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1. Bevezetés

Az emulziok gyogyszertechnologiai jelentdsége vitathatatlan, mivel szamos
kiilonboz6 gydgyszerforma eldallitdsa soran hasznaljak dket, tobbek kozott
krémek, gélek, transzdermalis tapaszok vagy infuzidk formuldlasa soran. A
vizben rosszul vagy egyaltalan nem old6dé hatéanyagok [HA] formulalasara
megoldast nyujthat az emulzios forma alkalmazasa, igy a HA biohasznosulasa
is ndvelhetd, illetve helyileg alkalmazando készitmények esetén eldsegiti a HA
gyogyszerforma kiillemének, allaganak, izének és a HA eltarthatosaganak
javitasara.

Hatranyuk azonban, hogy stabilizalasukhoz kiilonboz6 feliiletaktiv anyagokat,
tenzideket alkalmaznak, amelyek rovidtavon irritacié okozoéi lehetnek, mind
kiilséleges, mind bels6leges alkalmazas esetén, hosszutavon pedig akar
karcinogén hatast is kivalthatnak.

A feliiletaktiv anyagok helyett biokompatibilis, szilard részecskéket is
alkalmazhatunk az emulziok stabilizalasara, ezaltal a feliiletaktiv anyagok
kéaros hatasai kikiiszobolhetdk lehetnek. A szilard részecskékkel stabilizalt
emulzidkat Pickering emulzidoknak nevezziik [PE]. Szamos kutatas bizonyitja,
hogy a HA biohasznosulasa PEbdl nagyobb mértékii, mint oldatokbol vagy
hagyomanyos emulziokbol, mind oralis mind topikalis terapiara szant
készitmények esetén, ami valdsziniileg annak kdszonhet6, hogy a PE cseppjeit
borito szilard részecskék preferaltan kotddnek a sejtekhez. A PE forma masik
elényos tulajdonsaga, hogy segitségével szabalyozott HA leadas is elérhetd,
amely a szabalyozhat6 cseppméretnek és a szilard részecskéken keresztiili, tn.
diffaz rétegen at torténd HA ledasnak koszonhetd.

A PEk fizikai kémiai tulajdonséagait (pl. termodinamikai- és kinetikai stabilitas,
emulzi6 tipusa, cseppméret) szdmos tényez0 befolyasolja, tobbek kozott az
emulziokat stabilizalo részecskék mérete, feliileti tulajdonsaga, az olajos €s
Vizes fazis aranya, a folytonos kozeg viszkozitasa, vagy a diszpergalt kdzeg
viszkozitasa és stirlisége.

Az illéolajok [IO] gyogyaszati alkalmazasa napjainkban is nagy
népszeriiségnek drvend, mivel tobb megbetegedés kezelésére és megel6zésére
is alkalmasak lehetnek, hatasukat ma mar kutatasokkal is alatamasztottak. Bar
az 10ak kedvez6 mellékhatas profillal rendelkeznek, alkalmazasuk mégsem
veszélytelen, hiszen irritacié €s allergias reakcio is felléphet alkalmazasukat
kovetden. Biztonsagos alkalmazasukhoz mikrobiologiai vizsgalatok elvégzése
és a hatdsmechanizmusuk pontos feltérképezése sziikséges. Mivel az 10ak
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lipofil tulajdonsagt anyagok, ezért emulzids formaban torténd alkalmazasuk, a
vizben nem o0ldédé HAhoz hasonléan elésegitheti biohasznosulasukat. Az
10ak formulalasra és tesztelésére a PE forma alkalmas lehet. El6nye a PEknak
a hagyomanyos emulziokkal szemben, hogy az 10 parolgasat csokkentik, o/v
tipust emulzid készitése esetén. Tovabba az o/v tipusu PEk alkalmazasa a
biologiai vizsgalatokat is megkonnyitheti, mivel azokat kivétel nélkiil vizes
kozegben végzik.

A PEk fent emlitett paramétereinek megfelelé valtoztatasaval,
finomhangolasaval olyan emulzios gyogyszerhordozo rendszert készithetiink,
amely alkalmas 10ak és vizben nem oldodé HA formulalasra, illetve az
alkalmazasnak megfelelé tulajdonsagokkal rendelkeznek, segitségilikkel
szabalyozott és célzott HA leadas is elérhetd.

2. Célkitizések

Munkédm soran olyan PEk elballitasara torekedtiink, amelyek alkalmasak
lehetnek 10ak és lipofil HA formulélasara, azok topikalis alkalmazasra. A
megfeleld gyogyszerhordozo rendszerek eldallitdsa soran figyelni kell arra,
hogy a PEk stabilitasa és cseppmérete mindig az alkalmazasnak megfeleld
legyen, tovabba segitségiikkel célzott HA leadas legyen elérhet6. A PEk
megfeleld fizikai kémiai tulajdonsagainak eléréséhez elsd 1épésben
méretpontos szilika nanorészecskék [SN] szintézisének elvégzését, majd azok
felilletmodositasat tiiztiik ki célul; az igy elkésziilt SNK felhasznalhatok PEk
stabilizalasara.

A nanotechnoldgia egyre nagyobb térhoditdsa miatt a mai napig tobb
kutatocsoport dolgozik azon, hogy megfeleld tulajdonsagu, lehetdség szerint
200 nm részecskeméret alatti, monodiszperz méreteloszlasi és szabalyos gomb
alaku Stober szilikat tudjanak eldallitani, minél nagyobb reprodukalhatosag
mellett. Feldolgozva szdmos publikacidét a témaban megallapitottuk, hogy
jelenleg nem all rendelkezésre olyan kdzlemény, amely lehetévé teszi a SNk
méretpontos szintézisét. Ez alatt azt értjiik, hogy nincs olyan szisztematikus
vizsgalat és eredmény, amely alapjan a kivant SN részecskemérethez
kapcsolodoan ki tudnank valasztani a reakcid egyes paramétereit, és
reprodukalhatoan szintetizalni azt. Ezért kutatomunkam soran célul tliztem ki
egy ilyen szisztematikus vizsgalat megvalositasat és  gyakorlati
alkalmazhatosaganak, reprodukalhatosaganak vizsgalatat. A kisérletek
paramétereinek tervezéséhez a jelenleg rendelkezésre all6 kutatési
eredményeket hasznaltam fel.



Mivel a formulalni kivant 10ak és lipofil HA fizikai kémiai tulajdonsagai
(stiriség, viszkozitas, feliileti fesziiltség) esetenként jelentésen kiilonboznek,
ezért empirikus uton hatarozzuk meg, hogy milyen méretii és feliileti
tulajdonsagu részecskékkel torténjen a PEKk stabilizalasa.

Kamilla és fehériirom 10 formulalasat tervezziik elvégezni, és a PEkat
felhaszndlni mikrobiologiai vizsgalatokra. A mikrobioldgiai kisérletek célja
tobbek kozott a PE formuldcid antibakteridlis és antifungalis hatdsanak
vizsgélata, melyhez Gram negativ, Gram pozitiv baktériumokat, tovabba sejtes
¢és fonalas gombakat is felhasznalunk. Tovabba vizsgalni kivanjuk, milyen
lehetséges hatdsmechanizmus felderitése érdekében célul thztiik ki a PEk és
sejtmodell koélcsonhatasanak vizsgalatat. A PE forma mellett hagyomanyos
emulzidkat és etanolos oldatokat is vizsgalunk minden egyes kisérletben, az
egyes formak hatasanak 6sszehasonlithatosaga érdekében.

A Streptococcus mutans fogaszati biofim helyi kezelését tiiztiik ki tovabbi
célul. A jelenleg forgalomban kaphato, biofilmek kezelésére szant szajvizek
szerves oldoszereket és felilletaktiv anyagokat tartalmaznak, melyek nem
kivant mellékhatasok okozoi lehetnek. Ezeknek a segédanyagoknak a
hasznalata kikiiszobolhetd, ha PE format alkalmazunk. Figyelembe véve a
Streptococcus mutans fogaszati biofilm fizikai kémiai tulajdonsagait, annak
kellemetlen mellékhatasok nélkiili kezelésére, a 0,3 pm méretnél kisebb
cseppmérettel rendelkezd, ofv tipusi PEk megoldast jelenthetnek. A PE
formulalashoz négy 10at valasztottunk, melyek mindegyike bizonyitottan
rendelkezik antibakterialis és biofilm degradacios hatassal: borsmenta (Mentha
X piperita L.), fahéj (Cinnamomum verum J. Presl.), kakukkfii (Thymus
vulgaris L.) és szegfliszeg (Syzygium aromaticum (L.) Merr. és Perry.). A
mikrobiologiai vizsgalatok mellett in vitro diffuzios vizsgalatokat is terveziink
elvégezni, melyben modell biofilm membrannal dolgozunk. Modell biofilm
membranként agar gélt valasztottunk, mivel annak hidrofil jellege és tortuézus
porozus szerkezete a S. mutans biofilm tulajdonsagaival nagymértékben
megegyezik. A PE forma mellett hagyomanyos emulziokat és etanolos
oldatokat is vizsgalunk minden egyes kisérletben, az egyes formak hatasainak
Osszehasonlithatosaga érdekében.

A masik, szintén topikalis terapiara szant PE formulaciot kordmgomba
kezelésére szanjuk, mely azol szarmazék és 10 kombinaciét tartalmaz, ezzel
varhatéan szinergista antifungalis hatas érhet6 el. Kisérleteinkhez az azol
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szarmazékok koziil tiokonazolt [TIO] valasztottunk, mivel széles spektrummal
rendelkezd antifungalis HA, amely a kdrom gombas fertdzéseinek a kezelésére
is alkalmas. Nenoff és kollégai megallapitottak, hogy a teafa 10 (Melaleuca
alternifolia [MA]) gatolja szamos, klinikailag izolalt gomba szaporodasat,
ezért javaslatot tettek annak topikalis, antifungalis terapiaban vald
alkalmazasara. Az o/v tipusu PE emulzid, mint gyogyszerforma alkalmazasa
koérdmlemezen keresztiil. Tovabba ha a PE cseppméretét megfelel6en alakitjuk,
a csepp atdiffundalhat a pérusos kdromlemezen, ezaltal eléri a fertézés valodi
helyét, a koromagybért. A célzott HA leadast in vitro diffuzios vizsgalatokkal
tervezziik vizsgalni, melyben modell kdrdomlemez membrant, és kompozit
membrant egyarant hasznalunk. A megfeleld PEk formulalasan é€s jellemzésén
kiviil, elvégezzilk azok mikrobiologiai vizsgalatat Candida albicans és
Trichophyton rubrum ellen, amelyek a koromgomba megbetegedésért
leginkabb felelés fajok. A PE forma mellett hagyomanyos emulzidkat és
etanolos oldatokat is vizsgalunk minden egyes kisérletben, az egyes formak
hatasanak 6sszehasonlithatosaga érdekében.

Kisérleteinkbdl és eredményeinkbdl Osszességében azt varjuk, hogy sikertil
olyan 10 és lipofil HA tartalm@t PEk el6allitasat elvégezni, melyek
tulajdonségaiknal fogva nem irritativak, stabil formulaciot eredményeznek és
hosszu tavon is alkalmazhatok topikalis terapidban.

3. Vizsgalati anyagok és modszerek

3.1.  Szilika nanorészecskék szintézise, feliiletmodositisa és
vizsgdlata

A SNk szintézise tetraetoxi-szilan [TEOS] etanolos kozegben végzett
hidrolizisével tortént, ammonium-hidroxid katalizator jelenlétében. A TEOS
koncentracidja minden esetben alland6é volt, ¢=0,26 mol/dm®. A reakci6
valtoztattam az alabbiak szerint:
- valtozd ammonia koncentracié 0,29-0,097 mol/dm® érték kozott,
allando viz koncentracié 5 mol/dm?, hémérséklet 25°C
- valtozo viz koncentracié 2-5 mol/dm? érték kozott, dllandé ammonia
koncentracié 0,29/0,194/0,097 mol/dm?, hdmérséklet 25°C
- valtozo homérséklet 25-50°C kozott, allanddo ammonia koncentraciod
0,29/0,194/0,097 mol/dm?, alland6 viz koncentracié 5 mol/dm?®
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A reakci6éidé minden esetben 24 ora volt, majd az elkésziilt SNket tovabbi
felhasznalasig az anyalugban taroltam. Minden kisérletet legalabb haromszor
ismételtem meg.

A szintézist kdvetden elvégeztem a SNk feliiletmodositasat kiilonbozo szilanol
szarmazékokkal (metil-, etil-, propil-, fenil-trietoxi-szilan). Annak érdekében,
hogy a feliilletmodositas jol szabalyozhato és lehet6ség szerint minél jobban
reprodukalhaté legyen, minden egyes kisérlet el6tt egyszerti, geometriai
megkozelitéssel kiszamoltuk, hogy a kivant feliileti boritottsag (%) eléréséhez,
hany mol szilanol szarmazékra van sziikség. A reakcid 6 oran at zajlott 25°C
hémérsékleten. A reakcid végeztével a SNket tartalmazd szuszpenzidobol
elparologtattam az ammoniat, folyamatos kevertetés mellett, 50°C-on. Az igy
elkésziilt, modositott SN szuszpenzidk aggregacid, illetve méret- vagy
morfoldgia valtozas nélkiil honapokig eltarthatok.

Az SNk részecskeméretét és részecskeméret eloszlasat dinamikus fényszoras
méréssel [Dynamic Light Scattering=DLS] vizsgaltam, alkoholos és vizes
kozegli szuszpenzidban egyarant. A DLS mérésekkel meghatarozott
eredmények alatamasztasanak érdekében, illetve a SNk alakjanak
meghatdrozdsa miatt, transzmisszios elektronmikroszképiai [TEM]
vizsgalatok is torténtek. A modositott SNket infravords spektroszkopiai
mérésekkel (IR) is vizsgaltam, melynek célja a felilletmodositas
sikerességének igazolasa volt.

3.1.1.  Méretpontos szilika nanorészecske szintézis — Statisztikai modszer

Microsoft Excel® program segitségével elemeztiik a kisérleti eredményeket,
melynek célja volt, hogy dsszefliggéseket keressiink a SN szintézisének reakciod
koriilményei €s a kapott részecskeméretek kozott; és vizsgaltuk, hogy a kapott
Osszefliggések alapjan méretpontosan tervezhet6-e a SN szintézis. A SN
szintézis koriilményei és a kialakult részecskeméret kozotti dsszefliggéseket
linearis regresszi6 segitségével kerestiik. A modellek illeszkedésének
megallapitdsdhoz meghatdroztuk a linedris regresszids egyiitthatot (R2), €s
megvizsgaltuk az egyes modellek konfidencia intervallumait, hogy
meghatarozzuk a modellek altal készitett elorejelzés pontossagat.

A statisztikai elemzéshez legalabb harom parhuzamos kisérlet eredményébdl
szamitott részecskeméretek atlagat és szoras értékeit hasznaltuk fel. A
statisztikai eredmények segitségével tovabbi kisérleteket terveztiink, és
vizsgaltuk a modszer gyakorlati alkalmazhatosagat.



3.2.  Hlloolajok formuldldsa mikrobiologiai vizsgdlatokhoz

3.21. Kamilla és fehériirom illoolajat tartalmazo Pickering emulziok
formulalasa

A formulalas soran alkalmazott 10 koncentraciok 0,1-3,5 mg/ml értékek kozott
valtoztak. Kamilla 10 esetén a PEk stabilizalasdhoz 20 nm méretii és 50%-ban
propil funkciés csoporttal modositott SNket [SOPR], illetve fehériirom 10
esetén 20%-ban propil funkcidés csoporttal modositott SNket [20PR]
hasznaltam. A SNk koncentracidja a kisérletek soran allandoé volt, 1 mg/ml.
Az emulgealas két 1épésben zajlott: az eléemulgealas soran ultrahangos kezelés
tortént, majd az igy kapott emulzidt tovabb emulgedltam UltraTurrax
segitségével. A PEkat tovabbi felhasznalasig szobahdémérsékleten (25°C),
fénytdl védett helyen taroltam. Minden formulalast legalabb haromszor
ismételtem meg.

3.2.2.  Pickering emulziok vizsgalata — Cseppméret, emulzié tipusa,
stabilitas

Vizsgaltam, hogyan valtozik az PEk cseppmérete ¢€s stabilitasa az 10
koncentraci6 fiiggvényében. A PEk cseppméretét és stabilitasat DLS méréssel
hataroztam meg, utobbinal idében kovetve a cseppméret esetleges valtozasat,
tovabba megfigyeltem, hogy idében valtozik-e a PEk kiilleme. Az emulzidkat
stabilnak tekintettem, amennyiben cseppméretiik legalabb 1 hétig nem
valtozott, tovabba nem lépett fel aggregacio vagy részecskék iilepedése, és
fazisszeparaci6 sem volt tapasztalhato.

Az emulzidk tipusat vezetéképesség mérésekkel hatdroztam meg. A
vizsgalatokhoz Gsszehasonlitdsként minden esetben megmértem a kiillonbozo
SN vizes szuszpenziok, illetve az ill6olajok vezetoképességét is.

3.2.3.  Pickering emulziok és sejtmembranok kézotti kolesénhatas vizsgalata
sejtmodellen

Az unilamellaris liposzomak egy foszfolipid kettosrétegbdl felépiild
vezikulumok, melyek alkalmasak sejtek vagy bioldgiai membranok
modellezésére. Sejtmodellként 3,5 pm atmérdjii unilamellaris liposzomakat
készitettem Alexander Moscho ¢és munkatirsainak munkéssaga nyoman,
fosztfatidil-kolin felhasznalasaval.

A sejtmodelles vizsgélatoknal célunk volt kiilonbdz6 formulédcidkat
Osszehasonlitani, igy készitettem hagyomanyos emulzidkat Tween80
feliiletaktiv anyaggal, illetve etanolos oldatokat is. A formulacidkban az 10ak
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koncentracioja azonos volt, a hagyomanyos emulziok Tween80 tartalma
megegyezett az PEk SN tartalmaval, ami 1 mg/ml. A hagyomanyos emulziok
emulgealasanal a paraméterek a PEk eléallitasaval teljesen egyeztek.

A vizsgalatoknal megfeleld6 mennyiségli unilamellaris liposzomat és mintat
kevertettem 24 vagy 48 6ran at 37°C vagy 30°C-on, igy a mérési koriilmények
megegyeztek a baktériumokkal, illetve gombakkal végzett mikrobiologiai
vizsgélatok paramétereivel. A liposzémak kamilla és fehériirdm IO tartalmat 1,
2 és 24 vagy 1, 2, 24 és 48 ora elteltével, UV-Vis spektrofotometrias méréssel
hataroztam meg. Minden esetben harom parhuzamos mérést végeztem.

3.2.4.  Mikrobiologiai vizsgalatok

A mikrobiologiai vizsgalatok soran az alabbi korokozokkal dolgoztunk:
Escherichia coli PMC 201, Pseudomonas aeruginosa PMC 103, Bacillus
subtilis SZMC 0209, Staphylococcus aureus ATCC 29213, Streptococcus
pyogenes SZMC 0119, Schizosaccharomyces pombe ATCC 38366, Candida
albicans ATCC 1001, Candida tropicalis SZMC 1368, Candida dubliniensis
SZMC 1470, Candida krusei SZMCO0779. Meghataroztuk az 10ak kiilonb6z6
formulacidoinak MICg és MECio értékét, tovabba mikrobialis oxidativ
egyensulyi vizsgalatokat, id6é-halalozasi kinetikai méréseket, a sejtek
életképességének diszkriminativ vizsgalatat, illetve egyes gombafajok esetén
biofilm degradacios kisérleteket végeztiink el.

3.3.  Streptococcus mutans fogdszati biofilm kezelése Pickering
emulziokkal

3.3.1.  Kiilonbozé illoolajat tartalmazo Pickering emulziok formuldlasa

A kisérletek soran borsmenta (Mentha x piperita L.), fahéj (Cinnamomum
verum J. Presl.), kakukkfii (Thymus vulgaris L.) és szegfliszeg (Syzygium
aromaticum (L.) Merr. és Perry) IOkal dolgoztam. A formulalds soran
alkalmazott illéolaj koncentracidé tartomany megfelelt az Gn. cséhigitasos
eljaras soran hasznalt koncentracid tartomanynak, amellyel a kiilonb6z6
illdolajok  minimalis  gatlasi  koncentraciojat  [Minimum Inhibitory
Concentration=MIC] lehet meghatarozni adott koérokozokra nézve. Az
alkalmazott 10 koncentraciok ennek megfeleléen 0,05-2,00 mg/ml értékek
kozott valtoztak fahéj, kakukkfli és szegfliszeg 10 esetén, mig borsment IOnal

0,15-3,25 mg/ml k6zott.



A PEk stabilizalasdhoz 20 nm méretli és 20%-ban etil funkcids csoporttal
modositott SNket [20ET] hasznaltam, melyek koncentracidja a kisérletek soran
allandé volt, 1 mg/ml.

Az emulgealas két 1épésben zajlott: az eldemulgealas soran ultrahangos kezelés
tortént, majd az igy kapott emulzidt tovabb emulgealtam UltraTurrax
segitségével. A PEkat tovabbi felhasznalasig szobahdmérsékleten (25°C),
fénytdl védett helyen taroltam. Minden formulalast legalabb haromszor
ismételtem meg.

3.3.2.  Pickering emulziok vizsgdalata — Cseppméret, emulzio tipusa,
stabilitas

Az emulziok vizsgalata a 3.3.2. fejezetben leirtakkal azonos modon tortént.
3.3.3.  Biofilm degradaciojanak in vitro vizsgalata

A biofilm degradaciods kisérletek Peeters ¢s kollégai munkajanak metodikajan
alapulnak, kristalyibolya festés alkalmazasaval.

3.3.4.  Invitro diffuzios vizsgalatok modell biofilmen

Az in vitro diffuzios vizsgalatok soran a mintak 10 tartalma megegyezett az in
vitro biofilm degradacios kisérletek soran alkalmazott koncentracio értékekkel,
azaz a MIC felével [MIC/2], melyet el6zdleg csohigitasos modszerrel
allapitottunk meg. A MIC/2 koncentracio értékek az alabbiak: borsmenta 0,98
mg/ml, fahéj 0,4 mg/ml, kakukkfii 0,20 mg/ml, szegfiiszeg 0,51 mg/ml. A
vizsgalatok soran célunk volt dsszehasonlitani kiillonb6z6 formulacidkat, igy
Tween80 feliiletaktiv anyaggal stabilizalt emulzidkat és etanolos oldatokat is
készitettiink.

A biofilm modellen végzett diffuzios vizsgalatokat az in vitro biofilm
degradacios kisérleteknek megfelels, 37°C-os hdémérsékleten, statikus,
vertikdlis Franz diffizidos cellakban végeztem, hat parhuzamos cellat
alkalmazva. A biofilm modell membran 2,1 mm vastag 2 m/m%-os agar gél
volt, melynek effektiv penetracios teriilete 2,54 cm?, a receptor folyadék PBS
puffer volt. A vizsgalat id6tartama 6 Ora volt, mintavétel az els6 fél oraban,
majd minden egész oOraban tortént. A mintak illoolaj tartalmat UV-Vis
spektroszkopiai vizsgalattal hataroztam meg.



3.4.  Koromgomba helyi kezelése teafa illoolajat és tiokonazol
hatéoanyagot tartalmazo Pickering emulzioval

3.4.1. Teafa illoolaj gazkromatografias analizise

Az MA minta statikus géztéranalizise szilard fazist mikroextrakcioval (SHS-
SPME) tortént, majd ezt kovette a gazkromatografia és tomegspektrometria
(GC-MS) analizis. Az adatokat MSD ChemStation D.02.00.275 software
segitségével értékeltiik ki. A komponensek azonositdsa sordn a retencids
adatokat és tomegspektrumokat a NIST 2.0 konyvtar adataival hasonlitottuk
Ossze, a szazalékos értékelést a csucs alatti teriilet normalizaciojaval végeztiik
el.

3.4.2. Tiokonazol oldhatosaganak meghatarozasa teafa illoolajban

Miutan elvégeztiik az MA géazkromatografids analizisét, és megallapitottuk
melyek a fokomponensei, elvégeztiik a tiokonazol Hansen-féle oldhatosagi
paramétereinek szamitasat, melyhez az 5.0.11 Hansen Solubility Parameters in
Practice (HSPiP) szoftvert hasznaltuk. Az angol betliszObol szarmazo, Gn.
SMILES azonositojat hasznaltuk fel a fokomponenseknek és a tiokonazolnak
[SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification, azaz
egyszerusitett, begépelheté molekula-leiré rendszer], melyeket a PubChem
weboldal adatbazisabol vettlink.

A TIO kinetikai oldhatésagat vizzel telitett MAban, olddszer addicios
moddszerrel  hataroztam meg. A  harom  parhuzamos  kisérletet
szobahémérsékleten (25°C) végeztem el. A szuszpenzio allapotat, illetve a
szuszpenzid-valodi oldat kozotti atmenetet DLS méréssel és vizualis
megfigyeléssel vizsgaltam. DLS mérés esetén manualis korrelaciot
alkalmaztam, amellyel a mérési paraméterek allando értéken tarthatok, igy a
szuszpenzid-valdodi oldat k6zotti atmenet egyértelmiien megfigyelheto.

3.4.3. Teafa illéolaj és tiokonazol tartalmu Pickering emulziok formuldlasa

Els6 1épésben tiszta MAval dolgoztam, a PEk formuladlasdhoz kiilonb6z6
méretli, tovabba kiilonbozé funkcidos csoporttal és valtozo feliileti
boritottsagban modositott SNket hasznaltam fel. Arra vonatkozoan is végeztem
kisérleteket, hogy miként befolyasolja a SN koncentracio, illetve az
emulgealasi energia valtoztatasa a PEk cseppméretét és stabilitdsat. Minden
kisérletet legalabb haromszor ismételtem meg.

MA ¢és TIO 20 m/m% olajos fazis esetén is a PEk stabilizadlasdhoz harom
kiilonb6z6, 20, 50 és 100 nm méretli, 20%-ban etil funkcids csoporttal
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modositott SNket hasznaltam fel [20ET, 50ET, 100ET], mivel el6kisérleteim
soran ezek bizonyultak megfeleld stabilizalo agensnek. A SNk koncentracigja
17,9 mg/ml érték kozott valtoztattam.

Az emulgealas két 1épésben zajlott: az eldemulgealas soran ultrahangos kezelés
tortént, majd az igy kapott emulzidt tovabb emulgedltam UltraTurrax
segitségével. A PEkat tovabbi felhaszndlasig szobahdémérsékleten (25°C),
fénytdl védett helyen taroltam. Minden formulalast legalabb haromszor
ismételtem meg.

3.4.4.  Pickering emulziok tulajdonsagainak meghatarozasa — Cseppméret,
emulzio tipusa, stabilitas

Az emulzidk vizsgalata a 3.3.2. fejezetben leirtakkal azonos méodon tortént, az
alabbi kiegészitésekkel.

Mivel a PEk stabilitasat szamos tényezé befolyasolhatja, tobbek kozott az
olajos fazis fizikai kémiai paramétereinek valtozasa, ezért meghataroztam,
miként valtozik a MA dinamikus viszkozitasa, ha 20 m/m% mennyiségben
TIOt tartalmaz. A méréseket Ostwald-Fenske Kapillaris viszkoziméterrel
végeztem el, 25°C homérsékleten, harom parhuzamos vizsgalattal.

3.4.5.  Pickering emulziok in vitro diffuzios vizsgalata kérommodellen

Az in vitro diffazids vizsgalatoknal célunk volt kiilonb6z6 formulaciokat
Osszehasonlitani, igy készitettem Tween80 feliiletaktiv anyaggal stabilizalt
emulziokat, illetve etanolos oldatokat is. A formulacidkban az olajos fazis
koncentracidja azonos volt, a hagyomanyos emulziok Tween80 koncentracidja
Az invitro vizsgalatokhoz 2,1 mm vastag, 6 m/m% agar gélt hasznaltam, illetve
az agar gélt kombinaltam 0,8 mm vastag cellul6z-acetat membrannal. Mindkét
membran effektiv penetracios teriilete 2,54 cm? volt. Az agar gélt minden egyes
vizsgalat eldtt frissen készitettem el.

A diffuzios vizsgalatokat statikus, vertikalis Franz cellaban végeztem 32°C-on,
melyek effektiv penetracios teriilete 2,54 cm?, a receptor folyadék PBS puffer
volt. A mérés idGtartama 2 ora volt, mintavételezés az 5, 10, 15, 30, 60, 90 és
vizsgaltam.

A mintak TIO tartalmat HPLC mérésekkel allapitottuk meg, a metodika Bagary
és kollégainak munkajan alapul.
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3.4.6. Mikrobioldgiai vizsgalatok Trichophyton rubrum és Candida albicans
gombafajokon

A kordomgombas megbetegedésekért leginkabb felelés két gombafajjal
dolgoztunk: Trichophyton rubrum (T. rubrum) DSM 21146 és Candida
albicans (C. albicans).

Kisérleteink soran mar korabban leirt metodikakat kovettiink a T. rubrum és C.
5-108 spora/ml értékre allitottunk be, C. albicans esetén 1-10° sejt/ml értékre,
melyek pontos meghatarozasa Biirker sejtszamlalé kamraval, illetve
turbidimetrias méréssel tortént 520 nm hullamhosszon.

Az antifungalis aktivitds megallapitasahoz a T. rubrum és C. albicans
minimalis  gatldsi  koncentraci6  értékének  [Minimal  Inhibitory
Concentration=MIC] és minimalis fungicid koncentracio értékének [Minimal
Fungicid Conentration=MFC] meghatarozasat végeztiik el. A TIO és MA
etanolos oldatan kiviil kiilonb6zé SNkel stabilizalt PEkat és hagyomanyos
emulzidkat egyarant teszteltiink a 0,5-300 pg/ml koncentracio tartomanyban.
Minden kisérletet hatszor ismételtink meg. Az MFC értékben azt a
legalacsonyabb hatéanyag koncentraciot tekintettik, ahol mar nem
tapasztaltunk gomba novekedést (>99.9% novekedés gatlas).

A mikrobioldgiai vizsgalatokhoz a statisztikai kiértékelést OriginPro7®
szoftverrel végeztikk el, fliggetlen mintas varianciaanalizist (Gn. egyutas
ANOVA) alkalmazva, a szignifikancia szint p< 0.05 érték volt.

4. Eredmények és kovetkeztetések

4.1, Szilika nanorészecskéek méretpontos szintézise,
feliiletmodositasa és vizsgalata

Elsoként vizsgaltam azt, hogyan hat az ammonia, mint katalizator
allandé hémérsékleten végeztem el, 25°C-on, a viz koncentracidja allando volt
(5 mol/dm?®). A kisérleti eredmények azt mutatjak, hogy 0,019 mol/dm?®
ammonia koncentracio alatt nem alakulnak ki részecskék, ezért a tovabbiakban
a 0,291-0,097 mol/dm® koncentracié tartomanyban vizsgalodtunk, ahol a
méretek 190,8-27,05 nm kozott alakultak. Ebben a tartoméanyban a szintézis
nagy Kkitermeléssel végezhetd el (>80 %), a SNk részecskeméret eloszlasa
monodiszperz, amelyet a TEM felvételek is megerGsitettek, illetve mindegyik
szabalyos gomb alaku.
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A hoémérséklet hatasanak vizsgalatakor a 25-50°C kozotti tartomanyban
végeztem el a reakciokat. Az eredmények alapjan elmondhato, hogy névelve a
reakcido homérsékletét a SNk mérete csokken, melynek mértéke valtozod az
egyes ammoénia koncentraciok esetén. 0,291 mol/dm® értéknél a
részecskeméret 190,8-69,3 nm ko6zott valtozik; alacsonyabb koncentracional,
azaz 0,194 mol/dm? értéknél a részecskeméret 99,1-30,2 nm kozott; illetve a
legalacsonyabb koncentracional, 0,097 mol/dm?, az értékek 27,1-61 nm kozott
valtoznak. Minden kisérletet legalabb haromszor ismételtem meg, és a szoras
értekek alapjan ugy taldltuk, hogy a reakciok reprodukalhatosaga kivalo,
tovabba a részecskék monodiszperz méreteloszlastiak (PDlpis: 0,002-0,091).
Utobbit alatamasztjadk a TEM felvételek is, melyek alapjan megallapithato,
hogy a hdmérséklet nem befolyasolja az alakjukat, minden esetben szabalyos
gomb alakia részecskék allithatok el6. Az eredményeket tanulmanyozva
linearis Osszefiiggést talaltunk a SNk mérete és a reakcido hdmérséklete kozott,
melyet méretpontos kisérlettervezésre hasznaltunk fel.

s

s

hémérsékletével kapcsolatos kisérletek esetén, itt is megfigyelhetd, hogy a
részecskeméret csokkenésének mértéke valtozik, ha az ammonia
koncentracidja valtozik. 0,291 mol/dm® ammoénia koncentracié esetén a SNk
mérete 190,80-52,18 nm kozott alakul az 5-2 mol/dm® viz koncentracio
tartomanyban; 0,194 mol/dm® koncentraci6 esetén a méretek 99,0-27,81 nm
kodzott valtoznak; mig 0,097 mol/dm? koncentracional a véltozas 27,10-6,92 nm
kozott figyelhetd meg. A SNk polidiszperzitasi indexe itt mar joval nagyobb
értékek kozott valtozik, mint a korabbi kisérletek esetén, amely akar 0,250 is
lehet. A TEM felvételek is igazoljak, hogy a kevesebb, mint 3 mol/dm?® vizzel
szintetizalt SNk nagyon polidiszperz méreteloszlasuak, illetve szabalytalan
alakuak. Ebben az esetben is megfigyeltiink linearis dsszefiiggést a SNk mérete
¢s a reakcio soran alkalmazott viz koncentracidja kozott, azonban az adatokat
nem hasznaltuk fel méretpontos kisérlettervezésre a jelentds alakvaltozas miatt.
A linedris regresszids egyenesek segitségével harom kiilonb6z6 hdmérséklet
értékre (32, 43 és 48°C) szamoltuk ki a részecskeméretet, majd a SN
szintéziseket el is végeztik ezen paraméterekkel. Eredményeink alapjan
kijelenthetd, hogy a szamolt és kisérleti eredmények jo egyezést mutatnak. Ezt
kovetden statisztikai elemzést végeztiink, célunk volt, hogy megadjuk, milyen

megbizhatosaggal végezhetd el a méretpontos SN szintézis. Osszességében
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elmondhat6, hogy a hémérséklet pontos szabalyozasa lehetdvé teszi kivant
részecskeméretli SNk eléallitasat. A kiilonbdz6 ammonia koncentracio értékek
esetén mas-mas részecskeméret intervallumban tervezhetiink. 0,291 mol/dm?
ammonia koncentracio értéknél 65 és 200 nm kozott tervezhetd a méret, 0,194
mol/dm? értéknél 30 és 100 nm kozott, mig 0,097 mol/dm? koncentraciénal 30
nm alatti SNk szintetizalhatok, ahol a méretek egészen finomhangolasa
lehetséges 6,1-22,5 nm mérettartomanyban.

Mivel a SNket PEk stabilizal6 dgensének szanjuk, ezért sziikség volt a feliiletiik
modositasara, hogy a kezdetben csak —OH funkcios csoportokat tartalmazo,
ezaltal rendkiviil hidrofil SNk feliileti tulajdonsagait, azaz hidrofil-lipofil
jellegét valtoztatni tudjuk. Mivel az SNket kiilonb6z6 10Kkat tartalmazd PEk
stabilizalasahoz szeretnénk a tovabbiakban felhaszndlni, ezért kiilonb6zd
funkcios csoportokkal (metil-, etil-, propil- és fenil) és kiilonb6zé mértékben
boritott (10-50%) részecskét allitottunk eld.

Az eredmények alapjan a SNk részecskemérete és polidiszperzitasi indexe nem
valtozott jelentésen a felilletmodositas hatdsara. A  DLS mérések
felvételeket is készitettiink, melyeken jol latszik, hogy a részecskék valoban
megoérizték méretiiket €és diszperzitas fokukat, illetve szabalyos gomb
alakjukat.

A SNk felilet modositasanak sikerességet infravords spektroszkopia
mérésekkel igazoltuk. A feliilletmodositas nélkiili, azaz hidrofil SN infravords
spektruman egyértelmiien beazonosithatd a sziloxan lancokra jellemzé Gsszes
vegyértékrezgés. A feliiletmodositds hatasara a spektrumon megjelennek az
alifas -CHs, illetve —CH, csoportokra jellemz6 aszimmetrikus és szimmetrikus
vegyértékrezgések, melyek intenzitisa nd a funkcids csoportok
szénatomszamanak novekedésével. A feliiletmodositast igazolja tovabba, hogy
a Si-O-Si aszimmetrikus és szimmetrikus vegyértékrezgések estén a csticsok
intenzitasa csokken a hidrofil SN értékeihez viszonyitva, illetve csdkkend
tendencia figyelhet6 meg a felilletet boritdé funkcidos csoportok
szénatomszamanak novekedésével.

4.2.  Illoolajok formulalisa mikrobiologiai vizsgalatokhoz

A kamilla és fehérlirom 10ak formulalasa esetén PEk cseppméretei 160-1450
nm kozott alakultak, szoras értékei pedig 1,2-11,4% kozott. Stabilitasuk

s

tovabba legalabb 3 honapig megdrizték cseppméretiiket.
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Az emulziok tipusat vezetOképesség méréssel hatdroztam meg. A
vezetOképesség értékek a kiilonb6zé SN vizes szuszpenzidkra az alabbiak:
20PR 223,5 uS-cm™ és 50PR 193,2 pS-em™. A tiszta kamilla és fehériirdm
10ak vezetdképesség értékei 0,018 uS-cm™ és 0,056 puS-cm™. A PEk esetén
mért értékek 162,0-212,0 uS-cm* kozott alakultak, melyek egyértelmiien arra
utalnak, hogy mindegyik PE o/v tipusti emulzio.

4.2.2.  Pickering emulziok és sejtmembranok kézotti kolcsénhatas vizsgalata
sejtmodellen

Ebben a kisérletben célunk volt megvizsgalni, hogy a kamilla és fehériirom 10
kiilonb6z6 formulaciodi esetén milyen az intracellularis hatéanyag leadas, mely
esetiinkben 10 leadast jelent.

Kamilla 10 vizsgalatanal 24 oras kisérleteket végeztem 37°C-on, amely
megegyezik a baktériumokkal végzett kisérletek koriilményeivel. Az elsd
mintavétel 1 orat kdvetden tortént, itt a PEbol 27,2% 10 penetralt keresztiil a
sejtmembranon, mig a hagyomanyos emulziébol és az oldatos mintakbol nem
penetralt detektalhat6é 10 mennyiség. A kovetkezd mintavétel 2 6ra utan tortént,
ahol a PEbol mar 48,3% 10 leadast mértiink, hagyomanyos emulzi6 esetén ez
az érték csupan 0,5% volt, mig az etanolos oldatnal tovabbra sem volt mérhetd
mennyiség. Az utolsd, 24 orat kovetd mintavétel soran a PEbol 82,2% 10
tavozott, a hagyomanyos emulziébol 66,8%, az etanolos oldatbdl pedig 32,5%.
Fehériirom 10 estén két kiilonb6zé vizsgalatot végeztiink a formulacidk és
unilamellaris lipszomak kozott; az egyik esetben 24 oran at tortént a kisérlet
37°C-on, a masik esetben 48 o6ran at, 30°C-on. Elébbi a kiilonbozd
baktériumokkal torténd kolcsonhatast, utobbi a sejtes gombakkal torténd
kolcsonhatast modellezi. Mindegyik reakciokoriilmény kozott PEk esetén
mértem a legnagyobb értékeket, a fehériirdm 10 koncentracid az unilamellaris
liposzémak belsd, vizes fazisaban 29,8% volt 48 orat kovetéen 30°C-on, és
59,2% 24 ora utan 37°C-on. A hagyomanyos emulziés formaknal ezek az
értékek 25,0% és 27,3%-nak adodtak, mig a legkisebb értékeket az etanolos
oldatoknal mértem.

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy kamilla és fehériirom 10 esetén
egyarant a PEk bizonyultak a leghatdsosabbnak a kiilonb6z6é formulacidok
koziil, amelyekb6l mar rovid id6 utan jelentés mértéki az 10 penetracidja a
sejtmembranon keresztiil.

A kamilla és fehérirom 10ak felhasznalasaval késziilt PEk, HEk és oldatos
formulaciok mikrobiologiai eredményei egy masik PhD disszertacio alapjat
képezik, ezért ezekrdl részletes informaciok a relevans kdzleményeinkben
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olvashatok. Osszességében elmondhato, hogy a PEk kiemelkedd antifungalis
¢és antibakterialis hatassal rendelkeznek a hagyomanyos emulzidhoz vagy
etanolos oldathoz képest. Mivel a mikrobioldgiai vizsgalatok eredményei jo
egyezést mutatnak a sejtmodellen végzett kisérletekkel, ezért feltételezhetjiik,
hogy a PEk nagyobb hatékonysdga a sejtmembranon keresztiil torténd
effektivebb penetracionak koszonhetd.

4.3.  Streptococcus mutans fogaszati biofilm kezelése Pickering
emulziokkal

43.1. Kiilénbozé illoolajat tartalmazo Pickering emulziok formulalasa és
vizsgalata

A kiilonbdz6 10akbol késziilt PEk vizsgalatainak eredményei azt mutatjak,
novelésével, PEk és hagyomanyos emulziok esetén egyarant. A PEk stabilitasa
egyértelmiien jobb, mint a hagyomanyos emulzioké, a kakukkfii és borsmenta
I0bol késziilt PEk mutatkoztak a legstabilabbnak, amelyek cseppmérete és
kiilleme t6bb mint 4 honapig nem valtozott, mig ugyanezen olajokbol késziilt
hagyomanyos emulziok stabilitasa csupan 4 illetve 2 hét volt. A PEk
cseppmérete borsmenta IO esetén 295-1445 nm, fahéj 10 esetén 196-3100 nm,
kakukkfti IOnal 155-1680 nm, szegfiiszeg IO esetén pedig 180-4300 nm kozott
alakult, a cseppméretek szoras értékei 1,8-8,3% kozott alakultak.

Az emulziok tipusat vezetoképességgel hataroztam meg. A 20ET SNk
vezet6képessége 2150 pS:em™, a hagyomanyos emulzid stabilizalo
agensének, azaz a Tween80 vizes oldatanak vezetSképessége 199,8 nS-cm™.
A Kkiilonbdz6 10ak vezetdképessége: borsmenta 0,071 pS-cm™, fahéj 0,043
uS-em™?, kakukkfii 0,065 pS-cm™, szegfiiszeg 0,048 pS-cm™. A PEK
vezetOképességének értékei 9sszességében 110,5-269,0 uS-cm™1 érték kozott
alakultak, amely egyértelmiien arra utal, hogy mindegyik PE o/v tipust
emulzio.

4.3.2.  Biofilm degradaciojanak in vitro vizsgalata

egy masik PhD disszertaci6 alapjat képezik, ezért ezekrdl részletes informaciok
a relevans kézleményiinkben olvashatok. Osszességében elmondhato, hogy a
fahéj 10 PE formajaval sikeriilt a legjobb eredményeket elérni, ebben az
esetben a Streptococcus mutans okozta biofilm degradacié 85,9%-0s volt.
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4.3.3. Invitro diffuzios vizsgalat biofilm modell membranon

A biofilm modell membranon végzett diffuzios kisérletek célja az volt, hogy
Osszefliggést talaljunk az in vitro biofilm degradacios kisérletek eredményei és
a kiilonb6zd 10 formulaciok diffuzios viselkedése kozott. Mivel a PEk és
hagyoményos emulziok cseppmérete az egyes 10aknal kdzel egyezett, ezért
feltételezhetd, hogy eltérd diffuzios viselkedésiiket az eltérd kolloidkémiai
tulajdonsagaik okozzak. A biofilm modell membranon atdiffundalt illoolaj
mennyiséget kumulativ 10 mennyiségben fejeztem ki [KM, %].
Altalanossagban elmondhaté, hogy minden 10 esetén a PE formabol torténik
legnagyobb mennyiségben a diffizid, majd ezt koveti hagyomanyos emulzids
forma €s az etanolos oldat. Annak ellenére, hogy a kakukkfii |0 MIC értéke a
legkisebb, ami a legjobb antibakterialis hatasra utalna, a biofilm degradacios
készsége alacsony, ami jo egyezést mutat a diffizios tulajdonsagaval. Ebben
az esetben ugyanis etanolos oldat esetén a biofilm modell membranon
atdiffundalt KM mennyisége nem is mérhetd (<LOD), illetve hagyomanyos
emulzid és PE esetén is alacsonyak az értékek, 9,4 és 18,9%. A legnagyobb
KM értékek borsmenta 10 esetén adodtak, mely PE formanal, tobb mint 80%
volt. Fahéj 10 esetében a KM érték 51,4%, bar a borsmenta PE KM értéke joval
magasabb, mégis utdbbival érhetd el a leghatékonyabb biofilm degradacio. A
jelenséget magyarazhatja, hogy fahéj 10 MIC értéke alacsonyabb, mint a
borsmenta olajaé.

Osszességében elmondhat6, hogy az in vitro biofilm degradacios és in vitro
difftziés vizsgalatok eredményei azt mutatjdk, hogy a megfeleld
hidrofil/lipofil karakterrel rendelkezd részecskékkel torténd PE stabilizalas
hozzajarulhat a megfelelé mennyiségii 10 célba juttatasahoz.

4.4.  Koromgomba helyi kezelése teafa illoolajat és tiokonazolt
tartalmazo Pickering emulziokkal
441, Teafailloolaj gazkromatogrdfias analizisének eredménye

Az MA komponensek azonositdsa standard vegyliletek retencids idejének
Osszevetésével és pontosan ismert Osszetételi MA  elemzésének
Osszehasonlitasaval tortént. Két fokomponenst azonositottunk be, melyek a p-
cimén 35,2%-ban, illetve a terpinén-4-ol 32,5%-ban.

4.4.2. Tiokonazol oldhatosaganak meghatarozasa teafa illoolajban

A Hansen-féle oldhatosagi paraméterek szamitasa alapjan egyértelmiien
kijelenthettiik, hogy a TIOt megfelel6 mennyiségben lehet MAban oldani. Ezt
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alatimasztja a kinetikai oldhatésdg meghatarozasanak eredménye is, amely
szerint a TIO maximalis oldhatosaga 0,213 mg/ml érték volt, ami 23,8 m/m%
koncentracionak felel meg. Ennek alapjan a PEk formulalasa soran kicsivel a
maximalis oldhatosagi érték alatt maradva, 20 m/m% koncentracioban
dolgoztunk.

4.4.3. Teafaolaj és tiokonazol tartalmu Pickering emulziok formuldlasa és
vizsgalata
Munkém soran megvizsgaltam, miként hat a PEk cseppméretére és stabilitasara

s

Binks ¢és Horozov kutatasaik soran kimutattdk, hogy a PEk cseppméretét
befolyasolni lehet a stabilizalo részecskék méretének valtoztatasaval, ha a tobbi
paramétert, tobbek kozott az olajos és vizes fazis aranyat allando értéken
tartjuk. Az altaluk leirt jelenség a mi kisérleti eredményeinkben is
megfigyelhetd, mind a MA és TIO MA olajos fazis felhasznalasaval késziilt
PEk esetén is. Ugyanazon olajos fazis koncentracid esetén a cseppméret
novekszik, ha a PEkat stabilizal6 SNk mérete n6, mely tendencia az altalunk
vizsgalt teljes koncentracid tartomanyban érvényes. A kiilonb6z6 méretti SNk
alkalmazéasa nem csak a cseppméretre, hanem a stabilitasra is hatassal van.
Eredményeink alapjan megfigyelhetd, hogy a kisebb részecskeméret esetén
stabilabb emulziot kapunk, ugyanazon olajos fazis koncentracio értéknél.

Ha 6sszehasonlitjuk a MA felhasznalasaval késziilt PEk tulajdonsagait a TIO
MA olajos fazissal késziilt PEkéval, lathatjuk, hogy a cseppméret-stabilizalo
SN méret és cseppméret-olajos fazis koncentracid dsszefiiggések a fent leirt
tendenciat mutatjak. Ugyanazon olajos fazis koncentracional végezve az
eredmények Osszehasonlitasat megfigyelhetjik, hogy a cseppméret
szignifikansan nem valtozik, azonban a stabilitas jelentésen csokken.
Valoszintileg azért nincs jelentds valtozas a PEk cseppméretében, amikor MA
helyett TIO MA oldatat hasznaljuk, mert a fébb paraméterek, azaz az
emulgedlas koriilményei, a stabilizdlashoz hasznalt SNk mérete és feliileti
illetve az olajos fazis viszkozitas értéke és stirisége is kozel allandé marad, a
TIO oldésat kdvetden is.

Tovabb vizsgalva a cseppméretet megallapitottuk, hogy a 20ET PEK esetén
linearis &sszefiiggés van a cseppméret ¢és az olajos fazis koncentracioja kozott.
MA olajos fazis esetén 0,9-7,16 mg/ml, mig MA TIO olajos fazis esetén 0,9-
5,37 mg/ml koncentracié tartomanyban figyelheté meg a linearitas. A linearis
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Osszefiiggéseket felhasznalva kiszamoltuk a tervezett cseppmérethez tartozd
részecskék alkalmazasaval a PEk cseppmérete jol tervezhetd, amely
hozzajarulhat célzott HA leadast PEk készitéséhez.

A PEk tipusat vezet6képesség méréssel hataroztam meg. A vezetdképesség
értékek a kiilonbozé SN vizes szuszpenziokra az alabbiak: 215,0, 211,4, és
268,3 pS.em™ 20ET, S0ET és 100ET részecskék esetén. Az MA
vezetdképessége 0,058 uS-cm™, mig az MA TIO oldatdé 0,063 uS-cm™
értéknek adodott. A PEk vezetdképességének értékei Osszességében 139,9-
263,9 pS-cm—1 kozott alakultak, amely egyértelmiien arra utal, hogy
mindegyik PE o/v tipust emulzio.

4.4.4.  Invitro diffuzios vizsgalatok kérémmodellen

A vizsgalatok soran célunk volt a kiilonbozé formulaciok diffuzios
tulajdonsdgainak Osszehasonlitdsa, ezért a PEkon kiviil hagyomanyos
emulzidkat és etanolos oldatot is készitettem. A PEKat stabilizalo részecské
eltér6 méretébdl adodoan mas-mas cseppmérettel rendelkeztek, az alabbiak
szerint: PE 20ET Desepp=1850 nm, a PE 50ET Dcsepp=2380 nm, PE 100ET
Desepp=3090 nm. A hagyomanyos emulzidk cseppmérete 2470 nm volt, amely
Osszevethetd a PEkéval, igy feltételezhetjiik, hogy az eltéré diffuzios
viselkedésiik a kiilonb6zé kolloid rendszerek tulajdonsagaibol adodik. A
formulaciokban az olajos fazis koncentracidja azonos volt, 17,91 mg/ml, ami
3,58 mg/ml TIO hatdanyagot jelent.

A kisérleti eredmények PEk esetén sokkal hatékonyabb TIO diffuziot mutattak
az agar membranon keresztiil (PE 20ET KM=89,88%), mint a hagyomanyos
emulzi6 (KM=35,02%) vagy etanolos oldat esetén (KM=18,33%). Tovabba
megfigyelhetd, hogy minél kisebb a PE cseppmérete, annal tobb HA képes
atdiffundalni az agar membranon; 1850 nm esetén a KM 89,88%, mig 3090 nm
cseppméretnél csak 45,22%.

A kompozit membranon torténd vizsgalddas esetén megallapitottuk, hogy az
oldatos mintabdl gyakorlatilag a teljes TIO mennyiség keresztiiljut a
membranon, és csak nagyon kis mennyiség marad a célteriileten, azaz a modell
koromagybdr feliiletén (2,4%). A PE 20ET minta esetén ez az érték joval
kedvezdbb: agar gélen a TTIO 89,88%-a jutott keresztiil, a kompozit membranon
pedig csupan 5,7%, igy a tobbi TIO tartalom, azaz 84,18% a célteriileten
maradt. Ez a mennyiség PE 50ET esetén 61,1%, mig PE 100ET esetén 45,13%.
Az eredmények alapjan tehat kijelenthetjiik, hogy PEk alkalmazasaval elérhetd
a célul kittzott, célzott HA leadas.
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4.45. T rubrum és C. albicans gombafajokon végzett mikrobiologiai
vizsgalatok eredményei

A T. rubrum és C. albicans gombafajokra meghataroztuk az MIC és MFC
értékeket. Az etanolos oldat formdajaban torténd vizsgalatok alapjan
egyértelmilen latszik, hogy mind a T. rubrum mind a C. albicans esetén a
kombinacioban alkalmazott MA és TIO MFC és MIC értékek is jelentsen
csokkentek, a kiilon-kiilon alkalmazott MA és TIO értékekhez képest. Ez
alapjan megallapithatjuk, hogy valoban fellép szinergista hatas az 10 és az azol
szarmazék kozott.

A kiilonb6z6é formulaciok Osszehasonlitasakor lathatjuk, hogy a PEk joval
hatékonyabbak a két gombafaj ellen, mint a TIO MA hagyomanyos emulziod
vagy etanolos oldat formaja. A 100ET PE mutatja a legnagyobb hatékonysagot
a gombak ellen, MIC és MFC értéke T. rubrum és C. albicans esetén is a
legalacsonyabb.

S. Osszefoglalas és ij megfigyelések

Munkank soran célunk volt SNk méretpontos, reprodukalhatd szintézisének
megvalositasa, majd ezt kdvetden a nanorészecskék megfelelé mértéki feliileti
modositasa. Stober reakcidban, TEOS prekurzorbdl allitottunk elé SNket
kiilonboz6 reakciokorilmények kozott, majd kerestiik a reakciok paraméterei
és a  nanorészecskék  tulajdonsagai = kozotti Osszefliggéseket.
Osszefoglalasképpen elmondhatjuk, hogy sikeriilt megvalositani 6-191 nm
kozotti  nanorészecskék  szintézisét, melyek mérete az ammonia
koncentracidjanak, a homérsékletnek ¢és a viz koncentracidjanak
valtoztatasaval befolyasolhato. Kisérleteink bebizonyitottak, hogy az altalunk
vizsgélt korilmények kozott, linedris Osszefliggés all fenn az ammonia
koncentracio és részecskemeéret, a reakcid homérséklete és részecskeméret,
illetve a viz koncentracidja és részecskeméret kozott. A linearis dsszefliggés
segitségével pontosan megtervezhetd, hogy adott méreti szilika eléallitasahoz
milyen reakcio koriilményeket kell alkalmaznunk. A méret szabalyozasahoz
els6sorban az ammonia koncentracidé és/vagy a homérséklet valtoztatasat
javasoljuk, mivel ebben az esetben kaptunk szabalyos gomb alakl és
monodiszperz részecskeméret eloszlasa SNKet.

A SNk hidrofil-lipofil jellegének valtoztatasahoz elvégeztik a feliileti
modositasukat. A feliilet modositasanak mértékét geometriai megkozelitéssel
szamitottuk ki, majd ez alapjan terveztiik meg a kisérleteket. A reakciokban
kiilonb6zé  funkcids csoportokat tartalmazd szilanol szarmazékokat
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hasznaltunk fel, agymint metil-,etil-, propil- és fenil-trietoxi-szilant. A sikeres
feliiletmodositast infravords spektroszkopiai vizsgalatokkal igazoltuk, tovabba
megallapitottuk, hogy a modositas hatasara a részecskék mérete, alakja és
polidiszperzitasa nem valtozik.

A szilika nanorészecskéket PEK stabilizalasra hasznaltuk fel, célunk volt az
alkalmazéasnak megfeleld cseppméretii és stabilitdsu emulzidk eldallitasa.
Els6ként kamilla és fehériirom 10ak formulalasat végeztiik el, mikrobioldgiai
vizsgalatokhoz. Munkam soran legalabb 3 honapig stabil, o/v tipusa PEkat
allitottam eld, melyek cseppmérete 160-1415 nm kozott alakult. A
formulalashoz 20 nm méretti SNKet hasznaltam fel. Kamilla 10 esetén 50%-
ban, mig fehérirom 10 esetén 20%-ban propil funkcids csoportokkal
felilletmodositott SNk bizonyultak megfeleld stabilizalo agensnek a 0,1-3,5
mg/ml ill6olaj koncentracio tartomanyban. Mindkét 10 esetén a PE forma joval
hatékonyabbnak bizonyult az oldatos- és hagyomanyos emulzidés formaval
szemben, kiilonb6z6 Gram negativ és Gram pozitiv baktériumok, illetve
gombak kezelésénél egyarant.

A kiilonb6z6 formuléciok és a sejtmodell kdzotti kolesonhatas vizsgalata soran
megallapitottuk, hogy a PE formabdl nagysagrenddel nagyobb a
sejtmembranon keresztiil térténd penetracid, mint oldatos- vagy hagyomanyos
emulziés forma esetén. Amennyiben feltételezziik, hogy a PE cseppek
abszorbealodnak a sejtmembranra, az azon keresztil torténd nagyfoka
penetracidt két jelenség okozhatja. Az 10ak passziv diffuzioval jutnak at a
sejtmembranon, amelyet az adszorpcid miatt, helyileg kialakuldé nagy
koncentracié gradiens okoz; vagy a PE cseppek endocitozissal kozvetlentil a
sejtbe jutnak. A pontos mechanizmus jelenleg tisztdzasara var. A
mikrobiologiai vizsgalatok soran megfigyeltilk, hogy mig a SNK inertek,
onmagukban nem valtanak ki sem antibakterialis, sem antifungalis hatast,
addig az etanol, mint olddszer, illetve a Tween80 feliiletaktiv anyag
Oonmagaban is rendelkezik antimikrobas hatassal. A PEK hatékonyabb
sejtmembranon keresztiil torténd penetracioja, és a SNK inert tulajdonsaga
mind azt igazolja, hogy a PE megfelel6 lehet 10 formulalasra és mikrobiologiai
vizsgélatara.

Munkank soran, melyben a Streptococcus mutans fogaszati biofilm helyi
kezelését tliztik ki célul, sikeriilt kivant cseppméretii és stabilitasu, o/v tipusa
PEkat el6allitanunk, borsmenta, fahéj, kakukkfii és szegfiiszeg IObol egyarant.
Stabilizaldé agensként a 20 nm méretli, 20%-ban etil funkcids csoportokkal
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modositott SNk bizonyultak megfelelének. A PEk cseppmérete 210-370 nm
kozott alakult, amelyek méretiiknél fogva alkalmasak lehetnek a biofilm kisebb
poérusaiba, igy mélyebb rétegeibe torténd célzott 10 szallitasara. Az elkészitett
emulziok minden esetben legalabb 1 hétig stabilak voltak, bizonyos esetekben
a stabilitas a 4 honapos iddtartamot is elérte.

A mikrobioldgiai vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy az 10ak PE
formajaval joval hatékonyabb biofilm degradacié érthetd el, mint az oldatokkal
vagy hagyomanyos emulziokkal. Feltételezheten a kiilonbség a formulaciok
eltérd diffuzids tulajdonsaginak koszonhetd. Ezt aldtdmasztando, elvégeztiik
biofilm membranon. A diffuzios vizsgalatok eredményei 6sszhangban voltak a
mikrobiologiai vizsgalatokkal. A legnagyobb IO mennyiség a Pickering
emulziokbol diffundalt at a membranon, minden IO esetén, majd ezt kdvette a
hagyomanyos emulzié és az oldatos forma. A kakukkfii 10 rendelkezik a
legjobb antimikrobas hatassal, mivel MIC értéke ennek a legalacsonyabb.
Ennek ellenére alacsony biofilm degradacios aktivitast mutat, ami a diffuzios
vizsgélatok eredményével magyarazhat6, mivel PE esetén is kevesebb, mint
19% kakukkfti 10 diffundalt 4 a modell biofilm membranon. A
leghatékonyabb biofilm degradacio a fahéj 10 PEval érhet6 el, mely esetben
85,9%-0s a degradacio, és a diffiizios vizsgalat soran mért kumulativ 10
mennyiség 51,4% volt. Osszességében megallapithatjuk, hogy a SNKkel
stabilizalt, o/v tipusti PEk hatékonyabb gyogyszerformanak bizonyulnak a S.
mutans fogaszati biofilm helyi kezelésére.

A koromgombas megbetegedések helyi kezelésére szant PEK eléallitasa és
vizsgalata soran az alabbi eredményeket kaptuk. A két lipofil hatéanyag, a TIO
és a MA formulalasa elvégezhetd egy azon gydgyszerkészitményben. A
Hansen oldhatosagi paraméter szamitasaval, majd a kinetikai oldhatosag
vizsgalataval megallapitottuk, hogy a TIO nagy mennyiségben (>20 m/m%)
oldhaté a MADban, igy oldatuk felhasznalhato a PEK olajos fazisaként.
Mikrobiologiai kisérleteket végeztink Trichophyton rubrum és Candida
albicans gombafajok esetén, melyek igazoltdk a kezdeti feltevésiinket,
miszerint a TIO és MA kozott szinergista hatas 1ép fel. Ezt a MIC és MFC
értékek meghatarozasaval erdsitettiik meg.

A PEK el6allitasa soran azonos feliileti modositasu (20% etil), azonban harom
kiilonb6z6 méretii SNvel dolgoztunk. Eredményeink azt mutatjak, hogy a
PEkat stabilizald6 SNK mérete befolyasolja a cseppméretet és a stabilitast is:
kisebb részecskeméretli SNt alkalmazva kisebb cseppméret és nagyobb

22



stabilitas érheté el. Amennyiben 20 nm méreti SNt haszndlunk, a PEK
fiiggvényében. Munkank soran a célzott HA leadast tliztiik ki célul, melyben a
nagy molekulatomegt, lipofil tulajdonsaga TIO atjut a kéromlemezen, és a
fertdzés helyén, azaz a koromagybdéron marad. Ehhez in vitro diffuzios
vizsgalatokat végeztiink el, modellezve a kdromlemezt és a koromagybort. A
diffuzios vizsgalatok eredményei egyértelmiien bizonyitottak, hogy a PE forma
alkalmazasaval elérhetd a célzott HA leadas, szemben a TIO oldatos- vagy
hagyoményos emulzioés formajaval. Tovabba a leadott HA mennyisége, az
emulziot stabilizalé részecskék méretének, igy a cseppméretnek a
valtoztatasaval befolyasolhat6. Az eredményeket 0sszegezve elmondhatjuk,
hogy a PEk alkalmazasa igéretes lehet koromgombas megbetegedések célzott,
helyi kezelésére.
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Szilardot, a PTE Gyogyszertechnologiai Intézet igazgatojat, aki kutatdbmunkam
soran végig tamogatott az Gtletek megvalositasaban. Szeretném megkdszonni
Prof. Dr. Készegi Tamdsnak, a PTE AOK Laboratériumi Medicina Intézet
munkatarsanak a lelkes tdmogatast, és hogy oGtleteivel hozzajarult munkank
sikeréhez.

PhD munkam soran harom hallgatd tarsammal is volt alkalmam egyiitt
dolgozni, akikkel lelkiismeretes és lelkes hozzaallasuk miatt mindig
gordiilékenyen ment a munka. Szeretném megkdszonni Baldzs Viktoria
Lillanak, Sourav Das-nak és Salem Ala’-nak a sikeres, k6zos munkat.
Tovabba halas vagyok, Dr. Nagy Sandornak és Brunner Janosnak az analitikai
feladatok megoldasaban és asszisztalasaban nyujtott segitségiikért. Koszénom
Dr. Boszorményi Andrednak, a Semmelweis Egyetem,
Gydgyszerésztudomanyi Kar, Farmakognoziai Intézet munkatarsanak a teafa
illéolajanak GC analizisét, illetve az Osip Juraj Strossmayer egyetem
kollégainak a szilika nanorészecskék IR vizsgalatait.

Végiil, de természetesen nem utols6 sorban szeretném megkdszonni a
csalddom és barataim tamogatasat, lelkesitését. Kiilon koszonet illeti
édesanyamat ¢és nagysziileimet, akik erkdlcsi és anyagi tamogatasa
végigsegitett egyetemi tanulmanyaimon, illetve férjemet végtelen tiirelméért és
feltétel nélkiili tamogatasaért.
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