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Roviditések jegyzéke

Anti-EGFR: anti epidermalis novekedési faktor receptor

BSA: marha szérum albumin

Chit: kitozan

cl-HyA: keresztkotott hialuronsav

CTAB: cetil-trimetil-ammonium-bromid

DLS: dinamikus fényszoras

DSC: differencidlis pasztazo kalorimetrids

DTA: differencialis termoanalitika

DTG: derivativ termogravimetria

EDC metil-jodid: 1-[3-(dimetil-amino)propil]-3-etil-karbodiimid-metil-jodid
EDEA: 2,2’ (etiléndioxi)bisz(etilamin)

FT-IR: Fourier-transzformacios infravoros (spektroszkopia)
GA: glikolid

H-Chit: nagy molekulatomegii kitozan

H-HyA: nagy molekulatdmegii natrium-hialuronat

HRTEM: nagyfelbontasu transzmisszios elektronmikroszkopia
HTCC: N-(2-hidroxi-propil)-3-trimetil-ammonium-kloriddal médositott kitozan
HyA: hialuronsav

IBU: ibuprofen

ITC: izoterm titracids kalorimetria

KP: ketoprofen

KYNA: kinurénsav

LA: laktid

LDH: réteges kettds hidroxid

M-Chit: kézepes molekulatomegii kitozan

Mg/Al LDH: magnézium/aluminium réteges kettds hidroxid
M-HyA: kozepes molekulatomegii natrium-hialuronat

Milli-Q viz: ultratiszta Milli-Q viz (fajlagos ellenallas: 18,2 mQxcm 25 °C-on)
NMR: méagneses magrezonancia (spektroszkopia)

NSAID: nem-szteroid gyulladascsokkentd hatéanyag

O/V: olaj a vizben emulzid

PBS: foszfat puffer (pH= 7,4, 0,9 % NaCl)
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PCL.: polikaprolakton

PDT: fotodinamikai terapia

PEC: polielektrolit komplex

PEG: polietilén-glikol

PEI: polietilénimin

PLA: poli(tejsav)

PLGA: poli(laktid-ko-glikolid)

PLGADS0: poli(laktid-ko-glikolid) (laktid:glikolid arany 50:50)
PLGAG65: poli(laktid-ko-glikolid) (laktid:glikolid arany 65:35)
PLGAT75: poli(laktid-ko-glikolid) (laktid:glikolid arany 75:25)
PLUR: Pluronic F127

PNIPAM: poli(N-izopropil-akrilamid)
PNIPAM-b-PCL-b-PNIPAM: poli(N-izopropil-akrilamid)-poli(e-kaprolakton)- poli(N-
izopropil-akrilamid)

PSS: natrium-polisztirol-szulfonat

PVA: polivinil alkohol

RESOLV: szuperkritikus folyadék gyors expanzidja folyadékban
RESS: szuperkritikus folyadék gyors expanzidja

ROP: gytirifelnyitasos polimerizacio

SEM: pasztazo elektronmikroszkopia

SH-HyA: tiolcsoporttal rendelkez6 hialuronsav

TEM: transzmisszids elektronmikroszkopia

TG: termogravimetria

TP: (1)-a-tokoferol

TPGS: D-a-tokoferol-polietilén-glikol-1000-szukcinat

TPP: tripolifoszfat

UCNPs: felkonvertald nanorészecskék

UV-Vis: ultraibolya-lathaté (spektrofotometria)

V/OIV: viz/olaj/viz duplaemulzio

V/O: viz az olajban emulzi6

C-potencial: elektrokinetikai potencial (Zéta-potencial)
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1. Bevezetés

Széleskori  felhasznalhatosdguknak koszonhetéen a nanoszerkezetii anyagok
tanulmanyozasa a modernkori kolloidkémia egyik dinamikusan fejlddé kutatasi teriiletévé
valt. A nanoszerkezetli anyagok koziil is egyre nagyobb teret hdditanak a kiillonb6zo
hatoanyag-szallité rendszerek, mivel alkalmazasukkal meghosszabbithatjuk ¢s fokozhatjuk
egyes gyogyszerek hatékonysagat, tovabba lehetdség nyilik olyan terapias vegyiiletek
szervezetbe vitelére is, amelyek célzott helyre juttatasat jelentdsen neheziti az adott
hatéanyag specifikus tulajdonsaga (pl.: hidrofilitas, toltés, degradacid). A nanoszerkezetl
anyagok hordozoként vald alkalmazhatosaganak feltétele, hogy nagymértékii stabilitassal
rendelkezzenek, illetve méretik a 100-200 nm tartoméanyt ne haladja meg. Szamos
szervetlen és szerves alapu hatdanyag szallitdo nanorészecske ismert. Ezek koziil kiemelked6
szerepet toltenek be a kiilonbozé polimerek, melyet megerdsit a polimer alapiu hordozo
nanorészecskék témakorében megjelent publikdciok szamanak évrdl évre torténd rohamos
emelkedése is (1. abra).
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1. abra: A ,,polimer alapii hordozo nanorészecskék” témaban megjelent publikaciok

szamanak véltozasa 1996-2019 kozott 5281db publikécié alapjan’

A polimerek hatalmas csaladjan beliil, biokompatibilitasuk és konnyii kezelhet6ségiik
eredményeként, kitiintetett szerep jut az un. biopolimereknek (pl: polikaprolakton (PCL),
poli(tejsav) (PLA), poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA)) és poliszacharidoknak (pl: hialuronsav,
kitozan) foként orvosbiologiai és nanomedicina teriileteken (gyogyszer)hatdanyag

hordozdként torténd lehetséges alkalmazasuk kovetkeztében. A

1 A publikaciok szamanak eloszlasat a Clarivate Analytics Web of Science tudomanymetriai
adatbazis segitségével a ,,polymer carrier nanoparticle” kifejezés esetében hataroztuk meg.
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biopolimerek/poliszacharidok szerkezeti modositasa (kopolimerizacid, neutralizacio,
keresztkotés stb.) révén szisztematikusan valtoztathatjuk hidrofilitasi tulajdonsagukat, ami
megkonnyitheti ~a  hatdanyagok  polimer  részecskébe  valdo  juttatasat. A
biopolimer/poliszacharid alapu részecskék szintézisére szolgalé technikak széles
valasztékanak koszonhetden, figyelembe véve a felhasznalési teriiletet és a gyogyszer
vegyiiletek tulajdonsagat, napjainkban mar kiilonb6z6, a hatéanyagokra formalt hordozé
részecskéket allithatunk el6, amelyek szerkezetét ¢és kapszuldzasi hatékonysagat a
szintézisek soran beallitott paraméterck valtoztatasaval optimalizalni tudjuk.

A nanoszerkezet{i hatdanyag hordozoé rendszerekkel kapcsolatos kutatasok mind hazai,
mind nemzetkozi szinten egyre nagyobb jelentéséggel birnak. Mindezeket figyelembe véve
doktori munkam legfébb célja volt, hogy kutatasi eredményeinkkel atfogd informaciot
nyGjtsunk néhany biopolimer/poliszacharid alapi nanoszerkezetli hatdéanyag szallito
rendszer reproduktiv modon torténd eléallitasat befolyasold tényezd6jérdl, melyek dontd
hatassal birnak az eldallitott hatdbanyag hordozo kolloid részecskék méretére, szerkezetére,
Osszetételére, a kapszulazasi hatékonysdgra és a hatéanyag szabdlyozott uton torténd

leadasara vonatkozodan.
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2. Irodalmi attekintés

2.1. Kolloid részecskék, mint gydégyszerhatéanyag hordozok

Akar kisebb megtazas kezelésére alkalmazott gyogyszerrdl, akar sulyosabb daganatos
megbetegedésnél felhasznalt terapids szerekrdl beszéliink, a gydgyszerszarmazékok
szervezetbe vitelére mindig is Kkitiintetett figyelem fordult. A hétkéznapi életben
leggyakrabban kiilonboz6 tabletta, kapszula, injekcid/csepp vagy kendes alapu ,.klasszikus”
gyogyszer formulakkal taldlkozhatunk, melyek elballitasa és gyartasa a modernkori
gyogyszeriparban viszonylag konnyen kivitelezhetd. Fontos kiemelni, hogy a hatéanyagok
ilyen formaban valo alkalmazasakor esetenként csak rovidtdva és kontrol nélkiili
felszabadulas érhet6 el, ami az egyes betegségek kezelésénél csak stiribb adagolassal és
magasabb dozissal korrigdlhaté idOnként stlyos mellékhatdsokat eredményezve. A
gyogyszerszarmazekok elnyujtott hasznosuldsanak és célzott helyre juttatdsdnak érdekében
a 21. szazadi gyogyszeripari kutatasok egyik f6 agat képezi uj tipusu mikro- és
nanoszerkezetli hatdoanyag hordozo rendszerek tervezése és fejlesztése. Ennek legfobb oka,
hogy a gyogyszerszarmazékok ,.kapszulazasa” révén késleltetett, szabalyozott és lokalizalt
hat6éanyagleadast érhetiink el. Hatdéanyag hordozé részecskék esetében akkor beszélhetiink
nanométeres mérettartomanyrol, ha azok mérete az 1-100 nm tartomanyban van [1]. Ett6l
eltér6en, a szervezetben 1évé mikrokapillarisok atlagos atméréjének megfeleléen a
nanorészecskék orvosbiologiai felhasznalhatosaga mar 200 nm alatti atmérdknél is
megvalosithatod [2]. A részecskék hatékonysaga és célzott helyre juttatasa szerkezetiik (pl.
alak, feliilet) és az Osszetételiik modositasaval befolyasolhatdé és javithaté [3], ami a
hagyomanyos gyogyszer kapszulazasi modszerekhez képest nagy eldnyt jelent.

A liposzémalis hordozorendszerek megismerésétdl kezdve napjainkig szamos, mar
kereskedelemben is kaphato (pl. a doxorubicin-tartalmt liposzomalis Doxil [4], a fehérje
alapii Abraxane [5], a polimer alapti Genexol- PM [6]) és szamos klinikai fejlesztés és
tesztelés alatt allo (pl. rakos daganatok elleni antitestet tartalmazd (Anti-EGFR: anti
epidermalis novekedési faktor receptor) liposzomak [7], felkonvertald nanorészecskék
(UCNPs) fotodinamikai terapiara (PDT)[8])) hatéanyag-tartalmu termék ismert, ahogyan azt
a 2. abra is Osszefoglalja. Mindezek megerésitik, hogy korszerli, uj tipusu hordozé
rendszerek fejlesztésére iranyulod kutatasokra folyamatos igény van.

Napjainkban a hatéanyag hordozokat a fehérjéktdl kezdve az agyagasvanyokig sokféle
anyagtipusbol eldallithatjuk. Ennek rendszerezése érdekében a hordozokat dontéen harom

f6 csoportba sorolhatjuk: szervetlen, szerves (pl. liposzoma, szilard lipid, dendrimerek,
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micellak, polimer) és hibrid (pl. fehérje-polimer hibrid, keramia-polimer hibrid) rendszerek
(3. abra).
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2. abra: A nanoszerkezetii hatdbanyag hordozoét-tartalmazo termékek fejlédése a

liposzomalis hordozorendszerek megismerésétdl napjainkig [9]

Szervetlen hordozoként széles korben alkalmaznak kiilonboz6 arany [10,11],
magneses [12], mezoporusos szilika [13] mikro-, illetve nanorészecskéket vagy éppen
réteges szerkezetli agyagasvany (pl. réteges kettds hidroxidok (layered double hydroxide:
LDH)) nanoszerkezeteket stb. [14]. A szervetlen alapt rendszerek elonye, hogy a méret és a
szerkezet valtoztatasaval a részecskék magneses és optikai tulajdonsagai szabalyozhatoak,
igy a hatdanyag szallitasan kiviil a képalkotasban, sejtek jelolésben vagy diagnosztikaban

egyarant kiemelked6 szerepet tolthetnek be [15].
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3. abra: Hatoanyag hordozoként alkalmazhaté rendszerek sematikus abrai
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Kutatocsoportunk kordbbi munkéjdban mezoporusos szilika alapti hordozokat
allitottak el6 és alkalmaztdk azokat eredményesen nem-szteroid gyulladascsokkentd
ibuprofen (IBU) kapszulazasara [16]. A hatéanyag visszatartas novelése érdekében, a
kolloidalis részecskéken (d ~ 400 nm) sikeresen alakitottak ki tobbrétegli héjként
polietilénimin (PEI) és natrium-polisztirol-szulfonat (PSS) polimer rétegeket és a hatdanyag
felszabadulast tanulmanyoztak a kialakitott héjak filiggvényében. A szilika részecskék
mellett 2017-ben a Kutatocsoportunk Dedk Agota munkaja révén sikeresen szintetizalt
Mg/Al réteges kettds hidroxidot (Mg/Al LDH), melynek szerkezetét széleskortien jellemezte
(fajlagos feliilet 114,96 + 0,48 m?/g, feliileti t6ltés (+ 0,641 meq/g), lamella tavolsag stb.),
majd neuroaktiv hatdsi kinurénsav (KYNA) interkaldlasat valdsitotta meg egyszerii
ioncserés eljarassal. Az eldallitott LDH/KYNA réteges szerkezli kompozit sszetételének,
szerkezetének, hatoanyag-tartalmanak meghatarozasa mellett (120 mg KYNA/g LDH) a
hatéanyag kioldodésat is eredményesen tanulmanyozta mesterséges gyomorsav kdzegben,
ugyanis a vizsgalt molekula igéretes hatasokat fejthet ki a gyomorfekély kezelésében.
Igazolta, hogy az interkalalas révén a hatéanyag felszabadulasa kb. 25-30%-kal lassabban
torténik meg, mint ahogy az a hordozo nélkiil figyelhetd meg vizsgalt 6 6ras intervallumban
[17].

A szervetlen alapu hordozok mellett alacsony toxicitasuknak kdszonhetden gyakran
alkalmaznak asszociacids kolloidokat, dendrimereket, fehérjéket wvagy kiilonféle
polimereket hatdanyag szallito kolloid rendszerek alapjaul. Ezek eldallitasara és vizsgalatara
iranyulo kutatasok kozponti szerepet toltenek be a modernkori nanomedicina teriiletén.

Az asszociacios kolloidokon beliil a nioszomalis és a liposzomalis rendszerek a
legelterjedtebbek. A nioszomdaknal nem-ionos tenzidekbdl, mig liposzomaknal
foszfolipidekbdl felépiild unilamellas (egy kettdsrétegbdl felépiild) vagy multilamellas (t6bb
kettds rétegbdl felépiild) vezikulakrdl beszéliink, melyek mind hidrofil, mind lipofil
hatéanyagok szallitasara felhasznalhatoak [18,19].

A dendrimerek gomb alakt, elagazd lancti makromolekuldk, melyek kézpontjaban egy
magmolekula all, amihez kiilonb6z6 polimer lancok/termindlis aktiv csoportok
kapcsolodnak. A kiindulasi maghoz adott elagazasi szintekkel egy tobb generacios régiokbol
allo osszetett rendszer képzddik, ahol az elagazo lancok funkcionalizalhatdak. A hatdéanyag
az eloallitasi folyamat megfeleld kivalasztasaval a dendrimer mag kozelében vagy a felsébb
elagazasi szinteken is megkotddhet [20,21].

A szerves hordozok egyik nagy csoportjat a fehérje alapti nanorészecskék jelentik [22].

Kutatdcsoportunkban korabban sikeresen igazoltak, hogy a neuroaktiv KYNA vér-agy gaton
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vald transzportja marha szérum albumin (BSA) alapi kompozit révén sikeresen
megvalosithatd [23]. A kutatomunka eredményébdl elfogadott magyar® (2015) és
nemzetk6zi (2020) szabadalom is sziiletett. Ezen munkahoz kapcsolodva sikeresen
kiviteleztiilk elsként az irodalomban a fenti mag-héj szerkezetii részecskék eldallitasat
aramlé rendszerben is - ezen munkaban mar én is tevékenyen részt vettem - ahol a reaktansok
aranyanak, dramlasi sebességének €s a nyomdsnak a hatdsat tanulmanyoztuk az optimalis
mag-hé;j struktura kialakulasahoz [24]. Igazoltuk, hogy ezen technikaval koltséghatékonyan,
rovidebb i1d0 alatt és nagyobb mennyiségben is eldallithatunk a klasszikus preparativ
technikdahoz képest 15-20%-kal kisebb ¢s monodiszperzebb BSA alapi KYNA-tartalmu,
vagy ezen hatdanyaghoz hasonlo szerkezetli és oldékonysagu molekuldkat tartalmazo
kolloid részecskéket. Sikeresen allitottunk eld tovabba mag-héj szerkezetli BSA/hialuronsav
(HyA) komplex kolloid részecskéket is, melyek atlagosan 210-240 nm atlagos atmérdvel
rendelkeznek [25]. Ahogyan a kutatdmunkabdl megjelent kdzlemény grafikus absztraktja is
mutatja a 4. abra formajaban, a kompozit képzédése csak adott BSA/HyA tomegarany
alkalmazasa esetén valosul meg. A kompozit eléallitisahoz hozzajarulva az irodalomban
elsdként tanulmanyoztuk kvantitativan a nevezett két makromolekula kdlcsonhatasat szdmos
méréstechnika felhasznalasaval. Ezen munka eredményei nem képezték doktori értekezésem

alapjat, igy ezeket nem mutatjuk be részletesen.
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4, abra: BSA/HyA komplex kolloid részecskék eldallitasanak sematikus abraja (bal oldal)
és a képzddo kolloid részecskék szerkezeti tanulményozéasdnak eredményei az alkalmazott

Mesa/Muya tomegarany fiiggvényében (jobb oldal) [25]

2 Dékany 1., Vécsei L., Varga N., Toldi J., Majlath Zs., Krizbai |., Hatéanyagoknak a kdzponti idegrendszerben
tortend szabalyozott leadasara alkalmas nanokompozit, eljaras annak eléallitasara és alkalmazasa, 2015,
Bejelentés tigyszama: P1500356
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A disszertaciom alapjat képezd polimer alapt hordozdé rendszereket a kovetkezd

alfejezetekben mutatom be részletesen.
2.2. Makromolekulas (polimer alapu) hatéanyag hordozok
2.2.1. Polimer alapu nanorészecskék jellemzése

A hatéanyagok kapszuldzasara felhasznalhatdé hordozok egyik nagy csaladjat a
polimer alaptl részecskék alkotjak, melyek eldallitasara biokompatibilis és nem toxikus
makromolekulédkat hasznalnak. Ilyen makromolekuldk lehetnek természetes eredetiick
(ugymint a Kitozan, alginat, zselatin stb.) vagy szintetikusan eléallitott szarmazékok (pl.
poli(tejsav), polikaprolakton, polietilén-glikol (PEG), poli(N-izopropil-akrilamid)
(PNIPAM)) [1,26-28]. Felhasznalasuk legfontosabb feltétele, hogy a szervezetbe juttataskor
¢s a hatdéanyag felszabaduldsakor lejatsz6dd polimer degradicidé olyan monomer
végterméke(ke)t eredményezzen, melyet a human szervezetben lejatszodé anyagcsere
folyamatok le tudnak bontani [29]. A polimer alapt hordozoknal a hatdéanyag egyarant
elhelyezkedhet a részecskék feliiletén, a részecskékben egyenletesen eloszlatva vagy egy
kozponti magban csoportosulva. Ennek fiiggvényében a részecskék szerkezete alapjan
megkiilonboztethetiink nanokapszuldkat és nanogdmbdket. Nanokapszulaknal a hatéanyag
magokat egy polimer héj boritja, mig a nanogdmboknél a hatdéanyag a polimer matrixban
homogénen oszlik el [27]. Ezeknek a struktirdknak a kialakulasat a részecskék
eldallitasahoz hasznalt modszerekkel és a kezdeti paraméterekkel szabalyozhatjuk.

Kivalo biokompatibilitdsuknak koszonhetden a polimer részecskéket egyarant
alkalmazzak rakellenes vegyiiletek [30], vakcinak [31], vitaminok [32] vagy fogamzasgatld
hormonok [33] kapszulazasara. A rakellenes hatdéanyagként alkalmazhatdé doxorubicin
polimer hordozokba (pl. doxorubicin-PLGA Konjugatum, kitozan (Chit)) kapszulazasaval
kapcsolatban szamos publikacid megtalalhatd a szakirodalom [34-38], mivel lipofil
tulajdonsaga miatt kdzvetlen alkalmazasa korlatozott. A polimer alapu nanorészecskék jol
beilleszthetéek, egyéb orvosbioldgiai iranyu gyogyszerfelszabadulassal kapcsolatos
kutatasba, igymint a szovettechnikaban [39,40], mivel a hordozokba kapszulazott gének és
hatéanyagok serkenthetik a szovetek novekedését és a beépiilését a szervezetbe.
Napjainkban a kutatok egyre nagyobb figyelmet forditanak a kiilonb6z6 ingerre érzékeny
(pl. pH, hdmérséklet) polimer hibrid (smart) részecskék eldallitasara [41]. A pH valtozasara
érzékeny nanorészecskéknél eldszeretettel alkalmaznak PEG bevonatokat [42]. Ebben az
esetben a pH csokkenésekor a védo polimer réteg levalik a részecskék feliiletérol, mellyel

csokken vagy teljesen megsziinik a hatdanyag visszatarté hatés.
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2.2.2. Polimer alapu nanorészecskék eldallitasi lehetdségei

A makromolekularis kolloidokbdl felépiild nanorészecskék eldallitasara a
szakirodalomban mar szamos technikat olvashatunk. A modszerek csoportositisa szerint a
részecskéket eldallithatjuk monomeregységekbdl polimerizacioval vagy polireakciokkal,
illetve mar kereskedelmi forgalomban kaphatod szintetizalt polimerekb6l kiindulva.
Monomeregységekbdl leggyakrabban (mini-, mikro-, stabilizator nélkiili) emulzios és un.
hatarfeliileten lejatszodo polimerizacioval képeznek nanorészecskéket [43], mig kész, mar
rendelkezésre all6 polimereknél az emulzios, nanoprecipitacids, gélesedési, ,,kis6zasos”,
dializis, és szuperkritikus technikak az elterjedtek, melyeket az 5. abra foglal 6ssze [44,45].
Doktori disszertaciom sordn a nanorészecskék eldallitasdhoz foként a laboratéoriumunkban

szintetizalt és néhany a kereskedelmi forgalomban kaphaté makromolekuldkat alkalmaztuk,

igy a tovabbiakban az utobb emlitett technikdkat mutatjuk be részletesen.

szerves fazis:
e polimer, hatdéanyag

N
’ vizzel elegyedd oldoszer
szerves fazis:
polimer, hatéanyag vizes fazis:
y vizzel nem elegyedd olddszer — poliszacharid., hatéanyag
L. "
Rl
v
vizes fazis:
stabilizator
s0 vagy szacharid
] Kisozas
== ==
vizes fazis: vizes fazis:
stabilizator keresztk6to agens
ellentétes toltésti komponens
N
= o B .
szerves fazis: . ’ . . fiivokaszaj
: : o 8, l vokaszaj
polimer, hatéanyag = .
vizzel elegyedd oldoszer Pre-expanzios egység
Dializi szén-dioxidban
— 1afizis oldott polimer

vizes fazis:

stabilizator
vizes fazis m pumpa

it

A4t *—___ szerves fazis:
— — polimer, hatéanyag

vizzel elegyedd oldoszer

5. abra: Polimer alapt hordoz6 rendszerek eldallitasi lehetéségei makromolekulakbol

A polimer alapu nanorészecskék eldallitasara kidolgozott els6 technika az emulzios-

oldészer elparologtatasos eljaras volt [46]. A moddszernél foként olaj a vizben (O/V)
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emulzidés rendszert haszndlnak, ahol a polimereket vizzel nem elegyedd illékony
olddszerben, leggyakrabban diklérmetanban, kloroformban, vagy etil-acetatban, oldjak,
majd az oldatot vizes koOzegben diszpergaljdk. Az emulziok kialakitdsahoz nagy
fordulatszamu kevertetés és/vagy ultrahangos szonikalas sziikséges [47], illetve a rendszer
stabilitasanak megtartasahoz a vizes kozegben kiilonbozo stabilizatort alkalmaznak (pl.
polivinil-alkohol (PVA), kationos vagy anionos feliiletaktiv anyag stb.) [48]. Az emulzios
cseppeket alkotd szerves olddszer elparolgasanak kovetkeztében egy polimer alapu
nanorészecske szuszpenzid képzodik.

Az oldészer elparologtatasos technikat felhasznalva viz/olaj/viz (V/O/V)
duplaemulziés rendszerek is eldallithatdéak, ahol az emulzids csepp belsd vizes fazist
magjaban hidrofil tulajdonsagii gyogyszerszarmazékok kapszuldzdsa is megvaldsithato
[49,50]. Ennek az eljarasnak az alapja, hogy a hatoanyag-tartalmu vizes fazisbol és a
polimer-tartalmt szerves fazisbol egy viz/olaj (V/O) emulzidt készitenek, amit egy
stabilizatort tartalmazé vizes fazisban (V/O/V) emulgedlnak. A szerves oldoszer
elparologtatasaval hidrofil hatéanyagot tartalmazé polimer nanorészecskék képzddnek. Az
emulzids mddszerek hatranya, hogy a felhasznalt szerves olddszerek mind a kdrnyezetre,
mind az €16 szervezetre karos hatdssal vannak.

Az emulzids eljaras egyik modositott formaja az un. ,.kis6zason” alapulé technika,
ahol egy, a vizzel jol elegyedd szerves oldoszert felhasznalva O/V emulzi6 allithato el vizes
fazisban 1évé elektrolitok segitségével [51]. Ilyen soként gyakran alkalmaznak pl.
magnézium-kloridot vagy kalcium-kloridot. A kialakulé emulziés rendszerhez vizet
adagolva a s6 koncentracio csokken és a szerves oldoszer kidramlik a vizes kdzegbe. Ennek
kovetkeztében az emulzios cseppekben 1évo polimer precipitalodik és részecskéket képez.

A kutatomunkank soran is hasznalt nanoprecipitacidS modszer a polimer alapu
hordozo rendszerek eldallitasara egy konnyen kivitelezhet6 technika. Az eljarast elsdként H.
Fessi és munkatarsai alkalmaztak nem-szteroid gyulladascsokkenté (nonsteroidal anti-
inflammatory drug: NSAID) indometacin-tartalmu PLA nanokapszulak preparalasahoz [52].
A nanoprecipitacid, mas néven olddszer kiszoritasos, technikanal a vizsgalni kivant hidrofob
polimert és idedlis esetben a hatdanyagot egy vizzel jol elegyedd szerves olddszerben
feloldjak és az elkészitett oldatot egy stabilizator-tartalmti vizes kodzegbe csepegtetik
[44,53,54]. Ahogy a szerves oldoszer elparolog, a polimer kicsapodik a vizes kozegben, ami
részecskék képzddését eredményezi. A polimer nanorészecskék kialakuldsa az olddszer
kicserélésekor a vizes és szerves fazis felilletén kialakuld hatarfeliileti turbulencidhoz

kotheté [45,54,55]. Ennek koszonhetdéen a folyamatokat az un. Marangoni effektus
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szabalyozza. A vizes fazishoz adagolt polimer-tartalmu szerves fazisrol nanoméretii cseppek
szakadnak le, amiket a jelenlévd feliiletaktiv anyag addig stabilizal, mig a szerves fazis gyors
diffuzioja és a polimer kicsapddasa le nem jatszodik. Szerves oldoszerként gyakran
alkalmaznak acetont, etanolt, dioxant, dimetil-szulfoxidot stb., mivel nagyon jol elegyednek
vizzel és az emulzids eljarashoz képest kevésbé toxikusak a kdrnyezetre.

A részecskék eldallitasara jol alkalmazhatoak a dializis és a szuperkritikus folyadék
eljarasok is. A dializis technikanal a polimer oldatot egy megfeleld pdérusméreti
membranba/dializis cs6be helyezik, amit egy, a polimer oldat kbézegével jol elegyedd,
oldészerbe (polimer szempontjabdl kicsaposzerbe) helyeznek [56,57]. A dializis soran a
membran beliil 1év6 oldészer kicserélodik €s részecskék képzodése mellett a polimer
kicsapodik. A szuperkritikus folyadékon alapulé modszerek koziil a gyors expanzids
eljarasok (RESS: rapid expansion of supercritical solution, RESOLV: rapid expansion of
supercritical solution into liquid solvent) a legelterjedtebbek [43,58]. A folyamatok soran a
makromolekulakat szuperkritikus folyadékban, féleg szén-dioxidban, feloldjak és egy
kapillaris favokan keresztiil levegébe (RESS) vagy folyadékba (RESOLV) kiengedik, ahol
az oldat kitagul. A hirtelen nyomdscsokkenéssel a polimerrel tultelitett rendszerben
részecskék képzddnek.

Az eldzéleg emlitett modszerek hatranya, hogy féleg hidrofob polimer nanorészecskék
eloallitasara alkalmazhatdak, ezért a hidrofil polimereknél mas technikak felhasznalasa
sziikséges. A hidrofil tulajdonsagt poliszacharidokbdl (pl. hialuronsav, kitozan) elsérendii
vagy gyengébb masodrendii kdlcsonhatasokon alapuld gélesedési modszerekkel lehet
részecskéket késziteni [59]. A kémiai térhalositason alapuld gélesitési technikanal a
poliszacharid lancok kozott kovalens kotéssel keresztkoté agenseket (pl. hialuronsav
diaminnal torténé keresztkotése [60]) rogzitenek. A kialakulo keresztk6tott poliszacharid
gombolyagokbdl megfeleld kezdeti paraméterek mellett nanorészecskék allithatéak eld. A
modszer hatranya, hogy a szintéziskor hasznalt reagensek toxikusak lehetnek, igy a
felhasznalasuk el6tt a részecskéket mindig tisztitani kell. Az ionos gélesedési modszerek
koziil a polielektrolittal torténé komplexképzodésnél ezzel ellentétben nincs sziikség
reagensre a reverzibilis kolcsonhatasok kialakitasara. Ebben az esetben a felhasznalt
poliszacharidot a toltésének megfeleléen semleges vagy enyhén savas kézegben oldjak,
majd egy ellentétes toltésii komponenst (pl. feliiletaktiv anyagot, ellentétes toltésti
polimert/polielektrolitot) tartalmazo oldatba csepegtetik (5. abra). A toltés kompenzalasa
soran kialakuldé komplex rendszerek nanorészecskék formajaban kicsapodnak az

oldatokban.
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2.2.3. Polimer nanorészecskék eléallitisa folyamatos daramu, dramlasos kémiai

mikroreaktorban

Az eloz6 alfejezetben emlitett hagyomanyos ¢€s gyakorta alkalmazott polimer
nanorészecske eldallitasi technikdk nagyobb mintamennyiségek preparalasara kevésbé
alkalmasak, illetve koltséghatékonysagukat nézve nem kifizetdddek. Ennek kikiiszobdlésére
az 1990-es évektdl kezdve egyre elterjedtebben alkalmaznak kiilonb6z6 folyamatos aram,
aramlasos kémiai rendszereket [61], melyek felhasznalasaval konnyen szabalyozhato,
reprodukalhatd és jol kovethetd eldallitasi modszerek fejleszthetéek [62]. Az aramlasi
sebességek, a hdmérséklet, nyomas és egyéb fontos paraméter valtoztatasaval a részecskék
mérete €s polidiszperzitasa jelentés mértékben csokkenthetd és szabalyozhato [63].

Az aramlasi technikak koziil a mikroreaktorokkal kapcsolatos kutatasok az elmult par
évben a hatéanyag hordoz6 rendszerekkel kapcsolatos kutatdsok egy dinamikusan fejl6dd
agava noétte ki magat [62], ahol a mikro- és nanorészecskék eldallitasa a korabban emlitett
(pl. emulzids, nanoprecipitacios) modszerek aramlasos rendszerbe torténd beintegralasaval
valosithatd meg. A mikroreaktorok felépitése szerint harom f6 részbdl épiilnek fel:
mintaadagolo pumpabdl, mixer cellabdl és mintagyiijté részbol (6. abra).

i . Folyamatos aramlisos
Hagyvomdanyos technikiak mikroreaktorok

ﬁ Részecskeméret Hatéanyag Pumpik Stabilizém

Csepegtetett polimer
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6. abra: Polimer részecskék eldallitasara alkalmazott hagyomanyos technika (bal oldal) és

a folyamatos aramlasos mikroreaktor altalanos sematikus abraja (jobb oldal)

A pumpék mikodéstlik soran folyamatos aramlési sebességet biztositva adagoljdk a
szlikséges mintamennyiséget a rendszerbe. Az alkalmazott mixer celldkat aktiv és passziv
csoportba sorolhatjuk [64]. Passziv cellaknal a turbulens aramlési profil és a mintak

Osszekeverése a csatorndk geometridjaval, mig aktiv celldknal kiilsé behatassal (pl.
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hémérséklet, nyomads) érheté el. Az eldallitds kozegét nézve megkiilonboztethetiink
egyfazisu (pl. precipitacids rendszerek [65]) és tobbfazisu (pl. emulzids rendszerek [66])
rendszereket is. A mikroreaktor alapti folyamatos aramlési technikak alkalmazasat neheziti,
hogy az optimalis paraméterek (pl. d&ramlasi sebesség, aramlési sebesség aranyok, kezdeti
koncentracio) ismerete nélkiill a hatdanyag-tartalmi nanorészecskék eldallitasakor a
kapszulazas nem valdsul meg és a celldk konnyen eltomddhetnek, igy a kiindulési optimalis

koncentraciok eldkisérletekben torténd meghatarozasa dontd fontossagu.
2.3. PLA/PLGA és Hialuronsav alapu rendszerek jellemzése
2.3.1. PLA/PLGA alapu hatéanyag hordozo rendszerek

A PLA egy 2-hidroxi propionsav (tejsav) monomer egységekbdl felépiild, kivalod
biokompatibilitassal rendelkez6 alifas poliészter [67]. Biodegradabilis és komposztalhatd
sajatsaganak koszonhetden az elmult évtizedekben az élelmiszer-csomagolés technikatol a
nanomedicinaig minden teriileten megtalalhato [68]. Els6ként Théophile-Jules Pelouze
allitott el6 PLA polimert tejsav polikondenzaciods reakcidjaval [69], mig Wallace Hume
Carothes 1932 -ben fejlesztett ki egy olyan modszert, ahol a PLA-t laktidbdl (tejsav ciklikus
dimerje) polimerizacios folyamatokkal allitott elé [70]. Ezt kés6bb a DuPont amerikai
vallalat 1954-ben szabadalmaztatta.

A PLA-t felépit6 tejsav monomereket fermentacioval (pl. cukornadbol [71,72]) vagy
kémiai szintézissel (pl. laktonitril erés savas hidrolizise [73]) is eldallithato. A kémiai
szintézisek hatranya, hogy a folyamatok soran a tejsav L(+) és D(-) két sztereoizomerjének
racém elegye képzddik, mig a fermentacional a baktériumtorzsek megfeleld kivalasztasaval
a sztereoizomerek kiilon is eldallithatoak [74]. A felhasznalhatosag szempontjabol a PLA
amorf ¢és kristalyos jellege nagy szerepel bir, mivel stabilitdsa és termikus sajatsaga
jelentdsen valtozhat a szerkezete fliggvényében. M. Pyda és munkatarsai korabban mar
vizsgaltak az amorf és a kristalyos PLA hdkapacitasat és megallapitottak, hogy a PLA
kristalyos szerkezete csak 90 % -nal nagyobb L-tejsav monomeregység mennyiség mellett
érhetd el [75]. A PLA-ban 1évé L- és D- tejsav aranyok filiggvényében a kialakuld
kristalyszerkezet a, B vagy y format vehet fel, melyek koziil a legstabilabb az o forma [76].

A PLA polimer eldnye, hogy a kopolimerizacid révén a degradacios, a
biokompatibilitasi és a hidrofilitasi tulajdonsagai szabalyozhatoak. A PLA kopolimerjei
koziil a legelterjedtebb a glikolsav mellett eldallitott poli(tejsav-ko-glikolsav). A lancban
1évé glikolsav mennyiségét ndvelve a hidrofilitdisa ¢és degraddciés sebessége is

megnovelhetd. Hidrolizise soran tejsav és glikolsav monomeregységek képzodnek, ami

22



Varga Norbert — Ph.D értekezés Irodalmi attekintés

metabolikus uton a Krebs-ciklus révén lebonthatd [77]. Ennek koszonhetéen a PLGA
kopolimerek minimalis toxicitassal rendelkeznek, igy hatdoanyag hordozé rendszerként vald
felhasznalasukban nagy potencial rejlik.

A  PLA/PLGA polimereket a szintézis modszertdl fliggéen kiilonb6zo
molekulatdomegek mellett is eldallithatjuk. A konnyebb atlathatosag érdekében és a
polimerizacids/kopolimerizaciés modszerek kozotti hasonlosag miatt (kezdeti tiszta tejsav
helyett tejsav-glikolsav keverék alkalmazasa) a szintézis modszereket a PLA esetében
mutatjuk be részletesen. A PLA szintézise szamos polimerizacios folyamattal kivitelezheto,
melyek koziil a legismertebbek a (kdzvetlen, szilard allapott) kondenzacids polimerizaciods
(polikondenzéciods), az azeotrop dehidratacios és a gylriifelnyitdsos polimerizacios (ROP)
eljarasok [74,78,79]. A nagy molekulatomegii PLA makromolekulak eldallitasara legtobb
esetben a ROP modszert alkalmazzak, ahol a polimert a tejsav ciklikus dimerjének
gytrifelnyitasaval allitjak eld. A szintézis tomb és oldat fazisban is kivitelezhetd, ahol egy
katalizator és inicidtor segitségével a laktid gylirik kinyilnak és Osszekapcsolodnak. A
katalizatortol fliggden a polimerizacidé anionos, kationos és koordinicidés mechanizmus
alapjan is lejatszodhat [80]. Katalizatorként jol alkalmazhat6 az on(ll)-2-etilhexanoat, az
aluminium(III)-izopropoxid vagy a cink(ll)-laktat stb., mig iniciatorként 1-dodekanolt
alkalmaznak gyakorta. A PLA-n kiviil ezen ROP technika a nagy molekulatomegti PLGA
kopolimerek eldallitasara is kivaldan alkalmazhato. Ebben az esetben a szintéziskor a laktid
¢s a glikolsav ciklikus dimerjének (glikolid) megfeleld aranyok melletti keverékét

hasznaljak, ahogyan azt a 7. abra is szemlélteti.

On(II)-2-etilhexano4t
1-dodekanol

o Q o M\ o 9
i , o A
Hac\(“\o HLD 2 6ra, vikuum ‘éu\" ]ey\" )‘

C’W‘/J\CHJ + O\IH 350 rpm kevertetés PLGA
I | T=170 — 180 °C .o

Laktid Glikolid \LM/LJQ/}
PLA

7. abra: PLA/PLGA makromolekulak gytriifelnyitasos polimerizacioval (ROP) torténd

szintézisének sematikus abraja

Korabban C.D.C. Erbetta és munkatarsai 50:50 (PLGAS50) ¢s 70:30 (PLGA70)
laktid:glikolid ardnyok bedllitdisa mellett mar allitott eld6 ROP eljarassal PLGA

kopolimereket [81]. Fourier-transzformacios infravoros (FT-IR) spektroszkopias, magneses
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magrezonancia (NMR) spektroszkopias, differencialis pasztazé kalorimetrias (DSC) és
termogravimetrias (TG) moddszereket felhasznalva igazoltak, hogy kopolimerizacios
folyamatok sikeresen lejatszodtak és az eldallitott polimer mintak visszamaradt monomer
szennyezéstol mentesek. A.T.C.R Silva és munkatarsai hasonld korilmények kozott
koriilmények kozott kiillonbozé modszerek segitségével (FT-IR, DSC, TG, reologia,
pasztazo elektronmikroszkép (SEM)) [82].

A konnyen kivitelezhetd eldallitasi technikdknak és viszonylag magas hatéanyag
bevitelnek koszonhetéen a PLA/PLGA nanorészecskék, illetve nanokapszulak eléallitasaval
kapcsolatban szamos publikaci6 talalhaté a szakirodalomban [83]. Hidrofob hatéanyagok
esetében foleg nanoprecipitacios, vagy emulzids eljardst alkalmaznak a leggyakrabban, mig
hidrofil hatéanyagokndl a duplaemulzios vagy (megfeleld szerves fazis kivalasztasa mellett)
szintén a nanoprecipitacios technikat. Az eldallitasi €s tisztitasi eljarasok soran beallithato
paraméterek valtoztatdsaval a részecskék stabilitasa, mérete és szerkezete szabalyozhato.
Ilyen befolyasold hatasa lehet példaul a kezdeti koncentracioknak, a hdmérsékletnek, az
oldoszereknek, vagy a felhasznalt polimerek molekulatomegének [84]. A PLGA
nanorészecskék eldallitasaval kapcsolatos kutatdsok f6 célja a hordozd rendszer adott
hatéanyagokra vald optimalizalasa, ahol a vizsgalatok soran bedllitott kezdeti paraméterek
jelentdsen eltérhetnek, ami megneheziti az eredmények Osszevethetdségét.

A kutatomunkank soran a korabbi alfejezetben mar részletezett nanoprecipitacios
modszert alkalmaztuk PLA/PLGA alapu kolloid részecskék eléallitasara [85,86], ahol a
részecskék tulajdonsagait (pl. méret, polidiszperzitas, C(-potencial stb.) szabalyzo
paraméterek megismerését célzo publikaciokbol szamos olvashato a szakirodalomban. W.
Huang és C. Zhang a nanoprecipitacios modszerrel eldallitott PLGA részecskék méretének
szabalyozhatosagat vizsgaltak kiilonbozé paramétereken [87]. Eredményeikkel ramutattak
arra, hogy a megfelel6 szerves oldoszer kivalasztasaval, a polimer koncentracio €s a vizes
fazis ionerdsségének csokkentésével, illetve a hdmérseklet novelésével a részecskék mérete
csokkenthetd. U. Bilati és munkatarsai foként hidrofil hatéanyagok kapszuldzasara
alkalmazhaté nanoprecipitacios eljarasnal a polimer olddszer, a kicsaposzer, az oldoszer
arany és a polimerek koncentracidé hatasat vizsgaltak [54]. A mérések jelentOs részében
kicsaposzerként kiilonboz6 alkoholokat hasznaltak, ahol a beallitott koriilményektol
fiiggben 85-560 nm kozotti részecskeméreteket kaptak. A részecske kicsapasara hasznalt
kozeget figyelembe véve azt tapasztaltak, hogy azonos koriilmények kozott a homolog sor

szerint a metanol<etanol<propanol kicsapdszer kozegben a részecskék atmérdje
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folyamatosan ng (stabilizator nélkiili kozegben ~ 102 nm -tdl (metanol) ~ 377 nm atmérdig
(izopropanol)). R. Lancheros és munkatarsai a mar N-acetilcisztein-tartalmu PLGAS0
(poli(laktid-ko-glikolid, laktid:glikolid arany 50:50) részecskék méretének és kapszulazasi
hatékonysagat jellemezték a pH, a koncentracid, az olddszerek, az olddszeraranyok és a
molekulatomeg fliggvényében [88]. Az eldallitott részecskéken végzett dinamikus
fényszoras (DLS) mérések igazoltak, hogy a polimer molekulatomegének ¢és
so jelenlétével a részecskeméret 250 nm ala is csokkenthetd. Az elébbi publikacidkat
Osszegezve jol lathatd a mddszer sokszinlisége, ami megneheziti a rendszert befolyéasolo
hatasok széleskorti megismerését. Ennek koszonhetd, hogy a részecskék méretét, szerkezetét
¢s stabilitasat nagymértékben szabalyzo szamos egyéb paraméter befolyasold hatdsa még
kevésbé ismert, ezért a rendszerek karakterizalasaval kapcsolatos kutatdsok kiemelkedd
fontossaguak.

A hatéanyag kapszuldzasat, a fent emlitett paraméterek mellett, a
gyogyszerszarmazékok és a polimerek hidrofilitdsa is befolyéasolja. J. M. Baricello és
munkatarsai korabbi munkajuk soran a hidrofil és hidrofob hatéanyagok kapszuldzhatosagat
vizsgaltak PLGA7S5 (poli(laktid-ko-glikolid), laktid:glikolid arany 75:25) ( Mw= 10000 Da))
¢és Pluronic F68 stabilizator esetében [89]. A méréseikkel igazoltak, hogy a nanoprecipitacios
modszerrel eldallitott, atlagosan 160-170 nm atmérdvel rendelkezd, részecskéknél a lipofil
hatéanyagok kapszulazasa eredményesebb. Fontos megjegyezni, hogy a polimerek és
hatéanyagok hidrofilitasi sajatsagainak a részecskék méretére, kapszulazasi hatékonysagara
és stabilitasara gyakorolt egylittes hatasa kevésbé ismert. Mindezek mellett az eléallitas
soran keletkezett részecskék szerkezetével (nanogémb vagy nanokapszula) a kioldodasi
folyamatok nagy mértékben megvaltozhatnak [27], igy ezek meghatarozasa is nagy

jelentdséggel bir.
2.3.2. HyA alapu kolloid rendszerek

A hialuronsav egy f-(1—4) kapcsolt D-gliikuronsav és f-(1—3) kapcsolt N-acetil-D-
glikéozamin  egységekbdl  4allo, energetikailag stabil szerkezettel rendelkezd
mukopoliszacharid, melyet elséként Karl Meyer és John Palmer fedezett fel a marhak szem
tivegtestében [90]. A hialuronsav az extracellularis matrix egyik komponense, illetve minden
emldsallatban megtaldlhatd (pl kotdszovetekben, iziileti folyadékban) so6 formdjaban

(hialuronat) [91].
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Kivalé biokompatibilitisanak ¢és viszkozitasi tulajdonsdgainak koszonhetden
orvosbiologiai (pl. hatdanyagszallitas, szemészet) és kozmetikaban egyarant alkalmazzak
[92-95]. A HyA alapu hidrogélek viszkozitasanak tanulmanyozasara gyakran hasznalnak
reologiai méréseket. Ennek fontossdga abban rejlik, hogy a molekulatomegtol, a
koncentraciotol és a szerkezett6l (pl. térhaldsitas [96], neutralizalas [97]) a hidrogélek
viszkozitési tulajdonsaga jelentésen valtozhat, ami kiemelt szereppel bir akar hidratald gélrdl
akar iziileti folyadékként/iziileti fajdalmak kezelésére valo felhasznalasrol beszéliink [90].
magasabb nyirdsi sebességeknél a viszkozitasuk csokkenni kezd, ami eldnyos a gélek
injektalasanal [91]. Mindezek mellett a polimer lancok ,,feltekeredésének” eredményeként
viszkoelasztikus viselkedés is megfigyelhetd. Frekvencia sepréses oszcillacids reoldgiai
mérésekkel igazoltdk, hogy magasabb frekvenciaértékeknél a HyA gélek Newtoni
viselkedése elasztikusra valt [98]. Fontos megjegyezni, hogy a hordozd rendszerek
kevés informacio talalhato.

A HyA polimerlanc tengelyét6l ekvatorialisan elhelyezkedd hidroxil-, karboxil- és
acetamidocsoportoknak kdszonhetéen a HyA hidrogénkdtések kialakitasara képes, aminek
eredményeként kiemelkedd hidrofilitassal és vizoldékonysaggal rendelkezik [99]. A
lancokon 1évo hidrogén atomok viszont kismértékben hidrofob jelleget adnak a polimernek,
ezaltal a hialuronsav amfifil tulajdonsaggal is rendelkezik. Ez a sajatsaga teszi alkalmassa a
hordozo6 nanorészecskék eldallitasara. A hialuronsav karboxilcsoportjanak alacsony pKa -ja
(pKa ~ 2,9 [100]) miatt fiziologias koriilmények kozott negativ toltéssel rendelkezik, ezaltal
kationos komponenseket elektrosztatikus kolcsonhatasok révén képes megkotni, mely
hatéanyag hordozoként betdltott szerepét tovabb erdsiti.

A HyA negativ toltése révén elektrosztatikusan kotott héj szerkezet kialakitaséara is
képes a hordozdként alkalmazni kivant részecskék feliiletén. H. Tian és munkatarsaik ennek
megfeleléen alakitott ki HyA héjat inzulin-tartalmi N-(2-hidroxi-propil)-3-trimetil-
ammonium-kloriddal modositott kitozan (HTCC) magra [101], ahol az optimalizalt
koriilmények kozott folyamatos miikodésii nanokomplexacids technikaval tiolcsoport
nélkiili és tiolcsoporttal rendelkez6 (SH-HYyA) HyA makromolekulaval atlagosan 100 nm
részecskeméretet és ~ 90 % kapszulazasi hatékonysagot tudtak elérni. Az eléallitas

metodikajat és a részecskékrdl készitett reprezentativ TEM képeket a 8. abra mutatja.
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8. abra: HyA ¢s SH-HyA-héjjal rendelkez6 inzulin/HTCC részecskék eldallitasa
folyamatos miikodéstli ,,nanokomplexalasi” technikaval és a részecskékrol készitett TEM

képek [101]

A HyA részecskék eléallitasara a korabban mar emlitett kovalens keresztkotésen vagy
gyengébb  elektrosztatikus  kolcsonhatasokon — alapuld  gélesitési  technikak s
felhasznalhatoak. Keresztkotott HyA szarmazékok (pl. adipinsav-dihidraziddal modositott
és poli(etilén-glikol)-lal  keresztkotott HyA  [102], «,f5-poli(aszpartil-hidrazid)-dal
keresztkotott HyA [103]) kozil a gyakran alkalmazzak a karbodiimides technikat
[60,104,105], ahol a polimer lancon 1év6 karboxilcsoportokat diaminos keresztk6to agenssel
kapcsoljuk 6ssze kovalens kotéseket kialakitva. A modszer soran stabil részecskék
eldallitasa is lehetséges. M. Bodnar és munkatarsai diaminos keresztkotési technikaval
sikeresen allitottak el6 HyA (tovabbiakban cl-HyA) nanorészecskéket [60]. A vizsgalataik
soran 4350 kDa molekulatomegii poliszacharid mellett annak pH= 2,0 értéken és 70 °C -on
degradalt 980 kDa (3 h), 660 kDa (6 h) és 350 kDa (9 h) molstlya fragmenseit hasznaltak.
A 25, 50 és 100 %-os térhalositassal szintetizalt részecskék jelentds polidiszperzitassal
rendelkeztek, ahol a kezdeti HyA molekulatomegétdl és a keresztkotés mértékeétol fiiggden
d=50-110 nm és d= 210-500 nm hidrodinamikai atmérdket tudtak elérni. A HyA részecskék
eldallitasara ritkdbban hasznalt modszer a neutralizalas, ahol kationos komponensek
segitségével (pl. tenziddel, fehérjével vagy polimerrel) toltéskompenzalds révén
hidrofébizalhaté a makromolekula [106]. Ilyen polielektrolit komplexekként ismertek a
kiilonbdz6 Chit-HyA alapu rendszerek, melyeket gélként vagy ,.allvanyzat” -ként (scaffold-
ok) szovet gyogyulashoz és novekedéshez is elterjedten hasznalnak [107]. A keresztkotott
¢és neutralizalt modszerek elénye, hogy a polimer lancok részleges modositasaval, a kdzeg
pH-javal, a molekulatomeggel stb. a HyA tulajdonsagai szabalyozhatoak. A részecskék
karakterizalasan  kiviill a  kialakuld  kolcsonhatasok  jellemzésére (féleg a

toltéskompenzalassal eldallitott rendszereknél) nagy igény van.
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3. Célkitiizés

Neéhany éve kutatdcsoportunk egyik f6 kutatasi teriiletét képezi foként szérum albumin
alapu kolloidalis hatéanyag hordozo részecskék eldallitasa és szerkezetvizsgalata [23-25].
Felhasznalasuk révén a Kutatocsoport munkatarsai korabban sikeresen valodsitottak meg
neuroaktiv vegyiiletek vér-agy gaton vald atjuttatdsat, melyet elfogadott magyarorszagi
szabadalom is igazol. Ezen kutatasokhoz kapcsolodtam 2017. Oszén, ahol egy Ujonnan
elnyert GINOP-2.3.2 palyazat keretein beliil, kiemelt feladatom volt Gj tipusu, dontéen
polimer és poliszacharid alapt hatdanyag hordozé rendszerek tervezése, optimalizalasa és
reprodukélhaté szintézisek kidolgozdsa. Mindezek mellett f6 feladatom volt az eldallitott
rendszerek méretének, szerkezetének, kapszuldzasi hatékonysagéanak és lehetdség szerint a
hatdanyag felszabadulés kinetikdjdnak tanulmanyozésa és értelmezése.

A szakirodalomban széles korben hasznalt PLA/PLGA hatéanyag hordozé rendszerek
eloallitasara egy jol alkalmazhatd technika az olddszercserén alapuld nanoprecipitacids
modszer [43]. Az eljaras alkalmazasakor a részecskék szerkezetét, méretét és a hatdbanyagok
kapszulazasi hatékonysagat jelentésen befolyasolhatjak az eléallitasoknal alkalmazott
kezdeti paraméterek (pl.: molekulatomeg, stabilizator tipusa, pH, koncentracio stb.). Az
irodalomban PLA/PLGA makromolekulakon kiviil a HyA poliszacharidot is egyre
elterjedten alkalmazzak hatdanyag hordozo rendszerek kialakitasara [92]. Jol ismert, hogy
ezen poliszacharid szerkezeti modositasaval (pl. térhalositas, neutralizalas), a PLA/PLGA
polimerekhez hasonloan, kolloid részecskék allithatoak el6. illetve a szerkezeti modositas
tipusatol és kisérleti koriilményeitdl fiiggden, a részecskék méretétdl egészen a hatdoanyag
leadasig, szamos szerkezeti és funkcionalis paraméter szabalyozhato.

Mindezen ismereteket szem el6tt tartva, doktori munkam soran célul tiiztiik ki PLA és
eltéré hidrofilitasi tulajdonsaggal rendelkez6 PLGA kopolimerek eléallitasat és lehetséges
felhasznalasukat kolloidalis hatbanyag hordoz6 részecskék eldallitdsara. Vizsgalataink soran
tanulmanyozni kivantuk egyrészt, hogy kiilonbozd toltésii és molekulatomegii stabilizatorok
(cetil-trimetil-ammonium-bromid  (CTAB), polivinil-alkohol (PVA), Pluronic F127
(PLUR)), illetve eltér6 forraspontti ¢és sirtiségii oldoszerek (aceton, 1,4-dioxan)
felhasznalasa révén a makromolekulés kolloidokbdl felépiilé hatéanyag hordozo részecskék
stabilitasa, mérete és morfologidja milyen mértékben valtoztathatd. Ertelmezni kivantuk
tovabba a modellként alkalmazott, eltérd oldékonysagu, toltésti és szerkezetli hatdanyag

molekulaknak (ketoprofen (KP), (£)-a-tokoferol (TP), D-a-tokoferol-polietilén-glikol-
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1000-szukcinat (TPGS)) a részecskék szerkezetére, méretére és kapszulazasi
hatékonysagara gyakorolt hatasat is.

Kutatomunkam masik 6 feladata volt a nanoprecipitacios eljarassal eldallitott
PLA/PLGA alapu, TP hatéanyag-tartalmu kolloid részecskék eléallitisanak megvalositasa
folyamatos aramlasi technikaval is. Tanulmanyozni kivantuk, hogy a preparalds soran
lehetségesen beallitandd paraméterek (pl.: kiindulasi koncentracid, dramlési sebesség,
aramlasi sebesség aranyok, nyomas) szisztematikus valtoztatasa révén szabalyozhato-e
reproduktivan a részecskék mérete, szerkezete vagy éppen a hatdanyag tartalom. Az
eléallitott részecskék in vitro koriilmények kozti kioldodasi folyamatainak vizsgalata is a
munka részét képezte. Célunk volt Osszehasonlitani, hogy ezen eljaras igéretesnek
mutatkozik-e az irodalomban gyakorta alkalmazott nanoprecipitacios technika mellett.

A PLA/PLGA hordozo rendszerekkel kapcsolatos vizsgalatok mellett az értekezés
masik nagy fejezetét képezte a rendkiviil hidrofil tulajdonsagt, kézepes molekulatomegii
HyA (M-HyA) makromolekula hatéanyag hordozoként torténd alkalmazhatosaganak
feltérképezése is hidrofob KP molekulak kapszuldazasara a poliszacharid eltéré mértéka
térhalositasanak kivitelezése révén. Mindezeken til célunk volt tanulméanyozni, hogy
hidrofob KP molekuldk kapszulazasa megvalosithatd-e a M-HyA pozitiv toltésu feliiletaktiv
anyaggal (CTAB) torténd részleges neutralizalasa révén is. A kétféle eljarassal eldallitott
kolloid részecskék teljeskorli szerkezeti karakterizalasa mellett a hatéanyag hordozokbol
torténd kioldodasi folyamatanak feltérképezése is a vizsgalataink részét képezte.

A HyA feliiletaktiv anyaggal torténd részleges neutralizalasi folyamatanak
ismeretében az értekezésben tovabbi célul tliztiik ki annak tanulményozésat is, hogy
eldallithato-e HyA alapu hordozé részecske, ha a CTAB helyettesitésére egy monomer
egységenként egy pozitiv t6ltésii makromolekulat, a kitozant alkalmazzuk. Meghatarozni
kivantuk, hogy a monomer egységenként egy negativ toltéssel rendelkezd nagy
molekulatomegi HyA (H-HyA) és az egy pozitiv toltéssel rendelkez6 Chit kozott fellépd
elektrosztatikus kolcsonhatasok mértéke hogyan valtozik a HyA/Chit tomegaranyok
valtoztatasnak hatdsira. Az optimalizalt aranyok ismeretében megkiséreltiik kiilonbozo
tipust HyA/Chit alapa komplex hordozo6 részecskék eldallitasat és a képz6dd kolloid
részecskék szerkezetvizsgalatat is, de ez a rész mar nem képezte szerves részét az

értekezésemnek.
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4. Felhasznalt anyagok, szintézisek és vizsgalati modszerek

4.1. Felhasznalt anyagok

3,6-dimetil-1,4-dioxan-2,5-dion (LA, D,L-laktid, CsHgO4, > 99 %, Sigma)
1,4-dioxan-2,5-dion (GA, glikolid, C4H4O4, > 99 %, Sigma)

On(I1)-2-etilhexanodt (C16H3004SN, > 96 %, Alfa Aesar)

1-dodekanol (C12H260, > 98 %, Fluka)

2,2’(etiléndioxi)bisz(etilamin) (EDEA, NH2CH2CH2OCH>CH,0OCH>CH2NH2, > 98
%, Sigma)

1-[3-(dimetil-amino)propil]-3-etil-karbodiimid-metil-jodid ~ (EDC  metil-jodid,
C2HsN=C=N(CH2)3sN(CHa)sl, > 99 %, Sigma)

Pluronic F127 (PLUR, (OCH2CHz)x(OCH2CH(CHs))y(OCH2CHz);, Mw = 12,6 kDa,
> 99 %, Sigma)

Polivinil-alkohol (PVA, (C2H40)x, Mw = 72 kDa, > 99 %, Sigma)
Cetil-trimetil-ammonium-bromid (CTAB, CH3(CH2)1sN(Br)(CHs)3, > 95 %, Sigma)
(£)-a-tokoferol (TP, C29Hs002, > 96 %, Sigma)
D-a-tokoferol-polietilén-glikol-1000-szukcinat (TPGS, (C2H40)x(C33Hs40s), > 99
%, Sigma)

Ketoprofen (KP, C16H1403, > 98 %, Sigma)

Poli(tejsav) (PLA, (CsH402)x, Mw= 250 kDa, > 99 %, Fluka)
Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGAT75, (CeHgOa4)x(CsH404)y, laktid:glikolid arany 75:25,
Mw= 40-75 kDa, > 99 %, Sigma)

Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGAG5, (CeHsO4)x(C4H4O4)y, laktid:glikolid arany 65:35,
Mu= 60-107 kDa, > 99 %, Sigma)

Poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA50, (CsHgO4)x(C4H40s)y, laktid:glikolid arany 50:50,
Muw= 30-60 kDa, > 99 %, Sigma)

Kozepes molekulatomegti kitozan (M-Chit., (CeH1104N1)x, Mw= 190-310 kDa, 75-
85 % deacetilezett, Sigma)

Nagy molekulatomegi kitozan (H-Chit, (CeH1104N1)x, Mw= 310-375 kDa, > 75 %
deacetilezett, Sigma)

Kozepes molekulatomegii natrium-hialuronat (M-HyA, (C14H21011N1)x, Mw= 1,5-
1,8 x 10% kDa, < 1 % fehérje, Sigma)

Nagy molekulatomegii natrium-hialuronat (H-HyA, (C14H21011N1)x, Mw= 200-500
kDa, Richter Gedeon Nyrt.)
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*  Dinatrium hidrogén-foszfat (Na2HSOa, > 99 %, Molar)

*  Natrium-dihidrogén-foszfat monohidrat (NaH2SO4 x H20O, > 99 %, Sigma)
e Natrium-klorid (NaCl, > 99 %, Molar)

»  Tripolifoszfat (TPP, NasP3010, > 98 %, Merk KGaA)

¢  Natrium hidroxid (NaOH, > 99 %, Molar)

*  Soésav (HCI, 37 %, Molar)

» Ecetsav (CH3COOH, > 99,5 %, Erdékémia)

* 1,4-dioxan (CsHgO2, > 99,8 %, Sigma)

« Aceton (CH3COCHS3, > 99,5 %, Sigma)

+ Etanol (CH3CH20H, > 99,9 %, Molar)

»  celluloz alapu dializis membran (cut off: 14000, Sigma)
A hatdanyag tartalmt hordozé rendszerek eléallitdsdhoz felhasznalt polimerek monomer
egységeit, illetve a hatdoanyagok szerkezeti képleteit a 9. abra foglalja 6ssze.

D-a-tokoferol-polietilén-glikol-1000-szukcinat (TPGS)
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9. abra: A hordozo6 rendszerek eldéllitasahoz hasznalt polimerek monomer egységei és a

hat6anyagok szerkezeti képletei

A mérésekhez alkalmazott vegyszerek analitikai tisztasaguak voltak, ezért
felhasznalasuk el6tt tovabbi tisztitdsra nem volt sziikség. A vizes kozegii oldatokhoz és
polimer alapu részecskék eldallitasahoz minden esetben nagy tisztasagti Milli-Q vizet
(Millipore, Milli-Q, Integral3, fajlagos ellenallas 18,2 mQxcm 25 °C-on) alkalmaztunk. A

hatéanyag kioldodasaval kapcsolatos vizsgalatoknal, illetve a szintéziseknél heti
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rendszerességgel elkészitett NaCl tartalmu foszfat puffert (tovabbiakban PBS, pH= 7,4)
hasznaltunk. A PBS oldat a kovetkez6 Osszetétellel rendelkezett: 2,25 g NaCl (0,15 M, 0,9
m/m%), 0,5497 g Na;HPO4 és 0,1558 g NaHPO4xH20 250 cm? térfogat, Milli-Q vizben

feloldva.
4.2, Szintézisek
4.2.1. Poli(laktid-ko-glikolid) kopolimerek szintézise

A PLA és kiilonb6z6 hidrofilitasi tulajdonsaggal rendelkezé PLGA kopolimereket
gytri-felnyitasos polimerizaciéval (ROP) allitottuk el6 [81,82,108]. Ehhez a reakciohoz a
tejsav és a glikolsav ciklusos dimerjét (D,L-laktid és glikolid), on(ll)-2-etilhexanoat
katalizatort és 1-dodekanol iniciatort hasznaltuk. A szintézis alatt az on(I1)-2-etilhexanoat a
polimerizaciés folyamatot katalizalja, mig az 1-dodekanol kettds szerepének koszonhetéen
aktivalja a katalizatort és nukleofil agensként elsegiti a ciklikus dimerek gyiriifelnyitasat.
Az eljaras soran a sziikséges mennyiségl laktidot (PLA: 5,0015 g; PLGA75: 3,7520 g;
PLGAG5: 3,2513 g), glikolidot (PLA: 0 g; PLGAT75: 1,2510 g; PLGA65: 1,75602 g)?, 0,02
w/w% (teljes dimer tomegre nézve) 6n(l1)-2-etilhexanoat katalizatort és 0,01 w/w% (a teljes
dimer tomegre nézve) 1-dodekanol inicidtort egy gomblombikban homogenizaltuk és a
rendszert vakuum alé helyeztiik. A polimerizacio elinditasahoz a lombikot T= 170-180 °C -
ig elémelegitett olajfiirddbe tettiik és - a homogenitas fenntartasa érdekében - a mintat 2 6ran
at kevertettiik. Az ilyen modon nyert végterméket -20 °C homérsékleten taroltuk. Mivel
mind az iniciator, mind a katalizator nagyon kis mennyiségben volt jelen a reakcioelegyben,
igy az irodalmi hivatkozasoknak megfeleléen, [81,82], tovabbi tisztitasi eljarast nem

alkalmaztunk.
4.2.2. PLA/PLGA hordozo rendszerek szintézise nanoprecipitdcios modszerrel

A szintetizalt PLA/PLGA polimerekb6l a részecskék elballitasa nanoprecipitacios
technikaval tortént, ahol a kisérleteket tobb olddszerben és szamos stabilizaloszer
alkalmazasa mellett is kiviteleztiik. A torzsoldatok elkészitésekor a polimereket minden
esetben szerves oldoszerben (aceton vagy 1,4-dioxan), mig a stabilizatorokat (CTAB, PVA,
PLUR) nagy tisztasagi Milli-Q vizben oldottuk. A szerves:vizes fazisok térfogataranyat
mindig 1:10 értéken tartottuk.

% Az egyes laktid és glikolid mennyiségek az adott jelzésti PLA/PLGA75/PLGA65 szarmazékok

eléallitasahoz sziikséges mennyiségeket mutatjak.
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A polimer hidrofilitisanak ill. a stabilizatorok és az oldoszerek hatasanak
tanulmanyozasahoz a PLA/PLGA makromolekulak 15-15 mg mennyiségét feloldottuk 1,5
stabilizator-tartalmu vizes oldatba csepegtettiik 10 uL/5 s sebességgel, szobahdmérsékleten.
A folyamat soran a komponenseket magneses keverdt hasznalva 1000 rpm fordulatszammal
kevertettiik.

A hatéanyag (KP, TP, TPGS)-tartalmi PLA/PLGA részecskék elballitasanal az
el6z6kkel megegyez6 koncentraciokat és szintézis korilményeket alkalmaztunk. A
hatéanyagok  7,5-75 mg mennyiségét (polimer:hatéanyag 1:2  tdmegarany)
oldékonysaguknak megfelelden a szerves fazisu polimert (KP, TP) vagy a vizes fazist
stabilizatort (TPGS) tartalmaz6 oldatokhoz adtuk. A modellként valasztott harom hatdanyag
koziil a legrosszabb vizoldékonysaggal rendelkezé TP esetén koncentraciofiiggd eldallitasi
kisérleteket is végeztiink. A részecskék szintézisét els6 korben PLA polimer, PLUR
stabilizator és aceton oldoszer alkalmazasa mellett végeztiik el. Ebben az esetben a 1,25-
10,0 mg/mL PLA és 0,0-5,0 mg/mL TP koncentracioji acetonos torzsoldatokat 10-10 mL
szintézis paraméterek alkalmazasa mellett (1000 rpm, 10 uL/5 s adagolasi sebesség, 25 °C).

Az egyes mintaknal beallitott komponens koncentraciokat az 1. tablazat foglalja dssze.

1. tablazat: A PLA alapt, TP-tartalmu kolloid részecskék eldallitasahoz hasznalt

komponensek koncentracio és térfogat adatai

Aceton fazis Vizes Fazis
Minta CpLA Ctp CPLUR
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
1 1,25 2,5 0,10
2 2,50 2,5 0,10
3 5,00 2,5 0,10
4 10,0 2,5 0,10
5 10,0 0,0 0,10
6 10,0 0,5 0,10
7 10,0 1,0 0,10
8 10,0 2,5 0,10
9 10,0 5,0 0,10
10 10,0 2,5 0,00
11 10,0 2,5 0,05
12 10,0 2,5 0,10
13 10,0 2,5 0,50
14 10,0 2,5 1,00

A vizsgalatokat a PLGA65 és PLGA7S alapu rendszerek esetén is elvégeztiik a PLA

esetén optimalizalt aranyok alapjan. Ezeket, mint 0j tudomanyos eredményeket az 5. fejezet
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foglalja 6ssze. A nanoprecipitacios modszerrel eldallitott diszperziokat minden esetben 48
h-ig 350 rpm fordulatszamon kevertettiik, majd tisztitottuk. A tisztitaskor a mintakat tovabbi
40-40 mL Milli-Q vizzel higitottuk és 12000 rpm fordulatszamon (t= 15 min, T= 25 °C)
centrifugaltuk egy Hermle Z36HK centrifugaval. Az igy kapott feliiliszot eltavolitottuk €s
a részecskéket 40 mL Milli-Q vizben diszpergaltuk, majd ezen tisztitasi eljarast kétszer is

megismételtiik.
4.2.3. PLGA50 részecskék elddllitasa dramldsos rendszerben

A PLGAS50 részecskék aramlasos technikaval torténd eldallitasahoz 5,0 mg/mL

c sy

cre

acetonos oldatot és 0,1 mg/mL koncentracioju vizes PLUR oldatot hasznaltunk. A méréseket
hatéanyag nélkiil is elvégeztiikk. A részecskék szintéziséhez két fecskendd pumpaval,
nyomas kontrollerrel és egy 250 pL térfogati harom bemeneti p-mixer cellaval rendelkezd
Syrris Asia Flow rendszert hasznaltunk. A modszer sematikus abrajat a 10. abra szemlélteti.
A szintézis folyaman a két torzsoldatot a fecskendd pumpak juttatjak el a p-mixer cellaba,
ahol a fazisok keveredése révén a PLGASO0 precipitacidja megtorténik és kolloid részecskék
képzddnek. A méréseket kiillonbozé aramlasi sebességeken (szerves fazis: vi= 25-150
uL/perc, vizes fazis: vo= 250-1500 pL/perc, vi:ve arany allando) eltérd aramlasi sebesség
aranyokon (vi= 25 pL/min allando, vo/vi= 10-50) és kiilonb6zo cella nyomasokon (vi= 25
uL/perc, vo= 250 pL/perc, p= 2-10 bar) is elvégeztiik. A polimer diszperziok tisztitasa a

nanoprecipitacios modszernél korabban mar emlitett eljarassal tortént.

fecskendd pumpaj-,' |

p-mixer cella

— nyomas
kontroller

hordozé  stabilizator
hatéanyag

10. abra: A PLGAS50 kopolimer alapt kolloid részecskék eldallitdsahoz hasznalt Syrris

Asia Flow aramlasos rendszer sematikus abraja
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4.2.4. Terhalositott natrium-hialuronat részecskek eléallitasa

Az eltér6 mértékben keresztkotott M-HyA (tovabbiakban cl-M-HyA/50%, cl-M-
HyA/75% és cl-M-HyA/100%) részecskék eldallitasahoz a jelolésben megadott 50%, 75% és

100% mértékii térhalositast alkalmaztunk. A szintézis els6é 1épéseként 200 mL 1 mg/mL

c sy

cyey

figyelembe véve rendre 1,88 mL (50%), 2,82 mL (75%) és 3,76 mL (100%) EDEA oldatot
(1 viv%, pH= 5,5) adtunk. A reakcitelegyhez 30 perces kevertetés utan 80 mg (50%), 120
mg (75%) és 160 mg (100%) EDC metil-jodidot tartalmazo vizes oldatot csepegtettiink. Az
igy elkészitett termékeket egy éjszakan at kevertettiik, majd a termékeket 7 napon keresztiil
nagy tisztasagu Milli-Q vizben dializissel tisztitottuk. A HyA alapu kolloid részecskék
képzOdése a térhalodsitassal parhuzamosan megtorténik. A KP-tartalma cl-M-HyA alapt
rendszerek eldallitasa alland6 ioner6sségii PBS oldatban (pH= 7,40; 0,9 % NaCl) tortént,
mivel a KP vizoldékonysaga puffermentes kézegben alacsony (ckpmax= 0,051 mg/mL). A
cl-M-HyA/KP mintak eléallitasanal 20 mg/mL KP és 100 mg/mL elézetesen szintetizalt és
liofilizalt cl-M-HyA/50%, 75% és 100% tartalmu elegyeket készitettiink, majd 24 oraig
kevertettiikk 6ket. A tisztitas folyamata soran a mintakat 0,1 v/v% koncentracié eléréséig
higitottuk és 8000 rpm fordulatszamon 10 percig centrifugaltuk a felesleges és nem kotott

hatdanyag eltavolitasa végett.
4.2.5. M-HyA/CTAB komporzit részecskék eléallitasa

A M-HyA/CTAB részecskék tanulmanyozasahoz elkészitett oldatsorozatnal 0,2
mg/mL M-HyA koncentracié mellett a CTAB mennyiségét 0,00-0,26 mg/mL kozott
szisztematikusan valtoztattuk PBS kozegben (mctas/muya= 0-1,3). A CTAB
hatbanyagot is tartalmazé M-HyA/CTAB mintak eléallitasakor a cl-M-HyA/KP rendszerhez
hasonldéan PBS kozegben végeztiik vizsgalatainkat. A kapszulazast 20 %-, 50 %- és 80 % -
ban neutralizalt M-HyA/CTAB mintaknal végeztiik el, ahol az oldatokban a M-HyA és a KP
koncentracioja CHya= 100 mg/mL és ckp= 20 mg/mL, mig a CTAB mennyisége 18 mg/mL,
46 mg/mL, és 73 mg/mL volt. A mintakat 24 o6raig kevertettiik és a 4.2.4. alfejezetben

emlitett mdodon tisztitottuk.
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4.3. Vizsgalati modszerek és mérési koriillmények
4.3.1. A hordozo rendszerek jellemzésére szolgalo modszerek és technikak

A Fourier-transzformacios infravoros (FT-IR) spektroszkopias mérésekhez egy
egyszeres reflexioju ATR Pro One feltéttel ellatott Jasco FT/IR-4700 spektrométert
hasznaltunk. A vizsgdlatokhoz liofilizalt pormintédkat alkalmaztunk. A spektrumokat 256
interferogram 4tlagolasaval, 4 cm™ felbontassal, 400-4000 cm™ tartomanyon vettiik fel. A
detektalt karakterisztikus rezgési sdvok alapjan a szintetizalt ¢s mddositott biopolimerekben
végbement szerkezeti valtozasokrol kaptunk informaciot.

A differencialis pasztazo kalorimetrias (DSC), termogravimetrias (TG) ¢s a
differencialis termoanalitikai (DTA) mérések kivitelezése egy Mettler-Toledo 822e
kaloriméterrel és egy Mettler-Toledo TG/SDTA 851° miszerrel tortént. A detektalt DSC
gorbéket 25-500 °C, mig a TG és DTA gorbéket 25-1000 °C kozotti hdmérseklet-
tartomanyon vettiik fel 5 °C/perc felfiitési id6 és 50 mL/perc aramlasi sebességli nitrogén
(DSC) ¢és levegd (TG, DTA) kozeg beallitdsa mellett. Az eredményeket STARe 12.10
szoftverrel értékeltiik ki.

A PLA/PLGA polimerek hidrofilitdsi tulajdonsagainak jellemzésekor elvégzett
peremszog mérésekhez egy 0,5 mm atmérdji, acél tiivel felszerelt fecskenddvel és egy
nagy felbontasu kameraval rendelkezé KRUSS FM40Mk2 Easy Drop miiszert hasznaltunk.
A vizsgalt PLA/PLGA film rétegeket az egyes polimerek 160-170°C hémérsékleten,
mikroszkdp targylemez tiveg feliiletére torténd olvasztasaval allitottunk eld. A peremszog
értékeket 25 °C hdmeérsékleten és 1€gkori nyoméson hataroztuk meg 5-5 parhuzamos mérés
atlagabol, ahol nagy tisztasagu Milli-Q vizbdl cseppentettiink 1-1 cseppet (10-10 pL
mennyiséget) a polimer filmek feliiletére.

A szintetizalt PLA/PLGA kopolimerek molekulatomegének meghatarozasahoz egy
Horiba SZ-100 tipusu fényszorasmérét hasznaltunk (Aiezer= 532 nm). A molekulatomeg (Mw)
¢és a masodik virial egyiitthato (A2) értékeket a Rayleigh-Gans-Debye modellel (1. egyenlet)
kaptuk meg:

1
—= ——+2A,C )
R My 2 (1)

ahol K a Debye konstans, ¢ a minta koncentracidja, Rex a tobblet Rayleigh arany, My

az atlagos molekulatomeg és Az a masodik virial egyiitthato.
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A Debye konstans értéke a 2. egyenlet alapjan hatarozhato meg:

‘- 4nan(4 dn/dc)? 2)
X'Np
ahol ng a diszperzids kozeg torésmutatdja, dn/dc a minta torésmutatdjanak novekedése
a koncentracio fliggvényében, 4 az alkalmazott fény hulldmhossza vakuumban és Na az
Avogadro szam. Mindezeken felil a tobblet Rayleigh aranyt a kovetkez6képpen
hatarozhatjuk meg (3. egyenlet):

2
No Iminta'IO
Rex: Rref 2 ( )

ref Ire ()
ahol Rex a tobblet Rayleigh arany, Rref egy jol ismert referencia kozeg Rayleigh aranya,
No a diszperzids kozeg torésmutatdja, Nrer a referencia kdzeg torésmutatdja, Iminta @ mért
minta szdrasintenzitdsa, lo a diszperzids kdzeg szorasintenzitisa és lref a referencia kozeg
szorasintenzitasa.

A vizsgalatok soran 0-20 mg/mL koncentracioji PLA/PLGA 1,4-dioxan kdzegl
oldatait hasznaltunk. A Debye konstans determinalasahoz fontos dn/dc értéket a mérésekhez
elkészitett oldatok Mettler Toledo RM50 tipust refraktométerrel meghatarozott torésmutatd
értékei alapjan hataroztuk meg. A tobblet Rayleigh arany kiszamitasahoz referencia
oldoszerként toluolt hasznaltunk. A modszer érzékenységére tekintettel a felhasznalt
analitikai tisztasagi oldoszereket (el6zetesen 1,4-dioxannal, toluollal és Milli-Q viz)
elézetesen 0,2 um porusméretli sziir6n atsziirtiik (szerves oldoszereknél: Hidrofob PTFE
sziir6, Milli-Q viznél: Hidrofil Nylon sziir6).

A HyA/Chit rendszernél toltéstitralasi méréseket végeztiink a két makromolekula
kozotti toltéskompenzalasi pont kvantitativ meghatarozasdhoz, melyhez egy Miitek PCD-04
részecske tOltés detektort alkalmaztunk. A mérések soran 10-10 mL 0,5-2,0 % ecetsavas
kozegili 0,045 mg/mL koncentracioji HyA oldatokat titraltunk 0,091 mg/mL koncentracioju
(az el6zokkel azonos ecetsavas kozegii) Chit oldattal, ahol 125-125 pl adagokban adtuk a
Chit oldatot és minden pontban az aramldsi potencial értékeket rogzitettik. A HyA
toltéskompenzalasi pontjat (un. att6ltési pontot, ahol a mért &ramlasi potencial értéke eléri a
0 mV-os értéket) a titralasi gorbék modositott Boltzmann egyenlettel (4. egyenlet) torténd

illesztésébdl hataroztuk meg [109], figyelembe véve, hogy a szigmoid gorbék torzultak:
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y= aiX+a,
~ 1+exp[(x-a4)/as]

+agX+ag (4)

ahol Y a fliggd valtozo (a mért aramlasi potencial értékek), X a fliggetlen valtozo (Chit
¢s HyA molaranya) €s ai az illesztési paraméterek. Az a; €s a, a titralasi gorbe alsé és felso
szakaszanak aszimptotikus értékéi, az az atmeneti szakasz sz¢lessége, as az inflexios pontban
az x fuggetlen valtoz6 értéke, mig az (a1as) + ao kifejezés az inflexios pontban a titralasi
gorbe also és felsé szakaszanak tavolsaga (a fliggd valtozo mértékegységében). Az egyenlet
szamlalojaban és a jobb oldalt 1évo kifejezés figyelembe veszi az induld és megallapodd
tartomany eltolodasat. A paramétereket ismerve kiszamithatjuk a Chit:HyA molaranyokat
az attoltési pontjaban (Y=0 mV).

Az izoterm titracios kalorimetrias (ITC) mérések kivitelezése a HYA/CTAB alapu
hordozd rendszerek esetében Dr. Juhasz Adam (SZTE TTIK Fizikai Kémiai és
Anyagtudomanyi Tanszék) segitségével torténtek. Az egyes entalprogramok rogzitéséhez
egy szamitogép kontrollalt MicroCal VP-ITC tipusu izoterm titracidés kalorimétert
alkalmaztunk, amely egy 1,4301 mL mintacellaval és 300 pL Ossztérfogata fecskenddvel

crer

oldatot hasznaltunk, mig titraloszerként 12 mM ¢és 5 mM koncentracioju CTAB oldatot. A
kivantuk meghatdrozni HyA jelenlétében. Referenciaként a CTAB cmc értékét is
meghataroztuk, ahol a titralandé oldat nagy tisztasaga Milli-Q viz volt. A mérések 25 °C
hémérsékleten és 10 pL/5 perc adagolasi sebességen zajlottak. Az entalpogrammok
kiértékelése egy Origin Microcal 7.1 szoftverrel tortént. A CTAB cmc értékét a toltéstitralasi
vizsgalatoknal bemutatott modositott Boltzmann egyenlettel (4. egyenlet) hataroztuk meg,
ahol fiiggetlen valtozo a tenzid koncentracidja (X= c), mig a fliggd valtozok a mért entalpia
értékek (Y= 4H) voltak.

A TP oldhatdésaganak meghatarozasahoz, tovabba a hatdanyag nélkiili M-HyA/CTAB
kompozitok szerkezeti jellemzéséhez és a PLGA kopolimerekkel kapcsolatos precipitacios
titralasok mindsitéséhez turbidimetrias méréseket végeztiink, melyhez egy LP2000 Hanna
Ins. tipusu zavarossdgmérd késziiléket €és utobbi esetben egy Ocean Optics USB4000
egyfényutas spektrofotométert haszndltunk. A fotometrids mérések esetében 650 nm
hullamhosszon detektaltunk és a méréseket 1 cm uthosszii kétoldalu kvarc kiivettdban
végeztiik el. A polimerek precipitacios tulajdonsagait az abszorbancia és 100 % turbiditas
esetében mért maximum abszorbancia aranyt a Milli-Q viz térfogat és a teljes térfogat

aranyanak fliggvényében abrazolt gorbék segitségével hataroztuk meg.
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A M-HyA/CTAB rendszernél a konduktometrias titralasi gorbék rogzitése egy
Radelkis OK-114 konduktométerrel tortént szobahdmérsékleten. A mérések kivitelezése
révén a CTAB cmc értékét kivantuk meghatarozni HyA jelenlétében. Referenciaként a
CTAB cmc értékét is meghataroztuk. A mérések soran a vezetOképesség éErtékeket
rogzitettik, amely soran 20-20 mL nagy tisztasagi Milli-Q vizhez és 0,1 mg/mL
koncentracioju M-HyA oldathoz adagoltunk kiilon-kiilon 20 mM CTAB oldat 40-40 pL
mennyiségeit.

A reolégiai mérések kivitelezésében Dr. Juhasz Adam segédkezett. A vizsgalatokat
egy Anton Paar MCR 301 tipusti reométerrel végeztiik el dupla rés (DG26.7-SN12740), ktp-
lap (CP25-1-SN12204) és koncentrikus henger (CC27-SN12740) geometriaju feltétekkel 25
+ 0,1 °C- os hdmérsékleten. Annak érdekében, hogy a hémérséklet allandosuljon a
rendszerben a mintakat 5 percig a feltétben allni hagytuk.

A kis koncentracioju  (0,05-0,1 mg/mL) M-HyA oldatok viszkozitasi és
nyiréfesziiltség értékeit 1-300 1/s nyirdsebességen és dupla rés geometrigju feltéttel
hataroztuk meg. A nagy koncentracio6 M-HyA (25-100 mg/mL) oldatok esetében a
méréseket kup-lap geometriaja feltéttel végeztiik el 1-40 1/s nyirosebesség tartomanyon. A
tomény M-HyA tixotrop tulajdonsaganak meghatarozasakor a viszkozitasi értékeket
novekvo és csokkend nyirosebességeken is megvizsgaltuk. A folyasgorbéket Bingham
modellel (5. egyenlet), illetve az egyes viszkozitasi gorbékre illesztett Carreau-Yasuda

egyenlettel (6. egyenlet) értékeltiik ki a RheoPlus szoftver segitségével.

=t 5)

ahol 7 a nyirofesziiltség, s a linearis szakaszbol nulla nyirdsebességre torténd
extrapolalassal meghatarozott Bingham-féle folyashatar és np az egyenes meredekségebol

kapott plasztikus viszkozitas.

n=n,,+(n,n,,) [1+(p)a /e (6.)

ahol » a viszkozitas, 5. a végtelen-nyirasi viszkozitas, o a nulla-nyirasi viszkozitas,
¥ anyirdsebesség, t a relaxacids idd, n (n<1) és a konstans.

A Konstans nyirasi sebességeken elvégzett reologiai méréseknél a koncentrikus henger
titraltunk meg 25 mM CTAB (5 percenként 20 pL) és 2 mg/mL Chit (3 percenként 40 pL)
torzsoldattal. A M-HyA/CTAB rendszernél a méréseket nagy tisztasagi Milli-Q vizben, mig
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a M_Chit/H-HyA esetében 0,5-2 v/v%-ban ecetsavat is tartalmazo kdzegben végeztiik el. A
viszkozitas valtozasat 25 + 0,1°C -on, 150 1/s (CTAB) és 300 1/s (M-Chit)
nyirdsebességeken kovettiik. A rendszer higuldsa miatt bekdvetkezo viszkozitas-csokkenés
korrigalasa érdekében a titraldsokat a megfeleld tiszta olddszerekkel is elvégeztiik. A HYA
gélek viszkoelasztikus paramétereinek tanulmanyozasahoz amplitido sepréses oszcillaciés
reologiai méréseket hasznaltunk, ahol a mintakat szinuszos nyirasi deformacionak (nyiras,

nyirasi alakvaltozas) tettiik ki. A nyirasi deformaciora az alabbi 7. egyenletet irhatjuk fel:
Y=Y, Sin(ot) (7))

ahol y a nyirasi deforméacid, yo a nyirasi deformacié amplitidoja, @ az oszcillacios
frekvencia és t az id6.
A viszkoelasztikus anyagok elasztikus (Hooke-test) és viszkdzus (Newton-test)

sajatsagait a nyirofesziiltségbdl (z) kifejezett 8. egyenlet alapjan jellemezhetjiik:

=G (0)y, sin(et) +G (0)y, cos(ot) 8.

ahol yo a nyirasi deformacié amplitidoja, @ az oszcillacios frekvencia, t az idd, G’ az
elasztikus tulajdonsagot jellemzd tarolasi modulus, G’ a viszkézus tulajdonsagot jellemzd
veszteségi modulus. A tarolasi és veszteségi modulus aranyat a veszteségtangens adja meg

(9. egyenlet):

o
tan 6= — 9.)
G

Az egyenletben szereplé o a faziseltolodas, amelynek fokba megadott értékébol
kovetkeztethetiink az anyag folyasi tulajdonsagat (idealis elasztikus: 6= 0°, viszkoelasztikus:
0°<6<90°, idealisan viszkozus: 6= 90°). A tomény és modositott (neutralizalas, térhalositas)
HyA géleknél alkalmazott amplitido sepréses modszer esetén a nyiras folyamatos novelése
mellett (0,01-100 %) meghataroztuk a G’, G’ ill. a korabban mar emlitett szoftverrel a
folyasi pontot (zp) és keresztezési pontot (')/wp) alland6 10 Hz-es oszcillacios frekvencian.

A mérések kivitelezéséhez kiip-lap geometriaja feltétet és T=25 + 0,1 °C hasznaltunk.
4.3.2. Részecskék méretének és szerkezetének meghatdrozasa

A dinamikus fényszéras (DLS) és -potencial méréseket a PLA/PLGA és Chit/HyA
részecskéknél a korabban emlitett Horiba SZ-100 tipusu, mig a HyA/CTAB és cl-M-HyA

rendszereknél egy Malvern NanoZS fényszérasmérdvel (higzer= 633 nm, He-Ne lézer)
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végeztiik 25 + 0,1 °C-on. A hidrodinamikai 4&tméré (dpLs), a polidiszperzitasi index (PDI) és
a (- potencial értékeket legalabb 5-5 mérési eredmény atlagolasaval hataroztuk meg.

A transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) képeket Dr. Varga Viktoria (SZTE
TTIK Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék) segitségével egy Jeol JEM-1400plus
tipusu transzmisszios elektronmikroszkoppal vettiik fel 120 keV gyorsitofesziiltségen. A
nagyfelbontasu transzmissziés elektronmikroszképos (HRTEM) képek készitésénél
Janoné Dr. Ungor Ditta Anita (SZTE TTIK Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszek)
segédkezett, ahol egy FEI Tecnai G2 20 X-Twin tipusi transzmisszios
elektronmikroszkopot alkalmaztunk, 200 kV gyorsitofesziiltség beallitasa mellett. Az
atmérdk (drem) atlagos értékének meghatidrozasadhoz Imagel szoftvert hasznaltunk. A TEM
képek segitségével informaciot kaptunk a részecskék szerkezetérdl és az atlagos méretérdl,

méreteloszlasarol.
4.3.3. Kapszulazasi hatékonysag és in vitro hatoanyag kioldodasi vizsgalatok

Az egyes hordozd makromolekulak kapszulazasi hatékonysaganak meghatarozasahoz
¢és a hatoanyagok in vitro kioldodasanak kovetéséhez UV-Vis spektrofotometrias modszert
alkalmaztunk. A spektrumokat, illetve a kalibracios gorbéket 200-500 nm hullamhossz
tartomanyon és 1 c¢cm uthosszi kvarc kiivettaban rogzitettiik egy Shimadzu UV-1800 két
fényutas spektrofotométer segitségével. A kapszulazasi hatékonysag értékét (EE(%)) és a
részecskék hatoanyag toltottségét (DL(%)) az alabbi 10. és 11. egyenletekkel hataroztuk

meg:

hatdanyag kapszulazott tomege
X

EE(%)= 100 (10.)

hatéanyag teljes tomege

hatéanyag kapszulazott tomege
X

DL (%)= 100 (11.)

részecskék teljes tomege

Az in vitro kioldodasi vizsgalatokat foszfat pufferes (PBS, pH=7,4; 0,9 % NaCl)
kozegben és féligateresztd celluloz dializis membrannal végeztiik el. A cl-M-HyA/KP és M-
HyA/CTAB/KP kapcsolatos mérések 25 °C-0s, mig a PLA/TP és PLGA/TP esetében 37 °C
-0S homérsékleten torténtek. A PLA/PLGA rendszereknél a hidrofob tulajdonsaggal
rendelkezé TP oldhatdsaganak novelése érdekében a PBS kozeg 1 mg/mL koncentracioban
PLUR stabilizatort is tartalmazott.

A hatbéanyag kioldodas kinetikajanak és mechanizmusanak meghatarozasa végett a

felvett kioldodasi gorbékre kiilonbozo kinetikai modelleket illesztettiik, melyhez egy QtiPlot
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0.9.8.9. svn 2288 programot hasznaltunk. A szamolasok soran a szoftver nemlinearis
regresszidval minimalizalja a mért és kozelitd koncentracio értékek kozotti kiillonbségek
négyzetosszegét. A modell illesztések utan informaciot kapunk az egyes kinetikai
allandokrol, a kioldédds mechanizmusat jellemz6 paraméterek értékérdl, az illesztés
josagarol, illetve a standard deviaciorol. A szadmolasokat az elsérendli, Korsmeyer-Peppas,
Weibull és Peppas-Shalin modelleknél végeztiik el [110-112].

Az elsérendii egyenlet széles korben hasznaljak olyan folyamatoknal, ahol a kioldodas

csak a hatdanyag koncentraciojatol fiigg. A modell a 12. egyenlettel irhato le:

t -kt 12
—e .
CO - ( )

ahol ct a hordoz6 matrixban 1évé hatdéanyag koncentracidja t idépillanatban, Co a
hatéanyag kezdeti koncentracidja a hordozoban ¢és k az elsérendii kioldodasi allando.

A kioldodasi gorbék kiértékeléséhez eldszeretettel alkalmazzak a Korsmeyer-Peppas
szemi-empirikus egyenletet. A modell elénye, hogy a polimer matrix alakjat (gomb, film,

henger) is figyelembe veszi (13. egyenlet):

5—; =k t" (13)

ahol c; a felszabadult hatdanyag koncentracioja t idépillanatban Co a hatéanyag kezdeti
koncentracioja a hordozdban, Km a kinetikai allandé és n a diffuzids-oldodasi index, amely
a hatdéanyag kioldodas mechanizmusat jellemzi.

Ha n= 0,45 (gombi részecskéknél 0,42), akkor a kioldodasat a diffuzié kontrollalja
(Fick diffuzio). Ezzel ellentétben, ha diffizids-oldodasi index értéke 0,45<n<1,0, akkor a
kioldodas er6zi6 kontrollalt nem -Fick diffazids folyamat (n= 1,0 esetében mar csak a Case
I1. (relaxécios) transzport a8 dominans).

A Weibull egyenlet egy altalanos empirikus modell, amely szinte minden oldodasi
gorbére alkalmazhatd. Az egyenlet csak az oldatban 1év6 hatbanyag mennyiségét veszi
figyelembe (14. egyenlet):

g—:):l-e'(%)b (14)
ahol ¢t a kioldodott hatdéanyag koncentracidja t iddpillanatban, co a felszabadult

hatdanyag teljes koncentracidja, T a késleltetési 1d6 a mérés kezdete €s a hatdanyag
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felszabadulasa kozott (legtobb esetben T=0), a egy idofiiggést leiro skalaparaméter és b az
oldodasi gorbe alakjat leird paraméter (exponencialis: b= 1, szigmoid: b> 1, parabola: b< 1).
A Peppas-Shalin egyenletben kiilon szerepel a Fick diffazio és a Case II relaxacio

hozzajarulasa a kioldodasi folyamathoz (15. egyenlet):

s—;:kltm+k2t2m (15.)
ahol ¢t a kioldodott hatdéanyag koncentracidja t id6pillanatban, Co a hatéanyag kezdeti
koncentracioja, ki a Fick difftizios hozzajarulas értéke, ko a Case II relaxacios hozzajarulas
értéke és m a diffuzios kitevo.

A modell alapjan az m diffuzios kitevé megadja a kioldodas mechanizmusa (Fick
diffizié: gdmb részecskéknél m= 0,43; filmeknél m= 0,50; henger alaknal m= 0,45; Case 1l
(relaxacids) transzport: gdomb részecskéknél m= 0,85; filmeknél m= 1,0; henger alaknal m=

0,89; vegyes mechanizmus: gomb részecskéknél 0,43<m<0,85; filmeknél 0,5<m<1,0;
henger alaknal 0,45<m<0,89).

4.3.4. Egyéb alkalmazott miiszeres technikak

A PLUR cmc értékét tenziometrias mérésekkel hataroztuk meg. A vizsgalatokat egy
automatizalt, szamitogép kontrollalt és LabDesk® szoftverrel mitkodé KRUSS K100MK2
tipusi univerzalis feliileti fesziiltségmérd késziilékkel végeztik el 25 + 0,1 °C
homérsékleten. A tenziometrias mérések soran egy csiszolatlan optimalisan 0° (cosf= 1)
Milli-Q vizzel szembeni nedvesedési szoggel rendelkez6 platina lemezt (Wilhelmy lemezes
modszer) felhasznalva szemiempirikusan kiszamolhatjuk a feliileti fesziiltséget a 16.
egyenlet alapjan:

B F
"~ Lcoso

Y (16.)

ahol y a feliileti fesziiltség, F a lemez kihtizasakor mért erd, L a lemez keriilete és € a
peremszog (esetiinkben 0°). A vizsgalatok alatt a platina lemezt 50 mL térfogatu, 1,6 mM
10 mL &ssztérfogata nagytisztasagu Milli-Q vizzel vagy PBS oldattal 40 1épésben titraltuk.
A titralas a miiszerhez tartozé automata biirettaval tortént. A feliileti fesziiltség értékeket
legalabb 5-5 mérés atlagabol hataroztuk meg.

Az FT-IR, DSC, TG, DTA és in vitro kioldédasi méréseknél felhasznalt pormintakat

fagyasztva szaritassal (liofilizalassal) allitottuk eld. Kozvetlen az eljards megkezdése el6tt
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a mintdkat cseppenként lefagyasztottuk folyékony nitrogénnel lehiitott tivegben. Az
olddszert 4 mbar nyomason egy Christ Alpha 1-2 LD tipust fagyasztva szarito berendezéssel
tavolitottuk el. A PLA/PLGA részecskék esetében a mintak fagyasztasat -80 °C és -20 °C
hémérsékletii mélyhiitoben is elvégeztiik.

Az egyes oldatok ¢s pufferek pontos pH értékét hidrogénion-szelektiv tivegelektroddal

felszerelt Mettler-Toledo FiveEasy™ miiszerrel hatdroztuk meg.
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5. Eredmények

5.1. A szintetizalt PLA/PLGA polimerek karakterizalasa és az eléallitott PLA/PLGA
részecskék jellemzése az olddszer, stabilizator és hidrofilitasi tulajdonsagok

fiiggvényében
5.1.1. A szintetizalt PLA és PLGA polimerek karakterizdlasa

Doktori munkdm els6 1épéseként PLA/PLGA polimereket allitottunk eld
gytrifelnyitasos polimerizacios eljarassal. A szintézist kovetéen a kész termékek
karakterizalasara FT-IR spektroszkopias vizsgalatokat végeztink (11.A. abra). A
spektrumokon jél lathat, hogy 1750 cm™ -nél a laktidra és a glikolidra is jellemzd C=0
kettds kotés rezgési savja mindegyik minta esetén megfigyelhetd. Az ujjlenyomat
tartoméanyban (v< 1500 cm™) 1180 cm* (kék szaggatott vonal) és 1080 cm™ (piros szaggatott
vonal) hullamszdmoknal megjelend rezgési sdvok a polimerekre jellemzd C-O észter
kotésekhez rendelhetéek. A rogzitett IR spektrumok az irodalmi adatokkal jo egyezésben
vannak, igy Kijelenthetjiikk, hogy a ROP szintézis sikeresen végbement [81,82]. Az 1424 cm
! -nél a glikolid CHz -re és a 1453 cm™ -nél a laktid CH3 csoportjanak véltozasara érzékeny
rezgési savokat (kék savval jelolt) felhasznalva, a csucsok alatti integral értékek aranyabol
meghataroztuk a PLGA kopolimerekben 1évé monomer aranyokat. A szamolasokhoz a 17.
és 18. egyenleteket alkalmaztuk:

CHj; integral értéke

d,I-tejsav monomer (%) = 100 (17)
eIsav (%) CHj; integral értéke+ CH, integral értéke X

likolsav monomer (%) = CH, integral éicke x 100 (18.)
g Sav v CHs integral értéke+ CH, integral értéke '

A szamolt szazalékos értékek alapjan a PLGA65 62 + 5 % laktid és 38 + 6 % glikolid,
mig a PLGA75 73 + 4 % laktid és 27 = 3 % glikolid monomerbdl épiil fel, melyek a
nominalis 65 % ¢és 75 % laktid tartalom értékekkel kozel megegyeznek. A polimerek
termikus sajatsagait, az tivegesedési (Tgmax) €s a degradacios (Tdmax) homérsékletét DSC
mérésekkel hataroztuk meg (11.B. abra). Referenciaként a kereskedelemben kaphato

PLA/PLGA polimerek, a laktid és a glikolid termikus tulajdonsagait is megvizsgaltuk.
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11. abra: A PLA/PLGA polimerek ¢és a ciklikus dimerek (A) FT-IR spektrumai és (B)
DSC gorbéi

A laktid 130 °C (olvadaspont) és 260 °C (degradacios homérséklet), illetve a glikolid
86 °C (olvadaspont) és 269 °C hdmérséklet értékeknél (degradacidos hdmérséklet) megjelend
karakterisztikus endoterm cstcsai az egyes polimerek DSC gorbéin nem figyelhetéek meg,
ami arra utal, hogy szamottevé mennyiségii szabad monomer nincs jelen a mintainkban. A
DSC gorbéken megfigyelheté degradacios homérsékletek a PLA -tdl kezdve (Tqmax= 304
°C) fokozatosan novekvd értéket mutatnak a kopolimerekben jelenlévd glikolid
mennyiségének novelésével (Tama= 317 °C (PLGA75), Tamax= 341 °C (PLGA65)), amit
feltételezhetéen a makromolekulds lancban 1évé hidrofil részek kozott megnovekedd
intermolekularis kolcsonhatasok okoznak. A kereskedelemben kaphatd és az altalunk
szintetizalt PLA/PLGA termikus sajatsagai jelentds eltérést nem mutatnak (2. tablazat). A
meghatarozott livegesedési hdmérsékletek 42 °C (PLGA65), 45 °C (PLGA7S), 46 °C (PLA)
értékeknek adodtak. Korabban G. Reich és kutatocsoportja a PLA/PLGA mikrorészecskék
degradacios sajatsagait vizsgalta PBS pufferben. Az éltala, ugyanezen polimerekre,
meghatarozott livegesedési hdmérsékletek az altalunk mért értékekkel jo egyezést mutat
(PLA (Mw= 14500 Da): Tg= 48,2 °C, PLGAT75 (Mw= 66800 Da): Tg= 47,6 °C) [113].

Jol ismert, hogy a polimer alapu részecskék méretét jelentdsen befolyasolja az egyes
polimerek molekulatomege, mivel a nagyobb makromolekulak felhasznalasaval 1ényegesen
nagyobb részecskék képzodhetnek [84]. A polimerek jellemzéséhez hozzajarulva
meghataroztuk az altalunk eldallitott polimerek atlagos molekulatomegét is, amit 0-20
mg/mL 1,4-dioxanos polimer oldatok DLS mddszerrel torténd vizsgalataibol definialtunk
(12. abra). A Rayleigh-Gans-Debye modellel (1. egyenlet) meghatarozott

molekulatdomegek ¢és a masodik viridl egyiitthatd értékeket a 2. tablazatban Osszesitettiik.
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12. abra: (A) A PLGAG65 és a PLGA75 kopolimerek torésmutato értékei a koncentracio

fliggvényében és (B) a Rayleigh-Gans-Debye egyenlet (1. egyenlet) grafikus abrazolasa

2. tablazat: A DSC ¢és a DLS mérésekkel meghatarozott tivegesedési hdmérséklet (Tgmax),

degradacios hémérséklet (Tgmax), atlagos molekulatomeg és masodik virial egyiitthatd

értékek a szintetizalt, illetve a kereskedelmi forgalomban kaphato PLA/PLGA esetén

. Tgmax Td,max Mw Az
polimer o) (C°) (Da) (mL - mol/g?)
= PLGA65 42 341 93000 + 1000 6,15E-05 = 5,17E-06
'é PLGATS 45 317 69900 = 4000 6,48E-04 + 3,80E-05
> PLA 46 304 72200 + 15000 2,70E-04 + 3,29E-04
'% PLGA65* 40 340 40000 — 75000 —
g PLGA75* 44 315 66000 — 104000 —
s
2 pLar 33 302 ~ 250000 —
# a molekulatomeg értékek a Sigma-Aldrich anyagbiztonsagi adatlapja szerint

A vizsgalatok elétt meghatarozott torésmutatd értékek koncentracio fiiggése (12.A.

abra) esetében az illesztett egyenesek nagy hasonlosagot mutatnak. A DLS mérések révén

kapott eredményeink alapjan, az irodalomban ROP moddszerrel eldallitott PLA/PLGA

szarmazékokhoz képest, viszonylag alacsony, Mw< 100 kDa alatti molekulatomegii

polimereket allitottunk el6 [114], amelyek koziil a legnagyobb molekulatomeggel a
PLGAG65 rendelkezik (92000 + 1000 Da). A Rayleigh-Gans-Debye modellel meghatarozott

masodik virial egyiitthat6 a vizsgalt 1,4-dioxdnos kdzegben a PLGAG6S5 esetében a legkisebb,

ami megerdsiti, hogy a vartnak megfeleléen a leghidrofilebb sajatsaggal a PLGAGS

rendelkezik.
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Az atlagos molekulatomeg értékek DLS technikaval torténé meghatarozasa mellett a
polimerek méreteloszlasanak igazolasara turbidimetrias méréseket is végeztiink (13. abra).
A precipitacios titralasok soran a PLGA kopolimereket 1,4-dioxanban oldottuk, majd
kicsapoOszerként nagy tisztasagii Milli-Q vizet hasznaltunk. A 13. abran lathato gorbék
alapjan a PLGAT5 esetében V.ifViss,= 15,7 %, mig a PLGA65-tartalmi mintaknal
Vyid Visss;= 14,6 % viztartalom esetén indul a csapadékképzdodés. A kereskedelemben
kaphato polimereknél ugyanezen értékek: Vvi/Vsss,= 14,7 % (PLGAT75; Mw= (66000-
104000) Da) és VyidVsss.= 17,1 % (PLGAGS; Mw= (40000-75000) Da). Megallapithatjuk
tehat, hogy az altalunk szintetizalt PLGA75 kisebb, mig a PLGA65 nagyobb atlagos
molekulatomeggel rendelkezik a referenciaként alkalmazott polimerekhez képest, mely jo
egyezésben van a DLS méréseknél kapott eredményeinkkel. A titralasi gorbék lefutasa a
szintetizalt polimereknél meredekebben valtozik, ami alatamasztja, hogy az altalunk
eléallitott PLA/PLGA polimerek sziitkebb molekulatomeg eloszlassal birnak, mely kedvez6

monodiszperz kolloid részecskék méretszabalyozott eldallitdsdhoz.

® Szintetizalt PLGA7S e Szintetizalt PLGA65
0 Kereskedelmi PLGA7S O Kereskedelmi PLGA65
100 1 oo 9eeee 100 A oo % o o
) ° &
O e [ ]
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13. abra: 1,4-dioxanban oldott (A) PLGAT75 és (B) PLGAG6S5 precipitacios gorbéi

(titrdloszer: Milli-Q viz, titralando oldat: V=5 mL, cpLca= 5 mg/mL)

A kiilonbozd laktid:glikolid aranyt polimerek hidrofilitasanak 6sszehasonlitasa
érdekében peremszog vizsgalatokat végeztiink el. A polimer feliileteken felvett peremszog

értékeket és a cseppekrol késziilt képeket a 14. abran mutatjuk be.
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14. abra: A PLA/PLGA polimerek peremszog értékei a feliiletre cseppentett 10 - 10 uL.

térfogata vizeseppekre meghatarozva

A meghatarozott peremszogek a PLA makromolekulatol kezdve fokozatosan csdkken
~ 74,5 ° -t6l (PLA) ~ 68,2 ° -ig (PLGA65) a glikolid mennyiségének novekedésével, ami
igazolja, hogy a szintetizdlt polimerek hidrofilitisa szisztematikusan valtozik a
laktid:glikolid arannyal. A mérések soran a kereskedelmi forgalomban kaphato PLGA75 és
65 nedvesedési tulajdonsagait is meghataroztuk, ahol a PLGA75 esetén 70,48 + 0,36 ° és
PLGAG5 vonatkozasaban 68,13 £+ 0,74 ° értékeket kaptunk. Az eredményeket Osszevetve
megallapithatd, hogy az altalunk eldallitott sziikkebb méreteloszlasu ¢és kissé eltérd
molekulatomegli polimerek a kereskedelmi forgalomban kaphatokkal tokéletesen

megegyez6 nedvesedési tulajdonsagokkal rendelkeznek.
5.1.2. Hatoanyag nélkiili PLA/PLGA részecskék jellemzése

Az eldééllitott PLA, PLGA65 ¢és PLGA75 polimerek karakterizdlasa utan
nanoprecipitacios modszerrel kiséreltiink meg a polimerekbdl kolloid részecskéket
eldallitani. Ahogy az Irodalmi attekintésben részleteztiik, elhanyagolhaté azon irodalmi
hivatkozasok szama, melyek az alkalmazott olddszer, a stabilizator és az eltér6 hidrofilitasu
polimerek egylittes hatasat elemzik a részecskék szabalyozhato eldallitdsara vonatkozoan.
Vizsgélatainkkal ezen hatdsok tanulmanyozasat kivantuk értelmezni. Elsé 1épésben a
képz6dod részecskék méretét hataroztuk meg fényszoras mérésekkel (3. tablazat). Az
eredményekbdl jol 1athato, hogy fliggetleniil az alkalmazott stabilizator tipusatol és a szerves
oldoszer jellegétdl, a hidrofilebb karakteri polimerek alkalmazasa esetén mindig kisebb

részecskemeéret érhet6 el.
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3. tablazat: Nanoprecipitacios eljarassal eldallitott PLA/PLGA részecskék DLS

modszerrel meghatarozott hidrodinamikai atméré (dpis) €s polidiszperzitasi index (PI)

értékei
CTAB PVA Pluronic F127
polimer o dpLs £ SD* dpLs = SD* dpis+ SD*
(nm) (nm) (nm)

PLGA65 0,65+0,05 228+18 0,16+0,07 211+28 0,11+0,07 186+32

g PLGA75 047+0,02 261+16 0,06+0,04 221+63 0,10+0,01 180+33
3 PLA 0,56+0,10 355+27 0,17+0,03 243+72 0,05+0,05 190+44
= PLGA65 0,57+0,08 239+27 0,08+0,03 260+57 0,17+0,04 232+64
"

._g PLGA75 0,48+0,04 266+23 0,09+0,05 268+51 0,09+0,02 236+53
> PLA 0,57+0,03 381+36 0,13+£0,06 271+58 0,09+0,04 260+61

# A csticsmaximum kisérleti hibdja 2,5 % alatti

A felhasznalt szerves olddszereket Osszehasonlitva megallapithatjuk, hogy az
acetonhoz (Tr= 56 °C; y= 25,2 mN/m (20 °C); p= 0,784 g/cm®) képest a magasabb
stiriséggel, feliileti fesziiltséggel és forrasponttal rendelkezé 1,4-dioxan esetén (Tr= 101 °C;
v= 33,0 mN/m (20 °C); p= 1,03 g/cm?®) atlagosan 10-70 nm -rel nagyobb hidrodinamikai
atmérdvel rendelkezd részecskék képzddnek, amelyek koziil a legkisebb mérettel a PLGA65
polimer ¢és PLUR stabilizator egyiittes alkalmazasa mellett eldallitott részecskék
rendelkeznek (dpLs= 232 nm). A stabilizatorok hatasat tanulmanyozva a legnagyobb
részecskeméret €s polidiszperzitasi index értékeket a pozitiv toltésiit CTAB esetén, mig a
legkisebb részecske méretet a PLUR stabilizator és aceton olddszer alkalmazéséaval értiik el
(dois = 186 nm (PLGAG65), dpLs = 180 nm (PLGA75), doLs = 190 nm (PLA)). A PVA
felhasznalasaval eldallitott rendszerek polidiszperzitasa a PLUR-tartalmi mintdkkal
Osszevethetd, viszont a nagyobb molekulatomegnek kdszonhetéen (PVA: My ~ 72000 Da,
PLUR: Mw ~ 12600 Da) a részecskék hidrodinamikai atmérdje nagyobb lesz. Ezek alapjan
kijelenthetd, hogy a stabilizatorok toltése €s molekulatomege a PLA/PLGA alapu részecskék
méretét és polidiszperzitasat jelentésen befolyasolja.

A részecskék stabilitdsanak meghatarozasahoz (-potencial méréseket is végeztiink.
Els6 1épésben az aceton kozegii és kiilonbozo stabilizatorokkal elkészitett PLGA7S alapt
kolloid részecskéket (-potencial értékeit értelmeztiik (15. abra). A méréseket tisztitas elott
¢és utan is elvégeztiik. A tisztitas eldtti mintdknal atlagosan (= 82,3 + 1,4 mV (CTAB), (= -
11,3+2,7mV (PVA) és (= -22,4 + 1,5 mV (PLUR), mig a tisztitas utdn (= -53,4 + 0,7 mV

50



Varga Norbert — Ph.D értekezés Eredmények

(CTAB), (= -72,3 £ 0,6 mV (PVA) ¢és = -87,6 £ 1,9 mV (PLUR) értékeket kaptunk.
Megallapithatjuk, hogy a feleslegben 1évé stabilizatorok eltavolitasa elengedhetetlen a
megfeleld kolloid stabilitassal rendelkezé gyodgyszerhordozo rendszerek eldallitasahoz. A
15.B. abran lathat6, hogy a legnagyobb stabilitas a PLUR alkalmazasa esetén figyelhetd
meg. A kisérletsorozat kovetkezd 1épésében a PLUR stabilizator és acetonos oldodszer
alkalmazésanal eldallitott PLA/PLGA részecskék C-potencial értékét is elemeztiik. A (-
potencial értékek tisztitas elott (= -21,4 + 1,1 mV (PLGAG65), {(=-22,4 £ 1,5 mV (PLGA75)
és (= -23,1 £ 2,0 mV (PLA) értéknek, mig tisztitds utan (= -85,7 = 1,8 mV (PLA65), (= -
87,6 + 1,9 mV (PLGA75) és (= -82,2 £ 1,2 mV (PLA) adédtak. A PLA/PLGA részecskék
kozott jelentds valtozas nem figyelheté meg, tehat a laktid:glikolid aranyok szisztematikus
valtoztatdsaval kialakitott eltérd hidrofilitasi tulajdonsagok a részecskék stabilitdsara

meghataroz6 hatdssal nem birnak.

A B
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15. abra: A kiilonbozo stabilizatorok mellett eldallitott PLGA7S5 részecskék reprezentativ
(-potencial értékei tisztitas (A) el6tt és (B) utan (szerves fazis: V= 1,5 mL, cpLears= 10

mg/mL, leeSdelS V: 15 mL, Cstabilizétor: O,l mg/mL)

felvételekkel hataroztuk meg. A 16. 4abra példaként a PLA alapu részecskék
elektronmikroszkopos képeit mutatja mindhdrom stabilizator alkalmazasa esetén. A TEM
képek alapjan megallapithatd, hogy a CTAB esetén nagyméretli részecskék mellett
aggregatumok is képzddnek, melyet a részecskék stabilitas vizsgalatakor meghatarozott -
potencidl értékek is alatdmasztanak. A felvételeken jol lathatd, hogy a PVA és PLUR
alkalmazaséaval a részecskék mérettartomanya PVA: 220 + 40 nm, PLUR: 170 £ 24 nm
kozott valtozik, melyek koziil a PLUR esetében figyelhetd meg monodiszperzebb rendszer

képzddése.
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16. abra: Kiilonboz0 stabilizatorok felhasznalasaval eldallitott PLA részecskék
reprezentativ TEM felvételei eltérd nagyitasok mellett (szerves fdzis: aceton, ceLa= 10

mg/mL, V= 1,5 mL, vizes fazis: Cstabilizaor= 0,1 mg/mL, V=15 mL)

5.1.3. Hatoanyag-tartalmu PLA/PLGA részecskeék jellemzése

A tovabbiakban az el6z6 fejezetben jellemzett aceton/viz alkalmazasa mellett PLUR
stabilizatorral eléallitott PLA/PLGAT75/PLGAGS részecskék kapszulazasi tulajdonsagait
térképeztiik fel kiillonbozé hidrofilitasi tulajdonsaggal rendelkezé (modell)hatéanyagok
(TPGS, KP, TP) felhasznalasaval. A TP a nyolc kiilonb6z6 szerkezetii E- vitamin szarmazék
koziil biologiailag a legaktivabb [115,116], melyet antioxidans jellege alkalmassa teszi
oxidativ stressz hatasainak csokkentésére elGsegitve a sziv és érrendszeri betegségek, rak
vagy ¢érelmeszesedés megeldzését. Ennek egy hidrofilebb, észteres szarmazéka a
stabilizatorként is alkalmazhato TPGS. A KP egy elterjedten alkalmazott nem-szteroid
gyulladascsokkentd gyogyszerszarmazék [117]. A kisérleti koriilményekben részletezett
eldallitasi protokollok alapjan a képzddo részecskék méretét és méreteloszlasi tulajdonsagait
tanulmanyoztuk elsd 1épésben. A méreteloszlasi gorbék alapjan megallapitottuk, hogy a
hatéanyagok hidrofilitas csokkenésével (TPGS>KP>TP) a részecskék hidrodinamikai
atmérdje szisztematikusan né (M46. abra, 4. tablazat). Ezzel ellentétben ugyanazon
hatéanyag esetén a polimerek laktid:glikolid ardnyanak valtoztatdsa nincs szamottevd
hatdssal a méretre. A hatéanyag nélkiilli mintdk monodiszperzebb méreteloszlassal
rendelkeznek, mint a hatéanyag-tartalmuak.

A hatdanyag-tartalmu részecskék stabilitdsat is tanulmanyoztuk a tisztitasi 1épések
elétt és utan. Megallapitottuk, hogy a hatéanyag jelenléte nem véltoztatja meg a mért -
potencidl értékeket. A mérésekkel alapjan a tisztitdis mindenképpen elengedhetetlen a

részecskék megfeleld stabilitasanak eléréséhez, melyet a példaként bemutatott PLGA75
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alapu részecskék (-potencial értékei is alatamasztanak (fisztitas elott: (= -22,4 £ 1,5 mV
(hatéanyag nélkiil) (= -19,6 £ 1,1 mV (TPGS), (= -19,4 £ 2,8 mV (KP) és (= -24,0 + 0,7
mV (TP), tisztitas utin (= -87,6 + 1,9 mV (hatéanyag nélkiil), {= -87,5 = 3,0 mV (TPGS),
(=-62,5+2,1 mV (KP) és {=-62,0 £ 2,5 mV (TP)). A legnagyobb (-potencial érték a TPGS
esetén figyelhetd meg, mig a legrosszabb vizoldékonysagi vegyiileteket tartalmazo
részecskék esetén a mért értékek kisebbnek adddnak, mely eltérd szerkezetli részecskék

képzddésére utalhat.

4. tablazat: A PLUR -stabilizalt hatoanyag-tartalmiu PLA /PLGA részecskék atlagos

részecske atmérdi, a polidiszperzitasi indexek és a kapszulazasi hatékonysagok

docs + SD* drem £ SD EE DL
(hm) (hm) (%) (%)

— 0,11 +0,07 186 + 32 164 + 51 — —
TPGS 0,12 +£0,03 178 £ 48 159 + 63 11,34 3,78

polimer  hatéanyag Pl

PLGAGS
KP 0,14 + 0,04 216 £ 62 204 + 71 13,21 4,40
TP 0,23 +0,03 253+ 52 238+ 59 88,25 29,41
— 0,10£0,01 180 + 33 172 £ 49 — —
TPGS 0,07 £ 0,04 173 £ 47 160 + 56 6,39 2,13
PLGAT5
KP 0,07 +0,01 207 +42 193 + 69 7,91 2,64
TP 0,19 +0,05 257475 238 £ 62 90,28 30,09
— 0,05 +0,05 190 + 36 183 + 57 — —
TPGS 0,13 +0,05 195 + 64 190 + 76 6,88 2,29
PLA

KP 0,09 + 0,06 225+48 211+ 64 11,29 3,76

TP 0,12 +0,05 257 +73 236 + 77 69,07 23,02
# A csticsmaximum kisérleti hibaja 4 % alatti

A részecskék szerkezetét és méretét a rogzitett TEM képek alapjan is meghataroztuk
(17. abra). Az elektronmikroszképos felvételekr6l meghatarozott atlagos atmérdék a
hidrodinamikai 4tmérékhoz képest 10-20 nm -rel kisebb értéket mutattak, mely a vartnak
megfeleld. A DLS mérésekkel dsszhangban a legnagyobb részecskeméretet itt is a TP-
tartalmu PLA/PLGA részecskéknél hatdroztuk meg.

A rogzitett TEM felvételeket tanulmanyozva egyértelmiien kijelenthetd, hogy mig a
TPGS- és a KP- tartalmu részecskéknél homogén, addig a TP alkalmazésa esetén egy jol
definialt mag-héj struktura kialakuldsa fedezhetd fel, amelyet a polimerekben 1évo
laktid:glikolid aranyok valtoztatasa jelentds mértékben nem befolyasol. A mag-héj szerkezet

elénye, hogy ily modon a TP kioldédasa kontrollalhatobbd valik, mindezek mellett
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biohasznosuldsa és stabilitdsa is megnd, ami a lipofil gydgyszerszdrmazékoknal nagy
szereppel birhat [118]. A részecskék szerkezeti sajatsagait nézve a nanoprecipitacional a
mag-héj szerkezet kialakulasa csak nagyon hidrofob hatéanyagok esetében valdsulhat meg
(KP: logP= 2,71 [119]; TP: logP= 12,2 [120]), ahol lehetéség adodik a polimer lancok
hidrofob részeinek hatéanyag koriili csoportosulésara. Hidrofilebb
gyogyszerszarmazékoknal, esetiinkben a KP, a precipitdci6 mértéke (pl. a kicsapodott
hatdoanyag mennyisége) jelentdsen eltérhet, ami csokkenti a fentebb emlitett mag-héj

struktara kialakulédsanak lehetségét.

PL(_;A65frPGS PLGAG65/KP ( PLGAG65/TP -
- . Y
- ® ®
-
. Y ® ® [a]
®
- . i
L - - v s
-
» o

-Nm_. 500nm ’ 500 nm

PLGA75/TPGS PLGA75/KP PL&;A75/IP

17. abra: Nanoprecipitacios eljarassal eldallitott, hatdanyag-tartalmia PLA és PLGA
részecskék TEM képei és a feltételezhetd szerkezet sematikus (nem méretaranyos) abrai
(szerves fazis: crLarLea= 10 mg/mL, V= 1,5 mL; vizes fadzis: CpLur= 0,1 mg/mL, V=15

mL; Mhatoanyag= 7,5 mg)

A kapszuldzasi hatékonysagok meghatarozasat spektrofotometrids modszer
segitségével kiviteleztiik. A részecskékbe juttatott hatdéanyag mennyiségeket a MA47.
abrajan lathato kalibracios egyenesek alapjan allapitottuk meg. A PLA/PLGA kapszulazasi
hatékonysagat megvizsgalva a legkisebb értéket a TPGS esetén (6-11 %), mig a
legnagyobbat a TP vonatkozasaban (70-90 %) értiik el (4. tablazat). A TP hatéanyagnal
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megfigyelt kimagaslé kapszulazasi hatékonysagnak koszonhetd a korabban megallapitott
nagymértékii részecskeméret novekedés is. A nanoprecipitacios mddszernél a hidrofob
hatoanyagok PLGA matrixba torténd juttatdsa nagyobb hatékonysaggal valosithaté meg
[89], amit esetiinkben a TP és a PLA/PLGA er6s hidrofob jellege tovabb erdsit. A KP
vonatkozasaban, a kezdetben vizes fazisban oldott TPGS vegyiilethez hasonldan, alacsony
hatéanyag bevitelt figyeltiink meg. Ebben az esetben az emlitett hatéanyagok nagyrésze
feltételezheten foleg a részecskék feliiletén homogénen helyezkedik el, amit a {-potencial
értékek is megerbsitenek (17. abra, sematikus kép). A PLA/PLGA hordozokat nézve
egyértelmiien kijelenthetd, hogy a hidrofilebb hordozok a TP hatéanyagnal nagyobb
kapszulazasi hatékonysaggal rendelkeznek, igy a glikolid ardnydnak novelésével a
hatéanyag hordozdba vald vitele tovabb novelhetd. Ennek legfobb oka lehet, hogy a
hidrofilitas valtozasaval a polimerek kicsapddasi folyamatai is lassulhatnak, ami eldsegitheti

a TP mag kialakulasanak lehet0ségét, igy a kapszulazasi hatékonysag novekedését.

5.2. Mag-héj szerkezetii TP-tartalmi PLA/PLGA részecskék eléallitasi protokolljanak

optimalizalasa és szerkezeti jellemzésiik

5.2.1. Nanoprecipitdcios technikdaval eloallitott TP- tartalmu PLA/PLGA részecskék

koncentrdacio fiiggo eldallitasi protokolljanak optimalizalasa

A hidroféb TP kapszuldzasaval foglalkozé tudomanyos publikaciokban nagyrészt
emulzids-oldoszer elparologtatason alapuld modszert haszndlnak a nevezett hatéanyag
polimer alapti matrixba viteléhez [116,121-124], amely esetben csak homogén részecske
szerkezet kialakulasa figyelheté meg. A mérések soran alkalmazott polimerek, hatdanyag és
poli(N-izopropil-akrilamid)-poli(e-kaprolakton)- poli(N-izopropil-akrilamid) (PNIPAM-b-
PCL-b-PNIPAM) triblokk kopolimerekbe kapszulaztak mar TP molekulakat
nanoprecipitaciés modszerrel mag-héj struktira kialakulasa mellett, ahol azonban foként a
hoémérséklet és a kopolimert felépit6 monomerek molaranyainak a részecskék méretére,
héérzékeny viselkedésére, szerkezetére és a hatdanyag kioldodasra gyakorolt hatasat
tanulmanyoztak [125]. Mindezek fliggvényében, tovabbi munkank soran a nanoprecipitacios
modszerrel el6allitott PLA/PLGA alapi TP-tartalmiit mag-héj strukturaval rendelkez6
részecskék sajatsagainak (méret, szerkezet, kapszulazasi hatékonysag stb.) valtozasat
hataroztuk meg a komponens koncentracidk szisztematikus valtoztatasdnak fiiggvényében,

hogy atfogd képet kapjunk a jol definialt mag-héj szerkezet kialakuldsanak feltételeirdl.
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Ehhez az 5.1.3. alfejezetben mar ismertetett TP- tartalmu PLA alapt részecskék eldallitasi
protokolljat optimalizaltuk. Az 5. tablazat jol 6sszefoglalja, hogy a hordozo, a stabilizator
¢s a hatoanyag vonatkozasdban milyen koncentracio értékek beallitdsa mellett végeztiik el
reproduktiv modon a részecskék eldallitasat nanoprecipitacios modszerrel. A komponens
koncentraciok részecskék méretére és szerkezetére gyakorolt hatasanak kovetése érdekében
a koncentraciok koziil minden esetben csak egy paramétert valtoztattunk. A kapszulazasi
hatékonysag értékeket a M47.C. abraja alapjan allapitottuk meg. A PLA koncentracio
fliggésével kapcsolatos vizsgalatok eredményeként megallapithatd, hogy a részecskék
hidrodinamikai atmérdje ~ 120 nm -td1 (cpLa= 1,25 mg/mL) ~ 200 nm -ig (CpLa= 10 mg/mL)

szisztematikusan né.

5. tablazat: Nanoprecipitacioval eldallitott TP-tartalmi PLA részecskék atlagos részecske
atméré értékei, a polidiszperzitasi indexek (PI), valamint a EE(%) és DL (%) értékek az

alkalmazott kezdeti koncentracidk esetében

Acetonos Vizes
Fazis Fazis
Minta CrLA Crp CPLUR doLstSD* PI=SD EE DL
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (nm) (%) (%)
PLA 1,25 2,5 0,1 120433 0,120+0,04 — —
koncentracié 2,5 2,5 0,1 156+28  0,039+0,01 - -
fiiggés 50 2,5 0,1 179£35  0,082+0,04 - -
10,0 2,5 0,1 201+£38  0,095+0,02 69,11 14,7
10,0 0 0,1 188+37  0,092+0,05 - -
TP 10,0 0,5 0,1 189+34  0,048+0,02 91,28 4,36
Kkoncentracio 10,0 1,0 0,1 192430 0,062+0,03 75,61 7,02
fiiggés 10,0 2,5 0,1 201+38  0,095+0,02 69,11 14,7
10,0 5,0 0,1 252453 0,073+£0,03 66,15 24,8
10,0 2,5 0 179+40  0,315+0,04 72,19 15,2
PLUR 10,0 2,5 0,05 178€21  0,304+£0,09 98,34 19,7
koncentracio 10,0 2,5 0,1 201+38  0,095+0,02 69,11 14,7
fiiggés 10,0 2,5 0,5 206+36  0,089+0,06 57,94 12,6
10,0 2,5 1,0 212436  0,066+0,02 40,75 9,24

# A csticsmaximum kisérleti hibaja 3 % alatti

A 18. abran bemutatott TEM képek alapjan megallapithatd, hogy kis mennyiségii
(1,25 mg/mL) PLA jelenlétében féleg amorf szerkezetii részecskék és kristalyos TP
aggregatumok kialakulasa valoszinisithetd. Mindezek mellett az alacsony polimer
koncentraci6 miatt a hatdanyag kapszulazhatosaganak meghatarozasa nem kivitelezhetd. A
mag-héj struktara kialakulasa csak nagyobb (10 mg/mL) polimer koncentracioknal

tapasztalhatd. A TP koncentracio fliggésénél megfigyelt valtozasok szerint, a TP
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mennyiségének novelésével, a vartak szerint, a részecskék hidrodinamikai atmérdje
fokozatosan nd. ctp= 5 mg/mL elérésekor egy nagyobb méretnovekedés figyelhetd meg.
Ezeket a méretvaltozasokat a TEM képek is megerositik. A TP koncentracio valtozasakor a
mag-héj szerkezet kialakulasa mar ctp= 2,5 mg/mL esetén jol azonosithatdo 10 mg/mL PLA
polimer koncentracié alkalmazisa mellett. TP mennyiségének tovabbi emelésével a
részecske magjaban 1év0 hatéanyag jelentds része kristalyos format vesz fel. A mintak
hatéanyag tartalmat Osszehasonlitva kitlinik, hogy a kapszulazasi hatékonysag (EE(%)=
91,28 %- tol (ctp= 0,5 mg/mL) EE(%)= 66,15 %-ig (Ct= 5 mg/mL)) a részecskék hatéanyag
toltottségének novekedésével parhuzamosan csokken (DL (%)= 4,36 %-tol (ctp= 0,5 mg/mL)
DL(%)= 24,85 %-ig (ctP= 5 mg/mL)). Ennek legfébb oka, hogy a kezdeti koncentracio
novelésével a TP egyre kisebb része tud hasznosul a hordozdba vitelekor, fiiggetleniil attol,
hogy a részecskében 1évé mennyisége novekszik. A hatéanyag hordozoként alkalmazhatd
rendszerek maximalisan elfogadhatd atmérdjére (kb. 200 nm [2]), a mag kristalyosodasara

¢s a hatdéanyag kapszulazhatdésagara tekintettel, a PLUR stabilizator optimalis

crer

. AP R
: i e
‘ i f . . - .
PLA 10,00 mg/mL 200 nm TP 5.00 mg/mL 200 nm P‘UR 1.00 mg/mL 1.0 pan

18. abra: Nanoprecipitacioval eldallitott TP-tartalmi PLA részecskékrol késziilt
reprezentativ TEM képek a kiilonb6z6 komponens koncentraciok mellett (PLA fiiggés:
crp= 2,5 mg/mL, cpLur= 0,1 mg/mL, TP fiiggés: cra= 10 mg/mL, cpLur= 0,1 mg/mL,
PLUR fiiggés: cpLa= 10 mg/mL, crp= 2,5 mg/mL)
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A TEM képek alapjan megallapithatd, hogy a stabilizator alkalmazasanak hidnyaban
a TP kapszulazédsa nem valosul meg hatékonyan, igy feltehetéen a hatdéanyag a PLA
részecskék feliiletén kotodik meg. A mag-héj szerkezet kialakuldsahoz legalabb cpLur= 0,1
mg/mL sziikséges. 1,0 mg/mL koncentracioju PLUR alkalmazésa esetén jelentds
mennyiségi stabilizator marad a részecskék feliiletén, melynek kovetkeztében olykor egy
masodik héj kialakulasa is megfigyelhetd. A DLS méréseket elemezve, a stabilizator
(cpLur= 0 mg/mL) -t6l PI= 0,066 (cpLur= 1 mg/mL) -ig)) és a részecskék hidrodinamikai
atmérdjének megndvekedése (~ 179 nm -tol (cpLur= 0 mg/mL) ~ 212 nm -ig (CpLur= 1
mg/mL)) tapasztalhato. Ez feltételezhetéen a feliileten egyre nagyobb mennyiségben
megkotddd PLUR miatt kovetkezik be. Mindezek mellett megfigyelhetd, hogy a mar
stabilizatort tartalmazd mintdkndl a kapszuldzasi hatékonysdg és a részecske hatoanyag
toltottsége szisztematikusan csokken (EE(%): ~ 72 % -rol ~ 41 % -ra; DL(%): ~ 20 % -r6l ~
9 % -ra). Ennek pontosabb megismeréséhez a rendszeren turbidimetrias méréseket
végeztiink, ahol tanulmanyoztuk a PLA és TP oldhatosaganak valtozasat a stabilizator
mennyiségének fiiggvényében (19. abra). A TP oldhatoésaga, a PLA polimerhez képest,
PLUR jelenlétében jelentés mértékben megndvekszik, ezzel csokkentve a kapszulazhatod
hatéanyag mennyiségét. A TEM felvételeket és a turbidimetrids adatokat 0sszegezve az
idealis mag-héj szerkezet eléallitasa 0,1 mg/mL PLUR jelenlététdl elérhetd, viszont > 0,1
mg/mL koncentracional a kapszulazasi hatékonysag csokken, ami a hordozé rendszer
felhasznalhatdsagi potencialjat rontja. Ebbdl fakaddan a hatdanyag hordozdba vitele €s a
részecske tulajdonsagai szerinti idealis koncentracié aranyok ceLur= 0,1 mg/mL, ctp= 2,5

mg/mL, cpLa= 10 mg/mL.

A B
0,1 mg/mL
700 { ® 700 1 01 mg/mL 1,5 mg/mL
600 - 600 - :
4 1,5 mg/mL
&s500{ é, . 500
- 4 T -
2 ° e = 1
2 400 1 g 400
2300 1 ° I i "E 300
200 - Ce, = 200 -
100: * . 100_"0.0.0".000‘°
] ®ec0 e oo
O T T T T T T T 1 0 IIIIIIIIIIIIIIII
0 02 04 06 08 1 12 14 1,6 0 02 04 06 08 1 12 14 1,6
CpLur (Mg/mL) CpLur (mg/mL)

19. abra: (A) TP- és (B) PLA- tartalmu oldatok turbiditas értékei a PLUR koncentracio
fiiggvényében (vizes kozeg, T= 25 °C, crp= 0,25 mg/mL, cpLa= 0,25 mg/mL)
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A PLA alapu rendszerek esetén meghatdrozott optimalis koncentraciok ismeretében
tanulmanyoztuk tovabba, hogy a kapszulazasi hatékonysag novelhetd -e a laktid: glikolid
aranyok valtoztatasaval, illetve a PLGA alapu részecskék szerkezeti tulajdonsagai
megegyeznek-e a PLA alapt rendszernél kapott tapasztalatokkal. A DLS mérések alapjan a
polimerekben 1évo glikolid mennyiségének novekedésével a részecskeméret 203 nm-tél 226
nm-ig folyamatosan ndé (20. abra). Megallapithatd, hogy az optimalis koncentraciok
beallitasaval PLGA65 ¢és PLGA75 alkalmazasaval is megvaldsithaté a mag-héj szerkezet
kialakulasa (20. abra). A rendszercken végzett {-potencial mérések: tisztitas elétt (= -37,8
+ 1,5 mV (PLGA65), (= -29,3 £ 1,2 mV (PLGAT7S5) és (= -25,3 + 1,9 mV (PLA) és tisztitds
utan (= -73,5 £ 1,0 mV (PLGAG65), (= -62,5 + 3,0 mV (KP) és (= -79,2 £ 2,5 mV (PLA)
értékeket mutattak, mely a részecskék nagymértékii stabilitasat igazoljak. A részecskék
EE(%) és DL(%) értékeit 6sszehasonlitva a PLA hordozohoz képest a PLGA75 és PLGAG65
vonatkozasdban megfigyelhetd értékek folyamatosan ndvekvd tendenciat mutatnak:
EE(%)= 69,11 %, DL(%)= 14,73 (PLA); EE(%)= 75,72 %; DL(%)= 15,92 (PLGAT7S5) és
EE(%)= 87,69 %, (DL(%)= 17,98 (PLGAGS).

e
—PLA/TP ——PLGA75/TP ——PLGAG5/TP & =
(203 = 40 nm) (224 =49 nm) (226 + 49 nm) PITGAb/,TP PITGA&/.TP
részecskék . részecskék
"
2 20 PLGA75/TP . o -
) - .
<~ részecskék .
o0 J
¥ 15 » .,
] ' { 5
3‘3 10 4
>
O 54 : U \ .
0 N\ . .
50 250 450 650 SR AL

dps (nm)

20. abra: Nanoprecipitacioval eléallitott TP- tartalmi PLA/PLGA részecskék
méreteloszlasi gorbéi és a PLGA75/TP és PLGA65/TP mintakrol késziilt TEM felvételek
(cpLea= 10 mg/mL, ctp= 2,5 mg/mL, cpLur= 0,1 mg/mL)

A szakirodalomban taldlhatd TP-tartalmu részecskék hatdanyag toltottségét, méretét
¢s stabilitdsat figyelembe véve kijelenthetd, hogy az altalunk alkalmazott eldallitasi
modszerrel a TP hatékonyabban kapszulazhato a PLA/PLGA polimerekbe. Ennek
Osszehasonlitds érdekében a TP-tartalmt és polimer (foként PLGA) alapii részecskék
méretét, stabilitasat és kapszuladzasi hatékonysagat bemutatod publikaciok megfeleld adatait

a 6. tablazatban osszegeztiik.
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6. tablazat: A szakirodalomban jelenleg megtalalhato, kiilonb6z6 modszerekkel eléallitott
TP-tartalmu polimer alapu hordozé részecskék atlagos méretei, a {-potencial, az EE(%) és

DL (%) értékek a forraskdzlemények megjeldlésével

Polimer  Stabilizator d (nm) £ (mv) EE(%) DL (%) Forras
SDS 50 _ 70° : ;
PLGASO  So» oo aop  30--10° 9095 _ [116]
PLGAS0/ 100 -110°  -35_5° ~95¢ ~ 250
Chit PVA 110 — 140¢ 0_40¢  ~80¢ ~2.0¢ [121]
PLGAS0/ ) 80_400°  -80_0° - 45¢ ) (122
Chit 3003000 -80_60¢ 50 55¢
PLGAS0/ ~130° - 5 ~ 45
Chit PVA ~175¢ - 10¢ - ~ 4 [123]
PCL PVA 2401100  -7--20  25-95 23 [124]
PNIPAM-
b-PCL-b- _ 40— 300 310  40-50 810 [125]
PNIPAM

a: SDS, b: PVA, c: PLGA50, d: PLGAS50/Chit

5.2.2. TP-tartalmu PLGASO részecskek eloallitasa aramlasos kémiai technikaval

Legjobb tudasunk szerint PLGA alapt TP-tartalmt kolloid rendszerek folyamatos
aramlasi technikaval torténé eldallitasara az irodalomban nincs informacié. Ezt szemel6t
tartva, munkank sordn megvizsgaltuk, hogy a kordbban részletesen tanulmanyozott
nanoprecipitacios modszerrel eldéllitott TP-tartalmi mag-héj szerkezetli részecskék
folyamatos aramlasos rendszerben is kialakulnak-e, illetve a kezdeti paraméterek (relativ
aramlasi arany, aramlasi sebesség, nyomads) szabalyozasaval milyen szerkezetbeli és
méretbeli valtozdsok kovetkeznek be. Az alkalmazott mikromixer celldban vald aggregécio
elkeriilése érdekében a kereskedelmi fogalomban kaphatd, a kordbban altalunk vizsgalt
PLGA75/65 kopolimerekhez képest hidrofilebb, PLGAS0 kopolimerrel is elvégeztiik a
részecskék eloallitasat nanoprecipitacios modszerrel, hogy a mag-héj szerkezet
kialakulasahoz meghatarozzuk milyen polimer és TP koncentraciok sziikségesek, az 5.2.1.
alfejezetben mar megallapitott optimalis koncentracié aranyok mellett (cpLur= 0,1 mg/mL,
crp= 2,5 mg/mL, cpLarLca= 10 mg/mL, mpLapica/mre= 4). A DLS mérések és TEM
felvételek szerint a koncentraciokat cpicaso= 5 mg/mL és ctp= 1,25 mg/mL értékre
csokkentve (MmpLarLca/MTe= 4, cpLur= 0,1 mg/mL) a korabbi eredmények reprodukalhatoak
(21. abra).
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21. abra: Nanoprecipitacioval eléallitott TP-nélkiili és TP-tartalmtt PLGASO0 részecskék

méreteloszlasa és TEM felvételei (szerves fazis: CrLcaso= 5 mg/mL crp= 1,25 mg/mL; vizes

fazis: cpLur= 0,1 mg/mL)

A PLGAS50/TP nanorészecskék hidrodinamikai atmérdjére dprs=

157 + 55 nm értéket

hataroztunk meg, ami az altalunk tapasztaltakkal és az szakirodalomban talalt adatokkal jol

korrelal (6. tablazat). A fent rogzitett koncentraciokat alkalmazva a TP nélkiili és TP-

tartalmtt PLGAS50 nanorészecskéket p-mixer cellaval rendelkezd

Syrris Asia Flow

rendszerben is eldallitottuk. Az egyes mintaknal beallitott paramétercket, a részecskék

hidrodinamikai atmérdit és a polidiszperzitasi index értékeket

Osszesitettiik.

a 7. tablazatban

7. tablazat: PLGASO0 alapu TP-nélkiili és TP-tartalmt folyamatos dramlasos technikaval

eléallitott részecskék DLS modszerrel meghatarozott hidrodinamikai atméréje és

polidiszperzitasi index értékei kiillonb6z6 aramlési paraméterek fiiggvényében

Acetonos Vizes TP-nélkiili PLGAS50 TP-tartalmu PLGAS0
Fazis Fazis részecske részecske
V1 \/ . p dpLstSD* dpLs=SD*
(uL/perc) (uL/perc) “*V? (bar) (hm) PI=SD (hm) PIESD
25 250 1:10 — 144437 0,07+0,03 148+31 0,07+0,03
25 500 1:20 — 147435 0,09+0,04 144430 0,05+0,03
25 750 1:30 - 153431 0,08+0,06 153+30  0,04+0,02
25 1000 1:40 — 177+£51 0,13+0,03 153+38 0,04+0,03
25 1250 1:50 — 167+57 0,17+0,06 155433 0,04+0,02
25 250 1:10 2 149+41 0,13+0,04 158+36  0,10+0,04
25 250 1:10 4 146+38  0,07+0,02 156+39  0,09+0,02
25 250 1:10 6 142432 0,04+0,03 156+41 0,12+0,05
25 250 1:10 8 142436  0,10+0,03 153+40  0,09+0,02
25 250 1:10 10 142+36  0,07+0,04 153+40  0,09+0,02
25 250 1:10 - 144+37  0,07+0,03 148+31 0,07+0,03
50 500 1:10 - 137436  0,10+0,06 141+£32  0,114+0,03
75 750 1:10 - 142+35  0,09+0,04 134+27  0,09+0,04
100 1000 1:10 - 132+33  0,10+0,03 167+48  0,15+0,02
150 1500 1:10 - 159+44  0,10+0,06 157+43 0,10+0,03

# A csticsmaximum kisérleti hibdja 3 % alatti
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Megallapitottuk, hogy a relativ aramlasi arany (vi:vz) valtoztatasa 1:10 -rél 1:50
értékre a hatdoanyag nélkiili nanorészecskéknél a méret novekedését eredményezi dpLs ~ 144
nm-rél dois = 167 nm-re, mig a polidiszperzitasi index PI = 0,07 -r61 PI1 = 0,17 -re n6, de a
PLGASO0/TP mintaknal csak kismértékl valtozas torténik (dpLs= 144-155 nm, Pl= 0,04-
0,07). A p -mixer cellaban beallithaté nyomasok novelésével sem a PLGAS0 részecskéknél,
sem a PLGAS50/TP rendszer vonatkozasaban nem lathaté valtozas. Ez jol mutatja, hogy a
hatdanyag tartalma nanorészecskékre a nyomas €s a relativ aramlési aranyok valtoztatasa
nincs jelentGsebb hatassal. Az aramlasi sebesség valtoztatasanal a relativ aramlasi aranyat
allando 1:10 értéken tartottuk. A 7. tablazatbol jol lathato, hogy egy jol meghatarozott
aramlasi sebesség értékig jelentdsebb valtozas nem figyelheté meg (PLGAS50: dpLs= 132-
144 nm, PLGAS0/TP: dpLs= 134-148 nm). Egy kritikus értéket elérve a hidrodinamikai
atmérd hirtelen novekedést mutat. Hatdéanyag nélkiili PLGAS0 részecskéknél ez 150 pL/perc
: 1500 uL/perc (doLs = 159 nm), mig TP-tartalmi PLGAS50 részecskéknél 100 pL/perc :
1000 pL/perc (dpoLs = 167 nm) acetonos fazis : vizes fazis aramlasi sebességeknél valosul
meg. A részecskeméret szempontjabdl optimalis aramlasi sebességeket 75 pL/perc (acetonos
fazis) és 750 uL/perc (vizes fazis) esetén allapitottuk meg (PLGAS50: dpLs ~ 134 nm). Ezt a
rogzitett TEM felvételek is megerdsitik, ahol 75:750 uL/perc esetén egy jol definialt mag-
héj szerkezet kialakulasat lathatjuk (22. abra, drem= 132 + 22 nm). Alacsonyabb
sebességeknél a TP nem keriil a polimer hordoz6é magjdba, mig til magas értékeknél a
részecskék mar roncsolodnak, ami feltételezhetéen a hidrodinamikai atmérében torténd
novekedést is okozza (7. tablazat). A mintak polidiszperzitasat nézve a folyamatos aramlasi
rendszerben 75:750 uL/perc alkalmazasa mellett, a nanoprecipitaciés modszerhez képest,

lényegesen monodiszperzebb rendszert kapunk.

25:250 pL/pere ﬁ 75:750 pl/pere [

'500‘ : RREI7 - 500 nm
> vl s —_—

22. abra: Kiilonbozd vi:v2 aramlasi sebességeken elkészitett TP-tartalmu PLGASO
részecskék reprezentativ TEM képei (szerves fazis: CrLcaso= 5 mg/mL, crp= 1,25 mg/mL;

vizes fazis: cpLur= 0,1 mg/mL).

A részecskék méretének és méreteloszlasanak jellemzésén tal a DL(%) és az EE(%)

értékeket is meghataroztuk mindkét modszernél. A nanoprecipitacional EE(%)= 67,1 %
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(DL(%)= 14,4 %), mig az aramlasos technikanal (szerves: vizes fazis aramlasi sebesség:
75:750 uL/perc) EE(%)= 71,5 % (DL(%)= 15,2 %) értéket kaptunk, igy kijelenthetd, hogy
a két modszer hasonl6 kapszulazasi hatékonysaggal rendelkezik. A 5.2.1. alfejezetben mar
emlitett szakirodalomban taldlhato PLGAS5O0/TP részecskékhez képest is egy
monodiszperzebb €és nagy kapszulazasi hatékonysaggal rendelkezd rendszert allitottunk el
[116,121-123], amely elényét a nagy mintamennyiség eléallitasanak lehetésége még inkabb

novell.
5.2.3. TP-tartalmu PLA/PLGA részecskék szerkezeti karakterizdldsa

A részecskéken beliil kialakul6 kolcsonhatasok megismerése érdekében a tisztitott és
liofilizalt mintdkon FT-IR spektroszkopids méréseket végeztink. A PLA alapu
részecskéknél a -CHz és -CHs csoportokhoz kothetd aszimmetrikus és szimmetrikus rezgési
savok (2994 cm, 2944 cm™ és 2868 cm™) intenzitasa TP jelenlétében nagyobb (23. abra)
[81,82,126].
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23. abra: A PLA és TP-tartalmt PLA részecskék liofilizalt pormintainak FT-IR

spektrumai (szerves fazis: cpa= 10 mg/mL, vizes fazis: cpLur= 0,1 mg/mL)

A karbonilcsoport 1750 cm™ hulldimszdmnal azonosithat6, fiiggetleniil a vitamin
koncentraciojatol. Mivel a TP szerkezetén beliil nincs C=0O csoport, ezért ez kifejezetten a
polimerhez tartozo rezgési sav. A v > 1500 cm™ tartoményon a -CH; és -CH3 deformacids

és hajlito rezgései 1453 cm™, 1381 cm™ és 1267 cm™ -nél, mig a C-O-C nyqijto rezgési savjai

63



Varga Norbert — Ph.D értekezés Eredmények

1181 cm™ és 1086 cm™ -nél talalhatéak. A TP -ban 1évd Ar-O-C csoportnak kdszoénhetéen
a C-O-C szimmetrikus nyujtasi rezgés sav relativ abszorbancia értéke 1050 cm™ -nél a
koncentracido megnovekedésével nd. A kiilonb6z6é mennyiségli TP-tartalmazé PLA mintak
spektrumait 6sszegezve a TP -ra érzékeny rezgési savok foként 3050-2800 cm™ és az
ujjlenyomat tartomanyon beliil 1150-1000 cm™ talalhatoak. Uj savok megjelenése nem
figyelheté meg, mely alapjan a polimer-hatéanyag kozott erésebb kolcsonhatas kialakuldsa
nem valoszintsithet6. Az FT-IR spektrumokat PLGA50, PLGAGS és PLGAT75 TP-tartalmt
rendszerekre és tiszta polimerekre is hasonld kovetkeztetés vonhatd le, melyek koziil
reprezentativ. modon a PLGA65 FT-IR spektrumait mutatjuk be a M48. abran.
Feltételezhetjiik tehat, hogy a mag-héj szerkezet kialakulasa nem erds irreverzibilis
kolesonhatdsok kialakuldsanak koszonhetd, ami meghataroz6 lehet a TP kioldodas
folyamatéra a hordoz6 matrixbol.

A TP és PLUR kozotti kolesonhatdsok megismerése érdekében turbidimetrias
méréseket végeztiink nagy tisztasagl Milli-Q vizes kdzegben 25 °C-on (24.A. abra), illetve
PBS oldatban 25 °C (24.B. abra) és 37 °C (24.C. abra) hémérsékleteken, mely eredmények
nagyban hozzéjarulnak a részecskék eldallitdshoz alkalmazott komponens koncentraciok
optimalizalasahoz, és a hatoanyag felszabadulas értelmezéséhez is. A rendszer turbiditas

valtozasat 1 h, 3 h és 6 h utan hataroztuk meg.
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24. abra: TP turbiditas valtozasa PLUR-tartalmu vizes (25 °C (A)) és PBS (pH=7,4; 0,9
w/w% NaCl; 25 °C (B) és 37 °C (C)) oldatokban (ctp= 0,05 mg/mL)
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A Milli-Q vizes kdzegben elvégzett kisérleteknél 1athatd, hogy a turbiditas 0,9 mg/mL
PLUR koncentracid értékig szisztematikusan csokken 1 h kevertetés utdn és a TP
oldhatosaga az id6 fliggvényében nd, melyet alatamaszt a turbiditas értékek fokozatos
csokkenése ugyanazon 25 °C -os mintasorozat esetén. 6 ora eltelte utan a minimum érték 0,9
mg/mL-r6l 0,5 mg/mL -re tolodik el, igy kijelenthetd, hogy hosszabb keverési idék mellett
kisebb PLUR koncentraci6 alkalmazésa is elegendd. A PBS kozegben készitett mintaknal 1
ora utan egy meredekebb turbiditas esést tapasztaltunk, feltételezhetéen a puffer oldatban
1évo sok jelenlétével indukalt PLUR cmc értékének eltolodasa miatt. 6 6ra utan a vizes
kozeghez képest kisebb csokkenés lathatd. A hdmérséklet 37 °C -ra torténd novelésével a
kezdeti minimum turbiditas cpLur= 0,7 mg/mL -rél (25 °C) cpLur= 0,6 mg/mL-re csokken
(37 °C). Ebben az esetben a TP oldhatosaga 6 6ra utan sem valtozik a kezdeti értékekhez
képest, igy PLUR jelenlétében is kivitelezhetd a TP in vitro kioldédasanak tanulmanyozasa
37 °C homérsékleten.

A stabilizatorok cmc feletti koncentraciojanal a hatéanyagok nagyrésze a kialakuld
individualis micellakba kapszulazodik [127], mig alacsonyabb koncentracioknal a
stabilizatornak foként az oldhatosag novelésére gyakorolt hatasa figyelhetd6 meg. Annak
érdekében, hogy a TP PLUR-tartalmu kozegben torténd oldhatosagardl részletesebb
informaciot szerezziink, meghataroztuk a PLUR cmc értékét Milli-Q vizes és PBS kozegben

feliileti fesziiltség mérésekkel (25. abra).
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25. abra: A PLUR cmc értékének meghatarozasa Milli-Q vizes (A) és PBS (®) kozegben
(t= 25 °C)

Az irodalomban talalhatéo PLUR feliiletaktiv anyaggal kapcsolatos cmc értékek nagyon
széles skalan valtoznak (25 °C -on vizes kozegben: 1-7 mg/mL) [86,128-130]. A cmc
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reproduktiv modon torténé meghatarozasa utan 25 °C hémérsékleten Milli-Q vizes
kozegben cmc= 4,92 mg/mL kaptunk, ami PBS oldatban cmc= 1,99 mg/mL értékre csokken.
Megallapithatjuk tehat, hogy a turbidimetrias mérésekhez alkalmazott PLUR koncentracio
tartomany (0-1 mg/mL) messze a cmc érték alatt talalhatd, ezaltal a PLUR jelenléte

ténylegesen a TP oldhatdsagat noveli.
5.2.4. TP in vitro kioldodasi vizsgalata PLA/PLGA részecskékbol

A TP-tartalmu PLA/PLGA rendszerek karakterizalasat kovetden megkiséreltiik a
hatdéanyag kioldédas folyamatit és annak mechanizmusat tanulmanyozni. A
szakirodalomban az in vitro kioldddasi kisérleteket az altalunk is alkalmazott hordozo
rendszerekre foként tobb napos intervallumon végezték el, ezért a kezdeti szakaszon
lejatszodd folyamatokrdl részletesebb informaciot nem szolgaltattak. Mindezek tul a
hatéanyag felszabadulas kinetikai sajatsagait sem tanulmanyoztak részletesen [116,121—
123]. Ezek ismeretében, vizsgalataink soran meghataroztuk a kioldodasi folyamatokat mind
a nanoprecipitacios, mind a folyamatos aramlasos kémiai technikaval eléallitott PLA/PLGA
alapii mintaknal (26. abra és M49. abra). Az egyes rendszerek kinetikai tulajdonsagait
nemlinearis regresszioval illesztett Korsmeyer-Peppas, Weibull és elsérendii kinetikai

modellekkel (12.-14. egyenlet) definialtuk.
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26. abra: A kiilonbozoé TP-tartalmu PLA/PLGA részecskékbdl a hatéanyag PBS kdzegben

regisztralt kioldodasi gorbéi (e jeldlt), illetve a mérési pontokra (A) Korsmeyer-Peppas és

(B) Weibull kinetikai modellekkel torténd illesztések (szaggatott vonallal jelolt) (T= 37 °C,
pH=7,4; 0,9 % NaCl; crLur= 1 mg/mL) (#: folyamatos aramlasos technikaval eldallitott

részecskék)

A felvett kioldodasi gorbéken jol lathato, hogy a hordozoé hidrofilitasanak novekedésével a

kioldodésa folyamatosan lassul. 7 6ra utan a felszabadult TP mennyisége a kovetkezdek
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szerint valtozik: ~ 35,0 % (PLA), ~ 28,3 % (PLGAT5), ~ 19,8 % (PLGAG65), ~ 8,0 %
(PLGAS0, nanoprecipitacio), ~ 12,0 % (PLGAS0, dramlésos technika). I. G. Zigoneanu és
munkatarsai korabban megallapitottdk, hogy a TP-tartalma PLGAS50 alapt hordozo
részecskék esetén a kisebb hatoanyag toltottségli részecskék gyorsabb leadoképességgel
birnak [116]. Ez megfelel az altalunk vizsgalt rendszerre is, ahol a legnagyobb hatéanyag
kioldodas a leghidrofobabb és a viszonylag legkisebb hatéanyag-tartalmu PLA hordozonal
tapasztalhato (DL(%)= 14,7 % (PLA); DL(%)= 15,9 % (PLGAT75); DL(%)= 18,0
(PLGAG5); DL(%)= 14,4 % (nanoprecipitacio, PLGAS50; DL(%)= 15,2 % (4aramlasos
technika, PLGAS50)). Fontos kiemelni, hogy a PLGAS50 esetében kis kapszulazasi
hatékonysagahoz képest kisebb kioldodas tarsul. Ezt a hidrofilitasi tulajdonsag valtozasaval
magyarazhatjuk. A hidrofobabb karakterli részecskéknél nagyobb mennyiségli TP tud
megkotddni a feliilet kozelében, ahonnan a hatéanyag kioldodéasa 1ényegesen gyorsabban
végbemegy. Ennek kdszonhetd, hogy a gorbék kezdeti 0-20 perces tartomanyan hirtelen
lejatszodd TP felszabadulas a polimerben 1évé glikolid aranyanak csokkenésével egyre
novekszik. Ez egyértelmiien aldtdmasztja, miszerint a rovidtava kioldodasi folyamatokat a
részecskék hatdanyagtartalman kiviil az alkalmazott polimerek hidrofilitasa is jelentésen
befolyasolja.

A kioldodasi gorbékre illesztett kinetikai modellek determinéacids egytitthatoi szerint
a legjobb illeszkedést a Korsmeyer-Peppas (26.A. abra), mig a masodik legjobb illeszkedést
a Weibull (26.B. abra) egyenlet adja (8. tablazat).

8. tablazat: A TP -tartalmi PLA/PLGA alapt hordozo rendszerek kioldodasi gorbéire
illesztett kinetikai modellek (12-14. egyenlet) megfelel6 paraméterei

Modell Elsérendii Korsmeyer-Peppas Weibull
Minta (mil;l) R? (ml?;‘n) n R? a b R?
PLA 0,0094 0,9792 0,1339 0,182  0,9898 6,52 0,178 0,9896
PLGAT75 0,0113  0,9532 0,1120 0,175  0,9982 785 0,166 0,9819
PLGAGS 0,0130 0,9514 0,0592 0,223  0,9904 15,45 0,220 10,9898
PLGA50 0,0115 0,9189 0,3200 0,197 0,9793 416 0,430 0,9728
PLGA50" 0,0088  0,9497 0,1680 0,333  0,9934 837 0,545 10,9882

#: folyamatos aramlasos technikéaval eldallitott részecskék

A Korsmeyer-Peppas modellbdl szerezhetd kinetikai paraméterek (km, n) jelentds

informacio tartalommal rendelkeznek. A hatéanyag kioldodasat jellemzd diffuzios-oldodasi
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index n= 0,175-0,333 kozotti értékeket vesz fel, amely kvazi Fick - difftizio kontrollalt
hat6éanyag leadasra utal. Ekkor a polimer hordozoban végbemend erézios folyamatok a TP
felszabadulasara jelentOs hatassal nem birnak. A hatoanyag felszabadulasat nézve a hordozé
hidrofilitasanak novelése a hatdanyag visszatartasat fokozza, azonban a kioldodas diffuzio
kontrollalt jellegére nem lesz hatassal. A diffuzios-oldodasi index minden esetben n= 0,42 -
nél kisebb. Ez a rendszer polidiszperzitasa miatt lehetséges [131]. A mért és a szamitott
eredmények egyértelmiien igazoljak, hogy a hatdéanyag felszabadulas foleg a PLA/PLGA
részecskek feliilete kozelébdl tortént. Ennek kdszonhetéen meghatarozhatd a mag-ban 1évo
TP mennyiségének értéke 7 ora letelte utan: DL(%)= 9,6 % (PLA); DL(%)= 11,4 %
(PLGAT5); DL(%)= 14,4 % (PLGAG5); DL(%)= 13,2 % (PLGASO0, nanoprecipitacio);
DL(%)= 13,4 % (PLGAS0, aramlasos technika). Az értékek jol mutatjak, hogy a hidrofilitas

novelésével a magban 1év6 hatéanyag mennyisége fokozatosan novelhetd.

5.3. Keresztkotott és CTAB —dal részlegesen hidrofébizalt HyA nanorészecskék

eloallitasa, szerkezetvizsgalata és felhasznalasuk KP kapszulazasara

A korabbi fejezetekben targyalt PLA/PLGA polimerekkel kapcsolatos vizsgalatoknal
a polimerek ¢és hatéoanyagok hidrofilitasanak, illetve az eldallitasi protokollokhoz
alkalmazott kiindulasi paraméterek valtozasanak hatasaval szabalyozhaté tulajdonsagokat
(pl. méret, morfologia, kapszulazasi hatékonysag) tanulmanyoztuk. Ezen vizsgalatokat
folytatva a kutatdsi munkankat a hidrofil tulajdonsagti hialuronsav poliszacharidra is
kiterjesztettiik. A doktori munkdm masodik felében a HyA kiilonbozé technikakkal
megvaldsithatd hidrofobizalasat végeztiik el, annak érdekében, hogy hordozoként is

alkalmazhato nanorészecskéket allithassunk eld.
5.3.1. Keresztkotott HyA nanorészecskek elodllitdasa és karakterizaldsa

A 2.2.2. alfejezetben korabban részletezettek alapjan a HyA térhalositasaval
(keresztkotések kialakitasa révén) hatdéanyag hordozé rendszerek allithatéak elé [106],
amelyhez gyakran alkalmaznak kiilonb6z6 diaminokat (karbodiimides technika)
[60,104,105]. Ezt alapul véve, reproduktiv modon szintetizaltunk diaminos kapcsolassal
kiilonb6zé mértékben keresztkotott HyA makromolekulakat (cl-M-HyA) (27. abra).
Munkéank soran, a korabbi publikaciokban ismertetett rendszerekkel szemben [60,104,105]
egy viszonylag kisebb molekulatomegii HyA -t hasznaltunk fel (M-HyA: M= 200-500 kDa,
Richter Gedeon Nyrt.) a kisebb részecskeméret elérése érdekében. A keresztkotést 50, 75 és

100 % mértéki térhalositas beallitdsa mellett kiviteleztiik. A tisztitott rendszerek esetén a
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kotések igazolasa érdekében FT-IR spektroszkopids méréseket végeztiink (27. abra). A
tiszta M-HyA esetén az -OH és -NH csoportok rezgési savjai 3319 cm™ és 2953 cm
hullamszamnal talalhatéak. Alacsonyabb hullamszam értékeknél a karboxilatcsoport
szimmetrikus C-O nyu;jtd rezgése 1408 cm™ -nél jelenik meg [132]. A cl-M-HyA /75%
spektruman megfigyelhetd, hogy a M-HyA 1604 cm™ -nél lathaté karboxilatcsoporthoz
tartozo aszimmetrikus C-O nyujtorezgési savija jelentdsen eltolodik 1642 cm™ hullamszamra
az -amid I cstcs felé, ami a keresztkotés kialakulasanak sikereségét mutatja [133-136].
Mindezek mellett a keresztkotott M-HyA esetén 1514 cm™ -nél az -amid |1 savhoz tartozo

kisebb rezgési elnyelés is megjelenik.
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27. abra: A liofilizalt és 75% -ban keresztkotott M-HyA (cl-M-HyA/75%) és a kiindulasi
M-HyA FT-IR spektrumainak részlete (bal oldal) illetve a szintézis sematikus abraja (jobb
oldal)

A mintakat ezt kdvetéen termoanalitikai mérésekkel is karakterizaltuk (28. abra).
Referenciaként az EDEA és a tiszta M-HyA termikus sajatsagait is megvizsgaltuk. A M-
HyA hidrofil tulajdonsaganak koszonhetden a kiindulasi és a keresztkotott cl-HyA is nagy
mennyiségil vizet tartalmaz, mely a M-HyA esetén ez a bemért tomeg 13 % -at, mig cl-M-
HyA/75% esetén a 19% -at teszi ki. A fizikailag megkotott viz eltivozasa utan a
poliszacharid degradacigja és az EDEA forrasa jatszodik le. A TG és derivativ
termogravimetrias (DTG) gorbék segitségével a kovetkezd forraspontot (EDEA) és
degradacios hémérsékleteket (M-HyA, cl-M-HyA/75%) hataroztuk meg: T= 109 °C
(EDEA), Tg¢= 205 °C (M-HyA), Tg¢= 167 °C (cI-M-HyA/75%). A kezdeti M-HyA
makromolekuldhoz képest a cl-M-HyA/75% mintanal lathaté homérséklet csokkenését a

poliszacharidban kialakuld keresztkotések okozhatjak. A keresztkoté EDEA  agens
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forraspontjanal és a M-HyA ~ 603 °C -nél megfigyelhetd tdmegvaltozasok a cl-M-HyA/75%
TG gorbéjén nem jelennek meg, igy kijelenthetd, hogy a tisztitas és liofilizalas utdn a mintak
szennyezOdést nem tartalmaznak. A DSC vizsgalatok alapjan a M-HyA bomléasanak exoterm
cstics maximuma 222 °C -on, illetve az EDEA endoterm forraspontjahoz/bomlasahoz
tartozd endoterm cstics minimuma 236 °C hémérsékleten jelenik meg. Az EDEA esetén a
TG -hez viszonyitott nagymértéki hdmérséklet eltolodas a zart cellaban torténdé mérés miatt
kovetkezhet be. A cl-M-HyA/75% degradacios homérséklete (Tamax= 216 °C) exoterm
sajatsaggal bir, amit feltételezhetden a mintaban megtalalhat6 keresztkotésben 1évé M-HyA

indukal.
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28. abra: A 75% -ban keresztkotott M-HyA (cl-M-HyA/75% (piros)), a keresztkot6 EDEA
komponens (fekete) és a M-HyA (kék) (A) TG, (B) DTG és (C) DSC gorbéi

A keresztkotott M-HYA szdrmazékok karakterizalasa utan meghataroztuk a szintézis
soran keletkezett részecskék hidrodinamikai atmérdjét. A 29.A. abran bemutatott
méreteloszlasi gorbéken jol lathatd, hogy a keresztkotés mértékének novekedésével a
részecskemeéret és a polidiszperzitas szisztematikusan n6 dprs = 45 nm -r6l (clI-M-HyA/50%)
dos = 110 nm -ig (cl-M-HyA/100%). A mintakrol TEM felvételeket is készitettiink,
amelyek koziil egy a cl-M-HyA/100% -nal rogzitett képet a 29.B. abran mutatunk be, ahol
kapott részecskéméret valtozasok a DLS mérésekkel 6sszhangban vannak (29.C. abra). A
C-potencidl értékek vonatkozasdban a magasabb keresztkotési aranyoknal a részecskék egyre
negativabb értéket vesznek fel (cl-M-HyA/50%: (= -13,8 £ 0,1 mV, cl-M-HyA/75%: (= -
20,0 £2,1 mV, cl-M-HyA/100%: {=-23,6 £ 0,6 mV).
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29. abra: (A) A kiilonb6zé mértékben keresztkotott M-HyA nanorészecskék
méreteloszlasa, illetve (B) cl-M-HyA/100% részecskékrodl késziilt TEM felvétel és (C) a

meghatarozott szamszerinti méreteloszlas

5.3.2. CTAB -dal neutralizalt HyA nanorészecskék eléallitasa és karakterizalasa

Jol ismert, hogy a kationos feliiletaktiv anyagok és az anionos M-HyA ko6zott kialakulo
elektrosztatikus kolcsonhatasok révén jol definialt komplex rendszerek allithatoak el
[59,106]. Annak érdekében, hogy a térhalositott polimerhez hasonld kolloidalis
komplexeket, mint gyogyszerhordoz6 rendszereket allithassunk ¢l8, az altalunk felhasznalt
M-HyA poliszacharidot (Mw= 200-500 kDa) részlegesen és teljesen neutralizaltuk pozitiv
toltéstt CTAB feliiletaktiv anyag segitségével (30. abra).

Neutralizilis
Feliiletaktiv anyaggal

@ CTAB

Linearis hialuronsav lancok CTAB/HyA rendszer
(HyA)

30. abra: A HyA CTAB-dal t6rténé neutralizalasanak sematikus abraja
A M-HyA/CTAB komplex rendszerek kialakitasa eldtt fontos a poliszacharid-
feliiletaktiv anyag kozotti elektrosztatikus kdlesonhatdsok kvantitativ megismerése. A M-

HyA neutralizacios tulajdonsagait elsd 1épésben konduktometrids és ITC moddszerekkel

tanulmanyoztuk. Elémérésként meghataroztuk a CTAB cmc értékét M-HyA jelenléte nélkiil,
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ahol mind a konduktometriaval, mind a ITC -vel hasonl6 értéket kaptunk (konduktometria:
cmccerag= 0,94 + 0,01 mM; ITC: cmccrag= 0,93 + 0,03 mM) (31.A. és 32.A. abra). Ezek a
szakirodalomban fellelheté adatokkal nagyon jo egyezést mutatnak [137,138]. A méréseket
mM -re tolodnak el (31.B. és 32.B. abra). Az eredményekbdl megallaplthato, hogy a
rendszerben lejatszodo folyamatok elsé 1épéseként a negativ toltéstt M-HyA poliszacharidot
a pozitiv t6ltésit CTAB kb. 1,00:1,00 nctas : NHyA monomer molarany (0,95:1,00 tomegarany)

mellett neutralizalja, melynek befejez6dése utan a stabilizator micellaképzddése kezdddik

el.
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31. abra: (A) M-HyA nélkiili és (B) M-HyA tartalmu rendszerekben a CTAB cmc

értékének meghatarozasa konduktometrias modszerrel (Chya, kezdeti= 0,1 mg/mL)

J. Krouska és M. Pekat 10 kDa -tol 1750 kDa molekulatomeggel rendelkezé HyA és
CTAB/TTAB kozott kialakuld kdlesonhatasokat mar vizsgaltak nagyfelbontasu ultrahangos
spektroszkopiaval [139]. A rendszeriikon végzett mérések alapjan a kritikus aggregacios
koncentracié (cac) 1:1 koriili toltési aranyok beallta esetében figyelhetd meg. Ezt egy
késdbbi publikacidjukkal még inkabb megerdsitették [140]. Azonban fontos megjegyezni,
hogy az eredményeiket cmc feletti koncentracioknal kaptak, ahol a micellak képzdédése

jelentc’isen befolyésolhatja az adatokat. Ennek ismeretében a cac, és ezzel a linearis HyA
feliiletaktiv anyag esetében is elvégeztiik (chya= 0,1 mg/mL, cctas=5 mM). A 32.A. abran

lathato, hogy a CTAB cmc értéke mellett a toltéskompenzalas mértékére meghatarozott

aranyok is jo egyezést mutatnak a konduktometrias adatokkal.
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32. abra: Az ITC mérésekbdl nyert kalorimetrias entalpia gorbék (A) 5 mM és (B) 12 mM
koncentracioju CTAB titralo oldatok mellett (T= 25 °C, chya kezdeti= 0,1 mg/mL) (a HyA

nélkiili mérést a kék vonal jelzi)

A HyA attoltését jelz6 inflexiospont 0,2 £+ 0,01 mM koncentracional (a
konduktometrias mérések esetén ~ 0,16 mM megjelend valtozasnal (31.B. abra)) jelenik
meg, ami molardnyok szerint altagosan 1,2:1,0 értéket jelent. Vizsgalatainkkal
megerdsitettiik, hogy a M-HyA feliiletaktiv anyaggal torténd toltéskompenzalds aranya a

Az ITC és konduktometrias mérések mellett a M-HyA latszolagos viszkozitasat is
meghataroztuk allando nyirosebességen elvégzett reoldgiai mérésekkel, melyek eredményét

a 33. abra foglalja 0ssze.
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33. abra: M-HyA latszolagos viszkozitasi gorbéje allando nyirasi sebesség mellett (crya,

kezdeti= 0,1 M@/mL, CcTAB, titrals oldat= 25 MM)
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A modszer elonye, hogy a viszkozitason kiviil a vizsgalt minta szerkezeti valtozasait
is azonosithatjuk. A CTAB/M-HyA(monomer) molarany folyamatos ndovekedésével a
latszolagos viszkozitas értéke fokozatosan csokken. Annak érdekében, hogy a CTAB okozta
szerkezeti hatasokat igazoljuk sziikséges a rendszer higulasaval korrekciot végezni, ahogyan
azt a 33. abra is mutatja. Az igy meghatarozott latszolagos viszkozitas értékek szerint, a
rendszerben torténd szerkezeti valtozasok (feltételezhetden az aggregécios folyamatok)
okan, a CTAB mennyiségének novelése mellett megfigyelhetd kezdeti csokkenést egy torés
szakitja meg, amelyet folytatolagosan mar egy linearisan novekvd szakasz kovet. A
szakaszokra illesztett egyenesek metszéspontjabol meghatarozhaté a M-HyA
poliszacharidhoz rendelhetd attoltési pont. A szamolasok alapjan a M-HyA neutralizalas
kozelitd értékére ncrtas/NHyAmonomer= 1,012 kaptunk, ami a korabbi eredményeinkkel
(konduktometria, ITC) j6 6sszhangban van.

A M-HyA/CTAB kozotti kolcsonhatasok karakterizalasat kovetden a komplex
rendszer (-potencialjat és hidrodinamikai atmér6jét a mcrtas : MHyAmonomer tOmegarany*
fiiggvényében tanulmanyoztuk (34. abra), mely soran megallapitottuk, hogy a részecskék
méretében ¢&s stabilitdsaban torténd valtozasok a kalorimetrids és a vezetoképesség mérések
eredményeivel jol sszevethetdek. A teljes attoltési pont eléréséig (0,95:1,0 tomegarany) a

M-HyA alapu részecskék (-potencidlja negativ értéket vesz fel.
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A [ B
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34. abra: M-HyA/CTAB rendszer (A) (- potencial, (B) turbiditas és hidrodinamikai
atméro értékei a metaB: MM-HyA monomer tOmegaranyok fliggvényében. A toltéskompenzalas
elott (mCTAB/mHyA,monomer: 0,2) és utan (mCTAB/mHyA,monomer: 0,95) készitett mintak

reprezentativ fotoi (B) (Chya= 0,2 mg/mL, cctas= 0,0-0,26 mg/mL, PBS kozeg)

# A kordbban alkalmazott ncras/NHyamonomery moOlaranyokat azért valtottuk &t mcras/Muya
tomegaranyokra, mert a CTAB és a HyA egy monomer egységének moltomege kozel megegyezik.
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Efolott a rendszer stabilitisa jelent6sen lecsokken, amit a turbidimetrids mérések is
megerésitenek. A 34.B. abran lathato, hogy a ~ 0,80 tomegaranyig atlagosan 50-130 nm
kozotti hidrodinamikai atmérd érhet6 el. Megallapithatd tovabba, hogy ~ 0,80 tdmegarany
felett a rendszerben lejatszoddo M-HyA neutralizaldsanak koszonhetéen a hidrodinamikai
atmérd 50 nm -rél 750 nm -re nd. A turbiditast nézve a 0,80-0,95 tomegaranyok kozt jelentds
novekedés figyelheté meg, amit a nagyfokt aggregacid miatt kialakuld fazisszeparacio
(oldoszer fazis/szilard M-HyA/CTAB aggregatumok) hirtelen lecsdkkent. Ebbdl lathato,
hogy feleslegben 1év6 CTAB jelenlétében keletkez6 részecskék gyogyszerhordozoként vald
felhasznalhatdsagat nézve nem optimalisak, igy a M-HyA ezen a tartomadnyon nem
alkalmazhaté hordozoként. Eredményeinket &sszevetve az irodalmi adatokkal
megallapithatd, hogy atlagosan kisebb mérettel rendelkez6 részecskéket tudtunk eldéllitani.
T. KrutiSova és munkatarsai korabban mar vizsgaltak a CTAB -bol, illetve Mw= 117 és 1670
kDa molekulatomeggel rendelkezé HyA -bdl felépiild nanorészecskéket, viszont csak 100
nm feletti részecskeméreteket kaptak [141]. T. Pilgrova és M. Pekaf munkaja soran a
CTAB/Septonex ¢s HyA ((Mw= 13 kDa, 117 kDa ¢és 1635 kDa) 6sszetételii rendszereket
turbidimetrias és DLS modszerekkel tanulmanyoztak, ahol azonban a CTAB -dal
Osszevethetd szerkezetli Septonex (karbetopendecinium bromid) stabilizatorral és HyA -val
(Mw= 13 kDa, 117 kDa) az altalunk meghatarozottakhoz képest joval nagyobb, 200 - 500

nm -es részecskéket tudtak el6allitani [142].
5.3.3. HyA alapu rendszerek reologiai tulajdonsagai

Az Irodalmi attekintésben (2.3.2. alfejezet) korabban mar részleteztiik, hogy a HyA
alapii rendszerek folyasi tulajdonsagainak, ezaltal a kiils6 er6k hatasra bekdvetkezd
szerkezeti valtozasainak megismerése érdekében a reologiai mérések kiemelkedd szereppel
birnak. Azonban fontos megjegyezni, hogy a hordoz6 rendszereknél relevans nagyon kis
véve, meghataroztuk a M-HyA viszkozitasi tulajdonsagait szélesebb koncentracio
intervallumon (0,05-50 mg/mL) (35. abra). A koncentracié fiiggvényében detektalt
viszkozitasi gorbéket Bingham- (5. egyenlet) és Carreau-Yasuda (6. egyenlet) modellel
illesztettiik, melyek eredményeit a 9. tablazatban Gsszesitettiik. A rogzitett gorbéken jol
ami a koncentracio novelésével pszeudopasztikusra, majd viszkoelasztikusra valt 4t. Nagyon
hig polimer (molekularis) oldatoknal a viszkozitds valtozdsa kiemelten a poliszacharid

aramlasi rendszerbeli viselkedésével (pl. deformacids, orientacios) kdthetd dssze.
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35. abra: (A) Alacsony koncentraciojt

crer

(0,05-1,0 mg/mL) M-HyA oldatok

nyirofesziiltségének és (B) a nagyobb koncentrac

crer

i6ju (2-50 mg/mL) oldatok/gélek

viszkozitdsanak valtozéasa a nyirésebesség fliggvényében

9. tablazat: A kiilonb6zo koncentracioji M-HyA/CTAB oldatok viszkozitas és

nyirofesziiltség gorbéire illesztett Bingham és Carreau-Yasuda modellekbdl meghatarozott

plasztikus viszkozitas (npi), Bingham-féle folyashatar (tg), nulla- nyirasi viszkozitas (no) és

végtelen-nyirasi viszkozitas (1.) értékek

Chya (Mg/mML) np£=SD (mPas) t+£SD((Pa) mnoxSD(Pas) mn.=SD (Pas)

0,05 0,792 £ 0,006 - - -

0,10 0,872 + 0,000 - - -

0,50 1,180 £ 0,007 - - -

1,00 1,508 + 0,007 - - -

2,00 10,76 £ 0,211 0,217 £0,007 0,046+ 0,003 0,000 + 0,000
10,00 128,3 + 8,391 8,493 +0,283 4,368+0,010 0,010+0,010
25,00 1126 +£159,5 96,44 £ 5,377 138,9+0,019 0,282+ 0,019
50,00 1328 +265,7 416,4+ 8,958 8155+1,649 0,312+0,039

ey

novekedésével a viszkozitas csokkenése figyelheté meg [60,98,143]. Ez a konklizi6 az 1

mg/mL koncentracional toményebb M-HyA oldatoknal is levonhatd. A viszkozitasban

megfigyelheté valtozds egy alternativ magyardzata a linedris polimer lancok nagy

koncentracion megvalosuld ,,0sszegombolyodasahoz” kotheté [91]. A gombolyagon beliil

feltételezhetden kialakuld masodrendii kdlcsonhatasok szama, melyek kialakuldsa a

hémozgastol is jelentdsen fiigg, az egyre ndvekvo nyirdsebesség kovetkeztében csokkenhet,

amely kisebb viszkozitasi értékeket eredményez. Ezt a valtozast tovabb erdsitheti a

gombolyag lazulasa/megsziinése eredményeként megfigyelhetd daramlasi irdny szerinti

orientacio.
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A tomény M-HyA oldatok viszkoelasztikus viselkedésének megismeréséhez
oszcillacios méréseket végeztink 10 Hz allando oszcillacios frekvencian, melynek
eredményét a 36. abra foglalja 6ssze. A tarolasi (G’) és veszteségi (G”) modulus értékek
valtozasabol meghataroztuk a gélek elasztikus/viszkozus sajatsagat. Az alacsony nyirasi
deformacional minden esetben a gélek elasztikus karaktere keriil elétérbe, mig magasabb
értékeknél a viszkozus sajatsag dominal (G’<G”). A 0,1-10,0 % tartoményon a G’ és G”
nem valtozik, igy a nyirasi deformécio nincs hatassal a belsd surlddasi viszonyokra. 10 %
folott a plasztikus /pszeudo-plasztikus viselkedésnek megfeleléen a modulus értékek nem
linearisan valtoznak. Magas deformacioknal a folyasi pontot (G’= G”) kdvetden a viszkozus
viselkedés keriil el6térbe. A folyasi pontok és kezdeti G”/G’ aranyabol (a 4.3.1 alfejezet
szerint tand) meghatdrozott faziseltolodas értékei a 36.B. abran lathatéak. A koncentréacio
novelésével a folyasi pont hirtelen megnd, mig a faziseltolodas csokken. A faziseltolddas
csokkenése a HyA alapu géles oldatoknal tapasztaltakat szerint [98,144], a rendszer

viszkozus viselkedése egyre elasztikusabba valik a koncentracié novekedésével.

A B
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36. abra: M-HyA hidrogélek (A) nyirasi deformacio és (B) koncentracio fiiggvényében
meghatarozott viszkoelasztikus paraméterei (A: tarolasi modulus (G’), veszteségi modulus

(G”); B: folyasi pont, illetve faziseltolodas a kezdeti G’ és G” értékek alapjan)

A szakirodalomban talalt CTAB-dal neutralizalt és térhalositott HyA poliszacharidot
frekvencia sepréses oszcillacios modszerrel vizsgaltak [97,105]. Sz. Berkd és munkatarsai
meghataroztak, hogy a térhalositott HyA esetén a frekvencia novelésével a gélek kiemelten
viszkozus jellege elasztikusra valt [105]. Mivel csak a kiindulasi és a 25 % -ban keresztkotott
mintat tanulmanyoztak, ezért jelentds konzekvenciat a térhalositds mértékének hatasarol
nem lehet levonni. T. Venerova és M. Pekat kiilonb6z6 molekulatomegii HyA, CTAB -dal

torténd neutralizalasanal, az el6zével megegyezOen, kezdetben a viszkozus sajatsag
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dominancigjat figyelték meg [97]. Az altalunk is vizsgalt kisebb molekulatomegii (300 kDa)
HyA esetében nagyobb CTAB koncentracioknal folyasi pontot nem tudtak meghatarozni,
illetve a méréseket kis kiindulasi HyA koncentraciok és nagy mennyiségii stabilizator
felesleg mellett végezték el.

Ezt figyelembe véve, meghataroztuk a CTAB -dal neutralizalt M-HyA ¢és a cl-M-HyA
viszkoelasztikus tulajdonsagait a nyirasi deformacio fiiggvényében. A M-HyA/CTAB
rendszernél 50 mg/mL kiinduldsi M-HyA koncentraciot allitottunk be, ahol a neutralizalas
mértéke szazalékosan 0-100% kozott valtozott. A CTAB -dal részlegesen neutralizalt M-
HyA esetén a korabbi eredményeinkhez hasonld valtozasokat tapasztaltunk. Alacsonyabb
deformacioknal elasztikus, mig magasabb értékeknél a veszteségi modulus (G” > G’) és igy

a viszkozus viselkedés dominal (37. abra).
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37. abra: CTAB -dal neutralizalt M-HyA gélek amplitadé sepréses oszcillaciés modszerrel
meghatarozott reologiai paraméterei (A: kezdeti tarolasi (G’) és veszteségi (G”) modulus;

B: folyasi pont és faziseltolodas) (cHya= 50 mg/mL)

A kezdeti deformacioknal a G’ és a G” ismételten konstans értéket mutat. Az egyes
szakaszokra illesztett egyenesek tengelymetszetéb6l meghatarozott tarolasi és veszteségi
modulust a 37.A. abran mutatjuk be. Ezek ismeretében meghataroztuk a faziseltolodas
kiindulo értékeket (37.B. abra). 50 mg/mL M-HyA koncentracié beallitasa mellett, ha a
stabilizator koncentracidja <10 mg/mL, akkor a Newtoni viselkedés egyre elasztikusabba
valik, mig magasabb koncentracioknal (>10 mg/mL) a viszkozus sajatsag kezd megerésodni.
A 37.B. abra alapjan a folyasi pont a faziseltolodassal ellentétben a kezdeti hirtelen
novekedést kovetden csokkend tendenciat mutat. Hasonl6 koriilmények kozott a térhéaldsitott

M-HyA mintakat is megvizsgaltuk (38. abra).

78



Varga Norbert — Ph.D értekezés Eredmények

A B

- 3.0 7 r 40
—_ l - Tarolasi modulus G' § ---@-- Folyasi pont
gcf 6,0 - --@- Veszteségi modulus G" r 6,0 ﬁ |-+ Faziseltolodas
= s = ] R - 30
- (g2 ™ A 5]
(] = = 201" & S
24,0 1 - 4,0 = ’
= : = 20 &
< g = g
=] — o =
520 2,0 2 210, é‘
Bl & _ X | o
Z . Cz g 10 %
S L —_ L
e T . ' E e [ ]
=0,0 — @ g0 B 0,0 — 0

0 20 40 60 80 100 0 20 40 60 80 100
Keresztkotés mértéke (%) Keresztkotés mértéke (%)

38. abra: Térhalositott HyA gélek amplittido6 sepréses oszcillacios modszerrel
meghatarozott reologiai paraméterei (A: kezdeti tarolasi (G’) és veszteségi (G”’) modulus;

B: folyasi pont és faziseltolodas)

A kezdeti linedris szakasz tarolasi €s veszteségi modulusokhoz tartozd konstans
értékei a keresztkotés jelenlétében jelentdsen csokkennek. Magasabb deformacioknal a
korabbi rendszerekkel megegyezden a veszteségi modulus keriil elétérbe. A meghatarozott
faziseltolddas a neutralizalt polimerekkel ellentétben nagymértékben novekszik. Ezek
alapjan a kezdeti elasztikusbol egyre viszkozusabb viselkedés figyelhetd meg. Osszevetve a
korabbi eredményeket megallapithatd, hogy a keresztkotés jelenléte korlatozza a koherens
rendszerek kialakulasat. Azonos hatas a M-HYA/CTAB rendszernél csak magasabb
stabilizator koncentracidknal figyelhetd meg.

A kiindulasi és a modositott (térhaldsitas, neutralizalas) HyA poliszachariddal
kapcsolatos viszkozitasi tulajdonsagok ismerete nagymértékben segiti a hatéanyag-tartalmt
rendszerek kioldddasi folyamatainak (pl. diffuzio, er6zio) jellemzését. Ezek fliggvényében
a kovetkez6 1épésben a KP-tartalmu HyA alapi hordozokbdl a hatéanyag kioldodasi

tulajdonsagait vizsgaljuk meg.
5.3.4. HyA alapu rendszerek in vitro hatéanyag kioldoddsi tulajdonsdgai

Munkank soran meghataroztuk a CTAB -dal hidrofobizalt és eltéré mértékben
keresztkotott M-HyYA alapu hordozé rendszerek hatdanyagleadd képességét. A mérések
kivitelezéséhez modell vegyiiletként ketoprofent (KP) hasznaltunk. A kioldodasi méréseket
50 %, 75 % és 100 % -ban keresztkotott, illetve 20, 40 és 80 % -ban CTAB -dal neutralizalt
M-HyA alapu rendszereknél végeztiik el (39. és M50. abra). Minden esetben a kapszulazasi
hatékonysag 95,0-95,5 % -0s volt az alkalmazott KP vegyiilet esetén. A rogzitett kioldodasi

gorbék folytonos kioldodasi profilt mutatnak. Osszehasonlitva a kétféle rendszert
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megallapithatd, hogy a cl-M-HyA alapu hordozok alkalmazasaval a KP visszatartasi
képessége a vizsgalt 7 oras idétartomanyon kisebb (39.A. abra). Megallapithato tovabba,
hogy a térhaldsitas mértékének novelésével a visszatartas nd. A cl-M-HyA/100% rendszer
vonatkozasaban 6 6ra utan a KP mennyiségének ~ 80 % -a, mig cl-M-HyA/50% esetén kozel
100 % felszabadul. Ezzel ellentétben a M-HYA/CTAB rendszereknél a 20 % -ban CTAB-
dal neutralizalt hordozonal ~ 60 %, mig magasabb értékeknél akar ~ 20 %-os hatéanyag
felszabadulas is elérhet6 (39.B. abra).
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39. abra: (A) A KP-tartalmu térhalositott- és (B) CTAB -dal neutralizalt M-HyA
hordozokbol a KP kioldodasi gorbéi (pontokkal) és a mérési pontokra Weibull kinetikai
modellel illesztett gorbék (szaggatott vonal) (T= 25 °C, pH= 7,4, 0,9 w/w% NaCl, PBS

kozeg)

A kioldodasi gorbéket kiillonbozd kinetikai modellekkel megillesztettik. A M-
HyA/CTAB rendszer esetén az R? szerinti legjobb eredményt a Weibull, mig a méasodik
legjobbat a Korsmeyer-Peppas modell adta (10. tablazat). Ettol eltér6en a térhalositott M-
HyA -nal a legjobb illesztést a Weibull és a masodik legjobbat elsérendli modell mutatta.
Attol fiiggetleniil, hogy a Weibull modellhez képest a Korsmeyer-Peppas modell rosszabbul
irja le a valtozasokat, az egyenlettel meghatarozott kinetikai paraméterek a folyamatok
jellemzése szempontjabol jelentds informaciotartalommal birnak. A hatbéanyag
felszabadulasat jellemz6 diffuzids oldodasi index (n) a CTAB-dal hidrofobizalt HyA esetén
feltiletaktiv anyag mennyiségének novelésével 0,60 (20% CTAB), 0,70 (50 % CTAB) és
0,75 (80 % CTAB) értékre emelkedik. Ebbdl l1athatd, hogy a KP felszabaduldsat a diffuzids
és erozids folyamatok egyarant szabdlyozzdk (nem-Fick kioldodéas). A korabbi (-

potenciallal, turbiditassal és részecskemérettel kapcsolatos megfigyelések szerint a kisebb
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mennyiségben jelenlévd elektrosztatikusan adszorbedlt CTAB -nal a hatéanyag
felszabadulas gyorsabban és diffiizio kontrollaltabban jatszodik le. A magasabb moélaranyok
mellett toltéskompenzalt M-HyYA poliszacharidnal a megnovekedett szerkezeti valtozasok
miatt a hatdanyag kioldodas lelassul és az er6zié szerepe megno.

A térhalodsitott polimereknél ez az effektus nem figyelhetd meg. A diffiizids-oldodasi
index, fiiggetleniil a keresztkotés mértékétdl, altagosan 0,55-0,61 értéket vesz fel, amely
megkozeliti a Fick |. féle folyamatokhoz tartoz6 n= 0,42 hatart, igy a hatéanyag
felszabadulasanal az er6zi6 mellett a diffizié dominal €és ezt a befolyast a keresztkotés

mértéke nem modositja.

10. tablazat: A KP-tartalmu térhalositott és CTAB -dal neutralizalt M-HyA rendszerek
kioldodasi gorbéire illesztett kinetikai modellek (12-14. egyenlet) megfelelé paraméterei

Modell Elsérendii Korsmeyer-Peppas Weibull
Minta (miknl) R? (mlm“) n R? a b R?
20 % CTAB 0,16  0,9881 524 0,604  0,9819 0,0003 0,794 10,9971
50 % CTAB 0,10 0,9892 149 0,698  0,9941 0,0002 0,821 0,9978
80 % CTAB 0,04  0,9907 41 0,748  0,9989 0,0001 0,795 0,9995
cl-HyA/50% 0,50 0,9995 1401 0,554  0,9799 0,0001 0,991 0,9995
cl-HyA/ 75% 0,34  0,9977 698 0,613  0,9783 0,0001 1,010 0,9977
cl-HyA/100% 0,26  0,9901 1126 0,550  0,9886 0,0005 0,795 0,9986

5.4. Hialuronsav - Kkitozan poliszacharid alapu hordozo rendszerek eldallitasa és

jellemzése
5.4.1. HyA-Chit kozétt kialakulo elektrosztatikus kolcsonhatasok jellemzése

Doktori munkam soran a CTAB -dal neutralizalt M-HyA rendszerek tanulmanyozasa
mellett megkiséreltiik elektrosztatikus kolcsonhatasok révén kialakithato hialuronsav - és
kitozan (B(1—4) kotott D-glilkozamin (deacetilezett) (és nem teljes deacetilezés esetén N-
acetil-D-gliikozamin) egységekbdl felépiilé kationos poliszacharid [145]) alapa
polielektrolit komplexek (PEC), mint potencialis hordozoként alkalmazhaté kolloid
részecskék eldallitasat is. Jol ismert, hogy a poliszacharidok toltése a pH fiiggvényében
jelentésen valtozhat, ami egy hordozd rendszer esetében a kioldodéasi folyamatokat is
befolyasolhatja [146]. Ezen kiviil a PEC -bdl kialakithato részecskék mérete és stabilitasa is

jelentOsen eltérhet az eldallitaskor hasznalt kézeg pH -jatol. Ezen folyamatok részletesebb
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megismerése érdekében, meghataroztuk a nagy molekulatomegti HyA -bol (H-HyA: Mw=
1500-1800 kDa) és a kozepes molekulatomegii Chit -bol (M-Chit: My= 190-310 kDa)
felépiilé interpolimer komplexek pH szabalyozott neutralizalassal kapcsolatos sajatsagait,
melyhez els6 1épésben toltéstitralasi méréseket alkalmaztunk (40. abra). A méréseket 2,00
(pH= 2,53), 1,00 (pH= 2,70), 0,727 (pH= 2,77) és 0,500 V/V% -o0s (pH= 2,91) ecetsavas
kozegben végeztiik el. A titralasi gorbék kezdeti aramlasi potencialjanak novekvo értékét a
kozegben jelen 1év6 ecetsav okozza. A M-Chit H-HyA -hoz t6rténd folyamatos adagolasaval
egy kis mértékii linearis ndvekedés figyelhetd meg. Ezen a tartomanyon a H-HyYA negativ
toltése a M-Chit pozitiv toltését olyan szinten tudja semlegesiteni, hogy a rendszer
elektrosztatikus stabilitdsa csak kis mértékben valtozik. Az 4ttoltési pont elérése koriil az
aramlasi potencial értékek hirtelen ugrast mutatnak, mivel a nagy mennyiségben jelenlévé
Chit toltését a HyA mar nem tudja szabalyozni. Ekkor az elektrosztatikus stabilitas
lecsokken, amelyet a rendszer aggregacidja kdvet. Az attoltési pontot kovetden a nagy Chit
tulstly miatt az aramlasi potencial pozitiv értéket vesz fel. Az ecetsav mennyiségének
csokkenésével (pH novelése) a linearis szakasz kis mértékben elnyulik, mig az att6ltési pont,

a vartnak megfeleléen, a nagyobb értékek felé eltolodik.
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40. abra: (A) A M-Chit-nal titralt H-HyA aramlasi potencial gorbéi kiillonbozé ecetsavas
kozegben (VHya titralands= 10 ML, CHyA sitratands= 0,045 mg/mL, cchie= 0,091 mg/mL) és (B) a
poliszacharidok koncentracioeloszlas gorbéi (Chya= 0,040 mg/mL, Cchie= 9,0 pg/mL). Az
eloszlas gorbéken szerepld szimbolumok az adott ecetsavas kdzeg pH értékét mutatjak (e:

2,00 VIV%; m: 1,00 V/V%; ¢: 0,727 VINV%; A: 0,500 V/V%)

A pontos attoltési pontok meghatarozasdhoz a felvett titralasi gérbéket a modositott
Boltzmann egyenlettel (4. egyenlet) illesztettiik. A szamolasok alapjan a 0 mV-nal
meghatarozott monomer moélaranyok 0,496 + 0,033 (2,00 % ecetsav); 0,622 = 0,018 (1,00

82



Varga Norbert — Ph.D értekezés Eredmények

% ecetsav); 0,696 = 0,022 (0,727 % ecetsav); 0,738 + 0,015 (0,500 % ecetsav) folyamatosan
nének.

A PEC rendszerek attoltési és viszkozitasi tulajdonsagait a 5.3.2 alfejezetben mar
megismert koncentracio fiiggd, allando nyiréfesziiltségen (300 1/sec) elvégzett reologiai
mérésekkel is elemeztiik (41.A. abra). Az eredményeket a rendszer higuldsaval minden
esetben korrigaltuk. A M-HyA/CTAB rendszerhez hasonldan a latszolagos viszkozitas a M-
Chit mennyiségének novelésével csokken, amelyet a H-HyA neutralizalasa miatt lejatsz6do
folyamatok megtornek. A szakaszokra illesztett egyenesek metszéspontjabol szarmaztatott
toltéssemlegesités, az aramlasi potencial méréseknél tapasztaltakkal megegyezden, a pH
fiiggvényében tolddik ~ 0,438 nchit/NHya monomer moélaranyrol (2,0 % ecetsav) ~ 0,695 -re
(0,5 % ecetsav).

1 ®2,0% ecetsav 800 -
2 1,0% ecetsav 1 attoltési pont
2,60 P

, ; . A 0,5% ecetsav % 600 : Ney/Mpga = 1,271 ..’”‘

~ et . L)

7 5 400 K

£ 240 S T .

g £ 200 -

R - L]
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£-200 -
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2,00 < -400 7 w.
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41. abra: (A) A M-Chit - H-HyA rendszer latszolagos viszkozitasanak valtozasa a
Nchit/NHyA monomer arany és az ecetsav koncentracio fliggvényében (Vhya sitralands= 19 mL,
CHyAtitrélands= 0,1 mg/mL, Ccnisierats= 2 mg/mL) és (B) a H-HyA aramlasi potencialjanak
valtozasa pH ~ 4,5 ecetsav-acetat pufferes kézegben (H-HyA: c= 0,045 mg/mL, M-Chit: c=
0,091 mg/mL)

A reologiai és toltéstitralasi vizsgalatoknal meghatarozott értékek jelentésen eltérnek
az 1:1 molaranytol, melyet a M-HyA/CTAB rendszer eredményeire alapozva varnank.
Ennek oka, hogy ezen a tartomanyon a H-HyA polimer lancon 1évé karboxilcsoportok
részben protonalt/deprotonalt allapotban vannak (pKa= 2,90 [100]) (40.B. abra), illetve a
M-Chit -nal (pKa= 6,41 [147]) a nem teljes deacetilezilezés miatt a pozitiv toltéssel
rendelkezé aminocsoportok csak kb. 80 % -a szabad. Az aramlasi potencial valtozasat pH=
4,5 esetében is meghataroztuk, ahol a H-HyA és a M-Chit kozel 100% -ban rendre
deprotonalt és protonalt formaban vannak és mar csak a M-Chit deacetilezési fokanak

mértékével kell szamolni. A 40.B. abran bemutatott eredmények alapjan az attoltés
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Nchit/NHya ~ 1,271 monomer molaranyoknal kdvetkezik be (polimer tomegaranyra nézve
MchiMuya= 0,537), mely jo egyezésben van azzal, hogy a pozitiv toltéssel rendelkezd
aminocsoportok csak kb. 80% -a szabad.

A HyA/Chit komplex hordozo6 rendszerek eldallitasa eldtt, a makromolekulak k6zotti
kolcsonhatasok mértékének feltérképezése érdekében kiillonbozé mehi/MHya tomegaranyok
mellett 1 % ecetsavas kozegben elkészitett mintakat tisztitas és liofilizalas utan FT-IR és
termoanalitikai (TG, DTG, DSC) méréseit is elvégeztiik. (Tisztitaskor a mintakat 20 mL -re
felhigitottuk, 15 percig 12000 rpm fordulatszamon centrifugaltuk, majd a feliilasz6t
eltavolitottuk. Ezt az eljarast haromszor megismételtiik.)

A kiilonboz6 poliszacharid tomegaranyt H-HyA/M-Chit komplexek IR spektrumai
csak kismértékben térnek el a kiindulési polimerek megfeleld spektrumaitol, ezenkiviil Gijabb

csticsok megjelenése nem azonosithato (42. abra).
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42. abra: A M-Chit, a H-HyA és a kiilonb6z6 tomegaranyok mellett készitett és liofilizalt
H-HyA/M-Chit komplexek FT-IR spektrumainak megfeleld részletei (Viss,= 10 mL,

CHyA.tsrzs= 2 MQ/ML, Cenittsrzs= 2 MY/ML, Cecetsav= 1 (V/V)%)

Ez arra utal, hogy a polimerek kozott erésebb kolcsonhatds nem alakul ki. A
legnagyobb valtozas a H-HyA karboxilatcsoportjahoz tartozé6 C-O aszimmetrikus
nyujtérezgés (1610-1540 cm™) és M-Chit aminocsoportjahoz tartozd N-H deformacios
rezgéseknél (~ 1585 cm™) lathaté [133,148]. A kiindulasi polimerek spektrumat nézve a
kezdeti H-HyA karboxilat - (1602 cm™) és a M-Chit aminocsoportok (1588 cm™) a

84



Varga Norbert — Ph.D értekezés Eredmények

komplexeknél egy 1595 cm™ -nél megjelend kdzds széles csiucsban dsszeolvadnak. Ez
masodrendii kdlcsonhatasok kialakulasara utalhat. A komplexek elnyelési savjainak relativ
abszorbancia aranyai a kezdeti polimer témegaranyokkal nem véaltoznak, igy a rendszerben
kialakulo H-HyA/M-Chit mintak Osszetétele megegyezik. Ez azt is bizonyitja, hogy a
feleslegben 1évé Chit a mar kialakuld polielektrolit komplexekhez nem kotodik.

A TG mérések soran megfigyelhetd tomegvaltozasok a kiindulasi tiszta polimereknél
¢és a H-HyA/M-Chit komplexeknél eltérnek, de a mchiyMHya tomegarany fliggvényében a
gorbék szinte azonos lefutast mutatnak (43.A. abra). A tomeg kezdeti csokkenését a
nagyrészt fizikailag megkotott viz eltdvozasa okozza. A poliszacharid komplexeknél 180 °C
-ig a megkotott viz mennyisége 9,7 % (Muya:Mmenit= 1:0,5), 11,6 % (Muya:mchic= 1:1), 14,0
% (Muya:Mchit= 1:2) és 15,5 % (Muya:Mchit= 1:4) folyamatosan né a M-Chit mennyiségével.
A vizvesztés utdn a polimerek degradédcios folyamatai jatszodnak le. A hdémérsékletek

pontos meghatarozasahoz a DTG gorbéket hasznaltunk.
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43. abra: A HyA, Chit és a kiilonboz6 tomegaranyok mellett elkészitett és liofilizalt HyA-
Chit komplexek (A) TG, (B) DTG és (C) DSC gorbéi (Vsss,= 10 mL, Chya wrs= 2 mg/mL,

CcChit,torzs— 2 mg/m L, Cecetsav— 1 (V/V)%)

A 43.B. abran a mintdkban 1évé H-HyA és M-Chit jelenléte jol azonosithat6. A H-HyA és
M-Chit makromolekulakhoz kotheté degradaciok (Tgnya= 180 °C és Tychit= 245 °C) a
kiindulési polimerekéhez képest nagymértékii eltolodast mutatnak (TgHya= 205 °C, Tq,chit=
221 °C), melyet a M-Chit—H-HyA kozo6tt kialakul6 kolesonhatasok okozhatjak. Az aranyok
modositasaval a hdmérsékletek nem valtoznak. A TG gorbékbdl meghataroztuk a kizardlag
H-HyA poliszacharidhoz tartozo6 tomegvaltozas szazalékos aranyat (180 °C-245 °C kozott),
ahol minden esetben ~ 26 % -ot kaptunk. A viz tomegének kezdeti minta tomegébdl torténd

kivonasaval (mminta — Mviz) @ komplexben 1év6 tisztan H-HYA -hoz (180 °C -tdl 245 °C -ig)

85



Varga Norbert — Ph.D értekezés Eredmények

¢s H-HyA/M-Chit keverékhez (245 °C -t61 650 °C -ig) tartozo6 szazalékos tomegvaltozasokat
is 0sszehasonlithatjuk. Az eredmények szerint a 245 °C -ig a tomeg 30 % -Kal és 245 °C -t6l
650 °C -ig 70 % -kal csokken fliggetleniil a mchit/MHya tomegaranytol. Ez egyértelmi
bizonyitéka lehet annak, hogy a komplexek 6sszetétele megegyezik.

A mintdk DSC méréseinél az elsé endoterm csucs a viz elparolgasahoz rendelhetd,
amit a poliszacharidok degradacioja kovet (43.C. abra). A gorbék lefutasa megegyezik, igy
a TG és FT-IR modszerekhez hasonloan a DSC is igazolja a komplexek azonos dsszetételét.
Az alkalmazott tiszta makromolekulakkal ellentétben a komplex mintak degradacidjanal egy
endoterm csucs jelenik meg 200 °C hémérsékleten. Ez a komplexek €s az elektrosztatikus
kolcsonhatasok kialakuldsat egyértelmiien bizonyitja. A 298 °C -nal megfigyelhetd exoterm
cstcs hianya arra utal, hogy az eléallitaskor beallitott toltésarany szerinti M-Chit felesleget
a mintak nem tartalmaznak, mely a tisztitasi 1épés sikereségét igazolja. Az eredmények
alapjan a két makromolekula fizikai keveréknek jelenléte kizarhatd és valoban hatdanyag

hordozoként alkalmazhato PEC képzddik.
5.4.2. HyA-Chit hatéanyag hordozo rendszerek elddllitasa és jellemzése

A hialuronsav-kitozan kozott kialakulo elektrosztatikus kolcsonhatas tanulmanyozasat
kovetéen kiillonboz6 technikdkat alkalmazva harom kiillonbozé szerkezetli, hatéanyag
hordozoként is alkalmazhato poliszacharid alapi nanorészecskét allitottunk eld, melyek
sematikus abraja a 44. abran lathat6. Els6 esetben egyéb komponens hozzaadésa nélkiil a
tisztan elektrosztatikusan kompenzalt Chit/HyA (tovabbiakban Chit/HyA 1. jel6lésii)
komplexeket hoztunk 1étre a poliszacharid oldatok fizikai keverésével, mely rendszerek
szerkezeti karakterizalasaval az 5.4.1 fejezetben foglalkoztunk részletesen. Ezek utan
tripolifoszfattal (TPP) ionosan keresztkotott Chit-TPP/HyA (tovabbiakban Chit/HyA 11.) és
mag-héj szerkezetli Chit-TPPmag/HYAws (tovabbiakban Chit/HyA III.) részecskéket is
eldallitottunk kiilonbozé Chit:HyA tomegaranyokon. Chit/HyA II. esetén a Chit oldatot
HyA/TPP oldatkeverékbe csepegtettiik folyamatos kevertetés mellett, mig a Chit/HyA III.
jelolésii rendszernél eldszor a keresztkotott Chit magot (Chit/TPPmag) alakitottuk ki, majd
A nagy molekulatomegli HyA (H-HyA: Mw= 1500-1800 kDa) alkalmazdsa mellett
Chit/HyA 1. -nél kozepes (190-310 kDa), mig Chit/HyA I1.- és II1.-nal nagy (310-375 kDa)

molekulatémegii Chit hasznéltunk.
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44, abra: A harom kiilonb6z6 tipust Chit/HyA hordozé eléallitasanak €s a lehetségesen

képz6do részecskék szerkezetének sematikus abrazolasa

Annak érdekében, hogy a H-HyA deprotonalt formédban és a Chit még protonalt
allapotban legyen, a Chit-nal pH= 4,4-4,7 ecetsav-acetat pufferes, mig a HyA -nal Milli-Q
vizes kozeget alkalmaztunk. A hidrodinamikai 4atmér6 ¢és a méreteloszlasanak
meghatdrozasa érdekében DLS méréseket végeztiink.

A Chit/HyA 1. esetén megfigyeltek szerint elektrosztatikus kompenzalassal alacsony
hidrodinamikai atmérével rendelkez6 részecskék képzodése figyelheté meg (45.A. abra).
Mchit/Muya= 80-40 tomegarany tartomanyban, ahol a M-Chit koncentracidja a H-HyA- hoz
képest nagyobb, részecskék kialakuldsa nem volt detektdlhatd. Az aranyokat tovabb
csokkentve (MchiymHya= 40-20) a rendszerben kis hidrodinamikai atmérdvel rendelkez6
részecskék jelennek meg (dpLs = 168 nm (Mchit/Muya= 40), doLs = 195 nm (Mchit/Muya= 20)).
A mchitfmuya= 20-1 kozotti tomegaranyoknal a toltéssemlegesitési ponthoz (mchit/MHya=
0,537) kozeledve a részecskeméret (dpLs =~ 195 nm -r6l 864 nm -re) és a rendszer
polidiszperzitdsa novekvd tendenciat mutat. Ennek legfobb oka, hogy a neutralizalasi
pontndl a részecskék toltése semlegesé valik, amit aggregacids folyamatok kovetnek. Az
attoltési pont utan H-HyA feleslegnél is megvizsgaltuk a lehetségesen képzddd részecskék
méretét (mchi/muya= 0,500-0,125), ahol ismételten alacsony (dpLs= 103-199 nm) értékeket
kaptunk. Ez arra utal, hogy az orvosbioldgiai felhasznalasra alkalmas nanorészecskék

képzddése csak jelentés M-Chit vagy H-HyA tobblet esetén kedvezményezett.
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45. abra: (A) Chit/HyA 1. (mchit/muya= 0,125-1,00: cchie= 0,091 mg/mL, Vchi= 0,5-4,0
mL, chya= 0,042 mg/mL, Vhya= 8,72 mL; mchit/Mnya= 4-80: Cchie= 0,364 mg/mL, Vchit=
4,0 mL, chya= 0,134-0,0067 mg/mL, Vuya= 2,72 mL; HyA: Milli-Q vizes kozeg, Chit: pH
~ 4,5), illetve (B) Chit/HyA 1. és II1. részecskék hidrodinamikai atmérdjének valtozasa a
Chit:HyA témegarany fiiggvényében (cchit= 0,30 mg/mL, cree= 0,15 mg/mL, crya= 3,9-31
pg/mL; Chit/HyA 1I: Viss,= 4,73 mL, Chit/HyA 1l1: Viss,= 4 mL)

S. Huang és munkatarsai altal eldallitott elektrosztatikusan kompenzalt Chit/HyA
nanorészecskéknél a 100 nm koriili atmérdt csak kis molekulatdmegli poliszacharidokkal
(10 kDa -os HyA ¢s 100 kDa-os Chit) tudtak kivitelezni korabban [149]. A kizardlag
elektrosztatikus kompenzalason alapul¢ eljarashoz képest, ahol féként laza kolloid szerkezet
alakul ki, a Chit/HyA Il. és III. tartalmi mintak esetében a TPP keresztk6td agensnek
koszonhetden sokkal monodiszperzebb és konnyebben méretszabalyozhatd részecskék
képzédnek (45.B. abra). mchi/muya= 80-10 tomegaranyok kozott a harom modszert
Osszehasonlitva kitlinik, hogy a legkisebb hidrodinamikai atmérével a Chit/HyA II.
rendelkezik. A Chit/HyA ll1. esetében a kezdeti Chit-TPP mag méretéhez (dpLs= 147 + 45
nm) képest az atmérok nagyobbak, ami alapjan a részecskék H-HyA héjjal torténd bevonasa
sikeresnek bizonyult. Ennek a szerkezetnek a kialakulasa okozza a Chit/HyA I1ll. tipust
részecskének a Chit/HyA I11.- vel szembeni nagy atlagos részecskeméretét is. A Chit/HyA 1.
-hez hasonldan a névekvé H-Chit aranynak koszonhetden a részecskeméret folyamatosan
csokken (Chit/HyA 11: dpLs= 230 -t6l 146 nm-ig; Chit/HyA IlI: dpLs= 262 nm -t61 177 nm -
ig). Fontos megjegyezni, hogy a mag-héj struktara elérésekor az elére kialakitott H-Chit
magon kevesebb szabad kotOhely érheté el, mint a Chit/HyA 1. és II. -nél. Ennek

kovetkeztében az aggregacios folyamatok mar 10 w/w% -0S H-HyA esetén elindulnak.
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6. Osszefoglalo

A (bio)polimer alapu nanoszerkezetli hatéanyag hordozd rendszerek, széleskorii
alkalmazhatdsaguknak kdszonhetden, az elmult néhany évtizedben egyre nagyobb szerepet
toltenek be gyogyszerészeti és nanomedicina kutatasi teriileteken is. A hordozok kialakitasat
szabalyzo Kkisérleti paraméterek és elballitasi technikak varialasaval minden egyes
gyogyszerszarmazékra optimalizalt rendszert allithatunk eld, amelynek eredményeként
mind a hatéanyag felszabadulas mind a hatékonysag kontrollalhatova valik.

Néhany éve kutatocsoportunkban Kkitiintetett szereppel bir a féként szérum fehérje
alapu hatéanyag hordozo kolloid részecskék eldallitasa, ahol a f6 cél neuroaktiv vegyiiletek
vér-agy gaton vald transzportjdnak megvaldsitasa. A kutatdsokat folytatva 2017. 6szén
kezdtem el munkémat egy Gjonnan elnyert GINOP-2.3.2 palyazat keretein beliil. Kiemelt
feladatom volt elsdsorban polimer és poliszacharid alap, 0j tipust hatéanyag hordozé
rendszerek tervezése és optimalizalasa reprodukalhatd szintézisek kidolgozasan keresztiil.
Sikeresen kiviteleztiik makromolekulas kolloidokbol (PLA, PLGA, HyA, Chit) felépiild,
nanoszerkezeti hordozé rendszerek kialakitasat, ahol tanulmanyoztuk az alkalmazott
hordozok tulajdonsagainak (pl. hidrofilitas, szerkezet, feliileti toltés) és a modellként
alkalmazott eltéré hidrofilitast, szerkezetli és toltésii  kismolekuldk kapszulazasi
hatékonysagara gyakorolt hatasat. Meghataroztuk, hogy a képz6dé részecskék méretét,
adodott, a hatdanyag felszabadulas kinetikajat is tanulmanyoztuk.

Doktori munkam elsé 1épéseként hatéoanyag hordozoként alkalmazhato PLA és
kiilonboz6 laktid / glikolid aranyt PLGA kopolimereket allitottam elé gytirtifelnyitasos
polimerizacids eljarassal, melynek sikerességét DSC és FT-IR spektroszkopias mérésekkel
igazoltuk. A fényszorasi kisérletekkel és a precipitacios titralasi gorbékkel alatamasztottuk,
miszerint az altalunk eléallitott PLA/ PLGA polimerek alacsony molekulatomeggel és sziik
méreteloszlassal rendelkeznek. A peremszdog mérések altal jellemzett nedvesedési
tulajdonsdgok a kereskedelmi forgalomban kaphaté ugyanezen polimerek peremszog
értékeivel jo egyezést mutattak. Mindezek mellett igazoltuk, hogy a szintetizalt kopolimerek
hidrofilitasa szisztematikusan nd a glikolid mennyiségének novekedésével (PLA: 74,55 +
0,82°, PLGAT75: 70,50 + 0,25°, PLGAGS5 68,18 + 0,61°).

A szintetizalt PLA/PLGA makromolekulakbol nanoprecipitacios modszerrel kolloid
mérettartomanyu részecskéket allitottunk el6. Megallapitottuk, hogy a részecskék

hidrodinamikai atmérdje, szerkezete és stabilitdsa az alkalmazott oldoszerek (1,4-dioxén,
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aceton) anyagi mindségével (forraspont, siiriség kiilonbség) és feliiletaktiv anyagként
alkalmazott molekuldk (PLUR, PVA, CTAB) kémiai szerkezetével (molekulatomeg, t61tés)
kontrollalhato. DLS mérések ¢€s a rogzitett TEM felvételek altal igazoltuk, hogy az 1,4-
dioxanhoz képest kisebb siirtiségili €s forraspontu aceton, mint szerves fazis, alkalmazasaval
10-70 nm -rel kisebb részecskék allithatdak eld. A stabilizatorként alkalmazott molekulak
tanulmanyozasanal megallapitottuk, hogy a legnagyobb hidrodinamikai atmérdt és (-
potencial értéket a pozitiv toltésti funkcios csoporttal rendelkez6 CTAB esetén (pl. ~ 261
nm; Ciiszitore = -53 mV (PLGA75)), mig a legkisebb a PLUR felhasznalasaval érhetd el (pl. ~
180 nm, eisuitor = -88 mV (PLGA75). Ezen eredmények alapjan kijelenthetd, hogy a
stabilizator megfeleld kivalasztisaval a gydgyszerhordozd részecskék mérete tovabb
csOkkenthetd. A PLA/PLGA alapti makromolekulas kolloidok hatéanyag kapszulazasi
képességének tanulmanyozisakor megallapitottuk, hogy eltérd hidrofilitasi tulajdonsaggal
rendelkezé vegyiiletek (TPGS > KP > TP) esetében a molekuldk hidrofilitdsanak
csokkenésével a mag-héj szerkezetli hatdanyag hordozo rendszerek képzddése is lehetséges,
mely a legkevésbé vizoldékony TP esetén egyértelmiien igazolhato.

A mag-héj strukturdval rendelkezé TP-tartalmi PLA részecskéknél megéallapitottuk,
hogy a hordozo, a hatdéanyag ¢€s a stabilizator koncentracio ardnyai a szerkezet kialakulasat
¢s a kapszulazéasi hatékonysagot nagymértékben befolyasolja. A TEM felvételekkel
igazoltuk, hogy az egyes komponens koncentraciok csokkenésével a mag-héj struktira
kialakuldsa kedvezdtlenné valik. A részecskeméret és a szerkezet szerint optimalizalt
koncentracio paraméterek mellett (cpLarLca= 10 mg/mL és ctp= 2,5 mg/mL (1 mL aceton
fazis), ceLur= 0,1 mg/mL (10 mL vizes fazis)), a laktid/glikolid aranytol fiiggéen atlagosan
d=200-225 nm nagysagt hidrodinamikai atméré érhet6 el. A PLA/PLGA makromolekulak
hidrofil jellegének novelésével a TP kapszuldzasi hatékonysaga tovabb ndvelhetd. A kolloid
részecskék hatdanyag tartalmat vizsgalva megallapitottuk, hogy a legnagyobb kapszulazasi
hatékonysag a PLGAG65 esetében figyelheté meg (PLGA65: 88 %, PLGA7S: 75%, PLA: 69
%).

PLGA alapt hordozé rendszereknél megvizsgaltuk, hogy a mag-héj struktira
eléallithato-e egy mikroreaktorral (u-mixer cella) ellatott folyamatos aramu berendezéssel.
Igazoltuk, hogy megfelel6 aramlasi sebességek mellett TP nélkiili és TP-tartalmia PLGAS0
kolloid mérettartomanyu részecskék keletkeznek. A szintézis paramétereket optimalizalva
megallapitottuk, hogy a nanoprecipitaciés modszerhez képest (~ 160 nm) ezen eljarassal
kisebb hidrodinamikai atmérdvel rendelkezé mag-héj nanoszerkezetli részecskék allithatdak

eld (~ 135 nm). Az eredmények ramutattak arra, hogy a két modszernél a kapszuldzasi
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hatékonysag vonatkozasban hasonld értékek érhetdek el. (~ 67,1 % (nanoprecipitacids
modszer), ~ 71,5% (aramlasos modszer)).

Munkank soran megvizsgaltuk a TP-PLA/PLGA ¢és TP-PLUR kozott kialakulo
kolcsonhatasokat is. A kiilonb6z6 TP-tartalmu PLA részecskéken végzett FT-IR mérések
alapjan a PLA-TP kozott nem alakul ki szdmottevd kolcsOnhatas, igy a hatdanyag
kioldodasat egyéb szerkezeti hatdsok nem befolyasoljak. Turbidimetrias moddszerrel
igazoltuk, hogy a PLUR jelenlétében a TP oldhatosaga megnovelhetd, melyet a hdmérséklet
emelése és a PBS kozeg alkalmazasa tovabb novel.

In vitro koriilmények kozott meghataroztuk a TP-tartalmt PLA/PLGA rendszerek
kioldodasi gorbéit. Az eredmények azt bizonyitottak, hogy a polimerek hidrofil jellegének
¢s a kapszulazott hatdoanyag mennyiségének novelésével hatdanyag visszatartds is nd (PLA:
35,0 %; PLGAT75: 28,3 %, PLGAG5: 19,8 %, PLGASOnanoprecipitacio: 8 %, PLGASsramiasos
technika: 12 %). A kioldddasi adatokra nemlinedris regresszidval illesztett kinetikai modellek
koziil, a determinacios egylitthatot figyelembe véve, a legjobb illesztést a Weibull és a
Korsmeyer-Peppas egyenletek adjak (R? = 0,99). A sikeresen definialt kinetikai paraméterek
igazoltak a kioldodasi folyamatok foként diffiizio kontrollalt jellegét.

A PLA/PLGA alapt rendszerek tanulmanyozéasat kovetéen a hidrofil tulajdonsagu
HyA térhaldsitasaval és neutralizalasaval (CTAB, Chit) allitottunk elé hatéanyag hordozé
kolloid részecskéket. A részecskék eldallitisa mellett a HyA szarmazékok szerkezeti
valtozasait, Osszetételét és a kialakuld kolcsonhatasokat is jellemeztik. FT-IR és
termoanalitikai mérésekkel igazoltuk, hogy 200-500 kDa atlagos molekulatomegti M-HyA
diaminnal torténd részleges (50-75 % cl-M-HyA) és teljes (100 % cl-M-HyA) térhaldsitasa
sikeresen megtortént. Dinamikus fényszoras mérésekkel és TEM felvételekkel igazoltuk,
hogy a rendszerekben tisztan hialuronsav alapt kolloid részecskék képzddnek, amelyek
hidrodinamikai a&tmérdje a keresztkotés mértékének novelésével d ~ 45 nm -rél (50 % cl-M-
HyA) d ~ 110 nm -re (100 % cl-M-HyA) folyamatosan n6. A legnagyobb kolloid stabilitast
a 100 %-ban keresztkotott szarmazéknal allapitottuk meg (€ ~ -23,6 mV).

Kationos feliiletaktiv anyag (CTAB) alkalmazasaval is eredményesen allitottunk el
hialuronsav/tenzid komplex nanorészecskéket. Konduktometrids, izoterm titracids
mikrokalorimetrias, rotacids viszkozitds €s (-potencial mérésekkel kvantitativ  modon
jellemeztiik a makromolekula és a feliiletaktiv anyag kolcsonhatasat. A vizsgalatokkal
reproduktivan igazoltuk, hogy a M-HyA monomer egységenkénti egy negativ toltése kozel
egy CTAB molekula révén kompenzalhatd. A teljes toltéskompenzalas eléréséig kis méretii

kolloid részecskék képzddése a preferalt (d ~ 50 nm (mcra/Muya= 0,75)), mig a
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neutralizalas kozelében a részecskék nagymértéki aggregacidja figyelhetd meg, mely mar
kedvezétlen gyogyszerhordozo rendszerként torténd felhasznélashoz.

A M-HyA ¢és a mddositott M-HyA viszkozitasi (és ezzel szerkezeti) tulajdonsaganak
meghatarozasahoz kiillonb6zo reologiai méréseket végeztiink. A vizsgalatok altal igazoltuk,
hogy a polimer oldatok, valamint a M-HyA hidrogélek a koncentracié novekedésével (0,05
mg/mL —t61 100 mg/mL—ig) Newtoni-, pszeudoplasztikus, majd viszkoelsztikus viselkedést
mutatnak. A hidrogélek esetében elvégzett oszcillacios mérések alapjan megerdsitettiik,
hogy a koncentracié novekedésével, 100 mg/mL M-HyA koncentraciot elérve, a gélek
elasztikus viselkedése a dominans a viszkozus sajatsaggal szemben. Megallapitottuk
tovabba, hogy a keresztkotott hidrogéleknél a keresztkotés mértékének novekedésével, a
koherens gélszerkezet felbomlédsa miatt, a viszkdzus-, mig a kationos tenziddel neutralizalt
asszociacios kolloidok esetében a tenzid koncentracid ndvelésével az elasztikus sajatsag
valik meghatarozova.

A keresztkotott és a M-HyA/CTAB szerkezeti vizsgélatai utan az eldallitott
nanorészecskéket eredményesen alkalmaztuk KP molekuldk kapszuldzasara. A kioldodasi
gborbék alapjan igazoltuk, hogy mérhetden nagy hatdanyag visszatartds érhetd el a M-
HyA/CTAB nanorészecskék alkalmazasa esetén. Az adatokra legjobban illeszkedd
Korsmeyer-Peppas és a Weibull kinetikai modellek ramutattak, hogy a cl-M-HyA mintdknal
minden esetben a foként diffuzid kontrollalt hatéanyag kioldodds a domindns, mig a M-
HyA/CTAB rendszernél a CTAB mennyiségének novelésével a diffuzid kontrol mellett az
er6zids folyamatok hatasa egyre erdsebbé valik.

Kvantitativ modon tanulmanyoztuk a kitozdn és a hialuronsav makromolekulédk
kolcsonhatasat. Az aramlasi potencidl és latszolagos viszkozitdsi gorbék alapjan a
monomeregységenként egy pozitiv (Chit) és egy negativ toltéssel (H-HyA) rendelkezd
makromolekulak kozotti elektrosztatikus kolcsonhatas mértékét, ezaltal a vart 1:1 monomer
molarany szerinti teljes toltéskompenzalast, a kozeg pH-ja €s a Chit deacetilezési foka erdsen
befolyasolja. A FT-IR €s termoanalitikai (TG, DTG, DSC) vizsgalatokkal, megallapitottuk,
hogy a M-Chit-H-HyA komplexek Osszetétele a poliszacharidok tomegaranyaval nem
valtozik. Kiilonbozé technikdkkal sikeresen allitottunk eld eltérd szerkezeti felépitésii
elektrosztatikusan kompenzalt Chit/HyA, tripolifoszfattal (TPP) keresztk6tott Chit-
TPP/HyA és mag-héj szerkezeti Chit-TPPmag/HyAn kolloid részecskéket. A DLS
eredmények alapjan megallapitottuk, hogy a kisméretii részecskék képzddése (d= 100-300
nm), a fenn felsorolt részecskék tipusatol fiiggetleniil, jelentésebb Chit (mchi/mHya= 20-80)

vagy HyA (mchit/muya= 0,125-0,500) makromolekula tulsily esetén a kedvezményezett.
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7. Summary

Due to the wide applicability of the (bio) polymer-based nanostructured drug delivery
systems, in the last few decades they have an increasing role in the pharmaceutical and
nanomedicine research fields as well. By varying the experimental parameters and
preparation techniques that control the formation of these carriers, we can produce an
optimized system for each drug derivative, as a result of thereby, both the release and the
efficacy can be controlled.

In recent years, the preparation of mostly protein-based drug carrier colloid particles
has a special role in our research group, where the main goal is the successful penetration of
neuroactive molecules across the blood-brain barrier. Continuing this research, | started my
work in the autumn of 2017, within the framework of a newly won GINOP-2.3.2 tender. My
main task was to design and optimize new type of mainly polymer- and polysaccharide-
based drug delivery systems via development of reproducible syntheses. We successfully
developed macromolecular (PLA, PLGA, HyA, Chit) colloids-based, nanostructured carrier
systems, where we studied the properties of these carrier systems (such as hydrophilicity,
structure and surface charge) on the encapsulation efficiency of small molecules having
different hydrophilicities, structures and charges. We determined that, what experimental
factors influence the size, structure, and morphology of the formed particles. As it was
possible, we studied the kinetics of drug release as well.

As the first step of my doctoral work, | successfully prepared PLA polymer and PLGA
copolymers with different lactide / glycolide ratios by ring-opening polymerization process,
which can be used as drug carriers confirmed by DSC and FT-IR spectroscopic
measurements. Based on the light scattering experiments and the precipitation titration
curves we confirmed that the synthesized PLA / PLGA polymers show a low molecular
weight and narrow distribution. The wetting properties, which characterized by contact angle
measurements, were in good agreement with the contact angle values of the same
commercially available polymers. Furthermore, we confirmed that the hydrophilicity of the
copolymers is systematically increased with increasing glycolide content (PLA: 74.55 +
0.82°, PLGAT75: 70.50 = 0.25°, PLGAG5 68.18 = 0.61°).

In the next step, we prepared colloidal-sized particles from our synthesized
PLA/PLGA macromolecules by nanoprecipitation method. Based on the experiments, the
hydrodynamic diameter, structure and stability of the particles can be controlled by the
material quality (boiling point, difference between the densities) of the solvents (1,4-
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dioxane, acetone) and the chemical structure (molecular weight, charge) of the stabilizer
molecules (PLUR, PVA, CTAB) as well. The DLS measurements and the recorded TEM
images confirmed that the application of the acetone as organic phase, with lower density
and boiling point than 1,4-dioxane, results in 10-70 nm smaller particles. For studying of the
stabilizer molecules, we determined that the largest hydrodynamic diameter and {-potential
values were obtained for positively charged CTAB (e.g. ~ 261 nm, {washed = -53 mV
(PLGAT5)), while the smallest was achieved using PLUR (e.g., ~ 180 nm, {washed = -88 mV
(PLGAT5)). Based on these results, it can be stated that the size of the drug carrier particles
can be further reduced with the appropriate selection of the stabilizer. For the determination
of the encapsulation capability of the PLA/PLGA macromolecular colloids, we stated that,
in case of the different hydrophilicity compounds (TPGS > KP > TP), the formation of the
core-shell structured drug carrier systems is become possible by the decreasing of the
hydrophilicity of the molecules. This structure was determined for the TP with the most
hydrophobic property.

For the TP -loaded PLA nanoparticles having core-shell structure, we determined that
the ratios of the carrier, the drug and the stabilizer concentration greatly influence the
formation of the structure and the encapsulation efficiency. The TEM images showed that
the formation of the core-shell structure is become unfavourable by decreasing of the
component concentrations. Beside the particle size and structure- optimized concentration
parameters (CrLarLca= 10 mg/mL és ctp= 2.5 mg/mL (1 mL acetone phase), crLur= 0.1
mg/mL (10 mL water phase), depending of the lactide/glycolide ratio, the average
hydrodynamic diameter of d= 200-225 nm can be achieved. As the hydrophilicity of the
PLA/PLGA increases, the encapsulation efficiency of the TP can be increased. When
examining the drug content of the colloidal particles, it was found that the highest
encapsulation efficiency was observed for PLGA65 (PLGAG5: 88 %, PLGAT75: 75%, PLA:
69 %).

In case of PLGA-based delivery systems, we investigated whether this core-shell
structure can be prepared with a microreactor (u-mixer cell) -equipped continuous flow
apparatus. We confirmed that the TP-free and TP-loaded PLGAS0 colloidal particles are
formed at appropriate flow rates. By optimizing of the synthesis parameters, we determined
that core-shell nanostructured particles with smaller hydrodynamic diameter can be
produced by this method (~ 135 nm) compared to the nanoprecipitation method (~160 nm).
The results pointed out that, similar values for the encapsulation efficiency could be obtained
for the two methods: (~ 67.1 % (nanoprecipitation), ~ 71.5 % (flow method)).
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In our work, we examined the interactions between TP — PLA/PLGA and TP — PLUR
too. Based on the FT-IR measurements of the different TP -loaded PLA, the measurable
interaction between PLA-TP cannot be observed thus the dissolution of the drug cannot be
influenced by structural alterations. By turbidimetry, we demonstrated that the solubility of
TP can be increased in the presence of PLUR, which is further enhanced by the increase of
the temperature and the application of PBS medium.

We determined the release curves of the TP-loaded PLA/PLGA systems in in vitro
conditions. The results showed that the drug retention was increased with the increasing
hydrophilicity of the polymers and the amount of the encapsulated drug (PLA: 35.0 %;
PLGAT5: 28.3 %, PLGA65: 19.8 %, PLGAS0nanoprecipitation: 8.0 %, PLGAS0f0ow technique: 12.0
%). Among the kinetic models, which we fitted to the dissolution data by nonlinear
regression, taking into the coefficient of determination account, the best fit is given by the
Weibull and Korsmeyer-Peppas equations (R2 = 0.99). The successfully defined kinetic
parameters confirm the mainly diffusion-controlled nature of the dissolution processes.

After studying PLA/PLGA -based systems, the drug carrier colloidal particles were
prepared by cross-linking and neutralization (CTAB, Chit) of hydrophilic HyA. In addition
to the preparation of the particles, we characterized the structural changes, the composition,
and the evolving interaction of the HyA derivatives. FT-IR and thermoanalytical
measurements confirmed that the partial (50-75 % cl-M-HyA) and complete (100 % cl-M-
HyA) cross-linking of the 200-500 kDa average molecular weight HyA with diamine was
successful. Based on the dynamic light scattering measurements and the TEM images, pure
hyaluronic acid -based colloidal particles were formed in the system, the hydrodynamic
diameter continuously increases from d ~ 45 nm (50 % cl-M-HyA) to d ~ 110 nm (100 %
cl-M-HyA) by increasing the degree of the cross-linking. The highest colloidal stability was
found for the 100 % cross-linked derivative ({ ~ -23.6 mV).

Hyaluronic acid / surfactant complex nanoparticles were also successfully prepared by
cationic surfactant (CTAB). Conductivity, isothermal titration microcalorimetry, rotational
viscosity and {-potential measurements quantitatively characterized the interaction between
the macromolecule and the surfactant. By the measurements, we reproductively verified that
one negative charge of M-HyA monomer unit can be compensated by nearly one CTAB
molecule. Until the full charge compensation, the formation of the small colloidal particles
is preferred (d ~ 50 nm (mcrtas/Muya= 0,75)), while near the neutralization the large
aggregation of the particles is observed, which is already unfavourable for using as drug

delivery system.
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To determine the viscosity (and thus structural) property of the M-HyA and modified
M-HyA, various rheological measurements were performed. The studies have confirmed,
the polymer solutions and the hydrogels show Newtonian, pseudoplastic then viscoelastic
behaviour with increasing of the concentration (from 0.05 mg/mL to 100 mg/mL). Based on
the oscillation measurements of the hydrogels, we showed that the increasing of the
concentration, reaching of the 100 mg/mL M-HyA concentration, the elastic behaviour of
the gels is dominant as against of the viscous property. It was further found, at the cross-
linked hydrogels by the increasing of the cross-link degree, due to the disintegration of the
coherent gel structure, the viscous-, while in case of the increasing surfactant concentration
at the cationic surfactant (CTAB) neutralized association colloids, the elastic property is
become dominant.

After the structural studies of the cross-linked M-HyA and the neutralized M-HyA/
CTAB, the nanoparticles were successfully used to encapsulate KP molecules. We
determined by the dissolution curves, that measurably high drug retention could be achieved
with M-HyA / CTAB nanoparticles. The Korsmeyer-Peppas and Weibull kinetic models,
which were shown best fitted to the data, were pointed out, the diffusion-controlled drug
release is dominant for all cases of cl-M-HyA samples, while increasing of the CTAB
amount in the M-HyA / CTAB system, on addition to diffusion control, the effect of erosion
processes is become stronger.

The interaction of chitosan and hyaluronic acid macromolecules was studied
quantitatively. We confirmed, the degree of the electrostatic interaction between the one
positive (Chit) and one negative charge (H-HyA) monomer units-contained
macromolecules, thereby the expected total charge compensation at the 1: 1 monomer molar
ratio, is strongly influenced by the pH of the medium and the degree of the deacetylation of
Chit. By the FT-IR and the termoanalytical experiments, we determined that the composition
of the Chit-HyA complexes does not change significantly with the weight ratio of the
polysaccharides.

By different production protocols, we successfully prepared electrostatically
compensated Chit / HyA, tripolyphosphate (TPP) cross-linked Chit-TPP / HyA, and core-
shell structure Chit-TTPcore / HyAsnen colloidal particles with different structural features.
Based on the DLS results, we found that the formation of small particles (d= 100-300 nm),
regardless of the type of the above listed particles, is beneficiary in case of the significant

Chit (mchit/muya= 20-80) or Hya (Mchit / mMrya= 0.125-0.500) macromolecule predominance.
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M46. abra: Hat6anyag nélkiili és hatoéanyag-tartalma (A) PLGAG5, (B) PLGA75 és (C)
PLA méreteloszlasi gorbéi (szerves fazis: ceLarLea= 10 mg/mL, V= 1,5 mL; vizes fazis:

CPLUR: 0,1 mg/ml_, V: 15 mL, mhat(’)anyag: 7’5 mg)
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M47. abra: (A) D-a-tokoferol-polietilén-glikol-1000-szukcinat, (B) ketoprofen és (C) (£)-

a-tokoferol hatéanyagok UV-Vis spektrofotometrias modszerrel meghatarozott kalibracios

spektrumai nagytisztasagi Milli-Q vizes kdzegben és a hozzajuk tartozo kalibracios

egyenesek
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M48. abra: (A) TP-nélkiili és (B) TP-tartalmi PLGAG65 részecskék FT-IR spektrumai

(szerves fazis: cpLa= 10 mg/mL, crp= 2,5 mg/mL; vizes fazis: ceLur= 0,1 mg/mL)
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M49. abra: A TP UV spektrumai és a meghatarozott kalibracios egyenes PBS kdzegben
(pH=7,4; 0,9 % NaCl; cpLur= 1 mg/mL)
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M50. abra: A KP UV-Vis spetrofotometrids modszerrel meghatarozott kalibracios

egyenese PBS kozegben (pH= 7,4; 0,9 % NaCl, Amax= 260 nm)
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