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BEVEZETES

Az in situ gélesed terapids rendszerek — melyeknek kezdeti kis viarksa a felhasznalés
soran ugrasszémovekedést mutat — egyre nagyobb jdisétigel birnak dermalis, nazalis,
szemeészeti, ordlis, bukkalis, vaginalis, rektaléss parenteralis alkalmazasi terlleteken. A
gélesedést kivaltdé faktor lehet a kémhatasban, amelisségben, az olddszer
koncentricidjdban és @iérsékletben bekdvetkéxaltozas. Azn situ gélesed rendszerek
szamos éinyos tulajdonsaggal rendelkeznek. Bizonyos eseteklgzisztémasan alkalmazott
hatdbanyag nem képes elérni a sziikséges koncentésfiagy tartozkodasi dtl a kezelni
kivant tertleten. Ez a jelenség azonban nagymété&hvosolhatd, ha a hatéanyagot helyileg
alkalmazhatoin situ gélesed terapids rendszerben dolgozzuk fel. Az alacsoiydulasi
viszkozitdsuknak koszonlietn ezek a készitmények konnyen az alkalmazas belyér
injektalhatoak, ahol a fiziolégias korulményekkaldlkozva szol-gél atalakulason mennek
keresztil. A megnbtvekedett viszkozitas biztositjaszilkséges tartdozkodasiotd mig a
hatéanyag helyi liberacidja pedig a megfélkbncentraciot. Ezaltal a beteg teriilet célzott
kezelése, tartés hatds, a szisztémas kezeléshegstk@pacsonyabb hatbéanyag-dozis,
mellékhatasok szamanak csokkenése és kébldzeteg compliance érldetl.

A liotrop folyadékkristalyok altaldban vigh egy vagy két tenzidid és esetleg olajbol
képaddnek egy meghatarozott koncentracié é&smérséklet-tartomanyban. Az oldoszer
koncentracidjatol fluggen kulonboé folyadékkristalyos szerkezetek — Ugynevezett
mezofazisok — keletkeznek. Az 1. abra a lehetstajgadéekkristalyos fazisokat mutatja be a
csokkenésével — azaz az oldoszer koncentracidjamakekedésével — térben egyre
rendezetteb és ezaltal nagyobb viszkozitasu fajeeknek meg.
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1. abra. Liotrop folyadékkristalyos mezofazisok.



E viselkedés alapjdn kis viszkozitdsin situ gélesed liotrop folyadékkristaly
prekoncentratumok allithatok el melyek az alkalmazas helyén testnedvekkel érvike

nagy viszkozitasu folyadékkristalyos fazist képdézne
CELKIT UZES

Kisérleti munkam célkiizései az alabbiakban foglalhatdok 6ssze:

» elékisérletek alapjan a megfadelkomponensek kivalasztasa (fiziologiailag jol
toleralhato tenzidek és olajok), melyek keverélardp folyadékkristalyos rendszert
képeznek vizes kbrnyezetben;

* haromszégdiagramok segitségével az optimalis teslajcarany meghatarozasa;

» avizmentes folyadékkristaly prekoncentratumokeliztelének vizsgalata;

e a viztartalomnak a folyadékkristadlyos szerkezetyakgrolt hatdsanak vizsgalata
direkt valamint indirekt médszerek felhasznalasaval

o direkt modszer: polarizacios mikroszkopia,
o indirekt modszer: rotacidos és oszcillacidés reolpdgermoanalitikai (DSC)
vizsgélatok;

* hatbéanyagok inkorporalasa a vizmentes prekonceaniciban;

* invitro hatéanyagfelszabadulési vizsgélatok:

o diffazisés cella,
0 modositott Kirby-Bauer korong diffazio;

» az alkalmazott komponensek, a kialakul6 folyadédtkhyos fazisok valamint a
hatoanyagfelszabadulasi  vizsgalatok  eredményei tk6z0 6sszefliggések

megallapitasa.
FELHASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK

Anyagok

Hat6anyagként metronidazol-benzoéatot (Ph. Eur.liglmaztam 3,5 % koncentracidban. A
hordoz6 egy nemionos tenzid: Cremophor EL (polyo8@ castor oil USP/NF) vagy

Cremophor RH40 (polyoxyl 40 hydrogenated castotU3IP/NF) és egy olaj: semleges olaj



(Ph. Eur. 4) vagy izopropil-mirisztat (Ph. Eur. 4]l aranyu keveréke volt. A felhasznalt

tenzideket és olajokat illetve azok aranyat haramgdimgramok segitségével hatdroztam meg.

Mdbdszerek

Mintak el éallitasa

Hatbéanyagot tartalmazé és hatéanyagmentes mintdkaittam eb. A hatéanyagtartalmu
mintak eballitasa soran a metronidazol-benzoatot a tenapkalverékben oldottam fel, majd
a szikséges mennyiségizet kis részletekben és keverés kézben adagataendszerhez.
Annak érdekében, hogy a viztartalomnak a folyadstddyos szerkezetre gyakorolt hatasat
tanulmanyozhassam, kilonkoeiztartalma (10 % - 90 %) mintakat készitettemkdmben az
olaj:tenzid aranyt az allandé 1:4 értéken tartottafn mintakat lezartam és 1 hétig
szobalbmérsékleten taroltam. StabilitAsukat a fazisszasral utald jelek megfigyelésével

rendszeresen ellénztem.

A vizmentes folyadékkristaly prekoncentratumok vizélvételének vizsgalata

A mintak vizfelvételének mechanizmusat az Ensl@nsz meghatarozasara szolgalo
készllékkel vizsgaltam. A készilék egy Uvemébol és a hozza gumiésel rugalmasan
csatlakoztatott pipettabol all. A pipetta vizsztdelyzetben az lvedssdvel egy
magassagban helyezkedik el. A berendezést bubondksam feltdltottem vizzel, majd 1 g
vizmentes mintat helyeztem a Gl-es UvégsZAellletére és a minta altal felszivott viz

mennyiségét vizsgaltam azifliggvényében. A meghatarozas ideje 2 ora volt.

Polarizacios mikroszkoépia
A mintak szerkezetét polarizacios mikroszkoppai¢ag)500 MC képanalizator) keresztezett

polarizatorok kdzo6tt szobémérsékleten vizsgaltam. Az alkalmazott nagyitasd€xolt.

Reologiai vizsgalatok

A reoldgiai meéréseket RheoStress 1 HAAKE reométerrggeztem. Kuap-lap
méwberendezést hasznaltam, ahol a kip sz8gertinta vastagsaga pedig 0,048 mm volt a
kip k6zepén mérve. A mérések Zson torténtek. A parolgds megakadalyozasa érdekébe
mintakat vizgzzel telitett térben tartottam a meérés soran. Asd &tpésben a linearis
viszkoelasztikus tartomanyt hataroztam meg, melysekan a komplex modulusz (G*)

valtozasat vizsgaltam a nyirofesziltség {uggvényében egy adott frekvencia értéken



(f=1 Hz). Ezen mérések alapjan a nyirofesziltséékét 2,5 Pa-on rogzitettem a dinamikus
teszt soran, mivel ez az érték minden esetbenegris tartomanyon belul helyezkedett el,
majd a tarolasi (G’) és a veszteségi (G”) modulugzsgaltam a frekvencia fliggvényeben.
Az oszcillacios vizsgalatok mellett az egyes mirfidigas- €s viszkozitasgorbéit is felvettem.
Ezek soran a nyirasi sebességgradienstéd 100 1/s-ig (felszallé ag), majd 100-tél 0,1 1/s-
ig (leszall6 ag) valtoztattam. A nyiras ideje 300K mindkét szegmensben.

DSC vizsgalatok

A méréseket Mettler-Toledo DSC 821e berendezéségéatem. A mintdkat (5-10 mg)
aluminium tégelybe mértem be, melyeket ezutan [@esel azonnal légmentesen zartam.
Referenciaként egy ures tégelyt hasznaltam. A hanta5°C/perc fitési sebességgel -4C-

ra hitéttem le, 2 percig ezen &rmérsékleten tartottam, majd°6/perc fitési sebességgel
25°C-ra melegitetteriket. A Baram mennyiségét mértem énérséklet fliggvényében.

In vitro hatdéanyagfelszabadulas vizsgélata

Az in vitro hatéanyagfelszabadulasi vizsgalatokat vertikaffeizidés cella (Hanson Microette
System, Hanson Research Corporation) segitségégektem. 0,4 g mintat helyeztem donor
fazisként a Porafil membraris?d fellletére, melynek poérusatnége 0,45um, az effektiv
diffaziés felulete pedig 1,767 cmvolt. Akceptor fazisként 10 m/m%-os alkoholt
alkalmaztam. A méréseket 25°C-on 6 6ran kereszéiglextem. A metronidazol-benzoat
mennyiségi meghatdrozasa spektrofotometriasan gonkdeliosa) A=318 nm hullamhosszon

tortént.

Maodositott Kirby-Bauer korong diffizio

A vizsgalatokatFusobacterium variunATCC 27725 teszttorzs felhasznalasaval végeztem.
Véres agaros petri-csészékben 6 db 9 mm éjhéyukat készitettem, melyeket pontosan
mért 0,2 g mintaval toltéttem meg. A petri-cséstékmaerob kortilmények kozott 3Z-on

72 oOréig inkubé&ltam. A mintak korul kialakuld g&il@dénédk atméijét vonalzoval hataroztam

meg.



EREDMENYEK

A vizsgalt terner rendszerek fazisdiagramjai
Cremophor EL Cremophor EL

viz semleges olaj viz izopropil- mirisztat

Cremophor RH40 Cremophor RH40

\

viz semleges olaj viz izopropil- mirisztat

ﬂmm Mikroemulzié
B Liotrop folyadékkristalyos fazis
E Izotrop gél fazis

2. abra. A vizsgalt terner rendszerek fazisdiagramjai.

Az elékisérletek eredményei alapjan a semleges olaj égagmopil-mirisztat bizonyult a
legalkalmasabb olaj komponensnek a Cremophor EIC@&mophor RH40 emulgenskeént
tortérd alkalmazasa esetén. A 2. abran a vizsgalt teametszerek fazisdiagramjai lathatéak.
Annak érdekében, hogy a viz koncentraciojanak Batagsgalhassam, a 4:1 tenzid:olaj
arannyal jellemezhétdsszetételeket valasztottam ki, mivel ebben atbeseszamos viz

hatasara bekovetkétazisatalakulas volt megfigyelltetAz osszetételeket és jelbléstiket az |.
tablazatban foglaltam dssze.



l. tAblazat. A vizsgalt rendszerek dsszetétele.

Rendszer Tenzid Olaj
Cremophor EL 80 % ;
. (polyethoxylated 35 castor oil) Semleges olaj 20 %
Cremophor EL 80 % e
. (polyethoxylated 35 castor oil) Izopropil-mirisztat 20 %
Cremophor RH40 80 % ;
. (polyethoxylated 40 hydrogenated castor o”)"SemIeges olaj 20 %
Cremophor RH40 80 % o
V. (polyethoxylated 40 hydrogenated castor oil)olzopmpll_mlrISZtat 20 %
Minta szama Tenzid Olaj Viz
1 80 % 20 % 0%
2 72 % 18 % 10 %
3 64 % 16 % 20 %
4 56 % 14 % 30 %
5 48 % 12 % 40 %
6 40 % 10 % 50 %
7 32 % 8 % 60 %
8 24 % 6 % 70 %
9 16 % 4% 80 %
10 8 % 2% 90 %

A vizmentes folyadékkristaly prekoncentratumok vizélvételének vizsgalata

A vizfelvétel mechanizmusanak ismerete fontos Ilehetivel annak iranya a
hatdanyagfelszabadulaséval ellentétes, igy métiékayasolhatja a hatéanyag liberaciojat.
A vizmentes mintak vizfelvételét vizsgaltam kulonb®@lajok és tenzidek illetve kilonb&z
aranyu tenzid-keveréekek alkalmazasa esetén. Azmenegek alapjan kijelenth&t hogy a

felvett viz mennyiségedtt a Cremophor EL tartalom névekedésel.

Polarizacios mikroszkopia

A polarizacios mikroszkopos vizsgalatok soran kbfim viztartalmu mintakat vizsgaltam és
folyadékkristalyos szerkezetiiket azonositottam. ekedmények alapjan lathaté, hogy a
10% -40 % vizet tartalmaz6é rendszerek mutattakzotmdp viselkedést. Ezalatt a
koncentracié alatt az optikailag iztotrop vizmentestakat reverz micellaris oldatként, a

viztartalmtakat pedig v/o mikroemulziéként irtam Azonban a Cremophor RH40 tartalmu



vizmentes mintak esetén az emulgens és az olajabegyedett egymassal, igy kétfazisu
rendszert képeztek. Kis mennyi§éqriz hozzdadaséra ezek az 0Osszetételek is v/o
mikroemulziot képeztek. Az optikailag anizotrop yadiékkristalyos tartomanyban
alacsonyabb — mintegy 20 % viztartalomnal a mitaakellaris szerkezettel rendelkeztek. A
viztartalom novekedésével fazisatalakulas Iépéttaféamellaris fazis hexagonalissa alakult.
A viz mennyiségét tovabb noveleve — altaldban 485%0 % viztartalom k6zott — izotrop gél

fazis jelentkezett, mely tovabbi higitasra o/v mmémulziéva alakult.

Reoldgiai vizsgalatok

A reoldgiai vizsgalatok soran kapott adatok jO egt mutattak a polarizacidés mikroszkopia
eredményeivel. A folyasi tulajdonsagoknak viz hexésara bekdvetkezett valtozasai mind a
négy rendszer esetében hasonldéak voltak. Azonbankele jegyezni, hogy a lll/1-es és a
IV/l-es rendszerek az emulgens és az olaj kétfakieuerékei voltak, igy reoldgiai
viselkedésik eltért a masik két vizmentes mintadidl% viztartalom esetén idealviszkozus
viselkedést figyeltem meg, amely tébbek k6zott aettdris oldatokra €s a mikroemulzidkra
jellemzs. Novekw viztartalomndl a koherens szerkezet megjelenéséisizonheien
tixotrép tulajdonsagok jelentek meg. A tixotrop (et nagysaga maximumgorbe szerint
valtozott a viztartalommal, jelezve a lamellarisgx&igonalis, izotrop gélfazis és olv
mikroemulzios fazis megjelenését.

A folyasgorbék felvétele mellett a mintak viszketkus viselkedését is vizsgaltam
oszcillacios tesztek segitségével. Németh és nkisialgoztak egy oszcillacids reoldgiai
mobdszert a lamellaris folyadékkristalyos fazis amitédsara. 10 % viztartalom esetén a
veszteségi modulusz (G”) értéke nagyobb volt mitdiralasi moduluszé (G’), azaz a rendszer
plasztikus tulajdonsagokat mutatott. 20 % viztartaidl G’ értéke mintegy egy
nagysagrenddel meghaladta G"-ét és a G” gorbe miminértékkel rendelkezett. Ez a
jelenség megegyezik Németh és mtsai lamellarissifaziett megfigyeléseivel. Ha a viz
koncentracidja elérte a 30 %-ot nagyobb G’ értékéggeltem meg, amely az elasztikusabb

hexagonalis fazis jelenlétére utalt.

DSC vizsgalatok
A DSC vizsgalatok soran a kilonkbxiztartalmda mintakat vizsgaltam. A viz megfagyasa

olvadasa altal okozott éles endoterm és szélesebbersn csics csak egy bizonyos



viztartalom folott jelentkezett. A jelenség okagiiaeegy meghatarozott viztartalom alatbiser
kolcsonhatas alakul ki a tenzid- és a vizmolekld@ott. A viznek ezt a tipusat kotott viznek
nevezik és feltételezés szerint a tenzidmolekulékilk kialakulé hidratburkot alkotja.
Amennyiben a tenzidmolekuldknak vizzel valo tetésegtortént, egy masik viz-tipus — a
szabad viz — jelenik meg, mely a tiszta vizre fe#i& tulajdonsdgokat mutat. A termogramok
alapjan a viz olvadasi entalpiajalHexp) kiszamitottam és a viztartalom fliggvényében
abrazoltam. A mért entalpiavaltozas és a viz kaméeidja kozott linearis 6sszefliggest
allapitottam meg. Az illesztett egyenesek egyenkgitségevel kiszamitottam a 0 J/g
entalpidhoz tartoz¢6 viztartalmat és a 100 % viadgtkmazo6 rendszer olvadasi entalpigjat. A
0 J/g olvadasi értékre extrapolalt viztartalom léké dsszhangban voltak a polarizazios
mikroszkopia és a reoldgiai mérések altal kimutdswhellaris-hexagonalis fazisatalakulassal.
A 100 % viztartalomra szamolt olvadasi entalpiglak pedig hasonloak voltak a tiszta vizre
jellemzs értékhez (320 J/g). A kapott adatok alapjan kididttam a kotott és szabad viz
aranyéat. Ismerve a kotott viz menniségét és a minsdzetételét, vizsgaltam, hogy hogyan
valtozik a tenzid:kététt viz arany a viztartalomvekedésével. Az eredmények alapjan
kijelenthet, hogy a tenzidmolekulak vizzel tortérelitése utan és 80 % viztartalom alatt a
hidratburkot alkotd kotott viz mennyisége gyakoldgt flggetlen volt a mintadk teljes
viztartalmatdl. 80 % viztartalom folott a tenzidealldkhoz kotdtt viz mennyiségének
csokkenése azzal magyarazhatd, hogy ezek a mintak amkolloid rendszerek hataran
helyezkedtek el és kisebb stabilitassal voltalejetzheik.

In vitro hatdéanyagfelszabadulas vizsgélata

A polarizaciés mikroszképos, reoldgiai és termoiikal vizsgalatok eredményei alapjan
kijelenthet, hogy a vizsgalt tenzid-olaj keverékek alkalmasaksitu gélesed terapias
rendszerek formulalasara. Annak érdekében, hogysazetételeket ilyen szempontbdl is
vizsgalhassam, metronidazol-benzoatot oldottam delvizmentes mintdkban, majd a
hatéanyagfelszabadulas mérték@tvitro, vertikalis diffazidés cella segitségével vizsgdita
Az alkalmazott hatéanyagot széles kdrben hasznaljpleriodontalis tasakban elszaporodo
anaerob baktériumok altal okozott periodontitisetégére. Meglehé&sen rossz oldékonyagi
jellemzsi ellenére a hatéanyagot 3,5 % toménységben stkeriienzid-olaj vizmentes
keverékében feloldani. Osszehasonlitasként olajes vizes kozefy rendszereket is

eléallitottam  semleges  olaj, izopropil-mirisztat és drbkietilcelluloz  nyak



(Cellosize QP 300, 3 %) felhasznalasaval, melyekatanyagot 3,5 %-ban szuszpendalt
allapotban tartalmaztak (V-VII rendszer). A hatéagfelszabaduldst ezeknél a rendszereknél
is vizsgaltam. Metronidazol-benzoéat felszabadulasalilonbds mintakbol j6 kozelitéssel

leirhat6 az alabbi egyenlettel:

M/M., = kt" (1)

Az n hatvanykite¥ értéke hasznos informaciot nyujt a hatéanyagfelsdalas kinetikajarol.
Az I-IV rendszerek esetébanértéke 0,8251 és 1,2593 kozé esett jelezve, hoghnét a
rendszereknél a hatéanyagfelszabadulas nem difilzd kontrollalt. Ez nem meglép ha
figyelembe vesszik e rendszerek vizes kérnyezethetatott viselkedését. A hatdéanyag
liberacidja két egymastol fliggetlen mechanizmusFiek-féle diffazié és a vizfelvétel
eredménye. Az V-VI rendszereknél am kitevo értéke megkdzeliteg 1,0 volt,
kovetkezésképpen a hatéanyagfelszabadulas sebsefisggetlen volt az idt6l. Ez a
viselkedés nulladreridkinetikanak felel meg. A Vll-es 6sszetétel esetebek-féle diffazio

és duzzadas kélcsonhatasa figyeimaeg.

Az eredmények alapjan allithato, hogy a vizfelvétil okozott ellenirdnya aramlas ellenére
az in situ gélesed rendszerekli a metronidazol-benzoat mintegy egy nagysagrenddel
nagyobb mértékben szabadult fel, mint az olajogzes szuszpenzidkbol. A Cremophor EL-t
tartalmazé mintakbol a hatéanyag 34,39 (SD=11,29)38,46 %-a (SD=%0,19), mig a
Cremophor RH40 tartalmuakbol 49,59 (SD=%3,98) €6896-a (SD=%1,01) szabadult fel a
felhasznalt olaj tipusatdl fuggn. Kijelenthet, hogy az olajokkal szemben az alkalmazott
tenzidek jeleris (p<0,05) hatdst gyakoroltak a hatéanyagfelszddadumértékére.
Megprobaltam 0Osszefiiggést talalni a reoldgiai \alsgk és a hatdanyagfelszabadulas
eredményei kozoétt. A felszabadult hatbanyag meeggis a szerkezeti viszkozitas
fluggvényében abrazolva linearis 0sszefliggést kapfarhatéanyagfelszabadulas mértékét
jelentts mértékben befolydsolta az alkalmazott tenzidekagin minssége, mivel eltér

reologiai viselkedéssel jellemezheendszereket kepeznek.

Maodositott Kirby-Bauer korong diffizio
A modositott Kirby-Bauer korong diffazidés vizsgallat soran Fusobacterium varium

(ATCC 27725) baktériumtorzset hasznaltam. FAusobacterium fajok fontos szerepet
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jatszanak a kulonbdzperiodontélis betegségek kialakulasaban. A mérgsgin vizsgaltam a

gatlasi zona atméenek valtozasat a viztartalom fuggvényében. Azdragnyek alapjan

megallapithatd, hogy a viztartalom ndvekedésévealisan 6tt a kialakult gatlasi zonak

atmebje. Ez a jelenség valéstieg a vizfelvétellel van dsszefliggésben, melynekiake

csokken a viztartalom novekedésével. Tovabba adnemeyek 6sszhangban vannakiaz

vitro hatdéanyagfelszabadulas eredményeivel: a Cremopthtt0 esetén a gatlasi zonak

atmesje szignifikansan nagyobb volt (p<0,05), mint ai@ophor EL esetén.

OSSZEFOGLALAS

Kisérleti munkam céljan situ gélesed terapias rendszerekoéallitasa és vizsgalata volt.

Eredményeimet az alabbiakban foglalom 6ssze:

A vizsgalt tenzidek (Cremophor EL, Cremophor RH43) olajok (semleges olaj,
izopropil-mirisztat) 4:1 aranyd keverékei vizfellet hatasara liotrop
folyadékkristalyos fazist képeznek.

A vizfelvétel vizsgalatainak eredményei alapjanhaébd, hogy a felvett viz
mennyisége, illetve a felvétel sebessége flgg dalmbzott tenzid anyagi
minosegédl.

A polarizacios mikroszképos vizsgalatok kimutatthkgy a 10 %-40 % viztartalmu
mintak rendelkeztek optikailag anizotrép viselkesd#sA viztartalom névekedésével
lamellaris, hexagonalis majd izotrép gél fazis alaki.

A fazisatalakulasokat a reoldgiai és termoanalitikeérések is megésitették. A
fazisatalakulashoz kapcsolédd az elasztikus-plasztiviselkedésben bekdvetkez
valtozast oszcillacids reoldgiai vizsgalatokkal aitam ki. A szabad és kotott viz
aranydt DSC mérésekkel hataroztam meg. A szabad mégjelenése 30 %
viztartalomnal 0Osszhangban van az itt bekdvétkelamellaris-hexagonalis
fazisatalakulassal. A tenzidmolekulak telitése u&mn 80 % viztartalom alatt a
hidratburkot képé& kotétt viz mennyisége gyakorlatilag allando vei. % viztartalom
folott a tenzidmolekulakhoz kotoétt viz  mennyisédénecsokkenése azzal
magyarazhatd, hogy ezek a mintak mar a kolloid seekk hataran helyezkedtek el

és kisebb stabilitassal voltak jellemexzitet
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* Az in vitro hatéanyagfelszabadulasi és mikrobioldgiai vizagal@redmeényei alapjan
kijelenthet, hogy a vizsgalat ideje alatt a hatéanyag jéemhennyisége szabadult
fel, valamint a tenzid anyagi mieége jelertts hatast gyakorolt a
hatéanyagfelszabadulds mértékére. Linearis Osggédtigtalaltam a szerkezeti
viszkozitas és a felszabadult hatéanyag mennyisédgmint a kialakult gatlasi zonak

atmebje és a mintak viztartalma kozott.
Kbvetkezésképpen a vizsgalt kis viszkozitasu, ggagseszeti szempontbdl alkalmas

komponenseket tartalmazé, vizmentes 6sszetétekaltmasnak ithnek injektalhatdn situ

gélesed terapias rendszereksdllitasara.
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