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Roviditések

CACO-2 human colon adenocarcinoma eredet(i sejtvonal

PAMPA parhuzamos mesterséges-membran permeabilitas vizsgalat
(Parallel Arftificial Membrane Permeability Assay)

SER sima felszin(i endoplazmatikus retikulum

DER durva felszinli endoplazmatikus retikulum

AFM atomi eré mikroszkdp (Atomic Force Microscope)

ATP adenozin-trifoszfat

DNS dezoxiribonukleinsav

IBD gyulladasos bélbetegség (Inflammatory Bowel Disease)
ECM elektrokémiai megmunkalas (ElectroChemical Machining )
EPDM etilén-propilén-dién terpolimer

INH izonikotinil-hidrazin, izoniazid

SLA sztereolitografia (stereolitography)

EtOH etanol

MeOH metanol

PCTE "nyomon maratott" polikarbonat (Polycarbonate Track Etched)
HPMC hidroxipropil-metilcelluldz


https://en.wikipedia.org/wiki/Electrochemical_machining

1. Bevezetés

A 20. szdzad masodik felében a nanotechnoldgia fejlédése jelent&sen felgyorsult, és
az Uj vizsgdlati modszerek megjelenésével egy addig elérhetetlennek tiné ,vilag”
megfigyelése valt lehetévé. Az 1980-as évektdl kezd6d6en folyamatosan késziilnek az
Ujabb és fejlettebb miuiszerek (pl: pasztdzd elektronmikroszkdp, atomi eré mikroszkop)
melyek a nanométeres mérettartomany mélyrehaté és egyre pontosabb vizsgdlatat
biztositjdk a tuddsok szamara.

Az emberi szervezetben zajl6é alapvet6 folyamatok megértéséhez elengedhetetlen az
azt alkotd sejtek és azok 6sszetételének pontos ismerete, majd feltardsa. Napjainkban az
erre iranyuld kutatasok tobbnyire a vegyiparban, azon bellil a gydgyszeriparban
fedezhet6k fel szerte a vildgon.

Ahhoz, hogy a gydgyszer hatdanyagok elérjék a kivant hatdst, tébb feltételnek kell
teljestlni. Ezek koOzott meghatdrozd a sejtbe valé bejutds képessége, amelynek
jellemzésére tobb in vitro és modell mddszert kidolgoztak. A membran permedcids
vizsgalatok akkor is fontosak, ha a hatéanyag egy gydgyszerhordozéban van jelen, mely
lehet6vé teszi a hatékonyabb, gyorsabb és koncentraltabb hatéanyag leaddst az emberi
szervezeten bellil. Beldathato, hogy ez nagymértékben el6segitheti az egyre agresszivabb
és alkalmazkoddbb kérokozék elleni harcot napjaink orvoslasaban.

A sejtmembrdanon lejatszédd transzportfolyamatoknak a sejt alapveté miikodésében
jelent6s szerepiik van. Sok kutatas folyik jelenleg is a sejtmembrant alkotd kettés lipid
réteg, illetve a benne Iévé membranfehérjék és egyéb transzportot segit6 sejtalkotok
modellezésére, viszont az Osszetettség miatt ez nehéz feladatnak bizonyul. Az imént
felsorolt okok miatt elsGdlegesen egy csupasz, fehérjékt6l mentes kettds lipid réteg
modellezésével és vizsgdlatdval probdlkoztak mar sokan, és erre tettem kisérletet
diplomamunkdam sordn én is egy a gyogyszertranszport jellemzésére szolgdld membran

modell fejlesztésével.



2. Irodalmi attekintés

2.1. A sejt felépitése

Az é16 szervezetek legalapvet6bb alkotd eleme a sejt. Felépitése és m(ikodése igen
Osszetett, ezért is valt lehetévé szamtalan specializalédasi formajanak kovetkeztében az
él6lények széles korének kialakuldsa.

A sejtalkotokat egy vékony membran vidlasztja el a sejten belili tért6l. A sejt
kdzpontjdban, a sejtmagban talalhatdk a hosszu polimerekbdl alld DNS molekulak, melyek
az adott él6lény genetikai informacidjat taroljak. Az endoplazmatikus retikulum (ER) egy
olyan membrdanrendszer, melyben riboszomdk szintetizalnak fehérjéket. Létezik durva
felszinG endolplazmatikus retikulum (DER) és sima felszin(i endoplazmatikus retikulum
(SER). Az itt szintetizdlodott fehérjék és membran lipidek, valogatdson és mddositdson
esnek at a Golgi-késziilékben, majd exocitézissal tadvoznak a sejtbdl [1].

A lizoszomak feladata a jelenlevé makromolekuldk lebontdsa, melyek egy
meghatdrozott anyagdaramlassal, a vezikularis transzporttal mozognak a sejten beliil,
mivel az egyes kompartmentek Osszeolvadasa kivételes esetben valdsul csak meg. A
mitokondriumok feladata az ATP szintetizdlasa, a perixoszdmak pedig az oxidativ
folyamatok lebonyolitdsaban jatszanak szerepet. A sejtalkotékat egy vékony membran
valasztja el a sejten beliili tértél, a citoplazmatdl, melynek alapallomdanya a citoszol.
Az 1. dbran lathatd egy eukaridta sejt felépitésének sematikus abrazolasa, ahol kék szinnel

van jel6lve a citoszol [1,2].
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Flggetlenil attdl, hogy hol és milyen szerepiik van ezeknek a sejteknek, akdr egy allatban
akar egy emberben, altaldnossagban a sejtburkolatuk (un. sejtmembranjuk vagy

plazmamembranjuk) szerkezete megegyezik [2].

2.2. A sejtmembran felépitése

A plazmamembran szerkezetének alapja egy lipid kett6és réteg, mely - 5 nm vagy 50
atomnyi — vastagsagu, egy hidrofil és egy hidroféb részt tartalmazd foszfolipid
molekuldkbdl all. Ezekben a molekuldakban a hidrofil fejrészhez egy foszfat csoporton
keresztlil kapcsolédik a lipid apolaris része, amit telitett vagy telitetlen lancu szénldncok
alkotnak. A membran fehérjék is szerves részét képezik a membrannak, ugyanis sok
transzportfolyamat megvaldsuldsaban jatszanak szerepet [2].

Ez a plazmamembran (vagy sejtmembran) egy hatdrold réteg, amely a sejtm(ikodés
alapfunkcidéiért felel, a tdpanyagok bejutdsat, a végtermékek vagy a hulladéktermékek
kijutasat segiti, illetve kell§ rugalmassdga hozzajarul ahhoz, hogy a sejt ndvekedni tudjon.
A nem kivant anyagok bejutdsat ugy igyekszik elkerilni, hogy kilénbdz6 szelektiv
csatornakkal probdlja megvalogatni pl: az atjuttatni kivant vegyileteket. A 2. abran a sejt

membran sematikusan dbrazolt szerkezetét, illetve egy elektronmikroszkdpos felvételt

lathatunk [1,2].
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2.abra: Egy emberi vorosvérsejt elektronmikroszképos keresztmetszeti képe (A);
A sejt membran szerkezetének sematikus abrazolasa (B és C) [2].



A membrdanfehérjéknek szamos fajtdja van, melyek a sejtmembranban kilonb6z6
modon helyezkednek el, és eltér6 feladatokat latnak el. A transzmembran fehérjék a
kettds rétegen atnyulnak, és ahhoz hasonléan rendelkeznek hidrofil és hidroféb résszel is.
Az el6bbi részek a membran két oldalan helyezkednek el, mig az utdébbi részek a
membranon bellli térben. Ezeket hivjuk integralt membranfehérjéknek. Egyes
membranfehérjék teljesen a sejten beliili térben (citoszolban) helyezkednek el, és csak a
membran bels6 monorétegéhez csatlakoznak. A periférids membranfehérjék teljesen
kivil esnek a kett&srétegen, és lipid- vagy fehérje molekuldkon keresztiil kapcsolédnak a

membranhoz [2].

2.3. Mesterséges sejtmembranok

A kettésréteg és a kornyezd vizes kozeg lehetévé teszik, hogy a membranok ugy
viselkedjenek, mint egy kétdimenziés folyadék, melyben a molekuldk bizonyos keretek
kozotti korlatozott mozgdsa biztositja a rugalmassdgot. Ennek alapjan dolgoztak ki
modszereket szintetikus lipid kett&srétegek kialakitasara, melyek olyan membran
modellek, amelyeken a valédi bioldgiai membrdanokon lejatszédd folyamatok részben
szimulalhatéak.

Altaldnosan kétféle membranszervezédést killdnbdztetiink meg: a zart, kor alaku,
sejtalkotékat elszigetel6 membranokat és vezikulumokat; valamint a sik kett6s rétegeket.
Az els6h6z hasonld szerkezetek elGallithatok amfipatikus lipidmolekudk spontan
aggregaciojaval vizben. Liposzomak esetén ez 25 nm — 1 mm atmérdjd gombocskéket
jelent. A masik moddszer alternativajaként egy sik kett6sréteg alakithaté ki szilard
hordozén, vagy két vizes kozeg kozotti valaszfalon elhelyezked6 lyukon [2].

A kutatdsok eredményeibdl a lipid molekudk gyakrabban és ritkdbban bekovetkezd
mozgasaira kdvetkeztethetlink a rétegben (egyes esetekben a rétegek kozotti ,flip-flop”
kicserélédésre), bioldgiai membranok esetén pedig a fehérje molekuldk mozgasara is.
Kimutattdk, hogy a hémérsékletvaltozas jelentds hatdssal van a molekuldk membranon
bellli elhelyezkedésére, ugyanis a magasabb hdmérséklet elGsegiti azok gyors
vandorlasat, igy novelve a transzportfolyamatok sebességét. Ez a hosszu szénhidrogén
lancok sajat hossztengelylik korili rendkival gyors (akar 30 000 fordulat/perc-es)

mozgdsanak tudhaté be [2].



2.4. Membran modellek

A kombinatorikus kémia és a nagy datereszt6képességli szlirési moddszerek
megjelenése lehet6vé tette a gydgyszeripar egy U] iranyba torténé fejlédését. Ezek
segitségével nagyszamu hatdanyag-jel6lt molekula allithatd els, és ezek koziil bizonyos
kritériumok szerint kivalaszthatoak az igéretes molekuldak. Ez a molekuldk szervezetben
torténé viselkedésének jellemzésére ujabb fizikai-kémiai paraméterek alkalmazdasat
jelentette. Az addig hasznalt ionizacid és lipofilitds mellett megjelent az oldhatdsag és a
permeabilitas (ateresztGképesség) is. A permeabilitas fontossaga abban rejlik, hogy nem a
diffuzio kinetikajat irja le, hanem azt, hogy egy molekula mennyire képes athaladni egy
bioldgiai membranon, egy fluxus értéket ad meg [3]. llyen vizsgalatokra alkalmazhatdak a
CACO-2 sejtvonalakon végrehajtott kisérletek.

A CACO-2 human epitelialis vagy szoveti sejtvonalat széles korben alkalmazzak a bél
hamszoveti gatjdnak mintajaként. Ez a sejtvonal eredetileg a vastagbélrak kutatds
eredményeként alakult ki, ezaltal leginkdbb a bélrendszerben taldlhatdé abszorptiv
enterocitakra (felszivé sejtekre) jellemzd. A legel6nybsebb tulajdonsdga az a képesség,
hogy spontan differencidlédik akar egy vékony sejtréteggé, melynek vastagsaga egy sejt
atméréjének a nagysagrendjébe esik, lehet6vé téve ezzel a sejten keresztiili, illetve
sejtmembrdanon keresztili permeabilitas vizsgalatat [4].

Heterogén és enyhén eltéré tulajdonsagu sejteket tartalmaz ez a modell, mivel a
tenyésztési korilmények varhatdéan kivalasztjdk a sejtek azon szubpopuldcidinak
novekedését, amelyek az eredeti sejtvonalaktdl eltér6 sejtmodell-rendszert
eredményeznek. Ennek megfelel6en a kiilonb6z6 laboratériumok hasonld kisérleti
kortlmények kozott kapott eredményei nem lehetnek kozvetlenil dsszehasonlithatok.
Ennek koszonhetéen szdmos kldnozott CACO-2 sejtvonalat hoztak létre, és irtak le a
szakirodalomban [4].

A PAMPA (parhuzamos mesterséges membran-permeabilitds vizsgdlat) mddszer, vagy
mas néven nagy ateresztGképességli moddszer a molekuldk passziv, transzcellularis
permeabilitdsdnak mérésére alkalmazhaté. Ez a rendszer lipidekbél kialakitott
mesterséges membrant tartalmaz. A membran kialakitasa soran lehetGség van arra, hogy
optimalizaljuk a mesterséges membrant alkot6 foszfolipidek mennyiségét és minGségét.

Ennek kovetkeztében egy human szdvethez hasonlé biomimetikus membrant hozhatunk



létre. Mint ilyen, a gasztrointesztinalis (GIT-PAMPA), a vér-agy gati (BBB-PAMPA) és a
b6ron keresztil torténd felszivodast leirdé maodszer ,b6r-PAMPA” (Skin PAMPA) keriilt

kifejlesztésre [3].

2.4.1. CACO-2

Az 1970-es években tobb sejt modell kifejlesztésére kerlilt sor a gasztrointesztinalis
daganatok kutatdsaival kapcsolatban. A cél a rak kialakuldasdanak és a citoterdpia
hatdsainak vizsgalata volt. Részben primer bélhdmsejtek morfoldgiai és funkcié szerinti
heterogenitasa, azaz a bél enterocitak, enteroendokrin sejtek, Paneth-sejtek és M-sejtek
miatt szUkség volt a tumorsejtek specidlisabb sejttipusokka torténé differencidléodasara
[4].

A sejtvonalak tobbségét részben szintetikus vagy bioldgiai tényez6k hozzdaddasaval
lehet differencidlni. A sejtkultura-vizsgalatok szdmos tudomanyagban izgalmas Uj
lehet6ségeket kindltak. Ha megfeleléen haszndljdk, a CACO-2 humdan colon
adenocarcinoma eredetl sejtvonal tdjékoztatast nydjt a bélnyalkahartya gatld
tulajdonsagainak bioldgiai és biokémiai alapjairdl, de értékelheti a gydgyszerek és az
élelmiszeripar szempontjabdl fontos gydgyszerek és tapldlkozasi 6sszetevék felszivodasat
is. [gy a CACO-2 sejtvonalat szamos alkalmazasban hasznaltak [4].

llyen alkalmazds volt a gydgyszerhatdanyagok vagy élelmiszer-6sszetevék (példaul
paracelluldris vagy transzcellularis mechanizmusu) szallitdsara szolgalé dtvonalak
felderitése a bélhdmon keresztil, vagy ezek altal potencialisan kivaltott toxikus hatas
tanulmanyozdasa a bélnyalkahartydban. De ilyen volt még a bioaktiv molekula optimalis
fizikai-kémiai tulajdonsagainak jellemzése paracellularis vagy transzcellularis Uton a
bélhamon keresztlil torténd passziv diffuzibhoz vagy a bioaktiv molekulak kozotti
interakcidk tanulmanyozasa a bélhdmon at torténd szallitas soran [4].

Hsih-Yin Tan és munkatdrsai gydgyszertranszport vizsgalatdhoz egy tobbkamras
mikrofluidos modellt hasznalt, CACO-2 sejtek alkalmazasaval. Egy tiolén-bazisu
tobbkamrds és tobbrétegli chipet terveztek meg Ugy, hogy hosszi tavu
folyadékdramlasnak tették ki a CACO-2 sejttenyészetet. A mikrofluid-chip jellemzése
megmutatta, hogy a pordzus teflon membran funkcionalitdsa (a fels6 és az also

folyadékrétegek kozott) tiol-énes keverékkel torténé kezeléssel majd ECM bevonattal
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megvaltoztathatd [5]. Az ECM bevonatotot [6] elektrokémiai megmunkaldssal készitették
el.

A teflon membran két keményitett tiol-én réteggel vald 6sszekapcsolasa egy folyadék
rendszerben egy mikrochip kialakuldasat eredményezi, amely hosszd id6n at tarto
sejtkulturat tud biztositani. Az ebben tenyésztett CACO-2 sejtek ndvekedése és
differencialéddsa folyamatos daramlasi korilmények kozott felgyorsult. A CACO-2
sejtrétegei szoros réteget képeztek, a P-gp transzporterekhez és a nyalkahartydhoz
hasonlét, hatékonyan utdnozva ezzel az emberi bélrendszert, és j6 hatdanyag-atjutds
modellként szolgaltak [5].

Batran allithatd, hogy ez a sejtvonal olyan tulajdonsagokkal rendelkezik, amelyek
megfelel6 in vitro modellrendszerré teszik. Egy masik kutatasban egy mikropordzus
membranon termesztett CACO-2 sejtréteg morfoldgiai jellemzését és a rétegek
permeabilitasanak jellemzését végezték el. A membran egy 0.3 um pdrusméret(
polikarbonat membrdn volt. A sejttenyészet novekedését id6ben kovették és bizonyos
id6kozonként, a 3. és a 10. nap utdn permeabilitds vizsgdlatot csindltak, majd az
eredményt dsszehasonlitottak az eredeti sejt nélkiili membrannal. A legnagyobb értéket a
sejt nélkili membranon mérték, majd pedig a 3. és 10. napon vizsgalt membran
kovetkezett ebben a csokkend sorrendben, a monoréteg integritdasanak valtozasaval [7].

Kilonb6z6 morfoldgiai vizsgdlatokon kivil ezzel is bizonyitottak, hogy az idé
elteltével ezek a sejtek, bizonyos megfelel6 korilmények kozott, egyre nagyobb
multiréteget hoznak létre. Az egyre vastagabb réteg pedig rontja a membranon keresztdli

sikeres penetracié valdszinliségét [7].

2.4.2. PAMPA

A gydgyszerkutatas részeként, a bels6é szervi permeabilitds meghatarozasa
kulcsfontossagl paraméter. Szamos in vitro sejt- vagy szovetalapu rendszer All
rendelkezésre ahhoz, hogy megismerjik egy vegylilet permeabilitdsat, de ezeket nem
nagy ateresztGképességre tervezték [8]. Az Uj igéretes vegyiletek nagy szama jelentGsen
megneheziti a vizsgalatokat a gydgyszerkutatdsban. A parhuzamos mesterséges membran
permeabilitds vizsgalat (PAMPA) nagy ateresztGképességli, gyors és olcsé maddja a

vegylletek passziv transzport tulajdonsagainak el6rejelzésére [8].
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Az eljaras alapja két 96 Iyukd mikrotiterlemez szendvics, amelyek egymdshoz
illeszkednek, és a felsé rész alsd részén kb. 0.45 pm pérusméretld PVDF sz(ir6t
tartalmaznak. Mesterséges membrant alakitunk ki a szlrén. A megfelel6 inkubacids id6
utan a PAMPA szendvics lemezét levalasztjuk, és a vegyiilet koncentraciéjat az akceptor
és donor fazisban megfelel§ analitikai moddszerrel hatdarozzuk meg. A vegylletek
ateresztGképességét kiszamithatjuk ezekbdl a koncentracidértékekbdl. A permeabilitasi
mérések eredményeit tobb kisérleti paraméterrel végzik, mint a lipidmembran
Osszetétele, a felszabadult vizréteg (UWL) jelenléte, a donor és az akceptor fazisok kozotti

pH-kiilonbségek, valamint az oldat 6sszetétele a membran mindkét oldalan [3,8].

A PAMPA el6nyei:
- sejtmentes vizsgalati mddszer
- A passziv transzporttal szallitott vegyiletek esetében jo el6rejelzést ad
- A PAMPA vizsgdlathoz csak néhdny milligramm vegylilet sziikséges
- A nem sejt alapu vizsgalat kevésbé id6 és munkaigényes a CACO-2 vizsgdlatokhoz
képest, ezért nagyobb szamu vegylilet esetében ajanlott
- Egy kifinomultabb PAMPA modell alkalmazhaté a pH adott vegyiilet

permeabilitasdra gyakorolt hatdsanak tanulmdanyozasara [8].

A 3. dbran lathaté a PAMPA mérési elrendezés elvi vazlata, egy 96-lyukas lemez
("plate"), mely két hasonld lemez egymasra helyezésével lehetévé teszi az aproé
,celldkban” valé parhuzamos mérést. A donor oldat (DO) tartalmazza a vizsgalandd
hatdanyag tomény koncentracidju oldatat, melyen a membranszirére (MM) felvitt lipid
rétegen keresztili penetracido mértékét az akceptor oldat (AO) folyamatos vizsgalatdval, a

koncentracio folyamatos id6kozbeni meghatarozasaval adhatjuk meg [8].

3.4bra: A PAMPA mérési elrendezés elvi vazlata [8]
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Egy hatékony gydgyszer kifejlesztésében a bioldgiai aktivitds meghatarozo tényez6. A
felszivodas sebessége, az oldhatdsag vagy a bioldgiai lebomlas is hasonléan fontos
paraméterek. Ezeknek a tulajdonsdgoknak az optimalizaldsa gyakran csak a fejlesztés
utolsd szakaszaban torténik meg [9].

A passziv transzport folyamatok leirdsara, Kansy és két munkatarsa a PAMPA mddszert
valasztotta, és a gasztrointesztindlis felszivodas elbrejelzésére dolgoztak ki ezt az eljarast
[9]. Egy 96-lyukd talcat toltottek fel 6,5 és 7,4 pH-ju foszfat pufferekkel. Ez volt az
akceptor oldat, melyre rahelyeztek egy madsik talcat, hasonléan a 3. dbran lathaté
elrendezéshez. A szlir6re szerves olddszerben (pl: n-hexadekan vagy n-dodekan) feloldott
lecitint vittek fel, mellyel a biolégiai membrant prébaltak modellezni [8,9,10].

Ugyanazzal a pufferrel toltotték fel a donor oldalt is, mely a vizsgdlandd hatdanyagot is
tartalmazta. Ezek utan a mindkét oldatban kialakult koncentracidt spkektrofotométeres
modszerrel hataroztdk meg. A koncentracid értékekbdl, a membran jellemz&kbdl és a
mérési idéb6l szamolt permeabilitast Osszevetették a humdn intesztindlis felszivodasi
(HIA%) adatokkal. Azt figyelték meg, hogy a rendelkezésre all6 mérési elrendezéssel és az
alkalmazott paraméterek felhaszndlasaval jol kozelithetSek-e az in vitro értékek [8,9,10].

A transzdermalis terdpias rendszerek kifejlesztése soran hamarosan és egyértelmden
nyilvanvaléva valtak azok az el6nyok, melyek koziil az egyik legfontosabb a hosszu és
szabalyozott hatdanyag-leadads. A lehetséges el6nyok mellett a bér elsédleges (védo)
funkcidjabdl szarmazd nehézségek szintén ismertek. A kutatas hatékonysaga erdsen fligg
attél a modszert6l, amely a molekuldk béron keresztil torténé felszivédasat modellezi a
lehet6 legkorabbi fejlesztési szakaszban. Ezaltal a kedvezétlen jellemz6kkel rendelkezé
molekuldk kizarhatdak. A b6r PAMPA fejlesztése éridsi 1épést jelentett ezen a terileten,
mivel lehetGséget biztositott arra, hogy gyorsan, hatékonyan és koltséghatékonyan

kivizsgalja a bér és a transzdermalis termékek kilonbo6z6 formait [3, 11, 12].

2.5. Hatéanyag felszabadulas

A gyogyszerek hatdanyagdnak feladata, hogy eljussanak a sejtcsoportokba, sejtekbe
ahol kifejthetik a hatasukat. A célhelyre torténé bejutashoz sok membranon kell atjutniuk.

Ezeknek a membranoknak a szerkezete és felépitése nagyon hasonlé egymdashoz, azonban
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az alkotd anyagok aranya eltérhet. Mivel az eml&sokben taldlhatdé membranok szerkezete
nagyon hasonlo, lehetéség nyilik allatkisérletek elvégzésével vizsgalni, hogy az adott
hatdanyag mennyire fejti ki hatdsat. Ugyan ezzel megjésolhatd az emberi szervezetre valé
alkalmazhatdsaga is, a minGségre és mennyiségre valé eltéré érzékenység ezt jelentésen
korlatozza [13].

A napjainkban alkalmazott terdpids gydgyszereket a modern biotechnoldgia
eredményeinek kdszonhetjiik és négy 6 tipusat kiilonboztetjliik meg [13]:

- kis molekulatomeg( gydgyszerhatéanyagok,

- biologikumok (tébbnyire polipeptidek, fehérjék),

- vakcinak,

- diagnosztikumok.

Az egyre fokozottabb biztonsdgra torekvés Ujabb és Ujabb fejlesztési |épcsik,
farmakoldgiai és toxikoldgiai vizsgdlatok beiktatdsat igényli a kis molekulatomeg
hatdéanyagok kutatdsaban. llyen intézkedések akkor szilikségesek, ha a hatdanyag
biokompatibilitasara irdnyuld kisérletek nem voltak elég alaposak, és egy esetleges
sulyosan karos mellékhatas csak a mar forgalomba keriilt gyodgyszerkészitménynél

jelentkezik a fogyasztdk korében [13].

2.6. Hatéanyagok

Az egyik altalam haszndlt hatdanyag a hidrokortizon volt. Gyulladasos bélbetegség
(IBD) kezelésében gyakran alkalmazzak ezt kortikoszteroidot és a meszalazint [14]. A
farmakoldgiai kezelés az IBD sulyossagatal, tipusatdl és a kezelés altalanos céljatol fuigg. A
kortikoszteroidokat, koztlilk a hidrokortizont is gyulladdscsokkent6 hatasa miatt
hasznaljak, a Crohn-betegség és egyéb bélbetegégek kezelésére. Ezek a kortikoszteroidok
beadhaték intravénasan, oralisan szabalyozott felszabaduldsu tablettakkal azonban csak
kisebb ddzisok alkalmazhatdk révidebb ideig [14]. A hidrokortizon fotometriads vizsgalata
soran az anyagra jellemz6 hullamhossz A = 254 nm volt [14]. Ez eltér az altalunk mért
értékt6l (A = 248 nm), valdszinlileg azért, mert a cikkben 70 % (v/v) etanol volt az
olddszer, a mi esetiinkben pedig kétszer desztillalt viz. A hidrokortizon szerkezeti képlete

a 4. dbran lathato.
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4. abra: A hidrokortizon szerkezeti képlete [15]

Esther T. L. Lau és munkatarsai hidrokortizon és meszalazin hatdanyagok kapszuldzasi
hatékonysagat vizsgaltak zein mirkorészecskékbe un. koacervdlassal [14]. A koacervacio
egy olyan fazisszepardcios jelenség, mely egy hidrokolloid oldhatésaganak csékkenésekor
|ép fel. Az eljaras alkalmas héjképzésre, pl: vizes fazisbdl olajcseppek fellletére. A [étrejott
héjszerkezet pordzus volta miatt inkdbb lassu hatéanyag-leadast biztositd rendszereknél
alkalmazott [16]. A kapszuldzasi hatékonysag meghatdrozasa soran arra jutottak, hogy
ugyan mindkét hatdanyag viszonylag joél alkalmazhaté erre a célra, az emésztési
folyamatok befolyasolnak vagy meg is akaddlyoznak a hatdanyag célzott helyen vald
leaddsat [14].

A masik altalam vdlasztott hatdéanyag az izoniazid volt. A TBC, mds néven
tud6étuberkuldzis hatalmas egészségligyi kockazatot jelent szerte a vildagon még
napjainkban is. A betegség kezelésére legelterjedtebben hasznalt gydgyszer az izoniazid
(INH, izonikotinil-hidrazin), gyorsan felszivédik a gasztrointesztinalis traktusbél. Soha nem
hasznalatos 6nmagaban az aktiv tuberkuldzis kezelésére, mert a szervezet gyorsan
rezisztensé valik a hatdanyaggal szemben [17]. Tovdbbad mérgezd hatasa is lehet a
kilonb6z6 enzimek hatdsara bekovetkez6 metabolizmus soran. A biotranszformacid
hidrolizist és glicinnel valé konjugaciét eredményez, amely a méregtelenités reakcidja. Az
oxidacids reakcidk felelGsek az INH toxicitasért [18, 19].

Az izoniazid a mycobacterium kataldz (peroxiddz) enzim KatG hatasaval aktivaladik.
Olyan kovalens komplexet hoz létre, amely megakadalyozza a micellaris sav szintézisét és
megoli a sejtet. Az INH elleni rezisztencia olyan mutacidk kovetkezménye, amelyek a
NADH-fligg6 akut transzporter reduktazt kdédold inhA tulzott expresszidjat eredményezik

[19].
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A toxikus mellékhatasok leklizdése érdekében a kezelés soran a betegek pirodoxint
kapnak az INH mellé. A piridoxin a B6-vitamin egyik alkotd vegyilete, mely segit a natrium
és a kalium egyensulyozdsaban, valamint a vorosvérsejt-termelés el6segitésében [17]. Az

izoniazid szerkezeti képlete az 5. dbran lathaté.

H

N.
O NH.

AN

P
N

5. dbra: Az izoniazid szerkezeti képlete [15].

Indiai kutaték [17] az izoniazid és a piridoxin tablettazasi ddzis adagjanak UV-
spektrofotometrids becsléséhez alkottak meg egy moddszert. A spektrumon 263 nm
(izoniazid) és 292 nm (piridoxin) hulldmhosszon, jol elvalé csiucsokon detektaltak a
hatdanyagokat desztillalt vizben, 1-11 pg /ml és 5-30 pg /ml koncentracié tartomanyban.
Ezzel az eljardssal analizaltdk az 300 mg Izoniazidot és a 10 mg piridoxint tartalmazé,
forgalomba hozott tablettak formulajat. Ennek a médszernek a legszembet(in6bb
tulajdonsaga az egyszerliség, a gazdasdgossag és a gyorsasag, és nem igényel olyan
el6készitést, mint példaul az olddszerek kivondsa, a f(ités, a gaztalanitas, amelyek
sziikségesek a HPLC eljarashoz. Ezek olyan Uj mddszerek melyek a minGségellen6rzésben
rutinelemzésre alkalmazhatdék [17, 18].

Az 1. tablazatban lathaték a hatéanyagok log P és vizoldhatdsagi értéke. Lathatd,
hogy az izoniazid sokkal jobban oldddik vizben, kevésbé hidroféb, mint a hidrokortizon. A

mérési eredményeim kiértékelése soran ezt is figyelembe vettem.

Hidrokortizon [14] lzoniazid [20]

Log P 1.61 -0.7

Vizoldhatdsag (mg/ml) 0.311 34.9

1. tablazat: A hidrokortizon és az izoniazid log P és vizoldhatdsag értékei
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Munkamban a szlirémembran és a sejtmodell kombinaldsaval akartunk egy olyan
rendszert el6allitani, amely 0tvozi ezek el6nyeit és a hatdanyag transzport
tanulmanyozdasat teszi lehet6vé. Az dltalunk elképzelt mérdcella formajaban a gydgyszer
felszabadulds mérésére hasznalt eszkozt kdveti, a transzportot lehet6vé tévé rész pedig a
PAMPA rendszerben hasznalt membranra hasonlit. Ugyanakkor ettdl el is tér annyiban,

hogy olyan rendszert szerettiink volna, amely a vizudlis észlelésre is lehet&séget nyuijt.

2.7. Permeacios vizsgalatok

A kovetkez6kben olyan metddusokat fogok ismertetni, melyek Ujabb fizikai-kémiai
paraméterek beiktatdsdval prébdlnak meg pontosabb leirdst adni a membrantranszport
kinetikajardl. Olyan, minden valtozét figyelembe vevé egyenletre volt sziikség, melyben a
donor és akceptor oldali koncentraciok, térfogatok, a membrdan jellemzék, és tobbek
kozott az id6 is megjelenik. Ezek az egyenletek szolgaltak a méréseim soran haszndlt
membran-kinetikai 6sszefliggések alapjaul.

Programozhatd, szabdlyozott hatdanyag-leadd rendszert probaltak mar sokan
fejleszteni. Farouk M. Sakr (1999) [21] egy olyan prototipus modellt készitett, melynek
henger alaku formaja egy specialis, korréziddllé, nagy sirlségl polimerbdl készilt. A
modellbd8l szarmazd in vitro, hosszu tavu hatdanyag-leadast hidroxipropil-metilcelluléz
(HPMC) tablettdban 1évé levonorgesztrel hatdanyaggal vizsgdltdk HPLC készilék
segitségével [21].

Napjainkban a szabalyozott hatdanyag-leadasu ordlis doézisformak (ozmotikus
tablettdk, bevonatos tablettdk, biodegraddbilis polimer matrixok stb.) leaddsnak és
felszivoddsdanak modellezésére szdmos alternativa létezik. A passziv oralis ddzisformak
vizsgalata esetén sok paramétert kell figyelembe venni, de kiilondsen nehéz utanozni a
bélben torténd felszivodasi id6t [21].

Avdeef és munkatarsai 23 kilonb6z6 gydgyszer és termékmolekula transzport
tulajdonsagait vizsgaltak eltdvolithatd mesterséges membrdnon keresztil egy in vitro
modell alapjan [22]. A membrant dodekanban oldott foszfatidilkolinnal készitették,
pufferoldatokban (pH=7,4). A szerz6k sok vegyiiletre nagyon alaposan megvizsgaltak,

hogy milyen hatdsa van a paraméterek (idG, keverés, analitika) nem tul nagymérték
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megvaltoztatasanak. Erdekes moédon, a nagy logP érték ellenére a vizoldékonysag hatasat
a permeabilitdsra kizardé oknak tartjak [22].

A vegyuletek kozul volt olyan, amelynek mennyiségét 60 %-ban visszatartotta a
foszfolipideket tartalmazdé membran. A keverés a mozgékony molekuldkra pozitiv, mig a
nem mozgékony molekuldkra negativ hatdssal volt a membranpermabilitas
szempontjabdl. A hidrogénkotés hatdsat a foszfolipidektél mentes dodekannal bevont
sz(ir6k alkalmazasdval vizsgdltak, a koncentracidkat pedig UV-spektrofotometriaval és LC-
MS-sel hatdroztdk meg [22].

A kovetkez6 egyenleteket haszndljdk a permeabilitdas szamolasara. A Fick I-II.
egyenletekbdl vezethet6ek le, melynek homogén membranokra alkalmazott alakja a

kovetkez6:

dCpy
J]=Dm——= Dp

m g4x

[Cm(o)_cm(h)]
h

(1)

ahol J az aramslrdlség, C,, (0) és Cp (h) a koncentraciok a membran két oldalan, h a
membran vastagsaga és D,, az oldott anyag diffuziés egylitthatdja a membranban. Ennek
atrendezésével, a kisérleti kialakitas és a konkrét feltételezések fliggvényében levezethetd

egy effektiv permeabilitas (P.):

. = ) @)

- (AMp (0)) (=5

ahol Vp a donor oldat térfogata, A a sz(ré felllete, Mp (0) a donor oldat kiindul3si
koncentracidja, AM, az akceptor oldat koncentracio adott id6ben és At pedig az eltelt id6.
Az effektiv permeabilitds ismeretében pedig az akceptor oldat pontos koncentracidja

kiszamolhato a kovetkez6 egyenlet alapjan:

M
(Vp+Va)

Ca(t) = + (CA(O) - )exp{—Pe x A (% +2 )t} (3)

(Vp+Va) E
ahol M a hatéanyag teljes koncentracidja a rendszerben, C,4 (t) a hatéanyag koncentracio

az akceptor oldatban, V, pedig az akceptor oldat térfogata [22]. T6ébb, PAMPA

mérésekhez kifejlesztett el6-kezelt "plate" rendszerhez taldlhatd [23, 24] egy ezekbdl az
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egyenletekbdl kikovetkeztetett Gsszefliggés, mely pontosan megadja a permeabilitas (P)

értéket tobb paraméter figyelembevételével. Az egyenlet a kdvetkezd:

1-Ca(b)
-1 (—A)
"\ TCeq ).
1 1
ax(g g

P= (4)

ahol cy4 (t) az akceptor oldat koncentracidja adott id6ben, C.q az egyensulyi koncentracid,
A a sz(ir6 felllete, Vp a donor oldat térfogata, V, akceptor oldat térfogata, és t pedig az

eltelt id6. Az egyensulyi koncentracio (Ce,) pedig a kdvetkez6 egyenlettel szamolhato:

_ [Cp(O)XVp+CaA(D)XV,4]
Ceq B (Vp+Va) )

ahol ¢p (t) a donor oldat koncentracié adott id6ben és Vp a donor oldat térfogata [23, 24].
A szdmitdsaim soran a 4-es és 5-0s egyenletet haszndltam a permeabilitas

meghatarozasahoz.
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3. Célkitiizés

Munkam sordn egy olyan membranmodell kifejlesztésére tettem kisérletet, melyben
egy mesterségesen kialakitott lipid kettOsrétegben lejatszédo, jol definidlhatd
gyogyszertranszport jellemzése volt a cél. A transzportfolyamatok leirdsat és
meghatdrozasat célzdo méréseket egy kilon erre a célra tervezett, folyadék transzport
vizsgalatdra szolgdld, szétszedhet6 mérdcellaval végeztem.

Indikatorok és gydgyszerhatdanyagok koncentracidvaltozasat vizsgaltam 8 és 24 6ras
mérések keretében, ahol a mérécelldban két folyadék fazis kozott, egy pérusos szerkezet(i
membranszlrdre felvitt lipid réteg szolgaltatta a membranmodellt. A lipid réteg kémiai
Osszetétele szabadon vdlaszthatd, alkalmazkodva bizonyos sejttipusokra jellemzé lipid
Osszetételhez. A membranhordozd megfelel§ stabilitast biztosit a lipid filmnek,
ugyanakkor lehetévé teszi a transzportfolyamatokat. A lipid rétegen at torténd
transzportvizsgdlaton kivil arra is kivancsi voltam, milyen morfoldgiai valtozas kovetkezik
be a lipidfilmben. A kisérleti eszkdzzel az els6 transzportvizsgalatokat prébaként
floureszkalé vegylletek, majd ismert hatéanyagok és DPPC lipid felhaszndlasaval
végeztem.

Az irodalomban talalt modellek szinte mindegyike kis koncentracidkra vonatkoztatva
ad tajékoztatast a rendszerben torténé transzportfolyamatokra. A méréseim sordn
nagyobb koncentracidk esetén torténd transzportfolyamatok leirdsara tettem kisérletet

egy erre célra kifejlesztett mérési elrendezéssel.
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4. Anyagok és mddszerek

4.1. Felhasznalt anyagok és eszkozok

4.1.1. A folyadéktranszport vizsgalatahoz felhasznalt anyagok

1,2-dipalmitoil - foszfatidilkolin (DPPC), félszintetikus, 299%,

M= 734.04 g/mol, Sigma -Aldrich, Németorszag

- Fluoreszcein, M = 332,31 g/mol, Sigma -Aldrich, Németorszag

- Fluoreszcein (szabad sav), M = 332,31 g/mol, Sigma -Aldrich, Németorszag
- Fluoreszcein Na-séja, M = 376,27 g/mol, Sigma -Aldrich, Németorszag

- Hidrokortizon, M = 362,46 g/mol, Sigma -Aldrich, Németorszag

- lzoniazid (INH), M = 137,14 g/mol, Sigma -Aldrich, Németorszag

- Aminoszalicilsav (PAS), M = 153,14 g/mol, Sigma -Aldrich, Németorszag

- Etanol, 96 %, Merck Kft., Magyarorszag

- Aceton, > 99.8 %, Merck Kft., Magyarorszag

- Tetrahidrofuran (THF), analitikai tisztasagu, Merck Kft., Magyarorszag

- Metanol, analitikai tisztasagu, Merck Kft., Magyarorszag

- Dimetil-szulfoxid (DMSO), analitikai tisztasagu, Merck Kft., Magyarorszag
- Diklérmetan, >99.8 % tisztasagu, Sigma -Aldrich, Németorszag

- Dinatrium-foszfat, 99,95 % tisztasagu, Sigma -Aldrich, Németorszag

- Kalium-foszfat, Sigma -Aldrich, Németorszag

Kétszer desztillalt viz

Felhasznalt membranszlirék

- fecskendG@szlir6 membran, polipropilén (GHP), hidroféb, d = 25mm, pérusméret:
0.2 um, Acrodisc (Sigma-Aldrich), Németorszag
- diszk membransz(ir6, polikarbonat (PCTE), hidrofil, d = 25 mm, pérusméret: 0,4

um, VWR, Egyesiilt Allamok
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4.1.2. A kisérleti munka soran alkalmazott egyéb anyagok

A hasznalt lUivegeszk6zok tisztitasat hidrogén-peroxid és tomény kénsav frissen
elkészitett elegyével (1:2) végeztem.
- Hidrogén-peroxid (30%), analitikai tisztasagu, Molar Chemicals Kft., Magyarorszag

- Kénsav (96%), analitikai tisztasagu, Merck Kft., Magyarorszag

4.1.3. Folyadék transzport vizsgalatara szolgalo, szétszedhet6 mérdcella

A transzportvizsgalatokhoz hasznalt eszkézt egy 3D nyomtatdssal foglalkozd cég
készitette el sajat terviink alapjdn a Hatarfellleti- és Nanoszerkezetek laboratdrium
részére (6. dbra). A tervezés folyamatdban fontos szempont volt a korrézidallésag mellett
a teljes vagy részleges fényateresztés, valamint a szétszerelhetGség egyszer(isége (a

kés6bbiekben részletezett membransz(ird cserélhetésége miatt).

6.abra: Folyadék transzport vizsgalatdra szolgald szétszedheté mérécella modellje

Az eszk6z hére keményedd, UV reagens fotopolimer gyantabdl készilt, 3D
nyomtatdsos SLA (Stereolitography) technoldgiaval [25, 26]. A modellt egy szoftver a
nyomtatd készlilék szamara értelmezheté rétegekre bontja, amely 0,025 és 0,1 mm
kozott megvalaszthatd. A folyamat soran a viszkdzus gyantabdl UV bevilagitas hatasara
megszilardul a réteg, majd elmozdul a talca a kivalasztott tavolsaggal, és egy Ujabb réteg
szilardul meg. igy épiil fel a kivant szerkezet, melynek aldtdmasztasahoz egy un. ,support”
anyagot hasznalnak. Ez a tamaszték anyag egy eltérd fotopolimerbdl késziil, igy kés6bb

szerves olddszerrel, amely dltaldban izopropil alkohol, maradéktalanul eltdvolithaté.
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Végiil UV kemencében utdkezelésnek vetik ala a kész darabot, mely soran elérheté a
kivant szilardsag, illetve a maradvanyok eltdvolitasa és a fellletek, élek simitdsa is
megtorténik. Az eljaras elénye, hogy gyors, az egész réteg egyszerre keril levilagitdsra,
széles az alapanyag valaszték, és jo fellleti mindség érhetd el. Azonban hatranya, hogy
a legtobb miligyanta is széttoredezik tartds direkt napfény hatasara [25, 26]. A

nyomtatdshoz felhaszndlt mlgyanta kémiai szerkezete a 7. dbran lathaté.

HsC CHs

OH OH
O\)\/O 0\)\/0
HZC{;\H/ \ﬂ/\\\CHE
0 O

7. dbra: A nyomtatashoz haszndlt mligyanta kémiai szerkezete [25, 26]

A cella anyagdbdl valdé kioldédas vizsgalata sordn meggydz46dtiink arrdl, hogy ugyan
oldddik ki anyag a celldbdl, de a kioldédds mértéke folyamatosan csdkken. A cella minden
mérés utan egy teljes éjszakdn at - ami 15-16 6rat jelent - azott vizben, igy ezalatt az id6

alatt az adszorbealddott anyagok tavozni tudtak az anyagbdl, igy az regeneraldédni tudott.
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4.2. Kisérleti modszerek

4.2.1. Koncentracié meghatarozasa

Minden mérés soran egy donor oldatot készitettem, melyet egy adott koncentraciéra
allitottam be. Rendszerint ez az érték minden esetben jéval a modell- vagy hatdanyag
oldhatdsaga folotti érték volt. A donor cellarészben kétszer desztillalt vizet (20 ml) vagy
annak 20 %-os etanol tartalmu oldatat (16 ml viz + 4 ml EtOH) hasznaltam olddszerként.
Egyes esetekben az etanolos oldat 4x-es higitasu oldatdat is alkalmaztam. Ezek utan az
akceptor cellarészt tiszta, kétszer desztillalt vizzel (20 ml) toltottem fel. A kés6bbiekben az

akceptor oldatbdl 8, illetve 24 éran keresztil vettem mintakat a kovetkezé id6kozonként:

- Az els6 6éradban 15 percenként: a 15., a 30., a 45., és a 60. percben
- Az elsé és negyedik 6ra kozott: a 90., a 120., a 150., a 180., a 210., és a 240. percben
- A negyedik és a nyolcadik éra kozo6tt; a 300., a 360., a 420. és a 480, percben

- Esetenként a 24. 6raban is vettem mintat

Az akceptor oldatbdl rendszeresen kivett 1 ml minta abszorbancidjat egy
spektrofotométerrel mértem meg. A kivett minta helyett 1 ml kétszeresen desztillalt vizet
toltottem vissza. Az aktudlis hatdanyag kilonboz6 koncentracioju vizes oldataibdl
készitettem higitdsi sort, majd pedig kalibraciés gorbét.

A kalibracios gorbe segitségével az egyenes egyenlete alapjan, a mintdk mért
abszorbancia értékeit szamoltam at koncentraciéva. Az egész rendszer, mind a donor,
mind pedig az akceptor oldat a teljes mérés alatt folyamatos kevertetés alatt volt

keverGbabdk és magneses keverd altal, igy biztositva a homogén koncentracié eloszlast.

4.2.2. Permeabilitas meghatarozasa

A transzportfolyamatok és a membran permeabilitds vizsgalatara kilonb6z6
koncentracioju (3 g/l és 5 g/l) metanolos 1,2-dipalmitoil-foszfatidilkolin (DPPC) lipid

oldatokat készitettem, majd vittem fel egy hordozé membransz(irére.
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A lipid oldatnak a felliletre injektalasa utan forgdtarcsas azaz "spin-coating" [27]
technika alkalmazdasdval térekedtem a réteg minél egyenletesebb eloszlatasara. Ezt ugy
végeztem, hogy egy megfelel6en acetonnal, etanollal és vizzel letisztitott Uveglapot
ragasztottam a tarcsara. Az liveglapra egy 40 pl-es vizcseppet tettem, majd dévatosan
rahelyeztem a membransz(ir6t. Bekapcsoltam a késziiléket, majd megvdrtam ameddig
egy par masodpercen keresztiil a viz szétterlil a membran és az lveglap kozott, igy
biztositva, hogy az ne mozduljon el. Ezutan egy kloroformmal és metanollal elImosott
fecskend6vel 50 pl lipid tartalmu oldatot injektaltam a fellletre, majd bekapcsoltam a
készliléket 3 masodpercre. Miutdn szétterilt a lipid a fellleten, levettem a membrant a
tarcsardl és betettem a késziilékben kialakitott helyére, majd feltdltve a donor és az
akceptor oldalt a megfelel§6 folyadékokkal, elkezdtem a mérést. A lipid oldat
koncentracidja kezdetben 3 g/l volt, de a késébbiekben egy toményebb 5 g/l-es oldatot
haszndltam, mely egyenletesebb eloszlast eredményezett. Ennek fontossagat a
dolgozatom eredmények részében szeretném bévebben kifejteni.

Az els6 tesztméréseknél melyeket fluoreszcein vegyiletekkel végeztem, egy hidroféb,
25mm atméréjd, 0.2 um poérusméreti polipropilén (GHP) fecskendd szlirémembranja volt
a hordozé. Ezeket a méréseket a méréeella kiprébalasara és a paraméterek, valamint a
mérési elrendezés optimalizalasara valod tekintettel, lipid réteg felvitele nélkil csindltam
meg. A valddi transzportvizsgalat méréseket egy hidrofil, 25mm atmérgjl, 0.4 um
porusméretli polikarbonat (PCTE) diszk membranszirével végeztem. Azért esett erre a
membranra a vdlasztas, mert ennek a membrannak egy szdmomra fontos tulajdonsaga
volt. Ez pedig az, hogy egy kiilonleges |ézeres maratdsos "track-etched" [28] eljarassal
késziilt. Ennek az el6allitasi metddusnak koszonhetben a felllete sima, igy a morfoldgiai
valtozasok jél nyomon kévethet6k az ilyen membranokon.

A "track-etched" [28] membran azért fontos szamunkra, mert a cella tervezése
lehet6vé teszi, hogy a membrdn kivehetd, cserélheté majd vizsgalhatdé legyen. Ennek
kovetkeztében annak fellleti morfoldgiajat mikroszkdpi méréseknek vethetjiik al3, igy
fontos informaciéval szolgdlhat a hordozéon I[évé lipid réteg szerkezetér6l és
elhelyezkedésérdl. A 8. abran a folyadék transzport vizsgalatdra szolgalé szétszedhetd
mérGceella képe, a mérési elrendezés illetve egy 24 6rds mérés sordn vett mintdk sorozata

lathato.
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Cserélhet6 membransziiré

Donor oldat Akceptor oldat

Magneses keverébabak

8.3bra: A szétszedhetd méréceella, illetve egy 24 dras mérés mintdibdl 6sszeallitott sorozat képe

A 8. abran egy vizes mérés lathatd a fluoreszcein natrium sé oldataval, 24 éra
elteltével. J6l Iathato, hogy a donor oldat és a 0. 6raban még szintelen akceptor oldat alig
megkillonboztethets szinte ugyanolyan lett 24 dra elteltével. Az id6nként vett mintdk

szine a fluoreszcein ndatrium-sé koncentracié fliggvényében folyamatosan novekszik

(balrdl jobbra haladva).

4.2.3. Spektrofotometria

A hatdéanyag koncentrdciét spektrofotmetrids maoddszerrel hatdroztam meg. A

méréseket egy Analytic Jena Specord 40 nev( UV-lathato spektrofotométerrel végeztem.
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Az alkalmazott hulldmhossztartomany A = 190-800 nm volt, amelyen belil mindkét
vizsgalt hatdanyagnak jol definidlt abszorpciés csucsa volt. Az izoniazid mennyiségi
méréséhez a A = 263 nm-t a hidrokortizonhoz a A = 254 nm valasztottam.

A kapott abszorbancia értékekbél a Lambert-Beer torvény alapjan szamolhatd a

koncentracio, a kovetkez6 egyenlet alapjan:

A=lgIT°=s-c-l (6)

ahol, A az abszorbancia, /o a monokromatikus fénynyaldb intenzitdsa, / a kdzegen athaladt
fény csokkent intenzitdasa, € a molaris abszorbancia (vagy extinkcids koefficiens), ¢ a

koncentrdcio és I pedig a réteg vastagsaga, amelyen a fény dthaladt [29].

4.2.4. Feliileti morfoldgia vizsgalata

«ses

atomi eré mikroszkép (AFM) tlint a legmegfelel6bb valasztasnak. A mérések sordn a
topografiai adatok analizisével fontos informaciét kaphatunk a mintafeliilet érdességérdl.
Jelen esetben a forgd tarcsds eljardssal felvitt lipid réteg ezzel ellenGrizhetévé valt. Az

AFM mikroszkdp sematikus felépitése a 9. dbran lathato [30, 31, 32].

tiikor

diodalézer

négyszegmensi
detektor

rugolapka

vez€rlo ¢és
adatgyijté

piezo- ZTZ,Y Y
g

eltolo

A minta

9. dbra: Az AFM sematikus abrazolasa

A kisméretl laprugordl (cantilever) egy lézerdiddaval elGéllitott fénynyalab verédik

vissza. A reflexid novelése érdekében egy fémes bevonat van a lapka azon oldalan,
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ahonnan visszaverédve a fény egy négyszegmensU detektorba jut. Az érzékelés j6 jel-zaj
viszonnyal allithatd. A lapka végén egy kis gorbileti sugard (~10 nm) td van, mely egy
kemény anyagbdl (jellemz&en SisNg4, SiC vagy WC) késziil. A lapka haromiranyu x-y-z finom
mozgatdsa egy piezoelektromos kristallyal van megoldva. Az x-y irdnyban mozgé t(
végigpdsztdzza a minta felliletét, mikozben a négyszegmensl detektor jelét és a piezo z-
irdnyu vezérl6fesziltségét felhasznalva egy olyan negativ visszacsatolast alakit ki, ami a td
hegyére hatd er6t - vagyis a rugdlapka elhajlasat - allandé értéken tartja. Az adatsor egy
értékekké [30, 31, 32].

A felszini atomok potencidlterében a tlire haté er6 a felszint6l mért tdvolsag
fliggvényében a 10. dbran lathatd. A mintafelszint megkozelité tlre el6szor egy vonzderd
kezd el hatni. Ha a tlinek ebben az allapotaban kezdjik el a mérést, akkor a non-kontakt
vagyis érintésmentes modban vizsgdlunk. Ha a tlit kozelebb vissziik a felszinhez akkor az

er6 el6jelet valt. Ezt nevezziik kontakt médnak [30, 31, 32]..

A

\ kontakt tartomany

~v

[¢

M non-kontakt

tartomany

10. dbra: A tlire hato er6

A kivant Gzemmad hasznalatat a minta tulajdonsdgai szabjak meg. Egy kemény és
sima felszin vizsgdlatdhoz a kontakt mdéd a legmegfelel6bb. Ugyan a t(i a mintahoz
ilyenkor nagyon kozel van, a sima fellleten kicsi a valdszin(isége, hogy a t(i belelitk6zzén
egy kiemelked6 akadalyba, tonkretéve a mérést, vagy rosszabb esetben roncsolva a t(t és
a laprugét. Puhabb és lazdbb szerkezet(i mintdk vizsgdlatdhoz a nem kontakt méd az
ajanlott. A két alapvet6 kontakt és non-kontakt lizemmddokon kivil tobb Gzemmadd is
létezik a mikroszképon. llyen a tapping (,kopogtatd”) lGzemmodd, mely non-kontakt

tartomdanyban érhet6 el [30, 31, 32]..
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Nem kontakt médndl egy MicroMash NSC15-0s tipusu SisNg aluminium reflektdld
felllettel rendelkez6 nem-kontakt tiit hasznaltam (erGallandd: 40 N/m, sajatfrekvencia:
325 kHz). A minta fellletét PSIA XE-100 (Park Systems, Dél-Korea) atomi er6 mikroszkdp
készilékkel tanulmanyoztam, a felvételeket XEI 1.8.0. (Park Systems, Dél-Korea)
kiértékel6 programmal vizsgdltam, a mérések sordn a pdsztdzdsi sebesség minden

esetben 1 Hz volt.
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5. Eredmények és értékelésiik

A folyadéktranszport vizsgalatat kulénb6z6 tipusu  polimer membranok
atereszt6képességének a vizsgdlataval kezdtem, ahol a fluoreszcein, a fluoreszcein
(szabad sav) és a fluoreszcein natrium-sdja volt a modellanyag. Kés6bbi mérések soran a

hidrokortizont és az izoniazidot haszndltam, mint gydgyszerhatdanyagot.

5.1. Elokisérletek

5.1.1. A cella anyaganak duzzadas- és oldddas vizsgalata

A nyomtatast végz6 cég biztositott szamunkra néhdny mintadarabot a leendé cella
mdgyanta anyagabdl. A mintdk duzzaddsat és oldddasat kilonb6z6 olddszerekben
vizsgadltam meg. A masodik 6ra utdn a mintdkat 38-40 °C-ra melegitettem. Tobbnyire
szerves olddszereket hasznaltam fel, tisztan és kilonb6z6 higitasi aranyban, illetve egy
savas (HCI, pH=2), egy Iugos (NaOH, pH=11) és egy semleges vizes puffer oldatot (KH,PO4
/ Na,HPQ,). Adott ideji aztatast kovetSen a felesleges olddszert letordltem, illetve
hagytam elpdrologni. Az 1, 17 és 21 éra elteltével kapott tomegvaltozasok a 2. és a 3.

tablazatokban talalhatok.

DMSO
Aceton DMSO (10% + viz) EtOH MeOH
Minta 08121 06521 0,5723 0,8643 0,5421
tomege ’ & ' & ' ; ' ° ' :
. 1
A tomeg 0,8235 0,6955 g 0,5785¢ 0,8850g 0,5650 g
6ra utan
A tomeg 17 (er6sen oldodik) 0,7400 g 0,5921¢ 09193¢ 06143 ¢
6ra utan
Atomeg2l | fololdodott 06979g | 05793g | 0,9055g 0.>719¢
6ra utan

2. tablazat: A cella anyaganak tomegvaltozasa kiilonb6z6 folyadékokban
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Viz + HCI Viz seml. Viz + NaOH
THF CH,CL, (pH 2) puffer (pH 7) (pH 11)
Minta tomege 0,5911¢g 0,5123 g 0,4519¢ 0,5320¢g 0,4510g
A tomes 16
tor::égn ora 0,6190 g 0,1605 g 0,4492 ¢ 0,5326 g 0,4470 g
- 0,4180 g
A 17
tomeg (erésen | feloldédott | 0,4576 g 0,5593 g 0,4597 ¢
6ra utan .
oldddik)
Ato 21
tomeg feloldddott | feloldédott | 0,4530 g 0,5360 ¢ 0,4509¢
6ra utan

3. tablazat: A cella anyagdnak tomegvaltozasa kiilonboz6 folyadékokban

Az aceton, tetrahidrofuran és diklér-metan olddszerekben oldott mintdk teljesen

feloldodtak. A DMSO és az alkoholok bizonyos mértékl duzzadast okoztak, mig vizes

oldatokban csekély volt a valtozas.

Az el6bbi okok miatt a tovdbbi duzzaddsvizsgdlatot csak a maradék 7 folyadékkal

folytattam (DMSO, DMSO 10%, EtOH, MeOH illetve savas, seml. és ligos puffer). A 21 6ra

elteltével végzett parhuzamos mérések atlagai a 4. tablazatban lathatok.

mints | OMSO | OMSO | g | gy | VEsHe | G

(pH7) (pH 11)
Kitigfn“e':ﬁ 06521g | 05723g | 08643g | 05421g | 0,4519g | 0,5320g | 0,4510¢g
1.mérés | 06979¢ | 05793g | 0,9055g | 05719g | 04530g | 05360g | 0,4509 g
2.mérés | 06982g | 05831g | 09112g | 05765g | 04542g | 05375g | 0,4520¢g
3.mérés | 0,6875g | 05840g | 0,9085g | 05691g | 04536g | 05379g | 04516¢g
Tgt'l';egg 0,6945g | 0,5821g | 0,9084g | 0,55725g | 0,4536g | 0,5371g | 0,4515g

Széras | 0,00609g | 0,00249g | 0,00285g | 0,00373g | 0,0006g | 0,00lg | 0,0005g

Duzzadés | 7,21% 1,59 % 5,17 % 5,65 % 0,22% 0,96 % 0,11 %
Széras | 0,063% | 0,0067% | 0016% | 0037% | 0,0002% | 0,002% | 0,0001%

4. tablazat: A cella anyagdnak tomegszazalékra atszamolt témegvaltozdasa a kilénb6z6
folyadékokban valo 21 éras aztatds utan
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A szerves olddszerekben aztatott mintak, 21 dra elteltével, az alkohol esetében 5 %-os,
a DMSO esetében pedig 7 %-os tomegvaltozdst adnak feltehet6en a miigyanta duzzadasa
miatt. Lathatd, hogy a duzzadds mértéke a vizes oldatokndl a legkisebb, igy ez okoz
legkevésbé valtozast a mintak allapotaban. Ezért a mintdk fotometrids vizsgdlatat vizes,
illetve 10 %-os EtOH oldatokban végeztem. A méré cella anyaga 1 napos vizes aztatds
utan 0.32 %-os duzzadast mutatott, amelyet szintén tomeg alapjan mértem.

A cella illesztései kozotti szigetelésben szikség volt egy rugalmas anyagu
szigetel6gylrlire, mely végil egy O-gy(irl lett. Ez a gy(r{ egy EPDM gumibdl késziilt, igy
megfelelt az elvarasainknak. Az O-gylrlket is hasonldéan a cella anyagahoz, vizes, illetve
10 %-os etanol oldatokban aztattam. A vizsgalatok soran kiderilt, hogy kémiai stabilitasa
valdban megfelel6 szamunkra, hiszen nem oldédtak ki bel6le jelent6s mértékben
anyagok, melyek befolydsolndk a transzportvizsgalatok a hatdanyag koncentracio

meghatdrozasat.
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5.2. Kisérletek modellanyaggal
5.2.1. Transzportvizsgalat fluoreszcein vegyiiletekkel

A fluoreszceinek vizes oldatbeli koncentracidjanak meghatarozdsahoz kalibraciét
végeztem. A fluoreszceinbdl, fluoreszcein - szabad savbdl - és a fluoreszcein natrium
sojabol kilonb6z6 koncentracidju vizes és etanolos oldatokat készitettem, és az
abszorbancidjadt megmértem. Az etanolos oldatokra azért volt sziikség, mert a
fluoreszcein és a fluoreszcein (szabad sav) anyagok oldhatésaga kevésbé jé vizben, mint
etanolban. A fluoreszcein natrium-sdja azonban egyarant jol oldédik vizben és etanolban

is. Az emlitett molekuldk szerkezeti képletei a 11. dbrdn lathatok.

o) HO O~ 0
L L=
B

11. dbra: A fluoreszcein (A), a fluoreszcein -szabad sav- (B) és a fluoreszcein natrium-sé (C)

szerkezeti képlete [16]

A spektrum alapjan kivalasztottam a megfelel6 hulldmhosszakat, majd az ezeknél az
értékeknél mért abszorbancia értékeket tuntettem fel az ismert koncentracid

fliggvényében. Az anyagokra mért hulldmhossz értékek a kovetkez6k:
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- Fluoreszcein A =452 nm
- Fluoreszcein (szabad sav) A = 452 nm

- Fluoreszcein natrium-séja A = 483 nm

A transzportvizsgdlatoknal minden esetben a donor és az akceptor oldat is 20 ml volt.
A donor oldat altaldban kétszeresen desztillalt vizes oldat volt, de egyes esetekben 16 ml
kétszeresen desztilldlt vizet és 4 ml abszolut etanolt tartalmazott (20% etanol tartalom) az
anyag vizben valé korlatozott oldhatésaga miatt. A donor oldatok kiindulasi
koncentracidja az el6kisérletek végzése soran minden anyag esetében 0,125 g/l volt. A
12.-15. d4brdkon lathaté spektrumok minden esetben az anyagok 0,0125 g/l

TR/

kiilonb6z6 anyagokra felvett kalibraciés gorbék a 16.-19. dbrakon lathatdk.

1,0 -

08 A e

0,6 - -

0,2
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12. 4bra: A fluoreszcein (szabad sav) 0,0125 g/l koncentracioju, 20 %-os EtOH oldatanak

spektruma
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14. dbra: A fluoreszcein natrium séjanak 0,0125 g/I koncentracidju, 20 %-os EtOH

oldatanak spektruma
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15. abra: A fluoreszcein natrium séjanak 0,0125 g/l koncentracidju, vizes oldatanak spektruma
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17. abra: A fluoreszcein (szabad sav) kalibraciés egyenese 20 %-os EtOH oldatban

A =452 nm-en
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16. dbra: A fluoreszcein kalibracids egyenese 20 %-os EtOH oldatban A = 452 nm-en
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18. abra: A fluoreszcein natrium-séjanak kalibracids egyenese 20 %-os EtOH oldatban

A =452 nm-en
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19. 4bra: A fluoreszcein natrium-sdjanak kalibracids egyenese vizes oldatban
A =452 nm-en

A transzport vizsgalatokat a modellanyagok esetén 24 6rdn keresztil végeztem. A két
celldt a polimer membran valasztotta el. Ezzel egy referenciamérést akartam végezni,
melyet kés6bb dsszehasonlithatok azokkal a mérésekkel, ahol mar a polimer membran
hordozdn lipid réteg is van. A mért abszorbancia értékeket a kalibracids egyenesek
egyenletébdl atszamoltam a megfelel6 koncentracio értékekre majd pedig abrazoltam az
eltelt id6 fuggvényében (20. dbra). Az dbran megfigyelhetd, hogy a kiilonboz6 fluoreszcein
szarmazékok mas sebességgel jutnak at a membranon. Ezt okozhatja a molekuldk
térfogatigényének, oldhatdsaganak, vagy abszorpcids képességének kiilonbsége is.

A 21. abran mar két lipides és egy referencia (lipid nélkili membrannal végzett)
mérés eredményei lathatdék. A fluoreszcein natrium-séjanak vizes, 0,125 g/l-es
koncentracioju oldata volt a donor oldat. A polimer membran hordozéra kiilonb6z6
koncentracidju lipid oldatokat vittem fel, és az akceptor oldat koncentraciéjat 8 drdn
keresztlil kovettem. Az akceptor oldatban kialakulé fluoreszcein koncentracié valtozasa
Osszehasonlithatd a 21. abran. A lipid nélkili membran esetében a legnagyobb az
akceptor oldali koncentracid, mig a lipid oldattal valé bevonas kisebb akceptor oldali

koncentraciot eredményezett.
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20. 4bra: A fluoreszcein vegyiileteinek koncentracio értékei az id6 fliggvényében, az akceptor
celldban (polimer membran esetében)
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21. 4bra: A fluoreszcein natrium-sdjanak koncentracidja az akceptor celldban az id6 fliggvényében
egy lipid nélkili és lipiddel bevont polimer membran hordozé esetében

39



A lipid ezek szerint olyan réteget képez a hordozdn, ami csdkkenti a fluoreszcein atjutasat
a membranon. A membran nagyobb koncentracidju lipid oldattal valé bevonasa a

membrannak nagyobb mértékben gatolja a fluoreszcein atjutdsat.

5.2.2. Membran feliileti morfoldgiajanak vizsgalata

A membran fellletének morfoldgiai vizsgdlatat AFM készilékkel végeztik. Azt
szerettllk volna megtudni, hogy a felvitt lipid réteg hogyan teril szét a hordozén, és
milyen szerkezetet alakit ki. El6szor csak az dres, lipid nélkili polimer membrant
vizsgaltuk meg, ami referenciaként szolgalt. Aztan a kilonb6z6 koncentracidju lipid
oldatokkal felvitt réteggel is megnéztiik a membrant, majd pedig a transzportvizsgalat
utan is, hogy lassuk, tortént-e valtozas a fellleten |évé lipid réteg szerkezetében.

Legel6szOr a 22. dbran [athaté GHP membrant vizsgaltuk meg. A képekbdl kiderdil,
hogy ez olyan membran, melynek fellilete nem elég sima, nem jol definiadltak a porusok. A
felilet morfoldgiai képén korilbelil + 300 nm-es kiemelkedések és mélyedések
figyelhet6k meg szabalytalan elrendez6désben. Ezt a membrant csak a tesztmérésekhez
hasznaltuk, hiszen az ezen a fellileten esetlegesen kialakuld lipid réteg nem lenne nyomon

kovethet6 a fellileti egyenetlenségek miatt.
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22. abra: Lipid nélkili GHP membran felsé (A) és alsé, fonak (B) oldalanak AFM képe
keresztmetszeti profilokkal, a vizsgalt teriilet 10 x 10 um

A tovabbi mérésekhez hasznalt polikarbonat track-etched membran fényes oldalanak
képe a 23. abradn, a matt oldali képe a 24. abrdn lathaté. A fényes és matt oldal szabad
szemmel is megkllonboztethets. A méréseknél a donor oldal fel6li rész, mindig a fényes
oldal volt. A 10 x 10 um-es felvételeken jél lathatdak a kozel azonos méretl lyukak egy
sima fellleten szabdlytalanul de egyenletes elhelyezkedésben. Ahogy a vonalmenti
profilbdl kiolvashatd, a membran felilete korilbelil 1 nm-en belll sima. A pdrusok
atmérGje megfelel a megadott 0.4 um-nek. Helyenként nagyobb lyukak, nyilvanvald
hibahelyek is el6fordulhatnak a polimer membranon. A hatoldalon is jol latszanak a
lyukak, de alakjuk kevésbé szabalyos, mivel egy t6bb 100 nm-es |éptékben egyenetlen

feltleten lathatoak.
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23. 4bra: Lipid neIkuI| polikarbonat track-etched membran fényes oldalanak AFM képe
keresztmetszeti profilokkal
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24. abra: Lipid nélkiili polikarbonat track-etched membran matt oldalanak AFM képe
keresztmetszeti profilokkal

A kovetkezd feladat a lipid felvitele volt. ElIGszor a 3 g/l koncentracidju lipidet vittem
fel a hordozdéra. Az AFM képen latszik (25.abra), hogy a lipid réteg ugyan megjelent a
fellileten, de nem egyenletes. Ezért megprobalkoztunk egy toményebb, 5 g/l-es
észrevehet6 az egyenletesebb lipid réteg, ezért ezzel a moddszerrel készitett
membranokkal folytattam a vizsgdlatokat.

A mérési sorozat elején a felvitt lipid réteg egyenletességét egy aztatasos technikaval
probaltam meg javitani. Ennek sordan a lipides membransz(ir6t egy razogépben
termosztalva (45 °C) adztattam egy éjaszakdn keresztiil. Ez biztositotta a legtdbb esetben,

hogy a felesleges lipid ledzzon, és egy kettGs lipid réteg maradjon a fellleten [32].
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25. abra: Polikarbonat track-etched membran AFM képe 3 g/l koncentracidju lipid oldattal
készitett réteggel
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26. abra: Polikarbonat track-etched membran AFM képe 5 g/l koncentracidju lipid oldattal
készitett réteggel
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5.3. Kisérletek hatéanyaggal

5.3.1. Transzportvizsgalat hidrokortizonnal

A tesztmérések tapasztalatai alapjan valtoztattam a lipid membran kialakitasan.
Feltételezheté volt, hogy a lipid réteg stabil elhelyezkedése a hordozén a
transzportvizsgdlatok sordn nem biztositott. Ezt a feltételezést eleinte az s
aldtamasztotta, hogy nem tapasztaltam jelent6s eltérést a modellanyaggal valo
méréseknél a lipid nélkili és a lipiddel boritott membran esetén. A tovabbiakban nem
egy, hanem két membransz(ir6re vittem fel lipidet, majd egymadsra forditottam Gket, és
igy tettem be a celldba. Ezzel biztositottam azt, hogy a lipid ott legyen a fellileten és azon
keresztlil torténjen a transzport. Ezzel a "dupla membran" mddszerrel elvégeztem a
referencia méréseket is. A felvitt lipid oldat koncentracidja minden esetben 5 g/l volt.

Az egyik altalam valasztott hatdanyag a hidrokortizon volt. A mérésekhez elGsz6r egy
0,2 g/l-es torzsoldatot készitettem, melyet 3 napon keresztiul kevertettem, mivel a
hidrokortizon vizben nehezen oldhatd, hidrofédb anyag. Ebbél higitottam az 6sszes kisebb
koncentracioju oldatot, melyre még sziikségem volt. A 10x higitasu, 0,02 g/l koncentraciéju
oldat spektruma 27. dbran, a kalibracids gérbe pedig a 28. dbran lathatd.
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27. 4bra: A hidrokortizon kalibraciés egyenese vizes oldatban A =254 nm-en

A referencia, lipid nélkili mérést el6szor egy 0,1 g/l-es majd pedig 0,2 g/l-es
koncentracioju oldattal végeztem el, melynek képe a 29. és 30. dbran lathatd. A 8 6ras
transzportvizsgalat utan azt proébdltuk megvizsgalni, hogy a szlirémembran fellletén
torténik-e valtozas a kiilonb6z6 hidrokortizon oldat penetraciéjanak hatdsara. Lathato
azonban, hogy nem volt észlelhets valtozas, esetleges hidrokortizon felhalmozédds sem a

higabb sem a toményebb oldat transzportja soran.
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29. abra: Lipid nélkili polikarbonat track-etched membran AFM képe, 0,1 g/ hidrokortizon
vizes oldataval tortént transzportvizsgdlat utdn
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30. abra: Lipid nélkuli polikarbonat track-etched membran AFM képe, 0,2 g/I hidrokortizon vizes
oldatdval tértént transzportvizsgalat utan

A donor és az akceptor oldali membrdnokon egyarant lathatdé a lipid. A feltevést,
hogy valdban ott van a hordozén és lassabb a penetracid, a 31. és 32. dbra mutatja. A
referencia (lipid nélkiili) mérésekhez képest minden esetben igaz, hogy a lipides membran
alkalmazasakor kisebb koncentracidértéket tapasztaltam az akceptor oldalon. A lipid
membran fékezi a hatdanyag penetracidjat, vagyis sikeriilt egy olyan 0Osszedllitast

késziteni, amelyben a lipid réteg transzportra gyakorolt hatdsa tanulmanyozhaté.
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31.abra: A hidrokortizon penetracidja, 0,1 g/l koncentracidban, vizes oldattal;
referencia és lipides mérés
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32.4bra: A hidrokortizon penetracidja, 0,2 g/l koncentracidban, vizes oldattal;
referencia és lipides mérés

A 33. adbrdn a dupla membranos, lipides transzportvizsgalat utan készitett AFM
felvételek képe lathatd. A membran fellletén lipid réteg van. Ami felting, egyes pdrusok
eltomdédtek a transzport soran vagyis a lipid réteg biztosan ott marad a membranon és
azon keresztiil tortént a penetraciod.

A toményebb hatdanyag koncentracidju oldattal végzett mérések utan készitett AFM
képek a 34. abran [athatok. Itt a lipid szigetesebb formaban helyezkedik el, ugyanakkor
szerkezetbeli valtozasa is megfigyelhet6 mind a donor mind az akceptor oldali
membranok esetében. Egyes podrusok eltomdédtek, és a lipid réteg szerkezete is

megbomlott, kevésbé egyenletes. Ez a hatdanyag zsiroldhatdsaga miatt lehetséges.
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33. dbra: Lipides polikarbonat track-etched membranok AFM képe, 0,1 g/| hidrokortizon vizes
oldataval tortént transzportvizsgalat utan; donor oldali membran (A) és akceptor oldali membran

(B)

49



/“v\_/“-“"”‘..v\'"..,

s "w

s "

LA 10

34. 4bra: Lipides polikarbonat track-etched membran AFM képe, 0,2 g/| hidrokortizon vizes
oldataval tértént transzportvizsgalat utan; donor oldali membran (A) és akceptor oldali membran

(B)

« 7.

képek a 34. dbran lathatodk. Itt a lipid szigetesebb formdban helyezkedik el, ugyanakkor
szerkezetbeli valtozdsa is megfigyelhet6 mind a donor mind az akceptor oldali
membranok esetében. Egyes poérusok eltomddtek, és a lipid réteg szerkezete is

megbomlott, kevésbé egyenletes. Ez a hatdanyag zsiroldhatdsaga miatt lehetséges.
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5.3.2. Transzportvizsgalat izoniaziddal

Az madsik altalam valasztott hatdéanyag az izoniazid volt. A mérésekhez ebben az
esetben egy 0,1 g/l-es és egy 0,2 g/l-es torzsoldatot készitettem, de ebben itt nem volt
sziikség hosszu idejl kevertetésre, mivel vizoldhatdsdga jobb, mint a hidrokortizoné.
Ebbdl higitottam az 6sszes kisebb koncentracidju oldatot, melyre még sziikségem volt. Az
izoniazid a 0,033 g/l-es koncentracidju oldatdanak spektruma a 35. dbran lathatd, a
kalibracios gorbéje pedig a 36. dbran lathatd. Ebben az esetben is a "dupla membran"
madszerrel végeztem a referencia és a lipides méréseket is. A felvitt lipid oldat

koncentracidja itt is minden esetben 5 g/l volt.
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35. dbra: Az izoniazid 0,033 g/l koncentracidju vizes oldatanak spektruma
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36.3abra: Az izoniazid kalibracids egyenese vizes oldatban A =263 nm-en

A transzportvizsgdlatok eredményét a 37. és 38. dbran foglaltam 0Ossze. A
hidrokortizon (HC) akceptor oldali koncentracidja csekély mértékben novekszik a 0,1 g/l
koncentracio esetén. Ennél nagyobb mértéki a valtozas a nagyobb koncentraciéju oldatot
hasznalva. A transzport vizsgdlatok soran kiderilt, hogy a kisebb izoniazid molekula
penetracidja nagyobb mértékl volt, mint a hidrokortizon molekuldé. Ezt a 38. dbran

osszefoglalt eredmények jél mutatjak.
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37.4bra: Az izoniazid penetracidja, 0,1 g/l koncentracidban, vizes oldattal;
referencia és lipides mérés
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38.4bra: A hidrokortizon és az izoniazid penetracidjanak 6sszehasonlitasa, 0,1 g/l és 0,2 g/|
koncentracidban, vizes oldattal; referencia és lipides mérések 6sszehasonlitasa
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A 39. abran a lipides membranok AFM képe lathato, 0,1 g/l hatéanyag koncentraciéju
vizes oldatdval tortént transzportvizsgalat utan. A donor oldali membran és akceptor

oldali membran koz6tt nem I[athaté nagy kilonbség.
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39.4bra: Lipides polikarbonat track-etched membran AFM képe, 0,1 g/l izonazid vizes oldatéval
tortént transzportvizsgalat utan; donor oldali membran (A) és akceptor oldali membran (B)

A 40. abran pedig azoknak a membranoknak az AFM képe lathaté, ahol 0,2 g/l
akceptor oldali membran kozott itt sem lathaté nagy kilonbség. Mivel az izoniazid
kevésbé zsiroldhatd és kisebb térigényl molekula mint a hidrokortizon, nem
tapasztalhato szigetesedés a lipid rétegben, hanem egyenletes és egybefligg6 réteg van,

ahol csak néhany eltémddott poérus figyelhetd meg.
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40.4bra: Lipides PCTE membranok AFM képe, 0,2 g/l izonazid vizes oldatéaval tortént
transzportvizsgalat utan; donor oldali membran (A) és akceptor oldali membran (B)
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5.3.3. Permeabilitas meghatarozasa

A transzport folyamatokbdl meghatdrozhaté a permeabilitds, ami az adott hatéanyag
membranon vald atjutdsdnak és a lipid réteggel valé kolcsonhatasdnak a jellemzGje. A
porozitds a membran effektiv atereszt6képességével all kapcsolatban, ugyanis ez a
membran felliletén taldlhaté lyukak atlagos Osszteriiletét jelenti. Ezzel is lehetséges
jellemezni a membran keresztiili penetraciéo mértékét.

A 4-es egyenlet alapjan szamolt permeabilitds értékek a 41. abran lathaték. A
referencia méréseknél kaptam a legnagyobb értékeket, ami annak tudhaté be, hogy a
lipid nélkili membranszirén gyorsabb volt a molekuldk atjutasa. A lipiddel fedett
membranszlirén mar lassabb volt a transzport, igy kisebb a permeabilitas. Itt mar a lipid
réteg szerkezete és a molekuldk mérete erGsen befolydsolta a koncentracié értékek

valtozasat az akceptor oldatban és ez altal a permeabilitast is.

Izoniazid 200 mg/L lipiddel
Izoniazid 100 mg/L lipiddel
Izoniazid 100 mg/L (referencia)
Hidrokortizon 200 mg/L lipiddel
Hidrokortizon 200 mg/L (referencia)
Hidrokortizon 100 mg/L lipiddel

Hidrokortizon 100 mg/L (referencia)

P (cm/s)

41.3bra: A transzportvizsgalatok soran kapott értékek alapjan szamolt permeabilitas
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5. Osszefoglalis

Membran modell fejlesztése gyogyszertranszport jellemzéséhez

Papp Szabolcs Daniel, anyagtudoméany mesterszakos hallgato

E6tvos Lorand Tudomanyegyetem, Természettudomanyi Kar, Kémiai Intézet, Fizikai
Kémiai Tanszék

Témavezetd: Dr. Kiss Eva, egyetemi tanar
Fizikai Kémiai Tanszék

Munkam soran két, a gyogyszerhatdanyagok mesterséges Sejtmembranon keresztiili
transzportjanak mennyiségi és mindségi jellemzésére hasznalt, széles korben elfogadott
modszer kombinalasaval szerettem volna egy egyedi elrendez6désiti membran modellt
létrehozni.

Az irodalomban talalt modellek szinte mindegyike kis koncentraciokra vonatkoztatva ad
tajékoztatast a rendszerben torténd transzportfolyamatokrol. A méréseim soran nagyobb
koncentraciok esetén torténd transzportfolyamatok leirdsara tettem kisérletet egy erre a
célra kifejlesztett mérési elrendezéssel.

Sikeriilt egy olyan rendszert eldallitani, mely a széirémembran modell (PAMPA) és a
hatéanyag felszabaduldsara szolgald eszkdz kombindldsdval 6tvozi ezek eldnyeit, és a
hatdéanyag sejtmembran modellen keresztiili transzport tanulmanyozasat teszi lehetové. Az
elképzelt mérdcella formajaban a gyodgyszer felszabadulds mérésére hasznalt eszkozt
koveti, a transzportot lehetdveé tévo rész pedig a PAMPA rendszerben hasznalt membranra
hasonlit. Ugyanakkor ettdl el is tér annyiban, hogy jelen esetben a vizualis észlelésre is
lehetdség nyilik.

Az eszkdz 3D nyomtatassal késziilt el sajat terviink alapjan. A tervezés folyamataban
fontos szempont volt a kémiai stabilitas mellett a teljes vagy részleges fényateresztés
valamint a szétszerelhetéség egyszerisége. A mérések soran a modellanyagok és
vizsgaltam kiilonb6z6 hatdéanyag koncentraciok esetén. Tovabbi mérések soran AFM
segitségével probaltam a felvitt lipid réteg feliileti morfologiajanak jellemzését elvégezni a
transzportvizsgalatok eldtt és utan.

A gyogyszerhatdanyagok mesterséges sejtmembranon keresztiili transzportjanak
jellemzése lehetOséget nyujt arra, hogy bizonyos mértékben reprezentalni tudjuk a valodi
biologiai sejtmembranokban lejatszodd transzportfolyamatokat és szelektalni tudjunk a
hatéanyagjeloltek kozott. Ez nagy jelentdséggel bir a gyogyszerkutatas terén, hiszen a
hatéanyagok tobbnyire a sejtmembranon keresztiili atjutds utan képesek elérni a kivant
hatast a sejt belsejében. Az ilyen célu kutatasok eredményei elérhetdbbé teszik példaul a
rakos megbetegedések sikeres gyogyitasat vagy az Ujabb, mutdcidk kovetkeztében
megjelend korokozok altal okozott betegségek gyogyitasat.
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6. Summary

Development of a membrane model for the characterization
of drug transport

Szabolcs Daniel Papp, MSc student in Material Science

Department of Physical Chemistry, Institute of Chemistry, E6tvés Lorand University,
Budapest

Supervisor: Eva Kiss, professor
Department of Physical Chemistry

During my work, | wanted to create a unique membrane model by combining widely
accepted methods for quantitative and qualitative analysis of the transport of drug
substances through artificial cell membrane. Almost all of the models found in the
literature provide information on the low flow of concentrations to characterize the
transport processes in the system.

During my measurements, | tried to describe the transport processes at higher
concentrations with a new measurement arrangement developed for this purpose. The
system has been designed combining the advantages of the filter membrane model
(PAMPA) and the drug release measurement and the study of the active substance
transport. The structure of the measuring cell follows the device used to measure drug
release and the transporting part resembles the membrane used in the PAMPA system. At
the same time, it also differs from the fact that, in the present case, visual perception is also
possible.

The device was made with 3D printing based on our own design. In the process of
design, the inertness of the material, the full or partial light transmission and the simplicity
of dismantling were important aspects. During the measurements, | examined the
penetration of model materials and drug substances on a substrate through a layer of lipid
at various active substance concentrations. During further measurements, | tried to analyze
the surface morphology of the lipid layer before and after the transport tests using the AFM
technique.

The artificial membrane permeability and drug release research enable to represent a
certain degree of transport processes in the real biological cell membranes and make
efficient selection among possible drug candidates. This has great importance in the field
of pharmaceutical research, since the active substances are usually able to achieve the
desired effect inside the cell after passing through the cell membrane. The results of such
researches make us to successfully cure cancerous diseases or to cure illnesses caused by
newer mutation pathogens.
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