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1. BEVEZETES

A hatéanyagok boron keresztiili alkalmazasa elonyds a kiilonboz6 borbetegségek és izlleti
betegségek helyi kezelésére.

A lipid nanorészecskék (LNP) a mai napig intenziven tanulményozott hatéanyaghordozd
rendszerek, amelyeket az o/v tipust emulziokbol fejlesztettek ki. Ezek a rendszerek egyesitik
a polimer nanoreszecskék, a konvencionalis emulzidk és a liposzémak elényeit, és ezzel
egyidejiileg KkiklszObolik azok hatranyos tulajdonsagait. Lehet6séget biztositanak az
elonytelen fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkez6 hatdéanyagok, mint példaul a
biofarméciai osztalyozasi rendszer (BCS) Il. osztalyaba tartozd (rossz vizoldékonysag, jo
permeabilitds) nemszteroid gyulladasgatlok sajatsagainak javitasara, ezzel ndvelve
biohasznosithatésagukat. Az LNP-k masodik generaciojat nanostrukturdlt lipid hordozéknak
(NLC-k) nevezziik. Az NLC rendszerek boron keresztiili alkalmazésanak sz&mos elénye van:
fényre érzékeny anyagok stabilitasanak novelésére, segitsegikkel szabalyozott hatdanyag
leadas tervezhetd. Biokompatibilis lipidekbdl allnak, amelyek lebomlanak a szervezetben.
Nano méretiiknek koszonhetéen kozvetlen kontaktus alakul ki a stratum corneum-mal,
amelynek hatasara né a hatdanyag boérpenetracioja. A lipid nanorészecskék filmként vonjak
be a bor felszinét, okkluziv hatast kialakitva, amelynek hatdsara né a bor hidratacidja, ami
szintén javitja a hatéanyagpenetraciot in vivo. UV-szliré tulajdonsagokkal is rendelkeznek,
igy jol alkalmazhatok fényvédé készitmények hordozodjaként, hiszen fokozzak azok bérvédo
Az NLC rendszerek fejlesztése Osszetett és hosszadalmas feladat, mivel tulajdonsagaikat
szdmos faktor befolyésolhatja, mint példaul az alkalmazott lipidek és emulgensek tipusa és
mennyisége, a hatdanyag-lipid arny a készitményben. Mivel ezek a segédanyagok nagyban
befolyasoljak az NLC-k fizikai-kémiai tulajdonsagait, a megfelelé6 komponensek kivalasztasa
kulcsfontossagu lépés a fejlesztés sordn. A készitmények 0Osszetételenek optiméalasa
faktorialis Kisérletterv segitségével nagyban megkonnyitheti e folyamatot. A vélaszfeliilet
modszer (response surface methodology, RSM) jol alkalmazhato a fiiggé- es fiiggetlen
valtozok kozotti kapcsolat megallapitasara a kiilonboz6 készitmények vagy folyamatok
optimalasa soran. Az RSM Kkisebb kisérletszamot igényel, és segitségével jol becsiilhetd a

kiilonbozo faktorok hatdsanak szignifikanciaja is.



2. CELKITUZES
Ph.D. munkam célja egy ibuprofén (IBU) tartalm0 nanostrukturalt lipid hordozé (IBU-NLC)
fejlesztése és vizsgalata volt, amely dsszetételenek optimalizalasaval a hatéanyag fokozott
bérpenetracioja biztosithato.

1. A Kkisérletes munka els6 részét a segédanyagok Kivalasztasa képezte, amelyek
segitségével egy olyan NLC rendszer allithatd elé, amely az IBU-t a legnagyobb
koncentracidban képes bezarni. Ennek érdekében az alabbi célokat tiiztiik Ki:

e a megfeleld szilard lipid és a megfeleld folyékony lipid (olaj) kivalasztasa,
amelyek kompatibilisek az IBU-val, és a legnagyobb koncentracidban képesek azt
bezarni;

e a megfelelé emulgens kivalasztasa, amely képes megfeleld stabilitast biztositani az
LNP-knek a kiils6 vizes fazisban, kialakitva ezzel az NLC-t;

e egy olyan NLC rendszer fejlesztése, amely alkalmas transzdermalis terépia
biztositasara;

o az dsszetétel optimélésa 2° teljes faktoridlis kisérletterv segitségével;

¢ a hatéanyag-segédanyag kompatibilitdsanak meghatarozasa:

o differencidl pasztazo kalorimetria (DSC);
0 Rodntgendiffraktometria (XRD);
o Fourier transzformacios infravoros (FT-IR) spektroszkdpia segitségével.

2. Ph.D. munkdm masodik felében a kordbbiakban el6allitott IBU-NLC-t vizsgaltuk.

Céljaink az alabbiakban foglalhatok 6ssze:

e a hatéanyagmentes (lrres IBU-NLC) és az IBU-NLC minték részecskeméretének (PS
és Zae) meghatarozasa foton-korrelacios spektroszkopia (PCS), lézer diffrakcié (LD)
¢s atomerd mikroszkopia (AFM) segitségével;

e amintak zéta potencialjanak (ZP) meghatarozasa;

e a lipid maétrix kristlyossagi paramétereinek meghatarozdsa €s a hatdanyag
allapotanak megallapitdsa XRD-s mérések segitségével;

e az alkalmazott komponensek kozott esetlegesen kialakult interakciok vizsgalata FT-
IR- és Raman spektroszkdpia segitsegével;

e a hatoéanyag elhelyezkedésének meghatarozasa Raman térképezés segitségével;

e a hatéanyag permeabilitasanak vizsgalata in vitro-, ex vivo- €s in vivo vizsgalatok

segitségével referencia készitményhez viszonyitva.



3. ANYAGOK ES MODSZEREK
3.1. Anyagok

3.1.1. Ilbuprofén (IBU)
Az NLC rendszerek lipid méatrixdban IBU-t oldottunk fel, amelyet a PannonPharma Kft.
(Pécsvarad, Magyarorszag) biztositott.

3.1.2. Szilard- és folyékony lipidek
Olyan szilard- és folyékony lipideket kerestink, amelyek a legnagyobb koncentracioban
oldjak az IBU-t, és egy stabil lipid métrixot alkotnak (1. tablazat).

1. tdblazat: Az alkalmazott szilard- és folyékony lipidek f6bb jellemzoi.

Lipid tipusa Vizsgélt lipid Kémiai név Olvadaspont (°C)

Compritol 888 ATO gliceril-behenat/dibehenat 70-72

;% Cutina CP cetil-palmitat 55-56

ﬁ Precirol ATO 5 glicerol-palmitosztearéat 52-55
Witepsol E85 szilard zsir 42-44
Miglyol 812 kapril/kapron trigliceridek <0

g olajsav olajsav 13-14
Walcer hibrid napraforgoolaj -18

3.1.3. Emulgensek

A vizsgalt emulgensek fébb jellemzdit foglalja 6ssze a 2. tablazat:

2. tablazat: Az alkalmazott emulgensek fébb jellemzoi.

Név Kémiai név Tipus HLB érték
Tego Care 450 poligliceril-3 metilglikoz disztearat — ionos 12
Cremophor EL ~ makrogolglicerol ricinoleat nemionos  12-14
Cremophor RH60 PEG-60 hidrogénezett castor oil nemionos  15-17
Lutrol F68 Poloxamer 188 nemionos 29
Tween 20 Poliszorbat 20 nemionos 16,7
Tween 80 Poliszorbat 80 nemionos 15

3.1.4. Egyéb segédanyagok
A Carbopol 971P NF polimert az Azelis Hungary Kft. (Budapest, Magyarorszag) biztositotta,
amely gélképzoként szolgalt. A makrogol 400-at a Hungaropharma Kft. (Budapest,
Magyarorszag) szolgaltatta. A HPLC mindségt tisztitott vizet TKA Smart2Pure rendszerrel
(TKA GmbH, Niederelbert, Németorszag) allitottuk eld.

3.2. Preformuléacios vizsgalatok

3.2.1. Lipid screening
Az IBU-t novekvé mennyiségben adtuk a vizsgalt szilard- vagy folyékony lipidhez, és a
keveréket Thermomixer Comfort (Eppendorf, Hamburg, Németorszag) segitségevel

kevertettlik. A vizsgalatot egy kordbban publikalt mddszerrel végeztik.



3.2.2. Nedvesedési peremsz6g meghatarozasa

A nedvesedési peremszdg meghatarozdsa Easy Drop G1 (A.Kriiss Optronic GmbH,
Hamburg, Németorszag) segitségével tortént. A lipid filmre 0,5% (m/v)-os emulgens oldatot,
vagy HPLC mindségii tisztitott vizet csepegtettiink, és meghataroztuk a csepp nedvesedési
peremszogeét.

3.3. Részecskeméret- és zéta potencial analizis
A mintak részecskeméretét PCS és LD mddszerekkel hataroztuk meg egy Zetasizer Nano ZS,
valamint egy Mastersizer 2000 (Malvern Instruments, Malvern, Egyesilt Kiralysag)
segitségével. A minték stabilitdsdnak becslése a ZP meghatarozasaval tértént, Zetasizer Nano
ZS (Malvern Instruments, Malvern, Egyesult Kiralysag) készulékkel.

3.4. Atomerd mikroszkopia
Az (res- és az IBU-NLC készitmények részecskeméretének és morfoldgiai sajatsagainak
vizsgalatdhoz az un. kopogtato (,,tapping”) maédszert alkalmaztuk SOLVER Scanning Probe
mikroszkopot (NT-MDT Co., Zelenograd, Moszkva, Oroszorszag) alkalmazva.

3.5. DSC analizis
A DSC méréseket DSC 204 F1 Phoenix miiszerrel (Netzsch Group, Selb, Németorszag)
végeztik. A szilad lipid, a szilard- és folyékony lipid keverek, valamint az IBU-lipid keverék
termogramjait vettik fel egy mar korabban publikdlt modszert alkalmazva. A mintak

kristalyossagi fokat (C1(%)) az alébbi egyenlet segitségével hataroztuk meg:

AHgizikai sk - szilard lipid aran
Cl (%): < fizikai keverék p }’) 100,
AHgzilard lipid

ahol AH a vizsgalt minta entalpiaja.

3.6. Rontgendiffraktometrias (XRD-s) analizis
A mintak diffraktogramjait Bruker D8 Advance diffraktomeéter (Bruker AXS GmbH,
Billerica, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével rogzitettiik, Cu K Al sugarzast
alkalmazva (A = 1,5406 A). Az alapanyagok, a fizikai keverékek és az NLC mintak vizsgalata
40 kV-on és 40 mA-en tortént, 3-40°20 kozott, 0,1°/s sebességgel, 0,010° Iépéskdzoket
alkalmazva.

3.7. DXR Raman spektroszkopia
A Raman spektrumok rogzitése Thermo Fisher DXR diszperziv Raman spektrométerrel
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) tortént, amelyet egy
Olympus MPlan 10x/0.25 BD mikroszkdphoz (Olympus Corp., Tokid, Japan)
csatlakoztattunk. Az IBU elhelyezkedését az tres- és az IBU-NLC készitményeken belul

Raman térképezéssel hataroztuk meg.



3.8. Fourier transzformacios infravoros (FT-1R) spektroszkopia
Az FT-IR spektrumokat Bio-Rad Digilab Division FTS-65A/896 FT-IR spektrométerrel
(Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) rogzitettiik 4000 és
400 cm ! kézott, 128-as scan szammal.

3.9. A lipid nanorészecskék hatdéanyagtartalmanak (DL%) és bezarasi

hatékonysaganak (EE%) meghatarozasa

Az IBU-NLC-t foszfat puffer oldattal higitottuk, és az elegyet centrifugaltuk. A kapott
sziiredéket megszirtiik, és a HPLC rendszerbe injektaltuk. A DL%-t és az EE%-t az indirekt

maodszer segitségével hataroztuk meg:

Mkiindulasi hatéanyag — Mszabad hatéanya
DL% = & —SY2E 2228 . 100%
Myjipid

Mkiindulasi hatéanyag — Mszabad hatéanya
EE% = & —SYeE —22Y28 . 100%,

Mkiindulasi hatéanyag

ahol m a tdmeget jeldli mg-ban kifejezve.
3.10. Hatbéanyag permeabilitasi vizsgalatok

3.10.1. In vitro kioldddasi vizsgalatok
Az IBU in vitro kioldddasat dializal6 cséves modszerrel végeztik. Az IBU-NLC-t, valamint
6sszehasonlito készitményként egy 1%-os IBU szuszpenziot vizsgaltunk.

3.10.2. Ex vivo permedcios vizsgalatok
Az ex vivo permeaciot vertikalis Franz diffazios celldkon (Hanson Microette TM
Topical & Transdermal Diffusion Cell System, Hanson Research Corporation, Chatsworth,
CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) kovettiik nyomon. 0,5% IBU-NLC gélt vagy 0,5% IBU
gélt (amely referenciaként szolgalt) vizsgéltunk.

3.10.3. In vivo bérpenetracio vizsgalata
bérredé karma segitségével annak érdekében, hogy meghatarozzuk ¢é16 allatb6éron keresztl
az IBU penetraciojat az IBU-NLC gélbol és a referenciaként alkalmazott IBU gélbdl.
Mindharom vizsgélatot méar korébban publikalt mddszerek segitségével végeztik.

3.11. Az Ures- és IBU NLC rendszerek, valamint a referencia mintak eloallitasa

Az Ures- és IBU-NLC készitmények elsé sorozatdt nagynyomast homogenizatoros
modszerrel, Panda K2 NS1001L Spezial (GEA Niro Soavi, Németorszag) készllékkel
allitottuk elé. A modszer részleteit kordbban publikéaltuk. A mésodik sorozat (mind az res-,
mind az IBU-NLC) Emulsiflex C-3 nagynyoméast homogenizatorral (Avestin Europe GmbH,
Mannheim, Németorszag) készilt, és a hatdéanyagtartalmat 1%-ra csokkentettik. Az in vitro

hatéanyagdiffizids vizsgalatokhoz IBU szuszpenziot készitettlink referenciaként: 1% IBU-t



diszpergaltunk HPLC mindségi tisztitott vizben. Az ex vivo €s in vivo vizsgalatokhoz az
IBU-NLC-t Carbopol 971P NF polimerrel gelesitettik. Referenciaként 0,5% IBU-t makrogol
400-ban oldottuk, és gélesitettiik ugyanezzel a polimerrel.
3.12. Faktorialis kisérletterv

Az bsszetétel-optimalizalas 2° teljes faktoridlis kisérletterv segitségével tortént. Nyolc
kiilonb6zé Osszetételli NLC-t allitottunk el6, és harom fliggetlen valtozé: a szilard lipid
koncentracié (A), a folyékony lipid koncentracio (B), és az emulgens koncentrécié (C)
hatéasait vizsgaltuk két szinten (+1, -1). Fiiggé valtozoként az elkészitett NLC mintak PS és
ZP értékeit valasztottuk. Ez a nyolc minta mellett nyolc masik NLC rendszert is
eldallitottunk, amelyek ugyanehhez a faktoridlis térhez tartoztak, és segitségiikkel egy
egyszeriibb modell feldllitasanak lehetdségét vizsgaltuk (3. tdblazat). Az adatokat Statistica
for Windows szoftverrel ertékeltuk ki.

3. tablazat: A fliggetlen- (A, B és C) és fiiggd valtozok (ZP és PS) értékei, valamint az NLC
rendszerek dsszetétele.

Szilard lipid  Folyékony lipid Emulgens
Minta koncentracio koncentracio koncentracio ZP (mV) PS (nm)
% (w/w) % (w/w) %o (wW/w)
NLC 1 7(-1) 3(-1) 4 (-1) -14,2 135
NLC 2 10 (+1) 3(-1) 4 (-1) -9,5 160
NLC 3 7 (-1) 5 (+1) 4 (-1) -11,2 143
NLC 4 10 (+1) 5(+1) 4 (-1) -11,7 140
NLC5 7(-1) 3(-1) 5(+1) -14,2 129
NLC 6 10 (+1) 3(-1) 5(+1) -10,9 152
NLC 7 7(-1) 5(+1) 5(+1) -11,4 147
NLC 8 10 (+1) 5 (+1) 5(+1) -12,1 150
tres NLC 10 5 5 -7,54 149
NLC 9 7 3,5 4 -12,4 131
NLC 10 10 4 4 -12,3 137
NLC 11 10 4 5 -154 143
NLC 12 7 4,5 5 -9,64 130
NLC 13 10 4,5 4 -12,0 136
NLC 14 10 4,5 5 -12,3 141
NLC 15 7 4 4 -9,97 158

3.13. Statisztikai analizis
A statisztikai analizis GraphPad Prism 5 programmal készilt. Két utas ANOVA analizist
alkalmaztunk Bonferroni post-teszttel. Az eredmények legalabb 6t parhuzamos merés
eredmeényei + szoras (*p <0.5; **p <0.01; ***p <0.001; ****p <0.0001 a referenciahoz

képest).



4. EREDMENYEK

I. AZNLC KESZITMENYEK OPTIMALASA

4.1 Lipid screening eredményei
Az olajsav kivételével az dsszes altalunk vizsgalt lipid nagy koncentracioban (50 %(m/m))
képes volt feloldani az IBU-t (4. tablazat), azonban a hatdéanyag a vizsgalt mintdk nagy
részébdl kikristalyosodott egy nap utan. A Witepsol E85 és a Miglyol 812 hatéanyagos
keverékéb6l nem valtak ki IBU kristalyok. A két lipidet 10:3, 7:3, 10:5 és 7:5 aranyban
elegyitettiik egymassal. Az elegyek nem valtak szét, mivel a szlirdpapiron nem jelent meg
olajfolt. Az IBU sem valt ki a két lipid megolvasztott elegyébdl, igy ezeket a lipideket
valasztottuk a lipid métrix komponenseiként.

4. tdblazat: A lipid screening eredménye.
Rekrisztallizacio 24

Lipid tipusa Vizsgélt lipidek IBU oldékonysaga 6ra Utan
szilard lipid Compritol 888 ATO oldadik igen
szilard lipid Cutina CP oldadik igen
szilard lipid Precirol ATO 5 oldédik igen
szilard lipid Witepsol E85 oldddik nem
folyékony lipid Miglyol 812 oldddik nem
folyékony lipid olajsav nem oldddik igen
folyékony lipid Walcer oldddik igen

4.2 Nedvesedési peremszig vizsgalat eredményei
A nedvesedési peremszdg vizsgalatok soran azt az emulgenst kerestiik, amely a legjobb
nedvesedést biztositja a lipidek szdmara. A faktorialis kisérletterv soran alkalmazott lipid
aranyok (10:3, 7:3, 10:5 and 7:5) mindegyike hasonlé eredmenyt adott; az 1. abra a 10:5

aranyu lipid keveréken végzett kisérletek eredményeit szemlélteti:

Nedvesedési Peremsziig (°)

1. dbra: A 0,5% (m/v) emulgens oldatok és a desztillalt viz nedvesedési peremszdgeinek értékei 10:5
aranyl Witepsol E85:Miglyol 812 lipid filmre cseppentve.

A Cremophor RH60 emulgens eredményezte a legkisebb nedvesedési peremszdget
(75,02 £ 2,49°). Hasonl6an alacsony eértéket adott a Lutrol F68 (77,4 + 4,29°) is. Mindkét
emulgenssel elballitottunk NLC rendszereket, és a mért PS (d(0.5) érték) és ZP értékek



alapjdn a Lutrol F68-at valasztottuk emulgensként a tovabbi Kkisérletinkhez, mivel a
részecskek kisebbek és stabilabbak voltak (Cremophor RH 60: d(0.5) = 214,4 nm, ZP =-9,17
mV, Lutrol F68: d(0.5) = 112,4 nm, ZP =-12,4 mV).
4.3 Differencial pasztazé kalorimetria (DSC) analizis eredményei

A Witepsol E85 termogramjan 42 °C koril egy széles endoterm csucs figyelheté meg, ami a
lipid olvadaspontjat jel6li. A ket lipid esetében mind a négy kiilonb6z6 aranyu keveréknél
megjelent egy szeéles, elnyulé endoterm csucs, alacsonyabb kezdeti hémérséklettel, és
csucspontban mérheté hémérséklettel. Mind a négy keverék esetében hasonlo DSC gorbéket

kaptunk, a 10:5 aranyu lipid keverék termogramja lathato a 2. abran.

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58 60 62 64

2. &bra: A komponensek DSC gorbéi: (1) Witepsol E85:Miglyol 812:1BU 10:5:5 keveréke, (2)
Witepsol E85:Miglyol 812 10:5 keveréke, és (3) Witepsol E85.

Megallapithato, hogy mind a Miglyol 812, mind az IBU hozzéadasara novekedett a szilard
lipid kristalyracsnak rendezetlensége, amely hatdsara csokken a CI(%), valamint a
Witepsol E85 olvadaspontja is. Az a lipid matrix, amely tébb, kémiailag kiilonb6z6 anyagbol
épll fel, gatolja a kristalyszerkezet kialakulasat, ezzel helyet biztositva a hatdanyag
bezarasara, molekularisan oldott vagy amorf formaban.
4.4 Rontgendiffraktometrids (XRD-s) analizis eredményei

Az XRD analizissel az el6éallitdsi homérséklet hatasat vizsgaltuk a komponensekre. A
Witepsol E85:Miglyol 812:1BU 10:5:5 megolvasztott fizikai keverékének diffraktogramjan
mind a lipid matrix, mind az IBU karakterisztikus csucsai jol lathatéak. Az emulgenst
hozzéadva ehhez a keverékhez, csokkent az IBU-ra jellemz6 cstcsok intenzitasa (3. abra).

A komponensek mindegyike kristalyos allapotban maradt, az IBU-ra jellemzé cstcsok
intenzitasa tovabb csokkent minden egyes Uj komponens hozzdadasara, amely alapjan
feltételezhetd, hogy a hatdoanyag mind oldott, mind kristalyos formaban jelen lesz a

rendszerben.
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3. dbra: XRD diffraktogramok: (1) IBU, (2) a Witepsol E85 és a Miglyol 812 10:5 keveréke, (3) a
Witepsol E85, a Miglyol 812 és az IBU 10:5:5 keveréke, valamint (4) a Witepsol E85, a Miglyol 812,
az IBU és a Lutrol F68 10:5:5:5 keveréke.

4.5 Fourier transzformacios infravoros (FT-IR) spektroszkdpia eredményei
Az FT-IR analizis célja a komponensek kozott kialakuld lehetséges interakciok vizsgélata
volt, mivel az Ujonnan kialakulo koétések befolyasolhatjak az IBU nanorészecskékbél torténd
hémérsékletén nem tortént kémiai valtozas, a fobb vegyértékrezgések savjai nem toldodtak el,

valamint Uj csucsok sem jelentek meg (4. abra).

Relativ Intenzitas
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4. dbra: A komponensek FT-IR spektrumai: (1) a Witepsol E85, a Miglyol 812, az IBU és a
Lutrol F68 10:5:5:5 keveréke, (2) az IBU, (3) a Witepsol E85, (4) a Miglyol 812, és (5) a Lutrol F68.

4.6 A részecskeméret- és a zéta potencial analizis eredményei
Az NLC-k PS-e 108,6 és 216,3 nm, ZP-ja pedig -14,2 és -7,54 mV kozétti volt (5. tablazat).
5. tdblazat: Az NLC-k részecskeméretei, részecskeméret-eloszlasai és zéta potencial ertékei.

Zowe d0.1) d(05) d(0.9)  d0.95  d(0.99)  Span

Nev. ZP(MV) iy PPV oy om) (om) (nm) () érték
iresNLC 754 1322 0096 91 149 228 250 300 0919
NLC1  -142 2163 0230 97 135 249 280 330 1126
NLC2 95 1145 0077 87 160 195 210 250 0675
NLC3  -112 1131 0067 86 143 192 210 250 0,741
NLC4  -11.7 1145 0087 89 140 198 220 260 0779
NLC5  -142 1086 0065 86 129 192 210 250 0,822
NLC6  -109 1158 0093 91 152 206 230 270 0,757
NLC7  -114 1127 0089 85 147 191 210 250 0721
NLC8  -121 1150 0078 87 150 195 210 250 0,720
NLCO  -124 1124 0089 87 131 195 210 250 0,824




NLC 10 -12,3 138,2 0,249 74 137 238 270 320 1,197

NLC 11 -15,4 114,7 0,108 90 143 219 240 280 0,902
NLC 12 -9,64 109,7 0,057 86 130 191 210 250 0,808
NLC 13 -12,0 116,1 0,085 90 136 200 220 260 0,809
NLC 14 -12,3 1148 0,101 92 141 208 230 270 0,823
NLC 15 -9,97 2144 0,237 91 158 262 300 360 1,082

4.7 A faktorialis kisérletterv eredményei

4.7.1. A fuggé valtozok hatasa a zéta potencialra
A harom fiiggd valtozo (a szilard lipid- (A), a folyékony lipid- (B), és az emulgens (C)
koncentracid) egyiittesen szignifikans hatassal (p < 0,05) voltak a ZP-ra, de kilon-kilén
hatasuk nem volt szignifikans. A parositott faktorok (A és B, B és C, A és C) hatasa sem érte
el a szignifikancia szintjét. Az A faktor egyenesen aranyos a ZP-lal, de ez a hatas sem
szignifikdns. A ZP értéke kisebb lesz, ha az A faktort a -1-es szinten tartjuk (7%
Witepsol E85). A B faktor esetében is ugyanezt a hatast tapasztaltuk, vagyis ha 3%
Miglyol 812-t alkalmazunk. Az A és B faktorok hanyadosa forditottan aranyos a ZP-lal: a
valaszfelszinnek minimuma van 7:3 szilard- és folyékony lipid aranynal (ZP = -14,2 mV). Ez
vagyis a valaszfelszin viselkedése valtozatlan az altalunk megfigyelt tartomanyban. A C
faktor forditottan aranyos a ZP-lal. Alacsonyabb ZP értékek varhatdak, amennyiben nagyobb
emulgens koncentréciét alkalmazunk, vagyis 5% Lutrol F68 alkalmazasa el6nyGsebb az
NLC-k eléallitasa soran.

4.7.2. A fligg6 valtozok hatasa a reszecskemeéretre
A hérom fliggetlen valtozénak egyittesen volt szignifikans hatdsa (p < 0,05) a PS-re, viszont
kalon-kulon hatdsuk nem érte el a szignifikancia szintjét. A péarositott faktorok hatasa sem
volt szignifikans. A PS kisebb, ha az A faktort -1-es szinten tartjuk (7% Witepsol E85).
Ugyanezt a hatast figyelhetjiik meg a B faktor esetében is, vagyis a nanorészecskék PS-e
kisebb lesz, ha eldéallitasuk soran 3% Miglyol 812-t alkalmazunk. Az A és B faktorok
hanyadosa forditottan aranyos a PS-tel. A C faktornak nem volt hatdsa a PS-re a vizsgalt
tartoméanyban.
Az alkalmazott faktorialis kisérletterv eredményei alapjan megéllapithatd, hogy az NLC 5
készitmény (7% Witepsol E85, 3% Miglyol 812 és 5% Lutrol F68) bizonyult a
legalkalmasabbnak az IBU hordozojaként.
A 3.12-es fejezetben 1évé 3. tablazatban taldlhaté nyolc olyan NLC minta (iires NLC,
NLC 9 —15), amelyek 0Osszetételét véletlenszerlien valasztottuk ki a kisérleti térbdl.

Megvizsgalva ezen mintak ZP-, Z,.-, PDI- és Span értékeit, egy egyenletet siker(lt
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definialnunk, amelyet optimum egyenletnek neveztiink el. A teljes faktorialis kisérletterv
hatranya, hogy tobb faktor vizsgalata esetén nagyszamu elvégzendd kisérletet igényel. Az
altalunk felirt egyenlet segitségével ez a Kkisérletszam csokkenthetd, amennyiben a
valaszfelszin minimum hellyel rendelkezik. Célunk az volt, hogy egy egyszeriibb
Osszefliggést taldljunk a vizsgalt fiiggé- és flggetlen valtozok kozott, és megtalaljuk az
alkalmazott komponensek optimalis ardnyat. A kdvetkezd egyenlet ezt az in. optimumot egy
dimenzi6 nélkiili szamként adja meg, amely az optimalis 0sszetétel esetén a lehetd legkisebb

érteket veszi fel:
. o SL Y
Optimum = min |ZP + Z,, +PDI + Span + 2L/ | + — 5|,

ahol ZP =zéta potencial; Z,. = effektiv részecskeméret; PDI = polidiszperzitasi index,

Span = Span értéek, %:szilérd lipid folyékony lipid hanyadosa és SLgi:szilélrd lipid
folyekony lipid hanyadosa aranyositva az emulgens koncentraciéhoz.

Az optimum egyenlet szerint, a faktorialis kisérlettervhez hasonléan az NLC5 (7%
Witepsol E85, 3% Miglyol 812, 5% Lutrol F68 és 5% IBU) bizonyult optimalis

Osszetételtinek.

Il. AZ IBU-NLC JELLEMZESE
Az optimalt NLC 5 készitmény hatéanyagtartalmat 5%-rél 1%-ra csokkentettik annak
érdekében, hogy egy hosszutavu kezelést igényld betegség esetében csokkenthessiik az
esetlegesen megjelend mellékhatdsokat. Ezen feliil megfigyeltik, hogy az IBU
—14,2 mV-r6l —18,4 mV-ra csokkent.

4.8 A részecskeméret- és a zéta potencial analizis eredménye
Mindkét minta (res NLC és IBU-NLC) nano méretii volt, effektiv részecskeméretiik (Zaye)
114 nm volt az Ures-, és 106 nm az IBU-NLC esetében. Nagyobb méretii (> 1 um) részecskék
nem voltak jelen egyik készitményben sem. A nanorészecskék feliilete negativ toltésii volt (a
ZP értéke negativ). A PDI és a Span is kis értéket vettek fel, ami alapjan megallapithato,
hogy a részecskék méretének eloszlasa szitk tartomanyban volt, amely egységes

hatéanyagdiffizidt prediktal. A vizsgalatok eredményeit a 6. tablazat foglalja dssze.

6. tablazat: Az Ures- és IBU-NLC-k PS, PS-eloszlas (PDI és Span), valamint ZP értékei.

Minta  Zae(m) ZP(mV)  PDI  d(0.1) (nm) %%5)) %Om%) Span

uresNLC 114+22 -159+0,7 015+0,1 67+0 118+ 0 204+06 1,160
IBU-NLC 106+1,7 -184+13 0,18+0,3 74+0 122+ 0 2056+0,6 1,070
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4.9 Az atomer6 mikroszkopia (AFM) eredményei

Az AFM-et széleskorien alkalmazzdk a nanorészecskék meéretének, alakjanak és

=77

ures NLC esetében 109 és 124 nm kozotti érték volt, atlagosan 113,67 + 15,5 nm, mig az
IBU-NLC esetében 95 és 118 nm kozotti értéket mértink, amelynek atlaga 107,47 = 14,4 nm
volt, amelyek jol korrelalnak a PCS és LD maodszerekkel mért részecskeméretekkel. Mindkét

minta esetében szférikus, sima felszinii részecskéket lattunk. Az 5. abra az tres NLC 2D-s és

3D-s AFM képeit mutatja be.
| B
£ ey
€ quﬁ = 20
i1’19& 10
“ 250 :

5. dbra: Az tires NLC 2D-s (A) és 3D-s (B) AFM képei.
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4.10 A Rontgendiffraktometrias (XRD-s) mérés eredményei
AZ XRD méréseket annak érdekében végeztik, hogy megfigyeljuk a nagynyomasu
homogenizalds kovetkeztében esetlegesen fellépé valtozasokat a komponensek
kristalyszerkezetében. A tiszta, kezeletlen komponensek (IBU, Witepsol E85, és Lutrol F68),
a megolvasztott fizikai keverékek, valamint az (res- eés IBU-NLC diffraktogramjait
szemlélteti a 6. &bra:

Relativ Intenzitas

2 Théta (%)

6. abra: A komponensek és a kész NLC-k XRD diffraktogramjai: (1) IBU, (2) Witepsol E85, (3)
Lutrol F68, (4) a szilard- és folyékony lipidek 7:3 fizikai keveréke, (5) a szilard- és folyékony lipidek
és az IBU 7:3:1 fizikai keveréke, (6) a lipidek, az IBU és a Lutrol F68 7:3:1:5 aranyu fizikai keveréke,
(7) Ures NLC, és (8) az IBU-NLC.

A megolvasztott lipid keverék 7:3 aranyl keverékének hatéanyagos- és hatéanyagmentes
valtozatat, a teljes fizikai keveréket, valamint az Ures- és IBU-NLC-t is vizsgéltuk XRD

analizissel. A szilard lipid (2. diffraktogram) kristalyossaga olyan mértékben lecsokkent a
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tobbi segédanyag (4. és 6. diffraktogram) és az IBU (5. diffraktogram) hatasara, hogy az ures-
(7. diffraktogram), és az IBU-NLC (8. diffraktogram) esetében amorf szerkezetiivé valt.

4.11 DXR Raman spektroszkdpia
A Raman spektroszkopia segitségével az 1BU fizikai allapotardl és az esetleges fikiai-kémiai
interakciok megjelenésérdl nyertiink informaciot. Az 6sszetevok, az iires- és az IBU-NLC-k
Raman spektrumat 2000 és 200 cm™ kozétti tartomanyban rogzitettiik. Az IBU spektrumaban
a legjellegzetesebb cslcsok nagyrészt az aril gytirti nytlasi rezgésének, valamint a Cp4-Ar-Cqg
konforméacids nyulasi- és csovalasi rezgésének kovetkeztében jelennek meg. A kdzepes
intenzitdsu csucsok az aromas es az Ar-CH kotések sikbeli- és sikra mer6leges
vegyértékrezgéseit jelolik. Az IBU-NLC spektrumaban egyes csucsok kismértékii
hullimszam eltolodasa figyelhetd meg, amely a lipidek ¢és az IBU kozotti gyenge
kélcsonhatasra utalnak. A lipid komponensekre jellemzd csucsok a 3000-200 cm™ kozotti
tartomanyban jelentkeztek, amely a zsirsav lancokra jellemzd vegyértékrezgések tartomanya.
Az IBU oldasénak hatasara nem tiintek el a 2881 és 2850 cm™ hullamszamnal 1év6 lipidekre
jellemzd éles csucsok.
Az IBU elhelyezkedését a lipid méatrixon beltil Raman térképezéssel vizsgaltuk. A 7. abra
mutatja be az IBU NLC-ben valo eloszlasanak térkepét (az IBU-t a sarga, narancs és piros
arnyalataival jeldlve). A hatoanyagra jellemzé 1608 cm™ csucs segitségével vizualizaltuk az
IBU mintabeli elhelyezkedését. A vizsgalat eredményeképp megallapithatd, hogy a
hatéanyag homogén eloszlast mutatott az NLC lipid méatrixaban.

980 990 1000 1010 1020

 —
4000 4010 4020 4030 4040 4050 4060 4070 4080 4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4160 4170 4180419
Pozici6 (um)

7. dbra: Az IBU Raman eloszlésénak térképe az IBU-NLC lipid méatrixaban (10x-es nagyitas).
4.12 A Fourier transzformacids infravoros (FT-IR) spektroszkopia eredményei

A komponensek, valamint az Ures- és az IBU-NLC FT-IR spektrumait azért rogzitettiik, hogy
informéciét nyerjunk az IBU és a segédanyagok kozott esetlegesen kialakulo
kolcsonhatasokrdl. Az IBU-NLC spektrumanak analiziséb6l azt a kovetkeztetést vontuk le,
hogy a hatéanyag és a segédanyagok kozott nem alakult kis erdsebb kdlcsonhatés.
3.14. A lipid nanorészecskék hatdéanyagtartalmanak (DL%) és bezarasi
hatékonysaganak (EE%) meghatarozasanak eredményei
Az IBU-NLC készitmény a DL%-a 9,85 + 4,10%, a EE%-a pedig 98,51 * 4,10% volt.
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4.13 A hatbéanyagpenetracios vizsgalatok eredményei
Az IBU in vitro diff0zidja 6 dra utan szignifikansan, 2,59-szer (p <0.0001) magasabb volt az
IBU-NLC-b6l, mint az IBU szuszpenziobol mesterseges membranon keresztil vizsgélva (8.
abra, A). Az IBU ex vivo permeécidjat az IBU-NLC gélb6l és a referenica IBU gélbol
ugyanugy végeztik, mint az in vitro vizsgalat esetében. A hatéanyag permeécidja a
kimetszett human epidermiszen 12,78-szor volt nagyobb (p < 0,0001) az IBU-NLC esetén,
mint az IBU gélnél (8. &bra, B). Az IBU in vivo penetrdciéjat modositott borredé karma
segitségevel végeztik SKH-1 szoértelen egereken. 6 ora elteltével az IBU-NLC gél
hatéanyagpenetracidja 1,87-szer (p < 0,0001) volt magasabb, mint az IBU gél esetén mért

eredményeké, amely 6sszhangban van az el6z6 két vizsgalat eredményeivel (8. abra, C).
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8. dbra: az IBU A: in vitro diffuzidja az IBU-NLC-bél (e) és az IBU szuszpenzidbol (A); B: ex vivo
permeacidja az IBU-NLC gélbél (e) és az IBU gélbdl (A ) hészeparalt human epidermiszen keresztiil;
C: in vivo penetrécioja az IBU-NLC gélbdl (e) és az IBU gélbdl (A ) SKH-1 szdrtelen egérboron
keresztil.

5. OSSZEFOGLALAS
Ph.D. munkam célja ibuprofén-tartalmd NLC (IBU-NLC) rendszer 6sszetételének optimalésa, és
az optimalt készitmény karakterizaldsa volt, dermalis terapia biztositasara. Munkamat 0sszegezve
megallapithato:

e a lipid screening vizsgélat eredmeényei alapjan a Witepsol E85-6t valasztottuk szilard
lipidnek, a Miglyol 812-t pedig folyékony lipidnek, amelyek kompatibilisek az IBU-nel,
és a legnagyobb koncentracioban (50%) oldottak fel azt;

e a nedvesedési peremszdg mérési eredményei alapjan a Lutrol F68 alkalmasnak bizonyult

a nanorészecskék vizes kozegben torténd stabilizalasara;
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a hatéanyag-segédanyag kompatibilitaist DSC-, XRD- es FT-IR vizsgélatokkal
tdmasztottuk ala;

az osszetételt 2° teljes faktorialis kisérlettervvel optimaltuk, amelynek eredményeképpen
az NLC 5 készitmeényt (7 % Witepsol E85, 3 % Miglyol 812, 5 % Lutrol F68 és 5% IBU)
valasztottuk ki a késébbi vizsgalatokhoz,

Munkam maésodik felében az optimalt, és csokkentett hatéanyagtartlamd IBU-NLC rendszert

vizsgaltunk. Megéllapithatd, hogy:

az Ures- és az IBU-NLC reszecskemérete a nano mérettartomanyban volt (<205 nm), kis
PDI és Span értékekkel;

a ZP mérések alapjan megallapithatd, hogy a részecskék feliilete negativ toltésii volt, és
stabilitasuk megfelelonek prediktalhato;

a lipid matrix amorf allapotu volt, és az IBU-t oldott form&ban zarta be;

az FT-IR- és a Raman spektroszkopia alapjan a komponensek kodzott nem alakult ki erés
kolcsonhatas, amely gyors hatéanyagfelszabadulést prediktal az NLC-bél,;

a Raman térképezés alapjan az IBU homogén eloszlasu volt a lipid matrixban;

a hatéanyag permeabilitasi vizsgalatok bizonyitottak a feltételezett gyors hatdanyag
kioldodast a nanorészecskékbdl, amely mind az in vitro-, ex vivo- és in vivo vizsgalatok
esetében szignifikdnsan nagyobb volt az NLC-k esetében, a referencia készitményekhez

viszonyitva.

A munka tjdonséaga a kdvetkez6 pontokban 6sszegezheto:

egy Un. optimum egyenletet definidltunk, amely hasznos eszkdze lehet az optimalis
osszetétel kivalasztasanak, amennyiben a valaszfelszinnek minimum értéke van;

a Raman térképezést els6ként alkalmaztuk a hatéanyag elhelyezkedésének
megallapitasara egy NLC formulacion bell,

az IBU ex vivo permeaciojat és in vivo penetricidjat az 1BU-NLC-bdl els6ként
hasonlitottuk 6ssze egy olyan referenssel (IBU gél), amelynek dsszetétele megegyezik a
kereskedelemben elérhetd készitmények 0sszetételével, és az eredmények szignifikansan
jobbnak bizonyultak az NLC esetében;

a modositott bérreddé kamrat elsdként alkalmaztuk annak bizonyitdsara, hogy az IBU
képes az SKH-1 szbrtelen egerek bérén atjutni az IBU-NLC készitménybdl,

szignifikdnsan magasabb koncentracioban a referenshez viszonyitva.

Mindezen eredmények alapjan megéllapithatd, hogy a munkdm soran optiméalt IBU-NLC a

hatbéanyag stabil hordozdja, amely gyors hatdéanyag kioldodast és a referencia készitményhez

képest nagyobb bdrpermeabilitast biztosit, amely feltételezhetéen jobb biohasznosithatdsagot

eredmenyezhet a vaz- és izomrendszer helyi kezelése esetén.
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