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Bevezetés

Az eurdpai népess€ég egyharmada szenved legalabb egyszer élete soran reumads
megbetegedésben, illetve minden 6t6dik lakos hosszabb ideig tartd ilyen kezelés alatt
all. Ezzel szemben viszont aranytalanul kevés a kezelésekre szant intraartikularis (i.a.)
készitmények szama. A reumas megbetegedések tobb formaja is ismert, azonban csak
kevés esetben van lehetdség a betegség megeldzésére, illetve a teljes gyogyuldsra. A
sebészeti beavatkozdsok mellett jelenleg a gydgyszeres terdpidra szamos szisztémasan
haté készitmény all rendelkezésre, viszont nagyon kevés a lokalisan alkalmazhato
hatéanyagok iziiletbe injektalhatd (intraartikularis) formaja. Intraartikularis
készitményekkel az iziiletbe torténd kodzvetlen hatéoanyag bevitel érhetd el, amellyel
biztosithaté a nagy lokalis hatdéanyag koncentracio és a csekély szisztémds hatas. A
nem-invaziv terapias modszerek sokkal kellemesebb beviteli kapunak szamitanak a
betegek szamara, de nem szabad elfelejtkezniink az emésztérendszerbeli vagy a renalis
mellékhatasokrol. Tehat hossz tdvon az intraartikuldris terapia  kisebb

egészségkarosodast okoz.

Az emberi iziilet a természet egyik legkivalobban mikodd egységét képezi.
Szerepe a stabilitas megdrzése, a csontvaz mozgatasa. Rendkiviili teherbirdsa mellett is
precizen funkcional végig kisérve az ember életét, amelynek alapja a folyamatosan
megujuld csont, porc és iziileti folyadék. Ahhoz, hogy iziileteink surléddsmentesen
funkcionaljanak, rendkiviil sima feliiletre van sziikség. Ezt a porc biztositja, amely
stabilan és elasztikusan fedi be a csontot. Az iziileti folyadék, mint egy kendanyag
gondoskodik a porc tapanyaggal és oxigénnel vald ellatasarol. Az egészséges iziiletben
1évé szinovialis folyadék hozzavetdleg 0,5-2 ml, egyik legfontosabb komponense a
hialuronsav (HA), amely alapvetden felelds a viszkoelasztikussagaért. A
viszkoelaszticitds eredménye, hogy az iziilet alacsony frekvenciaji mozgasa esetén a
viszkézus folyadék kendanyagként miikodik, mig nagyobb mechanikai igénybevétel

esetén rugalmasan képes tarolni a mechanikai energiat.

A reumas megbetegedések kezelésére szolgald oralis készitmények (pl.:

gliikokortikoidok, NSAR) nagy hatranya, hogy szedésiik soran kellemetlen szisztémas



mellékhatdsok 1éphetnek fel. Tovabbi hatéanyagok (pl.: HA) pedig rossz
biohasznosithatosaguk miatt csak parenterdlis formdban alkalmazhatok. Az
intraartikularis injekcidkkal ezek a problémak elkeriilhetok. Az iziiletek természeti
adottsagainak koszonhetden tehat igen optimalis beviteli kapunak szamit az
intraartikularis forma. Legtobbszor a kéz-, térd- ¢s labiziileteket érinti a reuma, jo
hozzaférhetéségiikk 1is az intraartikularis alkalmazasnak kedvez. A szinovialis
folyadékbol csak nagyon kevés hatdanyag jut be a vérkeringésbe, igy a szisztémas
mellékhatdsok elhanyagolhatok. Az i.a. alkalmazasok hatranya a rendkiviil nagy
fertdzésveszély, foképp, ha tobbszori, egymast kdvetd adagolasrol van szd. A fert6zés
kockazatat, az eldirdsok betartasa, steril készitmények hasznalata, a beadas helyének

alapos fertdtlenitése csokkenti.

A parenteralis készitményekkel, tobbek kozott az intraartikuldrisakkal szemben
is, szdmos kovetelményt tdmasztanak. Az i.a. készitmények esetében a sterilitds
elengedhetetlen. Az oldatos készitmények sterilitasa nedves €s szaraz hdvel érhetd el,
amennyiben az 0sszes hatdéanyag és segédanyag a folyamat sordn stabil marad. A t6bbi
intraartikularis gydgyszerforma sterilitasat, igy a HA esetében is, az anyagok megfelel
elokészitésével €s az aszeptikus koriilmények maradéktalan betartasaval lehet elérni. A
HA injekciok sterilitdsat az oldat steril sziirésével, gamma sugarzassal (5 — 10 kGy)
vagy gazzal lehet biztositani. Termikus behatds, nyomads, ultrahangos kezelés, szlirés,
keverés vagy maga a fecskendd tonkreteheti a HA lancokat. A lanchasadds a molaris

tomeg és ebbdl kifolydlag a viszkozitas csokkenését okozza.

A fagyasztva szaritas (liofilizalés) olyan eljards, amely az érzékeny anyagokat
képes stabilizalni. Tovabbi eldnyt jelent, hogy az eljards sordn az igen alacsony
hémérséklet miatt a készitményben 1évo baktériumok szdma is csokken.

Korabbi adatok azt mutatjak, hogy a liofilizalas hatranyos hatdssal van a
hialuronsav fizikai tulajdonsagaira, amely natrium hialuronat (NaHA) esetében nem volt
tapasztalhatd. Ezek az adatok azt jelzik, hogy a kozepes molekulatomegii hialuronat
molekula szabad sav formaja a liofilizalas soran tomegvaltozast szenved, mig a natrium

hialuronat molekulatomege kozel valtozatlan marad.



Munkdm sordn a NaHA mikro- ¢és makroszerkezetbeli valtozasait
tanulmanyoztam kiilonboz6 vizsgalatokkal autoklavozas és fagyasztva szaritas utan. Az
igy kezelt NaHA esetében egyediilalldan keriilt alkalmazasra a pozitron annihilacios
¢lettartam spektroszkopia (PALS), mely fontos informéciot ad a polimer szerkezetérdl.

Ez egy olyan moddszer, melyet rendkiviil jol lehet amorf anyagok vizsgalatara hasznalni.

Célkitizések

Munkam célkitlizései az alabbiak voltak:

(i) NaHA hidrogélek formuldldsa a fiziologids kovetelményeknek

megfelelden;

(ii)) NaHA hidrogélek nedves hdvel vald sterilezése ¢és a bekovetkezd

szerkezetbeli valtozasok vizsgélata;

(iii) NaHA hidrogélek fagyasztva szaritdsa és a bekdvetkezd szerkezetbeli

valtozasok vizsgalata.

Modszerek

NaHA gélek eloallitasa

5,0, 7,5 és 10,0 mg/ml-es NaHA hidrogélek keriiltek eldallitasra. A polimert
natrium-foszfat puffer hozzdaddsdval homogenizéltam szobahdémérsékleten, majd
foliaval lefedve 24 6rat hagytam hiitdben duzzadni. 24 6ra eltelte utan az elparolgott
vizet potoltam és Ujra homogenizaltam. A pH és az ozmolaritas értékeket a fizioldgias

kovetelményeknek megfelelden allitottam be.



A hésterilezés hatasanak vizsgadlata

Az elsd vizsgélatok arra 6sszpontosultak, hogy megvizsgaljam a hidrogél nedves hdvel
valo sterilezésének hatasat a NaHA mikro- és makroszerkezetére, illetve a valtozasok
sterileztem. A mintdkat kezelés (sterilezés) nélkiil, két oraval, illetve egy héttel az
autoklavozas (121 °C, 20 perc, 103,4 kPa) utadn vizsgaltam (Boxer autoklav 30075LR,
Boxer Laboratory Equipment Kft., Nagy-Britannia). A kezeletlen és a kezelt géleket 22

+ 0,5 °C-on taroltam 55 £ 2 % relativ paratartalommal.

A fagyasztva szaritas hatasanak vizsgadlata

A vizes NaHA géleket (5,0, 7,5 and 10,0 mg/ml) natrium-foszfat puffer segitségével
allitottam el (ahogy a fentiekben mar emlitésre keriilt) és a kapott mintékat fagyasztva
szaritottam. A liofilezés Scanvac CoolSafe 100-9 Pro tipusu késziilékkel tortént
(LaboGene ApS, Lynge, Dania), amely harom polcos szarito kamraba besiillyesztett
mintatartd egységgel volt felszerelve. Egy szamitogépes program (Scanlaf CTS16a02)

vezérelte a folyamatot, ami a homérsékletet és a nyomast folyamatosan regisztralta.

Ujragélesedés (rekonstitiicio) vizsgdlata
5-5 g fagyasztva szaritott mintdhoz 5 ml injekcio készitésre alkalmas vizet adtam és
mértem a feloldodashoz/gélesedéshez sziikséges i1ddt, és az 1dd eldrehaladtaval

figyeltem a gél kialakulasat.

Pozitron annihilacios élettartam spektroszkopia
A polimer gélek mikroszerkezetét PALS-sal vizsgaltam, amely az o-Ps élettartam-

eloszlasan alapszik. A forras lefedésére egy nagyon vékony aluminium félia szolgalt. A

crer

------

esetében. Mintegy 150 pl (2-3 csepp) keriilt a polimer gélbdl a folidra. Az oldoszer
elparolgasat egy hengeres fémboritdas akadalyozta meg. A pozitron ¢lettartam
vizsgélatokhoz pozitron forrdsként a 22-es tOmegszamu natriumot hasznaltam, amely

22NaCl s6 formédban keriilt alkalmazasra. Az aktivitisa koriilbeliil 10° Bq volt és az



aktiv anyagot két nagyon vékony folia kozzé zartam. A méréseket egy gyors-gyors
koincidencia koron alapuld élettartam spektrométerrel végeztem, BaF»/XP2020Q
detektorral és Ortec® mérdelektronikaval. A spektrumokat egy sokcsatornds analizator
kartya 4096 csatorndjaba gytijtdttem 9000 s-on keresztiil, és minden spektrumhoz 10°
eseményt regisztraltam. A koincidencia beiitések szdma némileg alacsonyabb volt, mint
normalis esetben. Ennek oka a két detektor megnovekedett tavolsaga volt. Ebben a
kisérletben a detektorok egymashoz képest fliggdlegesen helyezkedtek el. Egy
aluminium lemez keriilt az alsé detektorra. Habar ebben az elrendezésben elég sok
pozitron elveszett, a jel jelentOs része érintetlen maradt. Mivel az aluminium nem termel
0-Ps komponenst, igy minden jel ugyanabban az ¢letidd tartomanyban kizarolag a
gélbdl jott. A méréseket 22 + 0,5 °C-on végeztem. A megbizhatdosdg novelése
szempontjabél minden koncentracibhoz hdrom parhuzamos spektrum késziilt. A
parhuzamosok 6sszegzése utan a spektrumokat RESOLUTION programmal értékeltem
ki. A MELT program a spektrumbdl valod életidd-eloszlas kifejezésére szolgalt. Ezek az

eredmények a mintdkra jellemzd szabad térfogat méreteloszlast irjak le.

Reologiai vizsgadlatok

A reologiai vizsgalatokat Kinexus Pro reométerrel végeztem (Malvern Instruments Kft.,
Nagy-Britannia). A kapott adatok rSpace for Kinexus Pro 1.3 software-rel kertiltek
kiértékelésre. Egy kiip és lemez geometriat alkalmaztam, melyek kozott a rés 0,03 mm
volt. A kap atméréje 50 mm volt. A minta mennyisége 0,57 ml-t tett ki. A mintdk

hémérsékletét egy Peltier rendszer folyamatosan vezérelte (37 = 0.1 °C).

Réntgendiffrakcios vizsgdlat

Mind a szildrd NaHA por, mind a fagyasztva széritott gélmintdk szerkezetét rontgen-
pordiffraktométerrel (XRPD) tanulméanyoztam. Az XRPD spektrumok Bruker D8
Advance rontgen-pordiffraktométerrel Cu KAl sugarzassal (A = 1.5406 A) és 3° - 40°
(20) intervallumon keriiltek rogzitésre (Bruker AXS GmbH, Karlsruhe, Németorszag).
A mérési koriilmények a kdvetkezdk voltak: cél, Cu; sziird, Ni; fesziiltség; 40 kV; dram,
40 mA; idéallandd, 0,1 s; szogtavolsag 0,007°. A fagyasztva szaritds utan a NaHA

hidrogélekben nem figyelheté meg amorf kristalyos atmenet.



Termoanalitikai vizsgalat

A NaHA termogravimetrids (TG) analizisét METTLER Toledo TGA/DSC 1 (Mettler-
Toledo AG, Greifensee, Svajc) késziilékkel végeztem, nitrogénes atmoszféraban,
50 ml/perces aramlasi sebességgel, 10 °C/perces fiitési sebességgel, 25-300 °C-os
hémérséklet tartomanyban, 8-15 mg-os mintatomeggel aluminium kapszulaban (mint

mintatartoban).

A differencial padsztazo kalorimetrias (DSC) vizsgalatokat METTLER Toledo 821e
DSC rendszerrel végeztem (Mettler-Toledo AG, Greifensee, Svdjc). Ar atmoszféraban,
100 ml/perces aramlasi sebességgel, 3-5 mg-os mintakkal, 10 °C/perces fiitési
sebességgel, 25-300 °C hdémérséklet tartomanyban szintén aluminium kapszuldban
(mint mintatartoban) torténtek a vizsgalatok. STAR® software értékelte ki a kapott
adatokat.

Pasztazo elektronmikroszkopos vizsgalat (SEM)

A szilard és a fagyasztva szaritott NaHA minték feliileti morfologiai felvételeit pasztazo
elektronmikroszkoppal (SEM) vizsgéltam (Hitachi S4700, Hitachi Scientific Kft.,
Japan). A szorasos bevond berendezést (Bio-Rad SC 502, VG Microtech, Uckfield,
Nagy-Britannia) a mintak feliiletén keletkez6 elektromos vezetOképesség indukalasara
alkalmazzdk. A levegd nyomdsa 1,3-13,0 mPa volt. A mintdk egy arany-palladium
bevonatot kapnak argon atmoszférdban, egy arany szordsos modul segitségével, magas
vakuum beparloval (0,1 Pa). A mintdk vizsgalata sordn a fesziiltség 10 kV (dram 10 pA)

volt.

Viztartalom meghatarozasa

A viztartalmat Karl Fischer titrator alkalmazasaval hatdroztam meg (787 KF Titrino
type, Metrohm AG, Herisau, Svajc). A mintak titraldsa el6tt a Hydranal viz ekvivalencia
faktorat hatdroztam meg natrium-tartarat segitségével (Hydranal viz standard, Sigma-
Aldrich Chemie Kft., Taufkirchen, Németorszag). A viz ekvivalencia faktorat hat
parhuzamos mérés atlagabol hataroztam meg. Az oldoszer extra szaraz metanol volt,
melyet az elektrometrias végpontig titraltunk Karl Fischer reagenssel a mérés elott

(Hydranal-composite 5, Sigma-Aldrich Chemie Kft., Taufkirchen, Németorszag).



Pontosan 100 mg mintat mértem be a titrdl6 edénybe. Miutan diszpergéltam a mintat (1
perc 1500 rpm-en), a Karl Fischer reagenssel végpontig titraltam, harom parhuzamos

méreést végezve.

Eredmények

Kiilonb6z6 koncentracioji NaHA  hidrogéleket Aallitottam eld, a fizioldgias
koriilményeket foszfat pufferrel és injekciokészitésre alkalmas vizzel biztositottam.

Az eldallitott mintak szupramolekuléris szerkezetét hosterilezés eldtt €s utan vizsgaltam.
Az autoklavozas a polimer koncentracigjatdl fliggden részben irreverzibilis szerkezeti
valtozast okozott. A polimer szabadtérfogatanak és térfogateloszlasanak mérésére
alkalmazott pozitron élettartam spektroszkopia, valamint a reologiai mérések alapjan a
hdsterilezést a vizsgalt teljes koncentracid-tartomanyban nem sziikséges elvetni.

A fagyasztva szaritds soran a gél dsszetételétdl fiiggden eltérd mikroszerkezet-valtozas
kovetkezett be. A foszfat sokat tartalmazo gélek rendezett, pordzus makroszerkezettel
voltak jellemezhetdek, amelyek vizzel gyors Gjra gélesedést mutattak.

A foszfat sok jelenlétében tapasztalt jelenséget nem kisérte a NaHA kristalyos-amorf
fazisatalakuldsa. A szupramolekularis rendezettség nem okozott a funkcidval
Osszefliggd valtozast, a rekonstiticié utdn a hidrogélek megdrizték viszkoelasztikus

tulajdonsagukat.

Kovetkeztetések

A parenteralisan alkalmazhaté natrium hialurondtot tartalmazo hidrogélek kiilonb6zo
kezelések hatisara végbemend szerkezetvaltozasainak feltardsaval foglalkoztam. Allati
eredetli natrium hialuronat géleket hovel sterileztem; illetve a makro- és mikroszerkezeti
vizsgalatok eredménye alapjan fagyasztva széritdsos eljardssal natrium hialuronat
tartalmu készitményt formulaltam parenteralis célokra.

Az injekcid formulaléas koriilményeinek meghatarozasahoz kiillonbozo fizikai-kémiai

vizsgalati modszerek kombinacidjat alkalmaztam.



Munkam eredményeként az alabbiak allapithatoak meg:

Kiilonb6z6 koncentracioju intraartikuléaris alkalmazésra szant NaHA hidrogélek
formuldlhat6ak mind hdsterilezéssel, mind fagyasztva szaritassal.

A hidrogélek a hoésterilezés hatasara, koncentraciojuktdl fiiggden kiillonbozo
mértékii, részben irreverzibilis szerkezetvaltozast mutattak, amelyet mind a
makro-, mind a mikroszerkezet-vizsgald mddszerek eredményei alatamasztottak.
Kovetkezésképpen a hdsterilezés lehetdségét nem sziikséges minden esetben
elvetni.

A natrium-foszfat sokat tartalmazo hidrogélek fagyasztva szaritasaval kapott
mintak rendezett, 1étraszerli makroporézus szerkezetiik kovetkeztében gyorsabb
ujra gélesedést mutattak, mint a csak vizzel késziiltek. A gyors rekonstiticio

makro- és mikroszerkezeti vizsgéalatok alapjan magyarazhato.

A NaHA gélek hosterilezése és fagyasztva szdritdsa sordn végbemend szerkezeti

valtozasok feltdrasa hozzajarulhat a megfeleld gyartastechnologia kialakitasahoz annak

érdekében, hogy a készitmény hatékonysaganak (viszkoszupplementacid) alapjaul

szolgalo funkcionalis tulajdonsagat biztositsuk.
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