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1. Roviditések jegyzéke

ALC-0159 2-[(polietilénglikol)-2000]-N,N-ditetradekilacetamid

ALC-0315 ((4-hidroxibutil)azanediil)bisz(hexan-6,1-diil)bisz(2-hexildekanoat)

ASO1 MPL-bd1 és SM-102-bdl allo vakcina adjuvans

BCG Bacillus Calmett-Guérin

BH% Bezarasi hatasfok%

CAEC Koleszterin-2-aminokarbamat

CARPA Complement Activation-Related Pseudoallergy, Komplement
aktivacio-fiiggd pszeudoallergia

CFU Colony Forming Unit, Telepképzo egység

CHEMS Koleszterin-hemiszukcinat

CHOL Koleszterin

COPA Koleszterin-oxipropan-1-amin

COVID-19 Coronavirus disease 2019, Koronavirus betegség 2019

CPS Cirkumsporozoita

CT Computed Tomography

CYP3A4 Citokrom P450 szupercsalad enzim

DS-SIGN Dendritic Cell-Specific Intercellular Adhesion Molecule-3-

Grabbing Non- Integrin, Dendritikus sejt specifikus intercellularis
adhézids molekula

DLS Dinamic Light Scattering, Dinamikus fényszoras(mérés)
DMG- 1,2-dimirisztoil-rac-glicero-3-metoxipolietilén-glikol-2000
PEG2000

DMPC 1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfatidil-kolin

DMPG 1,2-dimirisztoil-sn-glicero-3-foszfatidil-glicerol

DMSO Dimetil-szulfoxid

DNR Daunorubicin

DOPC 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-foszfatidil-kolin

DOPE 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-foszfatidil-etanolamin

DOPS 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-foszfatidil-szerin
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DOTAP
DOTMA
DPPC
DPPG
DSPC
DSPE
DSPG
dUMP
dUuTP
DXR
EMA
EMB
Fab
FBS
FDA

FITC

FWHH

FSC

GLUT

Guv

HA

HDL
HEPES
HIN1, H3N2

HIV
HPLC

HPMI

1,2-dioleoil-3-(trimetilammonium-propan)
N-[1-(2,3-dioleiloxi)propil]-N,N,N-trimetilammonium-Kklorid
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidil-kolin
1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidil-glicerol
1,2-disztearoil-sn-glicero-3-foszfatidil-kolin
1,2-disztearoil-sn-glicero-3-foszfatidil-etanolamin
1,2-disztearoil-sn-glicero-3-foszfatidil-glicerol
2’-deoxiuridin-5’monofoszfat

2’-deoxiuridin-5’trifoszfat

Doxorubicin

European Medicines Agency, Eur6pai Gyogyszeriigynokség
Etambutol

Fragment antigen binding, Antigén kot6 fragmens

Fetal Bovin Serum, Magzati borjiisavo

Food and Drug Administration, Amerikai Elelmiszer- és Gyogyszer
Engedélyeztetési Hivatal

Fluoreszcein-izotiocianat

Full Width at Half Height, Magassag felénél mért szélesség
Forward Scatter, El6re szort (fény)

Glucose Transporter, Glukoz atjutasat segitd transzmembran protein
Giant Unilamellar Vesicle, Orias unilamellaris vezikula
Hemagglutinin

High Density Lipoprotein, Nagy stirtiségti lipoprotein
2-[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il]etanszulfonsav

Az A tipusu influenza virus altipusai

Human Immunodeficiency Virus, Human immundeficiencia-virus

High Performance Liquid Chromatography,
Nagy teljesitményii folyadékkromatografia

HEPES-el pufferalt RPMI oldat



HSPC L-a-hidrogénezett szoja foszfatidil-kolin

ICs0 The half maximal inhibitory concentration, A maximalis
gatlokoncentracio fele

IGRA Interferon Gamma Release Assay, Interferon gamma felszabadulas
vizsgélat

INF-y Interferon-y

INH Izoniazid

IR Infrared Spectroscopy, Infravoros spektroszkopia

KatG Catalase-peroxidase G, Katalaz-peroxidaz G

LAM Lipoarabinomannan

LAMP Loop-mediated isothermal amplification, Hurokkozvetitett
izotermikus amplifikacio

LC Liquid Chromatography, Folyadékkromatografia

LDL Low density lipoprotein, Kis stiriségti lipoprotein

LPA Line probe assay

LUV Large Unilamellar Vesicle, Nagy unilamellaris vezikula

MAPK Mitogen-activated protein Kinase, Mitogén-aktivalt ptotein kinaz

MDR Multidrug resistance, Multidrug rezisztencia

MIC Minimal Inhibitory Concentration, Minimalis gatléo koncentracio

MLV Multilamellar Vesicle, Multilamellaris vezikula

MOI Multiplicity of Infection, Fert6zés multiplicitasi index

MPEG N-(karbonil-metoxi-polietilén-glikol-2000)

MPL 3-O-desacil-4'-monofoszforil lipid A

MS Mass Spectroscopy, Tomegspektrometria

Mtb Mycobacterium tuberculosis

MTT 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium-bromid

MUV Medium Unilamellar Vesicle, Koézepes unilamellaris vezikula

MVV Multivesicular Vesicle, Multivezikularis vezikula

NA Neuroaminidaz



NMR Nuclear Magnetic Resonance, Magneses magrezonancia

NOD2 Nucleotide-binding oligomerization domain-containing protein 2,
Nukleotid-koté oligomerizaciés domén fehérje 2

oD Optical density, Optikai denzitas

oLV Oligolamellar Vesicle, Oligolamellaris vezikula
PAA Poliakrilamid

PCR Polymerase Chain Reaction, Polimeraz lancreakcio
PDR Polydrug Resistance, Polidrug rezisztencia

PDT Photodynamic Therapy, Fotodinamikus terapia
PEG Polietilén-glikol

PEG-Chol Pegilalt koleszterin

Pl Propidium-jodid

PIM Foszfatidil-inozitol-mannozid

plasmalogen 1-alk-1"-enil-2-acil-sn-glicero-3-foszfatidil-kolin

pPNIPAM poli(N-isopropilakrilamid)

POPC 1-palmitoil-2-oleoil-sn-glicero-3-foszfatidil-kolin

pre-XDR pre-Extensively resistance, pre-Extenziv rezisztencia

PVA Polivinil-alkohol

PVP Polivinil-pirrolidon

PZA Pirazinamid

QS-21 Quillaja Saponaria, Szappankéregfabol eldallitott szaponin
RES Reticuloendothelial System, Retikuloendotélialis rendszer
RIF Rifampicin

ROS Reaktiv oxigén szarmazék

RPMI-1640 Roswell Park Memorial Institute, Sejttenyésztéshez hasznalt puffer
rpoB RNA polymerase 3 subunit, RNS polimerdz 3 alegység

RR Rifampicin Resistance, Rifampicin rezisztens

SARS-CoV-2  Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2, Sulyos akut
1égzdszervi szindroma coronavirus 2



scFv
SDS
SEC

Sl
SM-102

Spp.
SSC

SUV
TB501

TB515

TBC
TH
TLR

TNF-a
UPLC

V/O
VRK
WHO
XDR

Single-chain fragment variable
Natrium-dodecil-szulfat
Size Exclusion Chromatography, Méretkizarasos kromatografia

Seelectivity Index, Szelektivitasi index
Heptadekan-9-il 8-((2-hidroxietil) (6-ox0-6-(undeciloxi)hexil)
amino)oktanoat

Subspecies, Alfaj
Side Scatter, Oldalra szort (fény)

Small Unilamellar Vesicle, Kis unilamellaris vezikula
6-hidroxi-7-{[4-(2-hidroxietil)piperazin-1-ilJmetil}-2-[(2E)-3-(2-
metoxifenil)prop-2-én-1-ilidén]-2,3-dihidro-1-benzofuran-3-on

(2E)-6-hidroxi-2-(3-fenilprop-2-in-1-ilidén)-2,3-dihidro-1-
benzofuran-3-on

Tuberkulozis

Helper T-sejt

Toll-like receptor, Toll-szerii receptor

Tumor Necrosis Factor-a, Tumor nekrozis fakor-a.

Ultra Performance Liquid Chromatography,
Ultranagy teljesitményti folyadékkromatografia

Viz az olajban
Vékonyréteg kromatografia
World Health Organization

Extrém gyogyszer rezisztencia



2. Bevezetés

Mivel doktori munkam soran a munkacsoportunkban folyo tobbféle kutatasi
témaba 1is bekapcsolodtam, igy disszertaciomban is kitérek a liposzomak
modellmembranként valo alkalmazasara. A terjedelmi keretekre vald tekintettel azonban
dolgozatomban ezt a témakort részleteiben nem targyalom, csak a probléma felvetésére
¢és a kozos munkafolyamatokra utalok.

Doktori értekezésemben a jobb attekinthetéség érdekében, az egyes
megnevezéseknek csak a rovidebb formdjat hasznaltam. A roviditések feloldasa a
roviditések jegyzékében talalhato.

A TBC a vilagon az egyik leggyakrabban eldfordulod fert6zd betegség, amellyel
az emberiség mar régota kiizd. A WHO tobb évtizede célul tlizte ki a TBC végleges
eradikaciojat, amely mindmaig sikertelennek bizonyult. Tulajdonithaté ez a hosszl és
koltséges terapianak, amely soran gyakran alakulnak ki kiilonféle gyogyszerek okozta
interakciok és mellékhatdsok. Tovabba egyre gyakrabban jelentkezik rezisztencia az
alkalmazott hatéanyagokkal szemben, amely tovabbi gyogyszerek bevonasat és ezaltal
hosszabb kezelési id6t eredményez. A rendelkezésiinkre allo, véges szamu
antituberkulotikumok mellett megfogalmazddott az igény U TBC-ellenes vegyiiletek
felkutatdsara, és azok terapidba integralasara. A felhaszndlni kivant hatéanyagok
célszervhez torténd eljuttatdsa javithatd nano-gyogyszerhordozo rendszerek, példaul
liposzomak segitségével, tovabba ezaltal a dozisfiiggd mellékhatasok IS nagyrészt
elkeriilhetdek. Doktori munkdm soran célul tliztem ki liposzomakba zart, Uj
antituberkulotikumok elééllitasat. Ennek fényében a doktori értekezésemet a nano-
gybszerszallitd rendszerek irodalmi attekintésével kezdem, majd pedig a TBC korkép
targyalasaval folytatom, végezetiil a doktori disszertaciomat képezé tudomanyos

kisérleteket és eredményeket mutatom be.
2.1. Nano-gyégyszerszallito rendszerek

A nanotechnoldgia, a nanoméretli rendszerek -eldallitasaval és szerkezeti
jellemzoivel foglalkozo tudomanyag, globalisan az egyik leggyorsabban fejlodo teriilet.
Az utdbbi években jelentGs szerepet kapott az orvostudomanyban is. A

gyogyszerfejlesztésben a nanotechnologia alkalmazasa szamos 1j lehetdséget kinalt,
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amely lehetové tette tobbek kozott a célzott hatdanyag-szallitast, optimalizalva a
hatéanyagok biohasznosithatosagat. Az 1980-as évek oOta szamos nanogyogyszer
engedélyeztetésére kertilt sor (1).

A konvencionalis gyogyszerformakkal (példaul tablettakkal) szemben a
nanogyogyszerek eltéré viselkedést mutatnak a Szervezetben, amely egyrészt a joval
kisebb méretikknek (10-1000 nm), a megnovekedett Osszfelszinnek, valamint a
kiilonboz6 felszini szerkezetnek kdszonhetd. A gyodgyszertervezes €s a gyogyszergyartas
soran, a legfobb cél, olyan hatdéanyag és gyogyszerforma megalkotdsa, amely a
legkevesebb mellékhatas mellett a legnagyobb hatékonysaggal rendelkezik. A klasszikus
gyogyszerformaknal gyakori problémat jelent a rossz biohasznosithatosag, a szelektivitas
hianya miatti nem kivant hatasok megjelenése, és a gyogyszermolekula esetleges
szerkezeti atalakulasa soran bekovetkez6 csokkent hatékonysaga a hatas helyén. Ezek a
problémak a nanoméretli gyogyszerszallito rendszerek alkalmazédsdval nagyrészt
kikiiszobolhetdek, példaul a hatéanyagok jobb oldodasa révén, vagy a bezart molekulak
programozott kioldoddsaval a gydgyszerformabol, amely egy meghatirozott trigger
hatasara jon létre (2).

A legelterjedtebb nanoszallito rendszerek (1. abra) kozé sorolhatoak: a
liposzomak, micelldk, szén nanocsovek, szilard lipid nanorészecskék, dendrimerek,

tovabba a nanokristalyok, nanoemulziok és a nanoszuszpenziok (1).

liposzéma micella

szilard lipid o
nanorészecske dendrimer nanokristaly

1. abra: Nanoszallito rendszerek (2).
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2.2, Liposzomak

A liposzomak létezését 1961-ben Alec D. Bangham fedezte fel, az elnevezés
azonban kutatétarsatol G. Weissmantol szarmazik. A liposzomak elsddleges alkotoelemei
a foszfolipidek, amelyek kettdsréteget alkotva, vezikulat formalva vizes fazist zarnak
kozre. A liposzémak ezen kivil még koleszterint és egyéb molekuldkat is
tartalmazhatnak. Az igy kialakuld termodinamikailag stabil szerkezet felhasznalasat
tekintve szamos lehetdséget rejt magaban. A liposzomak alkalmazhatéak, mint
gyogyszerszallitd rendszerek, illetve mint modellrendszerek, biologiai membranok

tanulmanyozasara (3).
2.2.1. Foszfolipidek

Az emberi szervezetben szerepiik nagy jelentdséggel bir, mint a membranok
alkotoelemelt, a tiid6 és a perikardium feliiletaktiv anyaga, valamint az epesavakkal egyitt
részt vesznek az emulzifikalasban, azaz a szervezetben el6forduld kiilonféle anyagok
vizoldhatova tételében. A természetben el6fordulod foszfolipidek mellett ezek a molekulak
mesterségesen is elballithatdak. Semleges pH-an, toltésiiket tekintve vannak pozitiv,
negativ és semleges foszfolipidek. Alapvazuk szerint lehetnek szfingozin és glicerin
alapvazzal rendelkezd struktardk. Ehhez kapcsolodnak a kiilonboz6 fejecsoportok, mint
példaul a kolin, szerin, etanolamin, és a kiilonféle hosszusagu és telitettségii

zsirsavlancok, mint példaul a dipalmitoil, a dimirisztoil vagy a disztearoil (4).

N-tartalmu bazis
Foszfat-csoport

‘.
L i L L

Glicerin

Zsirsav lancok

2. dbra: Foszfolipid molekula és a membrankettésréteg szerkezete (4, 5).
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A liposzomak leggyakoribb alkotd elemei a kovetkezd foszfolipidek: foszfatidil-
kolin (lecitin), foszfatidil-szerin, foszfatidil-etanolamin (cefalin), foszfatidil-glicerol,
difoszfatidil-glicerol (kardiolipin) és foszfatidil-inozitol. Szerkezetiiket tekintve
mindegyik molekuldban k6z0s az amfifil megjelenés, amely az apolaris zsirsavlancokat
és a polaris fejcsoportot foglalja magaban (2. abra). Viz jelenlétében az amfifil
szerkezetnek koszonhetden a polaris csoportok a vizmolekuldk felé, mig az apolaris

lancok egymas felé rendez6dnek, és kialakul a folyadékkristaly szerkezet (4).
2.2.2. Koleszterin és koleszterin szarmazékok

A koleszterin (CHOL) nagyon fontos szerepet t6lt be az eukariota szervezetekben.
Szerkezetét tekintve szteran alapvazzal (centralis négygytirQs struktara) rendelkezik, ahol
a 3-as helyzetben egy hidroxilcsoport (proximalis hidrofil csoport), a 17-es helyzetben
egy metil-heptan csoport (disztalis hidroféb csoport) helyezkedik el. A
molekulaszerkezetébdl adodo sajatsagok kovetkeztében stabilizdlja a membrant, és
befolyasolja annak permeabilitdsat. A nagyobb koleszterinkoncentracioval csokken a
membran permeabilitdsa és novekszik a rigiditasa (6). LiposzoOmak esetében a
gyogyszermolekula bezarasi hatasfokat csokkenti a magasabb CHOL tartalom.
Liposzomak formulalasa soran a leggyakoribb lipid/CHOL arany 2:1, valamint 1:1.
A CHOL noveli a foszfolipid lancok rendezettségét, ezaltal csokken a vezikuldk mérete
(7, 8). A koleszterin szarmazékok a CHOL molekulabol valamilyen modositassal nyert
struktirak (3. abra). Altalaban a 3-as pozicioban talalhato hidroxilcsoporthoz térténik a

kiilonb6z6 oldallancok konjugélésa.

3. abra: A koleszterin (A) és a koleszterin-hemiszukcinat (B) kémiai szerkezete (6).
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A koleszterin-hemiszukcinat (CHEMS) esetében a 3-as pozicidban 1évé
hidroxilcsoporthoz szukcinilsavat konjugaltak, amely egy pH-ra érzékeny oldallanc.
Ennek koszonhetéen a CHEMS-t tartalmazd membran alacsony pH hatadséara
szerkezetvaltozast szenved. 1,2-dioleoil-sn-glicero-3-foszfatidil-etanolamin (DOPE)
lipiddel kombinalva novelhet6 a vezikula fazidképessége. A CHEMS-DOPE tartalmu
liposzomakat pH-szenzitiv vezikuldknak nevezi az irodalom (9). Ezzel a mddositassal
befolyasolhatd a hatoanyagot tartalmaz6 vezikuldk destabilizalédasa, és ezaltal a
hatéanyag leadasa (10). A pH valtozasra érzékeny liposzomak miikodési elvét és
felhasznalast késébbiekben, a 2.3.3.3.1. részben fejtem ki bévebben. Pegilalt koleszterin
(PEG-CHOL) észterek inkorporalasaval megndvelhetd a vezikulak keringési ideje,
azaltal, hogy az immunrendszer kevésbé ismeri fel a modositott liposzoma felszint (11).
Koleszterin-oxipropan-1-amint (COPA) és a koleszterin-2-aminokarbamatot (CAEC),
mint pozitiv t6ltésii koleszterin szarmazékokat DNS/RNS szallitasara alkalmas
liposzomak eléallitasahoz hasznalnak fel (12).

A megfelel foszfolipid és CHOL 6sszetétel megvalasztasaval, illetve a vezikula

felszin modositasokkal a liposzomak kiilonb6zo tipusai allithatoak eld.
2.3. Liposzomak csoportositasa

A liposzémak a kovetkezé szempontok szerint csoportosithatoak (13):

2.3.1. Lamellaritas szerinti csoportositas

1. tablazat: Liposzomak csoportositasa a membran kettésrétegek szama szerint (13).

Kett(fsréteg 1 <5 5-20 >5()
szama
Tipus P
©
Unilamellaris
ligol 1ari
vezikulik Oligolamellaris - .
ULY) vezikulak WHHametans | rultivezikularis
vezikulak 1
(OLv) vezikulak
(MLV) (MVV)
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2.3.2. Méret szerinti csoportositas

2. tablazat: Liposzomdk csoportositasa a vezikulak mérete szerint (13).

Meéret 20-200 nm 200-500 nm 500-10000 nm | 100-200 um

Kis méretii Kozepes méretli |  Nagy méretli Orias méretii

pl. SUV pl. MUV pl. LUV pl. GUV

Tipus

2.3.3. Felszini vagy osszetételbeli modositas szerinti csoportositas
2.3.3.1. Konvencionalis liposzomak

Ebbe a csoportba azok tartoznak, amelyek csak foszfolipid és esetleg CHOL
komponensekbdl allnak. Felsziniik semmilyen modositassal nem rendelkezik. In vivo
alkalmazva a retikuloendotelialis rendszer (RES) altal nagyon hamar felismerésre és
eliminaciora keriilnek. Ugyanakkor, épp ezen rendszert érinté betegségek, fertézések
kezelésére alkalmazhatdak széles korben. A liposzomak eliminacidjanak folyamata két
Iépésben torténik, elsddlegesen szérum proteinek (opszoninok) kotddnek a vezikuldk
felszinére, majd a felszinen 1évd opszoninokat ismeri fel a monocita rendszer, amely a
liposzomak szervezetbdl torténd eltavolitdsdhoz vezet. A szervezeten beliil
megfigyelhetd a liposzomak kolcsonhatasa a HDL és az LDL lipoproteinekkel, aminek
hatdsdra a vezikula elvesztheti a bezart tartalmat. Nagyobb koleszterintartalommal,
valamint kisebb vezikulamérettel a szervezet altali felismerés és eliminacio valamelyest

kikiiszobolhetd (14).
2.3.3.2. Hosszu keringési idejii vagy lopakodo liposzomak (stealth liposomes)

Ezek a liposzomak felszini modositasként valamilyen polimert tartalmaznak. A
polimer kapcsolhato egy arra alkalmas foszfolipidhez vagy koleszterinhez, amely kés6bb
beépiil a membranba, tovabba fizikailag is adszorbedlhato a felszinhez. A hidrofil felszin
segitségével lényegesen csokkenthetd a RES altali felismerés és a keringésbdl valo
eliminicio, ugyanis a polimer réteg, korbefogva a liposzoma felszint, gitolja az
opszoninok kotddését, ezaltal sztérikusan stabilizdlja azt. A kovetkezd polimerek

hasznalhatoak a felszin modositasara és ezaltal a keringési 1d6 meghosszabbitasara:
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monoszialoglikozidok, glukuronsav, polietilén-glikol (PEG), polivinil-pirrolidon (PVP),
poliakrilamid (PAA), polivinil-alkohol (PVA) stb. Ezen molekulak eleget tesznek a
felszini polimerekkel szemben tamasztott kovetelményeknek, ugymint oldhatdsag,
hidrofilitas, biokompatibilitas, flexibilitdas. A gydgyaszatban az egyik leggyakrabban
alkalmazott polimer a PEG, amely alacsony toxicitassal, tovabba jo biodegredabilitassal
¢és biokompatibilitassal is rendelkezik. Kivaléan alkalmas a fehérjék és a liposzomak
elmaszkirozasara az immunrendszer felismerd mechanizmusaival szemben. Azonban, a
PEG-gel boritott liposzomadk nem minden esetben tekinthetéek immunologiailag
inertnek, ugyanis egyes tanulmanyok szerint aktivaljak a komplement rendszert, amely
lényegében egy proteazokbol allo kaszkad rendszer, és az ugynevezett CARPA
(Complement Activation-Related Pseudoallergy) pszeudoallergias reakciohoz vezetnek
(15). A PEG molekulastlyaval és a lancok strliségével befolyasolhatdé a felszini

boritottsag (14).
2.3.3.3. Trigger-szenzitiv liposzémak

Ezen tipust liposzomak membranszerkezete valamilyen jel, példaul pH-valtozés
(pH-szenzitiv ~ liposzomak), vagy  homérsékletvaltozas  (hémérséklet-szenzitiv
liposzomak) hatdsara modosul, amely leggyakrabban a membrankettdsréteg

destabilizacidjdhoz vezet.
2.3.3.3.1. pH-szenzitiv liposzomak

A pH-valtozas hatdsara a kovetkezd események mehetnek végbe a membranban:

e negativ toltésii lipidek protonalodas hatasara semlegesitddnek, aminek
kovetkeztében a lamellaris szerkezet atalakul;

e membranhoz kapcsolt negativ t6ltésii polimerek, fehérjék protonalodasa, ami
lizishez vagy fuzidhoz vezet;

e lipidek savas pH hatdsira bekovetkezd hidrolizise, amely a membran
destabilizaciojat okozza;

o feliiletaktiv anyagok atalakuldsa ionizacid sordn pozitiv toltésii savakka.

Szervezeten beliil a pH lokalis megvaltozasat eredményezheti gyulladas, tumor
vagy infarktus. Ilyenkor a pH akar 5,5 értékre is lecsokkenhet a 7,4-es normal értékhez
képest. A pH-szenzitiv vezikuldk f6 komponensei olyan liposzéma alkotdelemek,
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amelyek tartalmaznak titralhat6 karboxil-csoportot és olyan foszfolipidet, amely eldsegiti
CHEMS ¢és a DOPE. Az igy eldallitott liposzoma azonban felszini modositas hianyaban
az immunrendszer hatasdra hamar kisziirédne a keringésbol, ezért célszeri olyan
foszfolipidet is beépiteni a rendszerbe, amely tartalmaz PEG konjugatumot. A PEG-et
leggyakrabban DSPE foszfolipiddel kapcsoljak 6ssze, amely kismértékben a pH-
szenzitivitds csokkenéséhez vezet. Ez a probléma orvosolhatd olyan szerkezeti
modositassal, amely lehet6vé teszi a PEG molekulak levalasat a felszinrdl savas pH
hatasara, példaul PEG konjugalasa diortoészter vagy vinil-éter kotésen keresztiil.

Egyéb pH-szenzitiv szintetikusan eldallitott foszfolipidek is ismeretesek, mint
példaul a plazmalogén vagy a pH valtozasra érzékeny fehérjék, mint példaul a GALA

peptid, liszteriolizin tovabba a hemagglutinin N-terminusa (16).
2.4, Liposzomak eloallitasi modszerei

A liposzomak elallitasara szamos modszer ismeretes: vékonyréteg-hidratacios
technika, forditott fazisi parologtatas technika, oldészer (éter/alkohol) injektalas

technika, fagyasztva szaritas modszer, stb.
2.4.1. Vékonyréteg-hidratacios technika (Bangham modszer)

Az egyik legrégebbi és legelterjedtebb modszer liposzomak eldallitdsara. A
folyamat 1ényege az, hogy a membran alapanyagokat (foszfolipid, CHOL) szerves
oldoszerben, vagy valamilyen oldoszer elegyben (kloroform, metanol) oldjak, majd az
oldoszert elparologtatjak. Ennek hatasara az edény falan fokozatosan egy lipidfilm alakul
ki. A kovetkezd 1épés a hidralas, amelynek soran a lipidfilmet valamilyen vizes fazist
puffer Kis részleteiben oldjak, ugy, hogy a hémérsékletet tartdsan a fazisatalakulasi
homérséklet f6lé emelik. A folyamat soran a vezikulak spontan kialakulnak. Féleg MLV-
Kk képzddnek 1-5 pm mérettartomanyban.

Homogén, kisebb méreteloszlasu minta eldallitasara az ultrahang-besugarzas
modszere, vagy az extrudalasi technika hasznalhat6. Az ultrahang-besugarzas modszer
hatékony, de fennall a kontaminéci6 veszélye, mivel az ultrahang fejbdl fémtormelék
kertilhet a mintaba. Ehhez képest az extrudalas egy zart térben torténik, ahol a mintat egy

megadott porusatmérdjii polikarbonat membranon préselik at. Ennek hatranya az lehet,
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hogy a membran eltomddése szivargast ¢és ezzel egyiitt a minta elvesztését okozhatja,

tovabba csak kis mintamennyiségre limitalt a rendszer (5).
2.5. Liposzomak vizsgalati modszerei

A liposzomak tulajdonsagai sokféle szempont szerint vizsgalhatdak. Eleget téve
a gyogyszerformakkal szemben tdmasztott kovetelményeknek fontos ismerni a stabilitast,
a hatdanyag-tartalmat, a gyogyszerforma szervezeten beliili 1tjat, kolcsonhatasat
sejtekkel, a bezart gyogyszermolekula leadasanak ¢és hatasdnak modjat.
A gyogyszerformaval szemben tdmasztott kovetelmények alapjan a vizsgélati modszerek

az alabbi csoportokba sorolhatoak:

3. tablazat: A liposzomak vizsgadlatdara hasznalt médszerek csoportositasa (17).

p
| ;e es 1
| A. Morfo'loglgljellemzok » méreteloszlas (alak, stabilitas)
vizsgalata
(; — .
B. Szerkezeti jellemzdk * Osszetétel (fazisatalalkulasi hdmérséklet,

| vizsgalata permeabilitas, fluiditas)
\_ - -
—

C. Funkcionalis jellemzdk * bezarasi hatasfok (kémiai stabilitas,
| vizsgalata kotédés, kioldodas, reakcioképesség)
\

A felsoroltak koziil tobbnyire azok a vizsgélati mddszerek keriilnek részletesebb

targyalasra, amelyeket a PhD-munkam soran jomagam is felhasznaltam.
2.5.1. Méreteloszlas vizsgalata fényszorasméréssel
Dinamikus Fényszorasmérés (Dynamic Light Scattering, DLS)

A DLS alkalmas a szuszpendalt részecskék méreteloszlasanak a meghatarozasara,
amely a nano-gyogyszerszallitd rendszerek igen fontos jellemzdje. Tovabba a fényszoras
mérése soran kovetkeztethetiink az aggregacid6 meértékére, valamint a mérést adott
1d6kozonként megismételve informdaciot kaphatunk a vezikuldk stabilitasarol. A
vezikulak a megfeleld olddszerben szuszpendalva Brown mozgast végeznek.

GoOmb alakot feltételezve a részecskékre jellemzé mozgékonysag a kovetkezd

Osszefliggéssel adhatd meg:
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u: részecskékre jellemzé mozgékonysag, . a kozeg viszkozitasa, I: a részecske sugara.

A DLS méréosszeallitaisban fényforrasként monokromatikus Iézerfényt
hasznalunk, amely leggyakrabban He-Ne, Ar, vagy szilardtest 1ézerek. A megvilagitast
kozben a részecskék altal szort fény intenzitasat (Jg,4,¢) detektaljuk.

8n*Na?
Jszére = Jo “RZ (1 + cos?0)

Jszore- @ szort fény intenzitasa, J,: a megvilagitd fény intenzitasa, N: részecskeszam,
a: polarizalhatosag, A: hullamhossz, R: a detektor tdvolsaga, 8: a detektalas szoge.

A részecskék Brown mozgasanak kovetkeztében a szort fény intenzitasa idébeli
fluktuaciét mutat. A véletlenszeri intenzitas-fluktuacié autokorreldciés fliggvényébdl
kiszamithat6 a vezikuldk hidrodinamikai sugara.

A DLS késziilék tovabbi fobb részei a lézer fényforras mellett: a minta
elhelyezésére szolgdld mintatartd, valamint a detektor. A detektor nagyon fontos része a

késziiléknek, ezért legtobbszor nagy érzékenységii, jo id6beli felbontasti detektorokat,

példaul fotoelektron-sokszorozot hasznalnak erre a célra (18, 19).
2.5.2. Lipidosszetétel vizsgalata kromatografiaval

Nagyon elterjedt analitikai moddszer, amely az anyagok elvalasztasara
hasznalhat6. A folyamat sordn valamilyen all6fazist — amely lehet oszlop vagy siklap
elrendezésti — és mozgofazist alkalmaznak — amely halmazallapotat tekintve tobbnyire

folyadék vagy gaz.
2.5.2.1. Vékonyréteg kromatografia (VRK)

Rendkiviil egyszerii, koltséghatékony és gyors modszer. Az allofazis egy
hordozodra van rogzitve, amely lehet mlianyag, aluminium vagy iiveg. Az allofazis anyaga
leggyakrabban szilikagél vagy aluminium-oxid. Normal fazist VRK esetén az allofazis
polaris és a mozgdfazis apolaris tulajdonaggal bir, mig forditott fazisi VRK esetén ezek
ellenkezdje figyelheté meg. A VRK foleg lipidek vagy a bezart hatéanyag mindségi
elvalasztasra és detektalasra alkalmazhatd, azonban a megfeleld szamitasok €s tovabbi

miiszerek bevonasaval jo kozelitéssel mennyiségi analizisre is alkalmassa tehet6 (20).
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2.5.2.2. Folyadékkromatografia (L.C)

A folyadékkromatografia soran a modszer elméleti hatterét az képezi, hogy a
liposzomak méretiik szerint, illetve a komponensek kiilonb6zé adszorpcios
tulajdonsagainak koszonhetden valaszthatoak el a megfeleld oszloptoltet segitségével. A
legegyszeriibb mérési eljarast képviseli ebben a kategéridban a méretkizarasos
kromatografia (Size Exclusion Chromatography, SEC). A megfeleld oszloptoltet
alkalmazaséaval a vezikulak méret szerinti elvalasztasa, illetve a liposzomakba bezart és a
be nem zart hatdéanyag elvalasztasa végezhetd el. A SEC-re alkalmazhato gélek kozé
sorolhatdak egyrészt a nagy porusatmérdji agaroz tipusa gélek (Bio-gel A150, Sepharose
2B, Sepharose CL-2B, Sepharose 4B és Sepharose CL-4B) és a keresztkotéseket
tartalmazo dextran gélek (Sephadex, Sephacryl S-1000). Az eluens ebben az esetben viz,
vagy valamilyen vizes puffer.

A nagy teljesitményli folyadékkromatografias eljarasok (High Performance
Liquid Chromatography, HPLC) a liposzomék és lipidkomponensek elvalasztasanak,
valamint mennyiségi és mindségi mérésének egy modernebb sokkal reprodukalhatobb,
gyorsabb modjat képezik, amely ezzel egyiitt nagyobb koltségigénnyel is jar. Az
elvalasztas alatt alkalmazott nyomas 400 bar, mig az ultra nagy teljesitményli
folyadékkromatografia (Ultra Performance Liquid Chromatography, UPLC) soran ez
1200 bar. A méret szerinti elvalasztasra alkalmas gélek a TSK tipust gélek, mint példaul
a GDNA PW, a G6000 PWXL és a G5000 PW. Az elvalasztast kovetben a HPLC
kombinalhato DLS, abszorbancia tovabba fluoreszcencia méréssel, amelyek segitségével
a bezarasi hatasfokot és a méret szerinti eloszlast is meg lehet hatarozni. Normal fazisu
(polaris) HPLC esetén szilikagél, mig forditott fazisu (apolaris) HPLC estében modositott
felszindi szilikagél toltetli oszlopokat alkalmaznak a liposzomak lipidosszetétel szerinti
elvalasztdsdhoz, amelyet a  kvantitativ és  kvalitativ  analizis  céljabol
tomegspektrometriaval (MS), infravoros spektroszkopiaval (IR) vagy magneses
magrezonancia  spektroszkopiaval ~ (Nuclear ~ Magnetic  Resonance, NMR)
kombindlhatnak. Az elvalasztds hatékonysagat a kovetkezd paraméterek befolyasoljak:
az allofazis és a mozgofazis térfogata, a komponensek megoszlasi hanyadosai, a
mozgofazis Osszetétele, az 4llofazis anyagi mindsége, a rendszerben uralkodo

homérséklet, nyomas, és az eluens aramlasi sebessége (21).
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2.5.3. Bezarasi hatasfok meghatarozasa

A bezarasi hatasfok pontos meghatarozasa egy gyogyszerszallitdé rendszer
esetében elengedhetetlen fontossagi paraméter. Liposzomak esetén a hatdéanyag fizikai,
kémiai profilja hatarozza meg, hogy a vizes fazisban vagy a lipid fazisban halmozodik-e
fel. A bezarasi hatasfok meghatarozasara tobb modszer ismert, amelyek k6zos alappillére,
hogy a be nem zart hatébanyag €s a bezart molekula egymastol elvalasztasra keriiljon.

Az elvialasztasra alkalmas mddszerek kozil a SEC mar emlitésre keriilt a 2.5.2.2. részben.
2.5.3.1. Méretkizarasos kromatografia (SEC)

Az elvalasztas soran egy olyan oszlopot alkalmaznak, amely meghatarozott
porusatmérdji géllel van megtoltve. A gél megvalasztasa fiigg az elvalasztandd anyagtol
¢és a vezikulamérettdl. A vezikularetenci6 elkeriilése végett célszerii az elvalasztasi 1épés
elétt az oszlop telitése iires liposzomakkal. Az elvéalasztas elve alapjan a nagyobb
atmérdvel rendelkez6 vezikuldk gyorsabban atjutnak az oszlopon, mivel nem képesek a
porusokba bejutni és ott elidézni, ellentétben a kis molekuldkkal, amelyek méretiikbol
adoddan csak késdbb jutnak &t az oszlopon. Ezaltal térben és idOben a bezart, és a
vezikuldkba be nem zart hatéanyag elvdlaszthatd egymastol. A koncentracid végso
meghatarozasdhoz az eludlodott mintdk spektroszkdpiai mérése sziikséges. A modszer

hatranya, hogy rendkiviil idéigényes (21).
2.5.3.2. Dializis

Az elvélasztasi folyamathoz sziikséges a liposzoma mintat tartalmaz6 dializalo
cella, amely egy membrannal van elvélasztva a puffert tartalmaz6 médiumtol. A membran
porusatmérdje tetszOlegesen megvalaszthatd a bezart hatdanyagtol fliggben. Az
elvélasztas azon elven alapul, hogy méretiiket tekintve a liposzomdk nem képesek atjutni
a dializal6 membranon, viszont a be nem zart molekulék atjuthatnak. A puffert tartalmazo
kiils6 kozegbdl (akceptor) rendszeres mintavételt kdvetden spektroszkopiai mérési
eljarasokkal meghatarozhaté az atjutott molekuldk koncentracidja. A mérési modszer
hatranya, hogy a megmért bezarasi hatasfok nem mindig tiikrozi a tényleges értéket,
mivel a dializis soran az elvalasztand6é molekulara nézve az egyensuly viszonylag lassan
all be a dializadl6 membran két oldala kozott, ezért az akceptor fazisbol a nem megfeleld

1d6ben vett és kiértékelt minta a bezarasi hatasfok ala- vagy tilbecsiilését eredményezi.
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Az egyensuly bedllta eldtt a mért bezarasi hatasfok kevesebb lesz mint a tényleges, mig
tulbecsiilve az egyensuly bedlltdhoz sziikséges idot a liposzomakba bezart hatébanyag
diffuzioja indulhat meg, aminek kdszonhetden a mért bezarasi hatasfok joval tobb lesz

mint a valdésagban (22, 23).
2.5.3.3. Centrifugalas

Nagy fordulatszamu centrifugélés soran a be nem zart molekuldk és a liposzomak
egymastol elvalaszthatoak. A folyamat eredményeként a liposzémak pellet formajaban
az edény aljan gylilnek Ossze, mig a be nem zart hatéoanyag a feliiluszoban lesz
megtalalhato. A folyamat hatranya, hogy idéigényes, gyakori a liposzomék deformécidja

és SUV-ok esetén az elvalasztas kis hatékonysagot mutat (22).
2.5.4. In vitro kiolddédasi vizsgalatok

A liposzomékba zart hatdéanyag kiolddédasa dializald celldban vizsgalhatd. A
dializis soran valtoztathato a kozeg pH-ja, homérséklete, kémiai Osszetétele, és
kvantitativen meghatarozhat6 e kiilsé hatasok befolyasa a kioldodas profiljara. A kozeg
paramétereinek a megvaltozasa kiilonosen fontos a trigger-szenzitiv liposzoméknal,
amelyek a bezart hatdanyagot egy adott kornyezeti trigger hatasara adjak le. Ugyanakkor
a dializdl6 membran relative kis felillete miatt, az in vitro egyensulyi dializissel
meghatarozott hatéanyag kioldodésa a nanorészecskékbdl lassabb, mint a valésagban
(22).

2.6. Liposzoma-sejt kolcsonhatas tipusai

Kis molekulak és sejtek kozotti kdlcsonhatas mindsége fiigg a molekuldk fiziko-
kémiai tulajdonsagaitol és a sejtek tipusaitol. Ezek alapjan a kis molekulak sejtek altali
felvétele torténhet egyszert diffazioval, facilitalt diffuzidval és aktiv transzporttal. Ezzel
szemben a gyogyszerszallito nanorendszerek nagyobb egységeket képviselnek, mint a kis
molekuldk. A megndvekedett felszin miatt a sejtek altali felvétel eltérd internalizald
mechanizmusok altal szabalyozott. A liposzomak sejtekkel valdo kolcsonhatasara
befolyassal van a sejtek tipusa, a liposzomak felszini toltése, a kettOsrétegek szama,
tovabba a nanorészecskék mérete és felszini szerkezete. A liposzomak elsd 1épésben
kitapadnak a sejt felszinéhez, amelyet a vezikuldk fizidja, lizise vagy a liposzoma és a
sejtmembran ko6zotti lipidkicserélédés kovet (24—26).
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A liposzémak leggyakrabban az endocitézis egyik formajaval keriilnek az

intracellularis térbe.
2.6.1. Fagocitozis

Nagyobb méretli vezikuldkra jellemzd, altalaban opszonizacié elézi meg a
szervezeten beliil. Féleg makrofagok és monocitak végzik a fagocitozist. A folyamat
soran képz6dd 0,5-10 pum atmérdjii fagoszoéma, késobbiekben a lizoszoémaval fhzional,

1étrehozva a fagolizoszomat (25, 27).
2.6.2. Pinocitozis

Olyan endocitotikus modszer, amelynek soran a sejt az extracellularis térbol vesz
fel egy kis mennyiségli folyadékot és az abban oldott kiilonféle anyagokat. Ezen kiviil
megfigyelhetd a kisméretli részecskék receptorspecifikus pinocitdzisa is. A pinocitdzis az
alabbi altipusokba sorolhato6 (25, 27):

Makropinocitozis

Nem receptor medialt felvétel. Gyakorlatilag minden sejtnél megfigyelhetd ez a
tipustt endocitozis, foleg a semleges toltéssel rendelkezd vezikuldk internalizdcidja
esetében. A vakudlumok sorsa a sejten beliil a késéi endoszoéméval vald fuzio, vagy
visszakerlilnek a sejtmembranhoz és azzal fuzionalnak (25, 27).

Klatrin-fiiggd endocitozis

Ez egy klatrin receptorok 4&ltal medialt internalizaciés mechanizmus. A
liposzomak kitapadnak a felszinhez, majd a sejtmembran felszinén 1év0 klatrin-1 fehérjék
polimerizalodnak, el6szor egy tireget alakitanak ki, majd lefiizodik ez a membranrész. A
100 nm koriili liposzémak tobbsége ezzel a modszerrel keriil be a sejtekbe. A
klatrinburkos vezikulak a korai endoszomaval fizionalnak vagy tartalmuk visszakertil az
extracellularis térbe (25, 27, 28).

Kaveola-fiiggd endocitozis

A kaveola fehérje altal medidlt, a klatrin-fliggd endocitézishoz hasonlod
energiaigényes folyamat, bar attol valamivel lassubb. Kaveolaburkos vezikulak jonnek
1étre, amelyek akar képesek meg is kertilni a korai endoszoméval valo fuzidt, 1étre hozva
ezzel a kaveoszomat, amely tobb kaveolaburkos vezikula egyesiilésével jon létre. A

60-80 nm koriili méreteloszlasu vezikulakra jellemz6 sejtfelvevé mechanizmus (25, 27).
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Specidlis receptorok dltal medialt internalizdcio

Ebben az esetben a liposzomak felszinére olyan molekulat kapcsolnak, amely
ligandum funkciét tolt be és specialisan képes kotddni a sejt felszinén talalhato
receptorahoz. Ilyen kapcsolt ligandum lehet, példdul a transzferrin, amely a
transzmembran glikoprotein tipusa transzferin receptorhoz kapcsolodik. A felszini
gliikozt tartalmazo liposzomak, a GLUT receptor ligandumai, ennek koészonhetéen a
vezikulak felhalmozodhatnak a tumor sejtekben, ugyanis a fokozott gliikkozfelhasznalas
miatt azok tobb GLUT receptort tartalmaznak, mint a normalis sejtek. Tovabba a
daganatos sejtek membranjaban nagyobb mennyiségben folsav receptorok is talalhatoak,
amelyek specialis liganduma a folsav. Ezért a felszini folsavat tartalmazé liposzomakkal

is célba vehetoek a tumoros sejtek (29).
2.7. Liposzomak alkalmazasa a gyégyaszatban
2.7.1. Liposzéomak a fert6zo betegségek kezelésében

A fertdz6 betegségek kivaltdi lehetnek: virusok, baktériumok gombdk és
parazitak. A tovabbiakban ezek koziil csak a bakterialis fertdzéseket emelném ki.

A nem patogén baktériumok megtaldlhatéak a talajban, vizben, levegében ¢és
fontos szerepet jatszanak az emberi szervezetben, példaul az egészségesen miikodo
bélflora kialakitasaban. A patogén baktériumok azonban szamos fert6zés okozoi,
amelyek antibiotikumos kezelés nélkiil akar haldlos kimeneteliiek is lehetnek. Az
antibiotikum kemoterapia elengedhetetlen alapfeltétele, hogy az alkalmazott vegyiiletek
szelektiven csak a baktérium sejtre fejtsenek ki karositdé hatdst ¢és megfeleld
koncentracioban legyenek jelen a fertdzés helyén. Jelenleg a rendelkezésilinkre alld
antibakterialis vegyiileteket tdmadaspontjuk szerint csoportositjuk. Ez alapjan a
hatéanyagok gatolhatjak a baktériumok szaporodasat vagy elpusztithatjdk a bakterialis
sejteket oly modon, hogy karositjak a bakterialis sejtmembrant vagy a bakterialis DNS-t,
valamint gatolhatjak a bakterialis fehérjeszintézist. A baktériumok tobbsége rendkiviil
alkalmazkodonak bizonyult a karositd hatdsokkal szemben, és szamos antibiotikumra
nézve fejlodott ki rezisztencia. A rezisztencia kialakulasdhoz tovabba hozzajarulhat a

felel6tlen antibiotikumhasznalat és a nem megfeleld beteg-egyiittmiikodés (compliance).

24



Az antibiotikumok liposzomakba csomagolasanak az elénye az, hogy célzotta tehet6 az
antibakteridlis terdpia, aminek kovetkeztében a mellékhatdsok megjelenése mérséklddik,
tovabba megfeleld koncentracid érhetdé el a gyogyszermolekulak szdmdara nehezen
megkozelithetd helyeken is. Leggyakrabban azokat az antibiotikumokat zarjak
liposzomakba, amelyek biohasznosithatosaga nem kielégité a terapia szempontjabdl,
vagy pedig az alkalmazas sordn a dozistdl fiiggd, karos mellékhatasok jelentkeznek. Az
Eurépai Gyogyszeriigynokség (EMA) altal mar jovahagyott készitmény az Arikayce,
amely amikacin hatéanyagot tartalmaz 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-foszfatidil-kolinbol
(DPPC) és CHOL-bol készitett liposzomakban. Orphan drugként van szamontartva. Az
orphan drug-ok olyan gyogyszerek, amelyeket ritka betegségek megelézésére, kezelésére
vagy diagnozisara hasznalnak. A ritka betegségek a Fold lakossdganak mintegy 6-8 %-at
érintik, prevalenciajat tekintve az Eurdpai Unidra nézve ez 5/10 000, mig az USA-ben ez
6,4/10 000 eset (30). Az Arikayce f6 indikacioja olyan pulmonalis fertézések kezelése,
amelyet a Mycobacterium avium complex altal eléidézett patogének okoznak, cisztas
fibrozissal nem rendelkez6 paciensek esetében. A készitményt inhalalva kell alkalmazni.
Kutatasok folynak olyan liposzomaba zart készitményekkel, amelyek ciprofloxacint
tartalmaznak a Klebsiella pneumoniae vagy Sterptococcus pneumoniae altal okozott
tiidot érintd bakterialis fertézések kezelésére. A baktériumok altal kialakitott ellenalld
réteg, a biofilm képzddés megakadalyozdsa és megsziintetése is lehetdveé valik a
liposzomak segitségével. Leggyakrabban a kovetkezd baktériumok alakitanak ki
biofilmet a szajban, a boérdn és a gydgyaszatban hasznalt kiilonboz6 eszkdzok feliiletén
(katéter): Streptococcus oralis, Streptococcus sanguis, Streptococcus gordonii,
Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius, Staphylococcus epidermidis, Proteus
vulgaris. Liposzomakba zart fluorokinolon és aminoglikozid, valamint béta-laktam
antibiotikumok igéretes konstrukcioknak bizonyultak ezekkel a korokozokkal szemben.
A mobdositott nano-gyodgyszerszallito rendszerek alkalmazhatoak intracellularis
korokozoknal is, mint példaul a Mycobacterium tuberculosis altal okozott tuberkulozis
(TBC) kezelésére, ahol a makrofagon beliil elhelyezkedé baktérium sejtek nehezen
érhetéek el az alkalmazott antibiotikumok szamara (31, 32).

A mikdzisok kialakulasahoz szamos hajlamosito tényez6 vezethet, mint példaul a

magas életkor, immunhianyos allapotok, immunszuppressziv gyogyszeres kezelés. A
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gombas fertdzések egyik legsulyosabb formai a szisztémds mikoézisok, ahol a belsd
szervek gombds fert6zése figyelhetd meg. A korkép kezelés hidnydban fatalis
kovetkezményekkel jarhat a betegekre nézve. A szisztémas gombas fertdzések kezelésére
leggyakrabban alkalmazott gombaellenes szerek k6z¢ sorolhatd az amphotericin B, és az
azol tipusu vegyiiletek (flukonazol, itrakonazol). Az amphotericin B szerkezetét tekintve
egy makrociklikus lakton amfifil tulajdonsaggal. Farmakokinetik4ja meglehetdsen rossz,
foként nagy molekulatomege, kis permeabilitasa és alacsony szolubilitisa miatt. Az
amphotericin B hatdsmechanizmusa annak kdszonhetd, hogy képes a gombak sejtfalaban
talalhatd ergoszterinhez kotddni, és kilyukasztja a sejtmembrant, ami a gombasejt
pusztulasahoz vezet. Fungicid és fungisztatikus hatassal is rendelkezik, a hatas helyén
elért koncentréaciotol fliggden. A gombdk sejtfalat alkotd ergoszterin nagyon hasonlé a
human sejtekben talalhato6 CHOL molekuldhoz, ezért az amphotericin B ehhez is kotddik
valamilyen mértékben, amely a terdpia soran megjelend mellékhatasok kialakuldsaért
felel6s. Az amphotericin B fobb mellékhatasaiként megemlithet6: a nefrotoxicitas,
kardiotoxicitas, trombocitopénia és a neurotoxicitas. Az amphotericin B molekula
liposzomakba csomagoldsa soran novelhetd a szelektivitds mértéke, ¢és ezaltal
csOkkenthetd a konvenciondlis terapiat kiséré karos mellékhatdsok megjelenése. 1995-
ben keriilt bevezetésre az elsd liposzomas amphotericin B készitmény Abelcet® néven. A
liposzomak DMPC és DMPG lipidekb6l allnak 7:3 aranyban. 1997-ben hoztak
forgalomban az Ambisome® készitményt, amely HSPC-t, CHOL-t, DSPG-t és
amphotericin B-t tartalmaz 2:1:0,8:0,4 aranyban. Az Abisome® készitmény a kis atméré;jii
vezikuldknak és a CHOL membranstabilizdld hatdsanak koszonhetden, hosszabb
keringési idovel és jobb vezikulastabilitassal rendelkezik. 1996-ban keriilt
engedélyezésre az FDA altal az Amphotec® liposzomas készitmény. Osszetételét tekintve
CHOL-szulfat és amphotericin B elegyébdl allo 100 nm alatti atmérdjii kis unilamellaris
vezikulakat tartalmaz6 liposzomas gyodgyszerforma. A liposzoémdkba csomagolt
amphotericin B farmakokinetikéjat tekintve szignifikansan jobbnak bizonyult a szabad

hatéanyaggal szemben és a mellékhatasprofilja is nagymértékben javult a terapia soran
(33, 34).
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2.7.2. Liposzomak a daganatos betegségek kezelésében

A daganatos betegségek kezelése szamos kihivassal allitja szembe a
szakembereket, foként a tumorok diverzitasanak és a daganatellenes szerek mérsékelt
szelektivitasabol adodo mellékhatasoknak koszonhetden. Az alternativ gyogyszerszallito
rendszerek a daganatellenes szerek farmakodinamikai és farmakokinetikai profiljat
javithatjak. A nanogyogyszerek segitségével novelhetdé a tumorellenes szerek
szelektivitasa, és ezaltal csokkenthetd az egészséges sejteket is érintd karos hatasok
megjelenése. A daganatellenes kemoterapia szempontjabdl mérfoldkonek szamitott az
FDA 4ltal 1995-ben jovahagyott Doxil® fantazianevii DXR tartalmu liposzomaba zart
nanogyogyszer. A vezikula HSPC, CHOL és DSPE-hez kapcsolt MPEG 56:38:5
molaranyt elegyébdl all. Az aktiv betoltéses technikanak koszonhetéen a 80-100 nm
atmérdji liposzomak DXR tartalma meghaladja a 90 %-ot, amely a liposzoma belsejében
precipitalt formaban talalhaté meg. A pegilalt felszin a liposzomak hosszabb keringési
idejét eredményezi. A Doxilt® intravénasan alkalmazzak, indikaciojat tekintve
ovariumkarcindmaban és AIDS okozta Kaposi szarkdmaban. A Doxillal® végzett terapia
soran a betegek kevesebb mellékhatasrél szamoltak be, foként a DXR okozta
kardiotoxicitas csokkent szignifikdnsan. A DaunoXome® liposzémaba zart készitményt
1996-ban engedélyezték az AIDS okozta Kaposi szarkoma kezelésére. A vezikuldk a
daunorubicin (DNR) hatéanyagot tartalmazzak, amely egy DXR-hez hasonlo, ugyancsak
antraciklin-glikozid vazzal rendelkez6 vegyiilet, amely interkalacio révén képes
karositani a DNS-t. A liposzomék a kovetkezd molaranyu Osszetétellel rendelkeznek:
DSPE:CHOL:DNR, 10:5:1. A vezikulak atlagos atmér6je 45 nm, amelynek kdszonhetéen
kevésbé felismerhetéek a RES szamara. A liposzomaba zart gyodgyszerkészitmény
farmakokinetikaja jobbnak bizonyult a szabad molekulaval szemben, ugyanis a
gyogyszer felezési ideje a korabbi 0,77 érahoz képest 4-5,6 orara novekedett (34).

A Depocyt® készitmény citarabint tartalmaz, amely DepoFoam® technoldgiaval
készilt lipidalapt multivezikularis rendszer és alkalmas hidrofil molekuldk viszonylag

nagy hatékonysagl bezarasara és a nyujtott hatdéanyag-leadasra.
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liposzomak (C) vazlatos és elektronmikroszkoppal készitett képe (35).

A DepoFoam® rendszerek 1-100 pm mérettartomany kozott eléforduld multivezikularis
vezikuldk (4. abra). Méretiiket tekintve joval nagyobbak, mint az unilamellaris vagy a
multilamellaris liposzomak. A Depocyt® DOPC és DPPG biodegradabilis lipidekbél all,
amely a hatdanyag kioldodasat kovetden lebomlik a szervezetben. A Depocyt®
gyogyszert neoplasztikus meningitis kezelésére hasznaljak intratekalis uton. A citarabin
felezési ideje a Depocytnak® koszonheten 3 orardl (36) 141 orara emelkedett, amely
kedvezOnek bizonyult a gyogyszer hasznosithatosagat és a mellékhatasokat tekintve (34).

A Mepact® nanogyogyszer 2004-ben keriilt forgalomba az EMA 4ltal, mint
orphan drug, nem-metasztatizald osteosarcoma kezelésére gyermekeknél, serdiiléknél és
fiatal felnétteknél. FO hatdoanyaga a mifamurtide vagy masnéven muramil-tripeptid-
foszfatidil-etanolamin, amely a Mycobacterium fajok sejtfalaban eléforduld muramil-
dipeptid szintetikus szdrmazéka. Hatasat tekintve immunstimulalé szerepet tolt be, amely
a szervezetben lévé makrofagokat, monocitakat és dendritikus sejteket aktivalja a
sejteken talalhatd6 NOD2-receptorhoz kapcsolodva. Az aktivacio kovetkeztében
interleukinek és tumor nekrdzis faktorok termelddnek a makrofagok altal, amelyek
képesek elpusztitani a tumoros sejteket, mig az egészséges sejteket nem karositjak. A
liposzomak DOPS-t és POPC-t tartalmaznak 3:7 molaranyban. Méretiiket tekintve

100 nm alatti multilamellaris liposzémak (34).
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2.7.3. Liposzomak szerepe a vakcinacioban

A vakcindk segitségével lehetévé valt az emberiség szamara a kilonféle
betegségek, fertézések megel6zése. A liposzomak egyrészt, mint szallitd rendszerek
jatszanak fontos szerepet a vakcinacidban, ugyanis a segitségiikkel kisebb
peptidek/protein antigének, mRNS, DNS szadrmazékok szallithatdoak a szervezetben
anélkiil, hogy gyors eliminaciojukra vagy lebomlasukra keriilne sor a gazdaszervezetben,
masrészt a vezikuldk lipidosszetételiiknek, felszini toltésiiknek, membran rigiditasuknak
¢és méretiiknek koszonhetden fontos immunmodulans szerepet toltenek be.
tartalmazo véddoltasok. Jelenleg azonban az alegység vakcindk kertiltek a fokuszba,
amelyek a fertdzés szempontjabol 1ényeges peptid antigént vagy az ezt kddold6 RNS, DNS
régiot tartalmazzak. Szamos elOnyiikk kozé sorolhatd a jobb definidlhatdsag,
kontrollaltabb és gyorsabb eldallitds, nagyobb hatékonysag. A liposzémak képesek
aktivalni mind a sejtes mind az antigén immunvalaszt a helper T-sejtek (Tn1 és a Th2)
aktivaciojaval (37, 38).

2019 decemberében kezd6dott Wuhan-ban, az azoéta globalissa fejlodé COVID-
19 pandémia, amelynek kivaltasaért a SARS-CoV-2 virus felelds. A fert6zés egyénenként
valtozo lefolyasu lehet, €s a betegség sulyossagat befolyasolja a szervezetbe jutott virus
koncentracidja is. A COVID-19-ben eddig tobb szazmillié ember fertdz6dott meg €s
jelenleg tobb mint 5 millio halalos aldozatot szamlal (39). Univerzalis kezelés és
gyogyszer, jelenleg nem all rendelkezésiinkre, ezért a legjobb stratégia a virussal szemben
a védekezés, amelyet a véddoltasokon keresztiil érhetlink el. 2020. december 21-én a
BioNTech/Pfizer altal kifejlesztett Comirnaty (40) nevii mRNS vakcina, 2021. januar 6-
an pedig a Moderna (Spikevax) (41) mRNS vakcinaja kapott forgalomba hozatali
engedélyt az EMA-t6l. Az mRNS-t 6nmagaban a szervezet gyorsan elbontja, illetve
elimindlja ezért az mRNS szallitasat €s a sejtekbe juttatdsat lipidalapti nanoszallitd
rendszerekkel oldjak meg. Mivel az mRNS negativ toltést, pozitiv toltésli lipidek
szlikségesek a molekula bezarasahoz, amelyek alkalmazisa nagy kihivast jelentett a
fejlesztok szamara a kationos lipidek toxicitdsa miatt. Az ALC-0315 egy funkcionalis
kationos lipid, amely a formulalés soran adott pH-n pozitiv toltéssel rendelkezik és képes

az mRNS-t kotni. Az ALC-0159 egy pegilalt lipid, amely elmaszkirozva a nanovezikula
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felszinét, megakadalyozza a nemspecifikus proteinekhez valo kotddését, ezaltal biztositja
az mMRNS-t tartalmazd vezikula hosszabb keringési idejét. A vezikuldk tartalmaznak
ezenkiviil még CHOL-t és DSPC-t, ez utobbi egy ikerion tulajdonsaggal rendelkez6
semleges toltésti lipid. Szerepiik a membrankettésréteg kialakitasa, stabilizalasa és a
kompatibilis a szervezettel és nem 0koz toxikus mellékhatasokat, ugyanakkor képes
betdlteni a funkciojat, azaz a koronavirus tiiskefehérjét kodol6. mRNS molekulat a
sejtekbe bejuttatni, és kiszabaditani a vezikulakbol. Ezt kovetden a sejt mar legyartja az
mRNS altal kodolt tiiskefehérjét és prezentalja azt az immunsejteknek a szervezeten
beliil, hogy az esetleges fertdzés soran sikeresen eliminalja a test szdmara idegen
virusokat (40). A Spikevax vakcina hasonld elgondolason alapul, mint a Comirnaty.
Osszetételét tekintve a kovetkezd alkotdelemekbdl all: SM-102, CHOL, DSPC és DMG-
PEG2000. Az SM-102 egy nemrégiben szintetizalt ionizalhat6 tulajdonséggal rendelkez6
lipid, amely kationos formaban megkoti az mRNS-t, és az igy 1étrejott semleges forma
mar kompatibilis a szervezettel (40-42).

Az Infexal® V Berna lipid alapu influenza elleni véddoltas 1997-ben keriilt
forgalomba elsdként Svajcban. Az Infexal® V egy haromértéki alegység vakcina, amely
a HIN1, H3N2 és influenza B t6rzsbdl szdrmazo hemagglutinin (HA) és neuroaminidaz
(NA) antigéneket tartalmaz. A lipidkettoréteg foszfatidil-kolin ¢és foszfatidil-szerin
lipidekbdl all, illetve, HA és NA virus antigének vannak a membranba agyazva. Az igy
kialakitott egységet viroszomanak nevezziik. A viroszomak atlagos atmérdje 150 nm. A
Klinikai vizsgalatok és a forgalomba hozatal 6ta gyijtott adatok alapjan az Infexal® V
hatékony eszkoznek bizonyult a fertézés megeldzését illetden (43).

Mosquirix™ az els6 malaria ellenes véddoltds, amely 1ényegében egy egyértékii
rekombinans fehérjét tartalmaz6 alegység vakcina. A véddoltas a Plasmodium falciparum
cirkumsporozoita (CPS) fehérje egyes epitdpjait tartalmazza hepatitis B virus antigénnel
fuzionaltatva. A CPS fontos szerepet t6lt be a sporozoita majba jutasahoz, amelyre a
malariat hordozo szinyog Csipését kovetden keriil sor. Adjuvansként liposzoma alapt
rendszert alkalmaztak. A liposzomak készitéséhez DOPC lipidet és CHOL-t hasznaltak,
az adjuvans szerepét pedig az ASO1 toltotte be, amely MPL-b61 és QS-21 szaponinbol
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all. A Mosquirix™ vakcinat hasznaljak mind feln6ttek, mind gyerekek immunizalasahoz

az endémias teriileteken (44, 45).
2.8. Liposzomak mint modellmembranok

A sejt az €16 szervezet legkisebb onalléan miikodo egysége, amelyet sejtmembran
vesz kortil. A sejtfal szerkezetét tekintve foszfolipid kettdsrétegbdl all. A fehérjék ebben
a kettosrétegben foglalnak helyet, mintegy beleagyazva a sejtfalba. Ugyanakkor a sejtfal
és azok fehérje komponensei, a Singer-Nicolson modell szerint, egy dinamikusan valtozo
rendszer, amely lehetové teszi a sejt alkalmazkodasat a megvaltozott kornyezettel
szemben. A sejtfal szerepe egyrészt az intracellularis kozeg védelme, masrészt a
kapcsolatteremtés is az extracellularis kornyezettel. A liposzémak a sejtekhez képest
egyszerlibb rendszereknek tekinthetdek, ezért alkalmasak a bioldgiai membranok
modellezésére. Liposzomak segitségével vizsgalhatoak a sejtet, illetve a sejtfalat érd
kiilonboz6 fizikai/kémiai hatasok, és azok rovid és hosszutavia kovetkezményei, tovabba
modellezhetéek a gyogyszermolekulak membranokkal vald kolcsonhatasai. Kiilondsen
fontos ez a gyogyszerfejlesztés soran, ahol a kolcsonhatas tipusa befolydssal van a
gyogyszermolekula abszorpcidjara és disztribliciojara, és ezaltal a hasznosithatosagara is
(46, 47).

A modellmembranok segitségével tanulmanyozhatoak a sejtekre hatd oxidativ
stressz mechanizmusai és kovetkezményei. Fiziologias, illetve patologias koriilmények
kozott a lipidperoxidacid okai a kovetkezOk lehetnek: sugarbehatds, klorozott
szénhidrogén szarmazékok okozta toxicitds, mutagenezis, karcinogenezis, és a Sejt
oregedése, sth. Az oxidacio altal kivaltott lipidkarosodas leggyakrabban a telitetlen
lipideket érinti. A folyamat egy lancreakcioként irhato le, amelynek els6 lépése, hogy a
kivalto tényezOk hatdsara, példaul fény, magas hdmérséklet vagy enzimatikus aktivitas, a
zsirsavak elektronleadas vagy elektronfelvétel soran szabad gyokoket hoznak 1étre, amely
oxigéngazdag kornyezetben peroxid képzddést idéz eld, amely jabb lipideket képes
oxidalni (47). A szabadgyokok (ROS) altal okozott oxidativ karosodast a tudomanynak
sikeriilt orvosi szempontbol hasznossa tennie. A fotodinamikus terapia (PDT) soran
daganatos sejtekbe vagy baktériumok altal kialakitott biofilmek helyére, fényre érzékeny
molekulakat juttatnak, ezeket nevezziik fényérzékenyitd anyagoknak, amelyek normal

koriilmények kozott nem rendelkeznek toxikus hatassal, azonban egy adott hullamhossz

31



fénnyel megvilagitva, a fotokémiai reakcié soran ROS képzdédik, amely karositva a
sejtmembrant a bakterialis vagy a daganatos sejtek pusztulasahoz vezethet. Ily médon az
alkalmazott terapia lokalizalhato és szelektivvé tehet6 (48). A leggyakrabban eléforduld
fényérzékenyitd anyag a porfirin vagy a molekula modositasaval keletkezé porfirin
szarmazékai. Kutatocsoportunk egyik kutatasi teriilete mezoporfirin szarmazékok
membranhoz val6 kotddésének, illetve a membran-kornyezetben valé elhelyezkedésének
jellemzése; a besugarzas hatasara képzodé ROS kimutatasa, valamint mennyiségének
meghatarozasa; tovabba kozvetlen sejtmembrant karositd hatasanak igazolasa. Ebben a
munkaban modellrendszerként kiilonb6z6 liposzomakat hasznaltunk (49). A klinikai
gyakorlatban alkalmazott, jelenleg is forgalomban 1évé porfirin szarmazékok a
kovetkezok: a Photofrin® (nyelécsé és tiidokarcinoma), a Foscan® (fej és nyaki

daganatok), tovabba a Veteporfin® (makula degeneracio) (48).
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3. TBC

A TBC cseppfertdzéssel terjedd betegség, amelyet a Mycobacterium tuberculosis
baktérium okoz. A Mycobacterium tuberculosis palcika alak(, néha elagazé fonalakat

alkoté (5. abra), lassan novo, vastag ellenallé sejtfallal rendelkez6 korokozo (50).

5. dbra: Mycobacterium tuberculosis pdsztdzo elektormikroszkoppal készitett képe,

13000 nagyitas. Forras: © S. Homolka, Research Center Borstel, Leibniz Lung Center

Prevalencidjat tekintve a Fold lakossaganak mintegy egynegyede fert6zott TBC-
vel. Annak ellenére, hogy a TBC kezelhetd, évente mégis tobb mint 1 millié haldlos
aldozatot regisztralnak. A WHO 2020-as adatai szerint a haldlozasi arany tovabb
novekedett a COVID-19 fertdzés terjedésének kovetkeztében. A meglehetésen hosszu
kezelési id6, amely a legjobb kimenetel esetében is minimum fél év, komoly anyagi, testi
és szellemi megterhelést jelent a betegek szamara (6. abra) (51).

A HIV fert6zott személyeknél meglehetdsen nagy kihivast jelent a TBC kezelése
az antiviralis gyogyszerek és az antituberkulotikumok interakcidja, valamint az ebbol
adodo mellékhatasok miatt. A HIV/TBC koinfekcié a WHO 2020-as jelentése szerint kb.
208 000 ember halalat okozta. Ebbdl adédéan a TBC komoly veszélyt jelent a HIV
betegkre nézve, ugynis a TBC fert6zés az egyik vezetd halalok ebben az esetben. (51).
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3.1. Epidemioldgia
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6. dbra: A TBC esetszamainak alakulasa az évek fiiggvényében (51).

A TBC az egyik legdsibb fert6z0 betegség, amely betegség eradikaciojat a WHO
mar tobb évtizede célul tlzte ki. 2019-ben mintegy 10 millio ¢j TBC fertézottet
regisztraltak, féleg India, Indonézia és Kina teriiletén. A COVID-19 fertézés extrém
gyors terjedése a vilagban torzitotta az wjabb TBC statisztikdkat is. A hianyos
adatszolgaltatas 25-30 %-0s visszaesést okozott a bejelentett (detektalt és a kezelt)

esetszamokban (51).
3.2. A TBC fajtai és kemoterapiaja

Anatdmiai szempontbdl a TBC pulmonalis €s extrapulmonalis csoportra oszthato.
A kezelés szempontjabdl elsddlegesen fontos tisztdzni, hogy a TBC milyen
gyogyszerekre érzékeny, az alkalmazott gyogyszerekre nem érzékeny, azaz rezisztens

torzseket, valamint latens TBC-t.
3.2.1. Gyogyszer-szenzitiv TBC

A gyodgyszerekre jol reagaldo TBC kezelésének a protokollja kozel 35 éve nem
valtozott. A kezelés iddtartama atlagosan 6-12 honap, ami személyenként nagy
variabilitdst mutat. Itt elsdsorban elsdvonalbeli szerek kombinacioit alkalmazzék:

izoniazid (INH), rifampicin (RIF), etambutol (EMB) és pirazinamid (PZA). A vegyiiletek
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szerkezeti képleteit a 4. tablazat foglalja 0ssze A klasszikus TBC terdpia két részre
0szthato:

1). Intenziv fazis (2 honap): INH, RIF, EMB, PZA;

2). Fenntart6 fazis (4 honap): INH, RIF (52).

Az intenziv fazisban a kezelés f6 célja a gyorsan szaporodd baktériumok
elpusztitasa és a fertdzEés transzmisszidjanak a megakadalyozasa. A fenntarté fazisba

pedig az alvo baktériumokra hatva a visszaesés elkeriilése az elsddleges szempont (53).

4, tablazat: A TBC kezelésére hasznalt elsovonalbeli antibiotikumok.

Molekulaszerkezet Név
y Izoniazid
° N\NH2
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3.2.1.1. Izoniazid (INH)

Az o0sztdédd baktériumokra baktericid, mig a nyugvo korokozokra
bakteriosztatikus hatast fejt ki. Az INH egy prodrug!, amely diffuzié utjan jut be a
baktériumba, majd ott a Mycobacterium tuberculosis altal termelt KatG (katalaz-
peroxidaz) aktivalja (7. abra). Az aktivalt forma tobb ponton gatolja a mikolsav szintézist,
amely lipid fontos alkotdeleme a baktérium sejtfalanak (54). Az INH MIC értéke:
0,02-0,2 ug/ml. RIF-fel, EMB-vel és PZA-val kombinacidoban alkalmazzak a rezisztencia

elkeriilése végett. Szajon at adagolva gyorsan felszivodik. A szervezeten beliil az N-acetil

\ KatG \

N

/ /
N
7. abra: Az INH aktivacioja a KatG enzim dltal a hatast kifejté formava (54).

transzferdz enzim bontja és mivel ennek az enzimnek a miikddése egyénenként nagy
variabilitast mutat ezért a vérszintje és a felezési ideje személyenként szintén valtozhat.
A kaukazusi €s afro-amerikai népcsoport 40-70 %-anal kevésbé miikkddik ez az enzim,
ezért 0k a lassu acetilalokhoz sorolhatoak. Ebbdl kifolyolag az INH terapija sordn
szlikséges a majenzimek folyamatos monitorozasa és amennyiben a helyzet megkivanja
a dozis moddositasa. Paracetamollal, valamint alkohollal alkalmazva noveli a

majkarosodas esélyét (55).

! Prodrug: a gyodgyszer molekula az adott formajaban nem rendelkezik terapias hatdssal, hanem a
szervezeten belill bizonyos enzimek hatasara aktiv formava metabolizalodik.
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3.2.1.2. Rifampicin (RIF)

Hatésat tekintve a bakteridlis DNS-fliggd RNS-polimerazt gatolja. Mind a
gyorsan szaporodd, mind az alvo TBC baktériumokra, illetve az intracellularis
korokozokra is baktericid hatast fejt ki. Alkalmazhat6 szajon keresztiil és intravénasan is.
A RIF 6sszességében jol toleralhatd antibiotikum. Mellékhatasként gyakori a testnedvek
elszinez6dése ¢és a hepatotoxicitas. Hosszabb ideig adagolva eléfordulhatnak
talérzékenyégi reakcidk, mint kiiités, trombocitopénia €s vesekarosodas. Indukalja a
CYP3A4 enzim miikodését, aminek kovetkeztében erdsen modosithatja tobbek kozott az
antiaritmias, gombaellenes és HIV-fertézésben alkalmazott antiviralis gyogyszerek

hatasat (56).
3.2.1.3. Etambutol (EMB)

Az arabinogalaktan szintézist gatolva megakadalyozza a baktérium sejtfal
felépiilését. Csak kombinacidoban alkalmazhat6. Potencirozza az INH hatasat, azaz
egylittes alkalmazasukkor nagyobb hatés alakul ki, mint az kiilon-kiilon varhaté lenne.
Az alkalmazott dozisban féleg bakteriosztatikus hatést fejt ki. Szajon at alkalmazva jol
felszivodik. Alkalmazasa fokozott eldvigydzatossdgot igényel a dozistol fiiggd

mellékhatasai okan, amely féként az oculotoxicitas és az ototoxicitas (57).
3.2.1.4. Pirazinamid (PZA)

A nikotinamid alapvazzal rendelkezé pirazin analdog. Hasonléan az INH-hoz
prodrug. A PZA-bol pirazinsav keletkezik a savas pH hatasara, és 1ényegében ez a forma
fejti ki a baktériumellenes hatast. Monoterapiaban alkalmazva tobbnyire hatastalan, ezért
adagolédsa csakis kombinacioban javasolt az elsdvonalbeli antituberkulotikumokkal.
Mind baktericid mind bakteriosztatikus hatassal is rendelkezik. A PZA fontos szerepet
koszonhetden csokkenthetd a TBC terapiaja 6 honapra, valamint megel6zhetd a relapszus
kialakulasa. Etkezés utani bevétellel hasznosul a legjobban. Maj- és vesefunkci6

csokkenés soran az alkalmazott dozis modositsa sziikséges (55, 58).
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3.2.2. Latens TBC kezelése

Latens TBC-rdl akkor beszéliink, ha az adott személy TBC fert6zésen esett at, de
nem alakult ki a TBC klinikai manifesztacidja. A latens TBC az esetek 5-10 %-aban aktiv
fert6zéssé progredial. Diagnosztizalasara kordbban a tuberkulin bérprobat alkalmaztak,
amely ma mar csak korlatozottan alkalmazhatd, mivel a BCG oltason atesett személyek
gyakran fals pozitiv eredményt mutatnak. Jelenleg az interferon-gamma tesztet
alkalmazzak, amely a Mycobacterium tuberculosis altal termelt antigének hatasara a T-
sejtekbdl felszabadult interferon-gammat mutatja ki. Ez merdben eltér az oltds soran
alkalmazott Mycobacterium bovis antigénjeit6l, igy az esetleges TBC-elleni oltas nem ad
alpozitiv eredményt, és immunszuppresszalt betegeknél is alkalmazhatd. Hatranya az
eszkozigény miatti magasabb koltség.

A WHO ajanlasai szerint a latens TBC az alabbi gyogyszerekkel kezelhetd:

o INH naponta, 6 vagy 9 honapig;
. INH-+rifapentin heti egyszer, 3 honapig;
. INH+RIF naponta, 3 hénapig;

. RIF naponta, 3-4 honapig (51).
A leggyakrabban alkalmazott az INH monoterdpia, azonban a toxikus
mellékhatasok és a rossz toleralhatosag miatt a rovidebb ideig alkalmazott

INF+RIF/rifapentin vagy a RIF monoterapia kedvez6bb kimeneteli (59).
3.3. Rezisztencia

A TBC helyzet sulyossagat tovabb noveli a rezisztens torzsek megjelenése. Az
ilyen megbetegedésekhez tartoz6 esetszamot 2019-ben tobb mint 500 000-re becsiilték.
A legtdbb rezisztens esetszamot Indidban, Kindban, Oroszorszagban, valamint az egykori
Szovjet tagallamokban, példaul Ukrajnaban regisztraltak. A kezelt betegek 17,7 %-anal
volt megfigyelhetd a rezisztencia valamilyen formaja (51).

3.3.1. A rezisztencia tipusai

e Monodrug rezisztencia: a TBC baktérium egyféle gydgyszerre rezisztens.
e Polidrug rezisztencia (PDR-TBC): az adott TBC baktérium tobb mint 1
gyogyszerrel szemben ellenalld, de nem rezisztens egyszerre az INH-ra és a RIF-

reis.
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e Multidrug rezisztencia (MDR-TBC): az adott kérokozoé mind RIF-re, mind az
INH-ra nézve rezisztens.

e Pre-extenziv rezisztencia (pre-XDR-TBC): a rezisztencia azon formaja, amikor a
koérokozoval szemben mind az INH, mind a RIF hatastalan, illetve ezen kiviil
valamilyen fluorokinolonnal vagy masodvonalban alkalmazott intravénas
aminoglikoziddal (kanamycin, capreomycin) szemben is ellenallo.

e Extenziv rezisztencia (XDR-TBC): A rezisztencia legstlyosabb formaja, amikor
a RIF és az INH mellett rezisztencia alakul ki a masodvonalban alkalmazott
fluorokinolonok, valamint legalabb az egyik parenteralisan alkalmazott

aminoglikoziddal (amikacin, kapreomycin vagy kanamycin) szemben is (60).
3.3.2. Gyogyszerrezisztens TBC kezelése

Az intravénasan hasznalt aminoglikozidok, mint példaul a kanamycin és a
capreomycin hattérbe szorultak, jelenleg foként a szdjon 4t alkalmazhato
antibiotikumokat preferdljak az ajanlasok. Miutdn a rezisztencia adott formaja
megallapitasra kertilt, a WHO legfrissebb ajanlésa szerint az elsddlegesen valasztandd
szerek:  fluorokinolonok (levofloxacin, moxifloxacin), bedaquilin, linezolid.
Maésodsorban valasztandé gyogyszerek kozé sorolhatdak: clofazimine, cycloserin vagy
terizidone, delamanid, EMB, meropenem. A kezelés soran legalabb 4 gydgyszer
kombinaciojat alkalmazzak, miutan tesztekkel igazoltak, hogy melyik vegyiiletre
érzékeny a korokozo. Megkiilonboztetiink hosszt, illetve rovidebb lefolydsu kezelést. A
hosszabb kezelés soran akar 24-60 honapig is sziikséges a terapia alkalmazésa, mig a
rovidebb opcid soran 9-12 honapig tart a kezelés. A hosszu terdpia soran 6 honapig
legalabb 4 fent emlitett gyogyszer kombinaciojat alkalmazzdk, amit 18-20 honapos
kezelési iddszak kdvet, amely soran 3 gyogyszert alkalmaznak egyiittesen. A rovidebb
idejli kezelés csak akkor alkalmazhatd, ha az adott betegnél tesztekkel igazoltak a
baktériumnak a fluorokinolonokra vald érzékenyégét. A rovidebb terdpia soran a
gyogyszerek kovetkez6 kombinacidjat alkalmazzdk: 4-6 hoénapig moxifloxacin,
amikacin, ethionamid, clofazimine, nagy dozisi INH, PZA és EMB, majd ezt kovetden

még 5 honapig moxifloxacin, clofazimine, PZA és EMB (60).
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3.3.3. Uj TBC-ellenes gyégyszerek

5. tablazat: A TBC kezelésére hasznalt uj gyogyszerek.

Molekulaszerkezet Név
Bedaquilin
Delamanid
OCF3
OCF, Pretomanid
‘O\/©/
N -
ozNﬁ/j
N™ >0

3.3.3.1. Bedaquilin

Gatolja a Mycobacterium tuberculosis ATP-szintaz proton pumpajat, és ezaltal a
fontosabb anyagcsere-folyamatokat is. Diarylquinoline szerkezettel rendelkez6 molekula
(5. tablazat), amelyet az FDA engedélyezett 2012-ben, az EMA pedig 2014-ben (61) a
TBC kezelésére. Ezt az antibiotikumot is kombindcidban célszeri alkalmazni.
Linezoliddal kombinalva komoly sikereket értek el a rezisztens torzsekkel fertézott
betegek terapidja soran. Gyerekeknél is alkalmazhatdo 6 év folott. A bedaquilinnel
szembeni rezisztencia eddig kis mértékben mutatkozott, azonban keresztrezisztenciarol
szamoltak be azon betegek tobbségénél, akik kaptak mar kordbban clofazimine-t. A
bedaquilin adagolasa mellett fontos a rendszeres EKG vizsgalat, ugyanis QT-intervallum
megnyulast okoz, tovabba sziikséges a majenzimek vizsgéalata. Delamaniddal vald
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kombinécidja nem javasolt, ugyanis noveli a kardiotoxikus mellékhatasok

megjelenésének a gyakorisagat (62, 63).
3.3.3.2. Delamanid

2014-ben az EMA éltal engedélyezett gyogyszer a TBC kezelésére. Szerkezetét
tekintve egy dihidro-nitroimidazo-oxazol szarmazéka (5. tablazat). Gram-pozitiv és
Gram-negativ  baktériumokkal szemben hatastalan, illetve a bélflorat alkotd
baktériumokra nézve sem hatékony, csak a Mycobacterium tuberculosis baktériumra fejt
ki baktericid hatast. A mikolsav és a ketomikolsav szintézis gatlasaval megakadalyozza
a mikobakterialis sejtfal felépitését. Prodrug, amelyet egy deazaflavin dependens
nitroreduktaz aktival. Szajon at alkalmazzak. Felszivodasa étellel bevéve a legjobb. MIC
értéke meglehetdsen alacsony: 0,006-0,0024 pg/ml. Leggyakoribb mellékhatésai:
gasztrointesztinalis problémak, dlmatlansag, fejfajas, QT-intervallum megnyulas, tremor.
Metabolizmusa csak Kis részben torténik CYP450 enzimeken keresztiil, ezért mas

gyogyszerekkel valo interakcidja nem szamottevo (64, 65).
3.3.3.3. Pretomanid

2019-ben els6ként az FDA altal engedélyezett gydgyszer a rezisztens TBC torzsek
kezelésére, majd 2020-ban az EMA altal is engedélyeztetésre Kkeriilt (66).
Nitroimidazoxazin szerkezettel rendelkezd antituberkulotikum (5. tablazat), amely
hatasos mind a gyorsan szaporod6, mind a perzisztalé baktériumokkal szemben is,
gatolva a mikobakteridlis sejtfal, valamint a fehérje szintézisét. Minimalis gatld
koncentacioja a MDR-TBC torzsek ellen kevesebb mint 1 pg/ml. A kovetkezd
kombinaciok részeként alkalmazzdk: 1) Bedaquillin, pretomanid ¢és linezolid;
2) Bedaquillin, pretomanid, moxifloxacin és PZA. Szedése szajon at magas zsirtartalmu
étellel javasolt. Tobb utvonalon keresztiil metabolizalddik, 20 %-ban CYP3 A4 utvonalon
keresztiil. Mellékhatasai kozott megemlitendd a meglehetdsen gyakori periférias
neuropatia, akne, anémia, gasztrointesztinalis panaszok, megnovekedett majenzimek,

latasi zavarok (67, 68).
3.4. Mycobacterium Taxonomia

A Mycobacterium spp. tagjai az Actinobacteria torzsbe, azon beliill pedig a

Mycobacteriaceae csaladba tartoznak, amely kozel 170 fajt tart nyilvan. A
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Mycobacteriaceae csaladban eléfordulnak patogén (Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium leprae), opportunista patogén (Mycobacterium avium, Mycobacterium
simiae, Mycobacterium kansasii, Mycobacterium haemophilum) és nem patogén
(Mycobacterium smegmatis, Mycobacterium phlei) egyedek is. A Mycobacterium
ulcerans egy opportunista baktérium, elsésorban a tropusokon eléforduld fekélyes
bérbetegséget okoz, amely kezelés nélkiil kronikus fekéllyé alakulhat (69).

Taxonomiai besorolasukat tekintve a genetikai vizsgalatok alapjan egyre tobb U
Mycobacterium fajt fedeznek fel, amelyeket korabban a morfologiai vizsgalatok soran
tévesen mas csalddokba soroltak. Morfoldgiajukat tekintve palcika alakd, nem motilis,
nem sporaképzo, rendkivil ellenalld sejtfallal rendelkezé (mind savas kozegre, mind
alkoholra), aerob baktériumok. DNS-iikben guanin és citozin talalhato 62-70 mol %-ban.

Sejtfaluk foleg nagy molekulastlytt mikolsavbol all (70).
3.4.1. Mycobacterium tuberculosis complex

Ezen G6sszefoglald néven nevezett csoport tagjai genetikailag nagyon hasonloak,
a nukleinsavakat tekintve 99,9 %-os a hasonlosag, azonban patogenitasuk meglehetésen
kiilonb6z6. Ide sorolhatdéak a kovetkezd baktériumok: Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium  africanum, Mycobacterium  bovis, Mycobacterium  microti,
Mycobacterium canettii, Mycobacterium caprae, Mycobacterium pinnipedii,
Mycobacterium  suricattae, Mycobacterium mungi, Mycobacterium dassie és
Mycobacterium oryx. Mindegyik TBC-szer tiineteket okoz, példaul a Mycobacterium
bovis a szarvasmarha TBC-ért felelds, de bizonyos koriilmények kozott megbetegitheti

az embert is (71).
3.4.2. A Mycobacterium sejtfal

A baktérium sejtfala kiilonleges szerkezetii (8. dbra). A kettds foszfolipid réteget
egy peptidoglikan réteg koveti, amely fontos komponense mind a Gram-pozitiv mind a
Gram-negativ baktériumoknak. Krucialis szerepet tolt be a védelemben, a sejt

rigiditasanak és alakjanak a fenntartasaban.
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| Felszini lipidek

Mikolsav

Arabinogalaktan

Peptidoglikan

Lipomannin

PIM

Sejtmembran

8. dbra: Mycobacterium tuberculosis sejtfalanak dltalanos felépitése (72).

A peptidoglikdnhoz kapcsolodd kovetkezd réteg az arabinogalaktan, amely
galaktdz és arabindz monomerekbdl épiil fel. Ez a Mycobacterium sejftal legfontosabb
poliszacharidja. A peptidoglikdn és arabinogalaktan réteg egylittesen kb. 4-10 nm
vastagsagu. Az arabinogalaktdnhoz kapcsolddod, a sejtfal 3. rétegét a mikolsav alkotja,
amely egy a-alkil-B-hidroxi zsirsav. Vastagsaga 10-12 nm. Kémiai szerkezetét tekintve
haromféle mikolsavat kiilonboztetiink meg: a-mikolat, methoxy-mikolat €s keto-mikolat.

A mikolsavat képezd zsirréteg nagyon fontos a bakérium védelme és virulencidja
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szempontjabol. Tovabbi glikolipidek és fehérjék kapcsolodhatnak a felszinhez a
foszfatidil-mioinozitol egyégen keresztiil, ugymint lipomannan, lipoarabinomannan.
Ezek a komponensek is hozzajarulnak a sejftal integritasahoz, permeabilitasahoz (73, 74).
A baktérium sejtfaldhoz kapcsolodik még egy gyengén kotddo kiilso réteg. Ezt nevezzik
a Mycobacterium tuberculosis tokjanak. Féleg poliszacharidok alkotjak: glikogén-szerti
a-glikdn, arabinomanndn és mannan. A baktérium ellenalloképességét ¢s ezaltal a

talélését noveli (50, 73-75).
3.4.3. Mycobacterium-makrofag kolcsonhatas

A makrofag sejtek képezik az elsddleges védelmi vonalat a szervezeten beliil.
Lokalizacidjukat és morfologidjukat tekintve rendkiviil sokszinii sejtekrdl van szo,
amelyek a tiiddben, majban, kdzponti idegrendszerben is el6fordulnak. Fagocitaljak a test
szamara idegen sejteket. Antigéneket prezentalnak az a T-sejtek szamara, interleukint és
citokint is termelnek. A tiidoben megtalalhaté monocita sejteket alveolaris
makrofagoknak nevezziik, amelyek, mint immunsejtek, a tiidébe keriilé baktériumokat,
virusokat, elhalt sejteket fagocitalnak és ezaltal fontos szerepet toltenck be a tiidGbe
keriil6 idegen anyagokkal szembeni védelemben. Az inhalalt Mycobacterium
tuberculosis baktériumok az alveolusokba jutnak, ahol azonnal felveszik Oket a
makrofagok. A fagocitézisban a kovetkezd receptorok jatszanak szerepet: Fc,
komplement, mannéz és a DS-SIGN (76). Ezt kovetden a fagoszoma acidifikacioja
kovetkezik be. A fagoszoma fizidja a lizoszémaval tovabb csokkenti a vakudlan beliili
pH-t. A Mycobacterium tuberculosisnak megvan az a képessége, hogy megakadalyozza
ezt a fizidt, ezaltal csokkenti az acidifikacidé mértékét. Mi tobb, a baktérium arra is képes,
hogy kiszabaduljon a fagolizoszomabol, egy masik vakuolaba vagy a citoplazmaba
menekiil, ahol szaporodni is képes. Ezek a folyamatok addig biztositjak a Mycobacterium
tuberculosis talélését, amig a makrofagok nem aktivalodnak. Ennek kovetkeztében a
TBC baktérium alapvetden gatolja a makrofag aktivaciot toébb ponton is. A
lipoarabinomannan (LAM) a Mycobacterium tuberculosis baktérium sejtfalanak fontos
alkotdeleme, amely gatolja az INF-y, TNF-a, Toll-like receptorok (TLR) altal medialt
utvonalat, a fagoszoma-lizoszoma fuziot, és kozvetleniil a MAPK-t, amellyel igyekszik

megakadalyozni a makrofag aktivaciot (50).
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3.4.4. TBC diagnosztika

A pulmonalis TBC fertézésre jellemz0 tlinetek, ugymint a produktiv kohogés,
véres kopet, héemelkedés, éjszakai verejtékezés, étvagytalansag, gyengeség, valamint a
sulyvesztés csak az esetek 5-10 %-ban jelentkeznek egyértelmiien. Az extrapulmonalis
TBC esetében a tiinetek soksziniisége tovabb neheziti a pontos diagnozis felallitasat.
Ezért a TBC fertdzés gyanuja esetén fontos szerepet jatszanak a képalkoto €s a kiilonb6zo

labordiagnosztikai eljarasok (77).
3.4.4.1. Rontgen képalkotas

A mellkasrontgenbdl (9. abra) kidertilhet az aktiv TBC jelenléte, illetve pontos
képet kaphatunk arrdl, hogy a fert6zés milyen stddiumban van. Primer TBC esetében
foleg egyedi 1éziok figyelhetdek meg a jobb tiidé kdzépso also szakaszan, illetve jellemzd
még a nyirokcsomok megnagyobbodasa. Post-primer vagy secunder TBC-rél akkor
besz¢llink, amikor a latens fert6zés aktivva valik, vagy a beteg Gjrafert6zodésérdl van szo.
Jellegzetes megjelenése a rontgen képen a nekrotikus részek, fibrozis, tiidoszovet
destrukcidja foleg a felsd €s also tiilddlebenyekben. Latens fert6zés rontgen képalkotassal

nem mutathat6 ki (77).

9. dbra: Post-primer TBC rontgen képe. A nyilak a kisebb elvaltozasokat jelzik, mig a
nyilhegyek egy léziora mutatnak a tiidé jobb felsé lebenyében (78).
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3.4.4.2. Mikroszképos vizsgalat

Ziehl-Neelsen festést alkalmazva a savallo baktériumok megfigyelhetéek
mikroszkoppal. A beteg kopetébdl szerzett mintat elészor karbol-fukszinnal kezelik, majd
sosav-etanol keverékkel mosséak ki a festéket. A savalld baktériumoknal nem moshato ki
a festék, ugyanis azok lipidben gazdag, vastag, ellenallo sejtfallal rendelkeznek. Végiil
metilén-kéket alkalmazva a hatteret festik meg. A biztos eredmény érdekében 3
kiilonbozé kopet mintabol sziikséges a vizsgalatot elvégezni. A harmadik vizsgalat
elhagyhat6 abban az esetben, ha az elsd két festés ugyanazt mutatta. Ez a moddszer
viszonylag gyorsan kiértékelhetd. A Ziehl-Neelsen festés hatranya, hogy nem specifikus
a TBC-re, barmilyen savallé baktérium esetében pozitiv eredmény figyelhetd meg,
tovabba a mintavétel nehézsége, illetve viszonylag sok baktérium jelenléte sziikséges a

megfelel kimutatashoz (77).
3.4.4.3. Mycobacterium tuberculosis tenyésztése

A baktérium tenyésztése Lowenstein-Jensen taptalajon torténik, amely egy tojas
alapt szilard médium, specifikusan a Mycobacterium tuberculosis tenyésztésére. A
Lowenstein-Jensen médium fobb Gsszetevoi: glicerin, asvanyi sok és malachitzold festék,
tovabba penicillin €s nalidixsav a Gram-negativ €s a Gram-pozitiv baktériumok ellen. A
TBC baktérium egy lassan novd baktérium, minimum 2 hét sziikséges az elsd telepek
a fehéres sargas szin, szabalytalan, red6s felszinii telepképzo egységek (77).
3.4.4.4. Immunolégiai médszerek

3.4.4.4.1. Tuberkulin-bérproba (Mantoux teszt)

A teszt soran tisztitott fehérje derivatumot juttatnak a bor ald, majd 48-72 ora
elteltével megvizsgaljak a beadas helyét. A megadott iddintervallumon beliil, ha az
induracié mértéke > 5 mm, akkor a teszt pozitivnak tekinthetd. A vizsgalat viszonylag
egyszerii, azonban gyakran félrevezetd eredményekkel szolgal. Nagyon gyakori a fals
pozitivitds olyan személyeknél, akik kaptak BCG oltast, ugyanakkor az

iImmunszuppresszalt betegeknél alacsonyabb a szenzitivitas mértéke (77).
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3.4.4.4.2. QuantiFeron Gold-teszt (IGRA)

Gyakorlatilag a tuberkulin-bérprobat helyettesit teszt. Miikodését tekintve a
vérb6l mutatjak ki a Mycobacterium tuberculosis hatasara termel6dé INF-y-t. Az
eredmény 24 6réan beliil leolvashato. Hasznalata foleg akkor javasolt, ha a TBC-re vald
kockazat magas, az adott személy mar kapott BCG-oltast és az immunrendszert érintd
betegség all fenn. 5 évnél fiatalabb gyerekeknél nem javasoljak ezt a tipusu tesztet,
ugyanis ebben a korcsoportban nem minden esetben voltak reprodukalhatéak az

eredmények (79).
3.4.4.5. Molekularis diagnosztika

Ezek a tesztek a nukleinsav amplifikacis technikén alapulnak, amely a TBC gyors
¢s megbizhatd kimutatdsara, illetve az estleges rezisztencia detektalasara szolgalnak.
Mintaként a betegektdl gyiijtott kopet vagy vér hasznalhato fel. A leggyakrabban
alkalmazott tesztek a kovetkezéek: LAMP (80), LPA (81), Xper® MTB/RIF (77, 82).

3.5. TBC vakecinacio
3.5.1. BCG

A BCG vakcinat Albert Calmette és Camille Guérin fejlesztette ki. Emberi
alkalmazasara elséként 1921-ben keriilt sor. A védboltas 1ényegében legyengitett
Mycobacterium bovis torzset tartalmaz, amelyet az utdobbi 100 évben vilagszerte
alkalmaznak a TBC megel6zésére. Jelenleg ez az elérheté és egyetlen hivatalos
forgalomban 1év6 oltas. Az eredeti Mycobacterium bovis torzs még az 1. Vilaghaboru
soran elveszett, ezért orszagonként a BCG oltdshoz kiilonféle genotipust torzseket
hasznalhatnak, amelyek klinikai vizsgalatok alapjan kiilonb6z0 hatassal és mellékhatéssal
is rendelkezhetnek. Egyes tanulmanyok szerint a BCG oltas a leprozis ellen is védelmet
nyajt. A BCG oltast gyerekkorban alkalmazva 80 %-os biztonsdggal megel6zhetd az
aktiv TBC kialakuldsa. Felndtteknél alkalmazva ez az ardny mar meglehetsen széles
skalan mozog az egyedi immunrendszert tekintve, 0-80 %-ban nyujt csak védelmet a

fertézéssel szemben (83).
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3.5.2. Vaccae™

Kinaban alkalmazott vakcina, jelenleg (2021. majusa) a klinikai vizsgalat III.
fazisaban tart. Mycobacterium vaccaet tartalmaz, amely egy nem TBC-t okozo

Mycobacterium torzs (84).
3.5.3. RUTI®

Fragmentalt, nem toxikus Mycobacterium tuberculosist tartalmaz liposzomaba
zarva. Ezen kiviil tartalmaz még fehérje, lipid €s glikolipid antigéneket. Indikaciojat
tekintve olyan TBC-s betegeknél alkalmazzak, akiknél a TBC aktiv formaja van jelen és

a kezelési 1d6 csokkentése a cél (84).
3.5.4. Virus-vektor TBC vakcina

Mycobacterium tuberculosis antigéneket tartalmazo citomegalovirus vagy
adenovirus hordozok kivaléan alkalmasak a szoveti effektor T-sejtek aktivaciojara,
amelyek még a korai fazisban megakadalyozzak a fert6zés kialakuldsat a kolonizacid
gatlasaval. Az igy kifejlesztett vakcinanak a potencialis hatranya az lehet, hogy a virus

elleni antitestek megakadalyozzak a TBC elleni immunvalaszt is (85).

3.5.5. mRNS-alapu TBC vakcina

rrrrrrrr

megy Vvégbe az adott régiot kodolo fehérje szintézise. TBC esetében alkalmazva mind a
T, mind a B-sejtek indukalhatoak vele az immunvalasz soran. A védettség kialakulasahoz
néhany hét sziikséges és barmikor Gjra alkalmazhat6 az immunizalés érdekében. Tovabbi
elénye, hogy biztonsagosabb, az oltds sordn nincs fertézésvesz¢ély, mint példaul a
legyengitett vagy az eldlt korokozokat tartalmazo vakcinak esetében. Stabilitasa jobb és
szamos hordozomolekula alkalmazhat6 az mRNS védelmére ¢és a sejtbe torténd
bejuttatasara. Az mMRNS-alapa vakcinak gyors fejlédésének koszonhetden ez a technika

potencialis lehetdséget kinal uj TBC ellenes vakcina kifejlesztéséhez (85, 86).
3.6. Uj antituberkulotikumok keresése in silico dokkolas segitségével

Az in silico dokkolas modszert koriilbeliil az 1970-es évek Ota hasznaljak.
Eredetileg azzal a céllal alkalmaztak, hogy definidljak és jobban megértsék az egyes
gyogyszermolekulak kapcsolodasat a célpontjukhoz. Napjainkban a dokkolas modszert a
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gyogyszerkutatds szamos teriilletén hasznaljdk 1Ggy, mint ismert szerkezetii
célmolekuldkhoz vald hatéanyagkeresés, lehetséges mellékhatasok elére jelzése,
valamint ismert és hasznalt hatbanyagok szamara 0j célhelyek felkutatasa. Az egyre
béviilé adatbazisoknak és dokkolasi algoritmusoknak koszonhetéen, tovabba a
bioldgiailag fontos makromolekuldk 3D-s szerkezetének ismeretében, nagyobb
hatékonysaggal definialhatoak a célmolekulak és az azoknak megfeleld ligandumok (87).

A Mycobacterium tuberculosis genomja régota ismert, azonban a gének nagy
hanyaddahoz még mindig nem sikeriilt pontos biologiai funkcidt rendelni (88).
A Mycobacterium tuberculosis genetikai allomanyanak jobb megismerése vezetett a
dUTP-az bakterialis enzim funkcidjanak a feltarasahoz. A dUTP-az egy fontos enzim (10.
abra), amely megtalalhato sok baktériumban és virusban, és fontos szerepet t61t be a DNS
javitasban és a timidilat bioszintézisben. A Mycobacterium tuberculosis szamara,
ugyancsak eszencialis szereppel bir a dUTP-az enzim, a baktériumok talélését és
szaporodasat tekintve. Katalizalja a dUTP elbontasat, amelyb6l dUMP és pirofoszfat
keletkezik. Csokkenti az uracil mennyiségét, amely ha nagyobb aranyban van jelen, a
timidin helyett épiil be a DNS-be, és a sejtek pusztulasahoz vezet (89, 90). Tehat a dUTP-
az bakterialis enzim potencialis célpontként szolgalhat az 0j antituberkulotikumok
szamara (91). A dUTP-az 3D-s szerkezetének ismeretében az in silico dokkolas megfeleld
eszk6z, hogy 0j molekulak kotédését vizsgaljuk, fajspecifikusan a mikobakterialis
enzimhez (92, 93).

10. d@bra: Bakterialis dUTP-dz enzim (EC 3.6.1.23, Rv2697c) szerkezete (94).
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4. Célkituzések

Tudomanyos munkdm sordn elsddleges célul thztem ki, olyan
antituberkulotikumokat tartalmazé liposzomaés készitmények formulaldsat, amelyek

srer

tartalmazé vezikulak kovetkezo tulajdonsdgainak a megismerése:

1. Az eléallitott liposzomak méreteloszlasanak vizsgalata €s a valtozasok nyomon

kovetése.
2. Az antituberkulotikumok bezarési hatasfokanak a meghatdrozésa.

3. A liposzomaba zart készitmények in vitro monocita sejtek altali felvételének a

meghatarozasa és 0sszehasonlitisa a szabad hatdéanyagokkal.

4. A liposzomas készitmények ¢és a szabad hatéanyagok in vitro citotoxicitasanak a

meghatdrozasa monocita sejtkultiran.

5. A szabad és liposzomaba zart készitmények in vitro hatékonysaganak a

megallapitasa.

Doktori munkdm soran tanulméanyoztuk a ROS membrankérositd hatésait,
amelyre a liposzomakat biologiai modellmembranként alkalmaztuk. Ebben a munkaban
bet6ltott szerepem foként a liposzoma mintak el6készitése és ellendrzése volt. Ezeket a
konkrét 1épéseket az 5.3. és az 5.4. részekben foglaltam Gssze. Ezen vizsgalatok

eredmeényeit doktori disszertaciomban nem ismertetem.
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5. Modszerek

5.1. Anyagok

A liposzomak készitéséhez sziikséges lipidek, nevezetesen a DPPC (16:0), a
DOPE (18:1) és a DSPE-PEG (18:0) beszerzése az Avanti Polar Lipids Inc.-t6l
(Alabaster, Alabama, USA) tortént. A CHEMS-t, DMPC-t (14:0), DSPC-t (18:0), DOPC-
t (18:1), a lipidek feloldasara hasznalt kloroformot (CHCI3), illetve a hatéanyagok
oldasara hasznalt DMSO-t a Sigma-Aldrich-t6l (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. A
lipidfilm készitésé¢hez nitrogén gazt hasznaltunk, amely a Linde Gaz Magyarorszag Zrt.-
t0l (Budapest, Magyarorszag) szarmazott. A lipidfilmek hidralaséhoz PBS (1,8 mM
KH2HPO4,10 mM NaHPOs, 137 mM NaCl, pH= 7,4) puffert hasznaltunk, amelyhez a
sziikkséges anyagokat a Sigma-Aldrich-tol (Budapest, Magyarorszag) rendeltiik. A
pufferhez hasznalt sziirt és ioncserélt vizet a Milli-Q Integral 3 Water Production Unit
(Merck Milipore, Billerica, MA, USA) viztisztitd berendezéssel allitottuk eld, amelyhez

Millipack 0,22 pm porusatmérdjii membrant hasznaltunk.

TB501 oH TB515

436.51 O
O CuHuN0; CiyHi0s
Antituberkulotikum Hidrogeén kotés Molekula témeg log P
Donor/Akceptor (g/mol)
TB501 2/7 436.51 1.523
TB515 1/3 262.27 3.290

11. abra: Az in silico dokkolas soran talalt TB501 és TB515 molekulak kemiai szerkezete
és kémiai tulajdonsdgai (95, 96).
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Az in silico moédszerrel kivalasztott TB501 (6-hidroxi-7-{[4-(2-hidroxietil)
piperazin-1-il]metil}-2-[(2E)-3-(2-metoxifenil)prop-2-én-1-ilidén]-2,3-dihidro-1-
benzofuran-3-on) és a TB515 ((2E)-6-hidroxi-2-(3-fenilprop-2-in-1-ilidén)-2,3-dihidro-
1-benzofuran-3-on) antituberkulotikumokat (11. abra) a SONEAS Vegyipari Kft.-t6l
(Budapest, Magyarorszag, korabban Ubichem Kutat6 Kft.) szereztiik be.

Az extruddlashoz hasznalt polikarbonat membranfilterek (Whatman Nucleopore
d=100 nm), és az elvalasztashoz hasznalt Sepharose 4B gél beszerzése a Sigma-Aldrich
Kft.-t61 (Budapest, Magyarorszag) tortént.

Az in vitro sejtkultirahoz hasznalt anyagokat, igymint a human MonoMac-6
monocita sejtkultardt (DSMZ no.: ACC 124) a Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen and Zellkulturen GmbH-t6] (Braunschweig, Németorszag), az RPMI-
1640-t, magzati borjisavot (fetal bovin serum, FBS), tripszint, gentamicint, HPMI-puffer
(HEPES-sel pufferalt RPMI) készitéséhez sziikséges alapanyagokat, glukozt, a Sigma-
Aldrich Kft.-t61 (Budapest, Magyarorszag), a glutamint pedig a Lonza Kft.-t6l (Basel,

Svéjc) szereztiik be.
5.2. Antituberkulotikumok kivalasztasa in silico dokkolassal

Az ELTE Szamitogéptudomanyi Tanszék altal hasznalt, sajat fejlesztésli
FRIGATE (97) dokkol6 algoritmus segitségével a dUTP-az bakterialis enzim szelektiv
gatloit kerestiik. Ehhez a szabad hozzaférésti ZINC adatbazis (https://zinc.docking.org/)
(98, 99) kertiilt felhasznalasra, amely tobb millid, a kereskedelemben is kaphato kis
molekulat tartalmaz. A molekulakrél minden fontos informacio elérhetd, ami a
dokkolashoz sziikséges, igy mint a molekuldk 3D-s szerekezte, szamolt logP érték,
valamint a hidrogén kotés donor/akceptor szama. A dUTP-az aktiv helye, ahova a
dokkolas tortént a monomerek feszini hurkai, amelyek kiilonboznek a human dUTP-az
enzim szerekezettdl (93). A dokkolas eredményeként kaptuk a TB5 fantazianévvel
rendekezé molekula csaladot amelyek 2,3-dihidro-benzofuran alapvazzal rendelkeznek
(100, 101).

A molekuldk kivélasztasanal a Lipinski-szabalyok kruciélisak voltak:
e <500 Da moltomeg

e logP<5
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e maximum 5 hidrogén donor kotés
e maximum 10 hidrogén akceptor kotés.
A Lipinski-szabalyok segitségével optimalizalhatok egy molekula varhato

farmakodinamiai és farmakokinetikai tulajdonsagai (102).
5.3. Liposzoma mintak készitése vékonyréteg-hidratacios technikaval

Ennek soran a 2.4.1. részben leirtak szerint jartunk el. A lipidfilm készitéséhez
sziikséges lipideket, dsszesen mindig 10 mg-ot 100 ul kloroformban feloldottuk, majd
nitrogén gaz segitségével a szerves oldoszert elparologtatva, az tiveges6 falan kialakult a
lipidfilm. A SUVsszetett liposzomaknal a DOPE:CHEMS:DSPE-PEG, 5:4:1 tomegaranyat
vettiik. A TB501 és TB515 antituberkulotikumokat a hidralasi fazisban, vagy a lipidfilm
készités sordn adtuk a rendszerhez (10 mg lipid estében a lipid:hatéanyag molarany 10:1).
A szerves olddszer teljes eltavolitasahoz a mintat egy ¢éjszakara exszikkatorban hagytuk.
A kovetkez6 fazisban a lipidfilmet PBS puffer 100 pl-es részleteivel 1 ml-ig hidraltuk, a

1épések kozott kevertetést alkalmazva.

(7) Lipidek oldésa szerves (2) Lipidfilm képzddése a kémesd
oldészerben falin a szerves old6szer
elpérologtatasaval
= %3
§ i Suv i
() MLVk képasaése (5) Extrudalés polikarbonit
a hidrilds soran membrdnon  keresztiil

12. d@bra: A kis unlilamellaris liposzomak (SUV) prepardlasanak lépései.
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A SUV-ok eléallitasahoz a mintat extrudaltuk, amelyhez Avanti Polar Mini
Extrudert (Avanti Polar Lipids Inc. Alabaster, Alabama, USA) és 100 nm porusatmérdji
polikarbonat membrant hasznaltunk. Az extrudalas soran, akarcsak a hidralasi 1épés alatt,
a hémérsékletet a fazisatalakulasi hdmérséklet (kb. 55 °C) folott tartva, 41-szer préseltiik
at a liposzoéma mintat (12. abra). Az atpréselés szamanak a ndvelésével érhetd el a kivant
vezikula méret és a minta homogenitasa. Paratlan szdmu extrudalds soran a minta a
kezdeti allapothoz képest az ellentétes oldali fecskenddben talalhato, amellyel
kikiiszobolhetd az esetleges lipid reziduumok jelenléte.

A modellmembranok eléallitasahoz kisebb modositasokkal ugyanezt a technikat
alkalmaztuk. Minden esetben 10 mg foszfolipidet hasznaltunk a lipidfilmek készitéséhez,
amelyet 200 pl kloroformban oldottunk, majd nitrogéngaz segitségével parologtattuk el
a szerves oldoszert a lipidfilm kialakuldsdig. A kovetkezd lipidosszetételli liposzomak
késziiltek: az egykomponensit DPPC, DMPC, DSPC, tovabbd a kétkomponensii
DPPC:DOPC mintak 8:2 tomegaranyban. SUV-ok eléallitasahoz ultrahangos
besugarzast, illetve extrudalast alkalmaztunk a hidralast kovetéen.

Az ultrahangos kezelést az MSE Soniprep 150 berendezéssel végeztiik. Az
eléallitott ultrahang hullamok frekvencidja 23 kHz, amplitud6ja 8 um volt. A kezelést,
hogy elkertiljiik az ultrahang okozta tilmelegedést, 2 x 10 percig alkalmaztuk, 5 perces
sziinettel. Az ultrahang fejb6l szarmazd esetleges szennyezddések eltavolitasara, a
mintdkat 10 percig 15000 rpm fordulatszammal centrifugédltuk (Beckman J2-21
centrifuga).

Az extrudalast a fentebb emlitett mini extruderrel végeztik 45 °C-on. A
modellmembranoknal alkalmazott 45 °C-0s hidralasi és extrudalasi homérséklet a
kiilonbo6z6 lipidosszetételbdl adodo, eltérd fazisatalakuldsi hdmérséklettel magyarazhato.
A mintakat a 400 nm, majd a 100 nm pérusatmérdjii polikarbonat membranon legalabb
15-15-sz0r, végiil az 50 nm poérusdtmérdjii membranon 35-szor préseltiik at a kivant

méreteloszlastt SUV-ok eldallitasahoz.
5.4. A liposzomak méreteloszlas-analizise DLS méréssel

A fényszoras méréshez 40 pl liposzoma mintat higitottunk 200 ul PBS pufterrel.

A méréseket egy hazi épitésii, a Biofizikai és Sugéarbioldgiai Intézetben tovabbfejlesztett
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fényszorasmérd berendezéssel végeztilk. A megvilagitashoz szilardtest 1ézerfényforrast
hasznaltunk (Melles Griot 58-BLS-301, 457 nm, 150mW), a mintak altal szort fény
intenzitasat a megvilagitoé fénynyalabhoz képest 90°-0s szogben detektaltuk (Hamamatsu
detektor, H7155 PMT modul). A mért adatokbol nyert autokorrelacios fiiggvényeket a
maximum entropia modszer (MEM) alapjan értékeltiik ki (103) (13. abra). Ennek
segitségével, gomb alaku részecskéket feltételezve, megadhatd a részecskék diffuzids
allandoja (D). Az Einstein-Stokes egyenletet alapul véve, ismerve a pontos hémérsékletet
(T) és a kozeg viszkozitasat (7), a hidrodinamikai sugar kiszamolhato:

kT
re 6mnD

Lézer B, @

Intenzitas

1dé
Detektor

g(n)

13. d@bra: Liposzoma mintdik méreteloszlasanak meghatarozasa DLS méréssel (49, 103).

A hasznalt modell alapjan a liposzoémak tomege a feliilettel aranyos, amely a gomb
alaktl részecskék sugardnak a négyzetével ardnyos. A hidrodinamikai sugar a

tomegeloszlas gorbe 12 szerinti sulyozasaval keriilt kiszamitasra.
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A méréseket a mintak eldallitasat kdvetden az 1. és az 5. hét utan megismételtem.
A 4 °C-on tarolt liposzoma mintdk méreteloszlasat az idében kovetve informaciot

nyertiink azok stabilitasardl is.
5.5. Bezarasi hatasfok meghatarozasa extinkcio méréssel

A be nem zart molekulak elvalasztasahoz a SEC eljarast alkalmaztuk (lasd 2.5.3.1.
fejezetben). Egy 5,8 cm?® térfogati, 0,7 cm &tmérdjii oszlopot Sepharose 4B géllel
toltottiink meg, amelyet elézéleg egy éjszakan at duzzasztottunk PBS pufferben. Az
elvalasztasi 1épés elott a gél oszlopon iires liposzoma oldatot bocsatottunk at, ezzel telitve
az oszlopot, olyan célbol, hogy a hatdanyagot tartalmazo liposzomak retenciojat
kikiiszoboljiik. Az elvalasztds soran 0,5 ml térfogatu frakciokat gyujtottiink. Az
elvéalasztas elve alapjan a nagyobb vezikuldk hamarabb futnak at az oszlopon, mig a
kisebb méretli, be nem zart hatdéanyag molekuldk a porusokban elidézve késdbb
elualodnak.

A TB501 ¢és TB515 molekuldk bezarasi hatasfoka (BH%) megallapithato, ha az
elvalasztas utdn mért abszorbancia értékeket elosztjuk az elvalasztas el6tti abszorbancia
értékekkel. Az abszorbanciamérést a Nanodrop 1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher
Scientific, Wilmington, Delaware) végeztiik a 250-550 nm-es hullamhossztartomanyban.
Az alkalmazott minta mennyisége 2 ul volt. A BH% pontos meghatdrozasahoz
megmeértilk a mintdk abszorpcids spektrumat az elvalasztas eldtt, majd az elvalasztast
kovetden is. A vezikuldk miatti fényszoras kikiiszoboléséhez a hatdanyagot nem
tartalmazo liposzoma mintak extinkciojat is megmértiik. Ezekre a mérési pontokra a
Jort ~ 1A% szorastorvény alapjan hatvanyfiiggvény illeszthetd. Késdbbiekben ezzel
korrigaltuk, illetve normaltuk az abszorpcids spektrumokat. Az abszorbancidkat a TB501
esetében 400 nm-en, a TB515 esetében pedig 370 nm-en olvastuk le. Ezek alapjan a
Lambert-Beer torvény értelmében a liposzomakba zart hatéanyag relativ mennyisége
megadhatd. A BH% meghatarozésa soran fontos szempont volt a hatéanyagot tartalmazo
liposzéma mintdk tovabbi felhasznalasa, és azok roncsolasmentes mérése a legkisebb

mintaveszteséggel.
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5.6. A liposzémaba zart antituberkulotikumok és a nativ hatéanyag in vitro sejtek

altali felvételének vizsgalata aramlasi citometriaval

A liposzémaba zart €s a nativ hatoanyagok sejtek altali felvételét és a sejtekre
kifejtett hatdsukat human MonoMac-6 monocita sejtkultiran végeztiik. A MonoMac-6
sejtek kivaldan alkalmasak a tiidoben talalhato, a TBC fert6zés esetén a baktériumokat
fagocitalo, érett makrofagok modellezésére (104-106). A sejteket 37 °C-on tenyésztettiik,
5 % CO2-vel dusitott atmoszféran. Médiumként RPMI-1640-et hasznaltunk, amely 10 %-
os hovel inaktivalt FBS-t, 2 mM L-glutamint és 35 pM gentamicint tartalmazott.
24 6raval a tervezett mérés elott a sejteket 24-lyuku sejtkulturahoz valo lemezre osztottuk
szét. A sejtek szdma 10° sejt/1ml médium/lyuk volt. A liposzoméba zart és a szabad
antituberkulotikumokat szérum mentes RPMI-1640 médiumban oldottuk és tovafuto
higitast készitettiink. A sejtekhez hozzaadott liposzomaba zart hatanyag maximalis
koncentracioja 320 uM volt. A MonoMac-6 sejteket a liposzomaba zart és a szabad
hatéanyaggal is 3-3 6ran keresztiil tenyésztészekrényben inkubaltuk 37 °C-on, 5 % CO»-
vel dusitott atmoszféran. Az inkubdcios 1d6 letelte utan a sejteket RPMI-1640 médiummal
kétszer atmostuk, majd a feliiluszot eltavolitva 100 pl 0,25 %-o0s tripszint adtunk
hozzajuk, amellyel 2 percig inkubaltuk 6ket (37 °C, 5 % CO.), annak érdekében, hogy
felszabaditsuk a letapadt sejteket is. Ezt kovetden a sejtekhez 0,8 ml 10 %-0s FBS/HPMI-
t (100 mM NacCl, 5,4 mM KCI, 0,4 mM MgCly, 0,04 mM CaCl,, 10 mM HEPES, 20 mM
glik6z, 24 mM NaHCOs3 és 5 mM NaHPO4, pH= 7,4) adtunk, majd a mosast kdvetéen
0,25 ml HPMI-ben reszuszpendaltuk és atvittiik a citometriahoz hasznalt csovekbe. A
hatdanyagok sejtek altali felvételét BD LSR 11 aramlasi citométerrel (BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) vizsgaltuk, minden mérés duplikalva tortént. A megvilagitdshoz
lézer fényt haszndltunk (Coherent Sapphire szilardtest didda-lézer, 22 mW), majd
detektaltuk a sejtek altal kibocsatott fluoreszcencia fény (csatorna FITC, emisszio
A= 505 nm-en; Long Pass 505 nm, Band Pass 530/30 nm, gerjesztés A= 488 nm-en), és a
sejtek altal szort fény (Eldre szort fény, Forward Scatter, FSC; Oldalra szort fény, Side
Scatter, SSC) intenzitasat. Az FSC a sejtek méretérdl ad informaciot, az SSC pedig a

sejtek granulaltsagarol, ezaltal megmérhetd az él6/halott sejtek ardnya, ami a vegytiletek
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citotoxicitdsara utal. A mérést megel6z8 kapuzast’® propidium-jodid (PI) festéssel
ellendriztik. A TB501 ¢és TB515 antituberkulotikumok rendelkeznek sajat
fluoreszcenciaval ezért a sejtek altal felvett vegyiiletek fluoreszcencia jelet adnak,
amelynek nagysaga aranyos a sejtek TB501 és TB515 tartalmaval. A mérés kiértékelése
a FACSDiva 5.0 programmal tortént. Kontrollnak hatdéanyaggal nem kezelt sejteket
hasznaltunk a mérés soran és ehhez hasonlitottuk a 160 pM koncentracidonak
megfeleltethetd szabad €s liposzomaba zart készitményeket.

A Kkezelt MonoMac-6 sejtek morfologiajat Olympus CKX41 fluoreszcencia
mikroszkoppal (Hamburg, Németorszag, Olympus U-RFLT50 higanygéz lampaval
felszerelt fluoreszcens mikroszkop, WideBlue DM500 BP460-490 BA520 IF filter,
gerjesztési hullamhossz tartomany: 460-490 nm, 20x nagyitasi objektiv) is
megfigyeltiik. A sejteket a kezelést, mosast és a reszuszpendalast kvetden 96 lyuka lapos
sejttenyészté lemezre vittiik, és ezt kovetden fluoreszcencia mikroszkdppal készitettiink

képeket a sejtekrdl.
5.7. In vitro citotoxicitas mérése MTT-teszttel

Az MTT-teszt a sejtek életképességének kimutatdsara szolgalo vizsgalat. A sarga
szinlit MTT-t a sejtek felvéve, vizben oldhatatlan lila szinli formazan kristally4 alakitjak,
a sejtek mitokondriumaban taldlhatd oxidoreduktdz enzimek hatisara (14. abra). A
képz6dott formazan kristdlyok mennyisége aranyos a mitkodéképes mitokondriumok és

ezaltal az €16 sejtek szamaval.

2 Kapuzas (gating): Aramlasi citometria mérés soran elére beallitott paraméter(ek) alapjan torténd
sejtpopulacio sziirés.
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3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difeniltetrazolium-bromid (E,Z)-5 (4,5-dimetiltiazol-2-i1)-1,3-difenilformazan
MTT Formazin

14. dabra: Az MTT-teszt alapjdt képezd kémiai reakcio (107).

A mérést human MonoMac-6 monocita sejteken végeztiik. A sejteket 96 lyuka
sejttenyésztd lemezen helyeztiik el. A sejtek szama a lemezen 15x10° sejt/lyuk volt. Ezt
kovetden a sejteket 24 oran keresztiil 37 °C-on inkubaltuk, majd hozzaadtuk a nativ és a
liposzOmaba zart készitményeket, amelyeket el6zetesen szérummentes RPMI-1640-¢l
elegyitettiink. A szabad hat6anyagok esetében a szérummentes RPMI-1640 2 % DMSO-
t tartalmazott. A sejtek ezt kdvetden 37 °C-on, 16 doran keresztiil inkubalodtak, mind a
szabad mind a liposzomaba zart hatdanyagokkal. Kontrollként a sejteket 2 % DMSO-t
tartalmazé szérummentes RPMI-1640-el kezeltiik. Az inkubdcio leteltével a sejteket
kétszer mostuk szérummentes RPMI-1640-el, majd 45 ul MTT-oldatot (2 mg/ml) adtunk
a mintakhoz. A sejtek 4 oran at inkubalodtak az MTT-oldattal, majd 1500 rpm-en,
5 percig centrifugaltuk, és eltavolitottuk a sejtekrdl a feliiluszot. A sejtekhez ezt kovetden
100 ul DMSO-t adtunk, hogy a vizben oldhatatlan formazan kristalyokat oldatba vigyiik.
A mintak OD mérése ELISA Reader (iEMS Reader, Labsystems, Finnorszag)
segitségével tortént 540 nm-en (abszorpcidés maximum kozelében) és 620 nm-en
(referencia hulldmhossz). Valamennyi mérést kétszer végeztiink el, négy parhuzamos
méréssel. A kiértékelés soran az 540 nm-en mért OD érétkekbdl kivontuk a 620 nm-en
mért OD értékeket, és a citotoxicitast a kovetkezd egyenlettel adtuk meg, szdzalékban

kifejezve (a képletben mar a korrigalt OD szerepel):

Citotoxicitas % = [1 - ODkezelt/ODkontroll] x 100

A szigmoid lefutasu dozis-hatas gorbékbdl a sejtekre nézve megallapitottuk az
50%-os gatlast okozo koncentraciot (ICsp) (15. abra). A gorbe kiértékeléséhez OriginPro
2018 programot hasznaltunk.
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15. abra: Az MTT-tesztbol szarmazo citotoxicitas mértéke az alkalmazott hatoanyagok

crer

5.8. Az antituberkulotikumok in vitro hatékonysaganak meghatarozasa
Mycobacterium tenyészeten ¢és Mycobacteriummal fert6zott monocita

sejtkultaran

A nativ hatéanyagok in vitro hatékonysagat kétféle Mycobacterium torzsen is
vizsgaltuk, a lassan n6vé Mtb Hz7Rv (ATCC 27294) és a RIF-re és INH-ra rezisztens
Mtb A8 MDR (ATCC 35822) torzseken. A torzseket Sula félszintetikus folyékony
médiumban (pH = 6,5) tenyésztettilk, majd a nativ hatéanyagokat 0,05-100 pg/ml
koncentracioban adtuk a médiumhoz. A szabad hatdéanyagokat DMSO-ban oldottuk. A
Mycobacterium tenyészeteket a hatéanyagok hozzaadasat kovetéen 37 °C-on, 28 napig
inkubaltuk, majd ezt kdvetden meghataroztuk az antituberkulotikumok MIC értékeit,
vagyis azt a legkisebb hatdéanyag koncentraciot, amely lathatéan gatolta a baktériumok
novekedését. Az antituberkulotikus hatds igazoldsara a torzseket a kezelést kdvetden
atoltottuk szilard Lowenstein-Jensen médiumra, majd tovabbi 28 napig inkubaltuk
azokat. A telepképz6 egységek megszamolasaval (Colony Forming Unit, CFU) igazoltuk
a hatéanyagoknak a baktériumok ndvekedésére kifejtett hatasat. Minden mérést legalabb
kétszer ismételtiink meg.

Az intracellularis Mycobacteriumok ellen kifejtett antituberkulotikus hatast, mind
a nativ, mind a liposzémaba zart készitményekre is megvizsgaltuk. A mérést human

MonoMac-6 monocita sejtkultaran végeztiik (16. bra).
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A sejteket az 5.6. pontban leirtak alapjan tenyésztettiik és készitettiik el6. A
kisérlet elStt a sejteket 24 lyukl lemezre vittiik, a sejtek szdma 2 x 10° sejt/iml
médium/lyuk volt, és ezt kovetden egy éjszakan at inkubaltuk azokat. A MonoMac-6
sejteket ezt kovetden lassan nové Mtb Hsz7Rv torzzsel fertdztik meg. A fertdzés
multiplicitasa (Multiplicity of Infection, MOI®) 10 volt. A sejtkultirat ezt kdvetSen
kétszer szérummentes RPMI-1640-el mostuk, majd egy napig inkubaltuk. Ezt kovetéen
adtuk hozza a fert6zott sejtekhez a szabad hatéanyagokat (TB501 ¢és TB515), valamint a
kétféle liposzomaba zart antituberkulotikumokat (SUVssetert €8 SUVpppc), kiilonb6zo
koncentraciokban (a legmagasabb koncentracio 100 uM volt). 3 nap elteltével a kezelést
ujra megismételtiik, majd Gjabb 3 nap elteltével a sejteket mostuk, hogy a kezelésbol
visszamaradt hatoanyagokat eltavolitsuk. Ezt kovetden a sejteket 2,5 % dodecil-szulfattal
lizaltuk, és Lowenstein-Jensen szilard taptalajon tenyésztettiik. 6 hét inkubacié utan a
CFU-k megszamlalasaval kiértékeltiik az eredményt. A kisérletek az Orszagos Koranyi

Pulmonoldégiai Intézetben torténtek.

Fertézés Mtb 24 éra, 37°C .
kezelés
2 3 4 5 6 H3 7RV 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
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ndl0 00000
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mosas 2x

MonoMac-6 sejtek
2 x 10°sejt/lyuk

lizis 2.5% SDS-el
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Jensen taptalajra

— [l — 33338
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16. dbra: A nativ és a liposzomdkba zart hatoanyagok in vitro hatékonysag

inkubacio
6 hét

vizsgalatat leiro folyamatabra Mtb H37Rv torzzsel fertozott human MonoMac-6

monocita sejtkulturan.

8 MOI (Multiplicity of Infection): A fert6z6 dgensek szama/ sejtszam.
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6. Eredmények

6.1. Az eldallitott liposzoma mintak jellemzése

friss — 1 hét 5 hét

SuV,

Osszetett

SUVpeec

104 A

. {res

0.0

Relativ gyakorisag

. 0.0 ——
0 50 100 150 200 0 50 100 150 200

Sugar/nm Sugar/nm

17. abra: SUVppec és a SUVssszeten liposzomak méreteloszlasanak idébeni kévetése DLS
méréssel. Kék gorbe: friss minta; piros: 1 hetes minta; zéold: 5 hetes minta. A SUVpppc
mintak esetében 5 hét elteltével a mérés soran detektalt autokorrelacios fiiggvények mar
nem voltak kiértékelhetéek (108).

A vékonyréteg hidratacios technikéval, majd extrudalassal eldallitott friss SUV-
ok sugaranak modusza 60 nm volt (17. abra), mind a hatféle liposzoma minta esetében.
A DLS mérést megismételtiik az 1 és 5 hét elteltével is. Idében kdvetve a méreteloszlas
alakulasat a mintak stabilitasarol kaptunk informaciot. Az tires SUVpppc liposzémaknal
1 hét elteltével a modusz a 60 nm-es kezdeti értékhez képest 15 %-kal nétt, mig 5 hét
elteltével a vezikulak fuzidjanak kovetkeztében a DLS mérésbél szadrmazod
autokorrelacios fiiggvények mar nem voltak kiértékelhetoek, ezért azt nem is tiintettiik

fel a mérési eredmények kozott. A tobbi mintara jellemz0 modusz gyakorlatilag

valtozatlan maradt.
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A méreteloszlas masik jellemz6é paramétere az FWHH érték, amely a gorbék
maximum magassaganak a felénél mért szélessége. A leghomogénebbnek 22 nm FWHH
paraméterrel a hatdoanyagot nem tartalmazo SUVissetert liposzomak bizonyultak, amely
érték 5 hét elteltével kb. a dupldjara nétt. A TB501 és TB515 hatéanyagokat tartalmazo
vezikuldknal viszont megfigyelhetd, hogy a FWHH paraméterek 5 hét elteltével sem
valtoztak szamottevé mértékben. Igaz volt ez mind a SUVpppc, Mind a SUVissretett
liposzomakra nézve. A hatéanyagot nem tartalmazd SUVisseterr mintaktol eltekintve a
legkisebb FWHH paraméter a TB515-t tartalmazo6 vezikuldknal tapasztaltuk. A t6bbinél:
SUVpppctTB515 ez 35-40 nm volt, mig a SUVgsszerert TB515 mintdk esetében ez
25-30 nm-nek bizonyult.

6.2. A bezarasi hatasfok kiértékelése
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18. dbra: A bezdrasi hatasfok (BH%) meghatarozdasihoz a normalt abszorpcios
spektrumok a TB501 és a TB515 hatoanyagokra nézve. A detektalt absSzorpcios
spektrumok az elvalasztas elott (fekete gorbe) és az elvalasztdas utan (piros gorbe). A
liposzomak altali fényszoras értékek zold szinnel szerepelnek. Az eredeti mért, normdlas

nélkiilihez hasonlo spektrumok a D részben vannak feltiintetve (108).



Az abszorpcids spektrumok mérése a SEC alkalmazasa el6tt, illetve utan
torténtek. Az 5.5. részben mar emlitettek szerint a TB501 esetében az abszorbanciat
400 nm-en, a TB515-re nézve pedig 370 nm-en olvastuk le és a két érték (SEC elott és
utdn) hanyadosabol szamoltuk a BH%-t, miutan az egyes gorbékbdl levontuk a
liposzomaktol szarmazo fényszoras értékeket. A normaldsnak koszonhetden az
elvalasztds elotti és elvalasztds utdni gorbék liposzoma koncentracidja azonosnak
tekinthetd (18. &bra). A bezarasi hatasfok értékeket a TB501 és TB515 anyagokra,

valamint a SUVpepc és a SUVissretert liposzomak esetében a 6. tablazat foglalja dssze.

6. tablazat: A SUVpppc és a SUVisszeten liposzomakba zart TB501 és TBS515
antituberkulotikumok szamolt bezarasi hatasfoka a 18. abra alapjan (az atlag 95%-0S

konfidencia intervallummal (CI) jellemezve) (108).

Antituberkulotikum SUVasszetett (%0) SUVorrc (%)
95% ClI 95% ClI
TB501 (400 nm) 10,0—10,6 13,1—14,1
TB515 (370 nm) 96,6—98,8 97,2992

A mérési eredmények alapjan szembetlind, hogy a TB515 molekula esetében a
BH% majdnem 100 %-os, addig a TB501 anyagra nézve ez az érték 10 % koriili. A két
molekula, mivel ugyanazon csaladhoz tartozik, kozos alapvazzal rendelkezik, azonban az
oldallancok mindsége eltérd, amely eltéré molekulaméretben és lipofilitasban nyilvanul

meg. Ezek a tulajdonsagok befolyasoljak a vezikuldkba zarodas mértékét.

6.3. A liposzomaba zart és a szabad hatéanyagok in vitro MonoMac-6 sejtek altali

felvétele és toxicitasanak jellemzése

A mérések alapjan, mint ahogyan azt a 7. tablazat is Osszefoglalja, a kétféle
hatéanyagra nézve a sejtek altali felvétel meglehetdsen kiilonbozonek bizonyult. Az in
vitro monocita sejtekben mért eltéré hatdbanyag-mennyiséget erésen befolyasolta a TB501
¢s TB515 hatdéanyagokra mért kiilonbozé BH% értékek. Ebbol kifolyolag a jobb
Osszehasonlithatosag érdekében TB501-es hatdéanyagra nézve 160 uM koncentracional
vizsgaltuk meg a monocita sejtek altali felvételt a szabad és a liposzomakba zart

hatéanyagok esetében. A sejtek altali felvétel a SUVisszetert liposzémékra nézve volt a
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legjobb, mig a SUVpppc kozel hasonld értékeket mutatott, mint a nativ molekula. A
TB515 molekula liposzomékba zarhatdsaga jobbnak mutatkozott a TB501 vegytilettel
szemben, ezért itt a 100 %-os sejtek altali felvételéhez adtuk meg a hatdanyag
mennyiséget uM-ban. Az eredmények alapjan a szabad hatdéanyaghoz képest a
liposzomakba zart készitményeket hatékonyabban vették fel a MonoMac-6 humén
monocita sejtek.

7. tablazat: A nativ és a liposzomdba zdrt (SUVpppc, SUVsszererr) antituberkulotikumok
MonoMac-6 sejtek dltali felvétele, aramldsi citometria mérések alapjan. TB501-re nézve
160 uM-ndl a maximalis sejtek dltali felvételt adtuk meg, mig a TB515 vegyiilet esetében
a 100 %e-os felvételnél a legkisebb hatéanyagkoncentrdcio uM-ban kifejezve (108).

Antituberkulotikum Nativ SUVisszetett SUVobeprc
TB501
(felvétel % 160 pM-nél) 01502 Leds 020,25
TB515
(100 % felvételnél a mennyiség 20-40 80-160 80-160
uM-ban)

A sejtek altali felvételt kozvetleniil fluoreszcencia mikroszkoppal is igazoltuk (19.

abra).

INormél megvilagitas (A)l Fluoreszcencia (B)

kezeletlen

19. dbra: A SUVzerentTBS15 itdva kezelt és a kezeletlen sejtek képe fluoreszcencia
mikroszkoppal, datesd fénnyel (hagyomanyos mikroszkopi kép) (A) és WideBlue filterrel
(fluoreszcencia kép) (B) rogzitve. A kezelt sejteken az alkalmazott minta koncentraciodja:
25 uM (108).
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A TB501 ¢és TB515 hatéanyagok sajat fluoreszcencidjanak kovetkeztében
fluoreszcencia mikroszkoppal nyomon kovethetd a nativ és a liposzomaba zart
hatéanyagok sejtek altali felvétele. A legnagyobb fluoreszcencia intenzitas a TB515
molekula esetében volt megtigyelhetd.

Az é4ramlasi citométerrel végzett mérések alapjan elmondhatd, hogy a
liposzomaba zart készitmények kevésbé voltak toxikusak a MonoMac-6 monocita
sejtekre, a szabad hatoanyagokhoz képest, miutan a sejteket kezeltiik a nativ és a bezart
hatoanyagokkal. A 8. tdblazat alapjan a kezeletlen sejtekhez viszonyitva a halott sejtek
szazalékos aranya a liposzémaba zart antituberkulotikumok esetében volt a legkisebb. A
kétféle liposzomat Osszehasonlitva, a SUVsssseterr liposzomas készitményeknél tobb
sejtpusztulast szamoltunk a SUVpppc liposzomakhoz képest, mindkét hatdéanyagtartalom
esetén megfigyelhetd volt ez a tendencia, azonban ez az ardny még igy is kedvezdbb volt

a nativ vegyiiletekhez képest.

8. tablazat: Az dramlasi citométerrel mért élo sejtek szdzalékos aranya a human
MonoMac-6  monocita  sejtkulturan, a nativ és a liposzomdkba  zdrt
antituberkulotikumokkal torténé kezelést kovetéen. A citotoxicitas mértéket 160 uM

hatéanyag koncentracio mellett vizsgaltuk a kontroll (kezeletlen) mintakhoz képest (108).

Antituberkulotikum Koncentraciéo  Nativ (%) SUVisszetett (2%0) SUVoppc (%0)

(LM)
0 (kontroll) 90-92 89-92 91-93
TB501
160 66-76 74-76 89-92
0 (kontroll) 91-94 92-93 92-95
TB515
160 77-82 82-90 85-90

6.4. Antituberkulotikumok in vitro hatékonysaga és szelektivitaisa Mycobacterium

tenyészeten

A TB501 és TB515 hatéanyagok in vitro antituberkulotikus hatasat kétféle
Mycobacterium kultaran vizsgaltuk, és megallapitottuk a hatéanyagok MIC értékeit a
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lassan n6voé Mtb Ha7Rv és az Mtb MDR A8 (RIF-re és INH-ra rezisztens) torzseken. A
szabad hatéanyagok MIC értékeit a 9. tablazat foglalja dssze.

O. tablazat: A nativ hatoanyagok (TB501 és TB515) minimalis gatlo koncentrdcio értékei
(MIC) az Mtb Hz7Rv és az Mtb MDR A8 térzseken uM és ug/ml koncentrdcio egységben
kifejezve (108).

Antituberkulotikum MIC (uM) MIC (ng/ml)
Mtb Hs7Rv MDR A8 Mtb Hs7Rv MDR A8
TB501 46 138 20 60
TB515 19 3,8 5 1

A TB515 hatéanyagnal mindkét torzsre nézve alacsonyabb MIC értéket
allapitottunk meg a mérés soran, ami Mtb Ha7Rv esetében 19 uM volt, mig az Mtb MDR
A8-ra nézve 3,8 uM.

A kolorimetrias MTT-teszt soran megallapitottuk a szabad hatéanyagok [Cso
értékét, azaz azt a koncentraciot, ahol a monocita sejtek 50 %-a elpusztult. A mért 1Cso
értékek jo inidikatorai az antituberkulotikumok citotoxicitasanak ¢és az ICso/MIC

hanyadosbdl a készitmények szelektivitasi indexe (SI) allapithatdo meg.

10. tdablazat: A nativ antituberkulotikumok ICso értéke a MonoMac-6 sejtekre nézve,
kolorimetrias MTT-teszt alapjdn, tovibba az 1Csq és MIC aranyokbol szdamolt
szelektivitasi index (SI). A MIC értékeket az Mth HazRv kultiiran mértiik (108).

Antituberkulotikum MonoMac-6
Si
G50 (uMD Mtb HsrRv
TB501 218 4,7
TB515 78 4,0

Az eredmények alapjan szembetiind, hogy a TB501 molekula magasabb ICso
értékkel rendelkezik a makrofagokra nézve, tehat kisebb toxicitdst mutatott, mint a
TBS515 vegyiilet. Azonban az alacsony SI értékek alapjan ezek a vegyiiletek mérsékelten
szelektivek, tehat nativ formajuk a 10. tdblazatban megadott koncentracidban a monocita
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sejtek 50 %-at elpusztitotta. A liposzomaba zart készitményeknél az ICsp értékek minden
esetben 250 uM folottiek voltak. A kapott eredmények alapjan a molekuldk szelektivitasa
liposzomaba zarva novelhet6.A liposzomakba zart antituberkulotikumokkal torténd
kezelés soran a MonoMac-6 sejteken csak egy meghatarozott térfogatig alkalmazhatoak
liposzomat tartalmazé oldatok a sejttenyészté médium mellett, valamint a monocita sejtek
véges sejtfelvevd képességének miatt nem sikeriilt elérni azt a felsé hatarértéket, ahol a

sejtek 50%-anak pusztulasa megfigyelhetd.
6.5. Antituberkulotikumok in vitro hatékonysaga Mycobacteriummal fertézott

MonoMac-6 sejteken

11. tablazat: Telepkeépzo egységek szama (CFU) az Mtb HsiRv torzzsel fertozott

«rer

majd Lowenstein-Jensen tdaptalajon valo tenyésztést kovetéen (108).

Antituberkulotikum Koncentraci6 CFU szim
(uM)
kontroll (0) konfluens telepek
NaﬁV SUVﬁsszetett SUVDPPC
12,5 >100 10-50 10-50
25 50-100 0 1-10
TB501
50 10-50 0 0
100 1-10 0 0
12,5 >100 >100 >100
25 >100 >100 >100
TB515
50 >100 10-50 50-100
100 >100 0 0
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A kisérlet soran MonoMac-6 monocita sejteket fertdztiink meg lassan n6vé Mtb
Hs7Rv torzzsel, majd a fert6zott monocita sejteket nativ és a liposzomaba zart
antituberkulotikumokkal kezeltiik. A mintakat 6 hétig tenyésztettilk Lowenstein-Jensen
taptalajon, majd ezt kovetden leolvastuk a CFU értékeket, amelyeket a 11. tablazat foglal
0ssze.

A TB501 molekula nativ forméja, 25 uM koncentracioban mar képes gatld hatast
kifejteni az intracellularis Mycobacteriumra. Liposzomaba zarva novelhet6 a hatdoanyag
sejtekbe valo bejuttatasa, ezért a gatlo hatas a liposzomaba zart gyogyszerformaknal jobb,
foleg a SUVissszetert készitményeknél, ahol nem volt egy CFU sem.

A TBS515 vegyiilet intracellularis hatékonysaga a TB501 molekulaval szemben
joval kisebbnek bizonyult, ugyanis nativ formaban még 100 pM koncentracioban sem
volt képes gatld hatast mutatni az Mtb Hz7Rv torzzsel szemben, ugyanakkor a vegyiilet
liposzomaba zarva 25-50 uM kozott csokkentette a CFU-k szamat. A hatés ebben az
esetbe is @ SUVssszetert liposzoma tipusnal mutatkozott jobbnak. Kontrollként kezeletlen

mintat alkalmaztunk, ahol 6sszefolyt telepek voltak megfigyelhetdek.
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7. Megbesz¢€lés

7.1. A liposzoma mintak stabilitasat befolyasolo tényezék

A liposzoma mintak stabilitasara szamos tényez6 van befolyassal, tgymint a
vezikulak mérete, lamellaritasa, felszini struktarak jelenléte vagy hianya, a vezikula
komponensek mennyisége és mindsége, amelyet a tudomanyos cikkek részletesen
targyalnak (109-114). Ismeretes, hogy a vizes oldatban 1évé vezikulak bizonyos id6
elteltével egymassal fuzionalnak, flokkuldlnak, mas szoval megvaltozik a vezikuldk
eredeti mérete és szerkezete. A hatdbanyagot tartalmazo liposzomak esetében ez a bezart
molekulak szivargasat, esetlegesen elvesztését idézi eld. Amennyiben a liposzémak
gyogyaszati célra predestinaltak, elengedhetetlen szempont a gyogyszerformat illetéen a
stabilitas és a pontos adagolt hatdanyag-mennyiség ismerete.

Az egykomponensii SUVpppc ¢és a tobbkomponensti pegilalt SUVisssetett
liposzomak vizsgalata soran, 5 hét elteltével a tobbkomponensii liposzémak stabilabbnak
mutatkoztak a SUVpppc liposzomakhoz képest. Mindez indokolhat6 egyrészt az Gsszetett
liposzomak CHEMS komponensével, amely koleszterin alapvdzaval beépiil a
membranba ¢és stabilizalja azt, masrészt a felszinhez kapcsolt polietilén-glikol
molekuldkkal, amelyek beboritjak a felszint, és megakadalyozzak a vezikulak egymashoz
tapadasat. Fontos szempont az optimalis PEG koncentracio alkalmazasa, ugyanis
10 % molkoncentracié folotti PEG mennyiség egyrészt gatolna a vezikula in vivo
biohasznosulasat, masrészt a liposzoma kettdsréteg stabilitasat is csokkenti. lrodalmi
adatok alapjan a pegilacio csokkenti a bezart hatdanyag szivargasat is a liposzomakbol
(115). A pegilacio azonban nemcsak in vitro bizonyult kedvezének, hanem in vivo is
szamos eldnnyel rendelkezik a szabad felszinli vezikuldkhoz képest. A liposzomak
szdmara biztositott hidrofil felszin és az ahhoz kapcsolodd viz molekulak
megakadalyozzak a vezikuldk RES altali gyors felismerését, az opszoninok és kiilonb6zo
proteinek kitapaddsat a liposzomak felszinére, amely a vezikuldk eliminacidjdhoz
vezethet. Tehat ebbdl kifolyolag, a pegilalt liposzomakat in vivo, intravénasan alkalmazva
hosszabb keringési id6 jellemzi (116). A TBC esetében, ami foleg a tiid6t érintd betegség,
az inhalacio a gyogyszerbevétel egy kényelmesebb modja lehet a betegek szamara. A

pegilacio az inhalaciés adagolas soran is szamos elénnyel jellemezhetd, ugymint
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elnyujtott hatdanyag-leadas és a bezart farmakon védelme a lebontd enzimekkel szemben.
Az elnyujtott hatdsnak koszonhetdéen az adagolas gyakorisdga csokkenthetd, amely
nagyban hozzajarul a jobb beteg complience-hez €s megeldzhetd a rezisztens torzsek
kialakulasa a terapia soran (117, 118).

A vezikulak stabilitasara befolyassal voltak a bezart hatéanyagok fiziko-kémiai
tulajdonsagai. Kétféle kumaron (2,3-dihidro-benzofuran) alapvazzal rendelkezd
antituberkulotikumot vizsgaltuk, a TB501 ¢és TBS515 fantazianévvel rendelkezd
vegylileteket, amelyek alapvaza ugyan megegyezd volt, ugyanakkor az oldallancaik
mindségben  kiilonbozoek voltak, amelynek koszonhetéen a két vegyiilet
molekulatomege, lipofilitasa és a molekulan 1év6 hidrogén kotés donor/akceptorok szama
eltérének bizonyult. A DLS mérésekbdl szarmazé eredmények alapjan, nevezetesen,
hogy a hatdéanyagok jelenléte ndvelte a stabilitast, tovabba figyelembe véve a molekuldk
lipofilitasasat, az antituberkulotikumok feltételezhet6en a liposzoma membranba épiilnek
be, ezaltal homogénebb méreteloszlas figyelhetd meg. 5 hét elteltével megvizsgalva a
DLS gorbék relativ kiszélesedésének szazalékos aranyat, a kovetkezd stabilitasi sor
allapithatd meg a kiilonboz6 liposzomakra (SUVpprc  SUVissretett) nézve:
SUVisszetett t TBS 15 (= 5 %) < SUVisszetert TB501 (= 20 %) < SUVpppc+TB501 (= 50 %)
< SUVpppct+TB515 (= 80 %).

90 Stabilitas csokken
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20. dbra: A TB501 és TB515 hatoanyagokat tartalmazé SUVpppc és SUVesszeren
liposzomak DLS gorbéjének relativ kiszélesedése 5 hét elteltével a friss mintakhoz képest.

C: SUVsisszerent TB501, D: SUVpppc+TBS501, E: SUVisszeren+ TB515, F: SUVpppc+TB515.
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A 20. abra Osszefoglalja a fényszoras mérések soran tapasztalt FWHH
paramétervaltozast, és az ebbdl szdrmaztatott relativ kiszélesedés mértékét, amely 5 hét
elteltével a liposzoma mintak stabilitdsara enged kovetkeztetni. A mért értékek alapjan a

legstabilabb a SUVsszeiert TB515 minta volt.
7.2. A bezarasi hatasfokot befolyasolo szempontok

Irodalmi adatok alapjan az optimalis BH% eléréséhez egyidében sok szempontot
kell figyelembe venniink, ugyanis az adott hatéanyag BH%-4t befolyasolja a liposzoéma
készités modja, a vezikuldk tipusa, a membrant kialakit6 komponensek, és nem utolsod
sorban a bezarni kivant molekula fiziko-kémiai tulajdonsagai (119).

A membran kettdsréteg kialakitdsdban részt vevd foszfolipidek toltése és a
zsirsavlancok hosszusaga befolyassal van mind a hidroféb, mind a hidrofil tulajdonsag
molekulak bezardsara. SUVpppc tipusu liposzoémak DPPC foszfolipidbdl allnak, amelynél
a glicerin alapvéazhoz két telitett, 16 szénatomot tartalmazé palmitinsav kapcsolodik, a
polaros csoportot pedig a foszfatidil-kolin alkotja. A hosszq, telitetlen zsirsavlancok
kedveznek a hidrofob molekuldk membrankettdsrétegben torténd felhalmozddasanak.
Ugyancsak kedvezd a bezarasi hatasfok szempontjabol a koleszterin és a koleszterin-
szarmazekok jelenléte a membranban, amelyek stabilizaljak a kettdsréteget, eldsegitve a
nagyobb bezarasi molekulamennyiség elérését (119). A kétféle vegyiilet, amivel munkam
soran foglalkoztam, a TB501 és TB515 molekula. Ismeretes, hogy ezek a vegyiiletek
lipofil tulajdonsaggal rendelkeznek, a TB515 lipofilabb (logP=3,290), mint a TB501
(logP=1,523). Molekulatomegiikbdl és az oldallancokbol adéddéan a TB501 nagyobb
molekula a TB515 vegyiilethez képest. A két vegylilet fiziko-kémiai tulajdonsagai
alatamasztjak a mérések soran szamolt bezarasi hatasfokot, ami szerinta TB515 molekula
majdnem 100 %-a a vezikulakba zarddott be, viszont a TB501 esetében ez az érték alig
volt nagyobb mint 10 %. Az irodalomban kozoltek alapjan a CHEMS hatéassal van a
bezarasi hatdsfokra a hatdanyagok lipofilitasatol €s az alkalmazott konentraciotol
figgben (8, 119). A mérési eredmények alapjan a kétféle liposzomat vizsgalva a
SUVisszetett vezikulanal adott ardnyban alkalmazott CHEMS csak kismértékii eltérést
okozott a BH%-ban 6sszehasonlitva a SUVpppc liposzomaval. A legjobb BH%-val a
SUVpppctTBS515 és a SUVisssreterr P TBS5 15 liposzomak rendelkeztek.
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7.3. A nativ és a liposzomaba zart hatéanyagok citotoxicitasanak jellemzése

Az antituberkulotikumok altal okozott citotoxicitds mértékét aramlasi
citometriaval és MTT-teszttel vizsgaltuk. Aramlasi citometridval nagyszamu sejtet
tartalmazd minta vizsgalhaté egyszerre, valamint jol reprodukalhatd modszer. A
rovidtava direkt sejtpusztulasrol szolgéltat informdacidét. Egy mérés sordn szamos
paraméter kovetheté nyomon valés iddben, mint példaul a sejtek altali hatoanyag-felvétel,
valamint a sejthalal mértéke is. Az MTT-teszt egy kdzvetett modszer, amely az €16 sejtek
metabolikus aktivitasat és ezaltal az €10 sejtek szamat hivatott vizsgalni a szinvaltozassal
jaré formazan kristalyok mennyiségébdl. Az MTT mérési adatokbol meghatarozhatéd a
vegyitiletek ICso értékei (120, 121). Az aramlasi citometria mérés soran, ahol az inkubacio
id6tartama 3 oOra volt a nativ TB501 molekula mutatott nagyobb mértékii citotoxicitast a
TB515 vegyiilethez képest, mig az MTT mérés sordn, ahol az inkubacids id6 16 dra volt
a TB501 antituberkulotikum rendelkezett magasabb ICso értékkel (218 puM), azaz
alacsonyabb sejtkarosité hatassal a TB515-¢l (78 uM) szemben. Az MTT-teszttel a
hosszll tavh sejtkarositdé hatds is nyomon kovethetd. A sejtekben torténd kiilonféle
anyagcsere-reakciok kovetkeztében az aramlasi citometria mérésbol és az MTT-tesztbol
adodo eredmények eltérhetnek. Mind az aramlési citometria, mind az MTT-teszt soran
gyljtott adatokbdl elmondhatd, hogy a liposzémaba zéart hatdéanyagok szelektivitasa

novelhetd, ezaltal csokkenthetd a molekulak sejtekre kifejtett toxikussaga.

7.4. In vitro antituberkulotikus aktivitas jellemzése és Gsszehasonlitasa szabadon

novo Mtb Hiz7Rv kultiran és intracellularis Mtb Hz7Rv torzseken

In vitro lassan n6vé Mtb Hs7Rv és az Mth MDR A8 (RIF-re és INH-ra rezisztens)
torzseken tesztelve a TB501 és TB515 molekuldk antituberkulotikus hatasossagat, a
TB501 molekula hatékonyabbnak bizonyult a Mtb Hs7Rv kultiran 46 uM MIC értékkel,
a rezisztens Mtb MDR A8 torzsekkel szemben, ahol ez az érték 138 uM volt. A TB515
molekula az Mtb MDR A8 torzzsel szemben mutatott nagyobb hatékonysagot 3,8 uM
MIC értékkel, a Mtb Hz7Rv torzseken pedig 19 uM volt a mért MIC érték.
Osszehasonlitva a két molekulat, elmondhaté, hogy a TB515 vegyiilet hatékonyabbnak
bizonyult mindkét Mycobacterium torzson (Mtb HzzRv, Mtb MDR A8) a TB501
hatéanyaggal szemben.
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A TBC-r6l azonban ismeretes, hogy intracellularis baktérium 1évén a fertézést
kovetden a makrofagokba keriil, ahol a baktérium ellenallo sejtfalanak (50, 73), tovabba
a lizoszomalis fuzi6 megakadalyozasanak koszonhetden képes tulélni és tovabb
szaporodni a gazdaszervezetben (76). Az oralisan alkalmazott gyogyszerek tobbsége nem
képes megfeleld koncentraciot elérni a makrofagokon beliil, ezért a fert6zés kezelése
hosszadalmas ¢és gyakran alakul ki rezisztencia (52, 60, 122). A liposzomalis
gyogyszerszallitd rendszerekkel novelhetd a szelektivitds ¢és az intracellularisan
bejuttatott hatdéanyag mennyisége (123). A szervezetben t6rténé mechanizmusok
modellezésére MonoMac-6 human monocita sejteket fertéztiink meg Mtb HazzRv
torzzsekkel, majd vizsgaltuk a fert6zo6tt mintdkon a nativ és a liposzomakba zart
formuléciok hatékonysagat. Ami a mérések alapjan szembetlind, hogy amig a TB515 a
Mycobacterium sejtkulturakon meglehetdsen hatékonynak bizonyult, addig az
intracellularis baktériumokkal szemben még 100 uM f616tt sem mutatott gatld hatast. A
TBS501 molekuldnal nativ formaban mar 25 pM koncentracioban megfigyelhetd érdemi
gatlas az intracellularis Mycobacterium modelleken. Azonban, liposzomaba zarva, mind
a SUVpppc, Mind a SUVssssetert liposzoOmaknal javult az in vitro hatékonysag az
intracellularis baktériumokkal szemben. A liposzoémalis gydgyszerformak segitségével
novelheté a sejtek altali hatoanyag-felvétel. Ismert, hogy a liposzoma-sejtek kozotti
kolcsonhatas és a sejtek altali felvétel nagymértékben fiigg a liposzomat alkotd
komponensek mindségétdl €s mennyiségétdl, a liposzomak méretétdl ¢€s felszini
struktardjatol, valamint a kolcsonhatod sejtek tipusatol. Irodalmi adatok alapjan a
vezikulak sejtek altali felvétele két 1épésben torténik, elsd 1épésben a liposzomak a sejtek
felszinéhez adszorbealdodnak, majd endocitdzis révén internalizdlodnak a sejtekbe. A
pegilalt felszinnek kdszonhetden a sejtek altali felvétel valamelyest csokkent, azonban ez
a hatas szamottevéen 5 %-os molarany felett érvényesil (124). A SUVissretett
liposzémaknal a pegilalt lipid aranya kb. 2,5 mol %, ami jelen esetben nem csokkentette
nagy mértékben a sejtek altali felvételt. A tobbkomponensii liposzomak formulalasa
soran az Osszetétel DOPE lipidet is tartalmazott, amely eldsegiti a vezikulak
fuzogenitasat, valamint pH csokkenés hatasara megvaltozik a szerkezete, amely a
membrant destabilizalja. A CHEMS is fontos funkcioval birt a tervezés soran, egyrészt

stabilizélja a membran kettdsréteget, masrészt a hemiszukcinat csoportnak kdszonhetden
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szintén szerkezetvaltozast szenved a savas pH hatasara. Ezaltal egy olyan liposzomalis
struktarat sikeriilt el6allitanunk, amely a pH csokkenés, mint trigger hatdsara kitiriti a
vezikulakba zart tartalmat (9, 10, 125). Az armalasi citométerrel kapott mérési
eredmények igazoljdk, hogy a tobbkomponensii liposzémalis struktara sikeresen
felvételre keriil az intracellularis térbe és a savas pH hatasara leadja a vezikulakba zart
hatéanyagot. In vitro fert6zott sejteken, mind a TB501, mind a TB515 tartalommal
rendelkez0 SUVisszeterr liposzomak hatékonyabb gatlast fejtettek ki az intracellularis

baktériumokra az egykomponensii SUVpppc struktiuraval szemben.
7.5. Az optimalis antituberkulotikum formulacié a TBC terapia szempontjabol
12. tablazat: A nativ (TB501, TB515) és a liposzomakba (SUVpppc, SUVsssretert) zdrt

hatoanyagok mérések altal meghatdrozott fiziko-kémiai és biologiai tulajdonsdgainak

osszefoglalo tablazata (108).

: : . Stabilitas o Sejtek altali| Non- |Intracelluldris
Antituberkulotikum |Gyégyszerforma (SUV) BH% felvétel |toxikussig gatlis
. o o nagyon e ek
Nativ alacsony mérsékelt mérsékelt
TB501 SUVsszetert jo alacsony  alacsony  mérsékelt kitiné

nagyon

SUVobprc mérsékelt alacsony alacsony kitiné kitiné
, o . nagyon
— — kit
Nativ itin6 jo alacsony
T B 5 1 5 S U Viisszetett kltﬁl’lé kltﬁl’lé _] é kltﬁné _] é
SUVopec mérsékelt  kitiing jo kitiing jo

A legjobb gyogyszerjelolt formulacidé meghatarozasdhoz egyidejlileg szdmos
tényez0 mérlegelése sziikséges, amelyeket a 12. tablazat foglal 0Ossze. Egy
gyogyszerformdval szemben krucidlis tényezd a stabilitds. A SUVgsszetert liposzomak
stabilitasa felillmulta a SUVpppc vezikulat tartalmazé mintdk stabilitdsat. A DLS

mérésbol szarmazd méreteloszlas gorbék mar az elsd hét utan jelentds valtozast mutattak
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az tires SUVpppc mintak esetében, és 5 hét elteltével a mintakbdl szarmazo
autokorrelacios gorbék gyakorlatilag kiértékelhetetlennek bizonyultak. A TB515
molekula SUVsszetere liposzoma mintakra kifejtett stabilizald hatasanak készonhetéen az
5. hét utan a kiszélesedés mértéke alig haladta meg az 5 %-ot a kiindulasi értékhez képest.
A SUVisszetert TB515  készitmények bezarasi hatasfoka kitlindnek bizonyult és a
MonoMac-6 sejtekre kifejtett toxikussag mértéke elhanyagolhatd volt. A sejtek altali
felvétel a TBS5IS5 tartalmu Osszetett liposzoma mintdnak, és az intracellularis
baktériumokra kifejtett hatasa szintén jonak bizonyult, azonban az in vivo intracellularis
bakterialis gatlds messze elmaradt a nativ TB501 ¢és a liposzomakba zart forméval
szemben. A liposzémalis TB501 készitmények viszont rosszabb értékkel rendelkeznek a
stabilitds, a bezarasi hatasfok és a sejtek altali felvételt illetéen. Tehat minden szempontot
mérlegelve, az in vitro mérések alapjan, a SUVisserent TB515 készitmény igéretes
antituberkulotikumnak tekinthetd, és az in vivo mérések esetleges pozitiv kimenetele

esetén potencialis jelolt a TBC terapijara.
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8. Kovetkeztetések

8.1. A liposzomak stabilitasa

A DLS mérések alapjan a lipidmembran stabilitasat novelte a CHEMS jelenléte
¢s a felszint borito PEG molekulak, amelyek sztérikusan stabilizaltak a felszint, ezaltal
csokkentették a vezikulak kozotti aggregacio mértékét. Ezen feliil, mind a SUVpppc, mind
a SUVissszetert liposzomak esetében megfigyelhetd volt a stabilitds novekedése a TB501 és
TB515 hatdéanyagok hozzaadéasat kovetden, amely arra enged kovetkeztetni, hogy a
molekulak lipofil tulajdonsagaiknak kdszonhetden a membrankettdsrétegbe €piilnek be.
A stabilitas szempontjabol a legigéretesebb konstrukcid a SUVisszeret TB515 minta volt,
amely 5 hét elteltével minddssze 5 %-os kiszélesedést mutatott az eredeti értékhez képest.

A legkisebb stabilitassal a hatoanyag nélkiili SUVpppc mintdk rendelkeztek.
8.2. Az antituberkulotikumok bezarasi hatasfoka

Osszehasonlitva a TB501 és a TB515 hatéanyagokat az elvélasztast kdvetd
abszorbancia mérések alapjan elmondhato, hogy a TB515 hatdéanyagnak mind a
SUVpppc, Mind @ SUVisseerr liposzomakban nagyobb volt a BH%-a a TB501
molekuldhoz képest. Az eltérés magyarazhatd a két molekula kiilonboz6 fiziko-kémiai
tulajdonsagaival, igymint oldhatosadg, molekula méret, lipofilitas €s a hidrogén kotések
szama. A TB515 molekula lipofilabb és méretét tekintve kisebb molekula, mint a TB501
vegyiilet. A kiilonb6zd Osszetételll liposzoma mintdk (SUVpppc, SUVissszetert) szamottevd

mértékben nem befolyadsoltdk a BH% mértékét.
8.3. A liposzomaba zart és a nativ molekulak in vitro sejtek altali felvétele

A liposzémaba zart TB515 és TB501, valamint a nativ formaban 1évd
hatdoanyagok sejtek altali felvételét aramlasi citometriaval ¢és fluoreszcencia
mikroszkoppal vizsgaltuk. A nativ TB515 molekula sejtek altali felvétele jobbnak
bizonyult a nativ TB501 antituberkulotikumhoz képest. A MonoMac-6 monocita sejtek
altali felvétele novelhetd, hogyha a TB501 és TB515 molekulakat SUVpppc és SUVissszetett

liposzomakba zarjuk. Ez a tendencia kiilonosen a TB515 hatéanyagra nézve érvényesiil,
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ahol eleve nagyobb liposzémalis BH%-t értiink el. A fluoreszcencia mikroszkopos képek

is igazoljak, hogy a liposzoméba zart készitmények sejtek altali felvétele sikeres volt.

8.4. A liposzomaba zart és a nativ molekulak in vitro sejtekre kifejtett citotoxicitasa

és szelektivitasa

A készitmények sejtfelvételt kovetd, direkt citotoxicitdsa dramlasi citométerrel
szintén megmérésre kertilt, amelybdl kideriil, hogy a nativ hatdbanyagok monocita sejtekre
kifejtett toxikus hatdsa nagyrészt maszkirozhato, ha a vegyiileteket liposzémaba zarjuk.
A legkisebb toxicitast mutatd készitmény a SUVpppc+TB515 volt.

A hosszabbtavu citotoxicitast MTT-teszttel mértiik, amely megadta azt a nativ
hatéanyagkoncentraciot, amelynél a human MonoMac-6 monocita sejtek 50 %-a
elpusztul. Ez alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a magasabb ICso értékkel rendelkezd
TB501 hatdéanyag kevésbé volt toxikus a sejtekre nézve, mint az alacsonyabb ICso
értékkel biré TB515 vegyiilet.

In vitro, kétféle mikobakterialis torzset vizsgaltunk a lassan n6vé Mtb Hz7Rv-t és
a rezisztens Mtb MDR A8-at. Meghataroztuk azt a legkisebb hatéanyag koncentraciot,
ahol a molekuldk gatlo hatasa mar megfigyelhetd (MIC), és ezt Osszevetve az ICso
értékekkel megadtuk a szelektivitds mértékét, amelybdl arra kovetkeztethetiink, hogy a
nativ vegyiiletek kevéssé szelektivek a gatolni kivant Mycobacterium tuberculosis
baktériumra nézve, mert a monocita sejtekre is toxikus hatast fejtenek ki. Az alacsony Sl
kikiiszobolhetd, hogyha a liposzomakba zart molekulakat alkalmazzuk, amelyek mind az

aramlasi citometria mérés, mind az MTT-teszt soran kisebb toxicitast mutattak.

8.5. A liposzémaba zart és a nativ készitmények in vitro hatékonysaga intracellularis

Mtb Hs7Rv-vel fert6zott MonoMac-6 monocita modellen

A nativ hatéanyagoknal a TB515 molekula gétolta nagyobb hatékonysaggal a
lassan n6vé Mtb Hs7Rv torzseket, ugyanakkor az intracellularis térzseknél még 100 pM
koncentracioban is hatastalannak mutatkozott. A TB501 molekula hatékonysaga alul
maradt a TB515 vegyiilethez képest a szabadon n6vé Mtb Hz7Rv tenyészeten, azonban
az intracellularis gatlasa kimagaslé hatékonysagot mutatott a TB515 molekulahoz képest.

Ez a megfigyelés arra enged kovetkeztetni, hogy a sejtekben lezajlo komplex metabolikus
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folyamatok révén a TB515 molekula kevésbé tudja kifejteni a gatld hatasat, annak
ellenére, hogy a sejtek nagyobb mennyiségben képesek felvenni a TB501-el ellentétben.
Liposzémaba zarva, fert6zott sejteknél mind a TB515, mind TB501 molekulaknal
jelentOs javulas figyelheté meg a mikobakterialis sejtekre kifejtett hatasukat illetéen. A
SUVpppctTB515 és SUVissetert TBS15  készitményeket 100 pM  koncentracioban
alkalmazva az 6sszes baktériumot elpusztitottak és egyetlen CFU sem képzddott.

A hatéanyagokat tartalmazo liposzomas készitmények formuléacidja soran, az
eddig elvégzett vizsgalatok és mérések alapjan, figyelembe véve az 6sszes szempontot,
ugymint eltarthatdsag, bezarasi hatasfok, toxikussag, és az intracellularis gatlas mértéke

cpey

készitmény.
8.6. Uj tudmanyos eredmények

e Két Ujonnan szintetizalt antituberkulotikumot (TB501, TB515) sikeresen
bezartam konvenciondlis (SUVpppc) illetve pegilalt pH-Szenzitiv csoportot
tartalmazd (SUVisszetert) liposzomakba. Megallapitottam, hogy a liposzémakba
zart antituberkulotikumok stabilizaljak a vezikulakat, ezaltal azok hosszabb ideig
eltarthatoak. Megvizsgaltam, a kétféle hatdoanyag liposzomakba torténd bezarasi
hatasfokat. A TB515 antituberkulotikum liposzomékba torténd bezéarhatosaga

90 % folotti, szemben a TB501 hatéanyaggal, amely kb. 10 % volt.

e Me¢éréssel igazoltam a liposzomakba zart antituberkulotikumok MonoMac-6 sejtek
altali felvételét, €s a sejtekre kifejtett toxikussagot a szabad hatoanyagokkal
szemben. A liposzomakba zart antituberkulotikumokat a sejtek nagyobb
hatékonysaggal veszik fel, Osszevetve a nativ antituberkulotikumokkal. Ezzel
szemben a nativ formédban 1évé molekuldk sejtkarositd hatasa maszkirozhato €s

ezaltal a szelektivitas novelhetd a liposzomalis gydgyszerformakkal.
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Meghataroztam a liposzomakba zart antituberkulotikumok in vitro intracellularis
baktériumellenes hatasat €s Osszevetettem azokat a szabad gyogyszerformakkal.
Liposzémakba zérva az antituberkulotukumok hatékonyabbak az intracellularisan

elhelyezked6é TBC-t okozo Mycobacteriumokkal szemben.

Az eléallitott kétféle antituberkulotikumot tartalmazé stabil, liposzomalis nano-
gyogyszerszallitd rendszerek koziil, amelyek bizonyitottan kisebb toxicitassal,
ezaltal nagyobb szelektivitassal és nagyobb hatékonysaggal rendelkeznek a nativ
formaban 1év6é hatéanyagokkal szemben, a legigéretesebb jelolt a
SUVisszetett t TB515 készitmény, amely tovabbi in vivo vizsgalatokat kovetden

akar potencialisan is hasznalhato a TBC kezelésére.
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9. Osszefoglalas

A TBC mindmaig az egyik legelterjedtebb fert6zo betegség a vilagon. Az egyre
gyakoribb rezisztens torzsek megjelenése miatt sziikségessé valt j antibiotikumok
eldallitasa és bevezetése a TBC terapidjaba. Doktori munkdm soran liposzémaba zart,
Ujonnan szintetizalt antituberkulotikumok tanulmédnyozédsdval foglalkoztam. Az
antituberkulotikus aktivitassal rendelkez6 TB501 ¢és TB515 molekuldk a dUTP-az
bakterialis enzim szelektiv gatloi, amelyet in silico dokkolas segitségével sziirtek ki.
Célul tliztem ki olyan liposzémaba zart antituberkulotikumok formulalasat, amelyek
hatékonyan alkalmazhatdak a TBC kezelésében. Vizsgaltam a hatébanyagokat tartalmazo
SUVpprc (DPPC lipidbdl allo) és a SUVisszetert (DOPE:CHEMS:DSPE-PEG lipidekbdl
allo) liposzomak méreteloszlasat ¢s stabilitasat. A legjobb stabilitassal rendelkezd minta
a SUVisszeter t TBS 15 készitmény volt, mely a fényszorasmérések alapjan 5 hét elteltével
sem mutatott szamottevé méreteloszlasbeli valtozast. Megmértem az egyes hatdanyagok
liposzomakba torténé bezarasi hatasfokat (BH%), amely a TB515 molekulara nézve
bizonyult a legnagyobbnak, mind a SUVppec, mind a SUVsszetert készitmények esetében.
A Mycobacterium tuberculosis egy intracellularis baktérium. A fert6zést kovetden a
makrofagok fagocitaljadk a szervezetbe keriild baktériumokat. Sajnos az alkalmazott
hatéanyagok csak kis hanyada képes hatdsos koncentraciot elérni a sejteken beliil, ezért
tobbféle hatdoanyag hosszutdva alkalmazasa sziikséges a TBC kezelése soran. A
liposzomaba zart €s a szabad hatdanyagok sejtek altali felvételének a vizsgalatara human
MonoMac-6 monocita sejtkulturat alkalmaztunk. A liposzoméba zart vegyiileteket a
sejtek jobb hatékonysaggal vették fel, tovabba a vezikuldkba zart forma novelte a
hatéanyagok szelektivitasat, amely a kisebb citotoxicitdsban volt mérhetd. A liposzémaba
zart készitmények in vitro intracellularis hatékonysagat lassan nové Mtb HzzRv
Mycobacterium torzzsel fert6zott monocita sejteken vizsgaltuk. A nativ formaban 1évo
antituberkulotikumok intracellularis baktériumokra kifejtett hatékonysagat novelte, ha a
vegyiileteket liposzomaba zartuk. A leghatékonyabb liposzomalis forma a
tobbkomponensti, pegilalt, pH-szenzitiv SUVssszetet minta volt. Osszegezve a kisérletek
eredményeit a TBC kezelésére leginkabb a SUVisswerert TB515 készitmény tlinik

alkalmasnak.
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10. Summary

Tuberculosis (TB) is still one of the most frequent infectious diseases nowadays
worldwide. Due to emerging resistant Mycobacterial strains, the development of new
antitubercular agents is of utmost importance. My doctoral thesis aimed to study two
newly synthesized antituberculotic drug candidates in their native form and as liposome-
encapsulated drug delivery systems. Employing in silico docking methods two promising
drug candidates were selected, namely TB501 and TB515 molecule, which displayed
selective inhibitor ability of Mycobacterial dUTP-as enzyme. This work focused on the
formulation of encapsulated liposomal antituberculous drugs which may elevate the
effectiveness of TB therapy. The size distribution and long-term stability of the drug-
containing monocomponent SUVpppc (DPPC lipid) and the multicomponent SUV mixed
(DOPE:CHEMS:DSPE-PEG) liposomes were determined by dynamic light scattering.
The sample that displayed the best long-term stability was the SUVmixea+ TB515 sample,
which did not show a significant change in size distribution even after 5 weeks. The
encapsulation efficiency (EE%) of the drug candidates was measured for each
antitubercular agent in both liposomal formulations. TB515 displayed the highest EE in
SUVprrc and SUVnmixed liposomes as well. Mycobacterium tuberculosis is an intracellular
bacterium. During infection, the bacteria that have entered the body the pathogen is
phagocytosed by the macrophages. Unfortunately, only a small fraction of the applied
drugs can reach an effective concentration within the concerned cells, so long-term use
of multiple drugs is required in the case of the treatment of TB. To investigate the cellular
uptake of the liposomal formulations and native drugs a human MonoMac-6 cell culture
was used. The liposomal formulations were taken up by the cells with higher efficiency
and the vesicle-encapsulated form increased the selectivity of the drugs which resulted in
the lower cytotoxicity. The in vitro intracellular efficacy of liposome-encapsulated
formulations was investigated in monocytic cells infected with slow-growing Mtb Hz7Rv
Mycobacterium strain. The liposome-encapsulated antituberculotic agents proved to be
more efficacious on intracellular bacteria compared to the agents administered in their
native form. The most efficient liposomal formulation is the multicomponent, pegylated,
pH-sensitive SUVmixed Sample. Summarizing the results of the experiments, the

SUVmixed+ TB515 formulation is the most promising formulation for the treatment of TB.
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