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1. Bevezetés

1.1. TBC

A TBC mindmaig az egyik legelterjedtebb fert6zd betegség a
vilagon, annak ellenére, hogy a betegség gyogyithato. A WHO 2019-es
adatai szerint kb. 10 milli6 Gj TBC-s fert6zottet és 1,4 millio halalos esetet
regisztraltak vilagszerte. A TBC kezelése komplikaciok nélkil min. 6
hénapot vesz igénybe, amelynek soran izoniazid, rifampicin, etambutol és
pirazinamid antituberkulotikumok kombinacidit alkalmazzak. Az el6irt
terapia azonban gyakran sikertelen. A hosszi kezelés és a gyogyszerek
okozta mellékhatdsok kdvetkeztében a betegek terapidhoz vald hiisége nem
megfeleld, amely kedvez a gydgyszer rezisztens torzsek megjelenésének és
elterjedésének. A rezisztencia legstlyosabb formdja az extenziv rezisztencia
(XDR-TBC), amelynek soran az elsGvonalban alkalmazott izoniazid,
rifampicin és a masodvonalban alkalmazott fluorokinolonok, tovabba
legalabb az egyik parenteralisan alkalmazott aminoglikozid (amikacin,
kanamycin) hatastalan a fert6zéssel szemben. Napjainkban egyre nagyobb
hangsulyt kap az 0j antituberkulotikumok fejlesztése és a terapidba vald
integralasuknak az igénye. 2012-t61 a TBC kezelésére harom 10j vegyiiletet
vezettek be, névszerint a bedaquilint, delamanidot és a pretomanidot. Ezeket
az uj hatéanyagokat is foleg kombinacioban alkalmazzak, azonban mar az
Gjonnan alkalmazott antituberkulotikumokkal szemben is beszamoltak a

rezisztencia megjelenésérol.

1.2. Liposzémak

A liposzdmék szerkezetiiket tekintve egy vagy tobb foszfolipid
kettdsrétegb6l allnak, amelyek vizes fazist zarnak kozre. Gyogyszerszallito
rendszerként és modellmembranként is alkalmazhatdéak. A liposzomakat

csoportosithatjuk a vezikulak mérete, lamellaritasa és a felszini, valamint az
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Osszetételbeli mddositdsuk alapjan. Az 1. generécids, konvencionalis
liposzomak farmakokinetikajara jellemz6 a szervezetbdl torténd gyors
kiurtlés. Ezzel szemben a mddositott felszinnel rendelkez6 II. generacios
vezikuldk hosszabb keringési idével rendelkeznek. Hosszi keringési idejii
(stealth liposomes) liposzomak elballitasara leggyakrabban polietilén-glikol
(PEG) polimert alkalmaznak, amely hidrofil felszint biztosit a vezikulaknak
és gatolja az opszoninok megtapadasat a felszinen, ezaltal elkeriilhetd azok
eliminéciéja. A 1l. generéacids liposzémakon belll megkilonbdztetiink
olyan vezikulakat, amelyek szerkezetvaltozast mutatnak valamilyen jel,
példaul hémérséklet vagy pH- valtozas hatdsara. Ezeket a vezikulakat
nevezzik trigger szenzitiv liposzémaknak. Az ily moédon megformalt
vezikularis rendszerek segitségével a liposzémakba csomagolt hatéanyagok

Kilriilésének helye és ideje megtervezhetd és célzotta tehetd.
2. Célkitilizések

Tudomanyos munkam soran elsddleges célul tliztem ki, olyan
antituberkulotikumokat tartalmazé liposzémas készitmények formulalasat,
amelyek hatékonyak lehetnek a TBC terapidjaban. Céljaim kdzott szerepelt
a hatoanyagot tartalmazd vezikuldk kovetkezd tulajdonsagainak a
megismerése:

1. Az elééllitott liposzomak méreteloszlasanak vizsgalata és a

valtozasok nyomon kovetése.

2. Az antituberkulotikumok bezarasi hatasfokanak a meghatarozasa.

3. A liposzémaba zart készitmények in vitro monocita sejtek altali

felvételének a meghatérozasa és Osszehasonlitisa a szabad
hat6anyagokkal.

4. A liposzomas készitmények és a szabad hatdanyagok in vitro

citotoxicitdsanak a meghatarozasa monocita sejtkultiran.



5. A szabad és liposzomédba zart készitmények in vitro

hatékonysaganak a megéllapitasa.
3. Modszerek

3.1. Antituberkulotikumok

A TB501 (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) és
a TB515  ((2E)-6-hidroxi-2-(3-fenilprop-2-in-1-ilidén)-2,3-dihidro-1-
benzofuran-3-on) antituberkulotikumokat in silico moédszer segitségével
vélasztottuk ki. Az ELTE Szamitégéptudoméanyi Tanszék altal hasznalt,
sajat fejlesztésti FRIGATE dokkolo algoritmus segitségével a dUTP-4z
bakterialis enzim szelektiv gatloit keresték.

3.2. Liposzoma mintdk készitése vékonyréteg hidratacios

technikaval

Kétféle Osszetételi liposzomat készitettiink. Az els6 az egy DPPC
lipidbé1 all6 (SUVpppc) konvencionalis vezikula, a masodik pedig 5:4:1
tdmegaranyban DOPE:CHEMS:DSPE-PEG sszetételii, pH-valtozasra
érzékeny molekulat tartalmazd, tébbkomponensli pegilalt liposzoma. A
lipidfilm készitéséhez a komponenseket kloroformban oldottuk, amelyet
nitrogén gaz segitségével parologtattunk el. A kovetkezd lépésben a
lipidfilmet PBS pufferrel hidraltuk. A létrejott multilamellaris vezikulakat
100 nm poérusatméréjii polikarbonat membranon extrudaltuk Avanti Polar
Mini Extruderrel, hogy kis unilamelllaris liposzomakat (SUV) allitsunk eld.
A TB501 és TB515 antituberkulotikumokat a hidralasi fazisban, vagy a
lipidfilm készités soran adtuk a rendszerhez.



3.3. Aliposzémak méreteloszlas analizise DLS méréssel

A méréseket egy hazi épitésii, a Biofizikai és Sugarbiologiai Intézetben
tovabbfejlesztett fényszorasmérd berendezéssel végeztik. A
megvilagitashoz szilardtest lézerfényforrast hasznaltunk (Melles Griot 58-
BLS-301, 457 nm, 150mW), a mintdk altal szdrt fény intenzitasat a
megvilagitd fénynyaldbhoz képest 90°-0s szdgben detektaltuk (Hamamatsu
detektor, H7155 PMT modul). A méréshez 40 pl liposzoma mintat 200 pl
PBS pufferrel higitottunk.

3.4. Bezéarasi hatasfok meghatérozasa extinkcio méréssel

A liposzdmaba zart, illetve a szabadon 1évé molekuldkat
méretkizarasos kromatografiaval (SEC) valasztottuk el. Megmértik a
mintdk abszorbancidjat az elvalasztas el6tt és az egyes frakciok
abszorbanciajat az elvalasztds utdn. Az abszorbanciamérést a Nanodrop
1000 spektrofotométerrel (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
Delaware) végeztik a 250-550 nm-es hullamhossztartomanyban. Az
alkalmazott minta mennyisége 2 pl volt. A TB501 és TB515 molekulak
bezérési hatasfoka (BH%) megdllapithatd, ha az elvalasztds utdn meért
abszorbancia értékeket elosztjuk az elvalasztas eldtti abszorbancia
értékekkel. A vezikuldk miatti fényszoras kikiiszoboléséhez a hat6anyagot
nem tartalmazé liposzoma mintdk extinkcidjat is megmértik, amellyel

korrigaltuk a szdmolt BH% értékeket.

3.5. Uptake vizsgalata aramlési citometriaval és mikroszkoppal

A liposzdméba zart és a szabad hatéanyagok sejtek altali felvételét BD
LSR Il aramlasi citométerrel (BD Biosciences, San Jose, CA, USA)
vizsgéltuk, MonoMac-6 human monocita sejteken. Az inkubacios id6 3 ora
volt. A megvildgitashoz lézer fényt hasznaltunk (Coherent Sapphire

szilardtest dioda-l1ézer, 22 mW), majd detektaltuk a sejtek altal kibocsatott



fluoreszcencia fény (csatorna FITC, emisszid) és a sejtek &ltal szort fény
intenzitasat.

A kezelt MonoMac-6 sejtek morfologidgjat Olympus CKX41
fluoreszcencia  mikroszkoppal ~(Hamburg, Németorszag, Olympus
U-RFLT50 higanygéz lampaval felszerelt fluoreszcens mikroszkép) is

megfigyeltik.

3.6. Invitro citotoxicitas mérése MTT-teszttel

A TB501 és TB515 hatéanyagok MonoMac-6 sejtek életképességére
kifejtett hatdsat vizsgaltuk MTT-oldat segitségével. A TB501 és TB515
hatéanyagok inkubaciés ideje a MonoMac-6 sejteken 16 6ra volt. A
képz6dott lila szinli formazan kristdlyok mennyiségét OD méréssel
hataroztuk meg, ELISA Reader (iEMS Reader, Labsystems, Finnorszag)
segitségével 540 nm-en (abszorpciés maximum kozelében) és 620 nm-en
(referencia hullamhossz). A kiértékelés sordan 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 lefutdst dozis-hatas gorbékbdl a sejtekre nézve megallapitottuk

az 50%-os gatlast okozd koncentraciot (1Cs).

3.7. Az antituberkulotikumok in vitro hatékonysaganak mérése

A TB501 és TB515 hatdéanyagok hatékonysagat vizsgaltuk a lassan
n6vé Mtb Ha;Rv (ATCC 27294) és a RIF-re és INH-ra rezisztens Mth A8
MDR (ATCC 35822) torzseken. A nativ hatéanyagokat 0,05-100 pg/ml
koncentracidoban adtuk a médiumhoz. A hatéanyagok hozzdadéasat kdvetden

28 napig inkubaltuk a sejteket, amelyb6l meghataroztuk az



antituberkulotikumok  minimalis gatlé koncentracidjat (MIC). Az
antituberkulotikus hatas igazolasara a torzseket a kezelést kovetSen
atoltottuk szildrd Lowenstein-Jensen médiumra, ahol a teleképz6 egységek
(CFU) szamabdl kdvetkeztettiink a kifejtett gatlas mértékeére.

A nativ és a liposzdmaba zart TB501 és TB515 antituberkulotikumok
intracellularis baktériumokra kifejtett hatasat Mtb Hs;Rv (ATCC 27294)
torzzsel fertdzott MonoMac-6 sejteken vizsgaltuk. A sejteket kétszer
kezeltiik harom napos kilénbséggel a szabad, illetve a liposzomaba zart
készitményekkel. A sejtek lizisét kovetéen a mintdkat atoltottuk szilard
Lowenstein-Jensen  taptalajra, ahol 6 hét elteltével a CFU-k

megszamlalasaval allapitottuk meg a készitmények intracellularis gatlasat.



4. Eredmények

4.1. Az eléallitott liposzoma mintak méreteloszlasa
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1. abra: SUVpppc s @ SUVysserett liposzomak méreteloszlasanak idébeni
kovetése DLS méréssel. Kék gorbe: friss minta; piros: 1 hetes minta; z6ld: 5
hetes minta. A SUVpppe Mintdk esetében 5 hét elteltével a mérés soran

detektalt autokorrelacios fliggvények mar nem voltak kiértékelhetdek.

A vékonyréteg hidratacios technikaval, majd extrudalassal el6allitott
friss SUV-ok sugardnak modusza 60 nm volt, mind a hatféle liposzoma
minta esetében. A méreteloszlas masik jellemz6 paramétere az FWHH

érték, amely a gorbék maximum magassaganak a felénél mért szélessége. A



hatéanyagot nem tartalmazd SUVsserer Mintaktol eltekintve a legkisebb
FWHH paraméter a SUVisgueer +TB515-t tartalmazéd vezikulaknal
tapasztaltuk.

4.2. Bezarasi hatasfok

SUVijsszelen SUVDPPC
A B
21 TB501 21 TB501
o]
C)
©
g 1 1
-
Qo
z
0 : r - 0 - - r
300 400 500 300 400 500
e D 2
21 TB515 21 TBS515 8
1
0
O 0
_‘—" 300 400 500
E 14 1 Hullamhossz/nm
S
Zz
0 r r . 0 r T T
300 400 500 300 400 500
Hullamhossz/nm Hullamhossz/nm

2. abra: A bezarasi hatasfok (BH%) meghatdrozdsdhoz a normalt
abszorbcids spektrumok a TB501 és a TB515 hatdanyagokra nézve. A
detektalt abszorbcios spektrumok az elvalasztas eldtt (fekete gorbe) és az
elvalasztas utan (piros gorbe). A liposzomak altali fényszéras értékek zold
szinnel szerepelnek. Az eredeti mért, normalas nélkilihez hasonl6

spektrumok a D részben vannak feltiintetve.



1. tablazat: A SUVpppc €5 @ SUVisszetert liposzdmakba zart TB501 és TB515
antituberkulotikumok szamolt bezarasi hatasfoka a 2. abra alapjan (az atlag

95%-o0s konfidencia intervallummal (CI) jellemezve).

Antituberkulotikum SUV gsszetett (%6) SUVpppc (%)
95% ClI 95% CI
TB501 (400 nm) 10,0—10,6 13,1—14,1
TB515 (370 nm) 96,6—98,8 97,2—99,2

A mérési eredmények alapjan szembetlinG, hogy a TB515 molekula
esetében a BH% majdnem 100 %-0s mindkét liposzdmara nézve, addig a
TB501 anyagra nézve ez az értek 10 % korili. A két molekula, mivel
ugyanazon csaladhoz tartozik, kézds alapvazzal rendelkezik, azonban az
oldallancok mindsége eltérd, amely eltérd molekula méretben és
lipofilitasban nyilvanul meg. Ezek a tulajdonségok befolyasoljak a
vezikulakba zar6das mértéket.

4.3. A hatoanyagok sejtek altali felvételének és a sejtekre kifejtett

citotoxicitasanak jellemzése

A sejtek altali felvétel a SUVgsserert liposzomakra nézve volt a legjobb,
mig a SUVpppc kOzel hasonld értékeket mutatott, mint a nativ molekula. A
TB515 molekula liposzomakba zarhatdsaga jobbnak mutatkozott a TB501
vegytlettel szemben, ezért itt a 100 %-os sejtek altali felvételéhez adtuk
meg a hatdéanyag mennyiséget uM-ban. Az eredmények alapjan a szabad
hatdanyaghoz képest a liposzomakba zart készitményeket hatékonyabban
vették fel a MonoMac-6 human monocita sejtek.



2. tablazat: A nativ és a liposzomaba zart (SUVpppc, SUVisspetett)
antituberkulotikumok MonoMac-6 sejtek &ltali felvétele, aramlasi
citometria mérések alapjan. TB501-re nézve 160 uM-nal a maximalis sejtek
altali felvételt adtuk meg, mig a TB515 vegyllet esetében a 100 %-o0s

felvételnél a legkisebb hatéanyagkoncentracié pM-ban kifejezve.

Antituberkulotikum Nativ SUVesszetett SUVbrrc
TB501
0,15-0,2 1,2-1,5 0,2-0,25
(felvétel % 160 uM-nél)
TB515
(100 % felvételnél a 20-40 80-160 80-160
mennyiség uM-ban)

A sejtek altali felvételt kozvetlenil fluoreszcencia mikroszkdppal is

Fluoreszcencia (B)

Normél megvildgitas (A),

kezeletlen

igazoltuk.

3. &bra: A SUVgsweer+TB515 mintdval kezelt és a kezeletlen sejtek képe
Sfluoreszcencia mikroszkoppal, dtesé fénnyel (hagyomanyos mikroszkopi
kép) (A) és WideBlue filterrel (fluoreszcencia kép) (B) rdgzitve. A kezelt

sejteken az alkalmazott minta koncentracigja: 25 puM.
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A nativ és a liposzOmaba zart hatdéanyagokkal torténd kezelését
kovetéen, az aramlasi citométerrel végzett mérések alapjan elmondhatd,
hogy a liposzdmaba zart készitmények kevéshé wvoltak toxikusak a
MonoMac-6 monocita sejtekre nézve, a szabad hatdanyagokhoz képest. A
kezeletlen sejtekhez viszonyitva a halott sejtek szdzalékos aranya a

liposzémaba zart antituberkulotikumok esetében volt a legkisebb.

3. tablazat: Az dramlasi citométerrel mért él6 sejtek szdzalékos ardnya a
huméan MonoMac-6 monocita sejtkultiran, a nativ és a liposzdmakba zart
antituberkulotikumokkal torténd kezelést kovetden. A citotoxicitds mértéket

160 pM hatéanyag koncentracié mellett vizsgaltuk a kontroll (kezeletlen)

Koncentracio

Antituberkulotikum Nativ (%)  SUVisszetett (%0)  SUVpppc (%0)

(»M)
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

mintakhoz képest.

4.4. Antituberkulotikumok in vitro hatékonysaga és szelektivitasa
Mycobacterium tenyészeten

A TB515 hatdanyagnal mindkét tdrzsre nézve alacsonyabb MIC
értéket allapitottunk meg a mérés soran, ami Mtb Hsz;Rv esetében 19 uM
volt, mig az Mtb MDR A8-ra nézve 3,8 uM.
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4. tablazat: A nativ hatéanyagok (TB501 és TB515) minimalis gatlé
koncentracio értékei (MIC) az Mtb Ha;Rv és az Mtb MDR A8 térzseken uM

és ug/ml koncentracid egységben kifejezve.

Antituberkulotikum MIC (uM) MIC (ug/ml)

Mtb Hz7Rv MDR A8 Mtb Hz/Rv MDR A8

TB501 46 138 20 60

TB515 19 3,8 5 1

5. tablazat: A nativ antituberkulotikumok ICs, értéke a MonoMac-6 sejtekre
nézve, kolorimetrids MTT-teszt alapjén, tovabb4 az 1Cs, és MIC aranyokbol

szamolt szelektivitasi index (SI). A MIC értékeket az Mth Hs;Rv kultdran

mértik.
Antituberkulotikum MonoMac-6
SI
1Ca0 (M) Mib Hy,Rv
TB501 218 4,7
TB515 78 4,0

Az eredmények alapjan szembetiing, hogy a TB501 molekula
magasabb ICs, értékkel rendelkezik a makrofagokra nézve, tehat Kisebb
toxicitast mutatott, mint a TB515 vegydlet. Azonban az alacsony Sl értékek
alapjan ezek a vegylletek mérsékelten szelektivek. A liposzémaba zart
készitmenyeknél az ICs, értékek minden esetben 250 uM folottiek voltak.

Ezek alapjan a molekuldk szelektivitasa liposzomaba zarva novelheto.

12



4.5. Antituberkulotikumok in vitro hatékonysaga
Mycobacteriummal fertézott MonoMac-6 sejteken

A TB501 molekula nativ formaja, 25 pM koncentraciéban mar képes
gatlo hatast kifejteni az intracellularis Mycobacteriumra. Liposzomaba
zarva novelhetd a hatéanyag sejtekbe valo bejuttatasa, ezért a gatlo hatas a
liposzomaba zart gyogyszerformaknal jobb, foleg a SUVisetett
készitményeknél, ahol nem volt egy CFU sem.

A TB515 vegyiilet intracellularis hatékonysaga a TB501 molekulaval
szemben joval kisebbnek bizonyult, ugyanis nativ formédban még 100 uM
koncentracidban sem volt képes gatlé hatast mutatni az Mtbh Hs;Rv torzzsel
szemben, ugyanakkor a vegyilet liposzomaba zarva 25-50 uM kozott

csokkentette a CFU-k szamat.

6. tablazat: Telepképzd egységek szama (CFU) az Mtb HyRv torzzsel

fertozott MonoMac-6 sejtek kiilonbézo koncentracioju

antituberkulotikumokkal valo kezelést majd Lowenstein-Jensen taptalajon

Koncentréacio

Antituberkulotikum CFU szdm
(=M)
kontroll (0) konfluens telepek
Nativ SUVésszetett SUVDPPC
12,5 >100 10-50 10-50
TB501 25 50-100 0 1-10
50 10-50 0 0
100 1-10 0 0
12,5 >100 >100 >100
25 >100 >100 >100
TBS15 50 >100 10-50 50-100
100 >100 0 0

valo tenyésztést kovetien.
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5. Kovetkeztetések

A doktori munkamban &sszefoglalt (j eredmények alapjan az alabbi

kovetkeztetések vonhatoak le:

1.

Az Ures SUVisgererr liposzomak a membranban 1évo koleszterin
szarmazéknak és a pegilalt felszinnek koszonhetden jobb stabilitast
mutattak a SUVpppc Vezikuldkkal szemben. A TB501 és a TB515
hatdanyagok hozzéadasa ndvelte a liposzoma minték stabilitasat. A
legigéretesebb konstrukcié a SUVssserert TB515 minta volt.

A TB515 hatoanyagnak mind a SUVpppe, Mind a SUVisspetett
liposzomakban nagyobb volt a BH%-a a TB501 molekulahoz
képest. Az eltérés magyarazhatd a két molekula kiilonb6z6 fiziko-
kémiai tulajdonséagaival, ugy mint, oldhatdsdg, molekula méret,
lipofilitas és a hidrogén kdtések szama.

A MonoMac-6 monocita sejtek altali felvétele novelhetd, hogyha a
TB501 és TB515 molekuldkat SUVpppc €S SUVisgetett
liposzomékba zarjuk. Ez a tendencia kuléndsen a TB515
hatdanyagra nézve érvényesil, ahol eleve nagyobb liposzdmalis
BH%-t értink el. A fluoreszcencia mikroszképos képek is
igazoljdk, hogy a liposzOmaba zart készitmények sejtek altali
felvétele sikeres volt.

A nativ vegyiletek kevéssé szelektivek a gatolni kivant
Mycobacterium tuberculosis baktériumra nézve, mert a monocita
sejtekre is toxikus hatast fejtenek ki. Az alacsony SlI
kikiiszobolhetd, hogyha a liposzomakba zart molekulakat
alkalmazzuk, amelyek mind az aramlasi citometria mérés, mind az

MTT-teszt soran kisebb toxicitast mutattak.
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5. A TB501 molekula hatékonységa alul maradt a TB515 vegytilethez
képest a szabadon névé Mtb H37Rv tenyé€szeten, azonban az
intracellularis gatlasa kimagaslo hatékonysagot mutatott a TB515
molekulahoz képest. Ez a megfigyelés arra enged kdvetkeztetni,
hogy a sejtekben lezajlé komplex metabolikus folyamatok révéen a
TB515 molekula kevésbé tudja Kkifejteni a gatld hatasat.
Liposzomaba zarva, fert6zott sejteknél mind a TB515, mind
TB501 molekulaknal jelentdés javulas figyelheté6 meg a
mikobakteridlis  sejtekre  kifejtett  hatasukat illetéen. A
SUVpppc+TB515 €5 SUVissrerert TB515 készitményeket 100 pM

koncentracioban alkalmazva az 6sszes baktériumot elpusztitottak

¢és egyetlen CFU sem képz6dott,
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