Doktori (Ph.D.) értekezés tézisei

Makromolekulas kolloidokbol felépiilo hatéanyag hordozo

rendszerek tervezése

Varga Norbert

okleveles vegyész

Témavezeto:
Dr. Csapo Edit

egyetemi adjunktus

Kémia Doktori Iskola

Szegedi Tudomanyegyetem
Természettudomanyi és Informatikai Kar

Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszék

Szeged
2020



1. Bevezetés, elozmények és célkitiizés

A polimer alapu nanoszerkezetli (gyodgyszer)hatéanyag hordozd rendszerek egyre
nagyobb szerepet toltenek be mind az orvosbiologia, a nanomedicina és a gyogyszerészet
teriiletén. Alkalmazasuk révén meghosszabbithatjuk ¢és fokozhatjuk gyogyszerek
hatékonysagat, tovabba lehetdség nyilik olyan terdpias vegyiiletek szervezetbe vitelére is,
amelyek célzott helyre juttatasat jelentOsen neheziti az adott hatéanyag specifikus tulajdonsaga
(pl. hidrofilitas, toltés, degradacio). Biokompatibilis jellegliknek és konnyti kezelhetdségiiknek
koszonhetéen a kiilonbozd (bio)polimerek (pl. polikaprolakton (PCL), poli(laktid) (PLA),
poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA)) és poliszacharidok (pl. hialuronsav, kitozan) gyogyszerészeti
alkalmazasdban nagy potencial rejlik. Nevezett makromolekulédk szerkezeti modositasa révén
(pl. kopolimerizacid, neutralizacid, keresztkotések kialakitasa stb.) szisztematikusan
valtoztathatjuk hidrofilitasi tulajdonsagukat, ami megkonnyitheti a hatdéanyagok polimer
részecskébe valo juttatasat. Mindezek mellett a komplex, pl. (bio)polimer/poliszacharid alapt
Osszetett részecskék alkalmazédsa révén tovabbi elonyds tulajdonsagok érhetdek el (pl.
oldékonysag ¢s kapszulazési hatékonysdg novelése, mag-héj struktira kialakitasa, kontrollalt
hatdanya leadas stb.) A nanoprecipitacids, emulzids, duplaemulzids és aramlasos elven miikodo
preparativ technikak széles valasztékanak koszonhetdéen napjainkban a hatdanyag-tartalmu
kolloid részecskék eldallitdsa szamos modon kivitelezhetd.

Kutatécsoportunkban mar néhany éve kiemelt figyelmet kap foként szérum fehérje
alapt hatéanyag hordozo kolloid részecskék eldallitasa, ahol idegtudomdényi kutatasokban
relevans, neuroaktiv hatassal rendelkezd vegyliletek vér-agy gaton vald transzportjanak
megvalositasa a cél. Ezen kutatasokhoz kapcsolddtam 2017. 6szén, ahol egy Gjonnan elnyert
GINOP-2.3.2 pélyazat keretein beliil, kiemelt feladatom volt 0j tipust, féként polimer és
poliszacharid alapi hatdéanyaghordozé rendszerek tervezése ¢€s reprodukalhatd szintézisek
kidolgozasa. Célul tlztiik ki foként PLA, PLGA ¢és hialuronsav (HyA) alapi makromolekulés
kolloidokbol felépiilé hordoz6 rendszerek kialakitasat, ahol tanulméanyozni kivantuk a hordozé
rendszerek hidrofilitasanak, szerkezetének, feliileti toltésének a modellként alkalmazott hidrofil
vagy hidrofob, aromas, vagy csak alifas csoportokat tartalmazd, toltéssel rendelkezé vagy
semleges kismolekuldk kapszulazasi hatékonysdgara gyakorolt hatasat. Meghatarozni
tényezOk befolyasoljak. Ahol arra lehetdség adodott, a hatdéanyag felszabadulds kinetikajat is

tanulmanyozni kivantuk.



2. Szintézisek és vizsgalati modszerek

A szintézisekhez elkészitett torzsoldatokhoz, pufferekhez, és a vizes kozegli polimer
részecskék elballitasahoz minden esetben nagy tisztasaga Milli-Q vizet (Millipore, MilliQ
Integral 3, vezetdképesség 25 °C-on 18,2 MQxcm) hasznaltunk fel. A szintézisek ¢és
vizsgalatok kivitelezése analitikai tisztasdgu vegyszerekkel tortént, eldzetes tisztitds
alkalmazasa nélkiil. A hatdéanyag hordozo részecskék eldallitdsahoz felhasznalt polimerek
megfeleld6 monomeregységeinek, a stabilizatorként alkalmazott vegyiiletek ¢és a

(modell)hatdéanyagok szerkezeti képletei a 1. Abran lathatdak.
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1. abra: A hordoz6 rendszerek eléallitasahoz hasznalt polimerek megfeleld

monomeregységei, a stabilizatorok és a hatdanyagok szerkezeti képlete

Az éabrén feltiintettiik az egyes anyagok/vegytiletek roviditésként hasznalt neveit is, igy
az egyes tézispontoknal mar ezen roviditett neveket alkalmazzuk. A PLGAS50/65/75

szarmazekok esetén a feltiintetett szamok a polimer laktid tartalménak szézalékos aranyat



jelzik. A kiilonb6z6 modositott polimerek szintézisét és a polimer alapu részecskék eléallitasi

modszereit a doktori disszertacidban részletezzik.

Az eldallitott polimer alapi hordozd rendszerek méretének, méreteloszlasanak,

szerkezetének, Osszetételének tanulmanyozasahoz az alabbi méréstechnikakat alkalmaztuk (a

zarojelekben délttel jelolve a méréstechnikak roviditett nevei is feltiintetésre keriilnek):

Fourier transzformacios infravords spektroszkopia (FT-IR; Jasco FT/IR-4700)
Differencialis pasztazo kalorimetria (DSC, Mettler-Toledo 822¢)

Termogravimetria (TG, Mettler-Toledo TG/SDTA 851°)

Peremszog mérés (KRUSS FM40Mk2 Easy Drop)

Toltéstitralas (Miitek PCD-04)

Izoterm titracios mikrokalorimetria (ITC, MicroCal VP-ITC)

Turbidimetria (LP2000 Hanna Ins., Ocean Optics USB4000)

Konduktometria (Radelkis OK-114)

Reologia (Anton Paar MCR 301)

Dinamikus fényszoras, molekulatomeg és (-potencial mérés (DLS, Horiba SZ-100 és
Malvern NanoZS)

Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM, Jeol JEM-1400plus)

Nagyfelbontasu transzmisszios elektronmikroszkopia (HR-TEM, FEI Tecnai G2 20 X-
Twin)

UV-Vis spektrofotometria (Shimadzu UV-1800)

Tenziométer (KRUSS K100MK?2)

Fagyasztva szaritas (Christ Alpha 1-2 LD)



3. Uj tudoményos eredmények

(T1.) Nanoprecipitacioval eloallitott PLA/PLGA alapu kolloidalis hatoanyag hordozé
rendszerek méretét, szerkezetét és stabilitasat a szintézishez alkalmazott oldészer, a

stabilizator és a hordozo/hatéanyag hidrofilitasi tulajdonsagai egyiittesen befolyasoljak.

o Gytrifelnyitasos polimerizéacios eljarassal sikeresen szintetizaltunk PLA és kiilonb6zd
laktid/glikolid arany PLGA kopolimereket. A peremszog mérések altal jellemzett nedvesedési
tulajdonsagok a kereskedelmi forgalomban kaphatd ugyanezen tipusi polimerek peremszog
értékeivel jO egyezést mutattak, tovabba igazoltdk, hogy a kopolimerek hidrofilitasa
szisztematikusan né a glikolid mennyiségének novekedésével (PLA: 74,55 + 0,82°, PLGATS5:
70,50 £ 0,25°, PLGAGS: 68,18 + 0,61). A fényszorasi kisérletek altal meghatarozott atlagos
molekulatomegek és a precipitacios titralasi gérbék alapjan az altalunk eléallitott PLA/ PLGA
makromolekuldk viszonylag alacsony molekulatomeggel és szlik méreteloszlassal
rendelkeznek.

e Megallapitottuk, hogy az altalunk szintetizalt kiilonb6z6 hidrofilitasu PLA/PLGA
polimerekbdl nanoprecipitacios modszerrel elballitott részecskék hidrodinamikai atmérdje az
alkalmazott oldoszerek (1,4-dioxan, aceton) anyagi mindsége (pl. forraspont, feliileti
fesziiltség) és stabilizatorként alkalmazott molekulak (PLUR, PVA, CTAB) kémiai szerkezete
(molekulatomeg, toltés) révén szabalyozhato. DLS mérések és a rogzitett TEM felvételek
ramutattak arra, hogy az 1,4-dioxanhoz képest kisebb feliileti fesziiltségili és forraspontu aceton
felhasznalasaval jelent6sen kisebb (10-70 nm-rel) részecskék allithatoak elé. A stabilizator
molekuldkat nézve a legnagyobb hidrodinamikai atmeérdt a pozitiv toltéssel rendelkez6 CTAB
alkalmazasa esetében (pl. ~261 nm (PLGA75)), mig a legkisebb a PLUR felhasznalasaval
érhet6 el (pl. 180 nm (PLGA75). Mindezek mellett a polimerek hidrofilitasi tulajdonsaga is
jelentds befolyassal bir a hidrodinamikai d&tmérdre.

e A PLA/PLGA alapt makromolekulas kolloidok hatéanyag kapszulazasi képességének
tanulmanyozasakor bebizonyitottuk, hogy eltéré hidrofilitasu vegyiiletek (TP, KP és TPGS)
esetében a molekulak hidrofilitasanak csokkenésével lehetové valik a mag-héj szerkezetii

hatéanyag hordozo rendszerek képzédése.



(T2.) Megfelelé kolloid stabilitassal rendelkezé, jol definialt mag-héj nanoszerkezetii,
tokoferol  (TP)-tartalmi  PLA/PLGA  részecskék  képzédése csak  adott
hordozd/hatéoanyag/stabilizator koncentracio értékek beallitasa mellett valdsithaté meg.
A Kkapszulazott hatéanyag mennyisége és annak kioldédasa a hordozo polimer

hidrofilitasi tulajdonsagaival szabalyozhato.

o Elektronmikroszkopos felvételekkel ramutattunk arra, hogy a TP-tartalmi PLA
csokkenésével, kedvezdtlenné valik. Optimalizalt koncentraci6 paramétereket alkalmazva
(crLarLea= 10 mg/mL és crp= 2,5 mg/mL (1 mL aceton fazis), ceLur= 0,1 mg/mL (10 mL vizes
fazis)), a laktid/glikolid aranytol fiiggden atlagosan d = 200 — 225 nm nagysagu hidrodinamikai
atméro érheto el.

e A PLGA makromolekulakban 1év6 glikolid mennyiségének novelésével a TP
kapszulazasi hatékonysaga novelhetd. A kolloid részecskék hatdanyag tartalmat vizsgalva
igazolast nyert, miszerint a legnagyobb kapszulazasi hatékonysag a PLGAGBS esetében
figyelhet6 meg (PLA: 69 %, PLGA75: 76%, PLGAB5: 88 %)

e In vitro koriilmények kozott rogzitett kioldodasi gorbéi alapjan meghataroztuk, hogy a
polimerek hidrofil jellegének és a hordozd hatdanyag toltottségének novelésével egyre nagyobb
hatéanyag visszatartas érheté el (PLA: 35,0 %; PLGAT75: 28,3 %, PLGAG5: 19,8 %). A
kioldodasi adatokra nemlinearis regresszidval illesztett kinetikai modellek koziil a legjobb
illesztést a Weibull és a Korsmeyer-Peppas egyenletek adjak (R? = 0,99). A sikeresen definialt

kinetikai paraméterek igazoltak a kioldodasi folyamatok foként diffazio kontrollalt jellegét.

(T3.) Elséként allitottunk elé mag-héj nanoszerkezetii, TP-tartalma PLGA50 kolloid

részecskéket folyamatos aramu, aramlasos kémiai technikaval.

e Egy mikroreaktorral (u-mixer cella) ellatott folyamatos aramu (Asia Flow)
berendezésben sikeresen allitottunk eld TP nélkili és TP-tartalmi PLGAS50 kolloid
mérettartomanyu részecskéket. A szintézis paramétereket optimalizalva megallapitottuk, hogy
a nanoprecipitaciéos modszerhez képest (~160 nm) ezen eljarassal kisebb hidrodinamikai
atmérével rendelkez6 mag-héj nanoszerkezetii részecskék allithatdak eld (~135 nm).

e Ramutattunk arra, hogy a klasszikus ¢és gyakorta alkalmazott nanoprecipiticios
eljarassal szemben ezen aramlasos kémiai technikéval koltséghatékonyan, rovidebb id6 alatt és
nagyobb mennyiségben is eldallithatunk PLGA alapu TP-tartalmt, vagy ezen hatéanyaghoz

hasonl6 szerkezetli és oldékonysagu molekulakat tartalmazé kolloid részecskéket. Igazoltuk,
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hogy a kapszulazasi hatékonysag vonatkozasban hasonld értékek érhetéek el. (~ 67,1 %

(nanoprecipitaciés modszer), ~ 71,5% (aramlasos modszer)).

(T4.) Keresztkotott és CTAB —dal részlegesen hidrofébizalt hialuronsav (HyA)
nanorészecskék alkalmasak a hidrofob karakterii ketoprofen (KP) kapszulazasara. A KP
kioldédasa a Kkeresztkotések mértékének novelésével és a HyA/CTAB arannyal

szabalyozhato.

e Dinamikus fényszoéras mérésekkel és TEM felvételekkel sikeresen igazoltuk, hogy 200-
500 kDa atlagos molekulatomegii HyA, diaminnal torténd részleges (50-75 % cl-HyA) és teljes
(100 % cl-HyA) keresztkotése révén, eredményesen alkalmazhatd tisztan HyA alapa kolloid
részecskék eldallitasara. Megallapitottuk tovabba, hogy a keresztkotés mértékének novelésével
a képz6do részecskék hidrodinamikai atmérdje d ~ 45 nm -rél (50 % cl-HyA) d ~ 110 nm -re
(100 % cl-HyA) novelheté. A legnagyobb kolloid stabilitast a 100 %-ban keresztkotott
szarmazéknal allapitottuk meg (£ ~ -23,6 mV).

e A keresztkOtések kialakitasa mellett kationos feliilletaktiv anyag (CTAB)
alkalmazasaval is eredményesen allitottunk el6 HyA/tenzid komplex nanorészecskéket.
Konduktometrias, izoterm titraciés mikrokalorimetrias, rotacios viszkozitas és &-potencial
mérésekkel kvantitativ. modon jellemeztik a makromolekula és a feliiletaktiv anyag
kolesonhatésat, ahol ramutattunk arra, hogy a HyA monomer egységenkénti egy negativ toltése
kozel egy CTAB molekula révén kompenzélhatd. A teljes toltéskompenzalas eléréséig kolloid
részecskék képzédése a preferalt (d ~ 50 nm (Mctas/Muya = 0,75)), de a téltéskompenzalas utan
a részecskék nagymértékli aggregacioja figyelhetd meg, mely mar kedvezdtlen
gyogyszerhordoz6 rendszerként torténd felhasznalashoz.

e Reologiai vizsgaltok megerésitették, hogy a polimer oldatok, valamint a hidrogélek a
HyA koncentraci6 novekedésével (0,05 mg/mL —t61 100 mg/mL—-ig) Newtoni-,
pszeudoplasztikus, majd viszkoelsztikus viselkedést mutatnak. A hidrogélek esetében elvégzett
oszcillacios mérések alapjan Kimutattuk, hogy a koncentracié novekedésével, 100 mg/mL 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 felbomldsa miatt, a viszkdzus-, mig a
kationos tenziddel neutralizalt asszociaciés kolloidok esetében a tenzidkoncentracid

novelésével az elasztikus sajatsag valik meghatarozova.



o A keresztkotott ¢s a HyA/CTAB nanorészecskéket eredményesen alkalmaztuk KP
molekuldk kapszuldzasara, ahol a kioldoédasi gorbék alapjan igazoltuk, hogy mérhetéen nagy
hatéanyag visszatartas érhet6 el a HyA/CTAB nanorészecskék alkalmazasa esetén. Az adatokra
legjobban illeszkedé Korsmeyer-Peppas ¢és a Weibull kinetikai modellek ramutattak, hogy a cl-
HyA mintaknal minden esetben a foként diffiizié kontrollalt hatdéanyag kioldodas a dominans,
mig a HyA/CTAB rendszernél a CTAB mennyiségének novelésével a diffuzio kontrol mellett

az er6zids folyamatok hatésa egyre erdsebbé valik.

(T5.) Osszetett fizikai-kémiai méréstechnikakkal sikeresen jellemeztiik a monomer
egységenként eltéro toltéssel rendelkezé HyA és kitozan (Chit) makromolekulak kozotti
elektrosztatikus kolcsonhatasok mértékét, mely ismeretében optimalizaltuk a Chit-

modositott HyA alapu hatéanyag hordozo részecskék eléallitasi protokolljait.

e Kvantitativ modon tanulmanyoztuk a Chit és a HyA makromolekulak koélcsonhatasat.
Igazoltuk, hogy a monomer egységenként egy pozitiv (Chit) és egy negativ toltéssel (HyA)
rendelkezd makromolekulak kozotti elektrosztatikus kolcsonhatas mértékét, ezaltal a vart 1:1
monomer moélarany szerinti teljes toltéskompenzalast, a kozeg pH-ja és a Chit deacetilezési
foka erdsen befolyéasolja. FT-IR és termoanalitikai mérésekkel alatdmasztottuk, hogy a kezdeti
Chit:HyA tomegaranytol fliggetleniil a kialakulo elektrosztatikusan kompenzalt komplexek
allando dsszetétellel rendelkeznek.

¢ A makromolekuldk kozotti kolcsonhatasok ismeretében, eltérd eldallitasi protokollokat
alkalmazva, sikeresen hoztunk 1étre elektrosztatikusan kompenzalt HyA/Chit, tripolifoszfattal
(TPP) keresztkotott Chit-TPP/HyA és mag-héj szerkezetli Chit-TPPmag/HYAw¢ kolloid
részecskéket. A DLS eredmények alapjan megéllapitottuk, hogy a kisméretli részecskék
képzddése (d = 100 — 300 nm), a fenn felsorolt részecskék tipusatol fliggetleniil, jelentésebb
Chit (mcnitymuya = 20:1 — 80:1) vagy HYA (mchit/muya = 1:8 — 1:2) makromolekula talsuly

esetén a kedvezményezett.
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