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Bevezetés

Jol megtervezett pilot klinikai vizsgalatok fontos szerepet jatszanak a még tisztazatlan
etiologiai hatteri megbetegedések megismerésében, illetve az 1) gyogyszerkészitmények
kifejlesztésében. Kivaltképpen a ritka megbetegedések kutatasa esetében igaz mindez, hiszen
a betegek nem szamithatnak a nagy gyogyszervallatok ilyen iranya gyogyszerfejlesztéseire,
melyet nagymértékben befolyasolnak gazdasagi és versenyképességi tényezOk. Annak
ellenére, hogy a pilot vizsgalatok hatranyat egyértelmiien a bevalogatott betegek alacsony
szama jelenti, ezek szisztematikus Osszefoglaléi és az azokat feldolgozd metaanalizisek

segitségével hasznos bizonyitékok nyerhetéek egy adott témakorben.

Természetszeriileg egy jol megtervezett klinikai vizsgalatot alapos elékésziiletek
eléznek meg ¢és a kozremiikodo egészségligyi szakemberek szoros egyiittmiikodését igényli

(orvosok, gyogyszerészek, ndvérek, statisztikusok, analitikusok, stb.).

Dolgozatomban gyogyszerészeti nézOpontbol szeretnék ravilagitani, szamos fontos

szakmai kérdésre, melyek egy klinikai vizsgalat soran meriiltek fel.

2006-ban egy placebd kontrollos, kettés vak pilot klinikai vizsgalat indult, amely a
hosszi tavu gombaellenes kezelés hatékonysagat vizsgalta orrpolyposissal jard kronikus
rhinosinusitisen (chronic rhinosinusitis with nasal polyposis - CRSWNP) szenved6
betegeknél. A klinikai tanulmany hatterében az a feltételezés allt, hogy az orrnyéalkahartyaban
megtapadod gombasejtek altal kivaltott fokozott immunvélasz okozza a polipok kialakulasat.
Annak ellenére, hogy szamos vizsgalat eredményét publikaltak, napjainkban is
ellentmondasos eredmények allnak rendelkezésre a gombaellenes kezelés hatékonysdgara
vonatkozolag. Még a vizsgalatunk megkezdése elott felmeriilt a vizsgalati készitmények
stabilitasanak bizonytalansaga. A harom hoénapos stabilitasvizsgalatot kovetdéen tovabbi
kérdésekkel kellett szembesiilnink az amphotericin B (AmB) analitikai modszertanaval
kapcsolatban. Ezért a mikrobiologiai és kémiai analitikai modszertan teriiletén modszertani
fejlesztésekre volt sziikség, melyek alkalmazasa hozzajarult a gombaellenes készitmények

tulajdonsagainak teljesebb megismeréséhez.



Ceélkituzések

Doktori értekezésemben a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Fiil-Orr-Gégészeti és Fej-Nyaksebészeti Klinikdja altal és a Gyodgyszerészeti Intézet ¢€s
Klinikai Kozponti Gyogyszertar kozremiikddésével kivitelezett klinikai vizsgalat atfogéd
gyogyszerészeti szemléleti megkdzelitését szeretném bemutatni. A vizsgalat elOkészitése

kozben és azt kovetden szamos gyogyszerészeti szempontbol is meghatarozo kérdés mertilt

fel.

A munkam célja:

e az AmB tartalmu gombaellenes kezelés alkalmazhatdsagarol beszamold korabbi
kozlemények kritikus elemzése, illetve olyan gydgyszerészeti szempontbdl fontos
kérdések értékelése, mint a klinikai vizsgalati készitmények eldallitdsa, a
megfeleld hatébanyag tartalom, tarolas és stabilitas;

e a hosszu tavi AmB kezelés hatasossaganak vizsgalata CRSwNP-ben szenvedd
betegeknél;

e avizsgalatba bevont betegek egytittmiikodésének meghatarozasa;

e a kiilonb6z6 kémiai és mikrobiologiai modszereken alapuld analitikai eljarasok
bemutatésa és értékelése;

e az AmB kémiai és mikrobiologiai analiziseinek metodikai fejlesztése.

Mivel igen eltérd témakat és kutatasi teriileteket érintett az eddigi munkam, ezért a
jobb atlathatosag érdekében két f6 részre osztottam a doktori értekezéseimet. A klinikai
vizsgalatokat bemutatod részben a orrpolyposissal jar6 kronikus rhinosinusitis etioldgidja és
terapiaja kertlil bemutatasra, a pécsi pilot klinikai vizsgalat részletes ismertetésével egyiitt. A
masodik, analitikai vizsgalatokat Osszefoglalé rész, az AmB kihivasokkal teli analitikai
modszertanat és a vizsgalati készitmények stabilitasvizsgalatat foglalja 6ssze, az alkalmazott

kémiai és mikrobioldgiai modszerek fejlesztéseit is bemutatva.



l. Klinikai vizsgalatok

l.a Az orrpolyposissal jaréo kronikus rhinosinusitis bemutatasa és az

orrpolipok kialakulasanak etiolégiaja

A kroénikus rhinosinusitis (KRS) az orriireg és az orrmellékiiregek nyalkahartyajanak
tobb mint 3 honapja fennallo, jellegzetes vezetd tiinetekkel (orrdugulds, siirli orrvaladékozas,
szaglaszavar, arcfajdalom, illetve nyomasérzékenység) jard gyulladasos, esetenként extrém
mértékli polyposus elvaltozassal kisért megbetegedése. Kisérd tiinetekként a betegek
fejfajasrol, 1azrol, kellemetlen szagl leheletrdl, faradtsagrol, fiilldugulasrol és fogfajdalomrol

panaszkodhatnak.

Napjainkban a korkép etiologidja és patogenezise még nem ismert pontosan; a
legnépszeriibb és intenziv kutatomunka targyat képez6 elméletek kozé tartoznak az orriireg
lateralis falat érintd anatomiai eltérések oki szerepét feltételezd, a biofilm- és a szuperantigén-
elméletek. Régota ismeretes, hogy a KRS egyes ritka formaiban a gombaknak is van koroki
szerepe. Az allergias gombas rhinosinusitist Katzenstein irta le 1980-ban. A kozelmultban
Ponikau és munkatarsai egy 0j tenyésztési és nyakgyiijté eljarassal az orrpolyposissal jaro
KRS miatt endoszkopos miitétre keriild betegeik 96%-aban tudtak kimutatni a gombafonalak
¢és az allergiara utald, elhalt eozinofil sejtek klasztereivel teli nyak jelenlétét. Ponikau az
,»eozinofi 1 gombas rhinosinusitist” tartja a korrekt nevezéktannak. A KRS-ben szenvedd
betegek orrvaladékaban taldlhatd eozinofil sejtek ,,atutazéban” vannak az orrvaladékban.
Miutan elpusztitottdk a gombafonalakat, szétesnek, s a beldliik kiszabadulé fehérje (basic
major protein — BMP) rendkiviil toxikus az orrnyalkahartyara. Az epithelsériilést elszenvedett
orrnyalkahartya masodlagos felilfertdzodése, biofilm megtelepedése, illetve a
szuperantigének megjelenése kapcsan KRS alakulhat ki, a korkép multifaktoridlis jellegére

irdnyitva a figyelmet.

Amennyiben igaz a gombaelmélet, akkor az antigének mennyiségét csokkentjiikk vagy
azokat elpusztitjuk, igy a KRS feltételezett triggerének befolyasolasa kapcsan akar
tiinetmentessé tehetjliik betegeinket. Feltételeztiik, hogy az endoszkdpos orrpolypectomidkat
kovetden megfeleld ideig €s koncentracioban adott amphotericin B tartalmu orrspray kedvezo

hatasu lehet a betegek szamadra, akar csokkentve a recidivak szdmat.



I.Lb  Korabbi publikacidk attekintése és kritikai értékelése

Az utobbi 7 évben hét klinikai vizsgalatot publikaltak, amelyek a lokalis gombaellenes
kezelés KRS-ben torténd alkalmazédsidnak tapasztalatairdl szdmoltak be. Csupan harom
vizsgalat felépitése volt kettds vak, placebo kontrollos és ezek koziil egy volt multicentrikus,
mindezekbdl kifolyolag az eredmények megbizhatdsaga €s helyes értelmezhetdsége kétséges.
Szamos estben a bevalogatott betegek szama igen alacsony volt. A kezelés iddtartama 4 €s 80
hét kdzott mozgott, az aktiv hatdanyag tartalmu- és placebd készitmények gyogyszerformaja
is eltért (orrspray, orrmos6 és nazalis inhalacio is eléfordult). Az alkalmazott oldatok AmB
koncentracioja és a felhasznalt napi hatdoanyag mennyisége is jelentdsen kiillonbozott. A
vizsgalati gyogyszerek tarolasi koriilményeit €s stabilitasat teljesen figyelmen kiviil hagytak a
korabbi szerzOk. A beteg egyiittmiikodés (adherence) kovetésérdl szintén csupan egy
kozlemény szamol be. A tovabbi részletek ¢és szempontok a teljes doktori értekezésben ¢€s a

kapcsolodo kozleményben [Gerlinger és mtsai. Laryngoscope, 2010] olvashatoak.

l.c Ellentmondasok és figyelmen Kiviil hagyott tényezok a korabban publikalt

kozleményekben

Szamos tényezdt sziikséges részletesebben értékelni és targyalni. Ezek a kovetkezok:

o Gyogyszerforma és alkalmazas modja (spray, orrmoso)

o Vizsgalati készitmények eldallitasa és alkalmazott AmB koncentracio
o Hozzéadott gliikdz szerepe az oldatokban

o Terépia idOtartama

. Beteg egyiittmiikodés

) Tarolas és stabilitas

A felmertilt szamos tisztazandé kérdés tette sziikségessé egy jol megtervezett és kivitelezett
prospektiv, kettds vak, placebd kontrollos pilot klinikai vizsgalat lebonyolitasat amelyben a
hatasossag tisztdzasan tal a fenti kérdések értekelését tliztiik ki célul. Vizsgalatunk alapvetéen
kiilonbozott a korabban publikaltaktol, abbol a szempontbol hogy az AmB tartalmu €s
placebd készitményeket az orrpolipok miitéti eltdvolitasat kovetden alkalmaztak a betegek. Az

orrsprayt mint gyogyszerformat eldnyben részesitettiik, mivel koztudott a hipertonias



orrmosas elonyds hatdsa a KRS tiineteinek enyhitésében. A betegek egylittmikodését is

pozitivan befolyésolja az orrsprayk egyszert és kényelmes alkalmazhatdsaga.

l.d A pécsi pilot klinikai vizsgalat eredményei

Az intézetiinkben lefolytatott, kettés vak, randomizalt, placebo kontrollalt, prospektiv
pilot klinikai tanulmanyunkban AmB tartalmu orrsprayt (A csoport) vagy hatéoanyag nélkiili
orrsprayt (B csoport) adtunk a betegeknek az orrpolipok endoszkdpos eltavolitasat kdvetden
12 honapig. Arra voltunk kivancsiak, hogy van-e kiilonbség a két betegcsoportban a recidivak
ismételt megjelenése, a tiinettan, a betegek ¢letmindsége és az endoszkopos lelet kozott.
Tanulmanyunkba a 2005 novembere és 2006 oktdbere kdzott az intézetiinkbe utalt és mutéti
megoldas céljabol felvett, orrpolyposisban szenvedé 33 KRS-es beteget vontuk be. A klinikai
vizsgalatot 30 beteg fejezte be. A KRS diagnoézisat az ,,EAACI position paper on
rhinosinusitis and nasal polyps executive summary” kritériumai alapjan hataroztuk meg. A
hatoanyag tartalmu, valamint a placebét tartalmazo spray-ket a PTE AOK Klinikai Kézponti
Gyogyszertara bocsatotta rendelkezésre. Az aktiv spray Fungizone (Bristol-Myers Squibb,
Epernon, Franciaorszag) ampullabol késziilt, hatdanyag tartalma 5 mg/ml amphotericin B
volt, mig a placebo spray acroflavinium monochloridum 0,0002%-os steril vizes oldata volt.
A Dbetegek az adagold orrspray feltéttel ellatott vizsgalati készitménybdél naponta 2
alkalommal két-két beftjast (100 pl) alkalmaztak. Elsédleges hatastényez6 a Modositott
Lund—Mackay-féle CT-értékelé pontrendszer, mig masodlagos hatastényezok az
orrmellékiiregi panaszokra vonatkozd kérdéiv (SNAQ-11); életmindség teszt és az
endoszkopos lelet voltak. Tovabbi részletek, adatok ¢és eredmények a teljes doktori
értekezésben, illetve a vonatkozd publikacioban olvashatoak [Gerlinger és mtsai. Arch

Otolaryngol Head Neck Surg, 2009].

Tizennégy beteg a tizenhatbol az A csoportban, illetve tizenhat f6 a tizenhétbdl a B
csoportban fejezte be a vizsgalatot. Eredményeink alapjan megallapitatd, hogy az
orrpolyposis miatt operalt betegeknek az AmB tartalmu orrspray egy évig torténd adasa nem
okoz szignifikdns valtozast a CT-pontszdmok, a klinikai tiinetek, valamint az életmindség

vonatkozasaban.



le A beteg egyiittmiikodés és a mellékhatasok értékelése

A betegek egyiittmiikddo készségének (adherence) ismerete Gigy a gyodgyszerkutatas,
mint az orvosi gyakorlat soran kiemelkedd fontossagu. Egy klinikai vizsgalat végeredménye
nem ¢értelmezheté megbizhatd modon az adherencia ismeretének hianyaban. A pilot vizsgalat
soran felmértiik, hogy hogyan valtozott a 12 honap alatt az adherencia, mely tényezdok

befolyasoltak a betegek gyogyszeralkalmazasat és milyen mellékhatasok jelentkeztek.

Két indirekt modszert alkalmaztunk az adherencia meghatarozasara: (a) az elhasznalt
gyogyszermennyiség visszamérését és (b) a kérdéives felmérést a standardizalt Brief
Medication Questionnaire (BMQ) magyarra forditott verzidjaval. A két moddszer egyiittes
alkalmazdsa megbizhatobb informaciot szolgaltatott, mint barmelyik Onmagaban, hiszen
mindegyiknek megvan a maga elénye és hatranya. Az elhasznalt gyogyszermennyiséget havi
rendszerességgel mértikk, a 80 % feletti gyogyszerfelhasznalast tekintettiik az adherencia
hataranak. A BMQ kérddivet a betegek az utolsé orvosi vizit alkalmaval toltotték ki. A
kérdéiv 16 kérdése a potencialis non-adherent betegek azonositasat és az egylittmikodést
befolyasold tényezOk meghatarozasat szolgalta. Az Adagoldsi feliilet az wutols6 hét
gyogyszerfelhasznalasara kérdezett rd. A Motivdcios feliilet a non-adherencidval kapcsolatba
hozhato viszonyulasokat mérte (kezelés hatastalansagatol, vagy a mellékhatasoktol vald
félelem). Az Emlékezdképesség feliilet az adagolas pontossagat, mig az Akadalyoztatas feliilet

a készitmények felhasznalasnak esetleges korlatozo tényezoit vizsgalta.

Annak ellenére, hogy honaprol-honapra bizonyos mértékili csokkenés figyelheté meg
az egylttmikodo készségben, a pilot vizsgalat végére is igen magas adherencia volt mérhetd.
A két csoport betegei kdz6zott mért adherencia értékek (AmB csoport: 97,3 + 8,1 %; placebd
csoport: 97,2 £ 7,4 %), illetve a férfi (97,8 = 7,4 %) és nd (96,6 = 8,1 %) betegek esetében
mért értékek nem tértek el szignifikdns modon. Koriilbeliil a betegek fele tartotta be
tokéletesen az adagolasi eldirasokat, 37%-uk legfeljebb az adagok egy 6t6dét nem hasznalta
fel, mig csupan a vizsgalatban résztvevok 7,4%-a tekinthetd non-adherentnek. A leggyakoribb
befolyéasold tényezd a motivacio hianya volt, hiszen 48,1%-a a résztvevOknek tartott a kezelés
hatastalansagatol és a felmeriild mellékhatdsoktol. Minden harmadik beteg utalt valamiféle
akadalyoz6 tényezdre és mindossze 25,9%-uk ismerte be, hogy emlékezetiik hidnyossaga all a
gyogyszeralkalmazas elmaraddsa mogott. A mellékhatasok szdma és gyakorisdga magasabb

volt az AmB csoportban.



Il.  Analitikai vizsgalatok

I.a Az amphotericin B és az alkalmazhaté analitikai modszerek bemutatasa

Az AmB a Streptomyces nodosus altal termelt polién gombacllenes szer. A poliének
mennyiségi meghatarozasa kémiai és mikrobioldgiai modszerekkel is lehetséges. A kémiai
analizis a vegyiiletekben taldlhato telitetlen lancbol all6 (kromofér) molekularész okozta
fényelnyelésen alapul. Direkt moédon vizsgéalva, vagy kromatografias elvalasztast kovetden
spektrofotometridval hatdrozhatéak meg a vegyliletek. Az utdbbi évtizedek soran szamos
HPLC vizsgalati moddszert publikaltak. Mikrobiologiai analizis soran a hatéanyag
mikroorganizmusokra kifejtett gatlo hatasa mérhet6. Ezen beliil a legelfogadottabb modszer
az agardiffuziés meghatarozas. Mikrobiologiai meghatarozasokat napjainkban ritkdbban
kozoltek annak ellenére, hogy az Eurdpai (Ph. Eur. 6.) és igy a Magyar Gyogyszerkonyv (Ph.
Hg. VIIL), illetve az Amerikai Gyogyszerkonyv (USP. 21.) is mikrobiologiai értékmérést ir
elé az AmB meghatarozasahoz. Biologiai értékmérés alkalmazasat az teszi sziikségessé, hogy
csak valtozo tisztasagi és homogenitasu hatéanyag allithaté elé (f6 komponens mellett

mellékkomponenseket tartalmaz, mint pl. az amphotericin A) a fermentaciés modszerrel.

ILb A Kklinikai vizsgalati készitmények stabilitaisanak ¢és tarolasi

korilményeinek meghatarozasa

Az AmB tartalmu oldatok stabilitdsaval foglalkoz6 korabbi kézlemények attekintését
és értékelését kovetden megallapithatd, hogy az ellentmondésos adatok helyes értelmezése
nehéz ¢és félrevezetd kovetkeztetésekre adhat okot, ezért egy uj stabilitasvizsgalat
lebonyolitasat tartottuk sziikségesnek. Pontosabb informécidt kaphatunk az AmB tartalmu
készitmény stabilitdsarol, ha parhuzamosan vizsgaljuk annak kémiai és mikrobiologiai

tulajdonsagait a tarolas soran.

Az 5mg/ml AmB tartalmu oldatok (Fungizone) stabilitasat kémiai (spektrofotometria)
¢s mikrobioldgiai (bioldgiai értékmérés) modszerekkel hataroztuk meg. A tarolési
hémérseklet és a kordbbiakban segédanyagként alkalmazott 5% gliikkoz szerepét vizsgaltuk

harom honapon keresztiil.



A két modszer latvanyos eltérd eredményeket szolgaltatott. A kémiai meghatarozas
alapjan az oldatok minden vizsgélt koriilmény esetében stabilnak tekinthetéek (hatdéanyag
tartalom csokkenése harom honap elteltével: 14,2% 20°C-on, illetve 4,5% 20°C-on). Ezzel
szemben a bioldgiai értékmérés mar a 35. napra a gombaellenes hatasossag teljes megsziinését
mutatta a szobahdmérsékleten tarolt mintdk esetében. A tarolasi homérséklet szignifikans
modon, mig a gliikoéz tartalom nem szignifikdns moédon befolyasolta az eltarthatosagot. A
gliikozt nem tartalmaz6 klinikai vizsgalati mintdk eltarthatosagat, 4°C-on torténd tdrolas
estében, 30 napban hataroztuk meg a bioldgiai értékmérés soran kapott eredményeinknek

megfelelden.

Mindezen megfigyeléseink hivtak fel a figyelmet az analitikai modszerek altal
kimutathatd kiilonbségekre. Feltételezhetdleg olyan valtozasok torténtek a tarolds ideje alatt
az oldatokban, melyek a gombaellenes hatékonysagot jelentds mértékben befolyasoltak,
mikézben a hatdanyag szerkezetét - els6sorban a vizsgdlt hullamhossziusdga fény
elnyelésében szerepet jatszd kromofor polién szegmenst - nem érintették. Egy ijabb, a kor
szinvonaldnak inkabb megfeleld stabilitdsvizsgalat elvégzésének tervezése soran, az analitikai
modszerek optimalizalasat thztik ki célul. A kémiai metodikdt a nagyhatékonysagu
folyadékkromatografia (HPLC) alkalmazasaval kivantuk fejleszteni, amely a hatéanyagok
pontosabb mennyiségi maghatarozasat és elvalasztasat teszi lehetdvé. Szintén pontosabb és
reprodukdlhatobb biologiai modszerre volt sziikség. Tovabbi részletek, adatok és eredmények
a teljes doktori értekezésben, illetve a vonatkozd publikacidban olvashatdak [Fittler €s mtsai.

Act Pharm Hung, 2007].

Il.c Kémiai modszerek

Kiilonbozé kémiai metodikak alkalmazhatoak a hatbanyag mennyiségi és minGségi
maghatarozasara. Kromatografias modszerekkel nem csupan a polién szerkezettel rendelkezd
molekuldk mennyisége mérhetdé meg, hanem az elvalasztas lehetdséget nyujt az eltérd fizikai-

kémiai paraméterekkel rendelkezd rokonvegyiiletek azonositasara.



I1.c.1 Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia

A Korabban publikalt modszereket értékeltiik és a legmegfelelébbnek itélt metodikat
tovabbfejlesztettik. A f6 ¢és mellékkomponensek elvalasztasanak érdekében az eluens
optimalizalast végeztiik el. Megfigyeltiik, hogy a szervetlen fazis ardnyanak, illetve a szerves
fazison beliil a metanol mennyiségének novelésével javul a mellékkomponensek elvalasztéasa,
mindazonaltal jelentds mértékben megné az elicidés id6. A pH csokkentésével tovabb
fokozhatdo a heptaén fOkomponens (AmB) és a minor komponensek elvalasztisa. Az
optimalizalt eluens és az alkalmazott gradiens program segitségével 407 nm-en vizsgalva
négy heptaén mellékkomponens kiilonithetdé el az AmB-tdl. Nyomokban tetraének is
kimutathatéva valtak. Tudomésunk szerint ezen komponensek elvalasztasat maig nem
publikaltak. A korabban alkalmazott és altalunk tesztelt belsé standardok koziil a 4-nitro-1-
naphthylamin bizonyult a leginkabb megfelelonek. Tovabbi részletek, adatok és eredmények
a teljes doktori értekezésben, illetve a vonatkozd publikacidban olvashatdak [Fittler és mtsai.

Act Pharm Hung, 2008].

Il.c.2 Vékonyréteg-kromatografia

A polién gombaellenes szerek vékonyréteg-kromatografids (VRK) elvalasztasanak
modszereit Thomas mar 1976-ban 6sszefoglaldo kozleményében publikalta. A hét, korabban
alkalmazott modszer kozil azon kromatografids koriilményeket értékeltiik, ahol a
fokomponens Rg értéke 0,2 felett volt. A megfeleld metodika segitségével két nehezen
elkiilonithetd foltot sikeriilt elvalasztani a szikilagél rétegen (A=366 nm). Az eluens
Osszetételét a tarolds soran képzddé bomlastermékek jobb elvalaszthatosdga érdekében
optimalizaltuk. A szervetlen fazis aranyanak ndvelése magasabb R értékeket és a foltok jobb
elvalasztasat eredményezte, mig a szerves fazis metanol mennyiségének novelésével az
elvalasztas romlott. Az altalunk javasolt eluens Osszetétel (kloroform — metanol — boérsav
puffer pH 8,3; 4:5:1) elénye a megfeleld elvalasztason tal a gyors kifejlesztési id6 és a
szilikagél rétegbdl gyorsan és teljes mértékben eltavolithatd oldoszer dsszetétel alkalmazasa,
elosegitve a mikrobiologiai detektalast. 250-500 ng/folt AmB felvitele esetében a
fokomponensen tul egy mellékkomponens is lathatova valik UV fény alatt (A=366 nm).
Célunk a Fungizone oldat taroldsa soran képz6dd bomlastermékek kimutatisa volt, azonban
felismertiik, hogy a képz6d6é bomlastermékek igen nagy szama nem teszi lehetévé azok

kielégitd elvalasztasat €s azonositasat. Tovabbi részletek, adatok és eredmények a teljes
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doktori értekezésben, illetve a vonatkozd publikacidban olvashatoak [Fittler és mtsai. JPC-J

Planar Chromat, 2010].

Il.d Bioldgiai médszerek

Egy antibakteridlis, vagy gombaellenes hatdssal rendelkezd vegylilet a
mikroorganizmusokra kifejtett gatlo hatasa alapjan is meghatarozhat6. A bioldgiai értékmérés
olyan vegyiiletek analizisére alkalmas, melyek fizikai-kémiai modszerekkel nem mérhetéek
pontosan, illetve mikor a gatlo hatdsban bekdvetkezd valtozas kémiai moddszerekkel nem
vizsgalhato. A direkt bioautografia egy VRK elvalasztast kovetd mikrobioldgiai detektalast
jelent. A moddszert szamos kutatocsoport hasznalja az analitikai, orvosi és mezOgazdasagi

tudomanyok tertiletén.

11.d.1 Agardiffazios biologiai értékmérés

A mikrobioldgiai értékmérés optimalizalasa azért valt sziikségessé, mert a VIIL
Magyar Gyogyszerkonyv altal meghatarozott agardiffizios analitikai koriilmények kozott
(taptalaj és teszttorzs) csak Kis koncentracio tartomanyban mérheté az AmB, magas a
kimutathatosagi hatar és pontatlan a kioltasi zonak leolvashatdsaga, igy nehezen
reprodukalhat6 a mérés. Egy stabilitdsvizsgalat szempontjabol azonban az lenne az idealis, ha
nagy koncentracidtartoméanyt lefedéen volna lineéris a log dozis-hatas gorbe. Igy a modszerek

optimalizalasaval igyekeztliink meghatarozni az analizishez megfelel6 koriilményeket.

A kisérleteink soran 6t kiilonbozé Osszetételli gombatiptalajt €s két indikator
organizmust, Candida albicans (ATCC 90028) és Saccharomyces cerevisiae (ATCC 9763),
vizsgaltunk. A kimutathatésag hatara MHA-E taptalaj és C. albicans alkalmazasa esetében
volt a legalacsonyabb (0,25 pg/ml AmB). A S. cerevisiae érzékenyebbé teszi a metodikat az
Osszes tobbi taptalaj esetében, ezzel szemben a kvantitativ mérésekhez sziikséges linearis
koncentraciotartomany C. albicans alkalmazasa esetében akar hatszor szélesebb. Az altalunk
javasolt és wvalidalt vizsgalati korilmények kozott (MHA-GMB, C. albicans) a
kimutathatosag alsé hatara 1,54 pg/ml, mig a kvantitativ meghatarozas alo hatara 15 pg/ml
AmB. llyen koriilmények kozott a log dozis-hatds gérbe mar a 1,54-60 pg/ml koncentracio

tartomanyban linearis, illetve kioltasi zonak hatarai is élesek, igy pontosak és jol
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dokumentéalhatoak a mérések eredményei. Tovabbi részletek, adatok ¢és eredmények a teljes
doktori értekezésben, illetve a vonatkozd publikdcidban olvashatdéak [Fittler és mtsai.

Mycoses, 2010].

11.d.2. Direkt bioautografia

Vizsgalatunk célja az AmB oldatban megtalalhato f6- és mellékkomponensek VRK
elvalasztasat kovetd mikrobiologiai detektdlds megvaldsitdsa volt. A vegyiilet direkt

bioautografias meghatarozasat korabban nem kozolték.

A korabban optimalizalt eluens (kloroform — ketanol — boérsav puffer pH 8,3; 4:5:1)
segitségével két komponens valaszthatdo el a szilakagél rétegen. Mindkettd rendelkezik
gombaellenes hatdssal. Méréseink alapjan megallapithatd, hogy nagyszamu kiilonb6zo
bomléstermék képzddik a két évig tartd tarolasi idé soran az oldatokban. Direkt bioautografia
segitségével igen kis mennyiségli AmB is meghatarozhato, hiszen a modszer kimutathatosagi
hatara 0.8 ng/folt. A bemutatott mddszer elonyei kozé tartozik az érzékenység, a konnyii
kivitelezhet6ség és a gyorsasdg. Tovabbi részletek, adatok és eredmények a teljes doktori
értekezésben, illetve a vonatkozd publikacioban olvashatoak [Fittler és mtsai. JPC-J Planar

Chromat, 2010].
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Osszefoglalas

A gyogyszerészi tudoméanyok szamos teriiletét érintette a doktori értekezés.
Természetes velejaroja egy ilyen szertedgazo, tobb metodikat is alkalmazd munkanak, hogy
egy-egy teriilet minden részletbemend kidolgozasara nem keriilhet sor. Mindezzel szemben
elénye, hogy egy olyan atfogd gyogyszerészi szemléletet tiikroz, amely eddigi szakmai

munkassagom soran alakult ki.

A kronikus rhinosinusitis gombaellenes kezelésérdl beszamold kozleményeket olyan
gyogyszerészeti szempontok alapjan is értékeltiik, mint a stabilitas és a beteg egyiittmiikodés.
Megallapitottuk, hogy az orrpolipok kialakuldsdnak patogenezise tisztazatlan és a lokalis
gombaellenes kezelés hatasossagara vonatkozolag ellentmondasos adatok —allnak

rendelkezésre.

A hosszu tdvi AmB kezelés eredményességének értékelésére egy kettds vak placebd
kontrollos pilot Klinikai tanulmanyunkba 33 beteget vontunk be, melyben 5 mg/mi
betegeknek az orrpolipok endoszkdpos eltavolitasat kovetden 12 honapig. A kezelés
hatasossaganak megitélésére a Modositott Lund—Mackay-féle CT-értékelé pontrendszert, egy
orrmellékiiregi panaszokra vonatkozd kérddivet és egy életmindség tesztet; illetve az
endoszkopos lelet értékelését alkalmaztuk. Eredményeink arra engedtek kovetkeztetni, hogy
az orrpolyposis miatt operalt betegeknek az AmB tartalmt orrspray egy évig torténd adasa
nem okoz szignifikdns valtozast a CT-pontszamok, a klinikai tlinetek, valamint az

¢letmindség vonatkozasaban.

A dolgozat masodik részében az AmB meghatidrozdsdhoz alkalmazhaté kémiai
(spektrofotometria, HPLC) és mikrobioldgiai (biologiai értékmérés, direkt bioautografia)
analitikai modszerek Osszehasonlitasat végeztiik el. Optimalizalt HPLC, VRK, agardiffizids
biologiai értékmérési ¢és direkt bioautografidas metodikdkat fejlesztettiink ki az AmB
megbizhato kvantitativ meghatarozasa érdekében. Az AmB tartalmii orrspray oldatok
stabilitdsvizsgalatat elvégeztiikk. Az altalunk tovabbfejlesztett HPLC moddszer segitségével
szamos mellékkomponens kimutatdsat megvalositottuk. A korabban dokumentalt VRK
modszereket értékeltiik és tovabbfejlesztettiik, ezaltal a bomlastermékek megjelenése

kimutathatéva valt. Direkt bioautografidval tovabb tudtuk a VRK moddszer érzékenységét
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fokozni. Mivel a VIII. Magyar Gyogyszerkonyv altal eldirt biologiai értékmérési modszer
érzékenysége nem megfeleld, optimalizalt mddszert dolgoztunk ki, mely lehetévé tette az

AmB pontos meghatarozasat a 1,54-60,0 pg/ml koncentraciotartomanyban.

Mindezen megfigyeléseink hozzajarultak a lokalis gombaellenes kezelés szerepének
teljesebb megértéséhez kronikus rhinosinusitisben szenvedd betegeknél. Az analitikai
vizsgalatok fejlesztése IS hasznos tobbletinformaciot jelenthet a késébbi klinikai vizsgalatok

szamara.
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A PhD értekezés fontosabb eredményei

Az orrpolyposissal jaré kronikus rhinosinusitis AmB kezelésérol beszamolé klinikai

vizsgalatok publikacidinak értékelése

1. Az orrpolyposissal jaré kronikus rhinosinusitis kialakuldsanak hattere tisztazatlan és a
gombaellenes kezelés eredményessége megkérddjelezhetd.

2. A korabban publikalt vizsgalatokban eltéré gyogyszerformat alkalmaztak, a beteg
egylttmikodés meghatarozasat figyelmen kiviil hagytak, a vizsgalati
készitmények tarolasi koriilményeit és stabilitdsat nem vizsgaltak. A vizsgalatok
id6tartalma jelentés mértékben eltért.

3. A Kklinikai vizsgalati mintdkban a gliikoz segédanyagként torténd alkalmazésa
keriilendd, mivel a cukor eldsegitheti a gombak ndvekedését.

4. Tovéabbi jol megtervezett ¢és kivitelezett, magas bizonyitoéerejli vizsgalatok

szlikségesek.

Amphotericin B-tartalmi orrspray posztoperativ alkalmazasa orrpolyposissal jaré

kronikus rhinosinusitis eseteiben. Megelozheto-e a recidiva?

1. Az orrpolyposis miatt operalt betegeknek az amphotericin B-tartalma orrspray egy
évig torténd adasa nem okoz szignifikans valtozast a CT-pontszamok, a klinikai
tiinetek, valamint az életmindség vonatkozasaban.

2. Nem Dbizonyithatd6 az AmB hatdsossdga orrpolyposissal jaré  krénikus

rhinosinusitisben.

A betegek egyiittmiikodo készségének (adherence) ismerete

1. A betegek egylittmikodd készsége megfeleld volt, kis mértékben csokken az
adherencia a 12 honap soran.

2. A leggyakoribb befolydsolo tényezd a motivacio hidnya volt.

3. A mellékhatasok szama és gyakorisaga magasabb volt az AmB csoportban. A helyi
nyalkahdrtya irritacio, mely a leggyakoribb mellékhatdsa az AmB kezelésnek, negativ

modon befolyasolta az adherenciat.
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4. Az orrspray gyogyszerforma kényelmesebben alkalmazhaté mint az orrmos6 folyadék,
igy feltételezhet6leg magasabb adherenciat eredményez.

5. Két indirekt modszert alkalmaztunk az adherencia meghatarozasara: (a) az elhasznalt
gyogyszermennyiség visszamérését és (b) a kérddives felmérést. A két modszer
egylittes alkalmazdsa megbizhatobb informécidt szolgaltatott, mint barmelyik

onmagaban, hiszen mindegyiknek megvan a maga eldnye és hatranya.

Az AmB analitikai meghatarozasa

1. A vizsgalat sordn az Smg/ml AmB tartalmt oldatok (Fungizone) stabilitasat kémiai
(spektrofotometria) és mikrobiologiai (bioldgiai értékmérés) modszerekkel hataroztuk
meg. A gliikdzt nem tartalmazo klinikai vizsgalati mintdk eltarthatosagat, 4 °C-on
torténd tarolas estén, 30 napban hatdroztuk meg, a bioldgiai értékmérés soran kapott
eredményeinknek megfelelen.

2. A két mddszer eltéré eredményeket szolgaltatott. A kémiai meghatarozas alapjan az
oldatok minden vizsgélt koriilmény esetében stabilnak tekinthetéek. Ezzel szemben a
bioldgiai értékmérés mar a 35. napra a gombaellenes hatdsossag teljes megsziinését
mutatta a szobahdmérsékleten tarolt mintak esetében.

3. A VIII. Magyar Gyogyszerkonyv altal meghatarozott agardiffiiziés analitikai
koriilmények kozott (taptalaj és teszttorzs) kis koncentracio tartomanyban mérhetd az
AmB, magas a kimutathatosagi hatar és pontatlan a kioltasi zonak leolvashatosaga, igy
nehezen reprodukélhat6 a mérés.

4. Optimalizalt modszert dolgoztunk ki, mely lehetové tette az AmB pontos
meghatarozasat a 1,54-60,0 pg/ml koncentracidtartomanyban.

5. Az altalunk optimalizalt VRK eluens (kloroform — metanol — borsav puffer pH 8,3;
4:5:1) segitségével két foltot sikeriilt elvalasztani a szilakagél rétegen, mindkettd
rendelkezik gombaellenes hatassal.

6. Direkt bioautografia alkalmazasaval igen kis mennyiségli AmB is meghatirozhato,

hiszen a médszer kimutathatdsagi hatara 0.8 ng/folt.
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