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Ciklodextrinek kolcsonhatasa kolloidokkal
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Bevezetés

Farmakonok hatékonysdganak, biohasznositdsanak ¢és
biztonsaganak novelését célzo gyogyszertechnologiai
fejlesztések soran fokozott érdeklédés mutatkozik kolloid
komponenseket is tartalmazd, komplex gyogyszerhordozo
rendszerek irant'.

Az utobbi évtizedekben emiatt is széleskorti kutatdsokat
végeztek  nanométer  mérettartomany  liposzomak?
és ciklodextrinek® gyogyszerhordozoként valo
felhasznalhatosaganak behatd vizsgalatara. A kolloid és
a kis molekuldji komponensek eltéré fizikai és kémiai
sajatsdgaibol adodoan gydgyszer- ¢és egyéb oldott
molekuldkkal valé kdlcsonhatasuk jellege, mechanizmusa
és alkalmazasi teriileteik is szamottevéen kiilonboznek*.

Liposzomakatszéles korben hasznalnak kontrollalthatdanyag
felszabadulast és célzott hatast biztositdé hordozoként,
valamint kisérleti biologiai membranmodellként’. A
foszfolipid kettdsrétegek bipolaris karaktere miatt elvben
lipofil és hidrofil anyagok befogadasara és szallitasara
is alkalmasak. Megfeleld terapias hatas eléréséhez ezen
szallito rendszerek kinetikai allandoésaganak, a foszfolipid
molekuldk ¢és a vezikulumok stabilitdsanak biztositasa
egyarant sziikséges®’®.

Gyogyszerészeti  szempontbol is  megkiilonboztetett
figyelmet érdemelnek a 100 nm atmérdjinél kisebb, egy
foszfolipid kettdsréteget tartalmazo, un. SUV (small
unilamellar vesicle) liposzomak. Ezek eldnyds sajatsaga
a nagyobb méretli liposzomakkal szemben - tobbek kozott
-, hogy széles korti a szdveti eloszlasuk. Hosszabb ideig
maradhatnak a keringésben, diszperzidik membransziiréssel
is sterilizalhatok®.

Ciklodextrinek gyogyszerészeti alkalmazasanak
fontos oka, hogy jelentdsen megnovelhetik gyengén
vizoldhat6 vegyiiletek, un. vendégmolekulak
oldhatosagat!?.

Komplexképzésre alkalmas hidrofob karakter?i belsé iiregiik
révén (In. ,host-guest’-tipusu) koélesonhatasba 1éphetnek
az oldott farmakonokkal®. A ciklodextrinek jol ismert
komplexképzd sajatsdga a sejtek lipofil membranalkoto
komponenseivel vald kodlcsonhatasban is megnyilvanul, ami
a membran Osszetételének €s fizikai stabilitasanak valtozasat
eredményezheti''. Ciklodextrin jelenlétében megndvekedhet
a farmakon hatékonysaga'?, de az is ismert, hogy nagyobb
koncentracioban a ciklodextrinek sejtmembrankarosito!® és
toxikus hatast fejtenek ki’.

Molekularis és kolloidalis gyogyszerhordozok egyiittes
alkalmazasa olyan komplex készitmény kifejlesztésének

elvi lehetéségét kinalja, amelyben mindkét komponens
»carrier’-sajatsagai elényosen hasznalhatok'. Gyakorlati
alkalmazas szempontjabol azonban alapveté fontossagu
a kétféle hordozd kotott lehetséges kolcsonhatasok minél
részletesebb felderitése.

Jelen munkéank elsédleges célja kolloidalis DPPC-
liposzomak és kiilonbozé szerkezetli ciklodextrinek
kozotti kolesonhatasok vizsgalata és az oldott ciklodextrin
molekuldk vezikulumok fizikai stabilitasara kifejtett
hatasanak jellemzése volt.

Felhasznalt anyagok

Liposzomak  készitéséhez  dipalmitoil-foszfa-tidilkolint
(DPPC) [Sigma Chemical Co. St. Louis MO] hasznaltunk.

A kisérleti munka soran vizsgalt a., B, és y-ciklodextrin (CD),
valamint moddositott szerkezeti DIMEB [heptakis(2,6-
di-O-metil)-B-ciklodextrin] szdrmazék a CYCLOLAB
Ciklodextrin Kutato, Fejleszté Laboratorium Kft. (Budapest)
terméke.

Polivinil pirrolidon: PVP K-30. A vizoldékony polimer a
Fluka Rt. terméke. M, = 4,2-10° g-mol™".

Kisérleti modszerek
A liposzomak eldallitasa

A liposzomak el6allitasahoz Realsonic 40SF ultrahangos
késziiléket hasznaltunk (maximalis teljesitménye: 300
W, a kibocsatott ultrahang frekvencigja 37 kHz). A
késziilek viztartalyanak homérsekletét 25,0 - 45,0 °C
hémérséklettartomanyban + 1 °C pontossaggal termosztattal
szabalyoztuk.

Kremer és munkatarsai altal leirt kondenzacios modszer'
modositasaval eljarast dolgoztunk ki SUV liposzomak
eléallitasara. A liposzomakat etanolos foszfolipid oldat
befecskendezése helyett a DPPC diszperzi6é ultrahangos
kezelése révén allitottuk el6. A liposzoma diszperzid
készitéshez 0,050 g DPPC-t oldottunk 2,50 cm® absz.
etanolban. A foszfolipid oldatbdl 0,24 cmd-t fecskendbvel
ellatott vékony iivegpipetta segitségével a kivant
hémérsékletre termosztalt V= 4,50 cm? térfogata diszperzios
kozegbe csepegtettiik ~1 csepp/s sebességgel. Csepegtetés
kozben ultrahangos kezelést alkalmaztunk. Az adagolés
befejeztével az ultrahangos besugarzast tovabbi 5 percig
folytattuk. Az igy kapott liposzoma diszperzio toménysége
DPPC-re nézve 0,10 %-o0s, mig etanolra kozel 4 %-os.
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A liposzomak kinetikai dllandosaganak jellemzése

A vezikulumok  mérete, méreteloszlasa és a
méretparaméterek idébeli valtozasa a liposzoma diszperziok
kinetikai allandésaganak érzékeny jelzdi. A liposzomak
ezen jellemzdit fotonkorrelacios spektroszkopids mérési
modszerrel Zetasizer 4 késziilékkel (Malvern Inst. UK) 25
°C-on hataroztuk meg.

Membranszerkezet vizsgalata

Differencial pasztazé kalorimetrias (DSC) modszerrel,
NETZSCH DSC 200 tipust késziilékkel vizsgaltuk a
kiilonboz6 ciklodextrinek és makromolekulas adalékanyagok
hatasat a DPPC kett6sréteg szerkezetére.

Kisérleti eredmények és értékelésiik
DPPC-liposzomak méreteloszlasa

Aliposzoma diszperzidkat a kisérleti részben leirt formulalasi
eljarassal 36,5 °C homérsékleten allitottuk eld. A Zetasizer
4 késziilékkel végzett méretanalizis soran meghataroztuk
a vezikulumok szdm szerinti, ¢és térfogat szerinti
méreteloszlasfiiggvényeit és polidiszperzitasat. Potencialis
gyogyszerhordozoként alkalmazhatd vezikulumok
hatéanyag kapacitdsa a bezart térfogattol is fiigg, ezért
kozleménytinkben a liposzoma diszperziok jellemzdiként
altalanosan a térfogat szerinti méreteloszlasfiiggvényeket,
illetve atlagméreteket adtuk meg. (1. &bra)
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Térfogat szerinti csticsanalizis

Csucs Teriilet Atlag Szélesség
1 100 529 33,3

Szam szerinti cslcsanalizis

Csucs Teriilet Atlag Szélesség
1 100 424 229

1. Abra. 36,5 °C-on el6allitott DPPC liposzéma diszperzio térfogat
szerinti méreteloszlasa

Az closzlasfiiggvény és a részecskék atlagmérete alapjan
megallapithatd, hogy az altalunk alkalmazott eljarassal
kozel monodiszperz, kis unilamellaris vezikulumok, un.
SUV tipusu liposzomak allithatok eld.

Az 1. képen a diszperziordl fagyasztva-toréses eljarassal
készitett elektronmikroszkopos felvétel lathatd. A dinamikus
fényszorasmérés eredményeit az elektronmikroszkopos
felvétel is megerdsiti. A képen lathato gomb alaku részecskék
atlagos mérete: 40-50 nm.

1. Kép. 0,1 tomeg%-os DPPC liposzoma fagyasztva toréses eljarassal
készitett elektronmikroszkopos képe (64000-szeres nagyitas)

Ciklodextrin  molekulik  kotédése liposzoma
membranokon
Oldott ciklodextrinek kolcsonhatasat a  liposzomak

foszfolipid kettosrétegével a CD-molekulak lipidmembranba
torténd beépiilésének vizsgalataval tanulmanyoztuk.

A liposzoémakat ismert toménységi ciklodextrint tartalmazo
diszperzdés kozegekben formulaltuk 36,5 °C-on. 2 napi
25 °C-on valo tarolas utan 30000 ford./perc sebességii
centrifugalassal (MOM 3170 tipust ultracentrifugaval) 30
percig ilepitettik a mintdkat, majd a feliiliszé oldatban
meghatdroztuk a ciklodextrinek koncentracigjat. A
kiindulasi és az egyensulyi CD-koncentraciok ismeretében
kiszamithatd ~a  liposzoma-membranban  megkotott
ciklodextrin mennyisége. 0,1 tomeg%-os liposzoma
diszperziokkal meghatarozott ,kotédési izotermakat” a 2.
abran tiintettiik fel. Az abran a lipidmembran altal megkotott
ciklodextrinek mennyiségét abrazoltuk az egyensulyi
ciklodextrin koncentracio fliggvényében.
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2. Abra. Ciklodextrinek kotési izotermai DPPC liposzémékon
(T=25°C)

Az éabran jol lathatd, hogy a kiilonbozé ciklodextrinek
jelentésen  kiilonb6zé6  mennyiségben  kotédnek a
liposzomakhoz. A kotédés mértéke az a-CD > DIMEB >
B-CD > y-CD sorrendben csokken. A kotott mennyiségben
1évé kiilonbségek feltehetéen a ciklodextrinek eltérd
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iregméretében  1évé  eltéréseknek  tulajdonithatok.
Vizsgalataink szerint az azonos tregméretii B-ciklodextrin
szarmazékok felszinén talalhaté funkcidés csoportok
hozzajarulasa viszonylag csekély, bar a DIMEB vélhetéen
O-metil csoportjai miatt valamelyest nagyobb affinitassal
kotodik a lipidmembranhoz, mint az alapvegyiilete, a [3-
ciklodextrin.

Ciklodextrinek
stabilitasara

hatasa a  liposz6ma-membran

Az oldott ciklodextrinek DPPC-liposzomak fizikai
stabilitdsara  gyakorolt ~ hatdsat a  CD-tartalmu
diszperziokozegekben eléallitott vezikulumok
atlagméretének (D) idébeni valtozéasa révén vizsgaltuk. 3.
abra szemlélteti a liposzoma-diszperzidk atlagméretének
idobeli valtozasat a ciklodextrin nélkili  diszperzid
atlagméretéhez (D) viszonyitva.
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3. Abra. DPPC liposzomak relativ méretndvekedése ciklodextrinek
hatasara

Térolasi hémérseklet: 25 °Cn .. /n  =1:7

A 36,5 °C-on eldallitott DPPC liposzémak CD nélkil 7
napig monomodalis eloszlastak maradnak's. Az 4bran
jol latszik, hogy ciklodextrinek jelenlétében mar néhany
napos tarolasi id6 utan jelentds méretnovekedés kovetkezik
be, polidiszperzz¢ valik a minta. Ezek a valtozasok a
vezikulumok fizikai stabilitdsanak jelentds csokkenésére
(aggregaciora és/vagy fuziora) utalnak.

Az a-CD membrankarosito hatasa a leginkabb szembetiing,
de egy hét utan a - és a y-CD is destabilizélja a liposzoma
diszperziot. Ez a hatas teljes Osszhangot mutat a CD-
molekulak DPPC membranon vald kotddési sorrendjével.

A ciklodextrinek membrankarositd hatasa igen jelent6sen
fiigg a foszfolipid/CD aranytdl is. A 4. éabra alapjan
a liposzomak valtozo DPPC B-CD molaranyoknal
meghatarozott  relativ.  méretndvekedése  hasonlithato
Ossze. Figyelmet érdemel az a tény, hogy 1:5-nél nagyobb
DPPC: B-ciklodextrin molaranyoknal igen jelentds
membrankarosito hatas tapasztalhatd, de kisebb mértékit CD
felesleg nem okoz szamottevé membrankarosodast. Hasonlo
tendencia mutatkozott a- és y-CD esetében is
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4. Abra. DPPC liposzomak relativ méretndvekedése B-ciklodextrin
jelenlétében kiilonbo6zo foszfolipid/CD aranyoknal

Differencialis pasztazo kalorimetrias vizsgalatok

A kalorimetrias vizsgalatok a ciklodextrinek és a DPPC-
liposzomak kozotti kolesonhatas mas modszerrel torténd
kisérleti megerdsitésén tilmenden a membrankarositd hatés
mechanizmusanak felderitését is szolgaltak. Fontos kérdés,
hogy az oldott CD molekuldk a foszfolipid kettdsrétegek
rendezett szerkezetének megbontasat, vagy csak a membran
15 tomeg%e-os liposzéma diszperziokat hasznaltunk, mert
a DSC-késziilék érzékenysége (a PCS-vizsgalatokhoz
hasznalt) 0,1 tomeg% toménységli SUV-liposzomak
diszperzidiban nem volt elegendd a fazisatalakulasok
detektalasahoz.

Az 5. abran viz kozegl 15 tdmeg%-os DPPC liposzoma-
diszperzié DSC gorbéje lathat6é (folytonos vonal). A minta
T’ (elfazisatalakulasi) homérséklete 37,7 °C, a T (f6-
fazisatalakulasi) hémérséklete 42,4 °C.
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5. Abra a,B,y-CD, hatisa a DPPC-diszperzi6 fazisatalakulasi gorbéjére

a: a-CD, b: B-CD, c: v-CD (n . / n,=1:7)
d: DPPC liposzoma (15 tomeg%)

A ciklodextrinek jelenlétében felvett DSC gorbék
(szaggatott vonalak) egyértelmiien jelzik, hogy a liposzoma
diszperzio, 30-45 °C hémérséklettartomanyban megfigyelt
fazisatalakulasai megsziinnek és nem mutatnak szerkezeti
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valtozasra utald entalpiavaltozast. Mindebbdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy a CD-molekuldk a lipidmembranba
torténd  beépiiléskor (vélhetéen komplexképzés miatt)
teljesen megsziintetik a membranba rendez6dott foszfolipid
molekuldk kooperativitasat. Az o, B, és y-ciklodextrinek
membrankarositd hatasdban ezzel a moddszerrel nem
tudtunk kiilonbséget kimutatni. A DSC-vizsgalatok azonban
egyértelmiien megerdsitik a fotonkorrelacids stabilitasi
vizsgalatok azon eredményeit, mely szerint a ciklodextrin-
molekuldk a DPPC-membran rendezett szerkezetének
megbontasa révén idézik eld a liposzoéma diszperzio
nagymértékii destabilizaciojat.

Lipidmembran stabilizalasa PVP-vel ciklodextrinek

jelenlétében

Megvizsgaltuk, hogy a makromolekulds kolloidok
ismert sztérikus stabilizalo hatdsa'” hasznosithat6-e
DPPC-liposzémak stabilizalasara, illetve hogy oldott
makromolekulak jelenlétében is érvényesiil-e ciklodextrinek
membranszerkezetet rombold hatasa. A liposzémakat 1:
7 DPPC/CD moélaranyu és 4:1 DPPC/PVP tomegaranyt
kozegben formulaltuk 36,5 °C-on. A foszfolipid és a polimer
aranyat elézetes stabilitasi vizsgélatok alapjan valasztottuk
ki. A 6. a és b abran bemutatott fliggvények egyértelmien
mutatjak a makromolekulak stabilizalo hatasat.
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6. Abra DPPC-liposzomak relativ méretndvekedése ciklodextrinek
jelenlétében a: a-CD, b: B—CD

Polimer jelenlétében két nap utan is csak csekély mértékii
méretndvekedés detektalhatd. Ezekbdl az eredményekbdl
egyértelmilen megallapithatd, hogy a PVP hatékonyan
blokkolja mind az o-, mind pedig a B-ciklodextrin jelent6s
membrankarositd hatasat. A stabilizalé hatas vélhetéen a
PVP molekuldk DPPC vezikuldkon torténd adszorpcidjanak
tulajdonithatd. A sztérikus stabilizald hatason talmenden
azonban szerepe lehet a CD molekulak és a PVP molekulak
oldatbeli kolcsonhatasanak is. Ennek felderitése tovabbi
vizsgalatokat tesz sziikségesse.

A szerzok koszonetiiket fejezik ki az OTKA T034929 szamt
palyézati tAmogatasaért

Osszefoglalis

Kolloidalis (SUV) liposzémak, és kiilonb6z6 ciklodextrinek
(o, B, y-CD ¢és DIMEB) paronkénti kdlcsonhatésait
tanulmanyoztuk. Kondenzacidos modszerrel monomodalis
méreteloszlasu dipalmitoil-foszfatidilkolin (DPPC)
liposzomakat allitottunk eld. Vizsgaltuk a vezikulumok
fizikai stabilitasat, és diszperzioik kinetikai allandosaganak
lehetséges szabalyozasat.

Valtozo kisérleti koriilmények kozott eldallitott liposzomak
stabilitasanak jellemzésére fotonkorrelacids spektroszkopias
(PCS) eljarassal meghatarozott részecskeméret-eloszlas
figgvényeket hasznaltunk.

Ciklodextrinek kolcsonhatasat a foszfolipid membrannal
kotodési izotermakkal jellemeztiik.

Kotédési izotermak alapjan megallapitottuk, hogy a
kotott CD mennyisége y-CD < B-CD, (DIMEB) < a-CD
sorrendben nd. Igazoltuk, hogy a kiilonb6z6 ciklodextrinek
(a kotodési vizsgalatokkal dsszhangban) adott DPPC/CD
arany felett csokkentik a foszfolipid-membran stabilitasat. A
membrankarositd hatas sorrendje: y-CD < 3-CD < a-CD.

Oldott CD molekulak és PVP molekulak hatasat a DPPC
membran stabilitasara differencialis pasztazé kalorimetrias
(DSC) gorbék alapjan jellemeztiik.

Kimutattuk, hogy a ciklodextrinek membrankarosito
hatdsa hatékonyan gatolhatd vezikulumokon szorbedlodo
vizoldhaté PVP molekulakkal.
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affinity of cyclodextrins to the phospholipid membranes was
characterized by ,binding isotherms” The effect of dissolved
CD and PVP molecules, respectively, on the physical stability
of DPPC membranes was detected by differential scanning
calorimetry (DSC). Based on the binding isotherms, the sorption
of cyclodextrin molecules onto DPPC liposomes was found to
increase in the order: y-CD < B-CD, (DIMEB) < a-CD. The order
of reducing the physical stability of the DPPC due to the dissolved
cyclodextrins was the same, i. e.: y-CD < 3-CD < a.-CD. It has also
been shown that the destabilizing effect of cyclodextrin molecules
can be well regulated and prevented by adding water-soluble PVP
molecules to the dispersion.
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