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1. Bevezetést
Bevezetés: Az ivermectin egy endectocid hatast parazitaellenes gyogyszer, amely a

glutamat és y-aminovajsav (GABA) kapuzott CI" csatornak modulalasaval a parazitak
bénuldsat idézi el6. Hatékony tobbek kozott rithesség, tetvesség, folyami vaksag,
onchocerciasis, strongyloidiazis és malaria kezelésére. Az antiparazitikus hatas mellett
rendelkezik még csekély antibiotikus, gyulladascsokkentd, valamint kisérletesen
megfigyelt virus és tumor ellenes hatdsokkal is. A lipofil hatéanyagok
biohasznosithatésdga javithatdé Onemulgedld rendszerek segitségével, melyek vizes
kozeggel torténd érintkezésiik soran diszpergalddnak és termodinamikailag stabil o/v

tipusu emulzidkat képeznek.

Célkitlizés: Munkank soran a BCS 1II. osztalyaba tartozé ivermectin oldékonysagat és
biologiai hatékonysagat akartuk ndvelni egy mikro vagy nanoemulzidés rendszer

eldallitasaval, a modern gydgyszertechnologiai segédanyagok segitségével.

Anyag- ¢és modszertan: El6szor az ivermectin oldékonysagat hataroztuk meg
kiilonboz6 Osszetételi modern feliiletaktiv anyagokat tartalmazé Onemulgeédlo
rendszerekben és ezekbdl emulzidkat vizsgaltunk, melyeket Zetasizer késziilékkel
vizsgéltunk. Az ivermectin felszivodasat human bukkalis karcinoma eredetii TR-146
sejteken vizsgaltuk, a citotoxicitast pedig MTT sejtéletképességi vizsgalatokkal. A

biologiai hatast Galleria mellonella larvakon befecskendezéssel hataroztuk meg.

Eredmények: A formuldlt emulzid részecskeméretét sikeriilt meghatdrozni és az
stabilnak is mutatkozott. A citotoxicitas magas mértékii volt, mig a sejtes transzport az
oldathoz képest nem volt alacsonyabb. A larvakon az oldathoz képest nagyobb hatisa

volt a formulalt emulzionak.

Diszkusszio: Osszességében sikeriilt az ivermectin oldékonysagat ndvelni, azonban az

emulzi6 a vizsgalt mdodszerek alapjan csak mérsékelten ndvelte a biologiai hatast.



2. Irodalmi attekintés

Ivermectin

Az ivermectin felfedezése az 1960-as évek végéhez kothetd. Satoshi Omura és
William Campbell egy japan golfpalyarol vett mintabol tenyésztett ki baktériumokat, ami
a Streptomyces avermectinius felfedezéséhez vezetett. A gombardl kimutattak, hogy egy
avermektin nevii anyagot termel. Az ivermectin az avermektin szintetikus szarmazéka,
amely a makrociklusos laktonok széles spektrumu parazitaellenes osztalyaba tartozik,
szerkezete hasonld a makrolidokéhoz, bar az antibakteridlis hatasa azonban
elhanyagolhat6. Az ivermectint 1982-ben probaltak ki el6sz6r emberen az Onchocerca

volvulus koérokozo ellen. A farmakon mara mar szamos terapias alkalmazassal
rendelkezik. [1]

Az ivermectin (MK-0933, az avermectin B1 22,23-dihidroszarmazéka) 2 kémiai
vegyiiletbél  all:  22,23-dihidroavermektin ~ Bla-bol  (80%90%) ¢és 22,23-
dihidroavermektin B1b-bdl (10-20%), molekulaképlete CasgH74014. Szine fehértol
sargasfehérig terjed, nem higroszkopos, kristalyos por, mely vizben nem, de metanolban
¢és 95%-os etanolban oldodik. [1]

o

1. abra: Az ivermectin szerkezeti képlete



Az ivermectin BCS II. osztalyba tartozik, ami azt jelenti, hogy alacsony
oldékonysaga és magas membranpermeabilitasa van. Gyorsan, kb. 0,5-2,5 ora alatt
felszivodik, felezési ideje 18 ora, bar hatasa napokkal késdbb is megfigyelhetd. Altalaban
szajon at, ¢hgyomorra javasolt a bevétele. Felszivodasa szignifikdnsan nd, ha magas
zsirtartalmu ételekkel egylitt keriil bevételre, plazmakoncentracidja csokken, ha
narancslével és n6, ha sorrel egyiitt fogyasztjuk. A gyogyszer a majban metabolizalodik
foleg a CYP3A4 enzimen keresztiil, de részt vesznek a metabolizmusaban a CYP2D6 és
a CYP2EL enzimek is. Nagy része epével és széklettel tiriil, kevesebb mint 1%-a tiriil
valtozatlan formaban a vizelettel. Részt vesz az enterohepatikus korforgasban, az epével
torténd kivalasztoddsa utan ujra felszivodik a vékonybélben. Erdsen kotddik a
plazmafehérjékhez (93,2%), ezért magasabb szabad gydgyszerfrakcido varhatdo a
hypoalbuminémidban szenvedd betegeknél. Parenterdlis készitményeket kizardlag
allatgyogyaszati célokra hasznaljuk. Vizsgalatok kimutattak, hogy az oldat formajaban
alkalmazott ivermectin szisztémas hozzaférhetdsége koriilbeliil kétszerese a szilard

formaknak (tabletta, kapszula). [1] [2]

Az ivermectin szamos hatassal rendelkezik. Els6sorban endectocid hatdsa van,
azaz endoparazitak és exoparazitak ellen is hasznalhat6. Szelektiven és nagy affinitassal
kotddik a parazitdk periférids motoros szinapszisaiban talalhatd glutamat és -
aminovajsav (GABA) kapuzott klorid-csatornaihoz és fokozza a kloridion-bearamlast,
amely a parazita idegsejtjeinek ¢és izmainak hiperpolarizacidjat okozza, amely a parazita
bénuldsahoz €s haldldhoz vezet. A gyogyszer gyulladascsokkentd hatassal rendelkezik,
melyet az IL-10 gyulladasgatlo citokin termelésének fokozasa altal fejt ki, valamint a
nuklearis faktor-kappa p (NF-kf) utvonal gatlasa révén. Ezek mellett van még malaria
ellenes hatésa (a terjesztd vektor és Plasmodium fajok ellen egyarant hatasos), mérsékelt
antibakterialis hatasa Mycobacterium tuberculosis és Chlamydia trachomatis ellen,
valamint antiviralis hatassal is rendelkezik az IMP o/fl viralis citoplazmafehérjék
nukledris importjanak gatlasan keresztiil. RNS virusok fertdzése sordn az RNS
virusfehérje transzportja az IMP o/f1 virdlis transzportfehérjékre tamaszkodik.
Magasabb koncentraciokban az ivermectin DNS-virusok, mint példaul a pszeudorabies
virus ellen is hatast fejt ki in vitro és in vivo. A gyogyszer daganatellenes hatassal is
rendelkezhet a WNT-T sejtfaktor (WNT-TCF) jelatviteli utvonalanak deregulacioja altal

vastagbél-, bor-, tiid6-, eml6-, petefészek- és prosztatarak esetén. [1]



A készitményt alkalmazzék riihesség, tetvesség, folyami vaksag, elefantiazis,
onchocerciasis, strongyloidiazis, malaria, Mansonella spp,, horogférgesség,
cérnagilisztassag, gnathostomiazis, loa loa, Ascaris lumbricoides, Enterobius
vermicularis valamint ostor- és orsoférgesség kezelésére. Az ivermectint ezek mellett
alkalmazzak még Rosacea kezelésére 1%-os krém forméjaban. (Soolantra®; Rosiver™,;
Izefla®) Magyarorszagon az egyetlen emberi felhasznaldsra szant torzskonyveett

ivermectin tartalmt készitmény a Soolantra® 10mg/g krém. [1] [3]

Emulzidk

Az emulzidk olyan kolloid diszperz rendszerek, amelyekben a diszpergalo kozeg
és a diszpergalt rész egyarant folyadék halmazallapotu. Az egyik folyadék fizikai
tulajdonsagait tekintve apolaris, lipofil, olajszeri, mig a masik polaris hidrofil
tulajdonsagu. Attol fliggden, hogy a két folyadék koziil melyik alkotja a diszpergdlo,
folytonos kiilsé fazist megkiilonboztetiink O/V (olaj a vizben) és V/O (viz az olajban)
tipusi emulzidkat. Termodinamikai szempontbdl az emulziok instabil rendszerek,
jelentés mennyiségli energia sziikséges az emulziok kialakitasahoz és egy id6 utan az
emulgealt cseppek kompakt fazissa olvadnak 6ssze és ez az emulzidé megszlinését okozza.
Az emulzidcseppek gdmb alakot vesznek fel, hogy a feliilet-térfogat aranyt minimalisra
csokkentsék. Méretiikk a pm-es tartomanyban van. Vizualisan az emulziok atlatszatlan

tejszerli viszkozus rendszerek. [4]

2. abra: Micellak szerkezete



Mikroemulzidok

A mikroemulzidk hasonloan az emulziokhoz szintén két egymassal nem elegyedo
folyadékbol allnak melyek feliiletaktiv anyagokat is tartalmaznak, viszont ezek a
rendszerek termodinamikailag stabilak, jelentésebb energiabefektetés nélkiil
keletkeznek, optikailag atlatszok, izotrdp tulajdonsaguak. A ,,mikro” elétagot ebben az
esetben a ,,nagyon kicsi” értelemben hasznaljak és nem a mikroméretes mérettartomany
jelolésére. A mikroemulziokat valdjdban nanométeres skalan kell értelmezni.
(nanoemulzionak azt a termodinamikailag instabil emulziét nevezzik, amelyekben a
cseppek mérete mindenképpen 200 nm alatti) Az ilyen kis méretek hatalmas hatarfeliileti
tertilettel jarnak egyiitt, amely csak azért érhetd el mindenféle energiabevitel nélkiil, mert
a hatarfeliileti fesziiltség nagyon alacsony. Az ultraalacsony hatarfeliileti fesziiltség
esetén a gOmbalak, mint a legalacsonyabb feliilet/térfogat aranyt biztositd kényszer
jelentéktelenné valik, és sok mikroemulzi6 esetében az olajos vagy vizes domének a
gomboktdl nagyon eltérd alakban helyezkednek el. Az emulzidkat és mikroemulzidkat
szabad szemmel is konnyedén meg tudjuk kiilonboztetni egymastol, mivel az utdbbi
teljesen atlatszo és alacsony viszkozitassal rendelkeznek. (Ha az oldott viz és olaj

mennyisége nagyon magas, kékes megjelenésiiek lehetnek.) [5]

Onemulgeild rendszerek (SEDDS, SMEDDS)

A vizben kevésbé joOl, vagy egyaltalan nem old6do gyogyszeranyagok
gasztrointesztinalis rendszerbe torténd bejuttatdsanak szamos eldnnyel jaré megoldasa a
kiilonb6z6 Onemulgeald illetve 6n-mikroemulgeald rendszerek (SEDDS, SMEDDS)
alkalmazasa. Ezen formuléacié segitségével akar a magas terapids dozisban adagolt

hatéanyagok mennyisége is csokkenthetd. [6]

Az dnemulgedlo gydgyszer-leadd rendszerek a lipidalapa készitmények egy olyan
csoportja, melyekben lipidek, nemionos feliiletaktiv anyagok és tarsolddszerek vagy tars-
feliiletaktiv anyagok keverékei, egy ,,emulzi6 el6tti” koncentratumot alkotnak. Ha ez az
el6koncentratum a bélnedvben diszpergalodik, spontdn emulziot képzdédik. Az
emulziocseppek a gyogyszer magas oldékonysaggal rendelkezd hordozojaként
miikddnek, megakadalyozzak a kicsapodast, a hatdéanyagot pedig a felszivodas helyére

szallitjak. A kolloid lipid fazis és a folytonos vizes fazis kozott gyorsan kialakul az



egyensuly és a disszolucios 1épés megkeriilésével a hatdanyagokat ,.el6-oldott” (pre-

dissolved) allapotba vihetik és csokkenthetik a hatoanyag ujboli kivalasat. [6] [7]

Az 6nemulgeal6 rendszereket oralisan alkalmazhatjuk lagy vagy kemény zselatin
kapszuldkban. A gydgyszervegyiilet SEDDS-bdl torténd oralis abszorpcidjanak
hatékonysaga fligg a feliiletaktiv anyag koncentraciojatol, az olajos fazis €s a feliiletaktiv
anyag aranyatol, az emulzi6 polaritasatol, a cseppek méretétdl €s toltésétdl is. A rendszer
ezen tulajdonsigai hatdrozzak meg az onemulgeald képességet. igy csak nagyon
specifikus gyogyszerészeti segédanyag-kombinaciok vezetnek hatékony Onemulgealod

rendszerekhez. [8]

A SEDDS segitségével olyan BCS IV. osztalyba tartoz6 hatdanyagokat is
adhatunk per os melyeket kordbban csak parenteralisan lehetett nagy hatékonysaggal az
emberi szervezetbe juttatni. Ezek a gyogyszerleadd rendszerek gyakran jobb oralis
biohasznosuldst mutatnak a kristalyos, lipidmentes készitményekhez képest a rosszul

oldodo vegyiiletek esetében. [6]

A SEDDS jellemz6 sajatsaga, a nagyon magas benne a tenzid és kotenzid
koncentracio. Ezek az 6nemulgeédld osszetételek csak olajbol és tenzidekbdl allo izotrop
keverékek, melyek vizet nem tartalmaznak. Tenzidként gyakran haszndlunk propilén
glikol szarmazékokat, polietilénglikol szarmazékokat példaul Cremophor®-t vagy
Labrasol®-t ami mono-, di- és trigliceridek polietilén glikol mono és diésztereinek
meghatarozott keveréke. Ha a rendszer vizes kozegbe kertil (példaul bélnedv), akkor nagy
diszperzitasfoku o/v tipustt mikroemulzi6 képzddik beldle. A vizes kdzegbe keriilés soran
a diszpergalt cseppek méretét az alkalmazott tenzid természete és koncentracidja
hatdrozza meg. A nagyon kicsi részecskeméretli diszperz rendszer kialakitdsdhoz
elegendd energiat szolgaltat per os bevétel esetén csupan a gasztrointesztinalis traktus

motilitasa is. [6]

Bar az onemulgeld rendszerek szamos elénnyel rendelkeznek, meg kell emliteni
bizonyos korlataikat is, mint példaul az in vivo gyogyszerkicsapodas, a készitmény
kezelésével kapcsolatos problémak, a korlatozott nyirokfelvétel, a prediktiv in vitro

tesztek hianya és a telitetlen zsirsavak oxidacidja. [9]



TR-146-0s sejtvonal

A sejtkultardkat a tudomany széles koreiben alkalmazzak. Sokrétii kiillonb6zo

tulajdonsagaik miatt kiilonboz6 modellek kialakitasara szolgalnak. [10]

A TR-146 sejtvonal a szajnyalkahartya potencialisan egyediilallo in vitro
modellje, amely egy 67 éves nd bukkalis karcindmijanak nyaki csomdponti
metasztazisabol szarmazik. A sejtek differencidlatlan, nem keratinizalt réteghamot
alkotnak, amely a normal szajnyalkahartyara jellemzd szamos jellemzodvel rendelkezik,
tartalmaz epithelialis-mesenchymalis atmenet markereket, tight junction fehérjéket és

aquaporinokat. [10]

A sejtvonal idedlis permeabilitasi, abszorpcios vizsgalatokhoz, kiilonbozd
markerek és gyogyszerek transzportjanak tanulmanyozasara. A TR-146-0s sejtvonal
permedbilitasat szadmos kiillonb6zé molekulatomegii €s hidrofilizdsu anyag segitségével
jellemezték kiilonb6z6 pH ¢€s ozmolalitds tartomanyokban. Tanulmanyoztadk az
aminopeptidaz, karboxipeptiddz és észterdz aktivitasat és kimutattak, hogy a sejtvonal
nagyfoki hasonlésagot mutat a normal humdn bukkdlis epitélium enzimjeinek
aktivitasaval. A sejtvonal ezért nemcsak a felszivodasi, hanem az enzimatikusan labilis

gyogyszerekkel végzett metabolizmus-vizsgalatokhoz is alkalmazhat6. [10]

Galleria mellonella

A Galleria mellonella faj (nagy viaszmoly) a méhkoloniak kartevjeként a
vildgon szinte mindeniitt elterjedt. El6forduldsa alapvetden egybeesik az egyes orszagok
méhészeti gazdasagaval, mivel ez a kartevé méhkaptarban vagy tarolt viaszban talalhato,
a galleriosis nevii jelenséget okozzak. Teljes metamorfozissal fejlddik pete, larva, bab és

a teljesen kifejlett stadiumokon keresztiil. [11]



3. abra: A nagy viaszmoly Kkifejlett példanya

A tudomanyos szempontbol jelentds fajt szdmos kisérletben alkalmazzak
modellorganizmusként, mivel a rovar megfelel a modellszervezetekkel szemben
tamasztott kovetelmények tobbségének. A larvak méretiik és életciklusuk miatt konnyen
kezelhetok, eltartdsukhoz nincs sziikség specidlis szakértelemmel rendelkezd
személyzetre. A rovarok hasonlosdgot mutatnak az emldsok kiilonb6zé biokémiai
folyamataival. Alapvetden egy félig komplex, sejtes és humordlis velesziiletett
immunrendszerrel rendelkeznek, amely figyelemre méltd6 hasonldésagot mutat az
emldsokével. Tovabbi elényeik még, hogy a larvak életképességét konnyli meghatarozni,
minden laboratérium szamara megfizethetok, a gyogyszerek és a korokozok dozisai
pontosan és konnyen beadhatok, nagyon széles hdmérséklet-tartomanyban inkubéalhatok
(beleértve a 37 °C-ot is, ami az emberi test hdmérséklete) annak ellenére, hogy a
novekedés optimalis hdmérséklete 25 °C. Megemlitendé még, hogy a gerinces allatokbol

all6 modellekkel ellentétben nem igényelnek etikai engedélyt. [12] [13]
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4. abra: Galleria mellonella befecskendezése

A Galleria mellonellat altalaban antimikrobialis gyogyszerek in vivo aktivitasanak
értékelésére, mikrobialis korokozok virulencidjanak vizsgalatara, valamint ¢lelmiszer-
tartositoszerek és antimikrobialis gydgyszerek in Vivo toxicitasanak tanulmanyozasara

hasznaljak. [11]
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3. Célkitiizés

Kutatdsi munkdm célja az irodalmi attekintésben targyalt ismeretanyag alapjan egy
relative stabil, ivermectint tartalmazé 6nemulgealéd rendszer l1étrehozasa volt, amely az
ivermectin oldatos formdjahoz képest nagyobb bioldgiai hatékonysaggal (6lési
képességgel) rendelkezik. A formuléciot feliletaktiv anyagok segitségével igyekeztiink
megvalositani. Az altalunk elkészitett 5Gnemulgeald rendszert kiilonb6z6 in vitro és in vivo
vizsgalatoknak szerettiik volna aldvetni. Vizsgalni akartuk a formulécio citotoxicitasat és
a sejtes transzportot TR-146-0s sejtvonalon valamint a bioldgiai hatékonysagot Galleria

mellonella larvakon.
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4. Anyagok és modszerek
Formulécid

A formuléciohoz feliiletaktiv anyagokat hasznaltunk fel. Igyekeztiink egy stabil
SMEDDS, vagy SNEDDS rendszert 1étrehozni, amely képes az ivermectint feloldani. A
szakirodalomban csupan 3 olyan Onemulgealdé rendszerre talaltunk példat, melyet
ivermectinnel alkalmaztak. Az elsé formulacié optimalizalt nanoemulziés formula volt,
amely Maisine CC-bdl, Labrasol ALF-bol és Transcutol HP-bdl allt 20:60:20 aranyban.
A masodik formulacié Lauroglycolt olajos fazisként, Labrasolt surfactanként és
Transcutolt cosurfactantként és vizet tartalmazott 4:23:23:50 aranyban. A harmadik
formulacio pedig Capryol PGMC-t, Transcutol HP-t és Labrasolt tartalmazott 10:15:75
aranyban. Mindhdrom formulacidoban fokozatos novekvO mennyiségben ivermectint
oldottunk fel, majd centrifugdldssal vizsgaltuk az emulzids rendszer stabilitasat. A
legtobb ivermectint a 3. formulaci6é (CTL 10:15:75) tudta feloldani, illetve ez bizonyult a
legstabilabb SMEDDS rendszernek a centrifugalasi vizsgalatok alapjan. [14], [15], [16]

Formulacidhoz felhasznalt anyagok

Capryol PGMC

A Capryol PGMC egy olajos folyadék, amely kaprilsav propilénglikol észtereibdl
all mono- és diészterekbol alkotva. Viszkozitasa 20 mPa-s 20°C fokon, HLB értéke 6.
Oldoszerként szolgal a rosszul oldodd hatdéanyagokhoz és fokozza a biohasznosulast.
Kotenzidként szolgal LFCS II-es tipusi SEDDS és Ill-as tipust SMEDDS

formulaciokban.[17]
Transcutol® HP

A Transcutol® HP nagy tisztasagt dietilénglikol-monoetil-éterbél  all.
Oldoszerkeént, szolubilazd szerként, valamint a biohasznosulds javitdsara hasznaljak
oralis és egyéb alternativ beviteli médok esetén. Viszkozitasa 4.8 mPa-s 20°C fokon.
Koszolvensként alkalmazzak LFCS IlI-as (SMEDDS) és [V-es (micellas oldatok) oralis

készitményekben. Hordozoként hasznaljak nazalis és szemészeti készitményekben. [18]
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Labrasol®

A Labrasol® egy folyékony halmazallapotii nemionos, o/v tipusu feliiletaktiv
anyag, amelyet szolubilizal6szerként alkalmaznak. Mono-, di-, trigliceridek és PEG-8
(MW 400) illetve kaprinsav (C10), kaprilsav (C8) mono- és diésztereit tartalmazza.
Viszkozitasa 20 °C-on 80 - 110 mPa-s, CMC értéke 42 + 24 (mg / L, 25 °C), HLB értéke
12. [19]

DLS mérés

A dinamikus fényszoras (DLS) modszerét szuszpenzidk és emulziok szemeséinek
jellemzésére hasznaljak. A mérés a szemcsék Brown-féle mozgasan alapul, ami azt fejezi
ki, hogy a kisebb szemcsék gyorsabban, a nagyobbak pedig lassabban diffundalnak a
folyadékban. A mintat a vizsgalat soran megyvilagitjak, a szemcséken szor6do fény pedig
informéciot szolgaltat a diffuzid sebességérdl és igy a szemcsék méreteloszlasarol. A

modszerrel 0,8 - 6500 nm mérettartomanyba esd szemesék analizalhatok. [20]

A megfeleld formuldci6 kivalasztdsa utdn meghataroztuk a rendszer
részecskeméret eloszlasat dinamikus fényszorassal egy Malvern Zetasizer Nano ZS
késziilékkel. A vizsgalatot harom kiilonb6zd koncentracion végeztiik el: 25, 50 és 75

mg/ml-en, annak érdekében, hogy meghatarozzuk az optimalis hatdéanyag mennyiséget.

Sejtek tenyésztése

A sejteket inkubatorban tenyésztettiik, ferde nyaku sejttenyészté flaskakban
melyek alkalmasak letapad6 sejtkulturak taroldsara. A taptalajt Dulbecco’s Modositott
Eagle’s Médiumbol (DMEM) készitettiik el, amely tartalmaz 10% hével inaktivalt fotalis
szarvasmarha szérumot, 1% nem-esszencidlis aminosav oldatot, valamint gentamicint,

natrium-bikarbonatot.

A sejteket a folyamatos, exponencialis novekedésiik fenntartasa érdekében
hetente passzaltuk. A passzalas soran a sejttenyésztd flaskat eloszor 5 ml PBS puffer

oldattal mostuk. Ez a 1épés eltavolitja a szérum, kalcium és magnézium maradvanyokat,

rrrrrr
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keresztiil inkubaltuk a tenyészetet 3 ml TrypLE™ Express Enzyme oldattal, hogy
feloldjuk az adherens sejteket. 7 ml sejtmédium hozzaadasa utan 10 percig 1100 RPM
fordulatszdmon centrifugaltuk a sejtszuszpenziot. A szuszpenziobdl ezalatt mintat
vettiink, majd Biirker-kamra segitségével szamoltuk meg a sejteket. A centrifugalas soran
letilepedett sejtekrdl eltavolitottuk a hasznalt médiumot, majd 10 ml friss sejtmédiumot
adtunk hozzéjuk és homogén sejtszuszpenziot képeztiink. Az uj tenyészto flaskaba akkora
térfogatot helyeztiink a szuszpenziobol, hogy az 1 millié sejtet tartalmazzon, majd friss

médiummal 10 ml-re egészitettiik ki.

MTT-teszt

Az ivermectin citotoxicitdsanak a vizsgalatat MMT teszt segitségével végeztiik
TR-146 sejtvonalon. Az €16, metabolikusan aktiv sejtek endocitozis segitségével
felveszik a sarga szinit MTT molekulat, és azt hasitassal lila szinii formazanna alakitjak
at. A sejtek metabolikus aktivitdsdnak csokkenése, az ¢€letképes sejtek szadmanak a
csokkenésére utal a tesztkulturaban. Minél kevesebb a képzodott lila formazan
mennyisége annal halvanyabb lila arnyalata lesz a vizsgalt minta, melyet abszorbcidval
jol detektalhatunk. A sejtek €letképességét a vizsgalandd anyaggal végzett kezelés utan

kolorimetriasan tudjuk meghatarozni. [21]

A tesztet laminaris boxban végeztem az aszeptikus koriilmények biztositasanak
érdekében. A TR-146-os sejteket 96 lyuku plate-re szélesztettem szét tigy, hogy egy-egy
lyuk megkozelitleg 10.000 sejtet és 100 pl médiumot tartalmazzon. A sejtek monolayer
képzését egy hetes inkubacidval értem el a kisérlet sordn. Ezutdn eltdvolitottam az
elhasznalt médiumot a sejtekrdl és a sejtek felszinét 50 pl PBS-sel mostam. Lyukanként
100 pl-t vittem fel a plate-re az altalunk formulalt ivermectin tartalmi emulziobol, majd
37 °C-on 30 percig inkubaltam a sejteket. Ezutan az emulzidkat eltavolitottam a sejtekrol
¢s felsziniiket 50 pl PBS-sel mostam. A miivelet utan 100 pl/lyuk 5 mg/ml-es MTT-PBS
oldatot adtam a sejtekhez, majd 2 6ra inkubacié utan 37 °C-on eltavolitottam a festéket a
sejtekrol és 100 pl/lyuk sosavas izopropanollal szuszpendaltam a sejteket. Az
abszorbancia mérését Thermo-Fisher Multiskan Go spektrofotométer segitségével

végeztem el 565 nanométeren.
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TEER-mérés

A TEER (Transzepithealis elektromos ellenallds) mérése soran a sejttenyészto
inzertekre szélesztett sejtek ,érettségét” vizsgaltuk. A 24 lyuku plate-ben 1év6 inzertek
alja 0,33 cm? teriiletii, 0,4 pm porus atmérdjii polikarbonat membranbol allt. A kisérlet
elvégzése soran gondosan lgyeltiink arra, hogy az inzertekbe ¢és a lyukakba annyi
médiumot tegylink, hogy a két folyadékszint egyforma legyen, biztositva ezzel a
hidrosztatikai nyomas egyenldségét a kamrakban, megakaddlyozva, hogy az inzertek
aljan letapadt sejtek rétege sériiljon. A TEER mér6 késziilékkel a membranon kialakuld
sejtréteg egybefiiggdségét mérjilk. Minél folytonosabb egy sejtréteg, az elektromos
ellenallas mértéke annal nagyobb a két folyadékréteg kozott. A mérésekre a megfeleld
sejtes transzport elvégzéséhez volt sziikség, mivel ennek feltétele a folytonos sejtréteg az

inzerteken.

Az ivermectin transzportjanak vizsgalata

Az ivermectin tartalmu formulédciokra vizsgalt sejtes transzport vizsgalatot az
MTT-teszt alapjan megfelelonek taldlt ezerszeres higitdson végeztik. Az emulziot
Hank’s pufferrel higitottuk, a kontroll pedig 0,05 mg/ml koncentracioja ivermectint
tartalmazo oldat volt szintén Hank’s pufferben oldva. Elézetesen TEER méréssel
ellendriztiik a sejtréteg folytonossagat, csak a 130 Q*cm? érték feletti inzerteket
hasznaltuk a kisérletekhez. Az ivermectin mennyiségét egy Thermo-Fisher Multiskan Go
késziilékkel mértiik, Greiner UV-star 96 lyuku mikroplate-ek segitségével. A Hank’s
pufferben korabban felvettiink egy kalibracios gorbét az analitikai mérésekhez. A sejtek
10%/inzert koncentracioban keriiltek szélesztésre és 2 hét utdn valtak alkalmassa a
vizsgalatra. A 24 lyuku platebe helyezett sejttenyésztd inzertek esetén az apikalis
kamraba 400, mig a bazolateralis kamrdba 1000 mikroliter folyadék keriilt. El6bbi a
megfeleld emulzié vagy oldat volt, mig utobbi Hank’s puffer. 1, 2 illetve 3 ora elteltével
inzertenként 2x100 mikroliter folyadékot vettink ki a bazolateralis kamrabol és
helyeztiink Greiner UV-Star 90 lyukt mikroplatebe. A kivett térfogatok folyamatosan

potlasra kertiltek.
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Galleria mellonellan végzett in vivo vizsgalatok

A Galleria mellonella egy alapvetéen az immunologiaban alkalmazott kisérleti
allat amit az elmult években kezdtek el biokompatibilitasi vizsgalatokra alkalmazni. Mi
viszont nem a larvak ivermectin toleranciajara voltunk kivancsiak, hanem arra, hogy a
formulacionk milyen mértékben képes ezeket a modellszervezeteket elpusztitani, mivel a
larvak nagy hasonlésagot mutatnak az ivermectin altal célzott parazitdkhoz, szintén
gerinctelenek. A larvak periférids motoros szinapszisaiban szamos parazita fajhoz
hasonléan glutamat és y-aminovajsav (GABA) kapuzott klorid csatornak talalhatok. Az
ivermectin szelektiven és nagy affinitdssal kotédve ezen csatorndkhoz fokozza a
Kloridion-bearamlast, amely a parazita idegsejtjeinek és izmainak hiperpolarizaciojat
idézi eld, melynek hatasara a larvak megbénulnak, majd elpusztulnak. A vizsgalat soran
az emulziés ¢€s oldatos formulaciobol 20x, 40x, 200x és 1000x-es higitasokat
tartalmaztunk. Ez hatéanyagra levetitve 2.5, 1.25, 0.25 ¢és 0.025 mg/ml ivermectint
tartalmazott mindkét forma esetében. Minden mintabol 20 pl keriilt beinjektalasra a

larvakba egy 28G-s inzulinos fecskendd segitségével.

A vizsgalat soran arra voltunk kivancsiak, hogy a két formulaci6 koziil melyik
képes tobb larva elpusztitdsira az egyes csoportokban. A teljes vizsgalat 72 orat vett
igénybe ¢€s ezalatt az idGtartam alatt 4-szer tekintettiik meg a mintakat, hogy a larvak
koziil hanyan pusztultak el és hdnyan maradtak életben. Az ¢élet maradast egy
pipettaheggyel torténd fizikai ingerléssel ellendriztiik. Az ivermectinnel torténd kezelést

vettlik a 0. 6ranak, ,,mintavételezés” pedig a 22., 27., 49. és 72. draban tortént.

A vizsgalatokhoz 64 darab larvat hasznaltunk fel és ezeket nyolc darab nyolcas

csoportokra bontottuk és kiillonb6z6 koncentracioju ivermectin oldattal, illetve

emulzidval kezeltik.

Statisztika

A Galleria mellonella larvak halalozasi aranyat Kaplan-Meier modszerrel
abrazoltuk és Gehan-Breslow-Wilcoxon, illetve Mantel-Cox analiziseknek vetettiik ala a

haldlozasi gorbéket.
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5.Eredmények

Részecskeméret meghatarozasa

A

Malvern Zetasizerrel végzett vizsgalat soran a részecskék méret szerinti

eloszlasat mértiik az intenzitas (5. abra) ¢és a térfogat fiiggvényében. (6. abra). A két

eredményt, a késziilék a mért adatokbol két kiilon matematikai eljarassal alkotja meg.

Size Distribution by Intensity
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5. abra
Size Distribution by Volume
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6. abra

18



A voros gorbe a 25 mg/ml-es a zo1ld gorbe az S0 mg/ml-es, a kék gorbe pedig a 75
mg/ml-es koncentracioju ivermectin tartalmi emulzidonkat mutatja. A kapott
eredményeink alapjan azt talaltuk, hogy egy mikrométeres nagysagrendii készitményt
emulzioink két 1000 nm feletti frakciot adnak, mig a 75 mg/ml-es osszetétel 3 kiilonbdzo
mérettartomanyt, nem homogén frakciot is tartalmaz, ezért a ezt az Gsszetételt nem
alkalmaztuk tovabbi vizsgalatainkhoz. Bar a 25 és 50 mg/ml-es formulaciok koziil, a
25mg/ml-es mutatott jobb részecskeméret eloszlast, mégis a nagyobb hatéanyagtartalmu
50mg/ml-es osszetétellel dolgoztunk tovabb, hogy megfeleld legyen a hatdanyag

mennyiség a tovabbi vizsgalatokhoz.

MTT teszt eredményei

A kivalasztott formulacionk toxicitdsat ezutan TR-146 sejtvonalon vizsgaltuk
MTT teszttel. A vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy 500x higitas esetén teljes
sejtpusztulds volt detektalhatd, 1000x higitds esetén azonban a kapott értékek arra
utalnak, hogy ez a higitas még toleralhato és viszonylag magas sejtéletképességi értékeket
kaptunk, ezért a sejtes transzportot ezerszeres higitason végeztiik el, ami gyakorlatilag

0,05 mg/ml ivermectin koncentraciot jelent.

Citotoxicitas MTT-teszt szerint

100

Sejtéletképesség %
(4,
o




Sejtes transzport eredményei

A sejtes transzportot Hank’s pufferben végeztiik el szintén TR-146 sejtvonalon.

Az alsé fazisokbol vettiink mintat amit spektrofotométerben mértiink vissza 248

nanométeren, és egy korabban felvett kalibracids gorbe alapjan szamoltuk a mintdk

abszorbancidjat. A kisérlet soran az altalunk formulalt emulzioval egy azonos hatéanyag-

tartalmt ivermectin oldatot hasonlitottuk Gssze. 3 dra alatt azt tapasztaltuk, hogy csupan

minimalisan hatékonyabb az altalunk formulélt rendszer az oldathoz képest ebben a

vizsgélati kornyezetben.

0,00031

0,00029

\

0,00027

0,00025

0,00023

Ivermektin mennyisége (mg)

0,00021

0,00019

Sejteken atjutott ivermektin mennyisége
oldat és emulzié formajaban

s

1 (h)

——0,05 mg/ml oldat

——0,05 mg/mL emulzié

8. abra
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A formulalt emulzié hatékonysdganak vizsgalata

A vizsgalathoz a formulalt emulzionkat kiilonb6z6 mértékben higitottuk, illetve
Tanszéken korabban folytatott kisérletek alapjan ilyen higitdson az emulgensek a
larvaknak nem okoznak jelentds egészségkarosodast, igy a hordozo rendszer tesztelését
kihagytuk. A diagramon (9. abra) lathato, hogy az oldat és az emulzié htszszoros
higitason, mar az elsé vizsgalati idépontban minden egyedet megdlt. negyvenszeres

higitason az oldat és az emulzid kozott a kisérlet végéig, a 72. 6raig nem volt szamottevd

kiilonbség.
Galleria mellonella mortalitasi gorbe
== Kontroll

100 |

904 : Oldat 20x
3 s0- : Oldat 40x
ﬁ 70- : =~ Emulzid 20x
ﬁ 60+ ; Emulzié 40x
‘n 901 [
= 40- :
£ 301 !
S 204

10+

) | . o N= 8

22 27 49 72 V=204l

1d6 (6ra)

9. abra

A 10. abran jol megfigyelhetd, hogy kétszazszoros higitason szignifikans volt a
kiilonbség az oldat és az emulzi6 kozott. Jol lathato, hogy sem a kétszdzszoros sem a
kétezerszeres higitast oldat nem 6lt meg egyetlen larvat sem, a kétszazszoros higitasu
emulzid viszont a kezelt allatok 60%-at elpusztitotta mar az elsé 22 6ra utan. A

kétezerszeres higitasu emulzid esetén 1 egyed pusztult el.
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Galleria mellonella mortalitasi gérbe
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10. abra

A 72 o6ra alatt elpusztult larvdkat a 9. dbrdn egy tabldzatban szdmszeriileg is
feltiintettem, ahol szintén lathatdo, hogy az emulzionk 0,25 ¢és 0,025 mg/ml

koncentraciokon tobb larvaval végzett, mint az azonos koncentracioju ivermectin oldat.

Formulacio ivermectin koncentracio elpusztult larvak

oldat 2,5 mg/ml 8
oldat 1,25 mg/ml 4
oldat 0,25 mg/ml 0
oldat 0,025 mg/ml 0
SEDDS 2,5 mg/ml 8
SEDDS 1,25 mg/ml 4
SEDDS 0,25 mg/ml 6
SEDDS 0,025 mg/ml 1

11. abra
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6. Osszefoglalas

Munkénk soréan sikertilt a vizsgalt emulziok koziil a legjobb részecskeméret eloszlasut
kivalasztani, aminek azonban a bukkalis, TR-146 sejtvonalon mért sejtes transzport
eredményei nem voltak jelentdsen jobbak az ivermectin oldathoz képest és a kivalasztott
formulacié magas citotoxicitast mutatott. Ugyanakkor a kialakitott SEDDS a Galleria

mellonela larvakon jelentdsen nagyobb 616 hatassal birt, mint az azonos koncentracioj

oldat. hatékonyabbnak bizonyult az oldatos formahoz képest.

Az Aaltalunk készitett ivermectin tartalmi Onemulgealdé rendszeren a tobbféle
szempontbol is lehetne mddositani. Csokkenteniink kell a citotoxicitast és a tovabbiakban
a formulacié optimalizaldsdhoz hosszil tdva kinetikai stabilitdsi vizsgélatokat kell
végezniink, akar alacsonyabb hatbéanyag-tartalommal. Valészinii, hogy a stabilabb 25
mg/ml-es koncentracidju oldattal is hasonléan jo eredményeket kapnank a Galleria
mellonella lavan végzett hatékonysagi vizsgalatokon, mivel a kisérlet soran még
kétszazszoros higitasban is nagy hatékonysagot értiink el. Mindezek mellett az ivermektin
emulzios formuldcidinak a hatdanyagra gyakorolt stabilitdsa nem ismert, ezért egy

kinektikailag ¢és termodinamikailag stabilizalt, kedvezd citotoxicitdsu, fejlesztett

készitményt még ilyen szempontbdl is behato vizsgalatoknak kell alavetni.
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FUGGELEK

Sajat munka:

e Oldatok, emulziok készitése
e Sejtvonal fenntartasa
e Transzport és MTT vizsgalat elvégzése

e Invivo vizsgalat elvégzése

Segitséggel végzett munka:

e Invitro vizsgalat kiértékelése

e Invivo vizsgalat kiértékelése
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