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1. Bevezetés

A nanoszerkezét anyagok- és a nanokompozitoké@litasa, szerkezetik pontos
jellemzése és gyakorlati alkalmazasuk a moderroktdémia egyik legintenzivebben kutatott
terlilete. A nanotechnolégia egyre tobb teriletéamjk meg, Ugymint a kdrnyezetvédelem, a
mezgazdasag, az elektronika, a fizika, az informatikagydgyszeripar és a nanomedicina
teruletén. [1]. A nano-mérettartomanybad g5 100 nm) anyagok egysZerelsallitasa,
kedvesd tulajdonsagai, valamint alkalmazési Ielsgtgei, mind hozzdjarultak a
nanotechnoldgia novekvtérhdditdsanak. Kulcsfontossagu tulajdonsaguk @y rfajlagos
felilet, a kis méret, a konfiy funkcionalizalhatésag, illetve a biomolekulakkablds
konjugacio lehdisége [2]. A nanoszerkefieanyagok alkalmazasaval lebség nyilik a
biokémiai folyamatok mechanizmusainak feltérképémésterapias alkalmazasok soran a
betegségek okainak felkutatdsara, kezelésére (omfi@gnosztika), valamint sejtek
Ujjdépitésére is [3].

A megvaltozott tulajdonsagok mellett, a célzottcfilaussag €és a membranokon valo
megnovekedett permeabilitas tette vonzova a napecékék/kompozitok hasznalatat
hatéanyag-szallito rendszerekként [4,5]. Szdmeépi@s vegyllet alkalmazasa a szervezetben
korlatozott, mivel olyan tulajdonsagokkal rendelkek (szerkezet, méret, hidroféb jelleg,
toltés, stabilitas, stb), amelyek megakadalyozzakatbanyagok célzott helyre jutasat,
megkotdesét [6]. Tovabba, a gydgyszer hatékonysagat eikns hasitas, adszorpcio vagy
egy nem-célzott helyen torté€nakkumulalodas is gétolhatja [7]. Ezen akadalyok
kikiszobolhetek, megfelad maodositdsokkal, kodlcsonhatdsok kialakitdsaval, ciBpes
transzporterek vagy kompozitok alkalmazasaval f8hanorészecskék igen nagy hatranya,
hogy altalaban toxikusak: minél kisebb méedkt, annal karosabbak a szervezetre nézve, igy
példaul az Au nanorészecskék 15 nm, mig az Ag €ECa nanorészecskék 100 nm
mérettartomanyig mutatnak nagyfokd toxicitdst [9]Tovabbi héatranyuk, hogy
akkumulalédhatnak és a szervezet nem rendelkeyinadlunkciéval, amely ezen anyagok
kitruleséért feldisek [1]. A biokonjugatumok, illetve a kompozitolkzoa belll is a mag-héj
kompozitok jelenthetik erre a megoldastomlik a nanorészecskékkel szemben, hogy jobb
biokompatibilitassal rendelkeznek: noévelik a bio-édokompatibilitdst [10], nagyfoku
diszperzitast és jobb konjugacioét mutatnak masKbiwanolekuladkkal, valamint javitjak a
ho,- és kémiai stabilitast [11]. Az aktiv komponenattalmazd magot/hordozét burkold

legkilss héj/konjugatum szerepe nemcsak a toxikussag kikitdasében rejlik, ndvelheti a



rendszer hidrofil jellegét, stabilizalhatja a komjtot, ebsegitheti a célzott helyre valo
kotédést és a szabalyozott hatbanyag leadast [12]déalis hatéanyag hordozd rendszerek
100 nm alatt vannak [13], valamint nagyfoku stafdi mutatnak a vérben, amely
megakadalyozza a hatéanyago ielotti kitrilését a szervezetb [14]. Legfontosabb
kritériumok, ezekkel a rendszerekkel szemben, h@glzott helyen és egy meghatarozott
idéintervallumban adjak le a hatéanyagot a megiel&bncentracibban [15]. Ezen
kovetelmények alapvétfontossaguak, ugyanis a tul kis mennyisémtéoanyag hatéstalan,
mig a tul nagy dozisban tori@€rhatdanyag leadas roviddidtervallumban karos lehet az
emberi szervezetre [16]. A megfélelanoszerkezétanyagok dlallitasa és biologiai hatasuk

vizsgéalata tehat, szamos tudomanyteriletet@dsszetett feladat.



2. Az értékezés célkitizései

Biologiai rendszerekben alkalmazhaté hatbéanyadigzalendszerek fejlesztése és
eléallitasa nagy kihivast jelent a kutatok szamarayaoiy ezen rendszerekiikbdését,
hatékonysagat befolyasolja a gydgyszer formajddtia) injekcid), a célzott terilet, valamint
a hatdéanyag, a komponensek és azok egyilttes tntdjdai is. Ezeért, ttkddésik és
hatékonysaguk megértésehez, elengedhetetlen feltkbenpozitok/biokonjugatumok fizikai-
kémiai paramétereinek (pl. méret, toltés, szerkegdi) pontos jellemzése, valamint a
hat6anyag kioldédas mechanizmusanak ismerete.

Munkam soran olyan hatéanyag-szallito rendszerékilgasat tiztem ki célul, amelyek
nyujtott és szabalyozott hatbanyag-leadast biznak fiziolégias kérilmények kdzott. Mind
a rendszerek tervezésénél, mind adalkitasnal elédleges szempontnak vettem a
biokompatibilis €és nem-toxikus anyagok alkalmazaa&zervezetben tortérakkumulalédas
kikliszoboléséhez masodlagos dgitk (pl. elektrosztatikus kolcsénhatasok) létrehozaka
allitottam eb a kompozitokat. Vizsgalataimhoz, a nem-szteroidillggasgatlo szerek,
valamint a neurotranszmitterek csoportjabdl vatassam, igy egy széles koérben vizsgalt
hatéanyag, az ibuprofen (IBU), valamint egy a kd#padegrendszerre haté gydgyszer, a
kinurénsav (KYNA) kapszulazaséat végeztem el. Ennegfeleben célom a kovetkéz
rendszerek éhllitasa és jellemzése:

1. Mezoporusos szilika (SK) hordozd ealdllitasa és jellemzése hatdanyag szallitasa

celjabol.

2. A marha szérum albumin (BSA) szerkezetének atfigjkai-kémiai vizsgalata pH =

2 es 12 kozott a pH-fuggvényében, s6 nélkil ésmBONaCl-oldatban.

3. Uj tipust hatéanyag-hordozo rendszergiéaiitasa:

a.) két polielektrolit héjjal ,burkolt” SiG-alapu mag-héj kompozit IBU

kapszulazaséara.

b.) két polielektrolit héjjal ,burkolt” BSA-alapu magép kompozit az IBU

kapszulazasara.

c.) egyréteg BSA-alapu mag-héj kompozit a KYNA vér-agy gatonrtéds

atjuttatasara.

d.) BSA/NaDS biokonjugatumok az IBU kapszulazasara.

4. Az eléallitott rendszerek hatdéanyag kioldédas mechaniamals tanulmanyozasa

empirikus és a mechanisztikus kinetikai modellekitségével.



3. Irodalmi attekintés

3.1. Gyogyszerhatéanyag szallitdé rendszerek

A gyoégyszerkutatasban, az utdbbi évtizedekben egsiggiobb hangsulyt kapnak az
olyan hordozo6 rendszerek, amelyek segitségévatipifes szer a célzott helyen a megtelel
hatékonysaggal tiben szabalyozott kioldodasi sebességet eredményez.

A hatbéanyag-szallité rendszerek torténete az 185@wekben keZalott, ekkor
jelentek meg az s generacids tipusaik [17]. Kuldnb®ziolddédasi mechanizmusokat
ertelmeztek, igy az oldédason, a diffuzién, az azsan és az ion-cserén alapu folyamatokat.
Ebben az iflben fejlesztettek ki a doon keresztil felszivédd hatéanyagot tartalmazo
tapaszokat, amelyeket naponta vagy hetente eldgalkalmazni, mig tabletta form4jaban
napi egyszeri vagy kétszeri beszedési gyakorisigrikséges [18].

A masodik generacios hatdanyag-szallitd rendszamle, az Ugynevezett ,intelligens”
hordozo rendszerek az 1980-as étejdlentek meg [19]. Ezzel parhuzamosan szlletety m
az az elképzelés, miszerint ezen rendszereknek,naligdrend kiolddédas kinetikat kell
kovetnitk, ahhoz hogy egy allandé hatdanyag koméeidt tartsanak fenn a vérben. Ezt az
elgondolast 6sszekototték azzal, hogy minél sikapbsabb rendszert (pl. filmet)
fejlesztenek ki, anndl inkabb koévetik ezt a mechiamist. Az évtized végére rajottek, hogy
egy szabdlyozott, fenntartott hatéanyag kioldédasimem sziikséges egy nulladrénd
kinetikat kovetni. Vannak olyan, hatbanyagok (agpaimirigy hormonok, inzulin), amelyek
esetében nincs szikség egy allando koncentracidtaiéasara a vérben, elégséges, ha a
hatékony szintet biztositja, tehat a minimalis basaés a maximalis biztonsagos szint kozé
es) koncentracio szintet szolgaltatja [20]. Ezek amdmetek voltak sziikségesek ahhoz, hogy
a hatdéanyag-hordoz6 rendszerek tervezése, fejpeszté@ltozatosabb Osszetételben és
morfolégidban is megvalosuljanak. A masodik genésaendszerek kozé tartoznak a
hidrogélek, polimerek, amelyek a kornyezetikbenskekked valtozasok hatasara adjak le a
hatéanyagot, mint példaul a pH, énérséklet vagy a glikdz szint megvaltozasara [Rdre
az ibszakra tehét az implantdtumok megjelenése peptidek és fehégéMitasara, majd a
nanotechnoldgian-alapuld hatéanyag-szallito rermdkzes megjelentek; le¢képpen gén,-
vagy tumor-célzott terapias kezelésekre [22].

A hatéanyag-szallitd rendszerek legnagyobb utembiejiods terilete a
nanorészecskék/kompozitok alkalmazasa. A kolloidett&tomanyban ééllitott rendszerek
elényei a korabban hasznalt rendszerekhez képest abbitkozik meg, hogy kdzvetlendl a



vérbe juttathatok, valamint a megfélddis méret és a nagy fajlagos felilet mellett kidzd
modositasokkal célzott hatéanyag szallitas érekef23,24]. Nanohordozok, amelyek képesek
adott idbben és adott helyen kontrolldltan leadni a hatdégotyandvelik a terapias
hatékonysagot, csokkentik a mellékhatasokat ésedést gyakorisagot is [25,26]. Tovabbi
elényik, hogy csokkentik a hatéanyagszint flokkulalasvérben, valamint a kompozitok
alkalmazasa noveli a gyégyszer hatékonysagat, duilita@sat pl. tumor-ellenes terapiakban.

Az utdbbi évtizedekben a hatdanyag-szallitd remaszkozil a mag-héj kompozitok
kutatasa kiemelkédtertletté valt a sokoldalu felhasznalasi |ékégeinek kbszénhin [27-
29]. A mag tulajdonsagaitdl fuggn hidrofil vagy hidroféb hatdéanyagok,
festékmolekuldk/jeldk, magneses nanorészecskék, radioizotopok egykegustzulazhatok,
amelyek a kompozit felhasznalasi leisgigeit névelik §.1. dbrg. A héj szerepe nemcsak a
.Kapszulazott” molekula kioldodasat kontrollaljagriem védelmi és/vagy stabilizalé funkciot
is ellathat, valamint a kivant hidrofil/hidrofébaary is beallithatd, a megfetebnyagok és
koncentracidk helyes megvélasztasaval. A legktig funkcionalizalasaval célzott Kites
érhet el, igy példaul célzott antitest/antigén vagy pogligandum kolcsénhatas is
megvalosithatd. Ennek készonbeat olyan tertleteken kezdtékdet hasznalni, mint a bio-
képalkotas [30], a szabalyozott hatéanyag leadBs &tumor terapia [32], a szOvet sebészet
[33] és igy tovabb. Az irodalomban szamos modskerolvashatunk mag-héj
struktarak/biokonjugatumok &lllitAsara [34-36]; a kompozit Osszetétele, a#alBtas
paraméterei, mint pl. admeérséklet, a pH, mind meghatarozzak a kompozittdjdonsagait
(méret, fellleti tulajdonsagok, szerkezet), ezalyszamu, valtozatos rendszéiaéithato.
A tovébbiakban az A&ltalunk vizsgélt szervetlen,- s=erves-alapu hatéanyag-szallitd
rendszerelkil lesz sz6 Bvebben.

Sejt/szdvet,

o!dekc{:n‘vsag \/ receptor/ligandum
biztositasa célzott kolcsonhatasa

\.“ Szabalyozott és
. fenntartott

hatdanyag leadds

Stabilizalas p

Gydgyszer hatdanyag
becsomagolédsa

. lelglés
Célrott @) (fluoreszcens festék)
funkcionalizdlas

Magnesesség (MRI)
Szenzor (festék,
radioizotdp, stb)

3.1.abraA mag-héj kompozitok alkalmazasi lebst¢gei
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Rendezett szerkeigtszabalyozott pérusatnééel és térfogattal rendelkézszilika
részecskék alkalmazdsa az utdébbi hisz évben nagpkibén elterjedt [37].
Tulajdonségaiknak koszonléen alkalmazhatéak a katalizis, az elvalasztas teahra
szenzorika €s a bioorvoslas teriletén is [10pnfalik, hogy rendkivil nagy mennyidég
fajlagos fellletdl fliggéen - anyagot képesek felvenni és raktarozni. Akseieszecskék ket
csoportjat kilonbdztethetjiuk meg, a nem-pérusaes @drusos szilika részecskéket, ez utdbbit
gyakran nevezik mezoporusos szilikanak is (péruégitn2-50 nm) [38]. Kivételesen nagy
fajlagos feliletilknek koszonken, ami 1000 rig koruli is lehet, hatéanyagok
csomagolasara, széllitdsara is elterjedten alkaakazZzen szervetlen részecskék biologiali
rendszerekben val6 alkalmazasat biokompatibiliteesszi alkalmassa [39], habar egyes
cikkekben a szilika biokompatibilitasat a morfol@gihoz koétik [40]. Zhu és mtsai egy
szilikaval bevont félvezétquantum dotot allitott 8] amely nemcsak nagy stabilitassal és
kémiai ellenalloképességgel, hanem biokompatiksish is rendelkezett, amely egy kritikus
pontja a bioldgiai rendszerekben valé alkalmazagask Tovabba, a szilika névelheti egyes
anyagok biokompatibilitaséat, igy példaul a magnesmsorészecskék, a biopolimerek és a
micelldk biokompatibilitasat is [42-44]. Az irodadan szamos moddszert talalhatunk
szintézisukre. A 60-as évek végén kozoltek egy-geblszintézis modszert, amellyel egy
nem-porusos és kis fajlagos feliiletigynevezett Stober-szilikat sikerllt szintetizéin
kolloid mérettartomanyban, [45] a tetraetil-ortdigat (TEOS) hidrolizisével etanolos
kbzegben és ammonia jelenlétében. 1992-ben jeleay egy kodzlemény, egy szintézis
modszerél, amelyben tenzidet alkalmaztak [46]. Az MCM-4lkneevezett szilika egységes
porusmérettel és nagy fajlagos felilettel (> 1000%gm rendelkezett. Bhyos
tulajdonsagaikkal ellentétben 2000-ig, nem tal&@haidalom hatéanyag-szallité rendszerként
val6 alkalmazasukrol. Ennek egyik oka az lehetytegzintézissel a morfoldgiat és a méretet
még nem tudtak szabalyozni [47].

A nagy attorést a méret szabalyozasa hozta megz,aavprekurzor és a tenzid
egymashoz viszonyitott mélaranyanak, valamint &aqiéaé és a Bmérseklet valtoztatasa
valtozatos paraméterekkel rendelkegzilika részecskeket eredményezett [48]. A nagy
fajlagos fellled, viszonylag monodiszperz pérusatjér(2 nm < derus < 10nm), valamint a
nagy porustérfogattd (> 0,9 élg) MCM-41 és az SBA-15 elnevetészilika hasznéalata
terjedt el leginkabb [49]. Kezdetben, vizben rossald6d6é gydgyszermolekulak
csomagolasat [50], majd kemoterapias agensek kidipsmaval rakos sejtek elpusztitasat
céloztdk meg [51]. A szilika részecskéek nagy febv&epessége miatt az élelmiszer-kémiai

kutatdsokban is megjelentek, ugyanis antibakteriglzerek kapszulazasa, az ételekben
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fellelhe® korokozok, pl. Szalmonella, vagy az E-coli bakigripusztulasat eredményezve az
élelmiszer-biztonsagot novelik [52].

A hatbéanyag-szallité rendszerek legnagyobb csajioatjszerves-alapu kompozitok
alkotjak; alkalmaznak biokompatibilis polimerek@4], poliszacharidokat [53], peptideket,
fehérjéket [54], lipideket [55], dendrimereket [56jagy egyéb mas szintetizalt bioldgiai-
utanzé rendszereket [57]. A liposzomak (amelyek e@gy tobb lipid ketisréteget
tartalmaznak) alkalmazasaval azt hasznaljak kiyleogizoldékony hatbanyag molekulakat a
hidrofil magba zarjak be, mig a hidroféb hatéanyagaa lipidrétegbe, ezaltal tobb, etiér
tulajdonsaggal rendelkézhatdanyag egyittes szervezetbe juttatasa lehstsi@d. A
liposzdmakhoz hasonléan, a micelldk is alkalmasakogygszerek ,kapszuldzaséara”,
szdllitdséra [59]. Az onrend&dt folyamat altal, vizes kdzegben a viszonylag mosmuoierz
micella szolubilizalja a hidroféb hatéanyagot, ayelmegndvekedett mennyisépatéanyag
vihetd oldat formajaba, mig szerves oldoszerben hidmoflekulak ,kapszulazasa” valik
lehettvé. A hidrogélek szerkezete, méretdriisége és az Osszetétele hatarozza meg a
hatéanyag kioldodas kontroll folyamatat (duzzadbBemlas vagy diffazié-kontrollalt);
gyakran egy kil vagy bel§ ingerre indul meg a kioldddas, ilyen a pH, az réaség vagy
akar lehet hidrolitikus vagy enzimatikus hasitaderénye is [60]. A dendrimer egy kézponti
magbodl kiinduld, eldgazdé szerkeizemolekula, amelynél a hatéanyag kovalens kotéssel
kapcsolédhat a lancvégekhez, illetve a mag belsejédomagolhatéak hidrogén-kotés,
hidrofob- vagy elektrosztatikus koélcsdnhatasok [4J&l]. A polimer nanorészecskéib
(fehérjék, dextran, poliszaharidok, szintetikusiperek: PLGA, PLA, PEG, PVA, PEI) a
hatéanyag kioldéddsa a polimer méatrix bomlasa @g/va hatéanyag diffazidja révén
valésulhat meg [62]. A fehérjék kodzul, kiemelkeglentiséggel birnak az albuminok, mind
terapias, mind diagnosztikai hatéanyag-hordozo seerdben vald alkalmazasuknak. Ezt
eléonyds  tulajdonsagaiknak  kdszonhetik, ugyanis nenktdx nem-immunogén,
biokompatibilis és biologiailag leboml6 anyagok J63tovabba szamos kittellyel
rendelkeznek, ami nagy mennyi§ébatbanyag molekula felvételét biztositja [64,6Bk
albuminokban talalhatdé nagyszamu tolt6tt aminosargifin, lizin, aszparaginsav,
glutaminsav) jelenléte lehidéget ad elektrosztatikus kdlcsdnhatasok kialaidalstilonboa
toltédi molekulakkal (pl. oligonukleotidok, sejtek) [66Fpecifikus, célzott hatdéanyag-
szallitas a funkcids csoportok segitségével vdlagitmeg; a fellilet modositasaval a kivant
sejthez/szdvethez kotlied részecske, igy a gyogyszer a megidielyen fejti ki hatasat [67].
Alkalmazasukat az is ésiti, hogy a tumorsejtek fokozott felvételt mutatraz albuminokra,

igy a rékos sejtek elpusztitasara igéretes medqidénsthetnek [68,69]. Erre egy példa, hogy
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kifejlesztettek egy albumin-paclitaxel nanorészeesitalmu (130 nm) termeket, amely
Abraxane® néven 2005 6ta van forgalomban mellréekésére [68]. A hepatitis C ellen az
interferone-2b (INFu-2b) molekulat haszndljak albuminhoz kétve, amellyuferon® néven
180 milli6 ember életét érinti vilagszerte [70]. #wvabbi fejlesztések legképpen a
gyogyszeradagolas gyakorisaganak csokkentésérguinak. Az albuminok kulonbdz
hatbanyag molekuldk vér-agy gaton valo atjuttatasgreredményesnek bizonyultak [71].
Ulbrich és munkatarsai egy vér-agy gaton nem atpatdanyagot (loperamid) kotottek egy
albumin-antitest konjugatumhoz, amellyel a hatognysikeresen bejutott a kdzponti
idegrendszerbe [72].

A tenzidek alkalmazasa a bio-tudomanyok tertlegyreenagyobb mértékben terjed,
koszonheien annak, hogy a tenzidek képesek a foszfolipidgekt természetes, hidrofob
koérnyezetét leutanozni in vivo kortlmények kozof3]. A tenzidek polimerekkel valo
egyuttes alkalmazéasa hatdéanyag-szallitdo rendszetdkérs ebnyds tulajdonsagokat biztosit.
Ezen rendszerek jellerdiz(pl. méret, hidrofilicitas) szabalyozhatdak akilaldnc hosszaval, a
polaris csoport méretével, a koncentracioval, kaentracidval, admérséklettel, a pH-val
€s egyeb anyagok jelenlétével [74].

A polimerek egyik valfaja, a poliszacharidok igeraltezatos szerkezettel és
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A természetes pdtsaridok funkciés csoportjai (karboxil,
amino, hydroxyl) lehéséget nyljtanak mind kémiai, mond biokémiai moédesikra,
melyekkel szamos szarmazékoda@lithatasara nyilik lehéség [75]. A természetes
biomolekulakhoz hasonléan, a poliszacharidok isdiild nagy stabilitasu, biokompatibilis és
nem-toxikus anyagok [76,77]. A hialuronsav (HA) raglhaté a szovetekben, a
testfolyadékban és athben is [78], igy a HA idealis alkotéeleme a kozikenhoknak, az
orvosi,- és a gyogyaszati alkalmazasoknak is; anatologiaban é€s az urologidban is
sikeresen alkalmazott hatéanyag [79,80]. A HA-alapadszerek egyik legelterjedtebb
alkalmazasa soran a hatéanyag felszivodéséinbkeresztil valésitjak meg [54,81]. Az utbbbi
idokben a kutatasok a térhalésitott és a modositotit Hektalmazd rendszereken alapuld

rakellenes gyogyszer-szallito rendszerek fejleszéésanyulnak [82-84].

3.1.2. A fehérjék szerkezete
Az elbz6 fejezetben lathattuk, hogy igen gyakori, hogy haayag-szallitd rendszerek
hordozéjakeént fehérjét alkalmaznak. Ismeretes, leofghérjék szerkezete szadmos kérilmény
hatasara megvaltozik, igy példaul a pH, éamBrséklet, az elektrolitok vagy egyéb

molekulakkal valo kélcsdnhatas hatasara is [85,B8¢n hatasokra a fehérje reverzibilis vagy
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irreverzibilis konformacio-valtozast szenvedhetéden savas kdzegben (~ pH = 2), a fehérje
még ugynevezett ,olvadt gombolyag” allapotban vampl a masodlagos szerkezeti elemek
mar kialakulhattak, de a harmadlagos szerkezet ne#g [87]. 2,7 alatti pH-n a fehérje
kitekeredett allapotban van, ezt nevezzik E-forrkamxtended) [88]. Noveky pH-val a
fehérje egyre kozelit az idealis allapotahoz, ézuk F-allapotnak (fast) [89]. 4,3 és 8-as pH
kozott a fehérje felveszi a természetes (nativapaélianak megfelél struktarjat [90].
Lugosabb pH-n egy N-B (basic) atmenet valosul ng&. [Ebsen lugos kézegben (> pH =
12) a fehérje egy viszonylag stabil szerkezettaetkezik, amelyet A (aged)- allapotnak
nevezink [91]. A kitekeredés/felgombolyodas folytana korilmények valtoztatasaval
kovetheb, viszont drasztikus korulmények fenntartdsaval @&héfie végleges
visszafordithatatlan valtozast szenved [92].

E F N B A
(extended) (fast) (normal) (basic) (aged)
pH 2.7 43 8 10

1. 4bra A fehérje konforméciés allapotainak megnevezégsd-figgvényében (a
tovabbiakban csak az egy tetroviditéseket fogom hasznalini)

A fehérje szerkezetének a meghatarozasara legdyjemainfravéros (FT-IR) és
cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopiat alkalmak. Biopolimerek esetében az
infravorés szinképben kilenc karakterisztikus csppalonul el (amid A és B, valamint |-
VII), amelyek a polimert felépitismetbdo egységekll szarmaznak [93,94]. A polipeptid
lanc két legdominansabb savja, az amid | és angdvl Az amid Il az N-H hajlité, valamint a
C-N kotések vegyértékrezgésdibtevodik dssze, amely kevésbé érzékeny a szerkezeti
valtozasokra [95]. Ezzel szemben, az amid | s&0@AT600 crit), amely a C=0 rezgésekhez
rendelhet, nagyon érzékeny a fehérje szerkezetében bekddetiadtozasokra [96]. Ezen sav
dekonvoldciéjaval meghatarozhaté a kulonbémasodlagos szerkezeti elemek szazalékos
tartalma. Aza-hélix savja 1660-1652 cih ap-red 1642-1628 cm, aB-kanyar 1678-1670
cml, a random szerkezet 1648-1644¢mimig az aggregalt forma 1620-1610 thkozotti
hulldAmszam tartomanyban jelenik meg [97-99]. A iplimid sav rezgése nagyon 0sszetett,
szamos tényézbefolyasolja, igy ezek kiértékelése nagy gyakotlatenyel [100].

A fehérjék azn-hélix szerkezetiknek megfedein a tavoli UV-tartomanyban karakterisztikus
jelet szolgaltatnak, ezt hasznalja ki a CD-spekkopia. Az a-hélix két negativ savval
jellemezhed: a 220 nm-nél taldlhaté gyenge negativ savidzaitmenetdl szarmazik, amely

intenzitdasa nem fligg a hélix hosszusagatol [101ixAatmenet 208 nm-nél hoz létre egy
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szintén negativ savot, amely intenzitasa a pepidRosszusagatol &sen fligg [102]. Ad
masodlagos szerkezeti elem meghatarozasa a 20&Inmért ellipticitasi értékdl torténik, a
kovetked egyenlet segitségével:

MRE,y = —2%_ ([deg cridmolY], 1)

10*n*l*c
ahol ¢ a koncentracio| az optikai Uthossz és az aminosavak szama. Ebkaz a-hélix

tartalom szamolhato:

—MRE55—4000

a — hélix% =
33000—4000

100 2)

A 4000ap-red és a random szerkezet, mi§2000a tisztao-hélix MRE értéke 208 nm-nél
[103,104]. Szamos tanulmany hasznalja ki a modskéeryét (gyors, pontos, kénfiyminta
elokészités) a fehérje-ligandum kdlcsonhatésok vizsgéh [105-107].

A fluoreszcencia az egyik legérzékenyebb spektimszk modszer a fehérjék 3
dimenzios vizsgalatara. A fehérjékben talalhatora® csoportok (fenil-alanin (Phe), tirozin
(Tyn), triptofan (Trp)) emisszidja érzékeny a mikdonyezetében bekovetkexaltozasokra,
igy ez a moédszer alkalmas a fehérjék konformacagjellemzésére. A fluoreszcencias
kisérletek soran a Tyr- sokkal kevésbé érzékenybmyezeti valtozasokra- és a Trp
emisszidja vizsgalhatd, ugyanis ezek esetében kanregy kvantumhasznositasi téenyez
(emittélt foton/ gerjesztett foton), ami elengedtiien egy j6I mérhét fluoreszcens jelhez
[108]. Ezen aromas csoportok emisszibja valtozilelgombolyodas/kitekeredés folyaman.
Nativ allapotban ezek a csoportok a fehérje magjdhbelyezkednek el, mig kitekeredett
allapotban ki vannak téve az oldészer hatasana¥.[Hx tikroddik az emisszios intenzitas
értékekben is; hidroféb kornyezetben nagy a kvahasmnositasi tény&z igy nagy az
emisszios intenzitas is. Ezzel ellentétben egydfiilebb kornyezetben az emissziés intenzitas
lecsokken [110]. Ezen felil a Trp emissziés maxiranaek helye valtozik a harmadlagos
szerkezet valtozasaval, ugyanis a Trp igyekszikj; tanpdesdni, hogy minél hidrofébabb
kornyezetet taldljon maganak. A konformacios vé@smk a nativ szerkezetet fenntarto,
stabilizalé kolcsonhatasok (hidrogén-kotések, etaztatikus kolcsdnhatasok, hidrofob
kolcsdnhatasok) felbomlasaval, atrentavel valdésulnak meg. Kitekeredett allapotu fehérje
létrehozasa leggyakrabban egy kaotrép agenssela,(ugeanidin hidroklorid), pH-
valtoztatassal vagy dmérséklet novelésével érlietel [111]. A ligandum - fehérje
kdlcsbnhatas soran, a fehérje kioltasi folyamatt dsbportba sorolhatdé [112]. Statikus
kioltasrol beszélhetiink, ha egy alapallapotu kompde 1étre a fluorofor és a kioltd kdzott.
Ez a tipusu kioltas befolyasolhatja a fehérje migms szerkezetét és a fizioldgias aktivitasat

is. Egy gerjesztett allapotu fluorofér és a kialtik6zése sugarzas nélkil dinamikus kioltast
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idéz eb, amely nincs hatadssal a fehérje konformaciojara3[l14]. A kioltas

mechanizmusanak mennyiségi leirdsara a Stern-Voleggenlet [115] mellett szamos
modszert taladlhatunk az irodalomban kvantitativoinfaciok kinyerésére, ilyen példaul a
modositott Stern-Volmer [116,117], a Scatchard [1¥alamint a Lineweaver-Burk-egyenlet,

amelyek6l bévebben a 4. pontban fogok irni.

3.1. A hatéanyagok célba juttatdsanak modszerei

A kiUlonbod betegségek kezelésére az (], potenciadlisan alkakbé@
gyogyszerhatdanyag molekuldk szama folyamatogaa kutatdsoknak kdszonkieh. Ezek
felnasznalasa azonban legtobbszor korlatozott @hgchiohasznosuldsuknak kdszordtest
[118]. Ennek oka, hogy vizben alig vagy egyaltat@m oldodnak. A beadast kdgen, (pl.
tabletta formajaban) ezek a tipusu hatéanyagok rgyaknar a gyomor-bél traktusban
kivalasztodnak (nem képesek feloldodni), igy nermpesék a véraramba jutni [119,120].
Ennek eredményeképpen altalaban vagy nagyon kisekdracioban, a terapias szint alatt
vagy egyaltalan nem kerilnek a vérdramba, igy s&mamihatast nem tudnak kifejteni.
Megoldast egy nagyobb mennyigedpatdbanyag beadasa jelent, hogy &ethennyiséd
gyogyszer kerlljon hasznosulasra. Ez a nagy medgyézonban nemcsak draga, édis
beszedési gyakorisagot is igényel, de noveli a ékblitasok kockazatat is. A problémat
leginkabb az oldékonysag ndvelésével vélték megoldgy példaul a szolubilizaciot, a
komplexképadest, egy hidrofil anyaggal val6 médositast, vadnagbanyag egy szarmazékat
hasznaltak fel a jobb biohasznosulas érdekében, 22l Manapsag nanorészecskek vagy
kompozitok alkalmazasédban latnak potencialis ked@jeket [123-126], amelyek egy lassu
hatéanyag kioldodasi folyamat lejatszodasat is &épanegvaldsitani, ugyanis ha éllando
vagy kozel allandé a hatéanyag leadas, azaz folygmmdodas megy vegbe, akkor hatékony
felszivodas érhétel.

A hatbéanyagok szdllitAsa a kozponti idegrendsz¢€@heS) nagy kihivast jelent a
kutatok szamara a vér-agy gat védékemrchanizmusa miatt. A kdzponti idegrendszerre hato
gyogyszerek kozel 98%-a nem képes atjutni a vér-ggjon a megfelél terapias
koncentraciéban [127]. Ennek lekluzdésére szamosmediddolgoztak ki a kutatok, példaul
zavart okoztak a veér-agy gatikodéesében, intracerebralis injekciok,- implantatimeagy
prekurzorok hasznalataval jutattdk be a hatéanyaddizponti idegrendszerbe [6]. Az &ls
modszer nagy hatranya, hogy az eljaras kozben rsak @& kivant molekula tud bejutni a
CNS-be, hanem minden egyéb karos anyag is atjudinad]y tovabbi karosodast okozhat.

llyenek a vérben talalhato fehérjek, amelyek togdduaz agysejtekre nézve [6]. A kdzvetlen
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agyba valo injekcidzas, valamint az implantatumidgige, hogy kézvetlenll a célzott helyre
juttathatd az aktiv komponens a megflkbncentraciéban Ez a mddszer helyi kezelésekre
kivalban alkalmazhatd, @kodésképtelenné teheti példaul az agydaganatotl28].[ A
prekurzorok esetén, amelyek eredetileg a hatéamgamilyen szarmazeéka, a szervezetben
kémiai vagy enzimatikus biotranszformacion kerdsztalakul az aktiv hatéanyagga.
Hasznalatanak é@hye, hogy az atalakulas folyaman sokkal hidrofilelgyytlet/ molekula
keletkezik, amely ébkegiti a transzportot a vér-agy gaton keresztuBJ[1Ennek egy
kifinomultabb valtozata, amikor példaul egy receptegy gén vagy valamilyen hordozoé
segitségével juttatjuk be a prekurzort a célzolyree[130]. Az imént felsorolt modszerek
hasznalata azonban, nem ndveli kozvetlenil a hga@arvér-agy gaton torténjobb
hatékonysagu bejuttatasat, valamint még szamosékhellassal is kell szamolni ezek
alkalmazasanal. Néhany esetben a hosszu tavu alkasnmgen karos a szervezetre nézve, igy
a cél, egy olyan médszer kidolgozasa, amellyeltadmyag mellékhatasok nélkul atjut a vér-
agy gaton, valamint a betegeknek egy fajdalommehtgsmegfelélbb kezelés kidolgozasa.

A nano-mértettartomany skalajarad eenyagok alkalmazésa, Uj utakat, |élséget nyitnak
meg a hatdéanyag-szallito rendszerek fejlesztéséletén, példaul hatékonyabb és
szelektivebb gyogyszer bejuttatas étheltaz agyba, akar meglevakar ujabb hatéanyagok
alkalmazasa esetében. Kreuter és munkatarsai R31lyagyaraztak meg, miért is juthat be
egy nanorészecskével az aktiv agens a CNP-be: @ésarcske tobb ideig tartdzkodik a
kapillarisokban, ezaltal megnévekedik a hajszaléatdra adszorbealddott részecskék szama.
Ez a folyamat egy nagyobb koncentracio gradiendtikal, amely megndveli a hatdanyag
szallithsat az endotél sejtek rétegei kdzott, anpyyegy hatékonyabb gyogyszerszallitast
eredményez. A nanorendszerek alkalmazasaval egy-imemiv. moddszert sikertlt
kifejleszteni, amely egyértelfien segiti a betegségek humanusabb kezelését. Szamos
hatoanyag-szallité rendszérolvashatunk az irodalomban, igy példaul liposzppalimer,
dendrimer vagy micella-alapt kompozitokat i§adlitottak [133-135]. Nem ritka egy adott
hatéanyag tartalmi nanoemulzié vagy nanoszuszpeaisditasa sem [136,137]. Az ilyen
rendszerek megtervezésénél figyelembe kell venkivant beadasi format, a célzott teriletet
és tulajdonsagait, kulonos tekintettel a pH-raaraht a szilkséges terapias mennyiségre. A
hatoanyagok injekcio altal torténbejutatasanal kilondsen fontos, hogy a hatéanyag a

véraramban elég ideig tartdzkodjon, azaz ne Urijédo elétt a szervezeth.
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3.2. A hatdéanyag leadas kinetikaja, kinetikai modellek

A hatdéanyag-szallité rendszereket jelléntegfontosabb adat, a hatbanyag kioldodas
idobeli sebessége. Ez tobb okbdl is jebtentfontos, hogy a hatdéanyag koncentraciéjat adott
ideig fenntartsuk a vérben vagy a célzott szévetb@ghozza a terapias mennyiségben. Ezen
megfontolasok kdnnyen belathatéak, ha a hatéangagagy dozisban egyszerre oldodik ki,
a hatéanyag szintje a kritikus, toxikus koncentsd6dié emelkedik, majd gyorsan a minimum
hatékony koncentracido ald esik [25]. Tobbszori, wdglyamatos hatéanyag kiolddédas
csokkenti a hatdanyagszint ingadozasat a vérbena &ivant hatas elérését segith £38].
Ezért fontos tehat, hogy egy allando kioldodas sebget érjink el és tartsunk fel adott ideig,
viszont a hatbéanyag leadas sebességének tulzdftsaateszélyezteti a terapias kezelés
hatékonyséagat.

A gyogyszer kioldédasat szamos tényelzefolyasolja, igy példaul a kompozit
Osszetétele (hordozé, hatdéanyag, egyéb komponemzek) aranyai, a kdzottik kialakulo
fizikai és/vagy kémiai kolcsonhatdsok és azakitas koralményei is. A kioldodas
mechanizmusa négyo fkategoridba sorolhaté: diffazid, olddszer, kémiaakcio- vagy
valamilyen bel§ vagy kul$ inger altal kivaltott folyamat lehet [137,139].

A diffazié-kontrollalt mechanizmus, olyan kapsztipusu rendszerekre jellez
amikor a hatéanyag diszpergaldédas utjan kioldédikagbdl, majd a magot korulvévétegen
atdiffundal (pl: mag-héj kompozitok) vagy amikoryegaétrix-tipusa ,nanogémbben” jol
diszpergalt hatéanyag molekula kidiffundal a remdskorilvew kézegbe [140]. Ez utobbi
esetében, mivel a matrixon kivll nincs tovabbiagsla diffazio sebességének, rendszerint a
kioldédas nagy sebességgel indul meg, amelyet sijkerd kioldodasi sebesség kovet.

Az oldoszer-szabalyozott kioldédas magaba foglalfaozmézis,- és a duzzadas-
szabalyozott kioldodast is. Az ozmaozis-altal szah#btt kioldodas esetében a viz hordozoba
val6 diffundalasaval, egy allando koncentracio grast hoz Iétre [141]. Ha egy duzzadasra
alkalmas polimer (pl. hidrogél) rendszert vizes dgize helyeziink, a viz bediffundal a
rendszerbe, amely a polimer duzzadasat idégziledtéanyag leadasi folyamatot indukalva,
melynek sebességét a viz diffuzioja és a polimerdk szolvatacidja befolyasolja [142].

Bioldgiailag lebomlo polimerekdd allé hordozo rendszerek (poliészterek, poliamjdok
poli(aminosavak), poliszacharidok), hidrolitikus A&y enzimatikus folyamatok utjan
lebonthatdak [143]. Vannak olyan matrixok, amelye#r tombi fazisban kezdenek bomlani
(pl. PLGA, PLA) és vannak, amelyek esetében eguldél bomlas indul meg é&zor,

ilyenkor a polimer bomlasa gyorsabb a viz matrixbeérd diffaziéjanal. A hatéanyag

16



kinetikgjat a bomlas sebessége befolyasolja, arfielg a molaris tomedt, a funkcios
csoportoktdl, monomer misegédl és a kristalyossagi foktol [144].

Az ingerek altal kivaltott hatéanyag leadasiiédzheti lEmérséklet, pH, ionésség,
ultrahang, elektromos vagy akar magnesesoémez[145]. Tumor-specifikus hatéanyag-
szallito rendszerek fejlesztései soran legtébbsgyr,nanohordozéhoz kapcsolt pH-érzékeny
linkert alkalmaznak, amely a tumor gyenge savaggmtdk kdszoénhéen célzott kaidését
biztosit [146]. Val6jaban azonban tdobb mint egyy#émhat befolyasolja a kioldodas
sebességét, de altalaban egy ddolyamat az, ami meghatarozza a kioldodas kingtika

A hatbéanyag-hordozo6 rendszerek gyors Utemben egiédése megkovetelte, hogy a
hatéanyag kioldodas sebességevivo korilmeények kozott éle megjosolhatd legyen. A
hatéanyag kioldddas kinetikajat, tehat a rendsdegmkabb jellemé folyamat befolyasolja,
ilyen példaul a diffazio (egy inert matrixon, egyembranon vagy egy hidrofil gélen
keresztll), az ioncsere, az er0zio, vagy eppen rceddraciotol-fig§ vagy fluggetlen
kioldédasi folyamat. A § kioldédasi mechanizmus a diffuzid, ugyanis ezzjitszerepet
kilénb6d mértekben a kémiailag,- és a duzzadas-szabalylmkydimatokban is [147].

Elsdként (1961-ben) a matematikai modellek ,atyjanak@yezett, Professor Takeru
Higuchi nevéhez iz6dik a hatdéanyag kioldodas kvantitativ kiertékelégel8,149].
Feltételezte, hogy az altala vizsgalt &esben a hatéanyag diffuz eloszlasban van jelen és a
kioldédas egyensulyi allapotban valosul meg, igyletett meg az etsegyenlet diffuzio-
kontrollalt folyamatok matematikai leirasa.

e = kyVt, )
aholc; a hatéanyag mennyisége a kompozitbald elteltével éky a kioldodas sebessége.

Ezt kbveten a 60-as évek végén megjelent egy cikk [150] amezz4jarult ahhoz a
felismeréshez, hogy két latszolag fliggetlen medmansa van a transzport folyamatoknak, a
Fick-diffuzio és a case |l transzport folyamat. téapszOor az utObbi folyamat jatszik
legnagyobb szerepet a hatdanyag kioldédas folydraatdAz ebz6 mechanizmust a Fick-
torvény irja le, mig utébbi tikrozi a polimer lakcgnozgasat is a matrixban. Ezt ko§en
Fu és munkatarsai 1976-ban [151] kdzoltek egy tik&ieol a hatdbanyag kioldédas leirasara
mechanisztikus modellt hasznaltak. Feltételeztégyha hengeres geometriaju hordozoban a
hatbanyag homogénen oszlik el, a kioldodas soiggpanetria allando, valamint a hatbanyag
molekuldk k6zott nincs kdlcsdnhatés.

1985-ben  Peppas vezetett le 6s2lor egy fél-empirikus  egyenletet
(hatvanyfiiggvénynek is nevezik) a hatéanyag kicddoa polimer hordozobol [152]. Az
egyenlet alakja, a kovetk&z
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z_t = kgp + 1" (4)

0
A co ésc a hatdbanyag mennyisége a kompozitirad ést idépontban,kkp a kioldodas
sebessége, miga , diffuzios kitews”, ami kapcsolatban van mogottes folyamatokkallB3].
Ha azn > 0,5 a diffaziés folyamat ugynevezett, nem Fick-féiiiot (anomalis transzport)
kovet, mig han= 0,5, akkor Fick-diffzios mechanizmusroél beszélheti@hkse Il transzport
esetén (szabalyozott duzzadas), maértéke 1, akkor a kioldédas (hidrogélbvagy
sikfelUlet6l lehetséges - akkoriban ezt gondoltak) nulladéieméchanizmust kovet [154]. Az
n értéke, nemcsak a mechanizmusra utal, kovetkeztrtk beble a geometriara is. Difflzio-
kontrollalt mechanizmus esetén, az0,5, 0,45 és 0,43 éertékekhez rendre sik, henger,
valamint gomb alak rendelliet Duzzadas-kontrollalt folyamatnal (a hatbéanyagdésa
gyorsabb, mint ahogy a hordoz6 duzzadni képed),@20,89 és a0,85 nértékek szintén, a
sik, a henger és a gbmb geometridju hordozéhomztlr{153]. Azonban vannak olyan
esetek, mikor nem beszélhetiink szabalyos geonietndjdozé rendszerekr Ebben az
esetben, ha az értéke0,42 €s0,5 kdzott van, akkor diffazio-kontrollalt, mig 385 és1,0
kozo6tt van, akkor duzzadas-gatolt mechanizmusrs ébetiink [154].

A Korsmeyer-Peppas modellhez hasonlé leirast adbdositott Freundlich modell.

Ebben az esetben a kioldodas sebességét az iopssediffuzid szabalyozza [155].
In(1- z—;) = Ink,,; + alnt (5)

A kmr a sebességi allanda,a Korsmeyer-Peppas modéilllismertn index-szel azonos, de a
jelentése az irodalomban még nem tisztazott [155].

Lathatjuk, hogy a hatéanyag kioldodas kinetikajaledtdsara a matematikai modellek
két csoportjat kilonboztethetjuk meg: empirikusdéipirikus, valamint mechanisztikus
modelleket. Az el esetben semmilyen realis fizikai, kémiai és/vagyldgiai folyamatot
nem vesznek figyelembe, azaz a moégottes folyamdtaiem vagy minimalis informaciot
nyerhetiink ki [156]. Empirikus modellre példa, ailé modell, amely szamos hatéanyag
kioldodasi kinetikajahoz igazithatd, mig a fél-eriknisra a korabban latott Korsmeyer-
Peppas modell. Ezek a modellek képesek egyaramt ieizoldékony és vizben rosszul
oldédo gyogyszerek kioldédas kinetikajat, de alkatasukhoz mindenképpen egy kioldédasi
vizsgalatot kell elvégezni. Ezzel szemben a meszékus matematikai moédszerek valos
folyamatokon alapulnak, mint példaul diffazié-, dardas-, er6zi6 (a hordozdé rendszer
szeétesése, fellazulasa)-, kicsapas- és/vagy degoafbdyamatain [157,158]. Ezen modellek
segitségével a rendszerre jellémgpecifikus paramétereket nyerhetiink ki, melyekenév

mélyebb betekintést nyerhetliink a hattérfolyamatokb&zeket a tipust modelleket gyakran
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csak diffuzié-kontrollalt modelleknek nevezik, itye mint korabban lattuk a Higuchi,
valamint a Hixon-Crowell modell is [159]. &iyuk, hogy ezekkel a modellekkel 6eg is
meg lehet josolni a hatéanyag kioldodasi profiliizonyos fizikai paraméterek ismeretében,
ugymint az oldhatésag, ikiség, diffundalé képesség, amelyek egyéb kisérletekb
meghatarozhatdak.

Hixon és Crowell 1931-ben ismerték fel, hogy eggzetske szabalyos terllete
aranyos egy kocka térfogatanak a négyzetgyokév@d][lamely alapjan levezettek egy
egyenletet, amelyh a Hixon-Crowell sebességi allan¢ke:c) meghatarozhaté.

3,/co — 3y/cr = ket (6)
Az egyenlet olyan rendszerekre alkalmazhatd, ahajlagos felllet és a részecske vagy a
tabletta mérete valtozik a kioldodas folyaman [160]

Az idealis hatbanyag kiolddédas nulladrérdnetikat kévet; ebben az esetben, allandé
hatbanyag koncentracio szint tarthaté fenn egyryias idsintervallumban. Ez azonban csak
bizonyos gydgyszerek esetében kovetelmény, ilyepéldaul a sziv,- és vérnyomas
szabalyzok, fajdalomcsillapitok, antibiotikumok émtidepresszansok. A nulladrénd
kinetikat a kovetkez egyenlet irja le [161], ahéb a nulladrend sebességi allando.

ct = co + kot (7)
A modell egy lassu szabalyozott kioldédast ir leplaa sebesség fiiggetlen a hatdanyag
koncentracidjatol, azaz barmekkora a bevitt mermgyisazonos itkozonként, azonos
mennyiséf§ hatdéanyag oldédik ki. A modell jol alkalmazhaté Id@@l transzdermalis
tapasznal, valamint tablettaknal, amely rossz dizkadnysagu hatéanyagot tartalmaz, vagy
ozmozisnyomast kihasznalo rendszereknél [162].

Az elssrendi modell bizonyos hatéanyagok abszorpcidjat és/adigyinaciojat irja le;
vizben j6l oldédd hatéanyagok oldodaséara alkalm@zhdlonbosd gydgyszerformakbal,

illetve porusos rendszerekli163]. Az egyenlet linearizalt formaja a kbvetkez
Ct _
1n(?0) = —kyt (8)
A ©o ésc mar ismert mennyiségeky az el$érendi sebességi allandd. A modell kimondja,

hogy a kioldédas sebessége a hatéanyag koncemdladiiyg, azaz minél nagyobb a

hatéanyag koncentracidja, annél gyorsabb kioldG@@stsztalunk [164].
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4. Kisérleti rész

4.1. Felhasznalt anyagok

A felhasznalt anyagok analitikai tisztasaguak \gligy tovabbi tisztdsnak nem vetettem ala
6ket. Az oldatokat, illetve a kompozitokat minderetben nagy tisztasagu, kiforralt és
kinitrogénezett MilliQ-vizben (Millipore, MilliQ Itegral 3, vezéképesség: 18,2 mS/cm)

készitettem el.

Mcllvaine puffer készitéséhez (pH=3)
¢ Citromsav-1-hidrat (6HsO7x H20, M=210,14 g/mol, Molar Chemicals)
¢ Dinatrium-hidrogén-foszfat dodekahidrat (HKaP x 12HO M=358,14 g/mol,
Sigma-Aldrich)
¢ Natrium-klorid (NaCl, M= 58,44 g/mol, Molar Chemicals)
Foszfat-puffer készitéséhez (pH=7,4)
¢ Néatrium-dihidrogén-foszfat monohidrat {NaQsP x HO, M=137,99 g/mol)
¢ Dinatrium-hidrogén-foszfat dodekahidrat (HKaP x 12HO M=358,14 g/mol,
Sigma-Aldrich)
¢ Natrium-klorid (NaCl, M= 58,44 g/mol, Molar Chemicals)

Tovabbi vizsgalatokhoz, illetve a hatéanyag szatéindszerek 8éllitasahoz
¢ 8-anilino-naftalén-szulfonat (ANS,18H9NO3S, M=223,25 g/mol, Sigma-Aldrich)
¢ Ecetsav (€H402, 99,9%, M=60,05 g/mol, Sigma-Aldrich)
¢ 4-(2-Hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav (HERESH1sN204S, M=238,3 g/mol,
Sigma-Aldrich)
¢ Hexadecil-trimetil-ammonium-bromid (CTAB,16H42BrN, M,=364,45 g/mol, Sigma-
Aldrich)
Hidrogén-klorid (HCI, 37%, Sigma-Aldrich)
Ibuprofen natrium-sé (IBU, GH170-Na, M=228,26 g/mol, Sigma-Aldrich)
Kitozéan (Chit, (GH13NOs)n, kdzepes molekulatomggSigma-Aldrich)
Ketoprofen (KP, @H1403, Mi=254,28 g/mol, Sigma-Aldrich)
Kinurénsav (KYNA, GoH7NOs, M;=189,168 g/mol, Sigma-Aldrich)

* & & oo o
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Marha szérum albumin (BSA, V.fraction,w™ 66000 g/mol, Sigma-Aldrich)
Natrium-hidroxid (NaOH, M=39,99 g/mol, Molar Chemicals)

Natrium-szulfat (NeSQs, Mi=142,04 g/mol, Molar Chemicals)
Natrium-dodecil-szulfat (NaDS, Nagi2sSQy, Mr=288,37 g/mol, Sigma-Aldrich)
Poliallilamin (PAH, (GH7N)n, M\w=58000 g/mol Sigma-Aldrich)

Polietilenimin (PEI, (GHs)n, Sigma-Aldrich)

Poli(natrium-sztirénszulfonat) (PSS, sf&NaOsS)n, M,=70000 g/mol, Sigma-
Aldrich)

¢ Tetraetil-ortoszilikat (TEOS, §H2004Si, M=208,33 g/mol, Molar Chemicals)

*® & & & o o o

4.1.1. abraA felhasznalt hatdbanyagok képletei (MarvinSketdprofen (IBU) A),
ketoprofen (KP)B), és a kinurénsav (KYNAXJ), valamint a 8-anilino-naftalén szulfonsav
(ANS) szerkezetelY)

4.2. Vizsgalati moédszerek elvi alapjai, a kisédétiiimények

4.2.1. Részecske toltés detektor
A polimerek és a részecskék toltésének meghat@aaseszecske titrald detektort
alkalmaztam (Mitek PCD-04). A kiindulasi mintat ezitétes és ismert fajlagos toltéssel
rendelked (g, mmol/g) polielektrolittal titralva szamolhat6 é@téskompenzacio eléréséhez
szilkséges mennyiség, a kovetk&eplet alapjan:

_ V20,01C2q2 9
q1 = ' ( )
C1V1M1

ahol V2 a toltéskompenzaciohoz szilkséges térfogaf)(am a titrdlé anyag koncentracioja

(9/100cm), ¢ a titrdlandd oldat koncentracidja (mol/@mmig M1 a molaris tdmege. A
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szamolt mennyiség alapjan, nemcsak a felllet titasdjuk semlegesiteni, de tobbszorés
mennyiség hozzdadaséra a felllet attahthigly tobb valtakozo toltésréteg kialakitasara van
lehetiség.

4.2.2. Fajlagos felulet meghatarozasa
A fajlagos felllet és a porusméret eloszlas megbzéda (BJH mddszer) nitrogén
adszorpciés/deszorpcios modszerrel tortént 77  Kdgiicromeritics Gemini 2375

szorptométerrel.

4.2.3. UV-vis spektrofotometria
A hatéanyagok koncentraciojainak meghatarozasa Id\Vspektrofotométerrel (Shimadzu,
UV-1800) felvett abszorbancia spektrumuk alapjateti. A szilika fellletén és porusaiban
adszorbealt IBU mennyiségét, valamint a KYNA stitdsit kvarc kivettaban 190 és 600 nm
meghatarozasahoz azémbtes kalibraciét a fotométerbe helyezett TSU/Sippgységben

vegeztem el (kioldédasi kisérleteknél lagadbben).

4.2.4. Oldatadszorpcios mérések
A szilikdba ,csomagolt” IBU mennyiségét szakaszoklategyensulyi vizsgalatokkal
hataroztam meg. Azonos mennyigéesyilikahoz (0,1 g), allando térfogatot tartva (i0)
noévekw mennyiségben adagoltam a hatéanyagot, a kouvieka@rentraciokban: 0,005; 0,02;
0,06; 0,1; 0,17 és 0,2 M. Az egyensuly beallas&@maldatokat szobémérsékleten, 20 éran
keresztll kevertettem. A nem ko6tétt IBU mennyisé@€meghatarozasahoz, a felliliszot
centrifugalassal (Hermle Z36HK) tavolitottam el 810,/IBU rendszeidl. Az IBU-ban
talalhaté aromas csoport jelenléte biztositja, dekua UV-elnyelését 272 nm-nél. Az
adszorbedlt IBU mennyiségét egy gramm szilika é&éiie vonatkoztatva a kovetkez
egyenlet segitségével hataroztam meg:

n=V%(co-ce)/m, (10)

ahol\? az oldat térfogatay ésce az hatdanyag kiindulasi és az egyensulyi konceidjgaés
m az adszorbens tomege. Az adszorpcids kapacitastzsahozrfy) a Langmuir-egyenletet
alkalmaztaml§ a Langmuir-allando). A szamolt adszorbedlt meréyisibaja + 30 mg/g.

Co_ Ce 1

S S S
n Ny Niymb

(11)
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4.2.5. Transzmisszios elektronmikroszkoépia (TEM)
Az eléallitott mag-héj kompozitok alakjat és méretét smnisszids elektronmikroszképpal
(FEI Tecnai G2 20 X-Twin tipusu, CCD kamera) késtzitelvételek alapjan jellemeztem. A

részecskeméret eloszlast Image Jigogram segitségével hataroztam meg.

4.2.6. Termoanalitika
A termoanalitikai vizsgalatokat Mettler Toledo TGGUTA 84F és Mettler Toledo 822
tipusu készulékekkel végeztem el. A termogravirast{iTG) merések 25 és 600 °C kozatt,
5°C/perc fitési sebességgel, mig a differencialis pasztazorikattriai (DSC) mérések

1°Cl/perc fitési sebességgel, 25 és 150°C kozott torténtek.

4.2.7. Sirliségméres
A SiOp-és a BSA-alapu kétretégmag-héj kompozitok esetén a magok és a® els
polielektrolit héjak #riiségét vizes kézegben DMA 58 tipusu (Anton Paarygikégkel

hatédroztam meg.

4.2.8. Fourier-transzformacios infravoros spektroszkopid {IR)
Az infravOords spektroszkopia elvi alapja, hogy &lelagneses sugarzas hatasara a
molekuldk rezgési és forgasi atmenetei gerfebrk, ekdzben a minta a rezgéseire jeliémz
frekvenciaju komponenseket elnyeli, ami léiséiget ad kilonbdzanyagok azonositasara,
funkcios csoportok kimutatasara, kotések létrefitkea bizonyitasara. Fehérjék analizisekor
lehetiséglink van a masodlagos szerkezeti elemek tartakméirmeghatérozaséra az 1700-
1600 cm' hullamszamnal megjelénamid | sav dekonvoldcidjaval.
Gyengitett teljes reflexio esetén a fenysugar olyaigbe 1ép be a kristaly és a minta kozé,
ahol teljes reflexiot szenved, igy a sugarak adbeddlexi6 megsokszorozasaval jutnak a
detektorba, ami megndvekedett abszorpciot eredraéye eballitott (liofilizalva) mintak
infravorés spektrumait ATR (Attenuated Total Refterce) feltéttel ellatott Biorad FTS-60A

készulékkel készitettik. A mérések kiértekelese @IBAI szoftver segitsegével tortént.

4.2.9. Cirkularis Dikroizmus (CD)
A modszer alapja, hogy a sikban polarizalt fény &ikularis komponense kilonb®z
mértékben ny@dik el kiralis mintan valé athaladasakor. A modszkea kromofor csoportok
egymashazhoz viszonyitott helyzélerazaz a molekula szerkezdiead informaciot. Ezt
hasznaltuk ki a folyadék fazisu BSA; BSA/KYNA; BIA4H, valamint a BSA/KYNA/PAH
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kompozitok hordozojat kepé#dehérje szerkezeti vizsgalatainal. A CD mérésdksto J-815
CD tipusu niszerrel vettem fel 190 és 250 nm hullamhossz tatytman 100 nm/perc

sebességgel.

4.2.10Fényszérasméres (LS)
Dinamikus fényszorasméréseket (DLS) végeztem (ldoiEZ-100) a kiinduldsi anyagok és a
szintetizalt kompozitok hidrodinamikai méreténeado§) és a zeta potencialjainakd)(a
meghatarozaséra. A mérések soran a részecskélszitalfény idbeli valtozasat rogzitjuk,
amely fluktuacié a Brown mozgasbdl ered. Az @béredd mozgasi sebesség a részecskék
meéretével fligg 6ssze; minél nagyobb a részecskenagmeal lassabb a Brown mozgas, ezt

irja le a Stokes-Einstein egyenlet:

__ kpT
- 6TL’T]DT,

H (12)

ahol Ry a hidrodinamikai atmér ks a Boltzmann allando] az abszolut émérséklet,7 a
viszkozitds ésDt a diffaziés allandé. A méret mellett informaciotaghatunk a
méreteloszlasardl is a PDI index segitségével. Alsnér ebnye, hogy nem-invaziv, nagy
érzékenysép (0,1 mg/ml alatti koncentracioju fehérjék vizsdata is alkalmas), valamint kis
térfogatl mintak mérésére is jol alkalmazhaté. Atndflagos atmék hibai 5%-on belll
vannak.

Bizonyos nanorészecskék vagy kolloid részecskékszgpmnzidban fellleti toltéssel
rendelkeznek. Ha elektromos ndealkalmazunk, a részecskék aramlanak (elektroi®yéz
amely irdnya és sebessége a részecske tdliéactdzeghl, valamint az elektromos méz
erosségéil fligg. A részecske sebesség mérése a Dopplemastak alapul, azaz a szoért fény

frekvencia eltol6édasan:

_ Anbv
U= 2Ensin(§) (13)

Az U a mozgekonysagd, a lézer hullamhosszalv a frekvencia eltolédag szégnél, E az
elektromos mexz ersssége,V a részecske sebességea torésmutatd. Al-potencial a
részecske valés felszine és a folyadék belseje ttkdziynevezett nyirasi sik hatéran
megjelerd fellleti potencial. Ad-potencial figg a részecskék kozotti kblcsonhat@doigy a
stabilitastdl is, amely szamolhat6é az oldészerettitebmos allandéjanafe), a viszkozitasnak

(n) és a Henry koefficiensndkka) az ismeretében.

(=

uu
ef (k)

(14)
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Az SZ-100 készulék alkalmas statikus fényszorasésméris kis részecskék, polimerek,
fehérjek molekulattmegénekM¢) a meghatarozasara. A szért fény mérékséta
meghatarozott szdognél (90°C) és a koncentraciék igmeretében a Debye-egyenlet

segitségével a molekulatomeg és a masodik virigltdtato A>) meghatarozhato.

Kc 1
AR My + 24,c, (15)

aholK a Debye alland6 é4R a tobblet Rayleigh arany (a szért intenzitdsoldadimolhato).

A Debye éallando a kovetkéxéplet alapjan szamolhato:

2
4m2n2 (d—n)
dc

K =
A4N 4 ’

(16)

ahol n az oldészer térésmutatojdn/dc a torésmutaté novekedés,a fény hullamhossza
vakuumban édNa az Avogadro-allandd. A legtobb esetben ezek azkékt fliggetlenek a
molekulatomedgtl.

A masodik virial egyitthatd®) a molekula és olddszer kdzotti kdlcsdnhatéss¥gét irja le.
Ha az A érteke nagyobb, mint 0, akkor a molekula j6l satdlo oldoszerben van, ha ez az
érték nulla, akkor a molekula-oldészer és a mokekablekula kdlcsbnhatasok 6ssége
megegyezik, ekkor a fehérje thetd éllapotban van. Ha a& < 0, akkor a molekula rosszul
szolvatalo olddszerben van, a molekuldk kozottc&dhhatasok kerllnek&érbe, ekkor a
molekuldk gyakran aggregaldédnak.

4.2.11 Fluoreszcencia spektroszkopia (FL)
A fluoreszcencia modszerét a fizika és a kémia ettebgyre elterjedtebben hasznaljak a
biofizikai,- a biokémiai,- és az orvosi kutatasokba. Egy kromofér csoportot tartalmazé
molekulat/vegyuletet megfetel fénnyel gerjesztve (szingulett gerjesztett allapcaz
alapéllapotba vald visszatérést (szingulett alapall), a két allapot kozotti energia
kulénbséggel aranyos sugarzas kiséri. Az emissaiéazitds nyomon kovetésével nemcsak
szerkezeti valtozasokra kovetkeztethetlink, de tdmmamikai informaciét is nyerhetiink a
modszer alkalmazasaval. Az altalunk alkalmazottéf@en talalhaté Trp csoportok
gerjesztése 280 nm-en Horiba Yvon Fluoromax-4 sp#dbrométerrel tortént.
Sza&mos folyamat vezethet a fluoreszcencias intenztokkenéséhez. Ezeket a folyamatokat
két nagy csoportba sorolhatjuk. Az @k Utkdzéses kioltas (dinamikus), amikor a getgsz
allapotu fluorofor ltkézik egy masik oldatban thktid molekulaval (példaul ionokkal, méas

fluoroférokkal, vagy dnmagaval, ezt nevezzik oOrtdshak), amely hatasara visszatér az
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alapéllapotba. A statikus kioltasnal alapallapotlaafiuorofér komplexet alkot a kioltoval,
diffuziés vagy molekularis Utkbzések nélkil. A lggszeftibb esetben az Utkdzéses kioltasra
a Stern-Volmer egyenlet alkalmazhatd.

F

FO =1+ Kgy[Q] =1+ K;70[0Q] (17)
Az Fo ésF a fluoreszcencias intenzitas a kioltd jelenlétikiiiéés jelenlétében) a kioltd
koncentracidja,Ksv és Kq a Stern-Volmer kioltdsi allandé és a bimolekulésisbességi

allando, amely jellemzi a fluorofér és a kioltortszportjat és hozzaférliseget, valamint a

fluorofér élettartama a kioltd jelenléte nélkdl. Irw% a kioltdé koncentraci6jaban egy

egyenest ad, akkor dinamikus kioltasrol beszélhetik lineéris Stern-Volmer egyenlet
eredetileg a fluoroférok egy csoportjat jelzi, azagend hozzaférhdisédi fluoroférokat a
kiolt6 szamara. Az egyenésttvald eltérést okozhatja a kioltas nagy meértekagywa ket
folyamat egyulttes hozzajarulasa a kioltas folyamaza

Egy nagy biomolekula kis molekulaval valé kolcstidisakor egy moédositott egyenlet
hasznalhat6. Ebben az esetben a kiolt6 szempohtf@sbnlé és fliggetlen kitelyek

talalhatéak a makromolekulan (Scatchard-egyenlet).

Fy-F

log = logKg + nlog|Q], (18)

ahol Kg az asszociaciés kotési allandodpedig a kathelyek szama. A médositott Stern-
Volmer egyenlet alkalmazasaval informaciot kaphktarnozzaférhétfluoroférok aranyarol
(fa), valamint a meredekségjtmegkaphatjuk a médositott Stern-Volmer kotésaradiot(Ka),

amely anal6g az asszociacios kotési allandoval.
Fp _ 1 1
Fo—F fa [Q]faKa

(19)

A Lineweaver-Burk egyenlettel kozvetlenil a dissaods alland6Kp) hatarozhaté meg,

amely az asszociacios kotesi allanig) (reciproka.

1 _ 1, Kp

Fo-F  Fy FolQ] (20)
(ke = Y, ) (21)
AG = —RTInK (22)

Valamely egyenlet alapjan szamitott asszociacidésk@llandé K), valamint az egyetemes
gazélland6 R) és aT hémérséklet (298 K) ismeretében a szabad entalpdkedd 22. szamu

egyenlet alapjan meghatarozhata.
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4.2.12. Rontgendiffrakcio (XRD)
A rontgen diffraktogrammokat 1 és 2B k6zott 5°/perc sebességgel, Bruker D8 Advance
tipusu rontgen diffraktométerrel készitettem (CadarkKa sugar; 40 kV generator feszlltség;
30 mA generator aramisseq).

4.2.13Kissz6g rontgenszoras (SAXS)
Az eléallitott mintak szerkezeti és morfoldgiai tulajdagainak jellemzésére a kiss#dg
rontgenszéras modszerét alkalmaztuk. A SAXS szorsgget egy Philips PW 1820 tipusu
generatorral éallitott CuKa sugarzassah(= 0,154 nm, 40 kV, 30 mA) mértik meg KCEC/3
tipust kompakt Kratky-kamera alkalmazasaval. A tsgagarzas intenzitasat egy PDS 50M
(M. Braun AG, Minchen) tipust helyérzékeny detektiorrdgzitettik ®» = 0,05-8°
szogtartomanyban. A kapott szérasfuggvéihgbhattér szorasét kivonva alkalmas a médszer

szerkezeti paraméterek szamitasara. A szamitas@kiteAS Gnom szoftvert hasznaltunk.

4.2.14 Liofilizalas
Liofilizalé (fagyasztva szaritds) késziléket alkahtam a gyogyszerhatdéanyag-szallitd
rendszerek hosszu idejtarolasanak biztositasara egy Christ-Alpha 1-2 Lipusu
készulékkel. A mintakat 24 Oras viztelenitési é@wak vetettem ala ~4 mbar nyomas

alkalmazasaval.

4.2.15.In vitro kioldédasi vizsgalatok
Az in vitro kioldodasi kisérleteket egy vertikalis diffazioslla — az irodalomban Franz-
cellaként ismert- segitségével végeztem el. A ecellgassaga 61 mm, a térfogata 4 ml, mig a
mintatarté egység térfogata 1,5 ml. A bemétekhdmpozitot, a hatdanyag tartalma szerint,
elézetes kalibracio alapjan ugy valasztottam meg, logyérend komponens abszorbancigja
ne haladja meg a 1,5-es abszorbancia értéket, algtor ha az dsszes hatdéanyag kioldodik
500 perc elteltével. A celldban a mintat egy mempesetiinkben egy celluloz membran
valasztja el a tiszta oldészélrtA kbzeget egy magneses keves eqy perisztaltikus pumpa
folyamatos aramlasban tartja. A hatbéanyag deteddéildz a cellat egy UV-1800
spektrofotométerrel zart rendszerben kapcsoltamedgscella egy kitskopeny segitségével
termosztalhatd. A mintavétel 500 percig folyamatiedektalast jelent; az élsdraban 10
percenként, majd oranként egy mintavétel torténmméési eredmények reprodukalhatésaga
2,5%-0s hibahataron belil volt.
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4.2.1. 4braa Hanson-cella sematikus abraja émaitro kisérleti berendezés fotja

4.3. Kisérleti médszerek

4.3.1. Mezoporusos szilika &dllitasa
A szintézist vizes kbzegben, egy szerkezet-irangigéns, egy kationos tenzid, a CTAB
segitségével hajtottam végre. 240 ml vizben 2,74 hemzidet feloldottam, majd 10 mmol 2
M-os NaOH-oldattal lugositottam a tenzid-oldatoth#mérsékletet 80°C-ra allitottam és fél
ora folyamatos kevertetés utan 6,05 ml TEOS-t qgeftem az oldathoz. Tovabbi két 6ra
kevertetés utan a terméket centrifugalassal (He#A86HK, 14000 rpm fordulatszammal, 15
percig), majd desztillalt vizzel val6 mosogatag8a) nyertem ki. A templét eltavolitdsahoz a
terméket két 6ran at 140°C-on szaritottam, majdréan keresztil 550°C-on kalcinaltam. A

kapott termék, fehér finomszemcsés por.

4.3.2. SiQ-alapu kétrétedd mag-héj kompozit &dllitasa

A szintetizalt mezoporusos szilikat (0,1 g) 7,5 MilliQ-vizben, fiziolégias oldatban (150
mM NaCl jelenlétében) diszpergaltam, majd folyarsatkeverés mellett 11,5 mg/ml
koncentracidju, IBU-oldattal elegyitettem. A disepié pH-jat 5,5-re allitottam be (Metrohm
827 pH lab). 10-12 oOra kevertetés utan a mintatO@4@rdulatszammal 15 percig
centrifugaltam. Az SigIBU rendszert 17 mg/ml koncentracioju 15 ml PEldaiba
diszpergaltam és egy ora kevertetés utan centtiilga A PSS-oldattal (3 mg/ml) ugyanigy
jartam el. A centrifugalassal az el nem reagélagoy tavolitottam el. Minden egyes lépésben
mintat vettem a tovébbi vizsgalatokhoz, valamintofoéterrel mértem a fellliszot, a
megko6tott hatéanyag mennyiségének a meghatarozasahtermékeket liofilizaltam és -

80°C-on taroltam a tovabbi vizsgalatok elvégzéseig.
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4.3.3. BSA-oldatsorozat készitése pH = 2 és 12 kdzott
A fehérje-oldatok koncentraciéjat minden esetbengdml-re allitottam be, mig a so-tartalmu
oldatokban, a NaCl koncentracidja 150 mM volt. A-pB,1 M-os HCI és 0,1 M-os NaOH-

oldatokkal allitottam be.

4.3.4. A BSA-ligandum oldatsorozatok készitése
A fehérje-ligandum kdélcsonhatés vizsgalatokhoz 288z ndveky koncentraciéban adtam
a megfeled hidrofob molekulat, igy a KP-t 0 és 5, mig az AN®- és 10 molarany
tartomanyban adagoltam a fehérijehez. A BSA/KP 1dlamanyl keverékéhez szintén 5-
sz0rds molarany feleslegig adagoltam az ANS mo&k pH allitashoz 0,1 M HCl vagy 0,1
M NaCl-oldatot hasznéltam.

4.3.5. BSA-alapu kétrétegmag-héj kompozit &hllitasa pH = 3-on

39 mg/ml koncentracioja BSA-t pH = 3-as pufferbeNlic(lvaine-puffer) fizioldgias
kordlmeények kdzott (150 mM NacCl) feloldottam, mdjd.0 mélaranyban hozzaadtam a savas
kézegben rosszul oldodo IBU molekulat. Miutan egpz@kan keresztil szob@&hérsékleten
kevertettem, 2M-os N&QOs-oldattal precipitaltam. A BSA/IBU kompozitot ceifiligalassal
(9000 rpm, 20 perc) nyertem ki. A mintat 3 mg/mhkentracioju PSS-oldatba diszpergaltam,
majd egy Ora kevertetés utan centrifugaltam. A -Cloitdhatosagi korlatai miatt (3 mg/ml)
ecetsavban (4 térfogat%-os) oldottam fel. A kovaeikiépések megegyeznek adzekkel.
Minden lépésben mintat vettem a &Blsi vizsgalatokhoz, valamint fotométerrel mértem a
felilisz6k abszorbancia spektrumait, a megkototttédreyag mennyiségének a
meghatarozasahoz. A termékeket ebben az esetl@filigaltam és -80°C-on taroltam a

tovabbi vizsgalatok elvégzeéséig.

4.3.6. BSA-alapu egyrétégmag-héj kompozit éhllitasa pH = 7,4-en
A kompozit eballitAsat ebben az esetben pH = 7,4-en végeztdiniabgias kortilmények
kozott. A 60 mg/ml-es BSA-t MilliQ-vizben 150 mM Bamellett feloldottam, majd 1 a 0,5
tobmegaranyban hozzaadtam a KYNA molekulat. A hatagrigos kézegben oldodik jol, igy
1 M NaOH csepegtetésével addig kevertettem, migitdahyag teljesen feloldodott. Ezt
koveen 2,4 mg/ml koncentraciéju PAH-ot adtam a BSA/KYKémpozithoz. A térfogatot
3 ml-re, a pH-t pontosan 7,4-re allitottam be (BEmjub kdzegben a PAH kicsapddik). Az

elkészilt kompozitokat -80°C-os fagyasztdban tarola tovabbi vizsgalatok elvégzéséig.
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4.3.7. BSA/NaDS komplexdllitasa pH = 3-on
feloldottam, majd ehhez adagoltam 0,0; 0,3; 0,8; 0,2; 1,5; 1,8; 2,1; 2,4; 2,7 és 3 ml 150
mM NaCl-t tartalmazé 20 mg/ml koncentracioju NaD8abot. A térfogatokat minden
esetben 10 ml-re egészitettem ki, puffer (pH = 8zzAmérésével. A mintak jelblése a
koncentracié novelésével, a kovetklegppen alakult: cO-BSA/NaDS, c1-BSA/NaDS, c2-
BSA/NaDS...és végul c10-BSA/NaDS.

4.3.8. BSA/IBU/NaDS kompozité@llitasa pH = 3-on
Az kompozitok eballitdsa sordn a BSA, az NaDS és a NaCl koncenjéianinden esetben
allandé értéken tartottam, amelyek rendre a kowétkesoltak: 5 mg/ml, 6,3 mg/ml (a
kritikus micella képédési koncentracio 2,7-szerese) €s 150 mM (Mcllvauger, pH = 3).

Ve

sz

IBU/NaDS kompozitot is, amelyben az NaDS 6,3 mg/mijg az IBU 2,0 mg/ml

koncentraciéban van jelen.
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5. Eredmeények

5.1. SiQG-alapu kétrétegi mag-héj kompozitok szerkezete és a hatdanyag kigldas

kinetikaja

Elsdként, olyan mag-héj kompozitok édllitasat tiztuk ki célul, amelyek nagy
mennyiséf hatdanyag ,becsomagolasara” alkalmasak, valamirtiaanyag kioldodas
sebessége szabalyozhaté a héjak szamaval. Kigédetéehat a porusos szerkezettel
rendelked mezopoérusos szilika részecskék szintézisével kardtamelyet a hordozo
rendszer magjanak valasztottunk. Az irodalombanmsesa recept talalhatd, amebjb
kivalasztottunk harmat, amelyet magam is elvégeziemels receptet 6sszehasonlitasként
alkalmaztam, hogy megbizonyosodjunk arrdl, hogyittmélkil tdmor, kis fajlagos fellilgt
Stober-szilika részecskék keletkeznek [45]. B\1.1. tablazattartalmazza az alkalmazott
szintézis modszerek paramétereit, valamint a teekéjlagos fellleténelal) értékeit.

5.1.1. tablazatA Stober,- valamint a mezopoérusos szilika szis&aek paraméterei, valamint

a termeékek fajlagos felllete

2M .
Szintetizalt mintak CTAB | TEOS NaOH MilliQ Tsantézis tszintézis Tszf\rités Tkalocinélés aSZBET
@ | (mi) |[TOT | eo | )|t | o [(me)
Stober szilika [45] 0 1,2 | 1,7 | 971 25 2 25 | 550(1h) | 9
Mezopdrusos 540

szilika szintézis [48] 2,5 15,3 10,5 74,2 110 96 25 (24h) 1030

Mezoporusos 04 | 24 | 2 | 956 | 80 2 140 | 550 (5h) | 1250
szilika szintézis [49]

Az eléallitott részecskék fajlagos fellletének a megloatisa nitrogén
adszorpciés/deszorpcios mérésekkel tortént.{. abrg. Az eredmények alapjan lathatd,
hogy tenzid nélkul valoban kis fajlagos felllett@indelked, tomor szilika részecskék
szintézise lehetséges. A tenzid alkalmazasavalele&t aranyok, a szintézis édés a
kulonbo®d homeérseéklet ellenére a kapott részecskék fajlagadetel igen hasonlo értéket
mutatott: mindkét esetben 1000 %m feletti fajlagos felllgt részecskéket sikerlt
szintetizalni. A tovabbi vizsgalatokhoz és a mapkuénpozitok eballitasahoz az 1250 #g

felUlettel rendelke részecskéket alkalmaztam.
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5.1.1. braAz 1250 ni/g fajlagos feliilet szilika N> adszorpcios/deszorpcios

izotermdja es az atlagos porusatrgnszlasa

A vélasztott szintézis alapjan az 1258grfeliileti szilika részecske (reprodukalhatd)
az irodalomban is igen jonak szamit, ennél csaibkidajlagos felllettel rendelk&zzilika
részecskékil olvashatunk. A mezopoérusos elnevezést az atl@&g8snm-es porusatmer
igazolja. A relativ ,nagy”’ porusatmé@rel rendelkeé szilika csatornaiba, igy az ibuprofen
(d=~1 nm) képes bediffundalni és a szilanol csakbal (fellleten Iébkkel is)
kdlcsbnhatasokat kialakitark.(.2. abrg. A tovabbiakban ezt a részecskét Sibviditéssel

fogom jel6lIni.

Mezopérusos szilika Ibuprofen

5.1.2. abraAz IBU kolcsonhatasanak lehetséges modja a szilzsuportokkal

Toltéstitraldsokat végeztem a felhaszndlt anyagalamBasi potencialjainak
meghatarozasara a pH fliggvényeben (lasd a fuggeigkb. abra), valamint meghataroztam
a toltéskompenzacio eléréséhez szikséges poldiadtr mennyiségeit. Az Si©negativ
toltéssel rendelkezik 2,3-as pH felett, mig a P&kifv toltéssel rendelkezik 9-es pH-ig. A
PSS aramlasi potencialjara végig negativ toltéstamé(pH = 13,5-ig mértik), igy ellentétes
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toltése réven alkalmas az SIBU/PEI kompoziton egy masodik polielektrolit héj
kialakitasara. A szilika toltéskompenzaciojahozks&ges mennyiség meghatarozasat CTAB-
dal 6.1.3.(A) 4brg és PEl-nel is elvégeztem. Ahol az aramlési poérgorbéje 0 mV
ertéket vesz fel, az a pont, amelynél adott meggfisenzid vagy polielektrolit a szilika
toltését learnyekolja, O-ra csokkenti. Ez az e@l73 mmol/g-nak adodott, ha CTAB-ot

alkalmaztam a toltéskompenzacio meghatarozasahoz.

40 1 (A) (B)
20 A 800 -
267 pul 1 mg/ml
0 Sl A 21,5ml 0,3 mg/ml
; ' ' ; PSS
E 20 400 600 300 /
V (ml >
201 " W EEE EEEXE
200 1 viml)
40
-700 4
60 -
80 J -1200

5.1.3. &braAz SiO» (1,0 mg/ml) részecskék titralasa CTAB-dal (1,0 miy(A) és 0,1
mg/ml koncentraciéju PEI titrdlasa 0,3 mg/ml kortcécioju PSS-talg)

Mivel a szilika magot polielektrolitokkal terveztikbeburkolni”, igy a szilika
részecskéket PEI-nel is megtitrdltam. A szamolastdpjan a CTAB mennyiségéhez
viszonyitva csupan tized annyi (0,009 mmol/g) PElikséges a toltéskompenzéacio
eléréséhez. Ezt is vartuk, hiszen a PEIl egy elad@mzdi nagy térkitdltéssel rendelkez
molekula szadmos aminocsoporttal, igy mar kis mesagyi polielektrolit képes az SO
potencialjat 0 mV-ra csokkenteni. Annak érdekélhergy a felllet potencigjat attoltsik, azaz
hogy egy Ujabb ellenkézt6ltédi héjat tudjunk kialakitani, a kompozitokbéllitdsa sorén, a
szamitott mennyiség 10-szeresét adtam a szilikéhddivetked |épésben a PEI-polimerre
szikséges PSS mennyiségét hataroztam nseh3((B) abrg. A titralasi gorbébl a
téltéskompenzacidhoz szikséges PSS mennyisége D@Bj-nak adddott. A szamitott PSS
koncentracidéval a masodik héj nem alakult ki a komiten, $t az egyrétefy kompozit is
szétesett, ezért kisebb koncentraciéju negativ é4blt polielektrolit hozzdadasaval
kisérleteztem. A kisérletek soran a 3 mg/ml konéentju PSS-oldattal elvégzett kisérletek

bizonyultak sikeresnek, melynek oka az lehet, hegyy PEI monomer egységen nem minden
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toltés hozzaférhéta PSS szamara. A tovabbiakban ezt a sikeresetlititt kompozitot
fogom részletesen bemutatni.

A szilika hatéanyag-felveél képességét oldatadszorpciés mérésekkel vizsgakam.
kisérletet pH = 5,5-0n hajtottam végre, amely pl-rkompozitok dlallitasat terveztik
(toltestitralasok alapjarF1. abra, valamint a PEI legnagyobb hatéanyag fetv&epességeét
ehhez a pH-hoz kétik). Az izoterma alapj&nl(4. abrg a szilika igen nagy mennyise¢BU
felvételére alkalmas, szam szerint 1600 mg/g, &zamnol/g IBU megkotésére alkalmas. A
nagy mennyiség arra enged kovetkeztetni, hogy AkzriBmcsak a porusokban kdbtt meg,
hanem a szilika fellletére is adszorbealddott. Enmegfeleben a szamitott mennyiség

1,035-szoroséat adtam az Si@szecskékhez a maximalis IBU adszorpciojanakéagsehez.

ns (mmol/g)

N w D a (o)) ~ o ©o
1 L L 1 L L 1 )

-
5

o

0 0,03 0,06 0,09
C. (mol/dm3)

5.1.4. abraAz IBU oldatadszorpcios izoterméja 1 g szilikazmbensen 5,5-6s pH-n vizes

k6zegben

Az XRD diffraktogramok segitségével a részecskélrlszetére kovetkeztethetlink
(5.1.5.(A) abrg. 1 és 2RO sz6g kozott egy éles csucs jelent meg 2,5°-nd k@i gyengébb
intenzitasu 4 és 5° kozott. Ezek rendre az (100),140) és a (200) reflexiokhoz tartoznak,
amelyek az irodalomban fellelldegrtekekkel azonossagot mutatnak.

A kisszodgi rontgenszoéras 5(1.5.(B) abrg ugyanezt az eredményt mutatta. A
szabalyos kétdimenziés mezopoérusos hexagondliskezadre jellemé& csucsok itt is
megjelentek [165]. Az XRD diffraktogramban megjdlaeflexiok értékei: 2,52°, 4,34°€és
5,02°, mig a SAXS meérések esetén a szorodott szége&et ah értekekldl szamolva a
reflexiok szégei csak a masodik tizedesben kilomhdz2,56°, 4,34°és 5,07°, amelyek
aranya: 1y3:2. Ad tavolsagokat & szoras értékek szamolva kaphatjuk meg a kovetkez

egyenlet alkalmazasaval.
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d=2xr/h (23)
Az (100) csucsra szamaltérték 3,46 nm, amelgbaz elemi cella paramétere szamolhato a
C =2 choo/ V 3 (24)

egyenlettel, amely 3,99 nm-t eredményezett.
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5.1.5. &braAz SiG, XRD diffraktogramja a hexagonalis szerkezetreejalls reflexiokkal
(A), valamint a SAXS szérasgorbe a fraktal meredeksidkekkel B) (a) SiQ, (b)
SiO/IBU, (c) SIG/IBU/PEL, (d) SiQ/IBU/PEI/PSS

A mag-héj kompozitok SAXS méréseit is elvégeztik. kArakterisztikus (100) csucs
intenzitasa folyamatosan csokkent, mind az IBU,drarpolielekrolitok hozzaadasara. Ez az
intenzitas csokkenés a porusok fala, a porusok belglete, valamint a porusok betoltottsége
kozotti szérasi kontrasztnak tulajdonithatd, azahadadanyag hozzdadasaval a poérusok
telitodtek. Ez bizonyitja, hogy az IBU valoban képes #2.Ssatornaiba diffundalni és
kolcsdnhatasokat kialakitani. A korabban emlitddme cella méretének novekedeése is
bizonyitja, a hatdanyag, valamint a héjak meg#ését, ugyanis a értékére 4,16 nm-t
kaptunk a kétrétdgmag-héj kompozit esetében.

A SAXS mérésekdl tovabbi eredmények is kinyerléek. Az intenzitasl) a szoras
fuggvényében abrazolva egy egyenest kapunk, améetnyfiggvénynek is neveznek
(power law) [166,167].

[I(h)] = Ch" (25)
A flggvény hasznédlataval aC allandé mellett a fraktdl dimenzié értékeia) (

V4

fraktal meredeksége 4, akkor a felllet sima, migs34 kozott, fellletfraktal jellendza
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rendszerre, ami egy érdes, csipkézett fellletehjeHa az értéke 1 és 3 kozott van, akkor a
tomegfraktdl a meghataroz6, amely dendrimeres, oot rendszerekre, valamint
klaszterekre jellemtz A mi esetiinkben, aa értéke a szilikara nézve 2, amely tomegfraktéalt
jelent, ami bizonyitjia a mezoporusok jelenlétét. kbmpozit folyamatos kiépilésével a
fraktalmeredekség folyamatosarttin egyre inkabb a fellletfraktal lett a jelleénza
rendszerre. Tehat aa értékei is igazoljak, hogy az IBU telitette a Eokat, és az SO
fellletére is adszorbealddott. A héjak kialakit@saa polielektrolitoknak kdszontien egyre
inkdbb egy egyenetlen felllettel rendelkekompozit alakult ki, az ,egyedi” szilika

részecskéhez viszonyitva.

a = 2 (témegfraktal) a=24
Sio, Si0,/1BU
A RALLI A
a=275 a = 3 (feluletfraktal)
SiO,/ IBU/ PEI SiO,/IBU/PEI/ PSS

5.1.6. dbraAz SiOG és az Si@alapu mag-héj kompozitok fraktaldimenzioi

Az 5.1.7. Abramutatja az SiQ valamint a hatéanyag-tartalmi mag-héj kompozitok
elektronmikroszkopos képeit. A TEM képek alapjan, S0y részecskék atlagos mérete 408
nm (408,1 + 7,6 nm). A héjak kiépulésével, egyrgyadb mérdt mag-héj kompozitok
keletkeztek: az egyrétédiO/IBU/PEI kompozit kortlbelll 880 nm (881,6 + 17,in)) mig
a kétréte§ SiO/IBU/PEI/PSS mag-héj kompozit mar az 1000 nm-t eghaladta (~1138,7 +
14,2 nm). A ndvekedés arra enged kovetkeztetniy Imegn egy polielektrolit réteg alakult ki
az SiQ/IBU, illetve az SiQ/IBU/PEI kompozitok fellletén, hanem tobb poliekekit
egymashoz kapcsolddva épitette fel a héjakat akiidg. A kisérletek soran egy harmadik
héj kialakitasat is megpréobaltam Kkivitelezni, egabb PEI réteggel — az éISPEI héj
héj kompozit is szétesett. Fontos még hangsulybogyy mivel a masodik héj kialakitasa mar

mikronos nagysagrefidrészecskéket eredményezett, ezért nem is voltnkétovabbi
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kisérletek elvégzése a héjak szamanak novelésgyranis ez a méret mar ad &zervezetben
val6 alkalmazéasnak is gatat szab. Az Si@gy mérete és gyors Ulegddepessége miatt DLS
mérésekkel nem tudtam a részecskék meéretét meghaitdrigy a méreteket tekintve

kizarélag a TEM eredményekre hagyatkoztam.

5.1.7. abraA SiO; (A), az SiQ/IBU/PEI (B), valamint az Si@dIBU/PEI/PSS (C) kompozitok

TEM képei az atlagos részecskeméretek és azolknhib&ltintetésével

A mag-hé] kompozitok méretének meghatarozasahozmeemi kozelitéseket
alkalmaztam, szférikus szerkezetet feltételezvad EM képek alapjan az SiCitmébjenek
ismeretében (408 nm), valamint a kompozitokakitdsa soran alkalmazott mennyiségek
felnasznalasaval (o2 = 0,19; oz = 0,667 g/100cH) psioz = 0,99742 g/c) mpgi= 0,225 g;
ceer= 1,7 9/100c peei= 1,0254 g/crf) a mag-héj kompozitok atnige, valamint a héj
vastagsaga szamolhat6. A mag-héj kompozitok seuosafikrajat a%.1.8. abramutatja.

d mag-héj

5.1.8. 4braA mag-héj kompozit sematikus abrja a mag sugir@nag), a héj
vastagsaganaklie), a mag-héj kompozit atm§ének @vag-ns) €s a sugaranak) a

megadasaval

a.) A szférikus mag-héj modell
Elsdként a kompozit atméjenek ebzetes meghatarozasat kiséreltem meg a 26. szamu
egyenlet felhasznalasayamelyet Hodak és munkatarsai az Au/Ag mag-héj rimzecskék
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atmésjének meghatarozasara alkalmaztak [168]. A szé&vsméan az allanddvag (408 nm)
értéke mellett, a héj tbmegét és igy koncentracivftoztatva az5.1.9. abran lathatd
flggvényt kaptam, a kompozitokséllitasa soran alkalmazotigmegjeldlésével.

3 MpéjCHéjPMa
dMag—héj = dMag 1+ L2 (26)
MpMagCMagPHéj
1800
1600 A
szintézis soran
1400 1 alkalmazott
mennyiség
£ ]
1200 1 dyyogne=792 nm

1000 H

Aitag-hej (N

800 A1

600 1

400

0 8 16 24 32 40 48 56 64
Chg (Mg/ml)

5.1.9. 4braA mag-héj kompozit (SIePEI) atmébjének a valtozdsa a héj (PEI)
koncentracidjanak fuggvényében a 26. szdmu egyalalpjan

Az 5.1.9. abranlathato, hogy a héj koncentraciojanak a novelésasel linearisanda mag-
héj kompozit mérete. Az &llitas soran alkalmazott mennyiségekkel a szatdi@l-ng =
792 nm, az el kapott atlagos héjvastagsadg 192 nm. A szamitmhrsértékek ismeretében

a kompozit, a mag és a héj térfogata a kovétképletek alapjan szamolhatoak:

Vitag-nes = 3 T(R?) (27)
Vitag = +1(ribag) (28)
Viej = [ (R®) = (15iag)] (29)

A 29. szamu egyenlet felirhaté a kdveilde@ppen is, ugyanis ag> — r,E,ag = d,3_,éj:
4
Viej = 3 die (30)
A 26. szamu egyenlaibkapott atmés (792 nm) és igy a héjvastagsag (192 nm) ismenaetébe
a 29. szamu egyenlétlbszamitott héjtérfogat 2,25-30nmP-nek adddott.
Amint azt korabban lattuk a mért (TEM) atlagthgag-hej= 882 nm. A TEM képek

alapjan lathaté, hogy nem monodiszperz mag-héj kaitgk keletkeztek, igy a
polidiszperzitads lehet az oka a szamolt és az @glageret kozotti ~90 nm eltérésnek (10%).
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A mért héj térfogata ebben az esetben 3,Z1nb& (29. szaml egyenlet szerint), amely
alapjdn a kompozit térbeli kiterjedése 1,4-szerynbly a szamitott értéknél, feltebiety
tehat, a polielektrolit nem egy tomor réteget hozétre a szilika gdbmb korul, azaz a PEI

lancai jol szolvatalédtak.

b.) Mag-héj modell a&iiségek ismeretében
A kovetked modszert diszor a mikroemulzidkra alkalmaztadk [169], amelyben
monodiszperz és gomb-alaki micellak létrejottétetelezték, valamint azt, hogy az 6sszes
tenzid a hatarrétegben helyezkedik el. A modszeitsEgével kozvetlenll angj vastagsaga
hatarozhaté meg, amelyhezéstér definidlnunk kell a mag tomegét, korrigalva a
siiriségével:
Mypag = %n ngmg PMag (31)
Ugyanezen, megfontolas alapjan, a héj tomege 8za2nu egyenlet alapjan adhaté meg:
Mygj = % 7 djjeiPrej (32)
A modszer a micella belsejében déviz tomegét egyebdhek veszi a hatarrétegben dév

tenzid tdmegével, igy a két egyenlet hanyadosa®ai32. szamu egyenlet) megadhaté a
hatarfellleti réteg vastagsaga:

d _ 3 r]\?hagpMag 33
Héj — Mmag ( )
PHéj Mpej

A mi esetlinkben egy allandé mag tomeghez néyekennyisé polielektrolit adagolva, a

mért mag sugaranak az ismeretébertdng értéke szdmolhatdé a 33. szdmu egyenletet
alkalmazva, amely figgvénye 821..10.(A) abranlathat6. A médszerrel a héj vastagsaga 276
nm-nek adodott, amely igy nagyobb atlagos &iér eredményezett: 960 nm-t (eltérés
8,9%). Ezzel a mbdszerrel lathatéan nagyobb dnképtunk, a mért értékhez képest, azaz ez
a modszer az eldgaz6 lancu PEI molekula nagyoklickését feltételezi, amely térfogatban

4,29-16 nm*-t jelent a 29. szamu egyenlet alapjan.

V4

A kompozit eballitasa folyaméan, a SPOmag (6 mg/ml) kis koncentracidjdnak
készbnheaten, a friisége alig tér el a viZidiségédbl, igy egységnyi tomegre vonatkoztatva a
mag és az oldat térfogata (a héj esetében is) Bmadntekinthei. Eblbl a feltételezest
kiindulva a 33. szamu egyenletbe behelyettesitvazésgyszdisitéseket elvégezve a 34. és a
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35. szamu egyenletet kapjuk megHg=mHe/VHe; pMag=MMag/VMag; MHe=NHEM Héjmonomer)

MMag=NMagM Mag; CMag=NMag/V oldat;, CHe=NH&/V olday).-

3
3 |[TMagCMagMMagMHejNHej

diej = (34)

MMagNMagCHéjMHEj

A 34. szamu egyenlet egystisitései mellett a Mj=nHg/CHe Képletet alkalmazva a héj
vastagsaga a kovetkeegyenletettel adhaté meg:

3
3 TMagMag

dpe j = * Vigj (35)

NMag

A dug €értéke a szintézis mennyiségében 225 nm-nek agdaioiely alapjan a mag-héj
kompozit atmésje 885 nm (5.1.10.(B) abrg. Ez a mdbdszer a TEM képek alapjan
meghatarozott atmével tokéletes egyezést mutatott, amely térfogdta € 2,95- 16 nn?) is
1%-0s hiban belll megjosolja a mért értéket.

1300 - (A) 1200 1 (B)
e szintézis soran
a® alkalmazott
1200 o 1100 mennyiség e
1100 4 o’ Oygagni; = 858 nm .*
i 1000 A
§1000 1 E
= I Z 900 o
£ 900 i g
g’ ® ‘ o
=1 800
800 1 az elballitas
ssoran alkalmazott
700 4 mennyiség 700
dpag-ng=960 Nm
600 T T T T \ 600 T T T T ]
0 0,2 04 0.6 0.8 1 0 0,2 0,4 0,6 0.8 1
My (@) Mg (9)

5.1.10. abraA dwaghejertéekének meghatarozasa a 29. s a 34. szamj egyenlet alapjan,

a héj tdomegének valtoztatasaval

Az eredmények alapjan a javasolt egyenletek alksdikaz wiag €s a koncentraciok
ismeretében a héjvastagsag és a mag-héj kompo@itnek az €lzetes becslésére. A meért
€s a szamitott héjvastagsagok, valamint a térfegattekeit a kovetkdr tablazat $.1.2.
tablazat) tartalmazza.
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5.1.2. tablazatA mért és a szamitott mag-héj kompozit athjeédvag-ne) héjvastagsadgife;)

és a héjtérfogatue)) ertékei.

Egyréted mag-héj kompozit dhg-hei(NM) | chgj (NM) | Vigj (nm®)
Szférikus mag-héj modell (26. szamu
792 192 2,25-10
egyenlet)
Mag-héj modell aigiiségek
o _ J ] ) o J 960 276 4,28-10
Szamitott) ismeretében (33. szamu egyenlet
Mag-héj modell a mag
koncentraciéjanak ismeretében (35. 885 225 2,95-10
szamu egyenlet)

Mért TEM képek alapjan 880 236 3,2181(

Mivel az SiQ az elektromagneses sugarzas abszorpciojaval Zelieg rezgési
atmeneteket eredményez, igy az FT-IR jol alkalmi@zhand a szilika azonositasara, mind
tisztasaganak ellérzésére. Az 1050 cmés a 806 cnnél megjelent sav az Si-O kotés
aszimmetrikus és szimmetrikus vegyértékrezgéseibpdelhet (5.1.9. abrg. Az Si-O-Si
kotésben az oxigén deformécios rezgése 437-méh jelenik meg. A felilleten I&vOH-
csoportok jelenlétét a 960 camél megjelets Si-OH vegyértékrezgési savja igazolja. Tovabbi
savok nincsenek jelen a spektrumban, igy a katidensid barmilyen mennyiségben valo
jelenlétét is kizartnak tekintettem. A hatéanyaggkigsdését az IBU-ban taldlhatd C=0
rezgési savjanak a megjelenése bizonyitja 1712 méh Az el$ pozitiv toltés polielektrolit,

a PEI szamos karakterisztikus csuccsal rendelk&zikjjlenyomat tartomanyban. Az amin,
valamint a CH csoport rezgései 1547 és 1452%n#l jelentek meg. Az 1090 és az 1010 cm
Les csucsok, a masodik héjként hozzaadott PSS bbgyirdjének a vazrezgéseihez kothet

A szulfat-csoportok aszimmetrikus és szimmetrikegyértékrezgési savjai rendre, 1170 és
1037 cmt-nél talalhatdéak. A szilika 6f savjanak (1050 ci) folyamatos eltolodasa, a
hozzéadott anyagok karakterisztikus savjainak nheggsén tul, bizonyitja a kélcsénhatasok
kialakulasat, mind a hatbanyag, mind a polielekklesetében.
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5.1.9. abraA szilika-alapi mag-héj kompozitok FT-IR spektrinfa) SiQ, (b) SiQ/IBU,
(c) SiO/IBU/PEI, (d) SiQ/IBU/PEI/PSS

Termogravimetrias méréseket alkalmaztam a liofilindintak szervetlen,- valamint
szervesanyag-tartalmanak a meghataroz4satal(. abrg. A 200° alatti tomegcstkkenés a
fizikailag kotott viz, feluletl valé ,eltavozasanak” tulajdonithaté. A meérést BaP
végeztem, amelydmérséklet nem elege@ich szervetlen anyag bomlasahoz, igy a tiszta SiO
esetében az 6sszes tomegcsokkénes csak a vizaegztidlajdonithato (~5,4%). A S¥IBU
kompozit 15%-nyi témegcsokkenést mutatott 230-38¥6tt. A héjak szaméanak ndvelésével
azt tapasztaltam, hogy egyre kevesebb adszorkieétttartalmaztak a kompozitok. A két héj
termikus bomlasa két elkulorilepc$hoz rendelhét a PEI 290 és 418°C, mig a PSS 418 és
570°C kozott bomlott el. Az IBU adszorbealt menggiét, a szilika feliletén 1618 mg/g-nak
allapitottam meg, amely igen j6 egyezést mutatotildatadszorpcios mérés eredményével, a
kulonbség csupan 48 mg/g.

(A (B)
100 {1 = SiO, 100 A
80 - PSS 80 4
SiO,/IBU/PEI
60 - 060 -
R o Si0,/IBU
©®
= —
40 - 40 -
IBU
20 A 20 A
PE| SiO,/IBU/PEI/PSS
0 : : ;0 . ’ i
0 200 400 600 O 200 400 600
T(°C) T(°C)

5.1.10. abraTermogravimetrias gorbek a kiindulasi anyagokads az Si@alapu

kompozitokra B)
42



A PBS-pufferbe diszpergalt kompozitbol a hatéany@ibeli kioldodasat kbévettem
nyomon UV-spektrofotometridval 272 nm-eb.{.11. abrg. A vizsgéalatot megékéen
meghataroztam a kompozitok pontos IBU-tartalmat,elgmalapjan a ,kapszulazasi”
hatékonysagot a kovetk&egyenlet alapjan szamoltam:

% = %t % 100, (36)
ahol azM; az IBU mennyisége a kompozitban, nWg a teljes bemért IBU tartalom az
eléallitas soran. A kapott ,kapszulazasi” hatékonysitekek rendre az S¥IBU, az
SiO/IBU/PEI és az SigIBU/PEI/PSS kompozitokra nézve 96,5; 79,2 és 70,8% IBU-
tartalom folyamatos csOkkenése arra utal, hogyléallg@as soran, azaz a héjak kialakitasa

folyaman a kompozit folyamatosan veszitett hatogrigatalmabol.

70 5% &

Om . 8O
feoed

w N (o] (o]
o o o o
L s L s

Kioldodas %

N
o

10 A

SiO,/IBU/PEIPSS

0 200 400 600
t (perc)

5.1.11. 4braAz IBU kioldodasi profiljai az Si@alapu kompozitokbdl 25°C-on (kor-
SiOY/IBU, négyzet-SiQ@IBU/PSS, haromszdg-SHIBU/PEI/PSS)

A kioldodasi vizsgalatok soran, a pontos IBU-tamtainal szdmolva a kovetkélzet
tapasztaltam: A héj nélkuli kompozit esetében adkidas ~70%-0s volt 500 perc elteltével.
Az elss polielektrolit réteg is mar szignifikans csokkeinégozott a hatdbanyag kioldodas
sebességében. A 40% kioldédott hatbanyag mennyieeggbb cstkkent (30%) a masodik héj
lassité hatasanak koszonberi. Ha megvizsgaljuk a kioldddasi profilokat lathahogy a
kétreted mag-héj kompozitbdl és a héj nélkil részecskkathatoanyag kioldodas sebessége
0sszemérhétaz el$ egy ordban. Ez arra utal, hogy az IBU nemcsakraspéban van jelen,
hanem a felUleten, valamint a polielektrolit rétdmen is megtalalhatd. Ez az eredmény nem

megled, ugyanis ahogy az UV meérésékhbis kitiinik, a héjak kialakitdsa folyaman a
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hatdanyag folyamatosan oldddik ki a magbdl, igyetédied mag-héj kompozit esetén mar

nemcsak a szilika magban talalhaté hatdanyag, haneéjak kozoétt, azok fellletén is.

0,1 (A) 0 - (B)
-05
_012 4
1
05 - 157
S 3
g s 2
i 2
0,8 25
» e Si02/IBU -3 4 ® Si02/IBU
A SiO2/IBU/PEI ° 35 1§ A SiO2/IBU/PEI
u SiO2/IBU/PEI/PSS u SiO2/IBU/PEI/PSS
-1,4 . . . . ) -4 . . . r
0 100 200 300 400 500 22 32 4.2 52 6,2
t (perc) Int

5.1.12. 4braAz elirendi (A) €s a moédositott Freundlich modell az IBU kinddséara a

szilika-tartalmu kompozitokbal

A kioldédas mechanizmuséara a korabban bemutateittikai modellek alkalmazasaval
kovetkeztethetiink. Ahogy azt, azminényekben mar részleteztem, a kioldodas sebességét
tobb folyamat is befolyasol(hat)ja, azonban a kikaét modellekkel a dot folyamat
meghatarozhatd. A tovabbiakban hat kinetikai modelitatok be, a hatéanyag kioldédas
folyamatanak kvantitativ leirdsara. Azl1.3.tablazat tartalmazza a kinetikai modelleib
nyert paramétereket az egyes mintak esetében. Ralnazott egyenlet ,j0sdgat” a
korrelacios koefficiensRe) értéke adja meg. Az IBU kioldodasara (37°C-ordlag 5.6.6.
abran) a Higuchi modell alkalmazhatd, ezt is varjhiszen az IBU kioldodasa csupan a
membranon keresztli diffizié képesséfdtigg. Az SiQ-alapu kompozitokra alkalmazott
kinetikai modellek kozil kelt az elérendi és a modositott Freundlich modell
reprezentacidja lathaté a2.1.12. abrdn Az IBU kioldédaséat az SiOrészecskélkd a
nulladrend sebességi modell irja le a legpontosabban, ametp$sagat mar a bevedatn
lattuk (egyes gyogyszerhatdbanyagok esetében). AineEny alapjan, tehat a szilika
porusaibdl a kioldodas egy lassu, jol kontrollalyamat. Az egyrétedgmag-héj kompozitbdl
tortérv hatéanyag leadas a hatdéanyag koncentraciojataofikgnetikaval jellemezhét
amelyet az etgendi sebességi modelR®> (0,995) értéke mutat. A kétrétegnag-hé;
kompozit esetében a moédositott Freundlich és arkeysr-Peppas modell adja a legjobb
illeszkedést, azaz az ioncsere, a diffuzio és @zi@rfolyamatainak egyittese a dérd
kioldédas sebességének a szabalyozasaban. Az utdszer tartalmaz egy exponenst -

amint azt a bevezében mar részleteztem - amely informéacidkat hordornd a
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mechanizmusrol, mind a geometriarol. Az BIBU/PEI/PSS mag-héj kompozit esetében
ennek az allandénak az értéke 0,405, amely a g@oimetriara jellemsz értéket kdzeliti meg
leginkdbb. A sebességi allanddk tanulmanyozasathhijuk- habar nem minden esetben
kaptam o illeszkedést minden rendszerre, mindemathcalkalmazasaval- hogy mind a
nulladrend, mind az elérendi modell alapjan egy nagysagrendi csokkeneést tegdhsitink

a kioldodas sebességében a héjak szamanak a rénatldgy a nulladreridkinetikai modell
alapjan kapotko értéke az SigfiIBU kompozitra 1,4-18 s, mig az Si@IBU/PEI/PSS mag-
héj kompozitra 5- 1®s'-ra csokkent. Ez mutatja, hogy a polielektrolitokmailyen szerepiik
van, mennyire befolyasolja az adott héj milyenseggy éppen a héjak szama a kioldodas

mechanizmusat, igy a sebességét is.

5.1.3. tablazatAz IBU kioldddasi profiljaira alkalmazott kinetikenodellek alapjan

kapott paraméterek

25°C IBU SiO,/IBU | SiO./IBU/PEI | SiO,/IBU/PEI/PSS
Nulladrendi [161] | po 0,860 0,992 0,988 0,833
(a hatdanyag koncentrdcidjatol
fuggetlen a kioldédds . 1,0-10" | 1,4-10%+ | 7,6-102%+
, ko(s® ’ ’ ’ 102 £
sebessége) ofs”) +0,0027 | 0,0003 0,0061 >,0-107£0,0015
Elsérendii [163] R? 0,936 0,984 0,995 0,863
hatd ‘ e hciidte]
ot re O ey | 2707 2507 | gy | o
99 9 d +0,0001 | 0,000001 0,0001 0,0000001
R? 0,968 0,958 0,963 0,961
Higuchi [148]
(diffuzié-kontrollalt kioldédds) | . o1z | 2,7-10°%] 3,5-10°% | 1,8:10°+ 100 +
) 0 0666 | 0,0076 0,1497 1,3-107£0,0302
Hixon-Crowell [160] R | 0786 | 0,935 0,926 0,746
(a hordoz6 fajlagos fellilete
vagy a mérete valtozik a knc(s~ | 2,5:10° | 4,3-10% % 2,7-10% £ 102+
kioldodas soran) ) | £0,0004 | 000007 | 00009 | 710700009
R? 0,919 0,986 0,980 0,983
maodositott Freundlich [155
(ioncsere- és dlffl]Zié- ] kme(s2) 2,9-10% | 4,9-10° 10-10% 4 2,7-102% +0,0046
) mF +0,0009 | 0,000003 0,0011 ’ -
kontrollalt)
a 0,511 0,799 0,582 0,405
R? 0,919 0,986 0,980 0,983
Korsmeyer-Peppas [152] m 12,9:10° | 4,910 + 1,0-10° + 0
(erdzi6- és diffuzid-kontrollalt) e (s”") 0,1934 | 0,0004 0,0060 2,7-107£0,4567
n 0,511 0,800 0,582 0,405
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5.2. A BSA konformaciojanak vizsgalata fizikai-kémai médszerekkel

Az SiQ-alapt mag-héj kompozitok sikeresd@litasa és vizsgalatai utan, a szerves-
alapu mag-héj kompozitok @llitasahoz a biolégiai rendszerekben igfaiduld BSA-t
valasztottuk. A mag-héj kompozitédlllitasahoz azonban elengedhetetlen feltétel arjiehé
tulajdonsagainak ismerete kilonBozkisérleti  korilmények kozott. Igy  élként
vizsgalataimat a BSA fizikai-kémiai tulajdonsagdiratanulmanyozasaval kezdtem meg pH

=2 és 12 kozott MilliQ-vizben, valamint fiziologi@ldatban (150 mM NacCl).

70 - - 20
# Te a-hélix (A) ki e a-hélix N — B-f (B)
A aggregalt 60 A A aggregdlt e
16 F—+ N-form 2‘ _:Q'*- Bf A-form| 16
50 JE-Fform ¢ 47 LN
< ! e _~ ;
= )
o x )
125 : :
33 g
< 2
L 8 @
L 4
40 . , ; ; 0 0 ' : ' ' 0
pH pH

5.3.1. abra A BSA a-hélix és az aggregalt forma szazalékos tartalmid-&iggvényében sé
nélkul (A) és 150 mM NacCl jelenlétébeB)

A fehérje masodlagos szerkezetét FT-IR spektrosakeggitségével vizsgaltam. Az
amid | csucs dekonvolucidja, leliséget ad a masodlagos szerkezeti elemek szazalékos
meghatarozasara. Az.2.1. abra mutatja aza-hélix (~1652 crif) és az aggregéalt forma
tartalmanak (~1618 c®) valtozasat a pH-fuggvényében so nélkil és 150 MNKCI
jelenlétében. A BSA, N-allapotban nagyhélix tartalommal (~62%) rendelkezik. Ha a
fehérje konformaciés valtozasokon megy keresztkikpaa © masodlagos szerkezeti elem
csokkenését tapasztaltam. F-allapotbam-d@lix tartalom 52%-ra csékkent, mig E és a B-
formaban kozel 44%-ra redukalédott. Lugos tartorbany pH = 10 és 11 korul egy kis
novekedést tapasztaltam @zhélix tartalomban, ez utdébbi pH-t az irodalombaiel@érje egy
stabilabb allapotdhoz kotik [91]. 12-es pH-n ko42%o-ra csokkent a BSA-hélix tartalma.
Az aggregalt forma jelenléte forditottan valtozik @hélix tartalommal, azaz nagyolib

hélix tartalom mellett kisebb az aggregalt forman&te a fehérje szerkezetében. Példaul az
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N-allapotban & fehérje 2,7%-ban tartalmaz aggregalt szerkezeiigt,pH = 3-on a 44%wf
méasodlagos szerkezeti elem mellett, 11% aggregditd jelenlétét tapasztaltam.

150 mM NacCl jelenléteberb(2.1.(B) abrg kisebb szazalékban tartalmaz a fehére
hélix szerkezeti elemet a s6 nélkiili oldathoz kémezaz korlulbelll 51%-ot. Savasabb, illetve
ligosabb tartomanyban is folyamatos csokkenéststaglgam a § masodlagos szerkezeti
elem tartalmdban. Az aggregalt allapot ebben atbesds forditottan valtozott ax-hélix
szerkezettel; nagyolio-hélix tartalommal kevesebb aggregalt forma pardgyl N-formaban
tapasztaltam a legkisebb aggregalt tartalmat (2,5%)g kitekeredett allapotban a
legnagyobbat (12%).

A BSA harmadlagos szerkezetében bekovétkedtozasokat, a fehérjében talalhatd
aromas csoportok emisszios tulajdonsagainak viasgahl kovettem nyomon 280 nm-es
gerjesztés mellett, amely a legnagyobb kvantumiuesstasi tényeavel rendelkeéa
triptofantdl (Trp) szarmazik. A5.2.2.(A) és (B)abra mutatja az emissziés spektrumok

valtozéasait a pH-fliggvényében so nélkil, valambtt .M NacCl jelenlétében.

126406 1 () 1,2E406 | (8) 1,4E+06 - ©
10E+06 1.0E+06 TEEH6 G
pH8 1N
1,0E+06 1 \
8,0E+05 - 8,0E+05 - pHY \
8 [ (3 8,0E+05 { // A
‘g 6,0E+05 ;,_‘-")6,0E+05 g pH11 /. ’I‘\, -\"’.
£ £ 6,06+05 4/ © %
; %
40E+05 A 4,0E+05 - % 1
4,0E+05 1 \ |
2,0E+05 5\ “‘
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206405 1 ooy \é
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5.2.2. abraA BSA (3 mg/ml) emisszios spektrumainak a valtezald = 2 és 7 kozoth ), es

pH =7 és 12 k6zotB(), valamint az intenzitds maximumok valtozasa afipgyvényében()

A fehérje legkisebb stabilitdsu allapota az izoetakos pont (i.e.p.) kézelében van,
ahol a pozitiv és a negativ toltések szama megédgy&nnek a pontnak a kdzvetlen
koérnyezetében mértem a legnagyobb intenzitast ermssssucsot. Ez azzal magyarazhato,
hogy ebben az allapotbandsrintermolekularis kdlcsonhatasok tartjak Osszeelzérét,
ugymint a hidroféb, van der Waals, hidrogén, didulvalamint az ion-és séhid kotések.
Ekkor a Trp a legkedvébb kornyezetben van (a letideghidrofobabb kdrnyezetben van,
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amely a legnagyobb kvantumhasznositasi hatasfgdwmisul). Ha valtoztatjuk a pH-t, akkor
a Trp kevésbé hidrofob kérnyezetbe kertil, igy exprisezeti atrendédés megy végbe, oly
modon, hogy a Trp idedlis hidrofob kornyezetet Ifad maganak. Ezt igazoljak a
fluoreszcencias intenzitasok is: N-allapotban nmérte legintenzivebb emisszids csucsot,
majd a pH eltolasaval, egyre kisebb intenzitasdkaptam a hidrofilebb kérnyezetnek
koszonheien. pH = 2-es oldatban, majd folyamatos pH novekedéllett vords eltolodast
észleltem (338 nmét tolodik 350 nm-re), amely arra utal, hogy egyeimtiomain szeparacio
kovetkezett be, mivel a Trp egyre hidrofébabb kémetben helyezkedik el a fehérje
matrixban. Masrés#l a BSA pozitivan t6ltott molekula savas kozegbeh,% alatt), amely az
arginin®l, lizintél és hisztidinbl szarmazik. Ezek az aminosavak, illetve a felgzdtéros
(amid kotések, aszparagin, glutaminsav) és a nérgmlészei gyengén hidratalt allapotban
vannak [109]. Az eredeti masodlagosdditk, amelyek a fehérje szerkezetét stabilizaljak, a
kitekeredés folyamatanak koszortest felbomlanak és Ujak keletkeznek, viszont a

kitekeredést gatolja a rosszul hidratalhato fur&kcigoportok jelenléte a fellleten.
1,2E+06 - pH7 N-form @ N-form oH7
4 \ /\

1,0E+06 A
OEH /ﬁ\ \ feltekeredett

E B-form )
8,0E+05 pH9
6,0E+05 részlegesen kitekeredett

4,0E+05 A

Intenzitas

\ E-form A fOTFﬂ

k‘tekeredm

0,0E+00 g ’ - . // . : . ; s
290 340 390 440 49 290 340 390 440 490
Hulldmhossz (nm) Hullamhossz (nm)

2,0E+05 A

5.2.3. 4braA fluoreszcencids mérések dsszefoglaldsa a pH+éiiggben (gsa= 3 mg/ml)

Bazikus kdzegben az emissziés maximumok kék el&dd B350 nmél 347 nm-re)
mutatnak, amely szintén egyre hidrofilebb kornyezemtal a Trp korul. Ebben a pH-
tartoméanyban a BSA negativ tbltése agsen hidratalt karboxilcsoportoktol ered, amely az
aszparagin és a glutaminsav oldallancokban tatilnstg [110]. igy ebben az esetben a
kitekeredés folyamatat nem gatolja semmi, nagyol#ntéli szerkezeti atalakulas ment
végbe, igy nagyobb intenzitas cstkkenést észlethetmint savas pH-n. 150 mM NaCl

jelenlétében az intenzitas szintén az i.e.p. kbeelea legnagyobb. Az emisszios spektrumok
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0sszehasonlitdsaval azt tapasztaltam, hogy savas @Hrp kdrnyezetének atrendeeése
erésen fligg a so jelenlétit mig Iigos kdzegben fliggetlen attél.

Az emissziOs intenzitdsok visszatukrozik a fehdrggmadlagos szerkezetdd.Z.3.
abra), azaz ha az emisszios csucs éles és keskeny, akéoérje felgombolyodott allapotban
van. A pH csokkenésével vagy novelésével a fehémeai kitekeredtek, az emisszids
intenzitasok kisebbek lettek.@.2.(C) abrg. Erésen savas vagy ligos kdzegben a fehérje egy
er6s konformacios valtozason megy keresztil, azazAtBesen kigombolyodott forméaban
van jelen. Az intenzitas kilonbségek a korabbantettdkre vezethéek vissza, azaz hogy
savas €s lugos pH-n a fellletenddunkcios csoportok hidrataltsaga etteigy a szerkezeti

valtozasok is kulonbd@zmeértékiek (pl. 4-es és 9-es pH-n).

97 (A) 10,0 -

0,0 -
-10,0
-20,0 -
-30,0 1

-40,0 A

zeta potencial (mV)

-50,0 1
-60,0 1

-70,0 1

4 BSA+150mM NaCl A BSA+150mM NacCl

1

o -80,0 -
0 2 4 6 8 10 12 14

pH
5.2.4. abraA BSA (3 mg/ml) hidrodinamikai atméje (A) és a zeta potencidB) értékei a

pH-fliggvényében MilliQ-vizben, valamint 150 mM Ng€lenlétében

A BSA-oldatsorozat tagjainak (fényszorasmeérésselgpként a hidrodinamikai
atmeésjét (doLs) és a zeta potencialjaf)(hataroztam meg. A PDI indexek alapjan a sot nem
tartalmazo oldatban a legmonodiszperzebb mintat pH2-n DI = 0,119), mig a
legpolidiszperzebb mintat pH = 3-oP@lI = 0,547) kaptam. 150 mM NacCl jelenlétében
viszont pH = 3-on volt a legkisebbPDI index (0,162), mig pH = 12-n (0,357) a legnagyobb.
Az 5.2.4.(A) abraalapjan megallapithatd, hogy a fehérje kisebb dwetrrendelkezik so
jelenléte nélkdl. A maximum értéket az i.e.p. kordpasztaltam (pH = 5), ezen a pH-n a
fehérje oldhatosaga a legkisebb, ezaltal instahilugyanis az elektrosztatikus taszitds a
,Z€ro” toltésnek kdszonhé&tn megsint, amely a fehérje aggregacidjat idézie dlivel sé
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nélkil és so jelenlétében is azonos méreteket kapigy megallapithatd, hogy ebben az
esetben a so jelenléte nem befolyasolja a BSA szetét.

A legkisebb dpis értékeket a fehérje sajat pH-jan mértem (pH = Ebben az
allapotban, a BSA N-formaban van jelen, amit azdatomban egy szférikus alakkal
rendelked rendkivil kedved formanak irnak le. NaCl jelenlétében az elektroketsreteg
szerkezete is befolyasolja a méretet, és a staiilitamelyfl a ¢ értékek nyudjtanak
informaciot 6.2.4.(B) abrg. A { értékek a BSA fellleti toltését mutatjak, amelydkiakcios
nem stabil, kbzel 0 mV kordli fellileti potenciatéikel rendelkezik, mig savas tartomanyban
a gyengén hidratalhatd funkciés csoportok, kis thoziellleti toltést biztositanak a
fehérjének. Lagos koézegben so nélkil a BSA nagyatiedelileti potenciallal rendelkezik
(¢=-28--69 mV), azaz rendkivil stabil az oldatban, nemregal. A karboxilcsoportok jé
hidratalhatésaganak koszonbemt, az azonos toltéscsoportok kozott a taszitas jelésen
lecsokkent, a savas tartomannyal ellentétben, ahahtermolekularis taszitasokésebbek.
12-es pH-n & értéke Ujra 0 mV koruli érteket vett fel, amely sagallja, hogy ezen a pH-n is
egy ,olvadt gombolyag” szerkezet van jelen, éppumynt a 2-es pH-ju oldatban, azaz a
méasodlagos szerkezeti elemek mar kialakulhattalhadeadlagos szerkezet még nem. 150
mM NacCl jelenlétében @-potenciél az i.e.p. minimalis eltolédaséat is mataglacsonyabb
pH-n valt egyerilvé a pozitiv és a negativ toltések szama. Ahogy&iil is, ha pH = 24l
noveltem a pH-t az i.e.p.-ig, csbkkent a potendudly ebben az esetben kissé nagyobb
értékeket kaptam. Az oldatban jelerdéenok egy kompakt elektromos k&dtéteget hoznak
létre a biopolimer koril, amely a BSA instabilidagibtat okozta. A BSA negativ toltését,
amely a karboxilcsoportoktél szarmazik, a natriumek learnyékoljak, igy sokkal kisebb
potencialokat figyelhetiink meg, az egyétiétnokat nem tartalmazo oldathoz képest. igy a
tomor elektromos keisrétegnek koszénhietn a BSA aggregacioja figyelléaineg.

A fehérje méretét és alakjat SAXS meérésekkel isgatuk a pH figgvényében. A
péarkorrelacios fuggvényels 2.5.(A) abrg is bizonyitjdk, hogy a fehérje N-allapotban (pH =
7) kisebb kiterjedéssel (D = 6,3 nm) rendelkeziigtri-allapotban (pH = 3, D = 9 nm), ahol
a fehérje lancok kigombolyodasa, a BSA nagyobbeléibiterjedését okozza. Masrésizra
fluggvény alakja sem azonos pH = 3 és pH = 7 édélében, amely a fehérje geometriajaban
bekovetke# valtozasokkal hozhatdé 0Osszefliggésbe. A Kratky+lgye dbrazolasaval
(5.2.5.(B) abrg szerezhetiink részletesebb informéaciét a fehénjpeti konformaciojardl,

azaz alakjarol. A fehérje N-allapotaban, azaz pH értéknél szférikus strukturara jelleinz
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gorbét kaptunk, mig pH = 3-nal a gorbe alakjanakgvékozasa a fehérje lancok
kitekeredését bizonyitja.

0.3 1 (A) 4 - y ()

—pH=3

pH=7

h (nm™)
5.2.5. abraA parkorrelacios fuggvényA() és a Kratky-egyenlet abrazolagy & BSA-ra a
pH figgvényében

A kereskedelmi forgalomban kaphaté BSA molekulatgéng a gyartd csak kozetit
informaciot szolgaltat, ezért volt fontos szamunknaontos érték meghatarozasa. Tovabba, a
fehérjék My értékére nincs adat az irodalomban, hogy hogydtoaiid a pH vagy a sé
hatdsara. Ennek meghatarozasara tettem kisérbat@mnhpH-t kivalasztva MilliQ-vizben és

fiziologias oldatban egyarark.@.6. abrg.

5,0E-05 4

©BSA_pH3 (A)
45E.05 | ABSA_pH7
mBSA_pH11
4,0E-05
35E-05
& 30E-05 -
"
25E-05 1
2,0E-05 A 8,0E-06 - @®BSA_s6_pH3
1,5E-05 7,0E-06 - 4 BSA_sd_pH7
mBSA_sé_pH11
1,0E-05 4 . . . . 6,0E-06 ; . : , ;
o 1 2 3 4 s 0 1 2 3 4 5
mg/ml mg/ml

5.2.6. abraA Debye-egyenlet a BSA molekulattmeg meghataroasgsgH-fliggvenyében
MilliQ-vizben (A) és 150 mM NaCIR) jelenlétében
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A BSA sajat pH-ja 7, igy 6kz0r ezen a pH-n végeztem el a mérést. Az eredpény
megkozeliti a Sigma-altal megadott értéket (~66)kRaBSA molekulatomege 65,3 kDa. A
pH csokkentésével, ahol a BSA pozitiv feluleti éékel rendelkezik (pH = 3), a
molekulatémeg ~10 kDa-nal lecsokkent: 54,6 kDakétténértem. A kapott tomegek alapjan
a fehérje monomer formaban van jelen, ahogy pH-erLis Mw = 68,6 kDa). 150 mM NacCl
jelenlétében nagyoblMl, értékeket kaptam. A fehérje-fehérje koélcsonhatasokkal
erésebbek fizioldgias kdzegben, ennek eredményeképfigm BSA molekula lesz dimer
formaban. pH = 3-on egy extrém naljly, értéket mértem, kozel duplaja lett a so jelenléte
nélkili My értékhez képest, szam szerint 114,0 kDa. Az adé@dekkel megegyezik, azaz a
makromolekuldk kozotti befs kolcsonhatasok sokkal d@ebbek az olddszer-fehérje
kolcsbnhatasok ésségénél, igy a BSA nagy valéd@aggel szinte kizardlag dimer formaban
van jelen. Lagos tartomanyban a molekulatomeg ékiégH = 7:M\ = 78 kDa; pH = 11: 83
kDa) megnovekedett dimer forma jelenlétét igazoljgkz Mw meérésével tovabbi
informéciokat is szerezhetlink, ha megvizsgéljukopdlimer hidrataltsagéatél és stabilitasatol
flggd masodik viridl egyutthatd®e) értékeit is $.2.1. tablazaj. MilliQ-vizben névekv pH-
val (pH = 3, 7 és 11) a kovetke2, értékeket kaptam: 2,68, 1,43 és 2,19 h@imol/c?.
Ezekben az esetekben a fehérje jol szolvatalt @theym van, azaz az olddszer-fehérje
kolcsdnhatasok kedvélbek a biopolimer molekuldk kdzotti kdlcsonhatasukiriziologias
kézegben (150 mM NaCl) a mér, értékei egy nagysagrenddel kisebbek. Lugos
tartomanyban ezek az értékek negativva valtak, &pazpakt elektromos kéi$réteg jott
létre, amely a BSA aggregaciojahoz vezetett.

Az My értékekldl tovabbi kvantitativ informacidkat nyerhetiink Kia figyelembe
vesszik a BSA alakjat és a kiterjedését, azaz @rdimdjat. A molekularis térfogatov/)
megkaphatjuk a fehérjdigiségének 4= 1,35 g/cm), és a molekulatomegének (adott pH-n

mért értékeket felhasznalva) ismeretében, az Awagszim Np) felhasznélasaval [170].
M

v, = (37)

™ PNy

Ha ismerjik aVm értékeket, akkor az ekvivalens sugBe«) a kovetke# egyenlet alapjan

’3Vm
Repy = ’ am (38)

Az 5.2.1. tdblazatbanfoglaltam 6ssze a kapott eredményeket. Rg-bdl szamolt Deky

szamolhato.

ertékeket intettem fel, amelyek igen j0 egyezést mutattak émyszorasmeérésb kapott

atmékkel.
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5.2.1. tablazatA BSA fizikai-kémiai jellem®i a fényszoras meérések alapjan, valamint a
szamitott ekvivalens sugar értékei a BSA-ra pH #&s 11 esetén so jelenléte nélkil és 150
mM NaCl jelenlétében

A BSA fizikai- pH=3 pH=7 pH=11
kémiai pH=3 + 150 mM pH=7 + 150 mM pH11 + 150 mM
jellemzdi NacCl NacCl NacCl
M (kDa) 54,6 114 65,3 78 68,6 83,1
Az (mimol/g?) | 2,710 1,810 1,410% | -3,2:10* | 2,210° | -6,8-10°
Z(mv) 0,5 2,1 -69 -2,4 -22 -1,8
Vin (nm?) 67,4 140,8 80,6 96,3 84,7 102,6
Det (nm) 5,0 6,5 5,4 5,7 5,4 5,8
dows) (nm) 5,3 6,8 2,2 5,3 4,6 5,7

A 37. szamu egyenlet alapjan a szamolt térfogattekantve (so jelenléte nélkdl), a
Vm értékei a pH-val folyamatosarttek, mig 150 mM NaCl jelenlétében pH = 3-on egy
kiugroan magas értéket kaptam. A negativ t6I8SA kozel azono¥m értékkel rendelkezik
7-es és 11-es pH-n 150 mM NaCl jelenlétében. Adailmi adatok alapjan a BSA térfogata
N-allapotban 82,4 ni[169], amelyet az irodalomban szférikus geometizaksziv-alak)
rendelnek. Az &ltalunk szamolt térfogatok s6 néinl, 80,6 és 84,7 n3-as, 7-es és 11-es
pH-ju BSA molekulara nézve. Ezen értékeink alapgafehérje s6 nélkul, j6 kozelitéssel
visszaadja az irodalmi adatot, azaz ezeken a pH-ROBSA j0 kozelitéssel gémb
szerkezdinek tekinthet, kivétel pH = 3-on, ahol ®mn értéke elnylltabb szerkezetet sejtet. SO
jelenlétében &m értékek azonban jeldigen nagyobbak lettek: 140,8 (pH = 3), 96,3 (pH = 7)
és 102,6 nrh(pH = 11). Ez arra utal, hogy a fehérje dimenzidgy alakja is megvaltozott s6
jelenlétében.

Az irodalomban a fehérje geometriajdhoz kulérdbdmmenzidkat tarsitanak, amely
alapjan a térfogaM) szadmolhat6. Az irodalomban a fehérjék prolat gei@jahoz 14,1 x 3,8
x 3,8 nm-es Kkiterjedést tarsitanak, melynek tétinga kovetkeZ egyenlet alapjan

szamolhato:

4maZbg
3 )

ahol & (3,8 nm) éd° (14,1 nm ) a BSA alakjat leir6 geometriahoz tartéaéengelyek. A

V= (39)

képlet alapjan a fehérje térfogata (prolat) 106,mmig az oblat ellipszoid alak esetében a 8,8
x 3,4 x 3,4 nm-es dimenzidval szamolva, a BSA tgafa 138 nm[171]. Ezek alapjan, 150

53



mM NaCl jelenlétében 3-as pH-n a BSA geometrigjg@topeometriaval, mig 7-es és 11-es

pH-n a BSA prolat ellipszoid alakkal jellemezéet

5.3. A BSA-ligandum kdlcsénhatasok vizsgalata

A fluoreszcencia spektroszképia az egyik legszéledeirben elterjedt modszer a
fehérje-ligandum kolcsbnhatas tanulmanyozasara. idktaki kisérletekbl informaciokat
nyerhetlink a kioltasi folyamat tipusarol, a kotédandokrol, a kdthelyek szamardl,
valamint termodinamikai paramétereket is meghat@mk. A kioltdsi folyamatok
kiértékelése, a beveddten bemutatott egyenletek alapjan, akkor lehetsdgesz emisszid
maximum helye nem valtozik a folyamat soran. EZéérleteimben, sem az eddig
bemutatott IBU, sem a késbiekben alkalmazott KYNA molekula nem hasznalhat@ a
célra. Ezeért olyan molekulakat valasztottunk, amlelycsak az intenzitdsban okoznak
valtozast. Az egyik ilyen molekula a ketoprofen jKRmely az IBU-hoz hasonléan egy
nemszteroid-gyulladascsokkéntes kis vizoldékonysagu molekula [172,173]. A masik
molekula, az irodalomban mar igen régota alkalnamwblekula, fehérjék vizsgalatakor
hidroféb probaként, amely a fehérjén talalhaté/déarhet hidroféb kdbhelyek
szaméat/aranyat adja meg. Ez a molekula az 1-arfllinaftalén szulfonsav (ANS), amely a
nem-polaris anilinonaftalén-csoportjaval &dik a BSA nem-polaros, azaz hidroféb
felszinéhez [174]. A BSA és az ANS kdlcsonhatas@ibtdtked komplex UV-fény hatasara
vildgoskék szinben fluoreszkal, amelym2.1. dbranlathato.

i~ M

5.3.1. abraA BSA, az ANS és a kilonbéanodlaranyu keverékeiknek képe (pH = 3) UV-

lampa alatt

Vizsgaltam, a BSA/KP és a BSA/ANS kdlcstnhatastjonbegvégil tanulmanyoztam,
hogy mi torténik, ha a BSA és a KP, 1.1 molardnyvekékéhez adom a hidrofob

54



tulajdonsagu ANS-molekulat. A kisérleteket pozés/negativ toltédsBSA-val is elvégeztem,
azaz az egyik esetben pH = 3-on, mig a masik esdibelogids pH-n, azaz 7,4-en. A
BSA/KP komplex emisszidos spektrumaban bekovétkezaltozasokat a novekv

“ s

1,4E406 - (A) 2,0E+06 - 347 nm (B)
1,8E+06 - Cans
1,2€406 - 337 nm
i Cans 1,6E406
L1,0E406 1 1,4E406 1

1,2E+06 -
8,06+05 -

as

1,0E+06 -

ntenzit:
Intenzitas

= 6,0E+05 4 8,0E405 -

4,0E+05 A 6,0E+05 -

4,0E+05 A

2,06+05 /)

2,0E+05 4

0,0E+00 + T T T 0,0E+00 + T T T
290 320 350 380 290 320 350 380
Hullamhossz (nm) Hulldamhossz (nm)

5.3.2. abraA BSA/KP komplex emisszios intenzitasanak csokkereenoveksy

koncentraciéban hozzaadott ANS hatasara pH = :deg pH = 7-eng)

A kulénbdz rendszerekre a Stern-Volmer egyenletet alkalmaegsik pH-n sem
kaptam egyenest, tehat nem csak az egyik kioltAgarinat dominal, azaz a dinamikus és a
statikus kioltds mechanizmusa is szerepet jatsziiolias folyamataban. A Stern-Volmer
egyenletet kielemezve lathatjuk, hogy savas ésslioyt-n is mas tipusu gorbéket kaptunk a
KP-nel val6 kvencselés hatasaba3(3. abr3.

1.6 7 (A) 25 1 (B)
15 23 /'
14 1 1
1,9 1
1,3 A ®
w A
o 1,7 1 L]
1,2 4
1,5 1
1.1
i 1,3 1
o
1 iy _/
q
09 ' - - 0,9 : ; .
0 4 8 12 0 4 8 12
KP [uM] KP [uM]

5.3.3. 4braA Stern-Volmer egyenlet a BSA kioltasara KP-nelpB-on @) és pH = 7-en
(B)
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5.3.4. 4braA Stern-Volmer egyenlet a BSA kioltasdra ANS-tell p 3-on @A) és pH = 7-en
(B)

Az eredményeklil két tipusu gorbét mutatok be, amelyet a KP-ndb vdoltasi
kisérletekldl nyertem: az els esetben (pH = 3) egy telitésbe hajlé gorbét kag@at3.(A)
abra), amely arra utal, hogy a rendszerben két tipusdrdfor van jelen a kioltd
szempontjabol: egy hozzaférbgilletve egy hozzaférhetetlen. Fizioloégias pHH3(3.(B)
abra) a dinamikus és a statikus kioltas egyuttes jétént jellemé gorbét regisztraltam.

5.3.1. tablazatA fluoreszcencia méréseldba Scatchard egyenlet alapjan nyert paraméterek a
BSA+KP, a BSA+ANS és a BSA/KP+ANS rendszerre pHen3s pH = 7,4-en

o Scatchard egyenlet
A vizsgdlt rendszerek )
R n Ko [M7] AG (kJ/mol)

— ] 5 -
BSA+KP pH=3 0,995 |0,52| 1,28-10 29,13
pH=7,4 | 0,993 |1,12| 8,70-10* -28,18

= 0,993 -10* 3
BSA+ANS pH=3 1,77 | 4,29-10 26,42
pH=7,4 | 0,994 |1,47| 1,55-10° -29,60

= 0,993 -10° 3
BSA/KP+ANS pH=3 1,98 | 3,99-10 31,95
pH=7,4 | 0,996 |1,24| 5,68-10* -27,12

A hidroféb probaként alkalmazott ANS hatasarao/F-Q gorbe sem linearis, mindkét tipusu
kioltasi folyamat jellemzi a Trp kioltasab.G.4.(A) és(B) abra). A BSA/KP 1:1 mdlaranyu
keverékénél ugyanezt tapasztaltam, azaz egyik exsefiem lehetséges kotési allandoét
meghatarozni a Stern-Volmer egyenlet alkalmazasaialStern-Volmer egyenlet tehat,

ezekben az esetekben nem szolgaltatott kvantitaformaciokat, igy egyéb (modositott
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Stern-Volmer, Scatchard, Lineweaver-Burk) modszereks alkalmaztam a kioltasi
folyamatok kiértékelésére. Az ezékbkapott eredményeket a kovetk&ben egyuitt
targyalom.

Elsdként a Scatchard egyenletet mutatom B@2. (Abra), amely alkalmazasaval a
kotési allandokon tul, a kéhelyek szama is meghatarozhatd. Viszont azélelbpott
kotdhelyek szama nem egyénbz Osszes kéhely szamaval, hanem a kioltd6 szamara
egyenrangu, azaz egyforman hozzaférheétohelyek szamat adja meg. A log-log abrazolas
igen jo illeszkedést mutat az 6sszes rendszerrek@irpH-n, azR?> 0.99 feletti értékei jol
mutatjadk az egyenlet alkalmazhatosagaB.l. tdblazaj. Ha megvizsgaljuk a kéhelyek
szamét, lathatd, hogy pH = 3-on a KP szamara &rblets legkevesebb kittely (amint a
Stern-Volmer dsszefliggés is mutatta csak az edyikdfér hozzaférhéta kioltd6 szamara),
mig a legtdbb az ANS szamara a BSA/KP komplexer=pH4-en. Mivel pH = 3-on a BSA
pozitiv toltéssel rendelkezik, a fehérje lancokekéredtek, a hidrofob részek kerultek a
felszinre, amely a hidroféb molekuldk meglddsének kedvez. A meghatarozottdkayek
szdma 0,5 és 2 kozotti értékeket vett fel. Az edpik értékek esetében egyféle hozzaféhet
kotohely all rendelkezésre a kioltd szamara, mig haazzrték ketthtz tart, akkor mar
kétféle kobhellyel szamolhatunk. A kotési allandok alapjan alkegithatd, hogy igen nagy
kotési affinitdst mutatnak a hatéanyagok a fehégéhzaz pH = 3-on a KR¢{= 1,28-16 M-
1y, valamint a BSA/KP komplex esetében az AN < 3,99-16 M1), valamint pH = 7,4-en
szintén az ANS mutat nagyobb affinitast, = 1,55-16 M) a fehérjéhez. A legnagyobb
energiat a BSA/KP-hoz adott ANS esetén tapasztghtdm 3-on, mig a legkisebb affinitast a
BSA és az ANS rendszerre mértem szintén savas (- 4,29-160 M1). Mint tudjuk, az
€l6 szervezetben a terdpias hatékonysagot csak a dszahzaz a nem-kotott
gyogyszermolekula képes kifejteni, ezért fontdspaallandok ismerete. Kis kétési allandok
esetében nagy szabad koncentracioban van jeletbanlyag, mig nagy affinitasu Katések
esetében kis mennyiségben van jelen szabad gydgysie&ula a rendszerben. Masképpen
minél kisebb a kétési allandd, annal jobb terap@gkonysag érhétel a hatéanyag-szallitd
rendszer segitségével. 4G értékek minden esetben -27 és -32 kJ/mol kozdtakioazaz a
BSA-ligandum kdlcsdnhatasok 6nként végbetnfatlyamattal jellemezhéek.

A kovetke®y modszer, a modositott Stern-Volmer egyenlEB. (&abra), amely
kikiszoboli a Stern-Volmer hibajat, azaz hogy nermden kioltasi folyamatra kapunk
egyenest. A modszer alkalmazasavef £ 0,99 az elérhet fluoroférok aranyarol fg)
szerezhetlnk informaciob@.2. tablazaj. A kapott értékek igen j6 egyezést mutatnak az

el6z6 modszerrel meghatarozott kbielyek szamaval. pH = 3-on a 0,24 azt mutatja, gy
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KP szamara az elérlietfluoroforok csupan egynegyede elétheviszont ez parosul a
legnagyobb kotési energiaval, igy a legnagyobmigdfst ebben az esetben kaptunk savas pH-
n (Ka= 1,24-16 M1). Az egy vagy az egynél nagyohbértékek azt mutatjak, hogy a kioltd
szamara az 0sszes fluorofor elééhedz eredmények alapjan megallapithatd, hogy a KP
szamara a 7,4-es pH, mig az ANS szamara a savamday biztositja a nagyobb aranyu
kotédést. A BSA/KP komplex esetén a hatéanyag mar lalfoigizonyos kathelyeket, igy az
ANS szamara kevesebb eléthdttohely maradt. 7,4-es pH-n a KP mutatja a legkisebb

affinitast a fehérjéhez, a kotési allandé csup86-3,¢ M.

5.3.2. tAblazatA mddositott Stern-Volmer egyenlet alapjan kapattaméterek a BSA+KP, a
BSA+ANS és a BSA/KP+ANS rendszerre pH = 3-on és=pH4-en

o madositott Stern-Volmer egyenlet

A vizsgilt rendszer R Py K (V] AG (K)/mol)
BSALKP pH=3 | 0,984 |0,24| 1,24-10° -34,76
pH=7,4 | 0,999 |1,54| 5,36-10* -26,98
BSA+ANS pH=3 0,990 |1,14| 1,57-10° -29,64
pH=7,4 | 0,980 |1,08| 2,79-10° -31,07
BSA/KP+ANS pH=3 0,991 |1,10| 3,89-10° -31,89
pH=7,4 | 0,990 |1,24| 1,85-10° -30,05

A Lineweaver-Burk egyenlet alkalmazasave#( abra) kdzvetlenll a disszociaciés
allando hatarozhatdé meg, ameaylaz asszociaciés allandé szamolhat@d@ ertékek ebben
az esetben véltoztak a legnagyobb mértékben, -1-3@&J/mol kozotti értekeket kaptam
(5.3.3. tablaza}. A kotési allanddk 6sszehasonlitdsaval lathat@yhmig az ANS igen kis
affinitassal kosdik a fehérjéhez (~FoM™), addig a BSA/KP komplex esetében az ANS-tal
valé kolcsonhatasa soran, 3-4 nagysagrenddel nhgyelértékek adodtak (~2010° M),
tehat a kioltd molekulak kozott @& kdlcsonhatasok alakultak ki. Ha a fehérje tolbofél
gyoégyszermolekulat is tartalmaz, akkor a nagyoblédio allanddéknak koszontietn a
rendszer kisebb terapids hatékonysaggal jellemé&zBetel ellentétben az ANS Kitese a
BSA-hoz mindkét pH-n nagyon kis affinithsokat mutatKP-hez hasonléan, de ez utdbbi
esetben egy-két nagysagrenddel nagyobb koétésdakah mértem.
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5.3.3. tablazatA Lineweaver-Burk egyenlet alapjan kapott parameit@ BSA+KP, a
BSA+ANS és a BSA/KP+ANS rendszerre 3-as és 7,48 p

Lineweaver-Burk egyenlet

A vizsgalt rendszer
& R2 | Ko[MY | Ko[M7] | AG (kl/mol)
H=3 | 0,984 [1,60-10%| 6,25-10°| -21,65
BSA+KP P
pH=7,4 | 0,999 |6,00-105| 1,67-10°| -24,08
=3 | 0,991 10° 102 -
= 6,00-10° | 1,67-10 12,68
pH=7,4 | 0,980 |1,80-10%| 5,56-10?| -15,66
H=3 | 0,991 |2,80-10¢| 3,57-10°| -31,68
BSA/KP+ANS P
pH=7,4 | 0,990 |5,00-107| 2,00-10°| -35,95

5.4. BSA-alapu kétrétegg mag-héj kompozit szerkezet €s a hatéanyag leadasétikja

A BSA fizikai-kémiai jellemzése utan, az eredmérstekelhasznéalva, a hidrofob
molekulak kotési affinithsanak pH-fliggése alapgn,IBU molekula ,becsomagolasat”, és
igy a mag-héj kompozit &hllitdsat is savas kézegben, azaz pH = 3-on véagegkeEI$ként
a kivalasztott biokompatibilis anyagok aramlasi gmofaljat hataroztam meg a pH-

fuggvényében Mitek készilék segitsegevel.

- 2500 100 4
1000 A
2 mg/ml BSA °b (B)
80 1 Q- 7‘0
- 1500 @
500 A 60 {
+3 mg/ml PSS
- 500 40
> >
E 0 E
2 500 201
0
-500 -
| -1500
-20 4
-1000 A pH L 2500 40 J

5.4.1. abraA kiindulasi anyagok (BSA, PSS, Chit) aramlasigratial valtozasa a pH-
fuggvényébenA), valamint az aramlasi potencial valtozasa a mgdbmpozit kialakulasa

folyaméan B)

Az 5.4.1.(A) abrardl leolvashatd, hogy a BSA tdltés semleges allapoi8-dal van. A
vizsgalt pH tartomanyban, azaz pH = 2 és 12 k&t a PSS, sem a Chit nem rendelkezik
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inflexios ponttal, azaz a PSS az egész pH tartobsmyegativ, mig a Chit pozitiv toltéssel
rendelkezik. A kovetkgzlépésben, miutan meghataroztam, hogy milyen sdbem épitsem
fel elektrosztatikusan a mag-héj kompozitot, elzége a kovetkez kisérletet: elszor 20
mg/ml-es BSA-t titraltunk 3 mg/ml-es PSS-sel, mapdigy kialakult BSA/PSS kompozithoz
adagoltam 3 mg/ml-es Chit$.4.1.(B) abrg. A toltéstitralasok alapjan, a BSA toltését 1,48
mmol/g PSS, mig 1 g BSA/PSS rendszer toltését Oy@diol/g pozitiv toltés kitozan
kompenzalja. Az igy kapott eredmények alapjan, lalde attoltéséhez a mért értékek 10-
szeresét alkalmaztam a kompozitokdditasa soran.

toményséq rendszert valasszunk, amely viszonylag nagyobbngis@di hatbanyagot képes
felvenni, emellett fontos szempont volt a hidrodnileai atméé (dors) értéke, amely mint
tudjuk a fehérjék esetében pH- és koncentracidfliggért keszitettem 3-as és 7,4-es pH-n is

egy-egy oldatsorozatot 39 - 60 mg/ml koncentraartotnanyban, a méret tanulmanyozasara.

5.4.1. tablazatA BSA atmééje, valamint a PDI indexek értékei a koncentragaamint a

pH-fliggvéenyében

Cosn (mg/ml) pH=3 pH=7,4
dois (nm) £2,5% | PDI £ 5% | dpis (nm) £ 2,5% | PDI + 5%
39 7,2 0,235 5,2 0,296
42 5,7 0,384 4,6 0,297
46 6,2 0,658 4,8 0,291
50 7,8 0,318 3,8 0,347
52 7,6 0,332 3,8 0,314
55 7,2 0,624 4,3 0,344
60 8,2 0,221 3,8 0,361

A DLS mérés eredményeit &8z4.1. tablazattartalmazza. A méreteket 6sszehasonlitva
lathato, hogy fiziologias kozegben kisebb mé&rat BSA molekula. Ez nem is megtep
ugyanis egy feltekeredett fehérje (nativ allapojb@rkitoltése kisebb, egy kigombolyodott
fehérjéhez képest. Mivel a méretekben nagy kiltyddset nem észleltem, igy a PDI index
ertékeire hagyatkoztam. Minél monodiszperzebb med$etrehozasara térekedtem, igy a

“ s

0,235) vélasztottam a tovabbi kisérletek elvégzeséeh
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5.4.2. 4braA BSA-alapu mag-héj kompozit@llitdsanak, valamint a kioldodas

folyamatanak a sematikus abraja

Az aramlasi potencialmérés és a DLS eredményekdalap BSA-alapi mag-héj
kompozitok eballitasa a%.4.2. dbranlathatd folyamat szerint ment végbe. A pozitivési
BSA-magba €iszor az IBU-t ,csomagoltam be”- a fehérje kicsapaba majd kialakitottam
az el$ és a masodik polielektrolit héjat elektrosztatikiBcsonhatasok révén. Az utolso
lépésben feltlintettem a kioldodas folyamatét iselgnsoran a kompozit szétesik az pH
eltoldsanak (pH = 3-rél pH = 7,4-re) kdvetkezmérgymden, azaz egy pH-érzékeny rendszert

allitottam eb, vizben rosszul oldédé hatdanyag molekulak kapgagdara.

5.4.2. tdblazatA BSA-alapu mag-héj kompozitok IBU-tartalma, valatra kapszulazasi
hatékonysag értékei

A vizsgalt bemért IBU IBU mennyisége a hK:f;ESLaZSaéSI
rendszerek mennyisége (mg) kompozitban (mg) Y y>ag
0
BSA/IBU 20,60 19,29 93,65
BSA/IBU/PSS 19,29 15,86 76,97
BSA/IBU/PSS/Chit 15,86 14,29 69,35

A kompozit eballitasanak egyes lépéseiben rogzitettem a feldkisbszorbancia
spektrumait a megkotott IBU mennyiségének a megbzddara. Az5.4.2. tablazat
tartalmazza az édhllitas folyaman bemért teljes IBU mennyiségét,ompozit vegé IBU
tartalmat és a kapszuladzasi hatékonysagot (36. (széggenlet alapjan). A kapszulazasi
hatékonysag mutatja, hogy a bemért mennyiség maj@##%6-a maradt a BSA-hoz kotve. Ez
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igen nagy szamnak tekintldet hiszen az irodalomban 1:3 sztdchimetriai ckiésil
olvashatunk, mig a szintézis soran 1:10 molarangstiam a hatdéanyagot a hordozohoz. Ez
azt jelenti, hogy pH = 3-on tobb, kisebb/nagyobfndfsu hely valik elérhéwvé az IBU
szamara, mint pH = 7,4-en, amelyet az irodalomleaszerint vizsgalnak. Tovabba az IBU
kis vizoldékonysaga ellenére (0,021 mg/ml [17d])obbszorosét alkalmaztam azdadiitas
folyaméan (~60-szorosat), amely megndvekedett ofifidara utal. Ezt az IBU ,kapszuladzasi”
hatékonységa is mutatja, ugyanis minél tébb hagmgtdik a fehérjehez, annal tébb tud
feloldédni, igy megnévelhéta bevitt hatdanyag mennyisége. Azoéels] kialakitasakor
jelents IBU mennyiség oldodott ki, 77%-a maradt a komibezi az el$ lépésben
hozzdadott mennyiséghez képest. A Chit réteg Kidls&kor tovabbi IBU molekuldk
oldédtak ki a kompozitbol, bar a csokkenés mértékebb, koszonhéen az el§ héj lassitd
hatasanak, amely mar az@litas folyaman is kiinik. Ezeket az eredményeket iazvitro

kioldédasi kisérletek kiértékelése soran hasznafedhm

Amid | (v C=0)
Amid Il (v CN, v NH)

Random coil

BSA/IBU/PSS/Chit—Random coil

BSA/IBU/PSS — [-redd

1648 cm’”

BSA/IBU ————— Random coil

Abszorbancia (a.u.)

1642 cm’

BSA p-reds

1650 1600 1550 1500
Hullamszam (cm)

5.4.3. 4braA BSA, valamint a BSA-alapi kompozitok infravogsektrumai 1700-1480 ci
hullamszam tartomanyban

A mag-héj kompozitok kialakulasat ebben az esetiseRT-IR spektroszkopiaval
ellendriztem. A fehérjékre jellemiz karakterisztikus savok koézil, a masodlagos szetkez
valtozasokra érzékeny, amid | sav helyét vizsgaltsimgallapitottam, hogy a BSA pH=3-as
oldatban, majd liofilizalva is mégzi kitekeredett strukturajat, ugyanis a sdv maxirhelye
1642 cmt-nél talalhatd, amely egyértelien af-reds szerkezeti elemre jelleabszorpcios
maximum. Az IBU kobdése ennek a rendezett szerkezeti elemnek a résztsgkkenést

okozta, rendezetlen (random) szerkezet lett a magimd. Az IBU kébdésekor, a kevesbé
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erzekeny, amid Il sav helye is valtozott, ami arta, hogy a hatéanyag a C=0, C-N és az N-
H funkciés csoportokhoz is kidott; azaz hidrogén-kotések alakulhattak ki az IBU
karboxilcsoportjai és a fehérje amino,- illetveb@xilcsoportjai kozott. Az etspolielektrolit

héj megkotdesekor a fehérje Ujra rendezettebb szerkezetdeletzaz a PSS ,beburkolta” a
fehérjét, amely igy egy részleges felgombolyodéstirményezett. A Chit hozzaadasara Gjra
egy rendezetlenebb szerkezet lett a meghatarozamia | sav valtozasat és a hozzatartozo
masodlagos szerkezeti elemekebak 3. dbramutatja.

051 - BsaiBU
A BSA/IBU/PSS

~ BSA/IBU/PSS/Chit

-1,5

-1 -0,5 0 0,5
logh

5.4.4. 4braA BSA és a BSA-alapu mag-héj kompozitok szérasgjcalfraktal meredekség

értekekkel

A szerkezeti tulajdonsagok meghatarozasara kigsrogtgenszoérast alkalmaztunk.
Amint azt az Si@alapu mag-héj kompozitokndl is tettiik, ebben a&tbes is meghataroztuk
a fraktaldimenzidkat. A szorasgorbék log-log ablagat és a fraktal meredekség értékeket az
5.4.4. abramutatja. A BSA fraktal meredekség értékeamelyre a szilikdhoz hasonléan, a
tomegfraktal a jellemz Viszont, a szilikaval ellentétben a mag-héj komipdialakitasa
soran, itt nem @it folyamatosan a fraktal meredekség, hanem egnddl értéket tartott, azaz
a = 2 érteket mértliink az egy,- €s a kétrétkgmpozitokra is. Egyedil a BSA/IBU esetében
észleltink némi eltérést, a fraktal dimenzié énéka = 1), amely egy lanc-szérstrukturat
jelol, azaz a fehérje egy jelést frakci6jaban bekdvetkéz szerkezeti valtozasoknak
koszbnheaten, a random szerkezet lett a meghatarozé, ansgdhdngban van az infravorés
eredményekkel.

A Guinier egyenletet alkalmazva a rendszer agguegdh aggregalt allapotat
vizsgalhatjuk $.4.5.(A) abrg. Az eredmények alapjan a BSA és a BSA/IBU rendsze
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egyedi szérocentrumokat allapitottunk meg, mig gy-és kétrétely mag-héj kompozitok
esetében aggregatumok jelenléte igazolt. Ezt alne¥pyt ah-Ry szorzata mutatja, tehét ha ez
az erték kisebb, mint 1,3, akkor egyedi részecskaknak jelen a rendszerben, mig ha

nagyobb, mint 1,3, akkor a rendszer aggregalt.

2,6 1 0,004 - (B
BSA (A) BSA

BSA/IBU == " BSA/IBU/PSS

=+ BSA/IBU/PSS oo03{ & B BSA/IBU/PSS/Chit

BSA/IBU/PSS/Chit

So002 {54

"'.. mES o T
0.2 1 O’X’oo BAAA o 0o ;
<0, | A &
R %000002 AA%AA An 0,001 428
090, AL !
,0_4 J \_ 0000000
-1 : of .
0 0,1 0,2 0,3 ) 20

h?(nm-2) 1rD(nrn)

5.4.5. dbraA Guinier (A),- és a parkorrelacios fuggvéry)(a BSA-ra és a fehérje-alapu

kompozitokra

ATSAS Gnom szoftverrel értékeltik ki a részecskmlgag eloszlasi flggvényt, azaz
ap(r) fuggvenyt 6.4.5.(B) abrg. A r maximuma nem valtozott a kompozit felépllése soran
viszont egyre nyujtottabb és laposabb gorbéketukdkpa héjak szamanak a novelésével. A
BSA p(r)-r fuggvényének alakja a fehérje szférikus geomémaddjutal. Ez a geometria
folyamatosan valtozott, egyre inkdbb ellipszoidkéla valt. A szerkezettel 6sszefliggésbe
hozva, ez azt jelenti, hogy a fehérje részlegesegtamtotta eredeti szerkezetét, mig egy
jelents frakcidja atalakult; azaz a fehérje lancok kitekiéek. A goérbékdl az is leolvashato,
hogy a méretek folyamatosa#éttek a kétréteg mag-héj kompozitok kialakuldsaval. A SAXS
a bel$ szerkezetil ad informaciot, a szérasvektor reciprokanak miegfemérettartomanyt
vizsgalva, igy ez nem lehet azonos a fényszérasmataépjan kapott hidrodinamikai
atmebkkel. A SAXS mérésekkel meghatarozott atékeéigy csak, a fehérje (BSA) méretére
vonatkoznak, amely értékek azt mutatjdk, hogy adratag beépil a fehérje mag bbels
strukturgjaba, valamint a héjak ,beburkoljak” a BEAJ kompozitot.
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5.4.3. tablazatA BSA és az IBU-tartalmu kompozitok jelleiza TEM, a DLS és a SAXS

mérések alapjan

Fizikai-kémiai jellemz6k | BSA | BSA/IBU | BSA/IBU/PSS | BSA/IBU/PSS/Chit
derem [nm] 75 | 131 138 223
dos [nm] 7,2 8,2 134 231
LoLs) [mV] 2,5 5,1 -10,3 6,1
Rg (saxs) [nm] 2,9 3,0 4,3 5,6
a(saxs) - 2,0 1,0 2,0 2,0

Fluoreszcencia spektroszképiat alkalmaztam a fehérerkezetében bekovetkez
valtozasok kovetésére a Trp emisszidjanak merésgdle. abrg. A BSA emisszios
intenzitasa kis csokkenést mutatott a hatbanyagdamasara, ami arra utal, hogy az IBU a
Trp kornyezetébe kétott. A kitekeredett fehérjével toébb IBU molekulaépes
kolcsdnhatasokat kialakitani, amely hataséra szetkevdltozasok mentek végbe a BSA
szerkezetében, ugyanis a Trp igyekszik maganakIrhidéofébabb kornyezetet talalni. A
PSS két dis emisszios csuccsal rendelkezik ennél a gerjesdtédz egyrétely mag-héj
kompozitot vizsgalva, azt tapasztaltam, hogy a B&#&ai teljesen elfedik a BSA emissziojat,
ami bizonyitja feltevéslinket, azaz hogy a polietdkt beburkolja a BSA/IBU kompozitot.
Chit hatadsara az emissziés intenzitas kissé diegami azt valdsziisiti, hogy egy Ujabb
szerkezeti atrendédés ment veégbe a masodik héj kialakithsa soran.tofomeég
hangsulyozni, hogy sem az IBU, sem a Chit nem rd&edik emisszioval az alkalmazott

gerjesztési hullamhossz hatasara, igy ezek nenybefidjak a mérési eredményeket.

Intenzitas (a.u.)

290 390 490
Hullamhossz (nm)

5.4.6. abraA BSA-alapu mag-héj kompozitok emisszids spektiu@pBSA, (b) BSA/IBU,
(c) BSA/IBU/PSS, (d) BSA/IBU/PSS/Chit, (e) PSS
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A kompozitok méreteit DLS és TEM meérésekkel hattamoz meg. Az eredmények
alapjan a BSA molekula és a BSA/IBU nanokompozieggarant 10 nm kordli atlagos
atmébvel rendelkezik. A PSS hozzaadasara igen nagyniéni@kekedést tapasztaltam, ~138
nm-re Btt a kompozit mérete. A masodik réteg kialakitéd®zabbi szaz nm-es névekedést
okozott, igy a kompozit mérete mar 220 nm koriti l& méreteloszlasi fliggvényeket a DLS
mérések alapjan ag6. 4bra szemlélteti. A TEM felvételek igazoljdk a mag-retjuktira
kialakulasat %.4.7. abrg, valamint a méretek j6 egyezést adtak a DLS nedskz
meghatarozott atmékkel. Az 5.4.3. tablazattartalmazza a méret, a zeta potencial, a giracios

sugar, valamint a fraktal meredekség értékeket §,RALTEM és a SAXS mérések alapjan.

| BsaBU PR

5.4.7. 4braA BSA/IBU és a BSA/IBU/PSS mag-héj kompozit TEMvigelei.

A kompozitok jellemzésekor a méret mellett kilémbgentos az elektrokinetikai
potencial ) meghatarozasa a rendszer stabilitAsanak jellemgzsmpontjabol. A5.4.3.
tablazatban lathaté, hogy a kompozit kiépulése folyaman hogyaftozik a { értéke,
amelynek téltését mindig a legkélbéj hatarozza meg. A BSA, az i.e.p.-ja alatt (}-pdxzitiv
toltéssel rendelkezik (+2,5 + 0,5 mV), mig ha adhayagot hozzaadtam, akkor azt
tapasztaltam, hogy az IBUGskqiti a fehérje lancok kitekeredését, disszodidigidgy egy
kissé megétt a { értéke (+5,1 = 0,7 mV). PSS hozzaadasakor a kdltdépenzacio eléréséhez
szikséges mennyiség 10-szeresét adtam a BSA/IBd$zerhez, amely soranda= -10,3 +
1,5 mV lett, azaz a PSS attoltdtte a fellletet. Wt @setében is ugyanezt tapasztalhatjuk,
pozitiv toltés lett a kompozit (+6,1 £ 1,0 mV), ami azé&zervezetben valo alkalmazasnal
rendkivil ebnyds, ugyanis a sejtek negativ toltésével elektatigns kolcsonhatasok
kialakithatoak.

A BSA-alapu kompozitok esetében is végeztem elingiEtmitasokat a héjvastagsag
meghatarozaséra. A DLS mérések és a TEM képekaalapja BSA makromolekula 7 nm
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korali atlagos atméwel rendelkezik, mig a BSA/IBU/PSS mag-héj kompaoudr 134-138
nm-es atlagos atm@ti. Ennek alapjan azzal a feltételezéssel szamohagy nem egy BSA
monomer van a magban, hanem tobb fehérje Osszeldgibs és ezt veszi korul a
polielektrolit. Az 5.1.8. sematikus abraalapjan és a 33. szamu egyenlet atrendezésével, a
kompozit ebéllitasa soran alkalmazott mennyiségeket felhagan@ssa = 0,5850;pesa =
1,00671 glcrfi mess = 0,045¢; prss = 1,01599 g/c) a héjtavolsagok valtoztatasaval
hatéroztunk meg egy realis magméretet.

3 MMag
SO ey (40)
T; = —_—
Mag PMag

A kapott rmag értékek a 10, 20, 30, 40, 50 és 60 nm-es héj gsdgal szamolva
rendre, 23,58; 47,17; 70,75; 94,34; 117,93; 14251165,09 nm a 40. szamu egyenlet
alapjan. A DLS és a TEM mérésekikapott atmés értéket felhnasznalva valasztottam ki a
rendszerinkre a legvalosibb 6sszetételt. A ~47 nm-es gombolyagot korulbg@iinm-es
sugarral rendelkéz héj veszi korll, amely ~134 nm-es atfijérkompozitot eredményez,
amely tokéletesen megegyezik a mért értékekkel.

A szamitott sugar érték alapjanVaag-he= 1,27-16 N (27), aVmag= 4,4+ 16 nn? (28), mig
a Vheg = 8,3-16 nn?® (29). Igy a szamitott mag-héj kompozit dsszetétléintve 65%-at a
héj, azaz a PSS, mig 35%-at a mag, azaz a BSAalkot

Kioldodas %

0 200 400 600 o 36t P

5.4.8. abraAz IBU kioldédasi profiljai a BSA-alapu mag-héjmpozitokbdl 25°C-on (A) és
37,5°C-on (B)

A BSA az UV-tartomanyban két elnyelési csuccsatletkezik. Az el§ 220 nm kordl

van, amely a polipeptid lancok és a lancvégi kaitbsaportoktél szarmazik. Ennél az
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abszorpcional, az IBU is rendelkezik elnyeléssgly €z nem hasznalhaté a hatéanyag
csoportok elnyelésébered. Az IBU mennyiségi meghatarozasa a BSA riglk&4 nm-nél
lehetséges, ahol a fehérje nem zavarja az IBU KEsge [175]. Ennek ismeretében
készitettem egy koncentracié sorozatot, amely egalBU-t tartalmazza, és olyan sorozatot,
amelyben az IBU mellett a BSA is jelen van. A kindidtt hatbanyag mennyiségét igy a
megfeleb kalibraciés egyenes alkalmazasaval hataroztam meg.

04 - Iy 257 eIBU_37,5°C (B)
+BSA/IIBU_37,5°C

= BSAIBU/PSS_37,5°C

| aBsansuPssichit_375°¢

1,5 1
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n
-]
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(=]
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IBU_37.5°C
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-5,2 { WBSA/IBU/PSS_37,5°C

4 BSA/IBU/PSS/Chit_37.5°C
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5.4.9. abraAz elirendi (A) és a Korsmeyer-Peppd®) (modell abrazolasa 37,5°C-on az
IBU kiold6daséara a BSA-alapu mag-héj kompozitokbdl

A kompozitok IBU-tartalmat ebben az esetben is U¥-spektrofotometrias
mérésekkel hataroztam meg. A kompoziéditasa soran 1:10 mélaranyban adtam az IBU-t a
fehérjéhez, amely esetben igen nagy kapszulazéskdraysagot értem el, 93,7%-ot. Ez az
eredmény azt mutatja, hogy az IBU ezen a pH-n neknasnagy affinitdsu helyekhez - az
irodalomban 1:1 és 1:3 molaranyu sztéchiometridgbdéstl irnak - képes kddni, hanem
egyéb, kisebb affinitAsi helyekhez is. Masréisaz IBU 60-szorosa oldédott fel, az
irodalomban irt oldhatésagi korlathoz képest. Aakédjialakitdsa soran a hatéanyag-tartalom
folyamatosan cstkkent, hiszen adadlitas soran a kompozit diszpergalasa a poliedéitr
oldatban az IBU kioldédasat idézteselAz egyréte§f mag-héj kompozit esetén, a
kapszulazasi hatékonysag 77%, mig a kétfiétkgmpozit esetében tovabbi csdkkenést
tapasztaltam (69,4%). Ez a kisebb csdkkenés, agzalagyarazhatd, hogy az egyréteg
kompozitbdl vald kioldodas sebességét a héj gatoljg a BSA-bdl valo kioldodas szabadon,

minden akadaly nélkil lehetséges.
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Az in vitro kisérletek pH = 7,4-en valdsultak meg, szembeorapgozit kialakitasanak
kortlményeivel (pH = 3), amely az elektrosztatikéézonyok megvaltozasat vonta maga
utadn, igy a koncentracié gradiensen tul, a kompsezétesése is biztositotta a kiolddédas
folyamatat. Masik €inye a folyamatnak, hogy a szervezetbe juttatva, canpozit
alkotorészeire esve nem halmozodik fel a szervemetlugyanis bioldgiailag lebomlo
anyagokat alkalmaztunk, amelyet igy a szervezetkei rendszere el tud tavolitani, mig az
IBU megfeleb koncentracidban valé bevitele biztositott a konifpalkalmazasaval.

5.4.4. tablazatAz IBU kioldodasi profiljaira alkalmazott kinetikenodellek eredményei

25°C-on
25°C IBU BSA/IBU | BSA/IBU/PSS | BSA/IBU/PSS/Chit
Nulladrendd [161] R? 0,860 0,993 0,987 0,958
(a hatéanyag

koncentrdciojatdl fiiggetlen 1,0-10%+| 1,3-10"+ 8,7-10°+

-1 M2
a kioldddds sebessége) ko (s™) 0,0027 0,0202 0,0099 7,8:10°%0,0076
Elsorendd [163] R | 0936 | 0,960 0,992 0,953
(a hatéanyag
koncentrdcidjatdl fiigg a 17-10%+| 21-10%+ 12103+
kioldédds sebessége) ka(s”) 0,0001 0,0011 0,0001 8,0-10"+ 0,0001
Higuchi [148] R? 0,968 0,933 0,974 0,945
(diffuzid-kontrollalt 27.10°+ | 31-10°+ 212-10°+
. ;s gz k -1/2 7 - 7 - 7 - i Oi
kioldodas) #(7) | b 0666 | 0,5860 02415 | 1610701814
Hixon-Crowell [160] R? 0,78 | 0,973 0,984 0,957

(a hordozd fajlagos fellilete
vagy a mérete valtozik a kuc(s” |2,5-10%%| 4,0-10°+ 2,6-10°%

2,1-10%+0,0016

kioldodas sorén) %) 0,0004 0,0001 0,0015
cdositott Freundlich (155 R? 0,919 0,979 0,948 0,970
mo (ffr’,c‘:ere_’eé‘;'zhf}zzié_ I knfs) |29°10°%] 24:20°¢ | 1,6-10%% 1,5-107%
. m 0,0009 | 0,0002 0,0021 0,0000001
kontrolldlt)
a 0,511 0,894 0,525 0,499
B , 152] R? 0,919 0,979 0,948 0,971
orsmeyer-rFeppas
(eréz}ilé—ésgi?fuzié- ke (s™) 29:10°+| 24:10°% | 16:10°% | ) ) 100, 0 01g3
. * 0,1934 | 0,0204 0,2104 ’ =
kontrollalt)
N 0,511 0,894 0,525 0,501

A kioldédasi profilok 6.4.8. abrg alapjan lathatd, hogy a héjak szabalyozé szerepe
egy ora utan mutatkozik meg igazan. 25°C-on a BBl4/kompozitbdl 70%, az egyréteg
kompozitbdl 40%, mig a kétréteégnag-héj kompozitbol csupan 32% IBU oldodott ki 500

perc elteltével. 37,5°C-on asimérséklet megnovelte a kioldodas sebességét. Alddolt
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hatbanyag mennyisége 67%, mind a héjnélkili, mindegyréte§ kompozit esetén. A
BSA/IBU/PSS/Chit mag-héj kompozit esetében lathhtiy a lbmérséklet nem befolydsolta

a kioldodas sebességét, csupan 1%-kal ndvelte miegmpozitbdl kioldédott hatdéanyag
mennyiségét, tehat a PSS/Chit héj jol kontrollaaBU kioldodaséat. Ha tovabb vizsgaljuk a
kioldédasi profilokat lathatjuk, hogy ez a BSA/IBEnhdszerre is elmondhato, ugyanis az IBU
kiold6dasa kozel 70% mindkétimérsékleten. Az egyrétégnag-héj kompozit esetében mar
tapasztaltam némi kulonbséget. Szdtmaérsékleten indul meg gyorsabban a kioldédas, de
utana folyamatos lassulas figyelheheg, igy 500 perc elteltével 18%-kal maradt kelvbse
IBU a kompozitban 37,5°C-on, mint szoléatérsékleten.

5.4.5. tAblazatAz IBU kioldodasi profiljaira alkalmazott kinetikenodellek eredményei

37,5°C-on
37,5°C 18U BSA/IBU | BSA/IBU/PSS | BSA/IBU/PSS/Chit
Nulladrend(i [161] R? 0,827 0,992 0,985 0,995
(a hatdanyag
koncentrdciéjatdl fiiggetlen o 11,7-10%+| 1,3-10%+ | 14-10"+
a kioldddds sebessége) | o(5) | 7 0006 | "0,0124 00173 | /8107£00094
ElsGrenddi [163] R? 0,959 0,971 0,995 0,994
(a hatdanyag

koncentrdciéjatdl fiigg a 9,3-10%+| 2,0-10%+ 2,2-103%+

ka(s?) 1,0-10°+ 0,0001

kioldédas sebessége) 0,0015 0,0004 0,0004
Higuchi [148] R? 0,957 | 0,945 0,967 0,944
(diffuzié-kontrollalt 4,6-10°+ | 3,1-10°+ 3,3-10°+
. L k -1/2 7 ] ', . Oi
kioldddas) W)\ 00147 | 02022 | 04224 | MP10£0.2262
Hixon-Crowell [160] R? 0,768 | 0,946 0,952 0,956

(a hordoz6 fajlagos fellilete
vagy a mérete valtozik a knc(s” | 3,3-10°t| 4,0-10°% | 3,9-10°%

3,4-10%+0,0023

kioldéd4s soran) 3) 0,0001 0,0028 0,0026
R? 0,914 0,960 0,925 0,976
mddositott Freundlich [155] > > > =
. ( geppr s 52-10°t| 1,2-10°+ 3,0-10°t 3,0-10"%
(ioncsere- és diffuzio- kme(S)
. 0,0002 0,0004 0,0004 0,00002
kontrolldlt)
a 0,502 1,019 0,808 1,168
R? 0,914 0,963 0,981 0,976
Korsmeyer-Peppas [152] 5 2.10°t | 12-10°% 16-10°%
Lot A A d'ff, . -n ,L" - 4" - 50" - . _2+
(er6zi6- & diffizio ke (s") 170 0213 | 0,0354 00592 | %8107+0,0023
kontrollalt)
n 0,502 1,019 0,798 1,168

A kinetikai modelleket ebben az esetben is a tehp@® perces intervallumra
alkalmaztam, hogy a hatéanyag kioldédasara a @tghe@gészen a vizsgalat végéig az 6sszes

végbeme# folyamat figyelembevételével, a legmeghatarozddillgaimatot meghatarozzam.
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Az IBU Kkioldodasi profiljaira alkalmazott disendi €s a Korsmeyer-Peppas modell
illeszkedését a%.4.9. abranmutatom be.

Az IBU kioldbédasat, amint azt mar korabban emiéett csakis a diffazié (Higuchi
modell) befolyasolja 255(4.4. tablaza} és 37,5°C-on 5.4.5. tablaza} is, azaz csak a
membranon keresztili diffaziojatél figg. A BSA fejee hordozobdl az IBU kioldédasi
mechanizmusanak a leirasara 25 és 37,5°C-on is |lmdrandi sebességi modell
alkalmazhat6, ami arra utal, hogy a fehérjéhez \d@thdésével, egy lassu, szabalyozott
hatdanyag leadas valosul meg. Ezzel szemben, kivacenfigd kioldodas a meghatarozo
az egyrétefy mag-héj kompozit esetében @@ksndi kinetikai modell), 25 és 37°C-on is.

A kétrétedi mag-héj kompozit esetén kaptam dltéredményeket admérsekletdl fliggsen.
Szobalbmérsékleten a Korsmeyer-Peppas modell irja le leggabban a mechanizmust,
amely alapjan an értéeke0,5 amelyet a modell névaddi pontosan definialtakniigt egy
diffazié-kontrollalt mechanizmust, sik geometridfiordozobol. Ezt a SAXS mérésekb
kapott fraktal dimenzidkkal lehet magyarazni, ugganBSA-t tomegfraktél jellemzi, amely a
hatéanyag hozzaadaséaval, valamint a héjak épulésélyamatosan a fellletfraktal felé
tolodott el, amely egy érdes, csipkézett felulegatosul. Ha a kompozit szétesik — a pH
valtoztatasnak koszonlden - és a hatéanyag folyamatosan oldddik ki a kaitipd, egyre
simébb fellletet kapunk, visszajutunk a kezdeti porithoz, amelyre a tomegfraktél, ami
egy viszonylag sima felllettel parosul, a jellémB7,5°C-on a kiolddédas kinetikdja a
nulladrendt modellel irhatd le, azaz fiziologias kérilményetiz&tt a kompozit egy jol-
szabalyozott hatdéanyag-leadd rendszerként jelleet&zhA héjak szerepe itt is a
lassitas/szabalyozas folyamataban jatszik szerapalyet a sebességi allandok csdkkenése
mutat a héjak szamanak a novelésével (BSA/IBU/RSS,1,2-1¢ st; BSA/IBU/PSS/Chit,
ko= 8,0-10* s1).

5.5. BSA-alapu egyrétei mag-héj kompozitok szerkezete és a hatdéanyag leada

kinetikaja

Mivel az ebzéekben sikeresen allitottam 6elmag-héj kompozitokat, igy a
tovabbiakban szerettilk volna meég inkabb tokéleiesita rendszert és a biologiai
rendszerekben alkalmazhatébb kompozitokat fejleszt&mint azt mar az irodalmi

elézményekben is emlitettem manapsag igen nagy akagdfnt a kutatok szdmara a
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koézponti idegrendszerre hatd gydégyszermolekulakagdr gaton tortéh atjuttatasa. Tovabbi
problémat jelent a gydégyszerformuldk kis hatdéangatplma, amely nem elégséges a
hatékony koncentracio eléréséhez, ezért a tovabhiaka kutatdsaink erre a terlletre
0sszpontosultak. A valasztott hatéanyag a kinure@sa¥NA) volt, amely oldatban instabil
vegydulet, igy a kisérleteimet stabilitas vizsgatatd kezdtem meg.

A stabilitasi vizsgalatokat pH = 3 és 8 kozott vagen el MilliQ-vizben séval és
anélkul, valamint PBS,- és HEPES-pufferben. Az wkapH-jat 0,1 M HCIl és 0,01 M
NaOH-oldattal allitottam be, mig a pufferek pH-|m@do, 7,4 volt. A hatdanyag stabilitasat
96 oraig vizsgaltam UV-abszorbancia spektrumokéiaiével. A mérések kozott a mintakat
szobalbmeérsékleten, természetes és mesterségesif@izarva (de nem soététben) taroltam.
A KYNA stabilitasa MilliQ-vizben sé nélkil igen jgtabilitast mutatott, 48 6raig minden pH-
n stabil, mig 3-as, 5-0s és 8-as pH-n t6bb napgjtesthatd a hatbanyag vizes oldatban. A
KYNA molekula natrium-so6 formajaban is nagyfokuksligast mutatott minden pH-n, kivéve
pH = 5-6n. A PBS és a HEPES-puffer fiziol6gids masegben tartalmazza a NaCl-dot, igy
tovabbi sét nem adtam a rendszerhez. A mérések satatapasztaltam, hogy az oldatban
jelenlews kilénb6d ionok (pl. foszfat-ionok) rontjdk a KYNA stabilgat, egy napig sem
allando a KYNA mérhét koncentracidja oldatban, folyamatosan bomlik &k @z el§ egy
oréban tekinthét stabilnak. Ennek tudataban a kompozitokat fizidégpH-n (pH = 7,4)
MilliQ-vizben allitottam eb, ugyanis az igy éAllitott mintak tdbb napig szob&mérsékleten
tartva is reprodukalhaté mérési eredményeket hiziwask.

A Kkisérleteket a valasztott komponensek savvagtvd luggal valo titralasaval
kezdtem meg, azaz végigpasztaztam a komponensekadrapotencidljat az egész pH-
tartomanyban. A BSA toltés semleges allapota, azdanV aramlasi potencialja pH = 4,53-
nél talalhatd, amely igen jol megkdzeliti az iramtaban megadott téltés semleges allapot
ertéket (~4,7). Ezzel szemben a polielektrolit,AdHPmagasabb pH-n (pH = 5,42) mutatott
zérus aramlasi potenciél értéket. A titrdlasok jalafiziolégids pH-n a BSA és a PAH kozott
elektrosztatikus kélcsdnhatasok nem johetnek létiszont egyéb (pl: hidrogén-kdtések és
hidrofob) kdlcsonhatasok kialakulhatnak. Tovabbi zsgalataim soran, a BSA
makromolekulat és a BSA/KYNA kompozitot titrdltamhatéanyaggal a toltéskompenzacio
elérése ceéljabdl, valamint a megkotott hatdbanyagnyiségének a meghatarozasahoz. Az
eredmények alapjan 1 g BSA fehérjéhez és 1 g BSH/RAmpozithoz 410 és 425 mg
KYNA szikséges a toltéskompenzacié eléréséhez. rpkaitok ebéllitasa soran 1,22 és
1,18-szeres feleslegben adtam a hatdéanyagot aztdp €s/vagy a mag-héj kompozithoz,

amely tdmegaranyban ggn:mkyna = 1:0,5-t jelent. Amint azt kordbban mar emlitettean
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sikeres dlallitds mellett a megfelél hatéanyag tartalommal is kell, hogy rendelkezzen a
hordozé rendszer, igy &4.1. tdbldzatalapjan a pH = 7,4-en mért méretek és a PDI indexe
alapjan kivélasztottam egy témény BSA-oldatot (6@/mi) a KYNA nagy koncentraciéban
valé megkotésére. Azdllitas sematikus abraja 85.1. abranlathato.

O
N\ OH
P . Hel
@ﬁé’@ === @%"9 e
BSA BSA/KYNA BSA/KYNA/PAH
pH 7,4 pH 7,4 pH 7,4

5.5.1. &braA BSA/KYNA/PAH mag-héj nanokompozit &llitdsanak sematikus abraja

A kiindulasi és az éHhllitott kompozitok méretét5(5.2.(A) abrg és {-potencialjat
ebben az esetben is DLS mérésekkel hataroztam Tegs pH-n mind a BSA, mind a
BSA/KYNA kompozit 4 nm kordli atmét mutatott. Ha egy polielektrolit réteget hoztam
létre a kompozit korul a méretre 103 nm-es atlagoeit kaptam. Hatéanyag nélkil, a PAH
viszont nem ndvelte meg ennyire a kompozit méretéypan 20 nm lett, ami szintén
alatamasztja, hogy a mag és a héj kozott nem addkkld es kdlcsbnhatasok, azaz csak
kisebb mennyisdg polielektrolit képes kddni a fehérjehez. A KYNA jelenléte viszont

megnovelte a kompozit méretét, a hatéanyag és elgidtolit kozotti kdlcsénhatasok
kialakulasanak koszonktemn.

35 (a) KYNA ~1,3 £ 0,8 nm (A)
(a) (b) BSAKYNA ~3,6 £ 0,1 nm
30 {(b) (c) BSA ~3,8 £ 0,3 nm
(e) 0 (d) PAH~87%0,6 nm
25 dil@ (e) BSA/PAH ~20,5 + 1,2 nm

(e) (f) BSA/KYNA/PAH ~103,4+ 4,8 n

Gyakorisag %

0 50 100 150 200
d (nm)

5.5.2. abraA kiindulasi anyagok és a kompozitok méretelos4liggvényei a DLS mérések
alapjan A) és a BSA/KYNA/PAH mag-héj nanokompozit TEM kég (
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Az N-allapotban lé§ 60 mg/ml-es koncentracioju BSA makromolekula kegativ
fellleti toltéssel rendelkezik (-1,1 £ 0,2 mV), dgna hatdbanyag hataséra lecsokkent -11,1 +
0,4 mV-ra. A polielektrolit héj hatasara (BSA/KYNRAH) a felllet potencidlja kis
novekedeést mutatott (-6,5 + 0,3 mV). A PAH felukgtlieése 0-hoz kozeli érték (0,3 £ 0,2 mV)
pH=7,4-en. AL értékek alapjan azonban elektrosztatikus kolcsdsbé is kialakulhattak a
BSA és a PAH kozott. A két modszerrel (Mutek és Dbert értékek kilonbségének oka
feltehebleg a titralas soran a hozzaadott lig (1M NaOH)aséma megnovekedett
ioneBsségnek tulajdonithatd. Az elektronmikroszképosNMJ Eelvétel az egyrétedgmag-héj
nanokompozitrél nemcsak a struktura kialakulasaobmyitjia 6.5.2.(B) abrg, de az ebdi

meghatarozott méret is j0 egyezést mutatott a DE&meredményével.

) (B)
BSA BSA/PAH

Intenzitas (a.u.)
Intenzitas (a.u.)

BSA/KYNA/PAH

290 340 390 440 290 340 390 440 490
Hulldmhossz (nm) Hullamhossz (nm)

5.5.4. abraA BSA emissziojanak valtozasa novékwoncentracioju KYNA hozzaadasara

(A), valamint a kiindulasi anyagok és a kompozitoksszios spektrumaB() (Agerj= 280 nm)

Fluoreszcencids méréseket végeztem, a kompozipilélee folyaman a BSA
szerkezetében bekovetkezvaltozasok nyomon kovetésére. A BSA-ban talalhdtd
emissziés maximuma 347 nm-nél talalhatdé. NoOveksoncentracioju KYNA molekula
hozzaadasareb(.4.(A) abrg, az aromas csoport emissziés savja folyamatoskadik a
magasabb hulldmhosszak felé, az intenzitas folyasnzgokkenése mellett. A voros eltolédéas
383 nm-ig jelentkezett, amely megegyezik a KYNA &3midés savjanak a maximumaval. A
maximalis eltolodast 1 a 0,38 tdmegaranynal észteltA kompozit €lallitasa soran az
alkalmazott KYNA mennyisége ezt meghaladta, ez k&, @nnak, hogy a Trp emisszios
csucsa teljesen étit és csak 383 nm-nél jelent meg egy emissziod=é&w.(B) abrg. A

PAH hozzaadasara (amely nem rendelkezik emisszéreal a gerjesztési hullamhosszon) az
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emisszids intenzitasban csokkenést tapasztaltaaz, azPAH ,beburkolta” a kompozitot.
KYNA nélkll a polielektrolit hataséra jeldéist intenzitds novekedést tapasztaltam, amely a
fehérje szerkezetében végbem@lents valtozasokra utal.

20 1
BSA/KYNA/PAH — 15,9%

~ Hulldamhossz (nm)

-60 - \

-80 -

5.5.5. abraA BSA, valamint a kompozitok CD-spektrumai, valata-hélix tartalmuk

CD spektrumok felvételéevel hataroztam meg a fehérjbélix tartalmat vizes
kézegben§.5.5. 4brg. A BSA N-allapotban 53,3%-hélix tartalommal rendelkezik, amely
j0 egyezést ad az IR spektumokbdl szamolt érteks@ImM NaCl jelenlétében (~51%-as
hélix). Lathatjuk, hogy a tovabbi komponensek her#sara a CD-spektrumok alakja
jelentsen valtozott. KYNA hozzaadasara@hélix tartalomban kis csokkenést tapasztaltam,
51,8%-ra csokkent, viszont a polielektrolit jek&nt perturbaciét okozott a fehérje
szerkezetében, & fmasodlagos szerkezeti elem szignifikans csokkemésatott, 15,9%-ra
redukalédott. Hatéanyag nélkil, azaz az Ures komhpegetében nem észleltem ilyen
drasztikus csokkenést, kdzel 30,@3¢€lixet mértem, azaz a KYNA és a PAH kolcsdnhatasa
okoz nagyobb szerkezeti valtozast a fehérje strajihban. Ez j6 6sszhangban van az
el6zéekben elmondottakkal, ugyanis ha nincs hatéanydgora kisebb mennyiség
polielektrolit képes kdidni a fehérjéhez, igy kisebb szerkezeti valtozasektek végbe, mig
a KYNA és a PAH egyluttes jelenléte jeléntszerkezeti valtozdsokat okozva jetesen
megnovelte a kompozit méretét.

In vitro kioldodasi kisérleteket végeztiink 25 és 37,5°Qmb.6.(A) és (B) abra
Amint arra mar a stabilitasi vizsgalatokndl is rdatitam, a KYNA nem stabil PBS-ben, ezért
a kioldodasi profilokat csak az élsegy o6rdaban mutatom be, amig a KYNA stabilnak
tekinthe6. Lathatjuk, hogy 25°C-on a KYNA kioldédasa volt laglassabb. Mivel a

kioldédasa csakis a diffuziojatél figg mas akadabydmatas nincs, igy sokkal gyorsabban
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kerllt a PBS-pufferbe, igy bomlasa valosisg gyorsabban megindult. Ha a hatéanyag a
BSA-magba vagy a mag-héj kompozitba van ,becsomagobkkor a PBS-be késleltetve
diffundalt at, igy valamivel kébb indult meg a bomlas folyamata.

60 1eKyna_25°C (A) 60 1eKYNA_37,5°C ®)

EmBSA/KYNA 25°C BBSA/KYNA_37,5°C o

a
o
a
o

AESEIRTRIEAN B ABSA/KYNA/PAH_37,5°C

5
L
N
o

8 30 -

Kioldodas %
w
o
=]
Kioldodas %

N
o

20 A

=
o
'

o

0 20 40 60
t (min) t (min)

5.5.6. &braA KYNA kioldédasi profiljai 25 (A) és 37,5°C-on (B

Magasabb émérsékleten is hasonlé eredményre juthatunk. Viszanbomlastol
eltekintve is lathatjuk, hogy a héj szabalyoz6 sper hogyan befolyasolja a kioldodas
sebességét: 25°C-on a KYNA kioldédasa a BSA/KYNAnkozitbol kézel 40%, mig a
BSA/KYNA/PAH mag-héj kompozitbdl csupan 23%. 37,56€ nagyobb kioldodasi
mennyiségeket figyelhetink meg: 53 és 44% a kiaktodatéanyag mennyisége 60 perc
elteltével a BSA/KYNA, valamint a BSA/KYNA/PAH magéj nanokompozitbol. Az
el6zéeknek megfelélen a kinetikai modelleket is csak az éelsgy Ora kioldédasara
alkalmaztam, amig a KYNA viszonylag stabilnak téket. Az 5.5.1.és az5.5.2.tablazat
tartalmazza a kinetikai modelleidbkapottR?, ak, az a, valamint azn értékeit rendre, 25 és
37,5°C-on. A nulladreridés az elérendi sebességi modell illeszkedésére 25°C-05.877.
abran mutatok példat. A KYNA esetében mindkéintérsékleten a Higuchi modell adja a
legjobb illeszkedést, amit mar kordbban az IBU @sent is lattunk, azaz a kioldodas
sebessége csakis a membranon keresztili diffUbigsségél fligg. A BSA/KYNA rendszer
kioldodasi kinetikajat szintén a diffuzio-kontrdtldmechanizmust leir6, Higuchi modell
jellemzi 25 és 37,5°C-on egyaraff£0,989¢s0,996.
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5.5.7. abraA nulladrendi (A) és az elsrendi (B) sebességi modell alkalmazasa a KYNA
kioldédasi profiljaira 25°C-on

5.5.1. tablazatA kinetikai modellek eredményei a KYNA kioldéddmsfiljaira 25°C-on

25°C KYNA BSA/KYNA BSA/KYNA/PAH
Nulladrendii [161] R? 0,967 0,981 0,991
(a hatéanyag koncentrdcidjatol — —
fiiggetlen a kioldddds sebessége) | k,(s2) 1'05 (.)f)ZOi 7 ’00(.)16%; 3,6-101+0,0247
Elsérendii [163] R? 0,969 0,986 0,986
(a hatdanyag koncentrdcidjatol - -
fligg a kioldddds sebessége) ka (s 1'0 6(')%)%; 8'09 é)%)(;li 4,1-10° + 0,0005
] ] R? 0,975 0,989 0,943
Higuchi [148] 5 5
(diffazio-kontrollalt kioldodas) | ke (s/2) 1'065230’-' 8'00['1235’-' 3,9-109+ 0,1242
Hixon-Crowell [160] R? 0,909 0,929 0,999
(a hordozd fajlagos fellilete vagy
a mérete véltozik a kioldédas . 1,1-10" + 2,6:10"+
k 1/3 ’ ’ 101+
soran) w0172 00357 | L6'107+00245
R? 0,973 0,977 0,972
mddositott Freundlich [155] 8,6-10%+ 2,3-103+ 3
m h 7+
(ioncsere- és diffuzio-kontrolldlt) K (5) 0,0003 0,0022 >7:107+0,0040
a 1,149 1,298 0,873
R? 0,973 0,977 0,972
Korsmeyer-Peppas [152] " 8,6-10°+ 2,3:107 + .
1071+
(erézi6- és diffuzid-kontrollalt) ke (s7) 0,0333 0,2000 >7:10"£0,3999
n 1,149 1,298 0,884
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5.5.2. tablazatA kinetikai modellek eredményei a KYNA kioldédgmsfiljaira 37,5°C-on

37,5°C KYNA BSA/KYNA BSA/KYNA/PAH
Nulladrendii [161] R? 0841 0968 0997
(a hatéanyag ’ ’ ’
koncentrdcidjdtdl fiiggetlen a ’ 1,0-103%+ 2,4-10%+ B
kioldédds sebessége) ko(s”) 0,0482 0,0981 3,0-107£0,1381
Elsérendii [163] R? 0,870 0,992 0,982
(a hatéanyag
koncentrdciéjatdl fiigg a ko (s 52:10%+ 1,4-10°% 2
1,1-10°+ 0,0019
kioldddds sebessége) a(s) 0,0009 0,0020
. . R? 0,917 0,996 0,971
Higuchi [148] 1010+ 10.10'%
(diffuzid-kontrollalt kioldddas) | k,, (s2/2 i il .10+
n(s?) 0,4244 0,7096 9,1-10°+ 1,5308
Hixon-Crowell [160] R? 0810 0901 0971
(a hordozé fajlagos feliilete ’ ’ ’
vagy a mérete viltozik a s | 97-10°% 2,8:10" + !
k . 1 +
kioldédas soran) w70 o068 0,0322 3,1-107£0,0009
sdositott Freundlich [155] R? 0,973 0,948 0,968
mddositott Freundlic ; -
. + . +
(ioncsere- és difftizio- kmr (s) 16002(1) 8_ 3’(;9 0%)2 9_ 2,510+ 0,0093
kontrollalt . .
4 a 1,149 1,246 0,904
R? 0,937 0,948 0,968
Korsmeyer-Peppas [152] . 1,0-10°+ 3,9-10" + >
102+
(erézi6- s diffazio-kontrollalt) | K™ | 01836 02000 | %°>10°+0,09332
n 0,351 1,242 1,868

Az egyréteg mag-héj kompozitok kioldodasara 25°C-on a Hixoouzzll modell ad egy
igen pontos eredményR3=0,999). Ekkor a hatéanyag-szallitd rendszer fajlagosiléed
valtozik a kioldédas soran. Ez annak tulajdonithd&itdgy a kémiai potencialkilénbségnek
készbnhaten megindulé hatdéanyag kioldodas hatasara, a ekirelit is ,eltavozik” a
fehérje felllet&dl. Ezt lattuk a DLS és a CD mérések alapjan isang/KYNA nélkil a mag
kevesebb polielektrolitot képes megkdtni. 37,5°Cioszont egyeértelien a nulladrend
kinetika jellemzi a rendszertR{=0,997), azaz a kioldédas mechanizmusa a hat6anyag
koncentracidjatol fuggetlenul egy jol kontrollalassi KYNA felszabadulassal jellemezhet
(ko= 3,010* sb). Ha megvizsgaljuk & értékeit, akkor lathatjuk, hogy az egy polielektro
héj nem okoz olyan szamotteestkkenést a sebesség értékekben ézeglg Ora kioldodasi
profilok alapjan. Viszont az eredmények egyiittggdlembevételével, egy PAH héjjal is egy
jOl szabalyozhaté hat6anyag felszabadulasra allatmay-héj kompozitot sikeriltédllitani,
amely a tobbi paraméterével egyitt bioldgiai reedsizben a joében egy jol-nikodo

hatoanyag-szallité rendszerré valhat.
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5.6. BSA/NaDS komplexek szerkezete és a hatdanyagdas kinetikaja

A tenzidek alkalmazéasa kulonkbzterileteken nem UG kelgt hasznaljak 6ket
kozmetikumokban, ételekben stabilizatorként, tiezerekben, valamint
gyogyszerkészitményekben is. A fehérje-tenzid kilbatas tanulmanyozasa is igen
széleskdf, viszont a kisérletek pH = 7,4-en, ad ékervezetekre jellenizkorulményekre
irAnyulnak. A munkamban az Ujs#ieég az, hogy a fehérje/tenzid komplexekabitasat
savas pH-n (pH = 3) végeztem el a pozitiv tGItBSA és a negativ toltésanionos tenzid, a
natrium dodecil szulfat, azaz az ismertebb nevén MaDS alkalmazasaval,

gyogyszerhordozas céljabol.

5.6.1. tablazatA BSA/NaDS komplexek atméi;, zeta potencidljai, valamint a PDI indexek a

DLS mérések alapjan

. (-
kc}ggﬁéZ:;Ok Mg(Naps)/E(esa) | N(naps)/NBsA) (nm)di 5% PDI (F;]:)\';()EZC;L
c0-BSA/NaDS 0 0 6,4 0,428 8,7
c1-BSA/NaDS 121 28 6,6 0,674 5,0
c2-BSA/NaDS 239 55 17,3 0,363 -0,1
c3-BSA/NaDS 360 83 134 0,282 -8,9
c4-BSA/NaDS 477 110 153 0,562 -5,6
c5-BSA/NaDS 599 138 459 0,104 -3,3
c6-BSA/NaDS 716 165 9,4 0,363 -16,4
c7-BSA/NaDS 837 193 9,4 0,252 -26,2
c8-BSA/NaDS 954 220 9,4 0,406 -26,2
c9-BSA/NaDS 1076 248 9,4 0,320 -26,2
c10-BSA/NaDS 1193 275 9,4 0,269 -26,2

Powers és munkatarsai [176] szamos mobdszert alktdinananorészecskeék,
komplexek, kompozitok karakterizaldsara és a Dlegyt jol alkalmazhatdé modszernek irtdk
le, mind a méret, mind a mérteloszlas, mind@otencial meghatarozasara oldatfazisban. A
doLs és ad-potencial értékeket a BSA/NaDS kulonBamoélaranyd komplexeire hataroztam
meg, amelyet a%.6.1. tdbldzatbanfoglaltam dssze. A PDI indexek 0,104 és 0,428 #6z0
valtoztak, azaz viszonylag monodiszperz mintakegrsit eballitani. Kicsivel nagyobb PDI
ertékeket a 28 és 11Qdpgnssa molaranyokra mértenPQOI = 0,674 és 0,562). A méreteket

tekintve a komplexek atmge az NaDS koncentraciojanak novelésével egy daradii,
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majd Gjra 10 nm ala csokkent, amely a tenzid mesdgyindvelésének ellenére is allando
értéken maradt. Ez a tenzid kritikus micella kig#si koncentraciojaval magyarazhato (cmc),
ugyanis a kisérletek sordn a c4-BSA/NaDS 0ssz#iekalzdidéen az NaDS koncentrécidja
meghaladja, a tenzid 8 mM cmc [177] értékét.

UL Ak ‘ 10 “ LR AT "' ORT M W Wi '\wlw "w-l

=T

5.6.1. &braAz nuandnesa killonb6d molardnyl keverékeinek fotodja

A {-potenciél valtozdsa a véartaknak megfedel alakult, azaz a tenzid &rnyékolo
hatast fejt ki a BSA pozitiv toltésére. Az elekirtadikus kolcsdnhatasnak megféleh, a
ndvekw koncentraciéju NaDS hatasara, a fehérjének egweedebb pozitivan toltott
funkciés csoportja maradt szabad, igy egyre kisebkértékeket mértem. A tenzid
mennyiségének ndvelésével a felllet attolthtest egy kdzel stabil rendszer allithaté 26,2
mV). A méret, al és a PDI indexek alapjan a c7-BSA/NaDS elnevekémpozittdl kezdve
egy viszonylag stabil, monodiszperz és kis ntéraraz 10 nm alatti atm@rel rendelkeé

komplexek keletkeztek.
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5.6.2. abraAz aramléasi potencial valtozdsa aasynssa molarany novelésével

A BSA/NaDS kilénb6é molardnyd komplexedt készitett fotd alapjans(6.1. abrg
kolloid jelenséget figyelhetiink meg. A BSA N-alldipan szférikus strukturaval rendelkezik,
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valamint korulbelul 51%a-hélix tartalommal. Ha savasitjuk a kdzeget (pH )= &kkor a
fehérje lancok kitekerednek, veszitéaniasodlagos szerkezeti tartalmabol, ami kézel 4@%-r
csokken. Ebben az allapotban a BSA hidrofob réazedlddszer felé, azaz kifelé fordulnak,
amelyekkel a tenzidek alkillancai kolcsonhataskanéd. igy a tenzidek ,fejcsoportjai” az
oldészer felé orientalodnak, amely egy hidrofil dsper keletkezéséhez vezet. A tenzid
molekulak szamanak noévelésével az Ujabb tenzidyréetasara, a hidrofob alkillancok
kertilnek a felszinre, azaz hidrofobizalodik a reedsamely vizudlisan is megnyilvanul, a
rendszer zavaros lett; a fehérje aggregalddottabomvtenzid hozzdadasara az oldat kitisztult,
mivel egy Ujabb réteg vizoldékony rendszert eredmzeit.

Toltéstitralassal 5.6.2. abrg meghataroztam a téltéskompenzacionak megfelel
tenzid koncentraciot, amely mdlaranyban a koveikgdenti: rnvapdnesa = 94, azaz 1 mol
BSA tdltését 0,0106 mol NaDS képes kompenzalni.ofbét megfigyelve lathatd, hogy az
ertéke éppugy egy kozel allando értéket vett femt mmit kordbban megfigyelhettiink akar a
méret, akar a zeta potencial értékeknél is. Az reéeryek alapjan aznmbgnesa = 278
molaranyndl allitottam &l 1BU-tartalmi kompozitokat, amelyek kozul k#ttmutatok be a
cl11-BSA/IBU/NaDS elnevezéskompozitot, amelyben apgu = 1,1 mg/ml és a cl3-
BSA/IBU/NaDS kompozitot, amelybencau = 2,0 mg/ml.

13,01A

¢13-BSA/IBU/NaDS

|

4
45 A 39,68 A

8,

f

19,39 A }19,49 A

12,94 A

c11-BSA/IBU/NaDS

9,39 A
12,94 A

A

NaDS/IBU

Intenzitas (a.u.)
\ 3845 A
$.‘!.%..‘3BA

1

23,74 A

1BU

I AT

5.6.3. abraA kompozitot alkoté komponensek, valamint a bigkgatumok diffraktogramjai

2 10

ad. értékek feltiintetésével

A mintak stabilitasat DSC mérésekkel etiemtem 6. abra). A kapott gorbékél

kitinik, hogy annal a rendszernél, amely BSA-t és NaD$S-tartalmaz, a denaturacio
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nagyobb Bmeérseéklet felé tolodik a csak BSA-t tartalmazo saeihez képest. Ez a magasabb
denaturacios dmérseéklet szerkezeti valtozasoknak koszdhhemely valtozds egy ndovekv
héstabilitast eredményezett. IBU-t adva a rendszertwAbbi eltolodast észleltink a
homérsékletben, amely arra utal, hogy a hatéanyaglné@vrendszer stabilitasat, azaz egy

kompaktabb szerkezet j6n létre.
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5.6.4. abraA BSA/IBU/NaDS rendszer éhllitasanak a sematikus abraja

A tenzidek, ahogy az irodalomban jol ismert, szabslszerkezetet vehetnek fel,
amely rontgendiffrakcioval vizsgalhat6. A BSA nenutat rendezettséget, egy amorf lapos
csucs jelenik meg 9,56E2-nal (5.6.3. abrg. A tdbbi komponens rész#érviszont éles
reflexiokat tapasztaltunk jelezvén, hogy folyadéstiélyos szerkezet van jelen az oldatban.
Az NaDS/viz rendszerben meghatarozhaté a lamelt@otk tavolsagotdy), a kovetke#
egyenlet segitségével:

d, = 1,54 n.+ 1,5, (42)
ahol nc a szénatomok kotéseinek szama a tenzid molekylébad (A) két szénatom
tavolsaga és 1,5 (A) a tenzid fejcsoportjanak aeteérAz onszervés folyamatnak
koszonheten két tenzid réteg kapcsolodik dssze, igy #volsag 36,88 A. Ha a hidrataciot
is figyelembe vessziik, akkorda értéke 39,68 A-ret Ez az érték tokéletes egyezést ad a
mértd, értékkel. Ha az NaDS-hez BSA-t adtam, akkor eg¢réék 36,17 A-ra csokkent, amely
egy vizmolekula ,kiesését” jelenti. Ez a folyamak alkillancok ,0sszecsuszasat”
valbsziriisiti, amely a rendezettség nagyfoku csokkenésétavoraga utan. Ha IBU-t is
tartalmazott a rendszer (c13-BSA/IBU/NaDS), akkisszakaptam a kezdeti szamolt és mért
értéket, azaz az IBU stabilizalja az NaDS folyadiskélyos szerkezetét és felteblety a BSA
csak, mint egy hordoz6é van jelen a rendszerben.dHa&azel egylttvéve az intenzitas

jelentbsen lecstkkent, azaz a tenzid jetsninértékben veszitett a rendezettségi fokabodl. Ha a
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de a rendezettség foka jelémtmaradt. A kapott diffraktogramokbdl feltételeztemogy az
IBU molekulak a tenzid molekulak hidrofil fejcsopjai kozott helyezkednek el, valamint a
fehérjéhez kd@dnek, amelynek sematikus abrazolasab#x.4. abran lathatd. Megfeldi
mennyisé§ hatbanyag hozzaadasaval nem valtozik artéke, azaz az IBU nincs hatassal az
onszervedos folyamatra, a szmektikus folyadékkristalyos szeeétenegmaradit.

A SAXS, mint kordbban lathattuk a beé&lsnanostruktira, valamint a felszin
morfologiai tulajdonsagainak vizsgalataira egyarmdkalmas. Az 6nszervédo folyamatnak
készbnheaten, a szérasgorbén karakterisztikus csucsok jédentsg kilonboé h értékeknél
(5.6.5. abrg. A szérasgorbe kezdeti szakaszabdl nyert frakiedekségeket a hatdanyag
tartalmd kompozitokra a%.6.5.(A) abramutatja. A hatéanyag-szallitd rendszer kisebb IBU
tartalma mellet, a fraktal meredeksége 2,3, ameédgrabban mar bemutatott témegfraktalra
jellemz érték. Az IBU koncentraciojanak néveléseével 2,6aHozott aza érteke, azaz egyre
ink&bb tolodik a fellletfraktél felé, amely egyrenkpaktabb szerkezet kialakuldséat bizonyitja

az IBU hozzéadaséara.

(A) 3 @ T

c¢11-BSA/IBU/NaDS ¢11-BSA/IBU/NaDS

¢13-BSA/IBU/NaDS ¢13-BSA/IBU/NaDS
d=39,76 A

100 4

10 4 10 A — szmektikus struktira (3:2:1)

fraktal dimenzié: 2,3

log |
| {cps)

d=32,59 A

v
d=19,75 A

\d
fraktdl dimenzié: 2,6 d=13,19 A

IBU-tartalomtal fiiggd csucsok W ‘i
0.1 T J 0.1 T T T T T
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log h h (nm)

5.6.5. dbraA szordsgorbe log-log abrazolasa a fraktél mersefgdk A), valamint a

szmektikus strukturara jellerdzsucsok B) megjeldlésével

A h értékekldl szamoltd értékek aranyad(= 2z/h) 3:2:1, amely egy szmektikus
folyadékkristalyos szerkezetre utal§.5.(B) abra) Ezek ad értékek (39,76, 19,75, és 13,19
A) igen j6 6sszhangban vannak az XRD-alapjan kagetirtékekkel. A SAXS gorbéken
megjele két csucs (32,59 A, 16,20 A) intenzitasésen fiigg a rendszerben jelerdeBU

mennyiségéll, azaz a koncentracio ndvekedésével a csucsoRzitdsa is . A hatdbanyag
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jelenléte nélkil, ezek a csucsok hianyoztak a spordekél, amely szintén azt igazolja,
hogy az IBU biztositja a jol-rendezett folyadékidalgos szerkezet stabilitasat.

A BSA-alapu gydgyszer-szallitd nanohibrid rendszertehérje pH = 3-on tortén
kicsapasaval allitottam @&l A kicsapott BSA képes a hatéanyagot ,bezarni”elyet jelen
esetben tenzid molekulakkal ,feldiszitve” egy koi&it hatdanyag felszabadulast biztositd

rendszerként, szintén az IBU kapszulazaséra haaené|.
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5.6.6. abraAz IBU kioldédasi profiljai az egyes kompozitokh#r,5°C-on

Az IBU Kkioldodasi profiljai mutatjak §.6.6. abrg, hogyan csokkent az IBU
szazalékos kioldodasa a tenzid jelenlétében azlkitehaladtaval. Mig az IBU kioldédasa
100% 500 perc elteltével, addig a BSA mellett (BBAY) 67%-ra csokken. Az NaDS/IBU
esetében ez a kioldodas jelesen lecsokkent, csupan 17% oldodott ki a kompokithd
vizsgalt idbintervallumban. A BSA (c13-BSA/IBU/NaDS) mellett meolyan jo hatasfokkal
szabalyozhaté a kioldddas, 28%-ra valtozott (c12/HBJ/NaDS) a leadott hatéanyag
mennyisége.

A kinetikai modelleket ebben az esetben is a tefjd perces idintervallumra
alkalmaztam, amelyek eredményeit &z6.1. tablazatban foglaltam 0Ossze. Az IBU
kioldédasarél mar volt sz6 korabban, hogy egy difitkontrollalt kioldddasi folyamat
jellemz r4 (h = 0,5 is igazolja), mig a BSA/IBU folyamat esetégy eszabalyozott jol
kontrollalt lassu folyamat ment végbe. Habar a Karger-Peppas modell nem irja le jél a
kioldédas mechanizmusat, aw értéke nagyobb, mint egy, amely nulladrerkdnetikara
jellemz, igy ez is alatamasztja a koncentracio-fliggetledédast a BSA molekulabdl
(nulladrendi: R?> = 0,992). Az NaDS/IBU esetén a legtobb gyogyszerforn jellems
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elssrendi kinetika & = 0,994) a jellemd, tehat a hatéanyag leadas annal gyorsabb, minél
nagyobb koncentraciéban van jelen a hatéanyag dohorrendszerben. A maddositott
Freundlich és a Korsmeyer-Peppas modell is igenajkblmazhaté az IBU kioldédasi
profiljara az NaDS/IBU rendszer esetében. A ,diffiszexponens” értéken (= 0,89) henger
geometriat feltételez, amely megfelelhet annakltétédezésnek, hogy az IBU kioldédasa a

tenzid ,hossz(” alkillancai kozotti térréstvaldésul meg.

5.6.1. tablazat A kinetikai modellek eredményei az egyes kompdza®B7,5°C-on

37,5°C cl1- c13-
IBU BSA/IBU | NaDS/IBU BSA/IBU/NaDS | BSA/IBU/NaDS
Nulladrendii [161] 5
) R 0,827 0,992 0,991 0,990 0,991
(a hatdanyag
koncentrdcicjatol
fiiggetlen a o (s 1,7-10* | 1,3-107 | 3,5-10%+ 1,2-102 + 5,7-102 +
kioldbdds sebessége) 0 +0,0006 | +0,0124 | 0,00099 0,00099 0,01378
Elsorend( [163] R2 0,900 | 0971 0,994 0,994 0,996
(a hatéanyag
koncentrdciojatol
fiigg a kioldédds ke (5) 1,1-102 | 2,0-10* | 4,0-10*+ 2,0-103 + 7,0-10* +
sebessége) I +0,0015 | +0,0004 | 0,000001 0,000566 0,000212
Higuchi [148] R2 0,957 0,945 0,956 0,981 0,971
(diffuzio-kontrollalt | (o174 6.10° | 3,2-10° | 8,5-107¢ | 3,1-10°% 1,4-10°+
kioldddas) 12) | +00147 | +0,2922 | 0,02291 0,4607 0,3369
Hixon-Crowell [160]
(a hordozo fajlagos R2 0,768 0,945 0,952 0,954 0,938
fellllete vagy a
mérete valtozik a kuc (s | 3,3-102 | 4,0-102 | 2,1-102 + 3,5-102 + 2,6-102 ¢
kioldédds soran) Y3) | +0,0001 | +0,0028 | 0,000282 0,0025 0,00126734
médositott R2 0,914 0,960 0,993 0,993 0,945
Freundlich [155] kme (s* | 5,2:102 | 1,2-10° | 6,7-10% + 7,9-103 + 8,510 +
(ioncsere- és 1) +0,0002 | +0,0004 | 0,89475 0,000011 0,000236
diffuzié-kontrolldlt) o 0,502 1,019 0,895 0,707 0,945
Korsmeyer-Peppas R? 0,526 0,963 0,993 0,998 0,994
[152] e () 5,2:10° | 1,2-10" | 6,8-102 + 7,910 + 8,5:102 +
(erézi6- és diffuzio- | +0,0213 | +0,0354 | 0,002452 0,1481 0,023561
kontrollalt) n 0,502 1,019 0,894 0,707 0,945

A c11-BSA/IBU/NaDS kompozithol az IBU kioldédasat ardzid és a diffuzio egyuttese
hatdrozza meg (Korsmeyer-Peppas modell).nAgrtéke (egyhez kozeli) az IBU-tartalmu
biokonjugatumokndl, azt mutatja, hogy a kioldodéisessége gyorsabb a hordoz6 (kompozit)
rendeddésénél. A nagyobb IBU koncentracié tartalmu readsz(c13-BSA/IBU/NaDS) az

85



elssrendi modell alkalmazhatd, azaz a hatéanyag koncenjé&hio fligg kioldodast
mérhetink. A BSA/IBU/NaDS kompozitok esetében razértékei nem rendelhit az
irodalomban megjel6lt egyik értékhez sem (a cl1-BBW/NaDS f = 0,707) és a cl13-
BSA/IBU/NaDS f = 0,945) kompozitok esetén), igy a hordozé rendseen jellemezhét
egy szabalyos geometriaval. Ez alatamasztja az XiDesekbl kapott feltételezésinket,
azaz a BSA hataséara a rendezettségi fok cstkkesly ajpometriai valtozasokat von maga
utan. Osszességében tehat elmondhatd, hogy adlebEyiszonyitva a tenzidnek jelésebb
szerepe van a hatéanyag kioldédas sebességénelyszalsaban; alkalmazasa egy nyujtott

hatbanyag-leadasu rendszer Iétrejottét biztositotta
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6. Osszefoglalas

Napjainkban egyre tobb betegség hatékony kezelédemint gyogyitasa 0 tipusu
hatoanyag-szallité rendszerek alkalmazasaban .réjlikem-célzott hatdbanyag bejuttatas, a
gyogyszer id elotti kitrtlése, a hirtelen tal nagy vagy éppen tid koncentracioban valé
adagolasa mind rontja a kezelés hatékonysagatt Baktori munkam soran olyan mag-héj
kompozitok, valamint biokonjugatumok oédllitasat tiztuk ki célul, amelyek olyan
hatéanyagok ,becsomagolasara” alkalmasak, amelggdkbnysaganak az oldhatésag (IBU)
vagy éppen a szervezet védekeendszere szab hatart (KYNA). Célunk volt az isgyha
.Kapszulazott” hatéanyag kioldddasi tulajdonsagpivitro vizsgaljuk, valamint a kioldodas
mechanizmusat szabalyozo folyamatot jellemezziiklfigias korilmények kdzott. A doktori
munkam soran kapott legfontosabb eredményeket etkéxikben foglalom 6ssze.

1. Mezoporusos szilikat szintetizaltam a TEOS hidiséizel és egy
szerkezetiranyitd agens alkalmazéasaval, vizberzubsddddd fajdalomcsillapito, az 1BU
szallitasara. A mag nagy fajlagos fellletének @seaoporusos szerkezetének koszobdret
nagy mennyiség (1,6 g IBU/ g SiQ) hatéanyag ,kapszuldzasa’ lehetséges. A mag-héj
kompozitok méretei a kolloid mérettartomanytél emgsa mikronos tartomanyig (~4060
1140 nm) terjedhetnek a polielektrolit héjak szaakandvelésével, amelyek elektrosztatikus
kdlcsbnhatasok révén a megfélddoncentracibban a mag-héj kompozitot felépitikimag
atmébjének ismeretében, valamint a bemért mennyiségeklhadenalasaval,
modellszamolasokkal &le megjésolhato, mind a kompozit mérete, mind avhéjagsaga. A
héjak szamanak novelésével az IBU kioldodasi sélések a cstkkenése mellett a
kioldodast befolyasold folyamatok is eliéinetikat kdvetnek. Mig az IBU kioldédéséat csak
a diffazié befolyasolja, addig az SIMBU kompozitb6l a kioldédas nulladrefickinetikat
kovet, azaz a kioldédas sebessege fliggetlen anyatpakoncentraciojatol. Az egyréteg
mag-héj kompozitbdl az IBU kioldodasa koncentréciggd, mig a kétréteykompozitbdl a
kioldédast az erdzid,- és a diffuzio- (Korsmeyeppas modell) szabalyozza.

2. A fehérje-alapi mag-héj kompozitokséllitasdhoz, vizsgaltam a BSA mag (3
mg/ml) masodlagos,- és harmadlagos szerkezetét &igilenyében, sé nélkil, valamint
fiziologias korulmenyek kozott. A fehérje kitekeettdfelgombolyodott allapota megjosolhato
a Trp FL emisszibs intenzitasanak mérése alapjaaz &-allapotban (4,3 < pH < 8,0)
rendelkezik a legnagyobb intenzitassal, mig E €2pH < 4,3),- vagy B-allapotban (8,0 < pH
< 10,0) alacsonyabb intenzitasu emisszios csucstiknjzik a fehérje kigombolyodott

allapotét. Az N-allapotban Iévfehérjea-hélix tartalma a legnagyobb (~62% sé nélkil; ~51%
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150 mM NaCl jelenlétében), mig az aggregalt forrmdégkisebb szazalékban (~2,5%) van
jelen. A pH eltolasa savasabb vagy lugosabb tamgbsa &§ masodlagos szerkezeti elem
csokkenését, mig az aggregalt szerkezet névekedksgra. 150 mM NaCl nélkil a BSA
nagy stabilitdssal és kis hidrodinamikai atévet rendelkezik, mig so jelenlétében a stabilitas
csokkenésével, a méret nbvekedése tapasztalhatilekulattmeg értékei a BSA monomer
formdjat igazolja a sét nem tartalmazé oldatbarg @80 mM NaCl hatasarasrma dimer
forma aranya. Ezt igazoljdk a masodik virial eglyéitd negativ értékei is, ugyanis sé nélkuil
jOl hidratalt fehérje jelenléte igazolt, mig séejelétében a negatAs ertékei aggregalt fehérje
jelenlétét bizonyitjak.

3. A BSA és a hatéanyagok kozoétt kialakuld kolcsonbeitat fluoreszcencia
spektroszkopidval tanulmanyoztam. A kioltasi folydok vizsgalatara két, hidrofob
molekulat valasztottam, amelyek csak emissziéritésban okoznak valtozast, ilyen a KP
es az ANS molekula is. A fluoreszcencias intenaiés felirt egyenlet, a Stern-Volmer
reprezentalasa alapjan a statikus és a dinamikalgakiegydttes jelenléte okozta a BSA
emisszios intenzitdsanak a csokkenését mindkét kulalealkalmazasakor, ezért tovabbi
egyenleteket alkalmaztam kvantitativ informaciék f, f, 4G) megéllapitaséara. A hidroféb
molekuldk nagyobb megkédést mutatnak E-formaban (pH = 3) (a fehérje hiavofészei
kifelé fordulnak) a nativ-allapothoz viszonyitvaH(p= 7), amely viszont nagyobb kotési
energiaval parosul. AG negativ értékei, 6nként, nagy affinitassal végienfolyamatokrol
tanuskodnak, melynek értékei -15 és -33 kJ/mol leseek, a pH,- valamint az alkalmazott
molekulatdl figgen.

4. A kigombolyodott allapotu biopolimert (BSA, E-allajp pH = 3,0) szintén az
IBU molekula ,csomagolasara” hasznaltam fel. A loimipatibilis anyag alkalmazasaval
megnovekedett a hatbanyag oldékonysaga, ugyanegidtdtt IBU szamanak a noévelésével
folyamatosan &6tt az oldott molekulak szama is. A kompozitalitdsa soran az I1BU
oldhatésdgahoz viszonyitva (0,021 mg/ml) 65-szdn@nnyiséget alkalmaztam, amelynek
IBU molekulanak felel meg. Ezzel egyitt a fehégenagyobb szerkezeti valtozason ment
keresztll az IBU hatasara; a SAXS mérések egydaafi-struktira kialakulaséat igazoltdk. A
kompozit mérete (fehérje mag = ~10 nm alatti) agadtelektrolit (PSS, Chit) alkalmazéséaval
is a kolloid mérettartomanyban maradt (BSA/IBU/PSS-130 nm, BSA/IBU/PSS/Chit =
~230 nm). Az elméleti szamolasok alapjan tébb BS#lekula 6sszekapcsolodasa alkotja a
magot, amelynek mérete ~47 nm, mig a héj vastagsa@anm. Ezt a SAXS mérések is
igazoltdk, ugyanis, mind az egyréliegmind a kétrétey mag-héj kompozit esetében
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aggregatumok jelenlétét bizonyitottuk. A legkiil€hit héj pozitiv toltése (~ +6 mV) a
sejtekhez (negativ toltésk) vald célzott kdtdést biztosithatja. A héjak jol szabalyozzak a
kioldédas sebességét, 30%-kal tobb hatéanyag maaa#tbmpozitban az 500 perces
kioldédasi vizsgalat végén a héj nélkuli kompozith&épest. A kinetikai modellek
eredmeényei is visszatiukrozik a héjak szerepét,obdddasi sebességek nagysagrendekkel
kisebbek a polielektrolit hajak szaménak noveléséye BSA/IBU/PSS/Chit kompozit
esetében nulladrefickioldodassal jellemezhgta hatéanyag leadas kinetikdja, azaz egy jol-
szabalyozott koncentraciétél figgetlen folyamat yneggbe.

5. Az N-allapotban (pH = 7,4) lévfehérjét egy a kozponti idegrendszerre hato
gyogyszer, a KYNA ,kapszulazasara” hasznaltamAeltér-agy gaton torténatjutas feltétele
a 100 nm koruli vagy alatti méret, igy a kisérletei egy polielektrolit héjjal, a PAH-nal
végeztem el. Mivel ennek az mag-héj nanokompozitaakérete elérte ezt a hatart, igy
tovabbi réteg kialakitasat nem kiséreltem meg. #®drayagot nem tartalmazo, azaz az ures
kompozit mérete csupan 20 nm, igy feltéheg a hatdbanyag és a PAH kozott jon létre
erdsebb kolcsonhatas, amelyet mégéenek a CD-spektrumok és addék szamolta-hélix
tartalmak. A KYNA stabilitasi vizsgalatainak megdélen, azin vitro kioldodasi vizsgalatok
elsh egy 6ra mérési eredményei szolgalnak alapul aikaieszamolasoknak, ahol a KYNA
PBS-pufferben még stabilnak tekintthieA BSA/KYNA/PAH mag-héj kompozit hatéanyag
kioldodasara a legjobban illeszke@R? = 0,997) kinetikai modell, a nulladreindebességi
modell, azaz adott d&intervallum alatt azonos mennyiséghatdanyag felszabadulast
tapasztalunk a koncentraciotol fluggetlenidl. A PAdleg alkalmazasaval tehat, a KYNA
kioldodasara egy jol szabalyozott, lassu kioldakigmat valésithatdé meg.

6. Fehérje-tenzid (NaDS) komplexeket allitottand 8as pH-n, ahol szintén a
komponensek ellentétes toltéseit hasznaltam ki lasé&ihatasok l|étrehozasahoz. A BSA
NaDS-tal valé kicsapasa ad lebwdget a hatéanyag (IBU) ,becsomagolasara”. A tenzid
rendezettségi foka a BSA jelenlétében jeisah lecsdkkent, €. tavolsagok az alkillancok
,0Sszecsuszasara’ kbvetkeztetnek. Az NaDS/IBU,madia BSA/IBU/NaDS kompozitok
esetében a tenzid szmektikus folyadékkristalyoskezete megmaradt, azaz a hatbdanyag
novekedést mutat, amelyet a SAXS szdérasgorbén teegjeegyre nagyobb intenzitasu
csucsok mutatnak. A BSA szerkezetére (pH = 3, kitettett) jellemé& tomegfraktal az 1IBU
hatdséara a fellletfraktal iranyaba tolddik, amelybaottik Iétrejow kblcsbnhatas létrejottét
bizonyitja. A kiold6das folyamatat a koncentracradiensen tul, a pH-valtozasa idéz.eA

kioldédasi profilok azt mutatjak, hogy a tenzid yalgb foku visszatartast jelent az IBU
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szabalyozott leadasban, mint fehérje jelenlétébenBU kioldodasa a c13-BSA/IBU/NaDS
kompozitbdl 28%, mig az NaDS/IBU kompozitbdl 17% O5@erc elteltével, amely
rendszerekre koncentracio-fliggioldodas jellemé. A kisebb koncentracioju IBU-tartalmu
kompozitbdl a hatdanyag kioldodas kinetikajat aazir,- és a diffizid szabalyozza?R
0,998). A tenzid tartalmi kompozitok esetében - Igake XRD mérésekkel bizonyitottan
rendezett szerkeZgtk - a BSA perturbaciét okoz a folyadékkristalydenettségében, amely
hatasara gyorsabb hatbéanyag kioldddas ment végbeddigi rendszerekhez képest egy joval
inkabb szabalyozott, kis kioldodasi sebességgeB-B3IA/IBU/NaDS; ks = 7,0-10% s?)

jellemezhed rendszert kaptunk, amely igen igéretes lehet & ¢onézve.
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7. Summary

Application of drug delivery systems may be theusoh for treatment of more and
more diseases recently. Non-targeted drug delivery,early excretion of the drug, sudden
injection of a too high or too low concentrationtbé drug may all decrease the efficiency of
the treatment. That is the reason why our goaltwaevelop such core-shell nanocomposites
and bioconjugates that would encapsulate drug ratdsdhat have solubility limits (IBU) or
they are hindered by the defence system of the humoay (KYNA). We also wanted to
examine the release of the encapsulated dmugtro and to characterize the controlling
process of the release mechanism under physiologicaimstances. The most important
information acquired during my dissertation shalldummarized.

1. Mesoporous silica has been synthesized by the hygisoof TEOS with the
application of a structure controlling agent fartsporting IBU which is a nonsteroidal anti-
inflammatory drug that poorly dissolves in wateneTencapsulation of a great amount of drug
(1.6 g IBU / g SiQ) is available due to the huge surface area anopoesus structure of the
core. The size of the core-shell composites cay ¥ram colloid to micron range (from
around 400 to 1140 nm) depending on the numbédreopolyelectrolyte shells which build up
the core-shell composites through electrostatieraudtions in a proper concentration.
Knowing the diameter of the core and the amourduiistances used it is possible to predict
both the size of the composite and the thicknesshef shell with model calculations.
Increasing the number of shells not only slowsrédease of the IBU down but causes the
processes controlling the release to follow diffiedd@netic mechanisms. While the release of
the IBU is only controlled by diffusion, the releasom the Si@IBU composites has a zero-
order kinetic mechanism meaning the release ratbeoflrug is independent from the drug
concentration. The release of the IBU from one4lage composites is concentration
dependent while its release from two-layered contg®sis controlled by erosion and
diffusion (Korsmeyer-Peppas model).

2. Secondary and tertiary structures of the BSA c8ren@g/ml) in dependence of
the pH in the absence and presence of salt have deenined for preparation of protein-
based core-shell composites. The folded/unfoldatstof the protein can be predicted by the
intensity of the fluorescence emission of Trp: kiighest intensity was measured in N-form
(4.3 < pH < 8.0) while lower emission intensityln (2.7 < pH < 4.3) or B-form (8.0 < pH <
10.0) suggests an unfolded shape of the proteia.pfbtein has the highesthelical content
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in N-form (~62% without salt, ~51% in 150 mM NaGllgtion) while the aggregated form
has the lowest amount (~2.5%). Shifting of the ptards acidic or basic range results in the
decrease of the main secondary structure and sereathe aggregated form. The BSA has
high stability and low hydrodynamic diameter in @igsence of 150 mM NaCl while in the
solution mentioned it has lower stability and iraged size. The molecular weight values of
the BSA solution without the salt imply monomer nfowhile the dimer form ratio is
increased with the presence of 150 mM NaCl. Theatneg values of the secondary virial
coefficients support this statement since the praseof well hydrated protein is proven
without salt while the negativ& values indicate that the protein is in an aggesgjdrm in
the presence of the salt.

3. The interactions between the BSA and the drug wardied by fluorescence
spectroscopy. Two hydrophobic molecules were chdseithe quenching processes which
cause change only in the emission intensity. Thesewhe KP and the ANS molecules. Based
on the Stern-Volmer equations used for the flu@ese intensities, the presence of both
static and dynamic quenching processes causestiieate in the emission intensity of the
BSA with the application of both molecules so fertlequations were used for acquisition of
guantitative informationk; f, n, 4G). The hydrophobic molecules seem to have higher
binding in E-form (pH = 3) (the hydrophobic partk the molecules are turned outside)
compared to the native-state (pH = 7) which coméh Wigher binding energy. Negative
values of the Gibbs free energy, implying spontaseprocesses with high affinity, are
between -15 and -33 kJ/mol depending on the pHfamadpplied molecule.

4, The biopolymer in unfolded form (BSA, E-form, pH 3) was used for
targeting the IBU molecules as well. The solubibfythe drug increased with the application
of the biocompatible substance since the numbedis$olved molecules continuously
increased as the number of the bound drug moleetdssisen. During the preparation of the
composites 65-fold of the solubility limit (0.021giml) was used, 93.65% of which remained
in the BSA/IBU composite which is equivalent to ancentration of 1.286 mg/ml I1BU
molecules. The protein also went through a grestteictural change due to the IBU: SAXS
measurements verify the formation of a chain-ligenf. The size of the composites (protein
core < 10 nm) stays in colloid range even with dipplication of the two polyelectrolytes
(PSS, Chit) (BSA/IBU/PSS around 130 nm, BSA/IBU/RS8t around 230 nm). Based on
theoretical calculations the core is created bycthrection of more BSA molecules (the size
of the core and the thickness of the shell arerat@ly nm and 20 nm, respectively) which is

supported by SAXS measurements since the presérggegates is proven both in the case
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of one and two-layered composites. The positivegidndaround +6 mV) of the outermost
Chit shell can provide targeted binding to the <éflegatively charged). The release rate is
well controlled by the shells: 30% more drug molesuemained in the composite after 500
minutes of release experiment compared to compositeout a shell. Results from the
kinetic models represent the role of the shellg thlease rate increases by orders of
magnitude with the number of shells. The dissoluttd the drug can be characterized by
zero-order rate model in the case of BSA/IBU/PS&/Gmposites: a well-controlled process
takes place which is independent from its concéntra

5. The protein in N-form (pH = 7.4) was used to encégise a central nervous
system active agent, called KYNA. Crossing the btbaain barrier requires a particle size of
maximum 100 nm or less so the experiments wergéedaout with one polyelectrolyte shell,
the PAH. Since the size of this core-shell nanoamsitp reached the limit, no attempts were
executed for creating further shells. The sizéhef“empty” composite, the one not containing
the drug, is merely 20 nm so a strong interact®balieved to be present between the drug
and the PAH which is supported by the CD spectththaa-helix content derived from the
spectra. The results of the first hour of thevitro release experiments were used for kinetic
calculations accordingly with KYNA stability testgshere the KYNA is considered to be
stable in PBS-buffer. The zero-order rate modsl fiest R? = 0.997) for the drug release
from the BSA/KYNA/PAH core-shell composite meanitigt same amount of drug release
was experienced in a same time interval, indepdnidem the drug concentration. A well-
controlled, slow release of the KYNA can be acoliiog the application of a PAH shell.

6. Protein-surfactant (NaDS) complexes were synthdsatepH = 3 where the
oppositely charges of the components were usedettec interactions. Precipitation of the
BSA by NaDS gives opportunity for the encapsulatioh the drug molecules. The
crystallization degree of the surfactant decreasesesence of BSA, the distance values,of
suggest cross-sliding of the alkyl chains. The smodiquid crystal structure of the surfactants
remains in the case of NaDS/IBU and BSA/IBU/NaD®$nposites meaning that the drug
stabilizes the structure of the composites. Thatalyzation degree seems to rise with the
increase of IBU concentration which is supportedtioy continuously increasing intensity
peaks appearing on the SAXS scattering curve. Tassrfractal, which is characteristic for
the structure of the BSA (pH = 3, unfolded), shitiwards surface fractal due to the presence
of IBU which proves the development of interactidmstween them. The process of the
release is caused by the change of the pH bedidesonhcentration gradient. Release profiles

show that the surfactant has a higher retentiaghencontrolled release of the IBU compared
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to the protein: release of the IBU from the c13-B8A/NaDS composite is 28% while
release of the IBU from NaDS/IBU composite is 17#er@a500 minutes and the release for
both composite types is concentration dependerd. Kiimetics of the drug release from the
composite with the lower IBU concentration is cotied by erosion and diffusionRf =
0,998). In the case of composites containing stafds which, proven by XRD
measurements, have ordered structure; the BSA sgggturbation so the release rate of the
drug becomes higher. A composite with better cdietlp low release rate (c13-
BSA/IBU/NaDS;kq = 7.0-0%s?) was acquired compared to the composites syneuksia far
which can be really promising in the future.
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F5. dbra A BSA, valamint a BSA-alapu mag-héj kompozitok etétoszlasi fliggvényei a
DLS mérések alapjan
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