint a matrix tipusu pelletek esetében (175).

Az altalaban 0,5-1,5 mm méretli gyogyszeres pelletek bevételt kovetden eredeti
allapotukban szabadulnak fel és kis méretiiknek kdszonhetéen egyenletesen oszlanak el

a gasztrointesztinalis traktusban (GIT). Az apré partikulumok szinte folyadékként
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viselkedve vonjak be a belek és a gyomor felszinét (11. abra). Tehat a jobb disztribucio
kovetkeztében, megnovelik a biohasznosithatésagot és csokkentik a mellékhatdsok
kialakulasanak kockazatat. A gyomor tranzit id6é és a gyomor nyalkahartya irritacio
egyarant kisebb és kiszamithatobb, mint az egyegységes gyogyszerformak esetében. A
korai hatéanyagleadas eléfordulasa is lecsokken (176-178). Ezen kiviil csokkentik a
terapias hatas inter- és intraperszonalis variabilitasat, ami az elfogyasztott ételek miatt is
bekdvetkezhet. Mivel a hatdanyag teljes dozisa kis egységekben oszlik el, ezért egy
egység hibaja nem okoz tiladagolast vagy a hatas elmaradéasat. Valamint elényei kozé
tartozik még az is, hogy kiilonb6zé bevonatokkal egyszerre juttathatd a szervezetbe a
kezd6 és a fenntartdé adag is, inkompatibilis anyagok kiilon egységben, de ugyanazon
gyogyszerformdban adagolhatok, valamint a részegységek megvélasztasaval konnyen
gyarthato kiilonboz0 hatdserdsségli készitmény. A fenti tényekbdl is lathatod, hogy a
multipartikularis gyogyszerformak szamos eldnylik miatt, egyre nagyobb szerepet
kapnak a gyogyszeres terapiaban, és a bevonattal ellatott pelletekkel biztosithato, hogy a
hatoanyag a megfeleld helyre eljusson és kifejtse hatasat (170).

Gasztroszolvens bevonat
¢ Pharmacoat®

* Eudragit®E

* Kollicoat® Protect

* Surelease®

Gasztrorezisztens bevonat

* Shellak

* Eudragit® L

* Kollicoat® MAE
* Opadry® Enteric

Vastagbél specifikus bevonat

* Biodegradabilis polimerek
(pektin, kitozan)
B * pH fiiggd polimerek

(Eudragit® S, Eudragit® FS)
* Nyomas fliiggd rendszerek
» 1do fiiggd rendszerek

11. ABRA SEMATIKUS ABRA A PELLETEK DISZTRIBUCIOJAROL
ES NEHANY LEGGYAKRABBAN HASZNALT POLIMER (SAJAT SZERK.)
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A hatas helyén a hatdéanyag felszabaduldsat és biohasznosithatdosdgat szamos
tényez0 befolyasolja. A fiziologids koriilményeken kiviil, mint példaul a béltartalom
viszkozitasa és Osszetétele, a készitmény tulajdonsagai is fontos szerepet jatszanak. A
szilard gyogyszerkészitményeket hatéanyagleadas szempontjabol két csoportba
sorolhatjuk: konvencionalis- és nem konvencionalis (mddositott hatéanyagleadasi)
készitmények. A konvencionalis készitmények eldallitasa soran nem torténik modositas
annak érdekében, hogy a hatéoanyag felszabadulas helyét vagy idejét megvaltoztassak.
Ezzel szemben a nem konvencionalis készitményeknél a hatdéanyagfelszabadulas
helyének és /vagy sebességének modositasa torténik a hagyomanyostol eltérd eloallitasi
modok vagy Osszetételek alkalmazasaval. A pelleteket leggyakrabban szinezés,
kellemetlen iz elfedése, védelem vagy modositott hatdéanyagleadas céljabol vonjak be.
Tehat a bevonat védelmet nyljt a kornyezeti hatasoktol, esztétikus, valamint iz vagy
szagfedésre is alkalmas. Kiilonboz6 bevonattal ellatott pelleteket kioldodasaval
kiilonboz hatdanyagleadasu rendszereket lehet elérni. Igy optimalis kioldodas
tervezhetd, mert a kioldodasi profil az egyes egységek egyedi hatdanyagleadisabol
tevodik 6ssze (179; 180). A modositott hatdoanyagleadas eléréséhez kiilonboz6é polimer
bevonatokat és keverékeiket is alkalmazzak a gyogyszeriparban (181). Ezek a polimerek
tobbféleképpen is csoportosithatok: kémiai szerkezet (pl. akrilat, celluloz), oldhatdsag
(pl.: vizoldhato) vagy eldallitas alapjan (pl.: szintetikus, félszintetikus), valamint tovabbi
csoportokra oszthatok példaul pH fiiggd oldékonysag, permabilitas alapjan. Néhany
peéldat 11. abra személtet a teljesség igénye nélkiil. Leggyakrabban hasznalt polimerek
kozé tartoznak az akrilat polimerek, ezen beliill is a szintetikus poli(met)akrilat
kopolimerek, melyek 1955-t61 Eudragit® markajelzéssel keriiltek forgalomba (182). A
gasztrorezisztens bevonatok célja a gyomor nyalkahartya védelme, a hatdanyag bomlastol
valo védelme és eljuttatisa a felszivodas helyére (pl.: duodenum). A vékonybél
hosszlisaga és nagy feliilete kovetkeztében optimalis hely a felszivodasra a legtobb
gyogyszermolekula szamara. Nagyobb kihivast jelent a hatdéanyagok vastagbélbe torténd
eljuttatasa foként a specialis fizioldgias koriilmények miatt (pl.: valtozékony tranzit ido,
baktériumok altal termelt enzimek). Ugyanakkor a vastagbélben oldodod bevonatoknak
szindroma, fekélyek), minimalizalva a szisztémas mellékhatast. Tovabba a vastagbél

felszallo 4gaban tudnak felszivodni az emésztd enzimekre érzékeny, terapids jelentdségii
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fehérjék is (183). Ezért az elmult években nétt a kutatok és az ipar érdeklddése a vastagbél
specifikus gydgyszerhordozo rendszerek (CDDS) irant. Habar a fiziologids koriilmények
kihivast jelentenek, ez a feliilet biztositani tudja a biztonsadgossagot, hatékonysagot és a
jO beteg complience-t. A pH filiggd rendszereken kiviil mas technolégiai fejlesztéssekkel
is elérhetd a vastagbélben torténd hatdanyagleadas (184).

Novényi kivonatok vagy hatéanyagok pelletekbe torténd inkorporaldsara csak
kevés irodalmi adat all rendelkezésiinkre. Kaledaite és munkatarsai Thymus vulgaris,
Salvia officinalis és Urtica dioica szaraz kivonataval készitettek extruzios-szferonizacios
modszerrel matrix pelleteket, melyek kedvezo fizikai paraméterekkel rendelkeztek. Ezt
kdvetden kiilonbozé mennyiségli Eudragit® FS polimerrel vontdk be és vizsgaltak a
kioldodast (185). Egy masik publikacioban a vastagbél gyulladasos betegségének
kezelésére rutin tartalmu kitozan pelleteket allitottak el6 szintén extrizids-szferonizacios
modszerrel. A legjobb in vivo eredményt kitozan és alginat kombinaciojaval érték el,
mely 12-14% hatéanyagot adott le a fels6 GIT-ban, majd a vastagbélbe keriilve
felgyorsult a kioldodas (186). A szamos jotékony hatassal rendelkez6 naringin flavonoid
felezési ideje nagyon gyors, ezért naringin tartalmi nyujtott hatdoanyagleadast pelleteket
készitettek szintén extruziés modszerrel, mikrokirstalyos celluléz segédanyaggal. A

farmakokinetikai vizsgalatok 119%-os relativ biohasznosithatosagot mutattak (187).

1.3.3. Célzott hatébanyagleadas nanorészecskékkel

A konvencionalis folyékony vagy szilard gyogyszerformak is olyan hatranyokkal
rendelkeznek, melyek a hatdanyagok alacsony hasznosithatosagat, tuladagolasat vagy
intolerancidjat okozhatjadk a szervezetben. Ezzel szemben a nanorészecskéket egyre
sz€lesebb korben alkalmazzak, mert segitségiikkel szinte idealis terapias hatas érhet6 el.
A nanopartikulumok olyan kolloid gyogyszerhordozo rendszerek, ahol egy részecske
mérete 10-1000 nm mérettartomanyba esik. Fébb eldnyeik a (vizben rosszul old6do)
hatéanyagok  megnovelt  oldékonysag  kovetkeztében — létrejové  nagyobb
biohasznosithatosag, valamint a nyujtott és a célzott hatdanyagleadas biztositasa.
Mindezek alacsonyabb doézissal biztonsagosabb hatéanyagbevitelt tesznek lehetové,
minimalizalva a mellékhatasokat és megcélozva a beteg sejteket/szervet (188). A
nanorészecskéket felépitd anyagok és moddszerek rendkiviil szertedgazdak, mint ahogy

néhany példat mar bemutattam. Mivel ez egy fejlodo tudomanyag, ezért Gjabb ¢€s ujabb
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segédanyagok keriilnek alkalmazésra. Kiemelkedd jelentdséglick azonban szervezetre
artalmatlan, Gn. biodegradabilis vegyiiletek, hiszen az esetleges immunvalasz és a
toxicitas veszélye is igy még tovabb csokkenthetd (189).

Gyobgyszertechnologiai szempontbdl a nanorészecskék egyik legjelentdsebb
biodegradabilis alkotdéeleme a szérum albumin. Ez a fehérje az emberi és Aallati
szervezetben egyarant megtalalhatd. A human szérum albumin (HSA) az emberi
szervezetben legnagyobb mennyiségben eléfordulo fehérje, 80%-ban az intravaszkularis
térben ¢és a fennmaraddé 20%-a az extravaszkuldrisan a bélnedvekben ¢és a
nyirokrendszerben talalhat6. Elettani szempontbol rendkiviil fontos szerepeket tolt be,
ugy mint a vér pH-janak stabilizdldsa, az ozmotikus nyomas kialakitdsa és képes
kiilonb6z6 anyagokat reverzibilisen megkdtni, szallitani, ezaltal a gyogyszermolekulak
felszivodasaban is meghatarozo jelent6ségii. 585 aminosavbol épiil fel, molekulatomege
66000 Da. A polipeptidlanc 67%-ban a-helikalis, 10%-ban B-redézott €s a tobbi része
flexibilis régiokba rendezdédott. Izoelektromos pontja 4,7 ezért semleges kdzegben
feliileti Ossztoltése negativ. Harom szerkezetileg homolog doménbol épiil fel (I, 11, III),
melyek tovabbi két alegységre bonthatok (A és B). Ezek koziil a IIA és a IlIA a
legjelentdsebbek ugyanis a molekuldk nagy része az itt 1évé szubdoménekhez (un.
hidrofob zsebekhez) képesek kotdédni. A 1A szudomén (Site I) sztérikusan nyitottabb,
flexibilisebb és a kotddésben foként hidrofob interakcidk jatszanak szerepet. A IIIA
szubdomén (Site II) sztereoszeketivebb és itt inkabb H-hid kotések alakulnak ki. A
kotéhelyek felépitésében fontos szerepet jatszik a triptofan (Trp 214, szubdomén I1A),
mely részt vesz a hidrofob kolcsonhatasokban. A polipeptid felépitését a 12. abra mutatja
(190).

A készitményekhez alkalmazott, forgalomban kaphat6 albuminnak tobb tipusat
kiilonboztetjiik meg, attol fliggden, hogy milyen forrasbol szdrmazik: ovalbumin (OVA,
tojasfehérjébdl), bovin szérum albumin (BSA, marha plazmabol) és huméan szérum
albumin (HSA, emberi plazmabdl). A BSA aminosav szekvencidja 80%-ban, a
harmadlagos szerkezete 76%-ban egyezik meg a HSA-nal. 582 aminosavbol all, és a
HSA-nal ellentétben két triptofant tartalmaz (Trp 134 és Trp 212). A Trp 134 a globularis
protein felszinéhez kozel helyezkedik el, mig a Trp 212 hidroféob mikrokdrnyezetben,
hasonléan a Trp 214-hez (HSA). Mivel szerkezetileg alig kiilonbdznek egymastol, ezért
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a BSA-t gyakran helyettesitik HSA-nel a gyogyszergyartasban, hogy elkeriiljék az

esetleges immunvalaszt (191).

12. ABRA A SZERUM ALBUMIN SZERKEZETI FELEPITESE ES KOTOHELYET (191)

Az albumin nanopartikulumok a gydgyszeripar szamara kiemelked6
jelentéséglick, mert biokompatibilisek, tolerdlhatok ¢és eldallitasuk konnyen
reprodukalhat6 (191, 192). Ezen feliil kivalo ligandkotési képességekkel rendelkeznek
kiilonféle molekuldkhoz a hidrofob zsebeknek kdszonhet6en (193). Az albumin rendkiviil
robosztus fehérje, 40%-0s etanolban oldodik, stabil pH 4-9 kozott €s nem denaturalodik.
pH-t6l foggden tobb konformacidba is rendezddhet, fiziologias kozegben (pH 7,4)
50:50%-ban normal és bazikus konformacidkat vesz fel. Nanopartikulumok eldallitasara
tobb modszer, mint a deszolvatalas (koacervacid) és az emulzifikalas, valamint ijabb
techologidk 4llnak rendelkezésre, mint a nano-porlasztva szaritas vagy a NAB™
(nanoparticle-albumin bound) technoldgia (194). A NAB™ technologiat az American
Bioscience, Inc. vallalat fejlesztette ki és szabadalmaztatta 2006-ban. Az eléallitas soran
a lipofil hatdanyagot és az albumin vizes oldatat elegyitik és nagy nyomastt homogenizald
berendezésen keresztilil nanopartikulumokat allitanak eld. Ezzel a modszerrel eldallitott
forgalomban 1évé szer az Abraxane®, mely a paklitaxel daganatellenes szert tartalmazza
(195). Ezen kiviil elérehaladott klinikai vizsgalatok alatt van egy 0j készitmény, mely a
doxorubicin albuminhoz kotétt prodrugja, az Aldoxorubicin (196).

A bioaktiv hatdanyagok, mint a flavonoidok szintén kétddnek szérum albuminhez
H-hid és elektroszatikus kotésekkel (197). A kotédési affinitast befolyasolja a flavonoid
molekula OH csoportjainak szama ¢és a glikozidjai is (198). A B gylrin 1évé OH

csoportok novelik, mig az A gyiirin 1évé OH csoportok és a glikozidok csokkentik a
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kotddési affinitast. Ezen kiviil a C gytiri C2=C3 kett0s kotés telitése és a kapcsolodo
glikozidok sztérikus gatlasa szintén csokkenthetik a flavonoidok kotédési affinitasat az
albumin molekulahoz. Flavonoidok inkorporaldsa szérum albumin nanorészecskékbe
jelentdsen noveli stabilitasukat, biohasznosithatosagukat és ezaltal daganatellenes
hatasukat. A kotési konstansbol arra kdvetkeztettek, hogy a BSA-nak nagyobb a kétddési
affinitasa a flavonoidokhoz, mint a HSA-nak (190). Fang és munkatarsai kvercetint
tartalmazd BSA NPs allitottak eld (< 10 nm), mely nem csak a kvercetin stabilitasat,
hanem antioxidans hatasat is megnovelte. Feltehet6leg a stabilizalasban H-hid kotések is
szerepet jatszottak (199). Ugyanez a kutatocsoport kempferol és a rutin tartalma BSA
NPs is eldallitott (30 nm), ahol szintén azt az eredményt kaptak, hogy a BSA
nanorészecske, mint hordozo rendszer, védelmet nytjt flavonoidok degradacidja ellen de
nem gatolja antioxidans hatasukat (200). Szkutellarin-BS A nanopartikulumokat allitottak
eld deszolvatacios tecnikaval a nyujtott hatds és biohasznosithatdésag novelésének
érdekében. Az optimalizalt folyamat soran BSA vizes oldatdhoz 95%-0s etanolt
csepegtettek folyamatos kevertetés mellett. A BSA részecskék kémiai stabilizalashoz 5%-
0S glutaraldehid oldatot hasznaltak. A tisztitdsi Iépést kdvetden - a hatdanyag
adszorbealasahoz - a szkutellarin etanolos oldataval allni hagytak a BSA partikulumokat
majd liofilizaltak a készitményt. Az igy késziilt részecskékkel (283,4 nm) magasabb
plazmakoncentraciot és hosszabb felezési id6t sikeriilt elérni (201). Kim és mtsai
kurkumin-HSA NP allitottak eld6 NAB™ technolégiaval. Az részecskék (130-150 nm)
mintegy 300 szorosara tudtak megndvelni a kurkumin vizoldékonysagat. Intravénasan
aktivitasat a tumorsejtekben (202). Szamos publikacio és klinikai vizsgalat tamasztja ala,
hogy az albumin eldsegiti a hatdanyagok tumorsejtekbe torénd felvételét és szdoveti
megoszlasat (203; 204). A tumorsejtekbe torténd akkumulacié patofiziologias
koriilményekbdl adodik. A daganat hipervaszkularizalt, vagyis atszovik gyengiilt fala
kapillarisok. Ezen kiviil a daganatsejtek talexpresszaljak a felszini 60-kDa glikoprotein
(gp60) receptort és az extracellularis matrix glikoproteint (SPARC), melyekhez hozza tud
kotoédni az albumin és igy el6segiti a transzcitozist. Lathato, hogy az albumin NP-ok
javitjak a daganatellenes hatéanyagok szoveti disztribucidjat és bejutasat a tumorsejtbe,

csokkentve ezaltal a nemkivant mellékhatasokat (191).
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A nanorészecskék széleskorti felhasznéldsa bizonyitottan hatékony mind a célzott
hatéanyagleadas, mind a diagnosztka teriiletén. Szervezetbe juttatisuk nem csak
intravéndsan torténhet, sok publikdcio sziiletik nazélis, dermalis és oralis beviteli
alkalmazasi modokrodl is. A inhalacidval torténé non-invaziv pulmonalis adagolasuk
szamos elénnyel rendelkezik (205). A gyors hatas és a jo beteg compliance mellett a tiid6
alacsony enzim tartalma, nagy feliilete és permeabilitasa optimalis beviteli kaput jelent a
léguti és szisztémas megbetegedések kezelésére is (pl.: first pass metabolizmus
elkeriilése) (206). A rossz vizoldékonysagu hatdbanyagok biohasznosithatosaga a tiidében
jelentdsen javithatd nanorészecskék segitségével a jobb oldékonysagnak és gyors
kioldodasnak koszonhetéen (207). Tovabba a szérum albumin fehérje megnoveli a
membran permeabilitdsat, ezaltal eldsegiti az epithél sejtek celluldris felvételét és az
alveo-kapillaris barrieren toréné atjutast (208), valamint a fehérjék a tiidébol
transzcitozissal is felszivodnak a vérkeringésbe (209).

Szaraz porinhalacios készitmények (DPI) a hatéanyagot tartalmazé por pontos €s
reprodukélhaté adagoldsat teszik lehetévé a tiid0 bronchialis részébe és gazdasagi
szempontbol koltséghatékonyabbak is, mint mas hasonlé készitmények (210).
Eléallitasuk leggyakrabban porlasztva szaritassal (spray drying) torténik. Ez az eljaras
egy késziilékben, egy I1épésben teszi lehetdvé az optimalis aerodinamikai
tulajdonsagokkal rendelkez6 termékek gyartasat. A végtermék paramétereit (pl.: méret,
stirliség, morfologia) jol lehet szabédlyozni a késziilék beallitasaival (pl.: adagolasi
sebesség, homérséklet) (211). A folyamat soran a késziilék a folyadékfazist apro
cseppekre bontja, melyek gyorsan megszaradnak a nagy fajlagos feliiletiiknek ¢s a szarito
kamraban lévo siritett levegdnek koszonhetdéen. A szaritd kamrdban nem uralkodik
magas hdmérséklet és a cseppekbdl hamar elparolog az olddszer, igy hdérzékeny anyagok
¢s kolloid rendszerek is jol szarithatok vele tehat a fehérjék sem szenvednek degradaciot
(212). Ezért a porlasztva szaritast szamos gyogyszergyartasi teriileten hasznaljak, mint az
inhalaciora szant porok eléallitasahoz is. Azonban a megfelelé aerodinamikai
tulajdonsdgu formulacid eldallitisa az optimalis bedllitdsi paraméterek mellett
segédanyagokat is  igényelhet. A  leggyakrabban alkalmazott, egyetlen
Gyobgyszerkonyvben megtalalhat6 aecrodinamikai tulajdonsagok javitasara felhasznalhato
un. hordozo tipust segédanyag a laktoz-monohidrat, melyet fehérjék inhalacidval torténd

adagolasara is felhasznalnak (212; 273). Napjainkban un. hordoz6 mentes, 01j generacios
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tipusu anyagok, az aminosavak kezdenek el6térbe keriilni @ pulmonalis hatéanyag bevitel
elésegitésére, melyek koziil a legjobb hatasfokkal a L-leucin emelkedik ki (208).
Nanorészecskék inhalacioval torténd adagolasa egy viszonylag 0j alkalmazasi mod, mely
nem csak lokalis, hanem szisztémas terapiara is lehetdséget tud biztositani. A
nanorészecskék szamos eldnyokkel rendelkeznek a hagyomanyos porinhalacios
készitményekkel szemben, mint a hatéanyag oldékonysaganak novelése, ezaltal a dozis

¢s az eléforduld mellékhatasok csokkentése, valamint nyujtott és célzott hatdanyagleadas

is (213).

Az irodalmi attekintés alapjan megallapithatjuk, hogy a gyoégyszerkutatd
szektorban a bioaktiv hatdanyagok alkalmazasa ¢és igy kiilonféle, korszerli
gyogyszerformakba torténd formulalasa is egyre nagyobb teret nyer. Az apigenin, mint
bioaktiv flavonoid, jelentds terapids hatdsokkal rendelkezik, melyet szamos irodalmi adat
tamaszt ala. Azonban alacsony biohasznosulasa, melyet elsGsorban rossz
vizoldékonysaga és ennek kovetkeztében alacsony felszivodasa okoz, tovabba a
szervezetbeni extenziv metabolizmusa tovabb csokkent, akadalyozza a jotékony hatasok
kialakulasat. Ezért a gyogyszertechnologia feladata, hogy megfelelé gyogyszerhordozo
rendszerek kifejlesztésével biztositsa a bioaktiv hatéanyagok szamara is a megfeleld
terapias koncentraciot, mely eclengedhetetlen annak érdekében, hogy a felhasznalt
hatéanyagok hatasfokat novelje, csokkentse az esetleges mellékhatasokat és célzott

terapiat valositson meg.
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2. CELKITUZESEK

Doktori munkam soran tobb célkitiizést is tettem arra torekedve, hogy az apigenin
szamara egy megfeleld gyogyszerhordozé rendszert alakitsak ki, mely lehetévé tenné
gyogykészitményként torténd forgalmazasat.

Els6 1épésként az apigenin szelektiv meghatarozasa érdekében egy analitikai
modszer kidolgozasa volt fontos, hiszen ez elengedhetetlen annak érdekében, hogy a
készitmények és a novényi kivonat apigenin tartalmat meghatarozzam. Ezt kvetden célul
tztem ki az apigenin oldékonysdgdanak novelését ciklodextrin molekulak segitségével,
alap- és szarmazékciklodextrinek felhasznalasaval. Ehhez a 1étrejott zarvanykomplexek
szochiometridjanak ¢és stabilitasi allanddjanak meghatarozasa fézis-oldhatosagi
vizsgalatok segitségével, valamint a komplexek UV-lathato és fluoreszcencia
spektroszkopiai vizsgalata kapcsolodott. FO célom az apigenin szamdra alkalmas
multipatrikuldris hordozorendszer kialakitasa és biohasznosithatosaganak novelése volt.
Elsoként inert pelletmagokat alkalmazva, a bioaktiv hatdanyagok (apigenin és ndvényi
kivonat) rétegzése volt a célom. Majd a fluidizacios rétegzéses eljards optimalizalasat
kovetden, kiilonbozo fiziologids pH értéken oldodo polimerrel torténd bevonas kritikus
paramétereinek kisérletes uton torténd meghatdrozasa volt feladatom. Az igy elkésziilt
modositott  hatoanyagleadasu pelletek fizikai paramétercinek vizsgalata, mint a
szemcsealak, a szemcseméret eloszlas és a torési szilardasag, valamint a rétegzés és
bevonas folyamatanak nyomonkovetése FTIR és NIR késziilékekkel valosult meg. Fontos
szempont volt az apigenin kioldodasanak ellenérzése és annak biztositasa, hogy a
felszivodas helyén magas apigenin koncentraciot érhessen el készitmény. Mivel a kolloid
mérettartomanyban 1év6 gydgyszerhordozo rendszerek a hatbanyagok vizoldhatosaganak
novelését, jobb felszivodasat és ezaltal jobb biohasznosithatdsagat teszik lehetdve,
munkam soran célul tliztem ki magas apigenin tartalmu nanopartikulumok eldallitasat
célzott hatoanyagleadas érdekében. Torekedve a koltséghatékony formuldciora, olyan
részecskék eldallitasa volt a célom, melyek lehetové tennék az apigenin hatasanak
fokozottabb kifejtését lokalis vagy szisztémas ton is szaraz porinhalacids készitményben
alkalmazva. Ennek érdekében a nhanorészecskék bezarasi hatasfokanak, zeta
potencialjanak, majd porlasztva szaritast kovetéen aerodinamikai tulajdonsagainak
mérése elengedhetetlen volt. Tovabba célul tiiztem ki az antioxdidns hatds mérését, mely

lehetdvé tette, hogy vizsgéaljam és ellendrizzem az eldallitott készitmények hatasfokat.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Bioaktiv hatéanyagok

A petrezselyem kivonat készitéséhez kereskedelmi forgalomban kaphato, szaritott
¢s apritott leveleket hasznaltam fel (Kotanyi Hungaria Kft., Magyarorszag). Az apigenint
(tisztasag > 99%) Hangzhou Dadyangchem Co., Ltd. (Kina) gyartotol rendeltem. Az
analitikai mérésekhez a HPLC tisztasagu apigenint, apiint és apigetrint a Sigma Aldrich

Ltd. (Németorszag) biztositotta.

3.1.1. Apigenin fizikai-kémiai tulajdonsagai

Az apigenin (4°,5,7-trihidroxiflavon) flavon vazas vegyiilet, mely harom
gylrtibél all (13. abra). A flavonoidokra jellemzden Kkiterjesztett m delokalizalt
elektronrendszerrel rendelkezik a szomszédos gytrtiben. Ebbdl kovetkezik, hogy
ionizacidos potencidlja alacsony és konnyen vesz rész egy-elektron-transzfer
mechanizmusokban. A C5-OH és a C4 ketocsoport kozott intramolekularis hidrogénhid
kotés talalhato. A C3-C2-C1°-C2’ torzids szoge kozel 0° ezért a molekula planaris
szerkezetii (36), de mivel nem tartalmaz C3-OH csoportot, ezért a B gylirii konnyen
elfordulhat, és ekkor 18,2° -ot zar be az A+C gyfir(i sikjaihoz képest (214). A harom
hidroxil csoportbol (C4°, C5 és C7) hidrogén ion elvondsaval gyokok keletkeznek.
Elekton stirtiségi mérések alapjan, a legstabilabb gyok a C4’-OH csoportbol keletkezik,
mert a C4’-OH gyok nem kotd elektronparja delokalizalodik a B és a C gytirt f6lott,

feltehetben a planaris konformacio miatt. A legkevésbé stabil gyok a H-hid felbomlasa

5 | £

OH'MV

13. ABRA AZ APIGENIN SZERKEZETE,
A BEKERETEZETT RESZ A CINNAMOIL RESZT JELOLI (SAJAT SZERK.)
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soran keletkezik a C5-OH csoportbol (36). Konnyen képez komplexeket AI(I11) és Fe(l1)
ionokkal, ezért kelatkomplex képzddés figyelhetd meg a fémionok és az apigenin
molekula C5-OH - C4=0 csoportjai kozott 1:3 aranyban (215; 216). Oxidaciojanak
lehetséges mechanizmusat voltammetrids mérésekkel vizsgaltdk. Az reakcid teljesen
irreverzibilis, melynek soran az elektrod feliiletén csak oxidalodik a molekula és redukcio
nem megy végbe, ezért antioxidans tulajdonsagi. Az oxidalodas lehetséges

mechanizmusa a 14. abran lathat6 (217).

14. ABRA AZ APIGENIN OXIDACIOJANAK MECHANIZMUSA (217)

Oldékonysagat tekintve az apigenin vizben kevéssé odhatd, azonban tomény
lugokban ¢és szerves olddszerekben jol oldodik, oldhatésaga a hdmérséklet novelésével
né (25; 218; 219). Az oldhatdsagat és egyéb jellemzd paramétereit a I11. és 1V. tablazat
mutatja, melyek alapjan a BCS II. osztalyaba sorolhat6 (25). Magas lipofilitasanak és jo
permeabilitasanak koszonhetden passziv diffazioval is bejut a sejtekbe az apigenin
molekula (25). A sejtmembranban a molekula apolaris gytrii feltehetéleg a lipid
kettOsréteg leghidrofobb részén, mig a poléris csoportjai a vizes fazishoz kozelebb
helyezkednek el (220).

I1l. TABLAZAT APIGENIN FIZIKAI-KEMIAIA PARAMETEREI

Fizikai-kémiai paraméter Meért értékek Hivatkozasok

Molekula tdmeg (g/mol) 270,24 (221)
. o 345-350 221
Olvadaspont (°C) 360-365 §219g
3,23 (222)

- 2,87 219

log P értek 150 EZZS;

1,40 (224)

7,86 223

pKal (C?-OH) 6.61 E225g

pKaz2 (C4’-OH) 9,31 (225)
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V. TABLAZAT APIGENIN OLDHATOSAGA SZERVES OLDOSZEREKBEN ES FIZIOLOGIAS
PH ERTEKEKEN (25°C-ON)

Oldoszer Oldhatésag (mg/ml) Hivatkozasok
1,630 (219)
Etanol
1,397 (226)
Metanol 0,999 (226)
1,480 (219)
Aceton
1,598 (226)
DMSO > 100 (219)
0,00135 (219)
Desztillalt viz
0,00154 (226)
pH 1,0 0,00143 (25)
pH 2,5 0,00101 (25)
pH 5,0 0,00128 (25)
pH 5,8 0,00136 (25)
pH 6,8 0,00156 (25)
pH 7,0 0,00163 (25)
pH 7,5 0,00216 (25)

UV spektroszkopiai tulajdonsagait tekintve, a flavonoidokra jellemzd két
abszorpciés maximuma van, mely a flavonoidok altalanos szerkezetébdl adodik és a
molekula szubsztitualtsagi fokat is jellemzi. Tehat els6 maximum 300-380 nm (1. sav)
kozott talalhatd €s az Gn. cinnamoil részbdl adddik (B+C gytirii) adodik, mig a masodik
maximum 240-280 nm (II. sav) kozé esik és az A+C gyiiriib6l, az tn. benzoil részbdl
ered. Ezen kiviil az abszorpcios hullamhossz értékeket jelentésen befolyasolja a gytirtikon
1évd hidroxil csoport szdma. A jobban hidroxilalt B gytirQi jellemzdéen hosszabb
hullamhossznal nyel el, de a hidroxilaltsag az A gylirlin kevésbé befolyasolja a sav
en. Mindazondltal a kozeg tipusa és pH-ja, ezaltal a flavonoid disszocidcids foka
befolyasolja az abszorbancia spektrumot, tehat a maximumok kissé eltolodhatnak vagy
az egyik sav intenzitdsa megndhet/lecsokkenhet. Példaul az apigenin esetében, pH

novelésével no az disszociacio foka, ezért az 1. sav intenzitasa lecsokken ¢s az 1. savé
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megnd. Lehetséges magyardzat erre, hogy a fenolos hidroxilcsoport az 5,7 és a 4’
pozicidban részlegesen disszocialt allapotban vannak és a disszociacios egyensulyt
befolyasolja a pH érték, igy pH értéktdl fliggden egy egyensuly alakul ki a semleges €s
az anionos formak kozott. Az apigenin UV abszopcios karaktere kiilonb6z6 pH értéken
arra enged kovetkeztetni, hogy a hosszabb hullamhossznal lathatdo sav az anionos
molekula, a révidebb sav a neutralis apigenin molekula jelenlétére utal, ezért eltérd
irodalmi adatok talalhatoak erre vonatkozoan (26; 225).

Az apigenin egy autofluoreszcens molekula, tehat adott hullamhosszusagti fénnyel
besugarozva (gerjesztés) fluoreszkalasra késztetheté (emisszio). Igy az elnyelt energiat
fény formajaban, az elnyeltnél nagyobb hulldmhosszisagl (kisebb energiaju) fényként
sugarozza ki és visszakeriil alapallapotba, melyet spektrofluoriméter segitségével lehet
detektalni. Az apigenin gerjesztési hullamhossz fiiggvényében egy vagy két
fluoreszcencia emisszids savot mutat. A dupla emisszid, vagyis a két sav egylittes
megjelenése azon a tényen alapszik, hogy a gerjesztés hatdsara bekovetkezd m,m*
allapotban a molekula intramolekularis proton transzferen megy keresztiil
(ESIPT=gerjesztett allapotban végbemend intramolekularis proton transzfer), ami a
savasabb karakterti C5-OH csoporttol indul a bazikusabb C4=0 felé (225). Az ESIPT
gyakran el6fordul a flavonoidok korében ¢és megvaltoztathatja ezen molekulak
geometriajat. gy az apigenin esetében is, a nem gerjesztett allapotban 16v6 18,2° torzios
szoggel rendelkez6 molekula gerjesztést kovetéen majdnem planarissa valik (2,8°) (228).
Ezen kiviil az apigenin abszorpcids gerjesztési €s emisszios spektruma is valtozik a pH-
val. Savas és semleges kozegben a jel nagyon gyenge vagy nincs, de bazikus kézegben
konnyen detektalhato (225). A fluoreszcencia emisszids csticsok intenzitasa az oldoszer
polaritasanak novelésével csokken az intermolekularis H-hid kotések kialakulasa
kovetkeztében (214).

Stabilitasat tekintve glikozidok formajaban stabilnak mondhaté6 még mikrohullamu
melegitéssel szemben is (229). A flavonoidok stabilak fénnyel szemben, de novekvo
hémeérséklet hatasara nd a degradacio. A pH is jelentdsen befolyéasolja a stabilitast, pH 5
és 7 kozott stabilak a leginkabb, de lugos kozegben bomlas tapasztalhatd. A glikozidok
hosszu tavu stabilitdsi vizsgélatai azt mutattdk, hogy vizes oldatban a glikozidok

atalakulnak aglikonna (230).
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3.2. Segédanyagok

Az oldékonysag noveléshez hasznalt ciklodextrineket, a CycloLab R&D Ltd.
(Magyarorszag) bocsatotta rendelkezésemre, a HP-B-CD-t pedig a Sigma Aldrich Ltd.
(Németorszag) szallitotta. A kisérletekben felhasznalt ciklodextrinek jellemz6

paramétereit az V. tablazatban foglaltam 6ssze.

V. TABLAZAT A FELHASZNALT CIKLODEXTRINEK JELLEMZ(O PARAMETEREI (150)

Alap ciklodextrinek Szarmazék ciklodextrinek
Paraméterek lonos Nem-ionos
Név a-CD pB-CD y-CD SBE-B-CD  HP-B-CD RAMEB
Gliikozegységek
(db) 6 7 8 7 7 7

Molaris tomeg 1135,0 + 11350+ 11350 +

972 1135 1297

g/mo n-(158, n-(58, n-(14,
(g/mol) (158,2) (58,1) (14,0)
Ureg 4tméré (nm) 0,57 0,78 0,95 0,78 0,78 0,78
Ureg magassag 578 78 078 -0.78 -0.78 -0.78
(nm)
Perem atmero 137 153 169 ~153 ~153 ~153
(nm)
Oldhatésig 145 185 232 > 500 > 600 > 500
(mg/ml)
DS?® - - - 6,2—6,9 0,5-1,3  10,0-14,0

2 Oldhatdsag vizben ~25°C-on

b Szubsztituensek szama gliik6zegységenként
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kolloidalis

segédanyagokat, szdrmazasi helyiiket €s szerepliket a formulaladsban a VI. tablazatban

A pelletek és a hordozorendszer eldallitdséhoz  hasznalt

tintettem fel.

V1. TABLAZAT FELHASZNALT SEGEDANYAGOK

Szerepe a

Segédanyag formulalasban

Markajelzés Gyarté

Rétegzett és bevont pelletek eldallitasa

MCC inert mag Ethispheres® NPPharm Ltd.,

Inert pelletmag

500-710 um 600 Franciaorszag
Pharmacoat®  Shin-Etsu Chemical .
HPMC 606 Ltd., Japén Kotdanyag
Polimer diszperzid Eudragit® Evonik Industries Vékonybélben
30% L 30 D-55 AG, Németorszag old6d6 polimer
Polimer diszperziod Eudragit® Evonik Industries AG, Vastagbélben oldédo
30% FS30D Németorszag polimer
TEC i Fluka Chgmle AG, Lagyitészer
Svajc
Mikronizalt talkum Slgme’I-AIdrlch’ Ltd., Antiadhézios
Németorszag anyag
Albumin nanorészecskék eldallitasa
Albumin Sigma-Aldrich Ltd.,

(BSA, >98%)

Laktdéz-monohidrat

L-leucin

Lactohale®
LH 230

Németorszag

Friesland Foods
Domo,
The Netherland

Sigma-Aldrich Ltd.,
Németorszag

Nanocarrier

Aerodinamikai
tulajdonsagok
javitasa
Aerodinamikai

tulajdonsagok
javitasa
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3.3. Oldészerek, vegyszerek és reagensek

Az analikai vizsgalatokhoz a megfelel6 vizmindséget a Milli-Q viztisztito
rendszer (Millipore, Németorszag) biztositotta, valamint a kovetkezé HPLC tisztasaga

vegyszereket a Sigma-Aldrich Ltd. (Németorszag / Anglia) beszallitotol szereztem be:

e Acetonitril (ACN)

e Amonium-acetat (AmmAC)
e Kloroform (CHzClI)

e Metanol (MeOH)

o Trifluor-ecetsav (TFA)

A puffereket a Ph.Hg.VIII. szerinti eléiratok alapjan készitettem el (pH 1,0; 6,8; 7,2),
melyekhez a kovetkez6 anyagok keriiltek felhasznalasra a Molar Chemicals Kft.
(Magyarorszag) beszallitotol:

e Sosav (HCI)

e Natrium-hidroxid (NaOH)

e Kalium-dihidrogén-foszfat (KH2POs)
Végezetiil az antioxidans hatas vizsgéalatahoz lila szinii stabil szabadgyokot hasznaltam

(Sigma-Aldrich Ltd., Németorszag):

o 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH®)
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3.4. Petroselinum crispum kivonat eléallitasa

A kivonas hatasfokanak javitasara a szaritott petrezselyem leveleket Retch Mixer
Mill MM 400 (Retch GmbH, Németorszag) golydos malomban 10, 15 és 25 1/s
frekvencian apritottam 10 darab 1 cm atméréji golyoval 8x30 masodpercig, ellendrizve,
hogy maradt-e apritatlan levél. A késziilék egy apritasi folyamat soran Gsszesen 10 g
levelet 6rolt a megfeleld hatdsfokkal. Osszesen 35 g széritott levelet hasznaltam fel. Az
igy kapott részecskeméret jellemzo paramétereit (D1o, Dso és Dgo) Malvern Mastersizer
2000 lézer-diffraktométerrel analizaltam (Malvern Industries, Németorszag).

A kivonas modjat, a kivonoszert és szarazanyag-folyadék aranyt irodalmi adatok
ismerében valasztottam Ki. A magas apigenin tartalom eléréséhez a kivonast folyamatos
kevertetéssel végeztem flithetd maégneses keveron 500 rpm fordulatszdmon (ARE
Heating magnetic stirrer, VELP Scientifica, Olaszorszag). Kivondszerként 50:50% (v/v)
etanol:viz elegyet hasznéltam fel és 1 g szaraz ndvényi részhez 40 ml kivondszert adtam.
Az id6tartam ¢és a héfok optimalizalasahoz 25°C, 40°C, 60°C és 80°C fokon végeztem a
kivonast 120 percig. Az apigenin tartalom megallapitdsdhoz 15 percenként 1 ml mintat
vettem, amit a tovabbiakban savas hidrolizisnek vetettem ala (0,5 ml tdmény sdsavat
hozzaadva a kivett mintdkhoz, majd 90°C-os vizfiirddbe helyezve és 1 6ran keresztiil
tortént a reakcio). Ez az Osszapigenin tartalom meghatarozasahoz, tehat a glikozidos
kotések felbontasdhoz volt sziikséges. Annak érdekében, hogy esetleges bomlas nem
torténik-e az apigenin molekulaval, ugyanilyen koriillményeknek alavetettem az apigenin
torzsoldatot is. Az analitikai mérések el6tt a mintakat 0,22 um poérusatmérdjii Sartorius
szlir6n szlirtem (Sartorius AG, Németorszag) az esetleges szennyezddések eltavolitasa
céljabol. A hidrolizis hatasfokat HPLC-MS ¢s HPLC-UV mérésekkel ellendriztem. Az
eredmények dbrazolasa Origin 2015 szoftverrel tortént (OriginLab Corporation, USA).

Még magasabb apigenin tartalom elérésé¢hez egy alap (y-CD) és egy szarmazék
(HP-B-CD) ciklodextrint adtam a kivondszerhez a becsiilt dsszapigenin mennyiségéhez

mérten 1:1 molaranyban.
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3.5. Gyégyszertechnologiai médszerek

3.5.1. Oldékonysag novelés ciklodextrinekkel

Az elOvizsgalatokat €s a fazisoldhatdsagi vizsgalatokat desztillalt vizben (pH 5,7)
valamint fiziologias pH értékeken vizsgaltam (pH 1,0 és 6,8). Az elévizsgalatok soran
adtam hozza az apigenint (5 mg).

A tovabbi kisérletekhez azokat a ciklodextrineket valasztottam, melyek az
elévizsgalat soran legjobban megnovelték az apigenin oldékonysag. A fazisoldhatosagi
vizsgalatok kivitelezésében Higuchi és Connors altal leirt modszert kovettem (231).
oldatokhoz nagy feleslegben apigenint (5 mg) adtam. A termodinamikai egyensuly, igy
a zarvanykomplex kialakuldsdhoz fontos, hogy az apigenin mennyisége feleslegben
legyen. Ezt kovetden a mintakat 30 masodpercig vortexeltem (IKA® Vortex 2, IKA-
Werke GmbH & Co, Németorszag) majd 25°C-on, s6tét helyen tartottam védve az
esetleges bomlastol. Az oldodasi egyensuly beallasat ellendriztem 1 és 3 nap utan. A fel
nem oldodott apigenint centrifugalassal (5 percig, 14,000 rpm fordulatszamon, Herolab
MicroCen 16 centrifuga, Németorszag) ¢és sziréssel (0,22 um, Sartorius AG,
Németorszag) tavolitottam el. Az apigenin mennyiségét HPLC-UV modszerrel
hataroztam meg harom parhuzamos mintaval.

Az Api-CD komplexek stabilitasi allandoinak (Ki:1) kiszamitasahoz a fazis
oldhatosagi vizsgalatok eredményei alapjan a 3. egyenletet hasznaltam, feltételezve, hogy

a komplexképzddés 1:1 aranyu (231):

[Api]+[CD]«>[Api-CD] 1)
_ IApiCD]

1 Tapiliep] @

Kp=m— @)

A intercept(1-slope)
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3.5.2. Bioaktiv hatéanyag rétegzése inert pelletmagra és filmbevonas

A magas apigenin tartalmu kivonatbol vakuum beparlassal eltavolitottam
az etanolt (Biichi Rotavapor R-200, Biichi Labortechnik AG, Svdjc), majd fagyasztva
szaritassal a tovabbi folyadékot (Finn-Aqua Lyovac GT3, Németorszag). A kivonat
eléfagyasztasat kovetéen (-20°C), a nedvesség eltavolitasa vakuum alatt és a talcak
hémérsékletének folyamatos monitorozasaval 12 ordn keresztiil tortént. A pordzus
terméket az eldre elkészitett HPMC (Pharmacoat® 606; 2,0%, m/m) kotdanyag oldataban
feloldottam, majd inert MCC pelletmagra rétegeztem fluidizacidés porlasztasos
modszerrel (Aeromatic Strea I, Aeromatic-Fielder AG, Svajc). Ugyanezzel az eljarassal
rétegeztem tiszta apigenint neutralis magokra. A fluidizacios eljaras paramétereit VII.
tablazatban tiintettem fel. A n6vényi kivonattal torténd rétegzés sordn a kivant apigenin
tartalom koriilbeliil 5 mg apigenin/1 g pellet, a csak apigenint tartalmazo6 terméknél 20
mg/1 g pellet volt.

Az igy kapott magas bioaktiv hatdanyag tartalmt pelleteket a tovabbiakban két
részre osztottam. Az egyik részt Eudragit® L 30 D-55, a masik részt Eudragit® FS 30 D
filmbevonatokkal lattam el a fent emlitett késziilékkel, szintén fluidizacids also
porlasztasos modszerrel. A miivelet paraméterei VII. tablazatban lathatok. A bevond
diszperziokban a filmképzé polimer koncentracidja mindkét esetben 25,8% (m/m), a
lagyitoszer az Eudragit® L 30 D-55 esetében 10% (m/m), az Eudragit® FS 30 D esetében
5% (m/m) volt. A lagyitoszerek csokkentik a minimalis filmképzddési hémérsékletet
(MFT) (232), mely az utobbi esetében a ~14°C, ezért itt kevesebb lagyitoszert
alkalmaztam. Az antiadhézids segédanyagként hasznalt mikronizalt talkum (< 10 pum)
mindkét esetben 50% (m/m) volt a szaraz polimer tartalomra vonatkoztatva. A filmképzd
polimereket 5% (m/m); 10% (m/m) és 15% (m/m) mennyiségben porlaszottam a
magokra, hogy meghatarozzam a minimalisan sziikséges mennyiséget a megfeleld
hatéanyag leadashoz. Az filmvastagsag eléréséhez sziikséges polimer mennyiségét a

tomegndvekedés monitorozasaval szamitottam Ki.
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VIIl. TABLAZAT FLUIDIZACIOS ELJARAS PARAMETEREI

Hatoanyagrétegzés Filmbevonas
Paraméterek Eudragit® L 30  Eudragit® FS 30
Toltettomeg (Q) 300 150 150
Fuvoka atmérdje 19 19 12
(mm) 1 ) H
Belépo levegd ) ) i
hémérséklete (°C) 45-41 39-41 28-31
Kilépo levegd ) ) i
hémérséklete (°C) 35-39 34-36 25-26
Porlaszto levegd 08 08 08
nyomasa (bar) ' ' ’
Fluid leveg§ aramlasi 80-120 80-100 80-100
sebessége (m*/h)
Adagolasi sebesség 5.7 5-10 2.4
(9/perc)
Szaritds hdmérséklete 45 45 30
(°C)
Szaritas ideje (perc) 15 15 15
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3.5.3. Albumin nanopartikulumok eldallitasa és porlasztva szaritasa

Az albumin (BSA) nanopartikulumokat NAB technologiat (194) moddositva
allitottam el6. Kiilon oldottam fel 1000 mg albumint 50 ml desztillalt vizben és 100 mg
apigenin 3 ml kloroformban ultrahangfiirdé6 (5 perc) segitségével. Ezt kovetéen a
modositott NAB technologia soran jeges hiités mellett 4x5 percig ultrahangoztam a
mintakat 2 perces intervallumokat tartva, hogy a leiileped6 nagyobb részecskék is
homogenizalasra keriiljenek (MSE Soniprep 150 Ultrasonic Processor, MSE Limited,
Anglia). A kloroformot rotacios vakuumbeparld segitségével tavolitottam el 25°C-on
(Rotavapor® R-10, BUCHI Labortechnik AG, Svajc). A nanopartikulumokat szirést
kovetden (0,45 um, Ficher Scientific Ltd, Anglia) vizsgaltam.

Optimalizélva a porlasztva szaritas folyamatat, az el6zdleg eldallitott apigenin
tartalmi BSA nanopartikulumokat laktéz-monohidrattal (1,1 g) és L-leucin aminosavval
(0,99 g), valamint segédanyagok nélkiil porlasztva szaritottam Biichi 290 Mini Spray
Dryer (BUCHI Labortechnik AG, Svajc) porlasztva szaritd berendezéssel.

Az optimalizalt miiveleti paramétereket a VII1. tablazatban foglaltam 6ssze. A
porlasztva szaritast kovetden a kész terméket a késziilékbdl jol zarhatdé mintatartoba

tettem és vakuum alatt taroltam a tovabbi felhasznalasig.

VIIl. TABLAZAT PORLASZTVA SZARITAS PARAMETEREI

Paraméterek Beallitasok
Favoka atmérdje (mm) 0,1
Belépd levegd homérséklete (°C) 120
Kilépo6 levegd homérséklete (°C) 65-70
Szarito levegd aramlasi sebessége (1/h) 600
Porlaszt6 levegd aramlasi sebessége (m3/h) 35
Adagolasi sebesség (ml/perc) 5
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3.6. Vizsgal6 modszerek
3.6.1. Analitikai mddszerek
3.6.1.1. Nagy nyomasu folyadékkromatografia (HPLC)

Az apigenin tartalom meghatarozasara a IX. tablazatban Osszefoglalt
analitikai modszereket fejlesztettem. Az apigeninbdl és glikozidjaibol (apiin, apigetrin)
metanolos torzsoldatot (0,1 mg/ml) készitve kalibracidés egyeneseket vettem fel
(R?=0,999). A kivonat, pelletek és ciklodextrinek apigenin tartalmanak
meghatarozasahoz az I. modszert, nanopartikulumok esetében a II. modszert hasznaltam.
Az adatok kiértékelése HP Agilent ChemStation szamitogépes szoftverrel tortént (Agilent
Technologies Inc., USA).

I X. TABLAZAT ANALITIKAI MODSZEREK

Analitikai modszer l. 1.
Késziilék Agilent 1100 Agilent 1260

Supelco® C18 Phenomenex® C18
15cm x 4,6 mm, 3 um 250 x 4,6 mm, 4 um

Allofazis tipusa

Allofazis hémérséklete (°C) 25 25
Mozgbfizis Gsszetctele Ac:ﬁ?ff M AmmAC Alélolfg?o/gv‘/l'VF)A

Mozgo6tazis sebessége (ml/perc) 0,8 1,2
Injektalas térfogata (ul) 20 10
Detektalas hullamhossza (nm) 340 340
Detektalas ideje (perc) 7 10
Apigenin tr (perc) 6,4 8,3

Apiin tr (perc) 2,3 -

Apigetrin tr (perc) 2,6 -
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3.6.1.2. Toémegspektrometria (MS)

A kivonat §sszapigenin tartalom meghatarozasahoz a korabban emlitett hidrolizist
alkalmaztam, amelynek hatasfokat tomegspektrométerrel ellenériztem 1290 Agilent
HPLC/6460 TripleQuad MS késziiléken (Agilent Technologies Inc., USA). A
elemzésére is és egyike a legspecifikussabb és legjobb kimutatasi hatarral biré analitikai
eljarasoknak. A mérések scan és product ion modban torténtek, mely soran teljes ionaram
kromatogramot (TIC) vettem fel. Ez lehet6vé teszi, hogy minden molekulat szelektiven
érzékeljen a késziilék, de egy altalanos ionizéacios detektor altal mért kromatogrammal
egyenértékli. A mintak mérése negativ lizemmodban elektroporlasztasos ionoizacioval
ESI (-) tortént, melynek homérséklete 300°C volt. A porlasztd- és szaritbgaz aramlasi
sebesség 13 I/perc, mig a fragmentor fesziiltség 135 V volt. A detektor 60 és 800 m/z

értékek kozott detektalt. Az azonositasokhoz standard torzsoldatokat hasznaltam fel.

3.6.2. UV-lathato és fluoreszcencia spektroszkopia

Az Api-CD zarvanykomplexek abszorbancia spektrumat 250-400 nm
tartomanyban vettem fel spektrofotométerrel (Metertech SP-8001, Metertech Inc.,
Tajvan). A mintak pH értéke 6,8 volt és ugyanolyan koncentracioban tartalmaztak a
ciklodextrineket (Ccp=50,0 mM). A mérés szobahOmérsékleten tortént 20x higitast
kovetden.

Ugyanezen mintak fluoreszcencia emisszios spektrumat 360-600 nm kozott
mértem Fluoromax-3 spektrofluoriméterrel 345 nm gerjesztési hullamhosszon (Jobin
Yvon-Horiba, Franciaorszag). Az adatgy(ijtés 0,5 nm-erenként tortént 0,2 masodperc
integralacids idovel. Az emisszios és gerjesztd rés nagysaga 2 és 5 nm volt. A késziilek
automatikusan minden mintardl harom spektrumot vett fel, melynek atlagat adta meg
végeredményliil. A spektrumok alapvonal korrekcidja, 5 pontos lineéris simitasa és a
Raman-savok kivonasa a spektrumokbol (390 nm kérnyékén) SPSERV V3.14 szoftverrel
tortént (OBagyinka Csaba MTA SzBK Biofizikai Intézet, Magyarorszag).

A fent emlitett késziilékkel vizsgaltam a BSA oldat, az iires és az apigenin
tartalml nanopartikulumok fluoreszcencia spektrumat is. A bedllitdsi paraméterek
megegyeztek a fentiekben leirtakkal, kivéve a gerjesztési hullamhosszt (285 nm) és az

emissziés  spektrum  mérési  tartomanyat (300-450 nm). Minden mérés
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szobahdmérsékleten zajlott. A haromdimenzids abrazolas SURFER Version 10
szoftverrel tortént (Golden Software, Inc., Colorado, USA). A 2D és 3D abrazolashoz
végzett mérésekhez a gerjesztési hullamhosszakat 250 és 310 nm ko6zott 10 nm-enként
valtoztattam, emissziot 265 ¢és 450 nm kozott detektaltam, iligyelve arra, hogy az
emisszids tartomany kezd6 hullamhossza minden esetben 15 nm-rel hosszabb legyen,

mint a gerjesztési hullamhossz.

3.6.3. Fourier transzformacios infravoros spektroszkopia (FTIR)

A bioaktiv hatéanyaggal rétegzett és intesztinoszolvens polimerekkel bevont
pelletek FTIR analizisét Bruker Optics ALPHA FTIR spektrométerrel végeztem (Bruker
Corporation, USA) 4000-400 cm™ frekvencia tartomanyban, 4 cm™ felbontassal. Az
adatok kiértékelése Opus 7.5 szoftver segitségével tortént (Bruker Corporation, USA).

A porlasztva szaritott Api-BSA nanopartikulumokat PerkinEImer Spectrum 100
FTIR spektrométerrel vizsgaltam (PerkinElmer, USA) 4000-600 cm™ frekvencia

1

tartomanyban, 4 cm™ felbontassal. Az adatok kiértékelése a késziilékhez tartozo

szoftverrel torént (PerkinElmer Spectrum Express, USA).

3.6.4. Nedvességtartalom meghatarozasa

A pelletek nedvességtartalmanak ellendrzésére infravords sugarzassal flithetd
szaritd berendezést alkalmaztam, amely a tomegveszteség folyamatosan detektalasaval
allapitja meg a nedvességtartalmat és a szaritds végpontjat 0,50%-o0s pontossaggal
(Precisa XM 60 HR, Precisa Gravimetrics AG, Svajc). A mérest 0,200 g mintan végeztem
70°C-on.

A porlasztva szaritott mintakat ennél kisebb nedvességtartalom meghatarozasara

alkalmazhat6é automata Karl Fischer titratort alkalmaztam (Metrohm 758 KFD Titirino,

A mérés Karl Fischer méréoldattal tortént, mely jodot is tartalmaz és a jod szinének
megjelenése jelzi a végpontot (biamperometrias végpontjezéssel mitkddik a késziilék).
Analitikai mérlegen bemért 0,100 g minta mennyiséget vizmentes metanolban
vizsgaltam. Minden esetben harom mintat mértem, melyek atlagaként tiintettem fel az

eredményt.
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3.6.5. Péasztazo elektronmikroszkdpos vizsgalatok (SEM)

Az apigenin tartalmu rétegzett és bevont pelletek, valamint a porlasztva szaritott
nanopartikulumok morfoldgiajardl pasztazo elektronmikroszkopos késziilékkel késziiltek
a felvételek (FEI Inspect™ S50, USA). A mintékat kétoldali ragasztoval rogzitetve,
vékony arany réteggel torténd bevonds utdn vizsgaltam 300-8000x nagyitast (£ 2%

pontossag) és 20,00 kV gyorsito fesziiltséget alkalmazva.

3.6.6. Pelletek fizikai ellendrz6 vizsgalatai

3.6.6.1. Méret és szemcsealak vizsgalata képanalizissel

A rétegzett és bevont pelletek méretét és alakjat  vizsgalata Camsizer®
képanalizaloval tortént (Retch Camsizer® Dynamic Image Analyzer V.4.2.1.,
Németorszag). Megkozelitdleg 4 g pellet keriilt a késziilék minta adagoldjaba, azt
kovetden pedig a miiszer kamerak segitségével rogzitette a szabadon eso részecskék alaki

paramétereit. A mérési tartomany 30 um - 30 mm ko6zott volt.

3.6.6.2. Torési szilardsag, tomérddési tulajdonsagok és gordiilékenység mérése

Az inert, rétegzett és bevont magokbdl 20 db random kivalasztott pellet torési
szilardsagat vizsgaltam 4500 g mérdcellaval felszerelt TexturePro CT3 késziilékkel
(Brookfield Engineering Labs, Inc., USA). A mérés 4 mm atmérdjii lapos felszinii és
henger alakt méréfejjel tortént, mely 0,05 mm/s sebességgel haladva torte szét a
manualisan aldhelyezett mintdkat. Az eré-megtett Gt fliggvényeket, a toréshez sziikséges
erdt (F) és a pelletek atmérdjét (d) detektalta a késziilék. A torési szilardsagot (o) a 4.
egyenlettel segitségével szamitottam Ki (233):

=127 4)

n*d

A toltott és tomoritett halmazsiiriiség értékeket STAV 2003 Stampfvolumeter (J.
Engelsmann AG., Németorszag) késziilékkel hatdroztam meg. Pontosan mért 50,0 g
pelletet toltottem a késziilék kalibralt mérdhengerébe (250 ml) és leolvastam a toltott
halmaztérfogatot. Ezt kovetéen a tomoritett halmazsiliriség meghatarozasahoz
térfogatallandosagig tomoritettem a pelleteket (1250 letités), harom parhuzamos mérést
végezve. A halmazsiiriség adatokat a térfogat értékek (toltott és tomoritett) €s a pontos

tomeg ismeretében szamitottam Ki.
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A gordiilékenységre jellemz6 Hausner faktort (HR) és Carr-féle indexet (Cl, %)

5. és 6. egyenlettel alapjan hataroztam meg:

HR= Piomoritett (5)
Psltsue

C.L [%]= tomoritett Ttoltott 100 (6)
Pesleste

Tovabbi méréseket végezve, a gordiilékenységre jellemzd kifolyasi idot (s) és a
kifolyt halmaz lejt6szogét (o) PTG késziilékkel (PharmaTest Ptg, Németorszadg) mértem,

melynek nyilasa 8 mm atmérdji volt.

3.6.6.3. Kozeli infraviros spektroszkopiai mérések (NIR)

A mintdk kozeli infravords spektruméanak felvételére Hitachi U-3501
UV/VIS/NIR spektrofotométert (Hitachi, Japan) hasznaltam. A késziilék PbS detektorral
¢s integrald gombbel (d=60 mm) rendelkezik. A mérés soran a reflektilt fény
mennyiségét 500-1500 nm hullamhossz tartomanyban, 2 nm lépéskdzzel és 500 nm/perc
sebességgel detektalta a késziilék. A kiértékelést UV Solutions programmal (Hitachi,
Japan) végeztem. A spektrumok feldolgozasa soran a zaj csokkentésére N-pont simitast,
Savitzky-Golay algoritmust alkamaztam, majd a spektrum masodik derivaltjat is

szamoltattam a programmal az alapvonalbeli eltérések miatt.

3.6.6.4. Hatoanyagtartalom meérése és kioldodas vizsgalatok

A hatdéanyagtartalom meghatarozashoz analitikai pontossaggal mért 1,000
g pelletet vizsgaltam. A bioaktiv hatbanyagréteg metanolban torténd oldasa utan a fent
leirt HPLC-UV mddszerrel hatdroztam meg az apigenin tartalmat. A ndvényi kivonatot
tartalmaz6 minték hidrolizisnek vetettem ald az 6sszapigenin tartalom meghatarozéasahoz.

Az apigenin felszabaduldsat a rétegzett pelletekbdl pH 1,0; pH 6,8 és pH 7,2
pufferekben vizsgaltam. Mivel a vizoldékony kotdanyag azonnali hatéanyagleadast
biztosit, 30 masodpercenként vettem mintat a kzegbdl 5 percen keresztiil.

Az intesztinoszolvens bevonattal ellatott pelletek kioldodas vizsgalatat
forgokosaras modszerrel végeztem Hanson SR8-Plus™ (Hanson Research, USA)
kioldodas vizsgald késziilékben, 100 rpm forgasi sebességgel, 37 + 0,5°C-on 900 ml
kioldokozegben. A mérés kiillonbozd pH értékeken (pH 1,0; pH 6,8 és pH 7,2) és allando
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térfogatban tortént és meghatdrozott idépontokban 1 ml mintat vettem. Szimulalva a
gasztrointesztinalis rendszer koriilményeit, az Eudragit® L bevont pelletek esetében a 2
oran keresztiil pH 1,0 értéken, majd 1 6ran keresztiil pH 6,8 értéken tortént a kioldodas.
Az Eudragit® FS polimerrel rendelkezé magok esetében a savas koriilmények utan 3 6raig
pH 6,8, majd 1 oraig pH 7,2 értéken vizsgaltam a kioldodast. Az apigenin tartalom
meghatarozasat HPLC-UV késziilékkel tortént, a mar emlitett moddszer szerint. A
mintelOkészités soran novényi kivonatot tartalmazo mintakat hidrolizisnek vetettem ala.
A csak apigeninnel rétegzett mintakat pedig metanollal kétszeresére higitottam,

elésegitve ezzel az oldodast.

3.6.7. Albumin nanopartikulumok vizsgalatai

3.6.7.1. Részecskemeéret és zeta potencial meghatdrozdasa

A részecskék méretét, polidiszperzitas indexét (PDI) és zeta potencialjat
Zetasizer Nano ZS késziilékkel hatdroztam meg (Malvern Instruments Ltd., Anglia). A
késziilék a dinamikus fényszorédas mérés elvén alapul. Minden mérést harom
parhuzamos mintaval végeztem 25°C-on. Az eredményeket hdrom mérés atlagaként

adtam meg.

3.6.7.2. Hatoanyagtartalom és bezardsi hatdasfok meghatdarozasa

A részecskék apigenin tartalmanak meghatarozasaira DMSO:MeOH 50:50% (v/v)
elegyét alkalmaztam. A pontos koncentraciot sztirést kovetden (0,22 pm, Sartorius AG,
Németorszag) hataroztam meg a fent emlitett HPLC-UV moddszerrel. A
hatéanyagtartalmat (DL) és a bezarasi hatasfokot (EE) a 7. és 8. egyenletekkel szamoltam
ki, ahol a bezart apigenin mennyiségét (Wencapsulated) OSZtottam el az Osszes bemért
anyagmennyiséggel (Wital), valamint a Osszes bemért apigenin mennyiséggel

(Wtheoretical) .

DL: Wencapsulated x 100 (7)

total

EE: Wencapsulated % 100 (8)

theoretical
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3.6.7.3. Rontgen por-diffrakcio (XRPD)

A porlasztva szaritott albumin nanopartikulumok diffraktogramjait
MiniFlex600 (Rigaku Corporation, Japan) tipusi rontgen-pordiffraktométerrel
hataroztam meg. A mintakat 25°C-on analizaltam a kovetkezo beallitasokkal: detektalasi

tartomany 20=2°- 40°, detektalas sebessége 2°/perc és 0,05° 1épéskoz.

3.6.7.4. Differencialis pasztazo kalorimetria (DSC)

A porlasztva szaritassal késziilt albumin mintakat DSC késziilékkel is vizsgaltam
(DSC Q2000 module; TA Instruments, Anglia). Az indiummal torténd kalibralast
kovetéen 3-5 mg minta mennyiségeket mértem be analitikai mérlegen hermetikusan
zarhat6 aluminium mintatartokba (TA Instruments, Anglia). 25°C-ra torténd temperalast
kovetden 10°C/perc sebességgel flitotte a mintakat 400°C-ig. A kiértékelés TA

Instruments Data Analysis szoftverrel tortént.

3.6.7.5. Lézer diffrakcios szemcseméret eloszlas vizsgalata

A részecskeméret analizis¢hez Sympatec HELOS Iézer diffraktométert
hasznaltam (Sympatec GmbH System-Partikel-Technik, Németorszag). A kalibraciot
kovetden, a pormintdkat 4-5 bar nyomasu stiritett levegdvel porlasztotta a késziilék a 1ézer
detektorhoz (agglomeracido megsziintetése céljabol). Az optikai lencsék a detektorra
fokuszalva gyiijtotték be a szort fényt a 0,45-87,5 um kozotti mérési tartomanyban. A
részecskeméret eloszlas jellemz6 paramétereit (Dio, Dso, Dgo) valamint a térfogat
mediannak megfelelé aerodinamikai atmérét (VMD) is megadta a késziilék. Az

eredményeket harom parhuzamos mintak mérését kovetden, atlagolva adtam meg.

3.6.7.6. Invitro aerodinamikai tulajdonsdagok vizsgadlata

Az inhalaciora szant nanopartikulumok aerodinamikai tulajdonsagainak
meghatarozasahoz a Gydgyszerkonyvben is hivatalos kaszkad impaktort alkalmaztam
(Next Generation Impactor, NGI, Copley Scientific, Anglia). A berendezés tartalmazott
egy mesterséges szajrészt, eldszeparatort és sziirdt. A tiido egyes részeit szimulalo felfogd
tanyérokat a mérés megkezdése eldtt 1%-os szilikon olaj oldattal vontam be a részecskék
megfeleld tapadasanak érdekében. 3x10 mg mennyiségii port kemény zselatin

kapszulakba toltottem, melyeket a mérés kezdetén az inhalacios késziilék kilyukasztott.

66



DOI:10.14753/SE.2017.2270

Ezt kovetéen 60 1/perc aramlasi sebességgel tortént a minta beszivdsa az impaktorba
vakuum pumpa segitségével. Az egyes részeket és a tanyérokat DMSO:MeOH (50:50%,
v/v) elegyével kvantitativan mérélombikokba (10 vagy 25 ml) mostam, majd sziirés utan
meghataroztam az apigenin tartalmat a fent emlitett HPLC-UV modszerrel. A mérésre és
az aerodinamikai tulajdonsagokra jellemzd paramétereket a kapott eredményekbdl

szamitottam. Minden vizsgalatot haromszor végeztem el.

3.7. Antioxidans hatas vizsgalata

Az antioxidans hatas vizsgalatokhoz kereskedelmi forgalomban kaphato, lila
szinli stabil szabadgyokot hasznaltam. Ez egy gyors és konnyen Osszehasonlithatd
vizsgalat, de a hatranyai kozé tartozik, hogy érzékeny pH-ra és interakcidoba léphet
polimerekkel (234). A szabadgyok és az antioxidans kozotti reakciot szinvaltozas
mutatja, mely spektralisan mérhet6 517 nm-en. A reakcid altalanos mechanizmusat a 15.
abra szemlélteti. A szabadgyok gatlasa az antioxidans molekula elérhetdé H donor
képességére, vagyis a hidroxil csoportok szamara, kotések erdsségére és sztérikus okokra
vezethetd vissza. Altalanos esetben egy apigenin molekula 3 DPPH® szabadgyokot képes

»semlegesiteni” (15. abra).

5 O,N NO, ON NO,
O sliee;
NO, +R* NO,
Antioxidans

—_—
>

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil 2,2-difenil-1-pikrilhidrazin
(reaktiv szabadgyok) (nem reaktiv molekula)

OH (0]
(0] \\\Q/ o \\\\g
N Ny

3DPPH

-¥_-o
=

3 DPPH-H

HO (0] (0]

OH o}

15. ABRA REAKCIO ALTALANOS MECHANIZMUSA (FENT) ES A SZABADGYOK
REAKCIOJA AZ APIGENIN MOLEKULAVAL (LENT)
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A méréshez Hatano és tarsai (235) altal leirt modszer alkalmaztam, kisebb
valtoztatasokkal. Minden esetben frissen készitettem 0,1 mM metanolos DPPH*
torzsoldatot, mert fényérzékeny és bomléasra hajlamos. Higitasi sort készitve (0,01-0,1
mM) a toérzsoldatbol kalibracios egyenest vettem fel, dbrazolva a koncentracié és az

abszorbancia értékeket (R?> 0,999). A tovibbiakban ennek segitségével hataroztam meg

crer

rrrrrrrr

1 (%)= % x100 (9)

Standardként 0,1 mg/ml apigenin torzsoldatot hasznaltam fel. A reakcid pontos
iddtartamanak meghatdrozasara 15 percenként mértem az standard abszorbancia értékét,
amig az nem valtozott tovabb. gy megallapitottam, hogy 60 perc sziikséges a végpont
eléréséhez. A segédanyagok esetleges befolydsolo hatdsa miatt, minden anyagra kiilon is
elvégeztem a vizsgélatot, harom parhuzamos mintaval.

A novényi kivonatot vizsgalva, 0,1 ml kivonathoz és standard oldatokhoz 0,9 ml
metanolt, majd 2 ml 0,06 mM DPPH® reagenst adva vizsgaltam az eldallitas soran
alkalmazott paraméterek befolyasold hatdsat a kivonat antioxidans hatdsara.

A multipartikulumok esetében 1 g rétegzett pellet apigenin tartalméat 100 ml
metanolban oldottam, hogy a teljes apigenin mennyiség feloldodjon. Ezt kdvetden 1 ml
mintat adva DPPH® reagenshez (2 ml, 0,06 mM) végeztem a mérést. A mintak
Osszehasonlitasara 1 ml apigenin torzsoldatot és 1 ml P. crispum kivonatot hasznaltam.

A ciklodextrin zarvanykomplexek vizsgalata soran, 1 ml mintat adtam 2 ml 0,06
mM DPPH?* reagens oldatdhoz. 10 masodperces vortex (IKA® Vortex 2, IKA-Werke
GmbH & Co, Németorszag) kevertetés utan mértem a mintdkat a leirtak szerint. A
Osszehasonlithatosag érdekében mindegyik minta 50 mM ciklodextrint tartalmazott
(desztillalt vizben), a standard 0,1 ml apigenin torzsoldat volt.

Az ,lres” és apigenin tartalmi nanopartikulumokat Ossszehasonlitottam a
porlasztva szaritott mintak antioxidans hatasaval. A bemérésnél tigyeltem, hogy apigenin
mennyisége minden mintanal 0,1 mg/ml legyen az 6sszehasonlithatosag érdekében. Ezt

kovetden szintén 2 ml 0,06 mM DPPH® reagenssel végeztem a vizsgalatokat.
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4, EREDMENYEK

4.1. Petroselinum crispum Kkivonat eléallitasa és antioxidans hatasanak vizsgalata

A kivonasi hatasfokot novelni lehet a ndvényi rész apritasaval, ezért Orlést
alkalmaztam a szaraz P. crispum levelek méretcsokkentésére. A golydsmalomban 6rolt
levelek részecskeméretét a X. tablazat szemléteti. Lathatd, hogy a legkisebb méretet a
25 1/s frekvencian torténd Orlés eredményezi, ezért a kivonas optimalizalasahoz a

tovabbiakban ezt hasznaltam.

X. TABLAZAT AZ OROLES HATASA A LEVEL DROG MERETERE

Frekvencia (1/s) D10 (mm) Dso (mm) Dgo (mm)
10 0,192 £ 0,011 0,451 +£0,015 3,227 + 0,026
15 0,154 + 0,020 0,295+ 0,012 1,634 + 0,021
25 0,141+ 0,013 0,238+ 0,018 0,509 £0,014

A ndvényi kivonatokban a hatdanyagok aranya és mennyisége jelentdsen fiigg a ndvény
genotipusatol, a termesztés koriilményeitdl és a kivondsi technikatol is, tovabba a
extrakcié hofokanak és az olddszer polaritdsanak nagy jelentésége van a flavonoid
glikozidok aranyaban és mennyiségében (236). Luthria és munkatarsai vizsgaltak a
kivonas modjanak és az oldoszer polaritasanak hatasat a P. crispum levél flavonoid
tartalmara ¢s az apigenin glikozidok Osszetételére. A konvencionalis kivonasi modszerek
koziil a kevertetés bizonyult a leghatékonyabbnak, a flavonoid tartalmat illetéleg pedig
kivonodszerként az 50:50% (v/v) etanol:viz elegy (237). Ezért ezt a modszert valasztottam
¢és optimalizaltam a kivonas héfokat és idOtartamat az §sszapigenin tartalmat mérve. A

16. abran lathato, hogy jo hatasfokot 60°C-on mar 90 perc alatt lehetett elérni.

—--25°C —l—40°C Apigenin (mg/ml)

—a—60°C ---- 80°C 120 TARE AR !Mm
sE\ 0 10 - 03802
g 0 /E\ 804 [~ 0.3579
= o - 0.3265
.E 0 % 60 - 0.2951
% =
.a 0‘ . ,:7 02638
< 2 02324

15 30 45 60 75 90 120 21

T T T T
30 40 50 80 70 80

1dé (perc) Hémérséklet (°C)

16. ABRA APIGENIN KIVONASANAK OPTIMALIZALASA P. CRISPUM LEVELBOL
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Tovabbiakban vizsgaltam a kivonas héfokat (nem 6rolt levél) és az 6rlés hatasat (60°C-
on) a novényi kivonat antioxidans tulajdonsagara, melyet a 17. abra szemléltet.
Megallapithat6, hogy habar az antioxidans kissé csokkent, egyik paraméter sem

befolyasolta jelentds mértékben a kivonat szabadgydkfogo kapacitasat.

A) B)
60 - 50 -
T 45 1
50 - i} = o
* . 40 - =
— (=)
S 40 35
- 30 A
30
25
20 20
25°C 40°C 60°C 0 10 15 25
Hoémérséklet (°C) Frekvencia (1/s)
17. ABRA HOMERSEKLET (A) ES ORLES (B) HATASA AZ P. CRISPUM ANTIOXIDANS
HATASARA

Ezt kdvetden kisérletet tettem az extrakcio6 hatasfokanak javitasara egy alap és egy
szarmazék ciklodextrin hozzdadasaval. Valasztasom azért esett erre a két CD-re, mert a
v-CD nagyobb belsé tireggel, mig a HP-B-CD jobb H-hid kotési képességekkel
rendelkezik. A 18. abran lathatd, hogy egyik CD hozzaadasaval sem nétt szignifikansan
az apigenin mennyisége a kivonatban. Mivel kevés a szabad aglikon, valdsziniisithetd,
hogy az apigenin glikozidok nagy és polaris cukorrésze gatolja a zarvanykomplex
kialakulasat (238). Tehat ezek az eredmények nem indokoljak a CD-ek segédanyagként

torténo alkalmazasat a kivonas soran.

4000 -

3000 ~ | I |

2000 -

1000 -

HPLC area (mAU)

Kontrol y-CD HP-g-CD
18. ABRA CIKLODEXTRINEK ALKALMAZASA KIVONAS SORAN
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4.2. A hatéanyagtartalom kimutatasa

Az eldallitott P. crispum kivonatban talalhaté 6sszapigenin tartalom mérésére a
mar leirt, kisérletesen optimalizalt I. szamu HPLC-UV analitikai mdodszert hasznaltam. A
mennyiségi meghatadrozashoz kiils6 standard modszert alkalmaztam. A kalibral6 egyenes
jo linearitast mutatott (R?=0,999) a vizsgalt 0,01-0,1 mg/ml koncentraci6 tartomanyban.
Az glikozidos kotések felbontasahoz savas hidrolizisnek vetettem ald a mintakat,
melynek hatékonysagat HPLC-MS modszerrel is ellendriztem. A ndvényi kivonatok nem

hidrolizalt és hidrolizalt Kromatogramjait a 19. A és B abra szemlélteti.

TADT C. Gig-340.6 Re-060 100 (F 25121001 0
mAU 5

o] Apiin
)
<
£
ey . .
= Apigetrin
8 200 - )
é ) Apigenin
[«5] H
e 100 ] oo
B 88 3 EE
1d6 (perc)

19. A) ABRA FOKENT APIGENIN GLIKOZIDOKAT TARTALMAZO NOVENYI KIVONAT

ADT €. 51g=340.5 Re=360.100 )

mau

I

Apigenin

Krizoeriol

Detektorjel (mAU)

2287
4305

|

3822
4128

|

a7aq
2024

2613
2882
2118
2348
3487
7824
8048
2744
5,088
0.302
0318
11264
12,183

a H 4 8 ] 10 12 mi

Idé (perc)

19. B) ABRA HIDROLIZIST KOVETOEN FOKENT APIGENINT TARTALMAZO KIVONAT

A témegspektrometrias mérés lehetové tette az egyes glikozidok és az aglikon
molekulatomeg szerinti azonositasat, melyhez standard anyagok tdrzsoldata mellett
irodalmi adatokat is felhasznaltam. A mintak gazhalmazallapotba kertilését kovetden, a

molekulak ionizalédnak és fragmentalodnak, majd ionok toltésegységre jutd tomegiik
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(m/z) szerint elvalasztasra keriilnek a késziilékben. A polifenolok esetében negativ
elektroporlasztasos ionizacid (ESI(-)) alkalmazhato, melynek soran deprotonalt
molekulatomegek ([M-HT) keriilnek detektalasra (239). Az igy keletkezett, nem
hidrolizalt névényi kivonat tomegspektruman megjelentek a glikozidokra jellemz6
molekulaionok tomegei, mint az apiin ([M-H]=563) és az apigetrin ((M-H]=431). Ezzel
szemben a hidrolizalt kivonatban csak az apigeninre ([M-H1=269) ¢és a gliikoz
molekulara ([M-H] =160) jellemz6 molekulatomegek voltak mérheték, tehat
megallapithatd, hogy a hidrolizis sikeres volt. Ahogy a 19. B abran is lathato, az apigenin
utan egy masik anyag is jol elvalaszthat6. Molekulatomege alapjan sikeriilt azonositani,
hogy ez az anyag a krizoeriol ([M-H]=299), egy masik flavonoid, melynek szerkezete
hasonld az apigeninéhez, azzal a kiilonbséggel, hogy a B gylirijében C3’ pozicidban
metoxicsoportot tartalmaz. A tovabbi elektronionizacio folytin a molekulak
fragmensekre bomlanak, melyek tomege a molekula tomegének és szerkezetének
fiiggvénye. fgy a tomegspektrum adataibol a komponensek szerkezetére is kovetkeztetni
lehet. Az apigenin molekula féként a 117, 151, 197 és 201 m/z értékekre fragmentalddik
(237; 239; 240), melyeket detektalni lehet mind a nem hidrolizalt, mind a hidrolizalt
novényi kivonatban. A novényi kivonat tOmegspektrumdt az apigenin molekula
fragmentalodasi mechanizmusaval a 20. A abra szemlélteti (241). Az apigenin total ion
(TIC) kromatogramja és a glikozidok tomegspektrumai is a jellemzo tomegekkel a 20. C

és B abran lathatoak.
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20. A) ABRA NOVENYI KIVONAT TOMEGSPEKTRUMA ES AZ APIGENIN
FRAGMENTALODASI MECHANIZMUSAI
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4.3. Gyégyszertechnologiai médszerek
4.3.1. Oldékonysag novelés ciklodextrinekkel

4.3.1.1. Elovizsgalatok és fazis-oldhatosagi vizsgalatok eredményei

Az el6vizsgalatok soran kiilonboz6 alap és szarmazék CD-t vizsgaltam az
apigenin oldékonysaganak eldsegitésére. Az apigenin oldékonysaga kiilonb6z6 pH
értékeken (CD nélkiil) megegyezett az irodalomban leirtakkal (25). Az alap CD-k koziil
leginkabb a y-CD novelte meg az oldékonysagot, feltehetden a nagyobb belsd
gyliriatmérd miatt (a-CD: 0,57 nm < B-CD: 0,78 nm < y-CD: 0,95 nm) (150; 159). A -
CD szarmazékai jobban eclésegitették az oldhatosagot, melyek koziil a HP-B-CD-hez
képest mintegy haromszoros mértékben hatékonyabban a RM-B-CD és a SBE-B-CD (21.
abra). Ezek eredmények 6sszhangban voltak a korabban publikalt adatokkal (98; 99). A
szarmazék CD-ek hatékonysagara a magyarazat nem csupan az, hogy példaul HP-B-CD
hidroxipropil csoportjai tobb H-hid kotést képesek kialakitani, hanem kevésbé
hajlamosak aggregéiciora. Tehat tobb szabad CD molekula képes zarvanykomplexet
képezni vendégmolekulakkal mert a komplexképzés nem csupan a belsé iireg
geometriajanak fiiggvénye, hanem a CD molekulak kozotti interakcid is jelentésen
befolyasolja (243). Tovabba az \jabb derivatumok, mint az ionos SBE-B-CD, ahol
szulfonat csoportok natriumsodja butil lancon keresztiil kapcsolodik a B-CD-hez, vagy a
metilcsoportokkal szubsztitualt nem-ionos RM-B-CD szarmazék, hatékonyabbnak
bizonyultak a HP-B-CD-nél az apigenin esetében is (167).

Az apigenin gyenge savas karakterti molekula, ezért a pH novekedésével né az
oldékonysaga (pH 1,0: 1,43 pg/ml, pH 6,8: 1,56 pg/ml) (25). Két ionizacios 1épést
kiilonboztetliink meg, az elsé az A gylriin 1évé C7-OH csoporton kovetkezik be, mig a
masodik a B gytirtt C4’-OH csoportjan (225). Ezért a vizsgalt 6,8 pH értéken az elsé
ionizécios 1épésnél monoanion molekuldk koriilbeliil 8%-ban taldlhatéak az oldatban
(C7-OH pKa1=7,86), ahol a neutralis és az ionos formak kozott egyenstly alakul ki (244).
Ezzel magyarazhatd, hogy a vizsgalt pH 6,8 értéken mindegyik CD esetében nagyobb
oldodast tapasztaltam, kivéve a SBE-B-CD-nél, ahol pedig taszitas 1éphet fel a negativ
szulfo csoportok és az apigenin monoanion formaja kozott. Az eldvizsgalatok
segitségével megallapitottam, hogy a y-CD, HP-B-CD, RM-B-CD ¢és SBE-B-CD

ciklodextrinek ndvelik meg jobban az oldhatosagot, ezért ezekkel végeztem el a fazis-
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21. ABRA ELOVIZSGALATOK CIKLODEXTRINEKKEL KULONBOZO PH ERTEKEKEN

oldhatosagi vizsgalatokat. Ez a modszer széles korben alkalmazott a CD

zarvanykomplexek sztochiomertidjanak megallapitasara, melyet Higuchi és Connors

crer

crer

erdményezhet. Ezen beliil megkiilonbdztetiink A és B csoportokat, melyek feloszthatéak
tovabbi alcsoportokra (22. abra). Ha a kialakult komplex oldédik a kdzegben, akkor az
“A” tipus a jellemz6. Amennyiben a fiiggvény egyenes lefutasti (AL szubtipus), akkor
kozvetleniil megallapithatd, hogy 1:1 sztochiometriaju a komplex (150). Tovabba a
tengelymetszet és a meredekség értékeikbdl kiszamithato az adott komplexek stabilitasi
allanddja is. Ez az 4llandé jellemzi a
zarvanykomplex erdssegét, a
vendégmolekula tulajdonsagait ¢s
meghatdrozza, hogy a molekuldk hanyad

része taldlhato szabad, illetve komplex

vendégmolekula

formaban. Tovabba a vendégmolekula ©

felszabadulasa a komplexekbdl lesz a

hatéanyag felszivodasanak sebesség-

C
meghatarozo 1épése (150). A “B” tipus ciklodextrin
22. ABRA FAZ1S OLDHATOSAGI

oldhatalan komplexekre utal (157). DIAGRAMOK
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Az Api-CD komplexképzddést kiilonbozé fiziologias pH értéken és széles
koncentracio tartomanyban vizsgaltam (Ccp=1,0-50,0 mM). A szolubilizalt apigenin
pontos mennyis¢gét HPLC-UV modszerrel, kalibraciés egyenes felvétele utjan
hataroztam meg. A kiilonb6z6 CD-ekhez tartozo fazisoldhatosagi fiiggvényeket a 23.
abra szemlélteti. Lathato, hogy a HP-B-CD ¢és a SBE-B-CD profiljai linearis lefutasuak,
az A_ altipushoz tartoznak, tehat 1:1 sztochiometraji komplexképzddés feltételezheto.
Ezt az eredményt irodalmi adatok is alatimasztjak, miszerint a flavonoidok gyakran 1:1
aranyu zarvanykomplex képzésére hajlamosak (245). Tovabba mas publikacio is igazolja,
hogy az apigenin 1:1 aranya komplexet alkot a HP-B-CD-nel (98). Ezzel szemben a y-CD
¢s a RM-B-CD esetében egy pozitiv izotermat kaptam, mely magasabb
komplexképzddésre utal (pl.: 1:2 Api:CD). A pH 6,8-as kdzegben még nagyobb oldodas
elosegitést tapasztaltam, kivéve a SBE-B-CD esetében. A HP-B-CD zarvanykomplex
1érejottének a neutrdlis forma kedvezobb, tehat a pH 1,0 kdzegben eredményezett

nagyobb apigenin koncentraciot.
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23. ABRA FAZISOLDHATOSAGI IZOTERMAK KULONBOZO PH ERTEKEKEN VIZSGALVA
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A stabilitasi konstans értékeket (Ki1) az 1:1 sztochiometriajui komplexek
fazisoldhatosagi adataibodl hatdroztam meg. A szamitott allandokat a XI. tablazat
mutatja, a pH minkét esetben befolyasolta az értékeket. Ahogy mar az eldvizsgalatokban
is megallapithatd, a pH 6,8 kézeg nem kedvez az Api-SBE-B-CD komplex
kialakulasanak, ezért gyengébb a stabilitasi allando értéke, mint desztillalt viz esetén.
Altalanosan elmondhaté, hogy az ionizalt molekulak komplexképzése gyengébb (246;
247). Valamint egy masik hasonld flavonoid, a naringenin esetében is a pH
novekedésével nott a flavonoid latszolagos oldhatésaga, de gyengébb stabilitasu
komplexek 1étrejottét idézte eld (248). Ez a tendencia a HP-B-CD esetében is
megfigyelhetd. A pH 1,0 kdzeg pedig a hidrofob interaciok kdvetkeztében az Api-HP-f3-
CD létrejottének a legkedvezobb. A SBE-B-CD esetében hdmérséklet ndvelésével nd az

apigenin latszolagos oldékonysaga (242).

XI. TABLAZAT STABILITASI ALLANDOK ERTEKEI KULONBOZ® PH ERTEKEKEN

Apigenin — HP-B-CD

Meredekség (x10°)  Tengelymetszet (x10%)  Ky.1 (mol L) R?

Deszt. viz 3,60 4,90 773,348 0,9914
pH 1,0 3,90 5,00 783,054 0,9991
pH 6,8 3,80 5,10 747,940 0,9992

Apigenin — SBE-B-CD

Deszt. viz 8,10 5,00 1633,229 0,9989
pH 1,0 7,90 6,00 1327,151 0,9985
pH 6,8 7,60 7,00 1094,029 0,9982

4.3.1.2. UV-lathato és fluoreszcencia spektroszkopiai mérések

A CD-ek képesek megvaltoztatni a vendégmolekula fizikai-kémiai tulajdonsagait,
igy abszorbancia ¢és fluoreszcencia spektrumait is (247; 249). Az apigenint, a
flavonoidokra jellemz6 modon, két abszporcios maximum jellemzi: az egyik 267 nm (1.
sav), a masik 340 nm (II. sav) hulldmhosszon talalhaté (mint mar részleteztem a 3.1.1
részben). A y-CD ¢és szarmazék CD-ekkel zarvanykomplexet képzd apigenin UV
abszorbancia spektruma lathatd 6,8 pH-ji kdzegben a 24. abran. A vizsgalt CD
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koncentracidja ugyanolyan volt, de az apigenin mennyisége eltérd, a kiilonbdzo
komplexképzési hajlam kovetkeztében. A komplexképzddés y-CD-nel 5 nm-es batokrom
eltolodast eredményezett és az 1. sav intenzitasa is alacsonyabb volt, mint a II. sav
intenzitasa. Ebbdl arra kovetkeztettem, hogy az apigenin molekula a A+C gylriin 1évo
kromofor csoportja a y-CD iiregében taldlhaté. Hasonloképpen a luteolinhoz, melynek
szintén féként A+C gytrije talalhatd CD-ben (98). Ezzel szemben a B-CD szarmazékai
esetében csak 1-2 nm-es eltolodas lathatdo az I. savban, tehat feltehetoen inkabb az
apigenin B gytrijével 1épnek kapcsolatba. Ezt tamasztja ald az az eredmény is, hogy a 1.
sav intenzitasa jelentdsen lecsokkent az 1. sdvhoz képest a HP-B-CD és RM-B-CD
esetében. A SBE-B-CD latszolag egyforma aranyban 1ép kolcsonhatasba a molekula A+C
vagy B gytirtiivel.

267 nm 340 nm
0.8 \\/
0.6

Apigenin

RM-B-CD
BE-B-CD

Abszorbancia (AU)

250 275 300 325 350 375 400

Hullimhossz (nm)

24. ABRA APIGENIN ES ZARVANYKOMPLEI ABSZORBANCIA SPEKTRUMAI

Az apigenin egy olyan autofluoreszcens molekula, mely fluoreszcencia emisszios
intenzitasa a pH novekedésével nd, tehat a deprotonalas noveli az emisszidt (225; 228).
Ezért a komplexek vizsgalata a pH 6,8-as kdzegben tortént 345 nm gerjesztési
hullamhosszal (25. abra). Az Api-CD zarvanykomplexek fluoreszcencia emisszios
spektruman l4thatd, hogy 345 nm-en torténd gerjesztéssel egy emisszidos maximum
jelentkezik 426 nm-en. Az irodalmi adatoktdl torénd eltérést az eltéré kozeg okozza,
ugyanis a polifenolok spektralis tulajdonsagait jelentdsen befolyéasolja a kdzeg pH-ja és
az oldoszer polaritasa (225; 228). A y-CD és a HP-B-CD jelenlétében a spektrum
emisszios maximuma 436 nm-re tolodott, mig nem valtozott a SBE-B-CD és a RM-B-CD
esetében. Tehat a CD-ek is befolyasoljak a fluoreszcens vendégmolekulak emisszids

spektrumat (250). Az emisszidés maximum eltolodasa arra utal, hogy a vendégmolekula
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egy része vagy egésze CD liregében helyezkedik el. A csucs batokrom eltolodasa a H-hid
kotések jelenlétét jelzi az apigenin és CD-ek hidroxil csoportjai kozott (251; 252). A
fluoreszcencia emisszid intenzitasanak csokkenése is arra utal, hogy a kromofor

csoportok érintettek a zarvanykomplex képzésben, inkorporaldédnak a CD iiregében
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25. ABRA APIGENIN ES ZARVANYKOMPLEXEINEK FLURESZCENCIA EMISSZIOS
SPEKTRUMAI

és/vagy H-hid kotést is kialakitottak. Tovabba az a jelenség is magyarazatul szolgalhat,
hogy a neutralis molekuldk szama nd, mig a deprotonalt molekuldk szdma csokken ezért
csokken az intenzitas is (225). Ezt erdsiti meg a y-CD, SBE-B-CD és a HP-B-CD Api-
CD-ekkel képzett zarvanykomplexek spektruma, melyek intenzitdsa joval kisebb, mint
az apigenin oldatdé. A RM-B-CD novelte a fluoreszcencia intenzitisat, valosziniileg a

jelentds oldékonysag novelés kovetkeztében (26. abra).
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26. ABRA APIGENIN FLUORESZCENCIA EMISSZIO SPEKTRUMA NOVEKVO
KONCENTRACIOJU CD ESETEBEN
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4.3.1.3. Antioxidans hatas vizsgalata

A zarvanykomplexek okozta antioxidans hatast és a szabadgyok gatlasahoz sziikséges
1d6t (tehat amikor mar nem csokken tovabb az abszorbancia) a 27. abra mutatja. Lathato,
hogy az apigenin standardhez képest mindegyik Api-CD komplex erdsebb
szabadgyokfogd hatassal rendelkezik, mely a nagyobb apigenin koncentracio és
feltehetéen a megndvekedett H-donor aktivitas eredménye. A ciklodextrinnek oldatai
nem okoznak szinvaltozast. A zarvanykomplexek kialakulasakor H-hid kotések
alakulnak ki, melyek legyengiti az intramolekularis H-hid kotést, igy né a molekula H
donor aktivitasa (253). Kovetkezésképpen a legnagyobb antioxidans kapacitassal az Api-
HP-B-CD komplex rendelkezik. A RM-B-CD hidroféb metilcsoportjai negativan
befolyasoljadk a H-hid kotések kialakulasat, igy a H-donor aktivitast is ezen kiviil a
metilcsoportok sztérikus gatlasa is feltételezhetd. Hasonloképpen a y-CD és a SBE-B-CD
esetében is, ahol a nagyobb belsd iireg €s a butil lancok is okozhatjak szabadgyokfogo
hatas kisebb mértékét. Tovabba ez magyardzatul szolgalhat arra, hogy a reakcio
végpontjahoz sziikséges 1d6 egyes komplexek kialakuldséval egyrere csokken, és végiil
15 percet ér el a RM-B-CD és HP-B-CD esetében. Ez arra enged kdvetkeztetni, hogy az
apigenin antioxiddns hatasa jelent6sen fiigg az oldékonysagatol, komplexaltsagatol és

szérikus okotol.
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27. ABRA APIGENIN ES ZARVANYKOMPLEXEK ANTIOXIDANS HATASA
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4.3.2. Multipartikulumok mindségi paraméterei

4.3.2.1. Méret és szemcsealak vizsgalata képanalizissel, morfologia

Retch Camsizer® képanalizalo késziilék gyorsan és pontosan meghatirozza a
szemcsék alaki paramétereit. A rétegzett és bevont pelletek szemcseméretét és
szemcsemeret eloszlasat a XII. tablazat ¢s a 28. abra szemlélteti. Lathato, hogy a
rétegzett magok sziik méreteloszlast mutatnak, tobbségiik 0,6-0,7 mm tartomanyban
talalhatd, azonban névényi kivonattal rétegzett magok kiss¢ nagyobb méretiiek. Az inert
mag kedvez6 szfericitas (gombalakusag, kerekdedség) értékén (1,00 + 0,002) nem rontott
szamottevien sem a ndvényi kivonattal, sem az apigeninnel torénd rétegzés.
Megallapithatd, hogy a rétegzett magok idedlis szemcsealakkal rendelkeznek, ezért
alkalmasak a polimerrel torténé bevonashoz. Ahogy varhato volt, a polimertartalom

novekedésével no részecskeméret is €s a gobmbalak megmaradt.

XI1. TABLAZAT RETEGZETT ES BEVONT PELLETEK RESZECSKEMERETE ES

SZFERICITASA

Petroselinum crispum

Eudragit® L bevont Eudragit® FS bevont

Rétegzett 5% 10% 15% 5% 10% 15%

D 10 (mm) 0,554 0,573 0,596 0,610 0,571 0,589 0,593
D 50 (mm) 0,624 0,648 0,679 0,693 0,654 0,670 0,683
D 90 (mm) 0,703 0,735 0,772 0,888 0,780 1,025 1,086

Szfericitas 0,904 0,938 0,941
Apigenin
Eudragit® L bevont Eudragit® FS bevont
Rétegzett 5% 10% 15% 5% 10% 15%

D 10 (mm) 0,542 0,580 0,599 0,615 0,597 0,605 0,626
D s0 (mm) 0,612 0,667 0,688 0,717 0,681 0,705 0,715
D 90 (mm) 0,689 0,774 0,788 0,831 0,796 0,804 1,061

Szfericitas 0,965 0,949 0,950
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28. ABRA A NOVENYI KIVONATTAL RETEGZETT ES EUDRAGIT® L POLIMERREL
BEVONT PELLETEK RESZECSKEMERET ELOSZLASA

A pasztazo elektronmikroszkoppal készilt felvételeken latszik a hatdéanyag réteg és a

polimer bevonat is (29. abra).

Eudragit® FS
Apigenin réteg b/

g =2 —

Eudragit® FS
-
MCC mag

29. ABRA EGY PELLET KERESZTMETSZETI KEPE 300X ES 4000X NAGYITASBAN
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4.3.2.2. Torési szilardsag, gordiilékenység és nedvességtartalom

A torési szilardsag vizsgélata soran a toréshez sziikséges erdt és a megtett utat
detektalta a késziilék (30. abra). Az MCC alapi magok a vizsgalat ideje alatt
folyamatosan deformalddtak, ezért a grafikonon az els6 toréspont utan még tovabbi
kisebb torések is megjelentek. Ez annak volt tulajdonithato, hogy az MCC egy plasztikus,
vagyis konnyebben deformalhaté anyag. Ezért a torési szilardsag kiszamitasahoz, a
vizsgalt pellet felszinén megjelend hasadast, vagyis az elsé toréspontot vettem alapul

(bekeretezett rész) (254).
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30. ABRA EGY MCC PELLET TORESI SZILARDSAGAT JELLEMZO GRAFIKON

A rétegzés €és a bevonds novelte a kiinduldsi mag torési szilardsagat, de szignifikdns
kiilonbség nem mutatkozott a bevonat polimertartalmat tekintve (31. abra). A két tipusu
polimerrel bevont magok torési szilardsag értékeit 6sszehasonlitva jol lathatd, hogy az
Eudragit® FS magasabb értékekkel rendelkezik, mely a polimer jobb flexibilitisanak
koszonheté (XI11. tablazat).
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31. ABRA TORESI SZILARDSAG ERTEKEK A POLIMERTARTALOM FUGGVENYEBEN
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A pelletek toltott és tomoritett halmazstiriség adatai, valamint az ezekbdl szamolt
gordiilékenységre jellemzo értékeket a XIII. tablazat tartalmazza. A Hausner faktor
megkozelitdleg 1 és a Carr féle index 10 alatti értékekei, ezen kiviil a csuszohatarszog
25° alatti szamitott paramétere a pelletek kedvezd tulajdonsagaira utalnak.
Megallapithat6, hogy a hatdéanyagrétegzés és a polimerekkel torténd bevonas nem rontott
az inert pellet kedvezd tulajdonsagain és a nedvességtartalom is alacsony. A kelld
mechanikai szilardsag ¢és gordiilékenység a tablettazhatésag szempontjabol fontos €s a
fenti adatokbdl megallapithato, hogy a gyogyszerkonyvi eldirasoknak megfeleléen a

formulalt pelletek alkalmasak a tovabbi feldolgozéashoz.

XI11. TABLAZAT RETEGZETT ES BEVONT PELLETEK FIZIKAI PARAMETEREI

Petroselinum crispum

Paraméterek Eudragit® L Eudragit® FS
Inert mag Rétegzett mag 15% 15%
Ts (N/mm?) 496 +0,49 522+0,43 532+0,82 5,49 + 0,75
pwion (g/cm®)  0,81+£0,000  0,91+0,001  0,84+0,002 0,92+ 0,003
P tomritett 0,86 + 0,002 0,93 + 0,003 0,86+0,001 0,96 + 0,001
(g/cm®)
HR 1,06 1,02 1,01 1,04
Cl (%) 6,17 2,19 2,38 4,34
Klfolzlsa;m 1do 4.2 4.8 5.7 5.2
a (°) 18 19,1 22,7 21,8
Nedvesség- 4 95, 0,38 2,56 + 0,09 2,60+009  249+0,26
tartalom (%)
Apigenin
Paraméterek Eudragit® L Eudragit® FS
Inert mag Rétegzett mag 15% 15%
Ts (N/mm?) 4,96 + 0,49 511+0,60 5,27+ 0,66 5,38+ 0,63
pwion (g/cm3)  0,81+0,001  0,86+0,002  0,86+0,001 0,93 +0,001
P tomoritett
(glem?) 0,86 + 0,002 0,89 + 0,001 0,89 + 0,001 0,95 + 0,003
HR 1,06 1,03 1,03 1,02
Cl (%) 6,17 3,48 3,48 2,15
Klfolz/sz;m 1d6 4.2 5.5 5.6 5.3
@ (°) 18 21,3 21,2 21,0
Nedvesség- 4901038 2,59+013  262+011  241+0,08

tartalom (%)
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4.3.2.3. FTIR és NIR spektroszkopiai mérések

Az infravords spektroszkopia egy non-destruktiv optikai analitikai modszer, mely
alkalmas egy vegyiilet szerkezetének azonositasara és gyogyszertechnoldgiai
részfolyamatok nyomon kovetésére is. A molekulak alapallapoti normal rezgései
gerjeszthetdk az infravords tartoméanyba esd elektromégneses sugarzassal és igy a
molekuldk funkcids csoportjaiban rezgési és rotacios valtozasok kovetkeznek be,
melynek elemzése elvégezhetdé a mérés soran felvett spektrumok alapjan. A
fényintenzitas detektalasa (abszorbancia/transzmittancia) a frekvencia (hullimszam)
fiiggvényében torténik, ezaltal kdovetkeztetni lehet a minta jellemzdire és funkciods
csoportok jelenlétére (255). A FTIR késziilék a mérés soran a detektalt fényintenzitas
jelébdl Fourier transzformacio segitségével adja meg a minta infravoros spektrumat. A
késziilék nagy felbontdsa miatt elényds, ezért vizsgaltam a formulalt apigenin tartalmu
rétegzett és bevont pelleteket. A 32. abra szemlélteti a segédanyagokra és a

készitményekre jellemzd spektrumokat.
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Az FTIR mérés soran alkalmazott frekvencia tartoméanya 4000-400 cm™ kozott
taldlhatd (analitikai tartomany) és a molekulak rotacios-vibraciés rezgéseinek
vizsgalatara alkalmas. Az apigenin spektrumat a szerkezetet ismeretében értékelve, a
kovetkezé molekulara jellemzé kotések vibracioi lathatoak: C-H: 1450-1380 cmt, C=0:
1730-1680 cm™ ¢s O-H: 2710-2580 cm™. Ezen kiviil az aromas gyfiriire jellemzé C-C
kotések rezgése 1625-1585 és 1520-1480 cm™ -nél és C-H kotés okozta 835-690 cm™ sav
IS, tovabba az aromas gytirith6z kapcsolddd hidroxil csoportokra jellemz6 3660-3200
cm™ -nél jelentkezd csticsok is megfigyeltdek. A ndvényi kivonat ezzel szemben egy sok
komponensii rendszer. A nagy intenzitasu sav megjelenése 3300 cm™ frekvencia értéknél
a nagy viztartalomra utal. Aromas vegyiiletek jelelétét erésitik a 1400-1600 cm™ és 835-
690 cm™-nél megjelend csticsok.

Az MCC magokat vizsgéalva lathatjuk az O-H kétésre jellemz6 3600-3100 cm™ és a C-H
kotés okozta 2900 cm™ rezgéseket, valamint a celluléz vaz okozta vibraciokat is (C-C,
C-0O és C-OH) 1310-1360 cm™ és 1000 cm™ koriili frekvencia értékeknél.

A rétegzett pelletek spektrumat vizsgalva megallapithatd, hogy az apigenin ujjlenyomat
tartomanyat (1600 cm™ alatt), valamint a kivonatbl szdrmazé aromas csoportok
kotéseire jellemzd rezgések, mint a C-H: 1470-1405 cm™, 3000-2825 cm™ és 835-690
cm! sdvok megjelenése bizonyitja a hatdanyag tartalmu rétegeket MCC magon.

Az Eudragit® FS és Eudragit® L polimerek vizes diszperzidinak spektruma hasonld,
hiszen hasonld szerkezetli akrildt kopolimerekrdl van szd. Szembetlind a magas
viztartalmat jelzé 3300 cm™ frekvencidju széles sav, valamint C-H kotésekre jellemzé
csticsok 1400 cm™ koriil és a C=0 kotésre jellemzd 1730-1680 cm™ sav.
Varakozasainknak megfelelden, a bevont pelleteken a polimer filmképzddésével mar
eltlinik a polimer diszperzid viztartalmara utalo széles sav és felerésddnek a kopolimerre
jellemz6 molekulak rezgéseinek intenzitdsai. Tovabba az apigenin karakterisztikus
rezgései és a kivonatban talalhato aromas rezgések jelei is lathatoak, hiszen az infravoros
gerjesztd sugarzas képes athatolni a filmbevonaton.

A mintdk gyors és szintén roncsoldsmentes vizsgalatat teszi lehetdvé a NIR
késziilék, mely nem a mintan athalado fényt (transzmittancia), hanem a szilard minta
felilletérol visszaver6dé fény intenzitasat (reflektancia) méri a hullamhossz
fliggvényében. Az un. diffiz reflektancia mérése soran a fény behatol a mintaba és ott

egy része elnyelddik, masik része pedig tobb iranyba szorddva visszaverddik, melyet a
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késziilék egy integralogdmb segitségével Osszegyiijt és detektal (256). Ilyen NIR
késziilék segitségével vizsgaltam a hatdanyagrétegzes és filmbevonas folyamatat. A 33.
abran lathaté a magok diffuz reflektancia és annak masodik derivalt spektrumai. Ahogy
nd az inert magot korbevevo rétegek szama, ugy csokken az MCC-re jellemzd kémiai
jelek intenzitasa, mely segitségével a polimer filmrétegek vastagsaganak novekedése jol
nyomonkdvethetd, azonban akrilat polimerek kozott nem lehet szignifikans kiilonbséget

kimutatni.
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4.3.2.4. Reétegzett pelletek hatoanyagtartalma és kioldodas vizsgalatok

A biologiailag aktiv anyaggal rétegzett, de filmbevonat nélkiili pelletek
hatoanyag tartalmanak meghatarozasat desztillalt vizben és kiilonb6zo fiziologias pH
értékii kozegben végeztem el (34. abra). Megallapithato, hogy a vizoldékony kétéanyag
(HPMC), melyet a rétegzéshez hasznaltam fel, azonnali hatdéanyagkioldodast biztosit az
MCC magokrdl és a hatdéanyag teljes mennyisége felszabadul 5 perc alatt. Tovabba nem
tortént okkluzié az inert magok feliiletén, igy az MCC alkalmas hordozonak bizonyult
(257). A tervezett hatéanyagtartalmat sikeriilt biztositani fluidizacios rétegzéssel, mely
az apigeninnel rétegzett pelletek estében 98%-nak (19,6 mg/g), a névényi Kivonatot
tartalmazo magok esetében 96% -nak (4,8 mg/g) bizonyult. Megallapithaté tovabba, hogy
a kioldokozeg pH értéke nem befolyéasolta a kioldodast. gy mindkét esetben magasabb
apigenin bevitelt tenne lehetévé a készitmény, mint amit egy atlagos étkezéssel lehetne
biztositani az apigenin dozisat figyelembe véve. A ndvényi kivonat més hatéanyagai
révén szinergista hatas is érvényesiilhetne.
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34. ABRA NOVENYI KIVONATTAL (A) ES APIGENINNEL (B) RETEGZETT PELLETEK
KIOLDODAS VIZSGALATAI. POLIMER 5 % (ROMBUSZ), 10% (NEGYZET), 15%
(HAROMSZOG)
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Eudragit® L és Eudragit® FS 30 filmképzd polimereket leggyakrabban a
modositott hatéanyagleadas elérésére alkalmazzak. Ezek az anionos metakrilsav
kopolimerek karboxil csoportokat tartalmaznak, ezaltal oldodasuk pH fiiggd. A savas
kozegben ionizalatlan karboxil csoportok csak magasabb pH értékek felett ionizalodnak,
vagyis oldodik a polimer. A karboxil csoportok szama is befolyasolja a polimer oldodasat,
igy az pH 5,5 (Eudragit® L) és pH 7 (Eudragit® FS) esetén kovetkezik be (182). A
hatéanyag felszabadulast a polimer rétegvastagsaga ¢és a kioldokozeg pH-ja is
befolyasolja, igy az elézetes varakozasnak megfeleléen az apigenin tartalmi bevont
pelletek esetében is ezt tapasztalhatd. A kiilonbdzé mennyiségii polimerrel (5%, 10%,
15%) bevont pelletekbdl torténd apigenin kioldodas 34. abran lathato. Megallapithato,
hogy 5% Eudragit® L polimer tartalom nem, de 10% feletti filmképzé bevonat mar
biztositta a gasztrorezisztens tulajdonsagot. Ez utobbi esetben ugyanis kevesebb, mint
10% hatoanyagleadas tortént pH 1,0 kioldokdzegben, mely a megfeleld polimer
mennyiségnek volt kdszonhetd. A 6,8 pH értékli foszfat pufferben 20 perc alatt az
apigenin 70-82% felszabadult és 60 perc alatt elérte a 100%-ot. Irodalmi adatok alapjan
a pelletek tranzit ideje a vékonybélben akar 3 ora is lehet (258), ezért az Eudragit® FS
esetében pH 6,8-as kozegben 3 ordig tortént a hatéanyagkioldodas vizsgalata. Azt az
eredményt kaptam, hogy a megfeleld vastagbélben torénd hatoanyagleadast csak 15%
Eudragit® FS biztositotta, mert 5% polimertartalom esetében megkozelitdleg 30%
apigenint (pH 1,0), valamint a 10% polimertartalom esetében tobb, mint 90% apigenint
mértem pH 6,8-as kioldokdzegben. Egy ordig nyomonkdvetve a kioldddast pH 7,2
pufferben azt tapasztaltam, hogy a fél ora alatt az apigenin glikozidok 70%-a, valamint
az aglikon 40%-a oldodott ki és 1 ora alatt a teljes hatdbanyag mennyisége is. Ez az
eredmény jol korrelal irodalmi adatokkal, miszerint 15% Eudragit® FS volt megfeleld a
hatéanyagok vastagbélbe torténd eljuttatasahoz (259; 260). Ezzel szemben Kaledaite és
mtsai névényi hatéanyag tartalmu pelletek esetében 20% Eudragit® FS polimertartalom
volt megfelelé és 40% hatoanyag oldodott ki 30 perc alatt (185), hasonldéan az
eredményeimhez. Méréseim soran 10 perc Tiag 1d6t tapasztaltam ennél a polimernél pH
7,2 kdzegben de kiilonb6z6 pH értékeket publikaltak erre vonatkozoan: a pH 6,8 (185) és
pH 7,5 (261), de az altalanos kiiszob értéknek a pH 7,2 bizonyult (260) és a kioldodas
megkezdéséhez sziikséges id6 (Tiag) 20 perc (259) vagy 30 perc volt (260).

89



DOI:10.14753/SE.2017.2270

4.3.2.5. Antioxidans hatas vizsgalata

Novényi hatéanyagok antioxidans hatasanak vizsgélatara az altalam alkalmazott
DPPH® modszert széles korben hasznaljak, mert konnyen elvégezhetd, reprodukalhaté és
Osszehasonlithatd mérést tesz lehetévé (262; 263). Mivel az antioxidans hatas fligg a H-
donor aktivitastdl, igy a hidroxilaltsag fokatol és sztérikus tulajdonsagoktol is (264), ezért
az apigenin aglikon molekula erésebb antioxidians mint a glikozidjai, de gyengébb a sok
komponensii névényi kivonathoz képest (35. abra). Tehat minél nagyobb a szabadgyok
gatlasa (1,%), annal er6sebb a minta antioxidans hatasa.
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35. ABRA AZ APIGENIN ES GLIKOZIDJAI VALAMINT A P. CRISPUM KIVONAT
ANTIOXIDANS HATASA
Az apigenin tartalmt és ndvényi kivonattal rétegzett pelletek szabadgyokfogo
hatasat a 36. abra szemlélteti. A rétegzett pelleteket Gsszehasonlitva megallapithato,
hogy a ndvényi kivonat megtartotta az erGsebb antioxidans hatasat pelletekre torénd
rétegzés soran is, de feltehetéen a bomlékony antioxidans vegyiiletek (pl.: karotinoidok)
habar a novényi kivonattal rétegzett pelletek kevesebb apigenint tartalmaznak, jobb
hatasfokkal rendelkeznek, mint a csak apigenint tartalamz6 magok. A standard oldathoz
képest a nagyobb koncentracionak kdszonhetden a csak apigeninnel rétegzett magok

erdsebb antioxidans tulajdonsaggal rendelkeznek.
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4.3.3. Albumin nanopartikulumok eldallitasa és jellemzése

4.3.3.1. Részecskemeéret és zeta potencial meghatarozasa

Az albumin széleskortien vizsgalt és alkalmazott protein hordozorendszer a
gyogyszermolekuldk farmakokinetikai profiljanak javitasara és célzott hatdanyag
bevitelre. Munkam soran modositott NAB technologiat alkalmaztam az apigenin tartalmu
BSA nanopartikulumok eléallitasahoz. A részecskék mérete kis mérettel (376 + 7,824
nm) és alacsony PDI értékkel (0,285 = 0,01) rendelkeztek (37. abra). A PDI egy 0-t6l 1-
ig terjed6 mutatdszam ¢€s a vizsgalt rendszer polidiszperzitasat jeldli. Minél kozelebb van
az értéke 0-hoz, annal homogénebb a rendszer, tehat a mintak monodiszperznek
tekinthetok. A mérések atlagaként kapott zeta potencial érték -19,20 + 0,818 mV-nak
bizonyult, igy stabilnak is mondhatok. Irodalmi adatok szerint, ha a zeta potencial érték
(+/-) ~20-30 mV akkor a rendszer kolloidikai szempontbdl stabil, mert a részecskék

kozotti taszitas akadalyozza az aggregalodast (265).
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4.3.3.2. Hatoanyagtartalom és bezardsi hatdasfok meghatarozasa

Magas bezarasi hatasfokot (82,61 + 4,56%) és hatoéanyagtartalmat (7,51 =+
0,415%) értem el. Hasonld adatok talalhatok a flavonoid tartalmu albumin
nanopartikulumok elGallitasara vonatkozdan. Példaul kurkumin tartalm HSA NP
eldallitasa soran 7,2 £ 2,5%-0s a hatdéanyagtartalmat mértek (202), kvercetin bezarasi
hatasfoka BSA NP-ba 85% volt (266), illetve szkutellarin talrtalmi BSA NP bezarasi
hatasfoka 64,46%, mig hatéanyagtartalma 6,73%-nak bizonyult (201).

4.3.3.3. Fluoreszcencia spektroszkopia vizsgalatok

Ismeretes, hogy a szérum albuminban talalhaté triptofan régiok (HSA: Trp-214,
BSA: Trp-134 és Trp-212), melyek a kdtohelyek felépitésében fontos szerepet jatszanak,
fluoreszcens tulajdonsdgokkal rendelkeznek, azaz adott hullamhosszisagu fénnyel
gerjesztve fluoreszcencia emissziét bocsatanak ki. Ha a Trp régié molekularis
mikrokornyezete megvaltozik, az a fluoreszcencia jel intenzitasanak csokkenését
eredményezi, ezért ennek nyomonkdvetésével lehet kovetkeztethetni a vendégmolekuldk
kotédésére is. A fluoreszcencia emisszio kioltasa sokféle inter- és intramolekularis
vagy egy komplex kialakulasa folytan. A fluoreszcencia kioltas lehet a statikus vagy
dinamikus. A statikus Kioltas folyaman a kiolté molekula egy stabil, nem fluoreszcens
komplexet képez a fluorofor molekuldval, mig a dinamikus kioltds soran a kiolto
molekula {itkdzik a fluorofér molekulaval, igy eldsegiti annak nem fluoreszkalo, alap
energiaallapotba torténd visszajutasat (267). Az apigenin kotddése a szérum albuminhez
fluoreszcencia mérésekkel mar bizonyitott. A flavonoidot névekvé koncentracioban adva
szérum albumin (HSA vagy BSA) oldathoz csokkenti annak fluoreszcencia emisszio
intenzitasat (26; 268-271). Kisebb apigenin koncentracioban valdsziniileg statikus kioltas
kovetkezik be, mely komplex kialakulasara utal, mig nagyobb apigenin koncentracioban
akar dinamikus kioltas is el6fordulhat (271). Mindazonaltal mindegyik publikacio azt
erdsitette meg, hogy az apigenin az albumin Il A szubdoménhez kotodik elektrosztatikus
¢s hidrofob kotésekkel, melynek kovetkeztében megvaltozik a Trp régié konformacioja
(26; 268; 270), de a protein masodlagos szerkezete nem valtozik meg. A pH és az

ionerésség befolyasolhatja a kotddés paramétereit ezaltal a kioltast is (272).
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Azonban albumin nanopartikulumok viselkedését €s az apigenin kotddését a NP-
hoz fluoreszcencia mérésekkel még nem vizsgaltak. Ezért apigenin tartalmit BSA NP
eléallitva, spektrofluoriméterrel mértem BSA oldat (1), BSA NP (2) és Api-BSA NP (3)
fluoreszcencia emisszid intenzitdsat, melyet a 38. abra szemléltet. Lathat6, hogy az
oldathoz és a hatdanyag nélkiili nanorészecskékhez képest is az apigenin jelenléte jelentds
mértékben csokkentette az albumin fluoreszcencia intenzitasat. Az oldat és a NP

intenzitasbeli  kiilonbsége feltehetben a fehérje  konformacié  valtozasanak
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4.3.3.4. Nedvességtartalom meghatarozasa

A vizsgalataimat kis vizmennyiség meghatarozasara is alkalmas Karl Fischer
titratorral végeztem. Mindharom készitmény alacsony viztartalommal volt jellemezhetd,
és a kovetkez6 sorrendet kovette: leucint tartalmazé (4,11 + 0,21%, m/m), segédanyagot
nem tartalmazo (4,55 + 0,49%, m/m), laktdzt tartalmazo (5,8 + 0,36%, m/m). Lathato,
hogy ugyanolyan koriilmények kdzott eldallitott készitmények nedvességtartalma eltérd,
mert a segédanyagok tipusa és mennyisége befolyasolja. Magas homérsékletti levegével
alacsony viztartalom érhet6 el, de héérzékeny anyagok esetén (pl.: inzulin) a szaritas
optimalis hémérséklete ~60-65°C (273). A porlasztva szaritott amorf allapota laktoz mar
30%-o0s paratartalom felett konnyen kristalyos allapotiva valik (274), mig a leucin
alacsony higroszkopicitassal rendelkezik (275; 276). Az altalam hasznalt beallitasi
paraméterekkel (~65°C kilépd levegd) megfelelonek bizonyult a készitmények
nedvességtartalma és a legalacsonyabb viztartalommal a leucint tartalmazo készitmény
rendelkezett. A nedvességtalom az inhalacidra szant készitmények jelentds paramétere,
hiszen nagy mértékben befolydsolja a részecskék aggregaciora vald hajlamat és

stabilitasat, igy a készitmény aerodinamikai tulajdonsagait.

4.3.3.5. Rontgen por-diffrakcio (XRPD)

Egy anyag szerkezetének vizsgalatira, igy amorf vagy kristalyos allapotanak
megallapitasara az XRPD a legmegfeleldbb modszer (277). A 39. abran az apigenin
hatéanyag diffraktogramja lathatd Gsszehasonlitva a készitményekével. Megallapithato,
hogy az apigenin kristalyos allapotéra jellemzd cstiicsok nem jelennek meg a porlasztva

szaritott készitmenyek diffraktogramjain, tehat azokra az amorf allapot jellemzd.
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39. ABRA APIGENIN ES BSA NP KESZITMENYEK XRPD DIFFRAKTOGRAMJAI
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4.3.3.6. Differencialis pasztazo kalorimetria (DSC)

A DSC mérés alkalmas az anyagokban a hékozlés hatasara lejatszodo folyamatok
vizsgalatara, igy azok tulajdonsagaira és interakcioira lehet kovetkeztetni. Az apigenin,
segédanyagok fizikai keverékei és a készitmények DSC termogramjait a 40. abra
szemlélteti. A tiszta apigenin olvadaspontja az irodalmi adatokkal egyezéen 360°C-nak
bizonyult, melyet a keskeny endoterm cstics jelol (A). A BSA termogramjan ezzel
szemben két kiszélesedd csucs lathatod (220°C és 310°C), mely a protein szerkezetébdl és
denaturaciojabol fakad. A fizikia keverékeknél az apigenin csucsa jol lathatd, a kristalyos
struktarara utalva, valamint kot6dés sem feltételezhetd az albuminnal. A fizikai
keverékeket vizsgalva tovabba megallapithat6, hogy a kristalyos laktoz jelenlétét mutatod
endoterm csucs 140°C-nal lathato (B) (278), mig a jelentkez6 csucs 200-230°C-nal leucin
kistalyokra utal (C) (279). A porlasztva szaritott Api-BSA NP termogramjai alapjan
megallapithatd, hogy az apigenin nanorészecskékbe zarva talalhatd, mert 360°C-nal

egyik esetben sem talalhat6 csucs. Tovabba vizvesztésre utalo széles csucs tapasztalhato

"

50-120°C kozott és oxidaciot jelez az BSA felfelé iveld termogramja.

A) Apigenin B) Apigenin
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4.3.3.7. FTIR spektroszkopiai mérések

Mint mar emlitettem az FTIR spektroszkopia alkalmas gyogyszertechnologiai
részfolyamatok nyomon kovetésére. Az 41. abra lathaté a harom porlasztva szaritott
nanorészecskéket tartalmazod készitmények spektruma Osszehasonlitva szintén a
hatéanyaggal és a segédanyagokkal. Az apigenin spektrumét mar elemeztem a 4.3.2.3.
fejezetben. A szérum albumin spektruman a fehérje szerkezetébdl adodoan, 1635 cm™
hummamszamnal amid I (C=0 kétés) és 1530—-1500 cm™-nél jellemz6en amid II savok,
vagyis C-N és N-H kotésekre utald rezgések lathatoak. Tovabba szintén a N-H kotésre
(3276 cm™) és alifas aminok jelenlétére utalnak a C-N vibraciok 1057 cm™-nél. A
segédanyag nélkiil porlasztva széritott mintdk spektruman jol latszdédnak az albuminra
jellemz6é amid savok, mely megerdsiti az eddigi vizsgalatokat, hogy az apigenin a
nanopartikulumokba zérva talalhat6. Jelenlétére 830 cm™ frekvencian megjelend aromés

csoport jele, tovabba az alifas aminra jellemzé sav hianya a BSA konformaci6 valtozasara
utal (A).
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A laktéoz-monohidratot tartalmazo készitmény spektrumat a (B) szemlélteti. A
laktozban talalhaté hidroxilcsoportok rezgései 3300 cm™ frekvencidn talalhatok, mig a C-
O-C szerkezetre a gliikoz és galaktéz molekuldkban a 1200-1070 cm™ tartomanyban
megjelend csucsok jeldlik. A kristalyviztartalmat pedig 1654 cm™ -nél jelentkezé gyenge
intenzitast sav mutatja. A laktdzzal formulalt Api-BSA NP készitményben szintén a
fehérje amid rezgései a domindnsak, de a laktozra utald széles sav (1200-1070 cm™) is
megjelenik. Kozelebbrdl megvizsgalva ezt a régidt kevesebb kis cstcs lathato, mely arra
utal, hogy a laktéz amorf allapotban talalhaté (280). A nagy intenzitasu jel 3300 cm™
frekvencian a készitmény viztartalmara utalhat, mely a nedvességtartalom mérések
folyaman a laktdz tartalmu készitménynél bizonyult a legmagasabbnak. A leucin elagazo
lanct aminosav, mely alifass C-H kotésének rezgése 2970-2910 cm™ és C-N kotéshez
tartoz6 1250-1020 cm™, mig a NH kétés 1595-1550 cm™? frekvencidn jelenik meg (281).
A porlasztva szaritott minta spektruman az albumin elfedi erre az aminosavra jellemz6

savokat (C).
4.3.3.8. Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgadlatok (SEM)

anyag oldékonysaga és a segédanyagok jelenléte is befolyasolja (275; 276). A porlasztva
szaritott NP morfologiai vizsgalatara SEM analizis alkalmaztam, melyet a 42. abra
szemléltet. A kiindulasi hatdbanyag, az apigenin, tii alaka kristalyok form4jaban taldlhato
(A), de ezzel szemben a segédanyag nélkiil eldallitott Api-BSA nanorészecskék
szférikusak, sima vagy red6zott felszinnel rendelkeznek (B). A laktozt tartalmazo
készitményben erésebben red6zott, nagyobb partikulumok is lathatoak (C). A leucin
pedig el6segitette kisebb és erdsen red6zott részecskék kialakulasat. Ez a leucin alacsony
oldékonysaganak koszonhetd, mert porlasztva szdritds sordn korbeveszi a
elésegiti az inhalacios készimények diszpergaltsagat és igy a belégzés folyamatat, mert

lecsokkenti az interpartikularis kohéziot (pl.: van der Waals erék) (284).

97



DOI:10.14753/SE.2017.2270

— T
BME-ETT FEI Inspect S50

50 pm v det |mode 5!! ym
BME-ETT FEI Inspect S50 2 E BME-ETT FEI In:

det [mode | op ) HV  [sp det [mode| 10 pym ———
ym |ETD| SE =S J 00 kV 3 3.3mm ETD| SE BME-ETT FEI Inspect S50

42. ABRA AZ APIGENIN (A) ES A KESZITMENYEK ELEKTRONMIKROSZKOPOS KEPE
2000X NAGYITASBAN SEGEDANYAG NELKUL (B) LAKTOZZAL (C) LEUCINNEL (D) ES
8000X NAGYITASBAN APIGENIN (1) ES LEUCIN KESZITMENY (2)

98



DOI:10.14753/SE.2017.2270

4.3.3.9. Lézer diffrakcios szemcseméret eloszlds vizsgalata

Inhalaciora szant porok legmeghatarozobb paraméterei a részecskék mérete,
geometriaja és feliileti tulajdonsagaik a hatas helyére torténd eljutas szempontjabol (285).
A porlasztva szaritott nanopartikulumok szemcseméretét és szemcseméret eloszlasat
Sympatec HELOS Iézer diffraktométerrel vizsgaltam. A XIV.tablazat mutatja a
készitmények részecskeméretét és térfogatmediannak megfeleld aerodinamikai &tmérdjét
(VMD), a részecskeméret eloszlast pedig 43. abra szemlélteti. Lathato, hogy a legkisebb
mérettel a leucinnel késziilt mintak rendelkeznek és a harom készitmény koziil ez lenne
a legalkalmasabb az apigenin eljuttatasara az also légutakba is. Ugyanis csak az 1-5 uym
kototti aerodinamikai atmérdvel rendelkezd részecskék képesek a tiidében deponalddni.
A 1-3 um kotottiek érik el a bronchiolusokat és 0,5-1 um az alveolusokat (286). A 0,5
um alatti részecskék tehetetlenségiiknél fogva kilégzésre keriilnek, mig az 5 pm felettiek
a szajiregben szedimentalddnak és az un. mukocilidris clearance hatdsara tovabb
szallitddnak a garatba. Ezt a tisztulasi folyamatot a csilloszOrés hamsejtek hajtjak végre
a természetes védekezd mechanizmus részeként, melyhez hozzétartozik a tiidd
alveolusaiban makrofagok altal végzett fagocitozis is, ami a 1,5-3 pum nagysagu
partikulumokat érinti. A részecskék méretére vonatkoz6 paramétereket és a rajuk hatod

erOket a XV. tablazat foglaltam 6ssze (287; 288).

XIV. TABLAZAT NANOPARTIKULUMOK SZEMCSEMERET ELOSZLASA

Segédanyag nélkiil Lactohale® L-leucin
D10 (um) 1,033 £ 0,032 1,020 £ 0,070 0,843 + 0,680
Dso (um) 3,030 + 0,092 3,107 + 0,102 2,473 + 0,300
Dao (um) 7,110 + 0,306 7,117 £ 0,337 5,287 + 0,670
VMD (um) 3,707 £ 0,135 3,743 £ 0,221 2,907 £ 0,299

XV. TABLAZAT RESZECSKEKRE HATO EROK

Légutak részei Részecske méret (um) Mechanizmus

Felso légutak 5-10 Impaktalodas

Also légutak 1-5 Gravitacios szedimentalodas

Bronchiolusok 1-3 Gravitacios szedimentalodas
Alveolusok 0,5-1 Brown mozgas
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4.3.3.10. In vitro aerodinamikai tulajdonsagok vizsgalata

Az inhalaciéra szant nanorészecskék in vitro aerodinamikai tulajdonsagainak
meghatarozasahoz a Gyodgyszerkonyvben is hivatalos 7 fokozati kaszkad impaktort
(NGI) alkalmaztam, 60 I/perc térfogatarammal. Felépitését a 44. abra szemlélteti. A
késziilék mikddési elve, hogy a mozgasban 1évé €s részecskéket tartalamazo levegd
aramaba kiillonbozé atmérdji nyilasokkal rendelkezd kollektorok helyezkednek el. igy a
részecskék kiilonbozd formajuk és méretiik, valamint tehetetlenségiik kovetkeztében a
kollektorokba keriilnek (289). A késziilék egyes fokozatainak Un. részecskeatmérd
kiiszobértékeit (cut-off diameter), ami azt jelenti, hogy 50%-ban fogjak fel a részecskéket
a XVI. tablazat tartalmazza.

XVI. TABLAZAT NGI EGYES FOKOZATAINAK RESZECSKEATMEROI

Fokozatok Atméré Kiiszobérték (um)
8,06
4,46
2,82
1,66
0,94
0,55
0,34

~NOoO Ok WwN -

44. ABRA NGI KESZULEK

A vizsgalt Api-BSA NP aerodinamikai tulajdonsagait XVI1I. tablazat szemlélteti.
Megallapithatd, hogy a kapszulak portartalmanak t6bb, mint 90%-a visszanyerhet6 (RD).
Tehat a mérés mindegyik esetben megfeleld adatokkal szolgaltat, mert az elfogadhat6
tartomany 75-125% koz¢é esik. Tovabba az emittalt dozis (ED), mely fontos mutatészam

a készitmény alkalmazhatosagat illetden (275; 283), mindharom esetben 90% feletti volt,
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tehat a kapszula tartalma konnyen bekertiil a késziilékbe a levegdaram hatasara. A finom
részecske frakcid (FPF) értéke, tehat az a hanyad, amely az alsé 1égutakba bekeriil és a
terapids hatékonysagot biztositja, a pulmonadlis készitmények egyik legfontosabb
aerodinamikai jellemzdje. Ertéke 50% koriil kedvezd tulajdonsagokra utal, de minél
magasabb, annal hatékonyabb a készitmény (287). Lathato, hogy az altalam eldallitott
mintak kozil a varakozasoknak megfeleléen a leucin tartalmi rendelkezett a
legmagasabb FPF értékkel, de a tobbi készitmény is valdsziniisithetden bejutna a
respiratorikus régidba. Ezt kovetden szamitasokat végeztem a mintak tomegmedidnnak
megfeleld aerodinamikai atmérdjére (MMAD) és a geometriai szorasara (GSD)
vonatkozoan. Altalanossagban elmondhat6, hogy ha az MMAD értéke 5 pm alatti akkor
a készitmény kedvezd diszperzibilitdsdnak kovetkeztében bejut az alsé légutakba, az
optimalis értéke 2-3 pm (287). Lathato, hogy mindharom esetben az MMAD értékek az
optimalis tartomanyban talalhatok és jol korrelalnak a l1ézer diffrakciés mérések soran
kapott értékekkel. Tovabba a GSD értékek, melyek az ihalacids porok részecskeméret

eloszlasat jelolik (290), a megfelel6 sziik tartomanyban talalhatoak (< 3 um).

XVII. TABLAZAT NANOPARTIKULUMOK AERODINAMIKAI TULAJDONSAGAI

Segédanyag nélkiil Lactohale® L-leucin
RD (%) 99,100 £+ 5,012 94,700 + 4,091 96,300 + 2,161
ED (%) 91,862 + 2,735 93,950+ 1,046 95,183 + 0,667
FPF (%) 65,617 + 3,422 58,463 + 6,031 66,090 + 2,777
MMAD (um) 3,210 + 0,069 3,130 + 0,001 2,123 + 0,098
GSD (um) 2,823 + 0,113 2,270 + 0,212 1,887 + 0,063

Az 45. abra mutatja az in vitro mérés soran vizsgalt apigenin megoszlasat az
inhalator késziilékben €s az NGI szintjei kozott. A készitmények hasonloan jo megoszlast
mutatnak, mely a tovabbiakban megerdsiti magas az emittalt dozist is. Tovabba az
alveolaris régiokba torénd eljutas feltételezhetd, ugyanis részecskék nagy része a 2-4 szint
kozott talalhatd. Jol lathato, hogy a laktozt tartalmazé készitmény inkabb a 2 szint, mig a
leucint tartalmaz6 a 3-4 szintél ér el maximumot, tehat jobb aerodinamikai
tulajdonsagokkal rendelkezik. Ezt irodalmi adatok is megerdsitik, miszerint a leucint

alkalmazva javitotta a naringin flavonoid (291) aerodinamikai tulajdonsagait is.
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4.3.3.11. Antioxidans vizsgalat

Az apigenin kolloidalis hordozoérendszerekbe formulalva 1s megorzi
szabadgyokfogd képességét, melyre tobb példat is talalhatunk az irodalomban. Mivel
varhatoan lassabb kinetika jellemzi a reakcidt mint oldott forméaban, ezért hosszabb ideig
végeztem a vizsgalatokat. Azt az eredményt kaptam, hogy 60 perc utan is még kissé
csokkent az abszorbancia, tehat még zajlott a reakcio. A mérés végpontjat 120 percnél
lathato kalibralé egyenessel hataroztam meg. Megéllapithato, hogy az apigenin albumin
nanopartikulumokba zarva €s a BSA nanorészecskék porlasztva szaritasat kovetden is
megtartottak antioxidans hatasukat. Lathaté tovabba, hogy a szérum albumin is
rendelkezik gyenge szabadgyokfogd képességgel, melyet irodalmi adatok is
alatamasztanak (292). Az eredményekbdl megallapitottam, hogy az albumin az apigenin
szabadgyokfogd képességét nem gitolja, hanem elOsegiti. Mérési eredményeimet
irodalmi adatok is alatamasztjak, miszerint az albumin képes megodrizni a rutin és

kempferol (200), valamint a kvercetin (199) antioxidans kapacitasat is.
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5. MEGBESZELES

A bioaktiv hatéanyagok kivonasa soran az extrakcié héfokanak és az oldoszer
polaritasanak nagy jelentdsége van a flavonoid aglikon és glikozidjainak mennyiségében.
Ezért elsé 1épésként optimalizaltam az apigenin kivonasanak koriilményeit szaritott P.
crispum levélbdl és ellendriztem a homérséklet és az 6rlés hatasat az antioxidans
kapacitasra. Megallapithat6, hogy habar az antioxidéans kissé csokkent, egyik paraméter
sem befolyasolta jelentés mértékben a kivonat szabadgyokfogod aktivitasat. Az igy
eléallitott P. crispum kivonatban talalhaté Osszapigenin tartalom mérésére optimalizalt
HPLC-UV analitikai mddszert hasznaltam. A savas hidrolizisnek aldvetett mintak
tomegspektrometrids mérésével igazoltam az apigenin aglikon jelenlétét a kivonatban.

Az apigenin oldékonysaganak javitasara alap és szarmazék ciklodextrineket
hasznaltam fel. Kiilonb6zé fiziologids pH értékeken vizsgdltam a kialakult
segitségével, melyek egyértelmii kisérleti bizonyitékot szolgaltatnak az apigenin és a
ciklodextrinek kozott lejatszodoé zarvanykomplexképzddésre. Az oldhatosagi izotermak
linearis szakaszai arra engednek kovetkeztetni, hogy egyes CD-eknél széles koncentracio
tartomanyban is 1:1 sztdchiometridji, un. ,host-guest” tipusi zarvanykomplexek
keletkeznek. Azonban a kdzeg pH értéke, ioneréssége, az apigenin molekula ionizaltsagi
foka és masodlagos kotéerdk létrejotte is jelentésen képesek befolyasolni a
komplexképzési hajlamot. Eredményeim tovabba aldtdmasztjak, hogy a szarmazék CD-
ek hatékonyabban képesek megndvelni az apigenin oldékonyséagat és képesek fokozni az
antioxidans hatasat feltehetdleg a 1étrejové H-hid kotések ezaltal a megnovekedett H
donor aktivitas kovetkeztében. Kovetkezésképpen a legnagyobb antioxidans kapacitassal
az Api-HP-B-CD komplex rendelkezik.

Kiilonboz6 bevonattal rendelkezd, ezaltal helyspecifikus hatéanyagleadast
biztositd apigenin-tartalmi multipartikularis pelleteket allitottam eld, melyek
megfelelnek a gyogyszerkonyvi eldirasoknak. Az MCC inert pelletmagok alkalmas
hordozonak bizonyultak az apigenin és a novényi kivonat szamara iS. A ndvényi kivonat
rétegzése sem rontott az inert pelletmag kedvezé tulajdonsagain. Alacsony
nedvességtartalommal jellemezhetéek a pelletek, megfeleld6 mechanikai szilardsag és
gordiilékenység a tovabbi kapszuldzds vagy tablettazas szempontjabol fontos

paraméterek. Az apigenin modositott leadasa biztosithato Eudragit® L és Eudragit® FS
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polimerekkel. Az filmbevonattal rendelkez6 pelletek kioldédas vizsgalata soran azt
tapasztaltam, hogy a ndvényi kivonatban taldlhatd, vizben jol 0ld6do6 apigenin glikozidok
kioldodasi profilja kissé gyorsabb, mind az Eudragit® L esetében, mind az Eudragit® FS
esetében a vizben rosszul oldédé apigenin aglikonhoz képest. 10% Eudragit® L
polimerrel torténd bevonas mar biztositotta gasztrorezisztens bevonatot, mig a célzott
vastagbélben torénd kioldodast csak a 15% Eudragit® FS polimer mennyiség. Az
antioxidans hatas vizsgalata is alatimasztja mindkét készitmény hatékonysagat in vitro.

Fiziologias koriilményekbdl addéddan a tiidé rendkiviil kedvez6 beviteli kapu,
inhalacioval lokalis €s szisztémas hatas egyarant megvalosithat6. Hordozorendszerként
egy biodegradabilis fehérjét, a szérum albumint hasznaltam fel, mely lehetévé tenné az
apigenin hatdsdnak fokozottabb kifejtését. Apigenin tartalmu albumin nanorészecskéket
allitottam eld és vizsgaltam a részecskeméretet, zeta potencialt és a hatdoanyag tartalmat.
Az elvégzett vizsgalatokbol megallapithatd, hogy az apigenint sikeresen lehet formulalni
szérum albumin nanorészecskékbe, igy varhatéan né az oldékonysaga ezaltal a
biohasznosithatésaga a szervezetben. Tovabba fluoreszcencia vizsgalatokkal igazoltam,
hogy az apigenin az albumin fehérje II A szubdomén kotdhelyénél helyezkedik el a
nanorészecsékben is, csakigy mint oldatban és a szervezetben.
Ezt kovetéen a nanopartikulumokat porlasztva szaritottam segédanyag nélkiil,
tradicionalis (hordozé alapu) és ) tipust (hordozoémentes) segédanyagokkal. Az altalam
eldallitott szaraz-porinhalacios készitmények optimalis aerodinamikai tulajdonsagokkal
rendelkezetek in vitro. A nanopartikulumok segédanyag nélkiil torténé porlasztva
szaritast kovetden is megfeleld paraméterekkel rendelkeznek a pulmonalis hatéanyag
bevitelhez, melyet a felhasznalt segédanyagok koziil az 0j tipust L-leucin hatékonyabban
segitett eld. Ebbdl kovetkezik, hogy akar segédanyag nélkiil is a célzott hatdanyagleadas
megvalosithato. Az apigenin antioxidans hatasat nem befolyasolta a formulalas.

Az eredményeket Osszefoglalva megallapithato, hogy a valasztott

multipartikularis rendszerek segitségével mind helyspecifikus, mind a célzott
hatéanyagleadas megvalosithato. Emellett egyik rendszer sem csokkentette az apigenin

szabadgyokfogo képességet, ezaltal a terapids hatast sem gatoljak a formulalasi eljarasok.
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6. KOVETKEZTETESEK

1. Oldékonysag noveleés ciklodextrinekkel

Az alap- és szarmazék ciklodextrineket vizsgalva arra a kovetkeztetésre jutottam,
hogy a szarmazék ciklodextrinek jelentdsebb mértékben képesek novelni az
apigenin vizoldékonysagat.

A B-CD ionos és nem ionos szarmazékai koziil leginkabb a RM-B-CD képes
oldékonysag novelés érhetd el pH 6,8 értéki kozegben (~0,230 mg/ml).
Megallapitottam, hogy az apigenin 1:1 ardnyu komplexet képez SBE-B-CD ¢és
HP-B-CD szarmazék ciklodextrinekkel.

Spektroszkopiai mérések azt igazoljak, hogy az apigenin molekula kromofor része
a ciklodextrinek tiregében helyezkedik el és masodlagos kotéerdk is szerepet
jatszanak a zarvanykomplex kialakulasaban.

A komplexképzddésnek kovetkeztében jelentdsen nott az antioxidans hatas, mely

a nagyobb koncentracio ¢és a megndvekedett H-donor aktivitasnak is kdszonheto.

2. Modositott hatoanyagleadas multipartikularis pelletekkel

Munkédm soran igazoltam, hogy a mikrokristalyos celluléoz inert pelletmag
alkalmas hordozoja az apigenin és az apigenin tartalmi novényi kivonat szamara
IS (~20 mg/1 g pellet és ~5 mg/1 g pellet).

Egyarant kedvezd fizikai paraméterekkel rendelkeznek a rétegzett és a
filmbevonattal rendelkez6 magok, mind szemcsealak, szemcseméret eloszlas és a
mechanikai tulajdonsagok tekintetében. Alacsony nedvességtartalom jellemzi a
pelleteket és a kedvez6 gordiilékenységi adatok jo kapszulazhatosagra utalnak.
A filmbevonat nélkiili pelletek esetében azonnali kioldodas valosul meg HPMC
kotdanyag révén az inert pelletek feliiletérdl, a kdzeg pH-jatol fiiggetleniil.

10% (m/m) Eudragit® L 30 vagy 15% (m/m) Eudragit® FS 30 filmképzd polimer
bevonat képes biztositani a modositott hatéanyagleadast.

A novényi kivonatban talalhat6, vizben jol 0oldodo apigenin glikozidok kioldodasi
profilja kissé¢ gyorsabb, mindkét polimer esetében a vizben rosszul oldodo

apigenin aglikonhoz képest.
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Az antioxidans hatds vizsgalata alatdmasztja mindkét készitmény hatékonysagat

in vitro.

3. Célzott hatoanyagleadas nanorészecskékkel

Magas bezarasi hatasfok, kedvez6 méret és zeta potencial értékek kovetkeztében
a szérum albumin alkalmas biodegraddbilis hordozénak bizonyult az apigenin
szamara (~1,7 mg/ml).

Fluoreszcencia vizsgalatok igazoltak, hogy az apigenin az albumin fehérje 11 A
szubdomén kotohelyénél helyezkedik el a nanorészecsékben is.

Porlasztva szaritast kovetéen mindharom szérum albumin formula alacsony
nedvességtartalmu és optimalis aerodinamikai tulajdonsagokkal rendelkezik in
vitro.

Tehat a részecskék segédanyag nélkiil is megfeleld paraméterekkel rendelkeznek
a pulmonalis hatoanyag bevitelhez, melyet a felhasznalt segédanyagok koziil a L-
leucin hatékonyabban segitett el6 (~2 mg/ dozis).

Az apigenin az antioxidans hatasat albumin nanorészecskékbe zéarva is

megtartotta.
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7. OSSZEFOGLALAS

Napjainkban jelentds kihivast jelent a biologiai forrasbol szarmazé molekuldk
gyogyszerhordoz6 rendszerekbe torténd formuldlasa. Mikozben ndvekszik az igény a
fitofarmakonok gyogyszeres terapiaban torténé alkalmazasara, szervezetbe juttatasuk
lehetdségeit korlatozza alacsony vizoldékonysaguk és biohasznosithatosaguk. Egy
megfeleld gyogyszerhordozo rendszer kifejlesztése 0 tavlatokat nyithat azaltal, hogy
helyén. Az apigenin, mint bioaktiv flavonoid szdmos igazolt, jelentOs terapias hatassal
rendelkezik, melyeket a karos szabadgyokok gatlasan keresztiil fejti ki. Ugyanakor rossz
vizoldékonysaga, illetve bizonytalan felszivodasa kovetkeztében kedvez6tlen a biologiai
hasznosithatosaga.

Doktori munkam célja volt az apigenin vizoldékonysaganak novelése, illetve
olyan gyogyszerhordozo rendszer formulalasa volt, amely egyrészt szabalyozott
hatanyag-felszabadulassal rendelkezik, mdsrészt meg6rzi antioxidans aktivitdsat a
szabadgyokokkel 0sszefliggésbe hozhatd degenerativ betegségek megeldzése és kezelése
szamara. A hatéanyag oldodasanak eldsegitése céljabol B-ciklodextrin szarmazékokat
alkalmazva jelentds javulas volt megfigyelhetdé az oldékonysagban és antioxidans
hatdsban egyarant.

Megfeleld adagolasi forma céljabol olyan multipartikularis hordozérendszerek
formulalasi lehetéségeit vizsgaltam, amelyek magas hatéanyagtartalmuk mellett
modositott hatéanyagleadassal is rendelkeznek. Oralis adagolasra szant, kiilonb6z6
bevonattal rendelkezé gyogyszeres pelleteket allitottam el6, amelyek helyspecifikus
hatéanyagleadast biztositanak és a bélben kialakult magasabb koncentracio
kovetkeztében magasabb biohasznosithatosag varhat6. A formulalas soran a bioaktiv
hatbanyagot novényi extraktum formajaban is feldolgoztam és a szinergista
komponensek jelenlétében kialakult er6sebb antioxidans hatas kialakuldsa igazolt.
Alternativ adagolas szamara olyan szaraz porinhalacios rendszert allitottam eld,
amelyben az apigenint szérum albumin nanorészecskék hordozzdk, ugyanakkor a
porlasztva szaritast kdvetden képzddd szemcseaggregatumok az antioxidans akitivtas

megorzése mellett megfeleld aerodinamikai tulajdonsaggal rendelkeznek.
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8. SUMMARY

Formulating bio-based molecules into drug delivery systems is a major challenge
nowadays. While there is growing demand for the administration of phytopharmacons in
drug therapy, their low water solubility and bioavailability limit their absorption. The
development of an effective drug delivery system can open up new prospects by ensuring
the adequate concentration of the active substance at the site of action due to optimal
formulation. Apigenin is a bioactive flavonoid that scavenges free radicals and has a
number of verified substantial therapeutic effects. However, its bioavailability is
unfavorable due to its low water solubility and uncertain absorption.

The purpose of my doctoral work was to enhance the water solubility of apigenin
and the formulation of a drug delivery system with a controlled release of the active
ingredient, which at the same time maintains its antioxidant activity for the prevention
and treatment of degenerative diseases that can be associated with free radicals. Both
solubility and the antioxidant effect were significantly greater when B-cyclodextrin
derivatives were used in order to enhance the solubility of the active ingredient.

To obtain the adequate dosage form | examined the formulation potentials of
multiparticulate drug delivery systems with both high active ingredient content and
modified release. | prepared pellets for oral dosage with different types of polymer
coating, ensuring site-specific active ingredient release and thus, due to the higher
concentration in the intestines, higher bioavailability is to be expected. In the formulation
process | prepared the active ingredient also as a vegetal extract and the formation of the
stronger antioxidant activity has been confirmed with the synergistic components. As
alternative dosage | created a dry-powder inhaler system where apigenin is binded to
serum albumin nanoparticles and at the same time the beads aggregates created after spray

drying maintain antioxidant activity and have the adequate aerodynamic characteristics.
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adott. Koszonet illeti dr. Klebovich Imre professzor urat, aki magas szinvonalu
konferenciak szervezésével tamogatta szaktudasom fejlédését. Koszonetet mondok
konzulensemnek, dr. Balogh Emesének, valamint dr. Ludanyi Krisztinanak, dr. Kallai-
Szabo Nikolettnek és dr. Sebestyén Zitanak, hogy szakmai segitségiikre és tanacsaikra
mindig szamithattam. Ezen kiviil megk6szonom dr. Budai Livianak, dr. Fiiredi Petranak
¢és dr. Niczinger Noéminek, akik az elmult évek hétk6znapi nehézségein is atsegitettek,
viddmabba tették a munkat és mindenben szamithattam réjuk.

Halasan koszonom dr. Boddi Bélanak és dr. Kosa Annamarianak, hogy nagy
szaktudasukkal segitségemre voltak a spketrofluorimetrids mérésekben és TDK-s
hallgato korom oOta tamogatassal és figyelemmel kisérték munkamat. dr. Satyanarayana
Somavarapunak is halaval tartozom, aki Ilehetdséget adott, hogy kilfoldi
tanulmanyutamat sok munkaval és hasznosan tolthessem el, szakmai segitséget nyujtott
és szamos miszeres vizsgalatot lehetévé tett. Tovabba megkdszonom dr. Zsigmond
Zsoltnak, hogy segitséget nyujtott Camsizer® késziilék hasznalata soran, dr. Kovacs
Roébertnek a pasztazd elektronmikroszopos felvételeket és a Cyclolab Kft-nek a
ciklodextrineket.

Végiil, de nem utolso sorban megkdszondom csaladomnak, akik nagy tiirelmiikkel,

biztatasukkal és szeretetikkel mellettem alltak.
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