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Absztrakt

A kutatasi munka soran CK2 inhibitor tartalmu alginat mikrogydngydket formulaltunk polimerizacios
modszerrel. Egyes készitményekben segédanyagokat hasznaltunk a formulalas soran a hatdanyag
tartalmazé natrium-alginat keverékhez Transcutol® HP-t adtunk és a kapott eredményeket a
segédanyag nélkdli mikrogyongyokkel 0Osszehasonlitottuk. A készitményekkel kilonbozd
gyogyszerforma vizsgalatokat végeztiink, meghataroztuk a kapszulazasi hatékonysagot, a duzzadasi
viselkedést, enzimatikus stablilitasi vizsgalatot és in vitro kioldodasi vizsgalatot végeztiink. A
formulaciok sejtéletképességi vizsgalatahoz MTT tesztet végeztink Caco-2 sejtvonalon. Végil a
készitmények antioxidans és gyulladascsokkent6 hatasait értékeltiik. A Transcutol® HP alkalmazasaval
a formulacioban javult a CK2-inhibitor készitményben torténd stabilitasa és permeabilitasa.

Kulcsszavak: alginat mikrogydngy, polimerizacios modszer, formulalas, kapszulazasi hatékonysag,
duzzadasi viselkedés, enzimatikus stablilitasi vizsgalat, in vitro kioldodasi vizsgalat

Bevezetés Emelkedett CK2 kinaz aktivitas figyelheté meg

egyes human tumortipusban [6]. A CK2 kémiai
A CK2 protein kinaz, mas néven kazein kinaz-2, egy inhibitorokkal térténé downregulacidja el6segiti a
szerin/treonin kinaz, amely két katalitikus (&) tumorsejtek apoptézisat, gatolla a sejtek
és/vagy (o) alegységgel és két szabalyozd migracidjat, valamint a tumor névekedését [6].
alegységgel rendelkezik [1]. A CK2 szamos A CK2 protein kinaz egyes gyulladasos betegségek
jelétviteli utvonalat szabélyoz, melyek részt patogenezisében fontos és Osszetett szerepet
vesznek a tumorsejtek tulelesében, jatszik [7,8]. A CK2 aktivitasa elésegiti az NF-kB,
proliferaciéjaban, migraciéjaban és invazidjaban PI3K-Akt-mTOR és JAK-STAT Gtvonalak
[23]. A CK2 expresszioja és kinaz aktivitasa aktivalodasat [8]. A CK2 protein kindz ezen
emelkedett kilonb6z6 daganattipusokban és  tulajdonséagai miatt Uj rakellenes és
szamos citoszolikus szubsztrat foszforilacigjan gyulladascsokkentd — terapidk  kifejlesztésének
keresztil ndveli a tumorsejtek agresszivitasat célpontja lehet [7].

[2,4,5].
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A szakirodalom alapjan a CK2 fokozza a reaktiv
oxigén gyokok termelédését [9]. A CK2 fontos
szerepet jatszik az oxidativ stressz jelatviteli
Utvonalaban. Az antioxidansok altal aktivalt
transzkripcids faktor, a nuklearis erythroid faktor 2
(Nrf2) szabalyozza az oxidativ sérllésekkel
szembeni citoprotektiv gének indukciéjat [10,11].
Pagano és munkatarsai igazoltak munkajuk soran,
hogy a szubsztitualt benzimidazol-szarmazékok a
CK2 hatékony inhibitorai [12]. A szubsztitualt
heterociklusos gylr( szerkezet lehetdvé teszi a
molekula szamara a CK2 ATP-k&td zsebébe torténd
beéplilését. Szamos CK2-gatld benzimidazol-
szarmazékot irtak mar le [13,14]. A molekula rossz
oldékonysaga miatt a hatékony gydgyszerhordozé
rendszer kifejlesztése kihivast jelent6 feladat volt.
A kisérleteinkhez kivalasztott hatéanyag a 2-
dimetilamino-4,5,6,7-tetrabromo-1H-
benzimidazol (DMAT) volt.

A kilonb6z6 természetes poliszacharidok kozil az
alginatokat az elmult harom évtizedben széles
kdrben alkalmaztak gyogyszerhordozé rendszerek
formulalasaban [15]. Az alginat (1,4)-kotott B-D-
mannuronat és o-L-guluronat kopolimerje. Az
alginat alapu mikrorészecskék, mint
gyogyszerhordozd rendszerek biokompatibilisek,
biologiailag lebomldak, védik a hatdanyagot a
gasztrointesztinalis rendszer kornyezeti
feltételeitdl [16]. Emellett célzott hatékonysaggal
és szabalyozott hatéanyag felszabadulassal
rendelkeznek  [17-19]. Az alginat alapu
mikrogyongyok formulalasa soran a hatéanyag az
alginat gelben csapdazodik, mely ketértekd
kationokkal, mint példaul Ca2+, Ba2+ és Sr2+, az
alginatban lévo uronsavmaradvanyokkal
térhalésodik [20-23].

A Transcutol® HP (TC) egy dietilénglikol-
monometil-éter, melyet széles kdrben alkalmaznak
oldodszerként/szolubilizatorként,  mivel  képes
javitani a kilénb6zd, rossz vizoldékonysaggal
rendelkezé gyogyszerek oldékonysagat.
Penetraciofokozoként is alkalmazhatd kilonb6zd
gyogyszerformakban, valamint tobb szerzé s
igazolta munkaja soran, hogy javithatja az in vivo
gyogyszerfelszivodast, az in vitro kioldodasi
sebességet és a hatdanyag felszabadulasat, ami a
gyogyszer jobb oralis bioldgiai
hozzaférhetdségéhez vezet [24-26].

Jelen vizsgalatunk célja a CK2 inhibitort tartalmazo
alginat mikrogyongyok eldallitasa volt a hatdanyag
bioldgiai hozzaférhetéségének fokozasa
érdekében. Hatoanyagként egy szelektiv CK2-
inhibitort, a DMAT-ot valasztottuk,
segédanyagként pedig TC-t alkalmaztunk egyes
formulaciékban. A TC-t a DMAT oldhatosaganak, in
vitro hatéanyag-felszabadulasanak és
A készitmények karakterizaldsahoz kilonbozd
gyogyszerforma  vizsgalatokat végeztink el,
mértik a kapszulazasi hatékonysagot, a duzzadasi
viselkedést, in vitro kioldodasi és enzimatikus
stabilitasi vizsgalatokat végeztink. A
mikrogydngyok  sejtéletképességi  vizsgalatat
Caco-2 adenokarcinoma sejtvonalon végeztik. A
formulaciok antioxidans és gyulladascsokkentd
hatasat is vizsgaltuk, a segédanyag nélkali és TC
tartalmu  gyongyok vizsgalati eredményeit
dsszehasonlitottuk.

Anyagok és modszerek
Anyagok

A DMAT (CAS# 749234-11-5) a Sigma-Aldrich
Buchs-tél  (St.  Gallen, Svajc), az alacsony
viszkozitasu natrium-alginat a BUCHI Labortechnik
AG-tol (Flawil, Svajc) kerllt beszerzésre. A kalcium-
klorid-dihidratot a  VWR International-tol
(Debrecen,  Magyarorszag)  vasaroltuk. A
Transcutol® HP-t (dietilén-glikol-monoetil-éter) a
Gattefossé-tol (Saint-Priest, Franciaorszag)
vasaroltuk. Minden mas termék a Sigma-Aldrichtdl
(St. Louis, MI, USA) kertilt beszerzése.

CK2 inhibitor tartalma mikrogyongyok
formulalasa

A mikrogyéngydk gyartasat BUCHI Encapsulator
Pro B-395 készulékkel végeztik el. El6ézetesen 3,30
g natrium-alginat port oldottunk 200 ml desztillalt
vizben az 1,5%-os alginat oldat elkészitéséhez. A
100 mM-os CaCl2 oldat elkészitéséhez 14,701 g
kalcium-klorid-dihidratot oldottunk desztillalt viz
egy részében, majd 1000 ml-re egészitettik
desztillalt vizzel. Két, DMAT hatoanyagot (0,5
mg/ml)  tartalmazé mikrogydngy gyartasat
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végeztik el. (1. Tablazat) Az 1. Osszetétel a
hatéanyagot 6nmagaban tartalmazza
segédanyagok nélkil, a 2. 6sszetétel esetében a
DMAT-ot el6zetesen oldottuk Transcutol HP-ban.

0 étel Segédanyag
1 DMAT mikrogydngyok -
2 DMAT mikrogyéngyok + TC Transcutol® HP (0,01% v/v)

1. Tablazat DMAT tartalmi mikrogyongyok killonbozé formulacioi
A gyarto ajanlasa alapjan oralis gydgyszerformak
esetén a nagy tisztasagu TC alkalmazasa ajanlott. A
gyartas soran 200 um atmérdja  fuvokat
hasznaltunk és ennek megfeleléen allitottuk be a
kapszulazd paramétereit (aramlasi sebesség,
rezgési frekvencia és elektrosztatikus fesziltség) (2.
tablazat). Az alginatoldat kalcium-klorid-oldattal
toltott 80 rpm sebességl magneses keverével
ellatott f6z6poharba érkezett és keresztkotott. Az
alginatgyongyoket 15 percig hagytuk keményedni
a kalcium-klorid-oldatban. A gyongyoket ezt
kovetéen  desztilldlt  vizzel ~mostuk, majd
vakuumszivattydval 04  pm  poérusméretl
membranon szlrtlik és Scanvac CoolSafe Touch
110-4 készllékkel liofilizaltuk 24 6ran keresztul -
110 °C-on.

Aramlasi sebesség
(ml/perc)

Fuavokaatméro
(um)

Rezgési frekvencia Elektrosztatikus
(Hz) fesziiltség (V)

200 um 1800 1000-1200 5,06

2. Tablazat A kapszulazo késziilék gyartasi paraméterei

Kapszulazasi hatékonysag

A gydngyok kapszulazott hatdéanyag-tartalmanak
meghatarozasahoz kdzvetlenil a formulalas utan 1
ml mintat vettiink a CaCl2 oldatbdl. A hatdanyag-
koncentraciot UV-VIS spektrofotométerrel
(Shimadzu, Tokio, Japan) hataroztuk meg 420 nm-
en. [27] A kapszulazott DMAT mennyiségét a
kovetkez6 képlettel szamoltuk ki:

Kapszulazasi hatékonysag (KH%)
teljes mennyiség (mg) - vizes kozegben talalhatd mennyiség (mg)
= *

teljes mennyisgég (mg)

Duzzadasi viselkedés

A DMAT tartalmi gydngyok duzzadoképességét
desztillalt vizben vizsgaltuk. A gyongyokbdl egy
grammot adtunk 50 ml desztillalt vizhez és 37 °C-
on Radelkis OP-912 magneses keverdvel (Radelkis,
Budapest, Magyarorszag) kevertettiik. A duzzadas

vizsgalatdhoz a gyongyoket 24 ora elteltével
Ovatosan kivettik a vizbdl és a felesleges viz
eltavolitasa utan a tomegiket megmértik [28]. A
tomegvaltozast a kovetkezd egyenlet segitségével
szamoltuk ki:

Duzzadasi viselkedés (%)

duzzadt gyongy tomeg — kiindulasi gyongy tomeg 100
= *

duzzadt gyongy tomeg

Enzimatikus stabilitasi vizsgalat

A tanulmany soran a gyéngyok enzimatikus
stabilitasat  vizsgaltuk proteolitikus enzimek
jelenlétében, pepszin és pankreatin enzimekkel. 20
mg DMAT tartalmi mikrogyéngy6t 100 ml
pepszint tartalmazé szimulalt gyomornedvbe
(SGF) vagy pankreatint tartalmazé szimulalt
bélnedvbe (SIF) helyeztiink. A mintakat 37 °C-on
inkubaltuk 100 fordulat/perc allandé keverés
mellett. Az SGF és a SIF eldallitdsa az Eurdpai
Gyogyszerkdnyv eldirdsa alapjan tortént. 120
percen keresztul, elore meghatarozott
idokozonként 1000 pl mintat vettink és az
enzimatikus  reakcié  ledllitdsa  érdekében
ekvivalens mennyiségu jéghideg reagenshez (0,10
M NaOH az SGF esetében és 0,10 M HCl az SIF
esetében) adtuk. Ezt kovetbéen 420 nm-es
hulldmhosszon ~ UV-VIS  spektrofotométerrel
(Shimadzu, Tokid, Japan) meértik az abszorbancia
értékeket [29].

In vitro kioldodasi vizsgalat

A DMAT-tartalmi  mikrogydngydk kioldodasi
vizsgalatahoz USP kioldddasvizsgalo keszuléket
(Erweka, DT 800, Langen, Németorszag)
hasznaltunk 100 rpm lapatfordulatszamon, 900 ml
olddkdzeggel 37 °C-on. Kioldokdzegként frissen
készitett, pankreatint nem tartalmazo szimulalt
bélfolyadékot (SIF) (pH 6,8) hasznaltunk. A
vizsgalat soran az oldokdzegbdl meghatarozott
idokozonként (0,0,5,1,4,8 és 24 6ra) egy fecskendd
segitségével folyamatosan mintat vettink. A
mintakat 0,45 um-es membranszirével szlrtik, és
a DMAT mennyiségét standard kalibraciés gorbe
segitségével  hataroztuk meg. A  mintak
abszorbanciajat 420 nm-en mértik UV/VIS
spektrofotométer segitségével. [30].
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MTT citotoxicitasi teszt

A sejtek életképességének méréséhez MTT-tesztet
végeztiink Caco-2 sejtvonalon. A  sejteket
elézetesen 104 sejt/lyuk slrlségben noveszettiik
Dulbecco DMEM  sejtmédiumban 96 lyuku
lemezen, amig teljes konfluenciat értik el. A
sejtekrdl eltavolitottuk a faradt médiumot és PBS-
sel mostuk. A hatdanyagot nem tartalmazé
gyongyoket és a DMAT-ot tartalmaz6 gydngyoket
1 oran at inkubaltuk 37°C-on, 5% CO2 mellett. A
mintakbdl 100 mg-ot 10 ml PBS-ben oldottunk fel.
1 Ora elteltével a mintakat eltavolitottuk a sejtekrdl
és MTT festékoldatot (5 mg/ml) adtunk hozza. A
sejteket az oldattal 3 oran keresztil 37°C-on, 5%
CO2 mellett inkubaltuk. A festéket eltavolitottuk a
mintakbdl, és a keletkezett formazan kristalyokat
2-propanolisésav  25:1  aranyd  keverékében
oldottuk fel. A sarga tetrazonium sot a sejtek
anyagcsere-aktivitasa miatt a  mitokondrialis
enzimek lila szinq, oldhatatlan
formazankristalyokka alakitjak at. Az oldatok
abszorbanciajat 570  nm hullamhosszon
spektrofotométerrel (Thermo-Fisher Multiskan Go
(Thermo-Fisher, Waltham, MA, USA)) mértik,
amelybdl kiszamithaté az életképes sejtek
szazalékos aranya. Pozitiv kontrollként PBS-t,
negativ kontrollként pedig Triton-X 100 (10% w/v)
oldatot hasznaltunk.

Transzepithelialis elektromos ellenallas (TEER)

Az adenokarcindbma sejtek membranintegritas
valtozasanak  vizsgalatahoz  transzepithelialis
elektromos ellenallast (TEER) mértik. A sejteket
404 sejt/lyuk sGrGségben novesztettik 24 lyuku
lemezen, hogy konfluens réteget kepezzenek.
Negativ kontrollként PBS-t, pozitiv kontrollként
pedig Triton X-100-at (10% w/v) hasznaltunk. A
méreést akkor végeztik el, amikor a sejtintegritas
1000 és 1200 Q cm2 kozotti TEER-értékeket
mutatott. A sejteket 1 6ran keresztil inkubaltuk a
mintakkal, a vizsgalat soran adott id6kozonként
folyamatos mérést végeztiink. A TEER mérése egy
elektrodapar  segitségével  tortént  Millipore
Millicell-ERS 00001 berendezéssel (Merck,
Waltham, MA, USA). A mintak eltavolitasa utan a

kovetkezd 12 oraban folytattuk a méréseket a
regeneralddas vizsgalatara [31].

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) teszt

A 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)  egy
kolomietras meghatarozasi modszer, mely soran a
sotétlila oldat antioxidans jelenlétében sargara
valtozik a gyokfogd tulajdonsag fliggvényében. A
vizsgalat soran CK2-inhibitort tartalmazo két
Osszetétel antioxidans tulajdonsagait vizsgaltuk. A
tesztoldat  elkészitéséhez  96%-os  etanollal
higitottuk a DPPH port (M = 394,33 g/mol).
Minden egyes mintabdl 100 pl-t PBS-ben higitva
adtunk 2 mL DPPH tesztoldathoz (0,06 mM). A
mintakat tartalmazé oldatokat 30 percig
inkubaltuk és fénytél védve tartottuk. Pozitiv
kontrollként PBS-t, negativ kontorollként pedig
Troloxot (10,0 uM) alkalmaztunk. A visszamaradt
DPPH mennyiségi mérését UV spektrofotométerrel
vegeztliik 517 nm hullamhosszon. Az antioxidans
aktivitas szazalékos aranyat (AA%) a kovetkezd
egyenlet segitségével hataroztuk meg [32].

(Minta abszorbancia — Vak abszorbancia)

AA% = 100 — x 100

Kontroll abszorbancia

In vitro gyulladascsokkento hatas vizsgalata

A mikrogyongyok gyulladascsokkentd hatasat
Caco-2 sejtvonalon vizsgaltuk. A sejteket 104
sejt/lyuk  sGrGségben novesztettik 96 Iyukd
lemezen a teljes konfluencia eléréséig, majd a
faradt médiumot eltavolitottuk. A sejteket PBS-sel
mostuk, majd 1 éran keresztul inkubaltuk a minta
oldatokkal. Minden 0&sszetételd mikrogydngybdl
100 mg-ot PBS-sel higitottunk a vizsgalat
elvégzéséhez. A gyulladas indukaldsahoz 50 L IL-
4-et (30 ng/mlL) adtunk a sejtekhez, és egy
éjszakan at inkubaltuk. Az inkubaciot kovetden a
sejtekbdl eltavolitottuk a feluliszét, és a gyartd
utasitasainak megfeleléen human TNF-o ELISA

készletet (Sigma-RAB0476) hasznaltunk. Az
oldatok  abszorbancigjat Thermo  Scientific

Multiskan GO mikrolemez spektrofotométerrel
(Thermo-Fisher, Waltham, MA, USA) mértik, és az
érték egyenesen aranyos volt a mintak
gyulladascsokkent6 hatasaval. [33]
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Eredmények
A DMAT in silico fizikai-kémiai jellemzése

A DMAT (476,79 g/mol) fizikai-kémiai jellemzését a
SwissADME program [34] segitségével hataroztuk
meg. A DMAT alacsony vizoldékonysaggal és
magas penetracioval rendelkezik a Gl traktuson
keresztlil, de gyenge penetracié prediktalhatd a
véragygaton keresztil. A DMAT log Po/w értékét
kiszamitottuk, és a konszenzusérték 4,12 volt (6t
érték atlaga). A DMAT szerkezetét és fizikai-kémiai

tulajdonsagainak 0Gsszefoglalasat az 1. abra
mutatja.
Br LIPO
BI’ N ICHS FLEX size
N CH
Br H 3 INSATU POLAR
Br

INSOLU

1. abra A DMAT kémiai szerkezete és fizikai- kémiai
tulajdonsagai

Kapszulazasi hatékonysag

Az alginatgyongyok DMAT- tartalmat a
kapszuldzasi  hatékonysag  meghatarozasaval
allapitottuk meg. A kapszulazasi hatékonysag
(KH%) a segédanyag nélkili DMAT-ot tartalmazé
mikrogydngy esetében 64% volt, mig a TC tartalmu
mikrogyongy esetében 70%-nak adddott (3.
Tablazat). Az eredmények alapjan elmondhato,
hogy a segédanyag alkalmazasa el6segitette a
hatdéanyag inkorporalasat a segédanyag nélkili
gyongyokkel szemben. A kapszulazasi
hatékonysagot a 3.3 egyenlet alapjan szamoltuk ki.

Osszetétel
1 CK2 inhibitor mikrogyongy
2 CK2 inhibitor mikrogy6ngy + TC

KH (%)
6432+0,72
70,12 + 0,81

3. tdbldzat DMAT- tartalmu mikrogydngyok
kapszulazasi hatékonysaga

Duzzadasi viselkedés

A kllonbozé  Osszetételd  mikrogyongyok
vizfelvételét a 3.4. szakaszban leirt egyenlet alapjan
hataroztuk meg. A 2. dbra mutatja a gyéngyok
tomegének valtozasat a vizfelvétel fliggvényében
24 o6ra elteltével. A hatdanyagot 6nmagaban és a
TC segédanyagot tartalmazé gyongydk nagyon
hasonld duzzadasi mértéket mutattak 24 6ra alatt
(79 és 81%). A vizfelvételért elsdsorban az alginat
volt felelés, mivel 7-es pH korilmények kozott a
polimer  kivalé  duzzadasi  tulajdonsaggal
rendelkezik, mely a tdmeg novekedését
eredményezi.
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2. abra A DMAT tartalmd mikrogydngyok
duzzadoképessége desztillalt vizben

A gyongyokbdl egy grammot 50 ml desztillalt
vizhez adtunk. Az dsszes Osszetételt az egyensulyi
vizfelvétel szazalékos aranyaban abrazoltuk.
Minden adatpont 5 minta értékének atlagat jeldli.
Az eredmények értékeléséhez egytényezds
varianciaanalizist (one-way ANOVA) végeztink
Dunett tobbszords osszehasonlitd teszttel. A **
statisztikailag szignifikans kuldnbséget jelez p <
0,05 értéken.
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Enzimatikus stabilitasi vizsgalat

A mikrogydngyok enzimatikus stabilitasat a szabad
(nem formulalt) DMAT-mintaval hasonlitottuk
Ossze a kisérlet soran. A DMAT minddssze 2%-ban
volt mérheté SGF-ben, mig SIF-ben 7% szabad
hatdanyag volt detektalhaté 60 perc inkubacio
utan. Az aktiv vegytlet az SGF-ben 60 perc utan,
SIF-ben pedig 120 perc utadn szinte teljesen
elbomlott. Az eredmények alapjan elmondhato,
hogy a mikrogyongy formulacio képes megvédeni
a hatdanyagot a degradaciéval szemben. Mindkét
formulacio esetében a DMAT legalabb 50%-a
védett az SGF és a SIF altal torténd lebomlassal
szemben. A 3. abra a kisérlet eredményeit mutatja
be.

Bl szabad DMAT (nem formulalt)
mm DMAT mikrogyingydk
B DMAT mikrogydngydk + TC

DMAT szint SGF-ben (%

16 perc 30 perc 60 perc

(a)

B szabad DMAT (nem formulalt)
B DMAT mikrogysngysk
Bl DMAT mikrogydngyok + TC

DMAT szint SIF-ben (%)

0 perc

30 perc 60perc 120 perc

(b)

4. dbra DMAT tartalmu alginat mikrogyongyok enzimatikus
stabilitdsa SGF (a) és SIF kozegben (b). Kontrollként szabad
DMAT-ot (nem formulazott) hasznaltunk. Minden adatpont 5
minta értékének atlagat + szoéras jeldli. A segédanyagot
tartalmazé készitmények és a csak DMAT-ot tartalmazo
készitmények Osszehasonlitasara egytényezds
varianciaanalizist (one-way ANOVA) végeztiink Dunett
tobbszoros dsszehasonlitd teszttel. * és **** statisztikailag
szignifikans kilonbségeket jelez p < 0,01 és p < 0,0001
értéken.

In vitro kioldodasi vizsgalat

A DMAT felszabadulasat a  kilonb6z6
mikrogyongyokbol 6,8 pH mellett figyeltik 24 6ran
keresztll, az eredményeket a 4. abra mutatja be. A
vizsgalat azt mutatja, hogy a TC hozzaadasa a
készitményhez jobb hatdanyag-felszabadulast
eredményezett, mint a csak a hatéanyagot
tartalmazo, segédanyagok nélklli  készitmeény
eseteben.

- DMAT mikrogyéngytk
10 -# DMAT mikrogyéngyck + TC

Oldott DMAT szint (%)
o
=]

TrT L T 1 T
b A O L

Id6 (ora)

5. abra DMAT tartalmu mikrogyongyok kioldodasi
vizsgalata 6,8 pH-ju pankreatin nélkili szimulalt intesztinalis
folyadékban

MTT sejtéletképességi teszt

Az MTT-vizsgalat eredményeit a 5. abra mutatja be.
A kisérlet soran negativ kontrollként PBS-t, pozitiv
kontrollként pedig Triton X-100-at hasznaltunk. A
sejtéletképességi ertékeket a PBS-hez képest
hasonlitottuk 6ssze és a negativ kontroll
szazalékaban fejeztik ki. Az Ures natrium-alginat
gyongyok esetében a készitmények
biztonsagosnak és a sejtek altal jol toleralhatonak
bizonyultak, a sejtek életképessége minden
esetben kévetkezetesen meghaladta a 70%-ot, ami
dsszhangban van az I1SO 10993-5:2009 ajanlassal.
A DMAT-ot tartalmazé gyongydk esetében
azonban a sejtek életképessége csdkkent, mind a
segédanyag nélkili, mind pedig a TC tartalmu
gyongyok esetében. A sejtek életképességének
csokkenese a hatoéanyag jelenletének
tulajdonithatd, mivel az Ures gydngyok nem
mutattak citotoxikus hatast.

Sejtéletképesség (%)
4
l._

5. &bra A sejtek életképességének vizsgalata Caco-2 sejteken
az MTT-teszttel, miutan a készitményeket 1 6ran at
inkubaltak. A sejtek életképességét a negativ kontroll (PBS)
szazalékaban fejeztiik ki. Minden adatpont az atlag + szoras
és n = 6. A kiilonbozé készitmények és a PBS
Osszehasonlitadsara egytényezés varianciaanalizist végeztlink
Dunett t0bbszords dsszehasonlitd tesztjével. *, **, *** g *x**
statisztikailag szignifikans kilonbségeket jelzi p < 0,05, p <
0,01, p < 0,001 és p < 0,0001 értékeken.
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Transzepithelialis elektromos ellenallas (TEER)
mérés

Az adenokarcindma sejtek membranintegritasat
TEER-méréssel  hataroztuk meg. A mintak
integritasa a vizsgalat megkezdése utan mar 15
perccel alacsonyabb értéket mutatott, majd 60
percig folyamatosan csokkent. Az 1 o6ras kezelés
utdn a tesztoldatokat eltavolitottuk és friss
médiumot adtunk a sejtekhez. A 12 6ras inkubacio
utdn a sejtek integritdsa a kisérlet végén a
kiindulasi érték 90%-a folé emelkedett. Negativ
kontrollként PBS-t, pozitiv kontrollként pedig
Triton X-100-at (10% w/v) hasznaltunk. A TC-t
tartalmaz6 gyéngyok nagyobb mértékben voltak
képesek megbontani a Caco-2 sejtek integritasat a
segédanyag nélkuli gydongyokkel szemben. Az
eredményeket a 6. abra mutatja.

——t—

\ T —r_::i;’:,‘le:{;:; - FBS

-# CK2 mikrogysngyok
—— e}

—+— CK2 mikrogydngyok + TC
—* Triton X
T T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
1dé (perc)

TEER érték (%)
S

—3

6. abra A Caco-2 sejtek transzepitelialis elektromos
ellenallasanak értékelése a kezdeti 120 percben

DPPH (2,2-difenil-1-pikrilhidrazil) teszt

A ket készitmény antioxidans aktivitasanak
szazalékos aranyat (AA%) DPPH-tesztoldat
segitségevel hataroztuk meg. A két készitményt
dsszehasonlitva a TC nelkili mikrogydngyok
kisebb  gyokfogd  aktivitast mutattak. Az
eredmények azt mutattdk, hogy a DMAT
hatékonyabb antioxidans aktivitassal rendelkezik
abban az esetben, ha TC-t is tartalmaz a
formulacié. Az 7. abra a kisérlet eredményeit
mutatja be.

9
; Hm DPPH tesztoldat
2 mm DMAT mikrogydngydk
3 mm DMAT mikrogysngyék + TC
]
Pit Trolox
= PBS

7. dbra A DMAT tartalmd mikrogyéngyok
antioxidans tulajdonsagainak vizsgalata DPPH kolorimetrias
madszerrel. A gatolt reaktiv oxigéngyokok szazalékos aranyat
a DPPH tesztoldat fliggvényében abrazoltuk. Egytényezds
varianciaanalizist végeztlink; a ** és a **** statisztikailag
szignifikans kulonbségeket jelzi p < 0,05 p < 0,0001
értékeken. Minden adat 5 mérés atlagat + szoras jeldli.

In vitro gyulladascsokkent6 hatas
A DMAT-tal toltott mikrogydngyok
gyulladascsokkentd hatasat ELISA-teszttel
vizsgaltuk Caco-2  sejtvonalon. A  negativ
kontrollként PBS-t hasznaltunk, mely abszorbancia
értékeinek atlagat tekintettik 100%-nak, amelyhez
a vizsgalt anyagokat hasonlitottuk, és szazalékban
fejeztik ki. A 8. dbra a Caco-2 sejtvonalon végzett
gyulladascsokkentd teszt eredményét mutatja be a
TNF-o szint szazalékaban kifejezve. A vizsgalat
eredményei azt mutattak, hogy A DMAT jelentds
gyulladascsokkenté hatassal bir és a TC
segédanyaggal  formuldzott = mikrogydngyok
mutattak a legerésebb gyulladascsokkentd hatast.

110
100
904
80
70
60
50
40+

Tk

0. = PBS
20 mm CK2 mikrogydngyok
10 mm CK2 mikrogytngyak + TC

TNF-a szint Caco-2 sejtvonalon (%)
(=]
I

8. dbra A mikrogyongyok gyulladascsokkentd
hatasanak vizsgalata Caco-2 sejtvonalon. A kiilonb6zé
készitmények és a PBS Osszehasonlitasara Dunnett-féle

t6bbszoros dsszehasonlitd tesztet alkalmaztunk egytényezds
varianciaanalizist mellett. *** és **** a statisztikailag
szignifikans kilonbségeket jelzi p < 0,001 és p < 0,0001
értékeken.

Diszkusszio

mar szamos rakos megbetegedésben emlitést
tettek, beleértve a vesét, a tiddt, a prosztatat, sét
a glioblasztomat (GBM) is [2,35]. A CK2-gatldk
képesek apoptdzist indukalni, gatoltak a

« 7.
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novekedését human  glioblasztomas  egér
xenograft modellekben [36,37]. Zheng és

munkatarsai megallapitottak, hogy a CK2a gén a
GBM nagy szazalékaban amplifikalodik, és a CK2
gatlasa CX-4945-tel (per os CK2 inhibitor) gatolja a
GBM novekedését egerekben.

Vizsgalatunkban a DMAT-ot, tetrahalogénezett
CK2-inhibitort ~ valasztottuk  és  kilonbozé
gyogyszerforma, in vitro sejtéletképesséqi,
gyulladascsokkentd és antioxidans kisérleteket
végeztink el. A formulalas novelheti az indeno[1,2-
blindol vaz alapu CK2-inhibitorok hatékonysagat
[38]. DMAT tartalmu alginat mikrogyéngyoket
formulaltunk a Blchi Encapsulator B-395 Pro
készlilékkel kontrollalt polimerizaciés modszerrel.
A polimer oldathoz TC-t adtunk a hatdanyag-
fokozasa érdekében [38].

A TC segédanyagot tartalmazé mikrogydngy
formulacié mutatta a legmagasabb egyensulyi
vizfelvételt (83%) a segédanyagot nem tartalmazé
gyongyokhoz képest. A formulalds soran a
duzzadasi tulajdonsag fontos tényezd, mivel a
duzzadasi viselkedés befolyasolja az
alkalmazhatésagot [39].

A kapszulazasi hatékonysag 64% volt abban a
készitményben, ahol a CK2 inhibitort
segédanyagok nélkil formulaltuk, mig TC tartalmu
gyongyok esetében 70%-os bezarédas volt
megfigyelhetd. A TC el6segitette a hatdanyag
bezarddasat a térhalésodott alginat gydngybe és
fokozta a mikrogydngy stabilitasat.

Az in vitro kioldddasi teszt alapjan a TC
alkalmazasa a formulacioban javitotta a DMAT
kioldodasi  profiljat a segédanyag nélkili
mikrogyongy formulaciohoz képest. A
készitmenybdl kioldott CK2-inhibitor nagyobb
mertékl felszabadulasa fokozottabb
biohasznosulast és abszorbciét eredményezhet.
[40].

A polimer és biologiailag lebomlé matrix
kialakitasaval megakadalyozhaté a hatdanyag
nagyfoku lebomlasa a  gasztrointesztinalis
traktuson valé athaladasa soran [41]. Az
enzimatikus stabilitasi vizsgalat szerint a szabad
hatdanyaggal  Osszehasonlitott ~ eredmények
alapjan a formulacidk sikeresen meg tudtak védeni

a CK2-inhibitort a gasztrointesztinalis traktus
kornyezeti feltételeitdl.

A Caco-2 sejtvonal vastagbél adenokarcinémabdl
szarmazik, és széles korben alkalmazott a bél
epithelialis barrier modelljeként, mivel ezek a
sejtek hasonlé gyogyszer-transzportereket
expresszalnak, mint a human bél sejtek [42,43].
Koésa és munkatarsai arrél szamoltak be, hogy
alginat hordozok kombinacidja TC és Labrasol
amfifil  fellletaktiv anyagokkal javitotta a
hatéanyag felszivédasat a  barrierfunkciok
reverzibilis megvaltoztatasan keresztil [39].

A penetraciéfokozoval ellatott, peptiddel toltott
alginat gyongyok kulcsszerepet jatszanak a
hatoéanyag bioldgiai hozzaférhetéségének
javitasaban [39]. Mangla és munkatarsai
nanoszerkezet(l lipidhordozokat formulaltak a
tamoxifen és a szulforafén oralis bevitelének
fokozasara [52]. Azok a formulaciok, amelyek TC-t
tartalmaztak, jobb in vitro és ex vivo hatéanyag-
leadasi profilt, valamint jobb bélpermeabilitast
eredményeztek [44]. A felhasznalt segédanyagok
megfeleld i0ja kivalasztasahoz
eldzetes életképességi vizsgalatot végeztiink el. Az
alkalmazott legmagasabb koncentraciok
bizonyultak a Caco-2 sejtek altal még
toleralhatonak.

A TC javithata a hatdanyagok bioldgiai
hozzaférhetoséget a készitményekben.
Hashemzadeh és munkatarsai kimutattak, hogy a

dietilén-glikol-monoetil-éternek, mint
szolubilizator/penetraciofokozédnak a
hatékonysaga fligg az alkalmazott koncentraciotol
6nmagaban vagy mas  segédanyagokkal
kombinalva [24].

A segédanyagok citotoxikus hatasanak
megfigyelése  kulcsfontossagy mutatd  a

készitmények formulalasa soran. A formulaciok
biokompatibilitasanak megismerése erdekében
MTT-tesztet végeztiink Caco-2 sejtvonalon. Az
eredmények azt mutattak, hogy a hatdanyagot
nem tartalmazé natrium-alginat gyongydk a TC-vel
és aneélkll is biztonsagosak és jol toleralhatok
voltak a sejtek szamara, mivel a sejtek
életképessége minden esetben 70% feletti volt. A
DMAT-ot tartalmazé6 gyongyok esetében a

« e 7 .
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vegyllet tumor proliferacio hatasat
figyelembe véve varhato volt.

A két készitmény DPPH-megkotd aktivitasat
hataroztuk meg az antioxidans tulajdonsagok
megfigyelése érdekében. A DMAT-tal toltott
mikrogydngy formulacié segédanyagok nélkdl
31%-0s DPPH-megkoté aktivitast mutatott; mig a
TC-t tartalmazd gyongyok esetében magasabb
antioxidans hatas volt megfigyelheté (41%). Ezek
az eredmények Osszhangban vannak az in vitro
kioldédasi vizsgalatokkal, mivel a segédanyag
alkalmazasa javithatta a DMAT kioldodasat és a
hatdbanyag nagyobb mennyisége jelentdsebb
antioxidans hatast eredményezett. A készitmény
antioxidans hatasa a feloldott hatdanyag
mennyiségétol flggott. Szamos szerz6
bizonyitotta, hogy a TC javithatja az in vivo
gyogyszerfelszivodast, az in vitro oldédasi
sebességet és a hatdanyag felszabadulasat, ami a
hatéanyag jobb oralis bioldgiai
hozzaférhetdségéhez vezet [24-26]. Spaglova és
munkatarsai arrol szamoltak be munkajuk soran,
hogy a TC javitotta az indometacin oldhatosagat és
hatéanyag-leadasat [45].

Szamos olyan betegségrél - amelyekben a
gyulladasos valasz fontos szerepet jatszik -
szamoltak be, melyekben abnormalis CK2
jelatvitelt ~ figyeltek meg  (pl.  emldrak,
glomerulonefritisz és T-sejtes limfoma) [7,46]; ezért
a CK2-t a gyulladasos betegségek célpontjaként is
alkalmazzak [7].

Wang és munkatarsai kimutattak, hogy a CK2
inhibitor (PD144795) gatolta a TNF-a altal indukalt
p65 foszforilaciot Hela sejteken [47]. A DMAT-tal
toltott mikrogyongyok gyulladascsokkentod hatasat
Caco-2 sejtvonalon ELISA-teszttel vizsgaltuk. A

gatlo

TNF-o, egy  klasszikus  pleiotrop  pro-
inflammatorikus  citokin, mely  szintjének
meghatarozasaval a gyulladascsokkentd

tulajdonsag kifejezheté [48]. A segédanyagok
nélkdli CK2 mikrogydngy formulacié enyhén

csOkkentette a TNF-a szintjét (55%). A TC
hozzdadasa utan a formulaci6 nagyobb
gyulladascsokkenté  hatast mutatott  (36%).

Korabbi vizsgalatunk szerint a TC segédanyag
hasznalata a kurkumint tartalmaz6 SNEDDS
készitményekben javithatta a készitmények
gyulladascsokkenté  hatasat [33]. Ezek az

eredmények azt is bizonyitottak, hogy a
segédanyagok képesek befolyasolni az in vitro
hatéanyag-felszabadulast a készitményekbdl és
modulalni a gyulladascsdkkenté hatast.

Eredményeink  alapjan  elmondhaté, hogy
kifejlesztettik és optimalizaltuk a DMAT-tal toltott
TC segédanyag segitségével. A natrium-alginat
mikrogydngy, mint hordozérendszer bizonyitottan
megakadalyozta a hatéanyag enzimatikus
lebomlasat és a TC segédanyag javitani tudta a
DMAT permeabilitasat a Caco-2 sejtvonalon

keresztul, valamint jobb bioldgiai
hozzaférhetdséget  biztositott a  készitmény
szamara. A formulaciék jé antioxidans és

gyulladascsokkentd hatast is mutattak, amelyet a
segédanyag alkalmazasa a készitményben is
befolyasolt.

Konkluzio

Jelen tanulmanyban DMAT-tal toltott alginat
mikrogydngyoket formulaltunk TC segédanyaggal
és nélkile. A TC alkalnazasa a készitményekben
javitotta az enzimatikus stabilitast és a hatéanyag
in vitro kioldodasat, valamint novelte a CK2-
inhibitor permeabilitdsat a Caco-2 sejtvonalon. A
formulaciok in vitro antioxidans és
gyulladascsokkent6 hatasa is bizonyitott volt. Ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy az alginat
gyongyok igéretes hordozoérendszerek lehetnek a
CK2-gatlok szamara, ugyanakkor ramutatnak arra
is, hogy a megfelel6 segédanyagok kivalasztasa
dontd fontossagu a formulalas soran.

A CK2 szerepe és tulzott expresszidja mar
bizonyitott a szolid tumorok kilénb6z6 tipusaiban.

Ezenkivil ma mar szamos CK2-inhibitor all
rendelkezésre, amelyek in vitro, in vivo eés
preklinikai  vizsgalatokban is  hatasosnak

bizonyultak a rakos megbetegedésekkel szemben.
A jovében in vivo allatkisérleteket terveziink a
készitményeinkkel, amelyek bizonyithatjak
ezeknek a formulacidknak a fontossagat a
rakterapiaban.
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Szerz6i hozzajarulasok

F.P. és B.l. tervezték a kisérleteket. P.B. és F.P.
végezték a DMAT fizikai-kémiai értékelését. P.B.
végezte a CK2 mikrogyongyodk formulalasat és
jellemzését. K.D. végezte az enzimatikus stabilitasi
vizsgalatot. P.A. és U.Z. CaCo-2 sejtvonalon végzett
MTT vizsgalatokat. J.L. és B.P. gyulladascsokkentd
és antioxidans kisérleteket végeztek. F.P. és B.I.
irtak és szerkesztették a kéziratot. A kéziratot
minden szerzd elolvasta és elfogadta.

Finanszirozas

A munkat a 2019-2.1.11-TET-2020-00098 szamu,
"Kinaz-inhibitor nanopartikulumok formulalasa
glioblasztoma agydaganat terapiajaban" cimu
palyazat tamogatta.

A TKP2021-EGA-18 azonositészamu szamu
projekt a Kulturalis és Innovacids Minisztérium
Nemzeti Kutatasi Fejlesztési és Innovacios Alapbdl
nyujtott tamogatasaval, a TKP2021-EGA-palyazati
program finanszirozasaban valdsult meg.
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