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Bevezetés

A vészes vérszegénység (anaemia perniciosa) gyakori oka a By, vitamin
(cianokobalamin) hidnya. A terdpias gyakorlatban az izomba adott
(intramuszkularis, i.m.) injekcidos format alkalmazzak a vitamin rossz oralis
biohasznosulasa miatt. A B, vitamin sziikséges napi dozisa minddssze 0,4-2,8
ng, az egészséges emberi maj rdadasul 2 évre elegendd mennyiséget is képes
tarolni beldle.

A cianokobalamin nagy (M=1355,7 g/mol) molekulatomege ellenére
tanulmanyok bizonyitjak, hogy képes passziv diffuzidval atjutni a nyalkahartyak
membranjain, amely lehetdvé teszi a hatéanyag neminvaziv alkalmazasat.

Rossz biohasznosuldsa ¢és jO oldhatésaga miatt a Biofarmaciai
Osztalyozasi Rendszer (BSC) 3. osztalyaba tartozik, igy olyan formuldcioban
alkalmazhat6 sikeresen, amely elegendd 1dot biztosit a hatdanyag szamara a
membranon val6 atjutashoz.

A bukkalis gyogyszerformak alkalmazasa szdmos elénnyel jar, mivel a
nyalkahartya erekkel gazdagon atszott és permedbilis, a farmakon alkalmas
szisztémas kezelésre is. Ez igen kedvezd, mert az innen felszivddott hatéanyag
kikeriili a majat, valamint az emésztOrendszer bont6 enzimjei sem hatnak ra.
Megfeleléen bioadheziv polimerek alkalmazasaval a formuldk a szjj
nyalkahartyajahoz tapaszthatok, igy segitve a membranon at torténd hatéanyag-
felszivodast.

A gyogyszerformak alkalmazhatosagat a mikro- és makroszerkezetiik
egylittesen hatdrozzak meg. A kis mintaigényli, univerzalis mikroszerkezet

vizsgalati modszerek alkalmazdsa mind a formuldlas mind a készitmény



vizsgalata sordn hatékony eszkoz a széleskorlien alkalmazott makroszerkezeti

modszerek (szilardsag, hatéanyag-leadasi kinetika) kiegészitésére.

Célkitiizés

Munkam célkituzései a kovetkezok voltak:

— By, hatéanyag tartalmua bukkalis filmek formulélasa,

— a megfeleld6 segédanyag-rendszer kivalasztisa a bukkalis film
formulacidhoz,

— a segédanyagok optimalis ardnyanak megallapitésa,

— az eldallitott filmek mikro- és makroszerkezete kozotti Osszefiiggések
keresése,

— a polimer-ardny, a film el6allitdsi modjanak és a tarolds hatdsanak
vizsgalata a hatdéanyag-leadas in vitro kioldodasi profiljara,

— a bukkalis modellmembranon torténd hatéanyagatjutas igazolasa.



Modszerek

A By, vitamin modell hatéanyagb6l natrium-alginat (SA) és Carbopol 71
G (CP, poliakrilsav-szarmazék) polimerek felhasznalasdval, Ontéses ¢és
fagyasztva szaritasos technikaval allitottam eld bukkalis filmet, illetve ostyat.

A mintdk infravoros spektrumait FTIR 4200 (Type A) (Jasco International
Co. Ltd, Tokyo, Japan) késziilékkel, gyengitett totalreflexiés (ATR Pro-470H)
mérofejjel a kiindulasi anyagok esetében porfeltéttel, filmeknél, ostydknal pedig
elasztikus mintdhoz alkalmas feltéttel végeztem, 300-4000 cm” mérési
tartomanyban, 4cm™ spektralis felbontassal.

A hidrogélek viszkozitasit AR 2000 Rotational Rheometer tipusu
reométerrel (TA Instruments, New Castle, USA), 40 mm atmérdji forgod
mérofejjel, 7,409-74,09/s kozotti forgasi sebességgel, kémhatasukat "pH 210
Microprocessor pH Meter” (Hanna Instruments, USA) tipusi kombinalt
iivegelektrodos pH-mérd miiszerrel hataroztam meg.

A pozitron annihilacids élettartam spektroszkopids (PALS) méréseket kb.
3x10° Bq aktivitasu, két Kapton folia kozé csomagolt, hordozémentes 22NaCl
forrassal, BaF2 szcintillacis detektorokkal, gyors-gyors koincidenciakorrel
kapcsolt Ortec elektronikaval, 3600 s mérési idovel végeztem, a hidrogélek
esetében egyedi mérési elrendezéssel. Az adatokat Resolution programmal
értékeltem ki. A Doppler-szélesedés (DB) értékeket folyékony N,-nel hiitott,
nagy tisztasigi germanium detektorral (HPGe), Tennelec elektronikaval, 10°
mérési pontot tartalmazd méréssel hatdroztam meg. Az energia-felbontas 1,1 keV
volt az 511 keV-os csucsnal.

Az ontdtt és a liofilizalt filmek szilardsagat TA.XT®plus (Stable Micro

System Ltd., UK) 5000 g-os mérési cellaji allomanyelemzdvel, egyedileg



gyartott, de a gyari feltéttel geometriailag azonos, 8§ mm belsd atmérdji feltéttel
¢s 5 mm atméréji henger alak(i, rozsdamentes acél kutaccsal, valamint
Brookfield LFRACT3-4500 tipusu (Brookfield Eng. Lab. Inc., USA), 0 - 4500 g-
os mérési tartomanyu allomanyelemzd késziilékkel, gyari film-rogzité feltétet
(Brookfield TA-FS Film Support Fixture, belsé atmérd: 10 mm) és TA-8 (6,35
mm atmérdjli, gdomb alakl, rozsdamentes acél) kutaccsal mértem. A kiértékelést
mindkét modszernél a:

toréshez sziikséges erd [N|]

N
toresi szilardsa [ ] = — —
Y lmmzl =~ minta alapteriilete [mm?]

képlet alapjan végeztem.

Az in vitro kioldodas vizsgalatokat Hanson SR-8 Plus kioldodas vizsgalo
fiirdében, 3-3 parhuzamos méréssel, USP-2 (lapatos) modszerrel, 50/perc (50
RPM) keverési sebességgel, 37 £ 0,5 °C hdémérsékletre temperalt, 300 ml
térfogatu, pH=6,8-as gyogyszerkonyvi (Ph. Hg. VIII.) foszfat puffert alkalmazva
végeztem. A kioldodott hatéanyag mennyiségének meghatarozdsat HPLC-MS
modszerrel, Agilent Infinity 1260 folyadékkromatograffal,
Agilent 6460 Triple Quad tomegspektrométerrel végeztem,
30 ul minta injektalasaval, 0,5 ml/perc aramlasi sebességli, 90% ioncserélt vizben
0,1 mol/dm® HCOOH és 10% acetonitrilt tartalmazé mozgdfizissal, 50 mm
hosszu, 2,1 mm belsé atmérdjii, 3,5 um szemcseméretli, 25 °C-os oszloptérben
elhelyezett, C18 Poroshell 120EC kromatografias oszlopon. Az 1onizalas
detektalas Jet Stream elektrospray ionforrassal, a detektalas MRM modszerrel,
pozitiv ionizaciés modban, m/z = 678,5 ([M/2+H]") prekurzor ionnal, m/z =
146,9 termék ionnal tortént.

A kioldodasi gorbéket a Korsmeyer-Peppas (K&P) kinetikai modellel, az

alabbi egyenlet alapjan értékeltem:
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ahol M, és M, a kioldodott hatdéanyag Osszegzett (kumulativ) mennyisége ¢
iddpillanatban és a végtelen idOpontban (amely a teljes hatéanyag-mennyiséget
jelenti), a k a sebességi allandd, amely a hatdanyag-polimer rendszer

crcr

mechanizmusét jellemzo allando.
Eredmények

— Neminvaziv mikroszerkezet vizsgald6 moddszerek (FTIR ¢és PALS)
kolcsonhatasokat érintd, a gydgyszerforma stabilitdsat befolyéasold
interakcidit. A rokon szerkezetli Carbopol polimerek koziil a két modszer
lehetdséget biztositott, a bukkalis formuladcidhoz elonyds, gyorsan
nedvesedd és a mukoadhezivitast biztosito tipus kivalasztasara [1].

— A SA-CP kompozitoknal meghatarozott arany biztositott homogén filmet,
ennek meghatarozasara, a gél-film atmenet vizsgalatdra a valds idejli
PALS mérést alkalmaztam, eldszor a szakirodalomban [3].

— Vizsgiltam a homogén, Ontéses ¢&s liofilizalt filmek felhasznalas
szempontjabol meghatarozo, mikro- és makroszerkezeti tulajdonsagait.
Megallapitottam, hogy a mikro- és makroszerkezeti tulajdonsagok egytitt
valtoztak az Osszetétel fliggvényében. A mikroszerkezet vizsgald
moddszerek aldtdmasztottdk az anomadlis makroszerkezeti viselkedést
mutatd dsszetétel azonos alap-, de eltérd szupramolekuléris szerkezetét.

— A CP mennyiségének, a tarolds idOtartaméanak novelése, valamint a

liofilizalas csokkentette a hatdanyag felszabadulds sebességét. A



hatdanyagleadas sebességének valtozasai (a K&P-modell alapjan
értékelve) a mikroszerkezeti vizsgdldé moddszerek eredményeivel

0sszhangban voltak.

Kovetkeztetések

SA-CP kiilonb6z6 aranyu keverékeibdl sikeriilt Ontéses és fagyasztva
szaritas eljarassal bukkalis filmet formuldlni. A formulacidé potencialisan
alkalmas lehet a valasztott modellhatéanyag, a vizoldékony B,, terapias dozisu
bevitelére.

A készitmeény-fejlesztés, a kockdzatértékelés szempontjabol kritikus,
Iépéseiben — kompatibilitas, stabilitas — a hagyomanyos szerkezetvizsgalo
modszerek szamara lathatatlan  szabadtérfogat-valtozas kovetésével, a
dolgozatban alkalmazott PALS ¢és a hozzd kapcsoldodoé technikédk, egyediilallo
modszernek bizonyultak.

A PALS technikaval kapott mérési eredmények Osszefliggését elemezve a
mechanikai  tulajdonsagokkal, kezelés, tarolds hatdsara  bekdvetkezd
valtozasokkal, kioldddasi profilokkal, megallapithatdo, hogy a PALS hasznos
modszere lenne a gyogyszerforma-fejlesztésnek, annak szinte valamennyi

fazisaban.

Sajat publikaciok jegyzéke

Az értekezés témakoréhez kapcsolodo kozlemények



1. Szabé B, Siivegh K, Zelkdé R. (2011) Effect of storage on microstructural
changes of Carbopol polymers tracked by the combination of positron
annihilation lifetime spectroscopy and FT-IR spectroscopy. Int J Pharm, 416:

160-163.

2. Szabé B, Hetényi G, Majoros K, Miszori V, Kallai N, Zelké R. (2011)
Bukkalis hatéanyag-leado rendszerek formuldlasanak és ex vivo vizsgalatdnak

lehetdségei. Acta Pharm Hung, 81: 165-172.

3. Szaboé B, Siivegh K, Zelko R. (2012) Real-time positron annihilation lifetime
spectroscopy for the detection of the hydrocolloid gel-film transition of

polymers. Polym Test, 31: 546-549.

4. Sebe 1, Szab6o B, Zelk6 R. (2012) A pozitron annihilaciés élettartam

spektroszkopia €s gyogyszerészeti alkalmazasa. Acta Pharm Hung, 82: 23-32.

5. Kallai N, Sebestyén Z, Szab6 B, Simon V, Antal I, Zelk6 R. (2012) Intraoralis

gyogyszerformak fejlesztési lehetdségei. Acta Pharm Hung, 82: 95-104.

Az értekezés témakoréhez kapcsolodo, teljes terjedelemben megjelent

kongresszusi eléadasok

6. Szaboé B, Molnar M, Siivegh K, Zelké R. (2011) Tracking of the microwave
induced supramolecular structural changes of polymers with positron

annihilation lifetime spectroscopy. Eur J Pharm Sci, 44: (S1) 196-197.



Az értekezés témakoréhez nem Kkapcsolodo folydiratban megjelent

kozlemények

7. Vajdai A, Szabé B, Siivegh K, Zelko R, Ujhelyi G. (2012) Tracking of the
viability of  Stenotrophomonas maltophilia  bacteria  population in
polyvinylalcohol nanofiber webs by positron annihilation lifetime spectroscopy.

Int J Pharm, 429: 135-137.

8. T¢lessy IG, Balogh J, Szabé B, Csempesz F, Zelk6 R. (2012) Kinetic stability
of all-in-one parenteral nutrition admixtures in the presence of high dose Ca2+

additive under clinical application circumstances. Nutr. J. 11: 32.

9. Szab6 A, Szabo B, Balogh E, Zelk6 R, Antal I. (2012) Moddositott

hatdéanyagleadast intraartikularis készitmények. Acta Pharm Hung, 82: 69-74.



