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BEVEZETES

Az utobbi évtizedekben hatalmas érdekl6dés Gvezi a nanomedicina technoldgiakat,
kilondsképpen a genterdpia teruletén. A nanogyogyszerekben a hatdanyag A&ltalaban
valamilyen nukleinsav, leggyakrabban plazmid DNS (pDNS). Azonban a nukleinsavak
sejtekbe valo célzott és hatékony bejuttatasanak moédjara még ma sem egyértelmii, hogy
milyen mddszer a legalkalmasabb. Egyik megoldas lehet szintetikus polimerek hasznélata,
melyeket kémiai szintézissel allitanak eld. Ilyenek a poliaminosavak (pl. polilizin), vagy a
poli(etilénglikol), illetve a dolgozat targyat is képez6 polietilénimin (PEI) és szarmazékai.
Ezek hatékonyan és célzottan képesek eljuttatni a szervezetben a kivant sejtekhez a
nukleinsavat (vagy akéar fehérjeket, peptideket), mivel kisebb kémiai mddositasokkal olyan
molekulak kothetok rajuk, melyeket a célozni kivant sejtek felismernek (receptor-specifikus
agensek). A PEI képes megvédeni a belé ,,csomagolt” nukleinsavat mind a sejtek kozotti,
mind a sejten bellli degradaciotdl. Amellett, hogy hatékony beviteli ,,eszkdz”, az ilyen
nukleinsav/polimer nanomedicina tovabbi elényos tulajdonsaga, hogy a két komponens
oldatainak osszekeverésével onrendez6d6 folyamatban alakulnak ki a nanorészecskek, igy
eléallitasuk egyszerii. Ilyen pDNS/polimer nanorészecskéket sikeresen alkalmaztak
allatkisérletekben szdmos indikaciora, koztik radkos modellekben is. Mindezen el6nyok
ellenére driasi problémat jelent klinikai relevancia szempontjabdl, hogy ezek a
pDNS/polimer nanorészecskék nagyon rovid ideig képesek stabilak maradni, vizes
szuszpenzidjuk par ora alatt kitlepszik, a részecskék dezintegralodnak. Emiatt alkalmazasuk

meglehetdsen nehézkes, mivel mindig frissen kell késziteni kdzvetlenul a kezelés elétt.

Munkam soran egy olyan innovativ nanomedicina termékjel6lt, a DermaVir
formulacidjanak fejlesztésén dolgoztam, amely jelenleg fazis 1l-es klinikai stadiumban van,
HIV és AIDS elleni terdpids vakcinaként. Napjainkban a ferté6zé betegségek kozil a HIV-
fertézés és az AIDS a vilag egyik legnagyobb egészségiigyi kihivasa. Tobb mint 30 millié
regisztralt HIV-fert6zott van vilagszerte, akik koziill minddssze kb. 5 milliot kezelnek az
elérheté gyogyszeres terdpidval. A virusellenes gyogyszerek forradalmasitottak ugyan a
fertozés kezelését, de csak az AIDS-betegség késleltetett kifejlodését okozzak, nem
gybgyitanak, emiatt nagy hangsulyt fektetnek ma is sokan a megfeleld ellenszer (preventiv

vagy terapias) megtalalasara.
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A DermaVir nanomedicina hatéanyaga egy plazmid DNS (polianion), amely a HIV
polikation) segitségével 100-300 nm-es nanorészecskekké formulaljuk a két oldat 10%-0s
glikoz/dextroz oldatban vald dsszekeverésével. A kialakuld nanorészecske mérete és fellilete

miatt is virusokra, korokozokra hasonlit, ezért patogén-szeri részecskének nevezziik.

A DermaVir nanomedicina jelenlegi klinikan hasznalt formulaci6jat a helyszinen
frissen késziti a klinikai gyogyszerész harom, kiilonb6z6 hémérsékleten tarolt komponensbol
(kbztik a pDNS -80°C-on), majd nagyon rovid stabilitasa miatt 3 orén belll fel is kell
hasznalnia. A készitményt transzdermalis adminisztracio soran a megfeleléen el6készitett
borfeliileten alkalmazzak. A bér eldkészitése soran aktivalodott Ugynevezett epidermalis
Langerhans-sejtek veszik fel a nanorészecskéket, és eljuttatjak Oket a legkozelebbi
nyirokcsomokba. Miutan a Langerhans-sejt felveszi a nanorészecskét, az egy endoszémaba
zarul, ahol a sejt fokozatosan elkezdi csokkenteni a pH-t a protonpumpak segitségével.
Ekkor a PEIm pufferel6 hatasanak koszonhetden megvédi a részecske belsejében 1évo
pPDNS-t. Ez a védelmi mechanizmus alapvet6 ahhoz, hogy a pDNS sértetlentl jusson el a
sejtmagig, és a benne kodolt fehérjék kifejezédhessenek. Igy jon 1étre az immunviélasz: a sejt
a pDNS-r6l atirodott fehérjéket mutatja be a nyirokcsomdban varakoz6 naiv T-sejteknek,

amik igy a HIV-re specifikus citotoxikus T-sejtekké proliferalodnak.

A cél egy stabil, egyszeriibb formulacio kidolgozasa, azonban mivel ez a termék mar
tal van a szlkséges toxikoldgiai vizsgalatokon, csak olyan paraméterek valtoztathatok,
melyek nem irnak el6 ujabb biztonsagossagi klinikai vizsgalatokat, melyek évekkel
késleltethetik a termék piacra kerllését. A formulacio egyszertisitésére sziikség van részben
azért, hogy a korhazi névér is elkészithesse a készitményt, ne igényeljen klinikai
gyogyszerészt, illetve azért, hogy ne legyen szikség olyan kilonleges tarolasi
korulményekre, mint a -80°C-os ultramély-hiité. Tovabbi cél a DermaVir nanomedicina

szerkezet-bioldgiai aktivitas kapcsolat felderitése, és a fenti mechanizmus igazolasa.

ALKALMAZOTT MODSZEREK
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A nanorészecskék eléallitasa a kovetkezé modon tortént: egy térfogat pDNS oldatot

kihigitunk 3 térfogat formulécids oldoszerrel, egy térfogat PEIm oldatot is Kihigitunk 3 rész
formulaciés olddszerrel, végul ezeket keverjuk 6ssze 1-1 térfogatardnyban. A
nanorészecskék maguktol kialakulnak, a komponensek molaranya, vagyis a nitrogén-foszfor
ardny (N/P) 4,2. Az elkészités utan 20 percig inkubdltuk a folyadék-formuléciot a

laboratérium hémérsékleten.

A pDNS kiilonb6z6 topoizomereinek Kkvantitativ. meghatérozasahoz agardz
gélelektroforézist alkalmaztunk, majd az Image J szoftver segitségével denzitometrikus

alapon értékeltik a topoizomerek szazalékos aranyat. A nanorészecskék dekomplexalasat

natrium-dodecil-szulfat 1000-szeres molaris feleslegével végeztik, hogy vizsgalhassuk a

belil 1év6 pDNS allapotat agaroz gélelektroforézissel (topoizomereinek aranyat).

Az UV-spektrofotometrias méréseknél a teljes spektrumot régzitettiik, 190-1100 nm

kozott, 5 nm-es léptékkel, melybdl leginkabb a 260 nm-en mért pDNS-hez tartozd
abszorbancia maximumot hasznaltuk az értékeléshez. A nanorészecskeknél megfigyelt

hiperkromoforia szamitasa: a nanorészecske 260 nm-en mért abszorbancigjanak a

komponensek 260 nm-en mért abszorbancia-6sszegehez viszonyitott ndvekedése szazalékos

forméban.

Részecskeméret meghatarozasnal a hasznalt készulék (Brookhaven) a dinamikus

fényszorés (DLS) elvét alkalmazva a részecskék hidrodinamikai atmérdjét hatarozza meg a
Stokes-Einstein egyenlet alapjan. Ugyanezeket a mintdkat hasznaltuk a zeta potenciél

méréseknél, modellnek pedig a Smoluchowski egyenletet valasztottuk.

Az atomer6é mikroszképos (AFM) felvételek készitésénél 7 pl nanorészecske

szuszpenzidt argon aramban megszéaritottuk a friss mica lemezre. A felvételek letapogatd
uzemmaddban késziltek, értekelésiikhtz a Nanoscope Imaging és az Image J szoftvereket

hasznaltuk.

A PEIm protonaltsagat a pH fuggvényében pH-potenciometrikus titralassal

vizsgaltuk. A protonalddasi egyiitthatét PSEQUAD program segitségével becsiltik.

A formuléciok bioldgiai aktivitasat in vitro sejtkulturan teszteltik. A DermaVirt

lemezre Killtetett sejtekre pipettdzva, 21 dra inkubacidé utan leszivott felliliszobol az
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expresszalt fehérjéket kvantifikaltuk HIV-1 ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

modszer segitségével, igy szamszerlsitve az adott formulacio bioldgiai aktivitasat.

A PEIm- és a pDNS oldatban 1év6 szervetlen ionok mennyiségi meghatarozasara az

induktiv csatolasu plazma — témeg spektrometria (ICP-MS) méréseket az EPA 6020 eurdpai

szabvanynak megfelel6en végeztettiik, 3 parhuzamost hasznalva. A PEIm széntartalmanak
meghatarozasara a total organikus karbon (TOC) méréseket az MSZ EN 1484:1998

nemzetk6zi szabvanynak megfeleléen végeztettiik, 3 parhuzamost haszndlva. A PEIm

klortartalmanak meghatarozasara az adszorbedlhatd &sszes szerves halogén (AOX)

méreseket az MSZ EN 1SO 9562:2005 nemzetkozi szabvanynak megfelel6en vegeztettik, 3

parhuzamost hasznélva.

EREDMENYEK

1. A DermaVir nanomedicina komponenseinek optimalizalasa és minoségi eloirataik

kidolgozasa

Megfigyeltlik, hogy a pDNS és a PEIm komponensek kiilonboz6 sarzsai kiilonb6z6
biologiai aktivitast mutattak, annak ellenére, hogy akkori specificicidjuknak megfeleltek.
Részletes elemanalizis soran kidertilt, hogy mindkét komponens esetében az ionos jelleg az,
ami eltérd a sarzsok kozott. A pDNS-nél az ionerdsség (leginkabb a NaCl tartalom), a PEIm
esetében pedig a kationos jelleg volt kiilonb6z6 (a polimerhez kotott hidroklorid

mennyisége). A hatékony génexpresszio megdrzéséhez és a stabilitds eléréséhez a

komponenseket kiilén-kilén és a rendszert egészében is vizsgalat ala vetettilk és megtalaltuk

e kritikus paraméterek optimumat, kibdvitettik az anyagok mindségi eldiratait
(specifikacidit). A stabilitas érdekében a formulacios olddszerként hasznalt glik6z oldatot
lecseréltik, mert az nem kivant mellékreakcioba Iép a polimerrel. Tobb bioldgiai
puffert/oldoszert vizsgadlva mind a plazmid, mind a nanorészecske eltarthatosaga
szempontjabol arra jutottunk, hogy a leggyakrabban alkalmazott Tris, foszfat puffer, EDTA
és fiziologias sooldatok nem alkalmasak a célra, mivel egyik sem volt képes megdrizni a
részecske biologiai aktivitasat hosszabb, vagy akéar révidebb tdvon. Talaltunk azonban egy

olyan rendszert, amelynél ez a probléma nem 1ép fel, és puffertartomanya is a megfeleld;
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7,3-8,3 tartoményban taldlhatd. Ez a puffer a trietanolamin-hidroklorid, amely a
gyogyszerkonyvben is megtalalhatd. A tesztek soran arra is fény derilt, hogy a hatdsossag
szempontjabol szilkseg van cukorszeri anyagra a nanomedicina formulacidban. Hogy a
gliikozzal eléfordulé mellékreakciot kikertljik redukald csoportot nem tartalmazo

cukoralkoholokat vizsgéltunk, melyek kozul a mannitol- és a szacharOz-tartalmu elérte a

kordbbi bioldgiai aktivitast. Végul a pH optimalizalasaval egy mannitol-tartalmu

trietanolamin-hidroklorid puffert (TEAM) vélasztottunk, amely 7,5-es pH-javal (a korabbi

pH~3 helyett) és redukald csoportot nem tartalmazo cukortartalmaval indifferens a

nanorészecskére ¢s annak komponenseire, mindemellett megérzi a jelenlegi klinikai

formulécio bioldagiai aktivitasat.

2. Stabil DermaVir formulacios lehetoségoei

A komponensek optimalizalasa és a megfeleld olddszer kivalasztasa utan a hosszabb tava

stabilitds vizsgalatok soran Kkidolgoztunk egy stabil folyadék-formuléciét, mely az

irodalomban eddig egyedilallo stabilitast mutatott: 37°C-on 3 hétig, 4°C-on 8 hétig tarolva a

frissen készitett kontrollal megegyez6 bioldgiai aktivitast mérhettink. A folyadék-

formulécié mellett hosszabb tavra tervezve egy olyan kétfiolas, -20°C-on térolt formulaciot
is kidolgoztunk, melyben a TEAM pufferrel higitott pDNS illetve a PEIm, kilon fiolaba
kerll, és a kiolvasztas utan egyszerlien 0sszekeverhet6 a két oldat. Ez a formulacidé 1 éves

stabilitds adattal rendelkezik, a jelenlegivel ellentétben nem igényel kilonleges tarolast, nem

kell klinikai gyogyszerésznek elkészitenie bonyolult eldiras szerint, elegendd a névér hozza.

3. Hiperkromoféria, mint a szerkezet-aktivitds 0sszefilggés mutatdja, és befolyasold

tényezoi

A fejlesztési munka sordn feltérképeztilk a DermaVir nanomedicina szerkezet-aktivitas

Osszefliggéseit is. Ennek sordn a jelenlegi Klinikai, glukozban formulélt formuléciot
vizsgaltuk az Ujjal szemben, mely a TEAM pufferben formulalt ionos kdérnyezetiikben
optimalizalt pDNS és PEIm oldatokbdl all 6ssze. Atomeré mikroszkopos felvételekrol
kiderult, hogy a jelenlegi klinikai formulécio részecskéi nem elég témorek, a pDNS szélai

kitlremkednek a PEIm burok alél, ezzel szemben az 0j formulacid polimer burka teljes

védelmet nyujt a pPDNS-nek, kompakt, tomor ,.kérget” alkotva. Ez magyarazatot nyQjt a két

formulacid kozatti bioldgiai aktivitas kilonbségre, hiszen az 0j formulécio atlagosan kb. 30-
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50%-kal magasabb potenciat mutat. Tobb fizikokémiai tulajdonségot is vizsgalva azt

talaltuk, hogy kizérdlag a részecskék UV spektrofotometriasan mérhetd hiperkromofériaja az

a paraméter, amely 06sszefliggésbe hozhatdé a biologiai aktivitasbeli eltérésekkel. Ez a

hiperkromoforia, amely akkor jelenik meg, amikor a nanoreszecske kialakul, eltéré mértéket
mutat a jelenlegi klinikai és az Uj formulécidknal, annak ellenére, hogy a két formulécidban
mind a részecskék atlag mérete, mind azok méreteloszlasa nagyon hasonld. A potensebb, Uj

formulécidonil konzekvensen magasabb hiperkromofdria mérhetd, mint a kisebb aktivitasu

jelenlegi klinikai formuléaciondl. A hiperkromoforia jelenségét tobb oldalrol vizsgalva azt

talaltuk, hogy a formulacié ioneréssége és a pH befolyasoljak, mint az ionos kérnyezet

alapveté meghatarozoi. Az eredményekbdl arra jutottunk, hogy a hiperkromofdéria nem mas,

mint a részecske tomorségének mértéke, vagyis a pDNS és a PEIm kozott kialakuld

kotéseknek tulajdonithatd, és mértékét azok szdma hatarozza meg; minél tobb kotés alakul

ki, a hiperkromofdria annal magasabb. Ezt az elméletet igazoltuk AFM felvételekkel,
valamint gél retardécios kisérlettel, nukledz enzimmel szembeni ellenéllas vizsgalataval és

termodinamikai stabilitas vizsgalatokkal is. Eredményeink szerint a megfeleld biologiai

aktivitashoz arra van sziikséq, hogy a nanorészecske eléq stabil legyen ahhoz, hogy tulélje az

endoszémat a sejten beliil, de utdna a sejtmag kozelébe jutva iddben el kell engednie a

plazmidot, hogy az bejuthasson a sejtmagba és a fehérjék expresszalodhassanak. Ehhez a

kényes egyensulyhoz pedig a hiperkromoféria optimumara van sziikség, ami az (j
formulacional teljesul. Miutan a DermaVir nanorészecske a 2 komponens elektrosztatikus
kolcsonhatasainak koszonhet6en alakul ki, mind a pDNS, mind a PEIm ionos karaktere
meghatarozé abban, hogy milyen mértékii kolcsonhatas alakulhat ki kozottik, illetve a
részecske kialakulasa utan a kiilsé6 burok PEIm-en milyen mértékben marad protonalatlan
amin csoport, amivel a sejtbe vald bejutas utan pufferel szerepét betoltheti. A jelenlegi
klinikai formulacioban a pDNS foszfatcsoportjainak nagy része natriumsé forméajaban van,
igy hidba er6sen kationos a PEIm nitrogénjeinek protonaltsdga, nem tud kompakt
nanorészecske kialakulni. Raadasul a polimer a sejtben sem képes megdvni a plazmidot a
csokkené pH-tdl, miutdn keves a semleges nitrogen. Ezzel szemben az Uj formulacioban a
pDNS mellett kb. masfél nagysagrenddel kevesebb natrium taldlhatd, igy azon
foszfatcsoportok szama is joval kisebb, melyek so formajaban vannak. A kevésbé kationos
PEIm igy tobb kotést tud kialakitani a pDNS-sel, és a semleges aminok nagyobb szama miatt

az endoszoma pufferelése is hatékony, megvédve ezzel a szallitott pDNS-t a korai
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degradaciotél. A pH vizsgalataval hasonlot figyeltiink meg; alacsony pH-n a gyenge sav
pDNS disszociécidja visszaszorul, a PEIm protonal6désa pedig fokozottabb, igy kevesebb
kotés johet létre koztik, és keves a pufferrelni képes semleges nitrogen. Ezzel szemben
magasabb pH-n a pDNS disszociacioéfoka nd, a PEIm protonalddasa ugyan visszaszorul, de
miutén az négyszeres feleslegben van, még igy is nagyszdmu kotés alakul ki a komponensek
kozott, ezzel kompakt nanorészecskét létrehozva, melyen a PEIm semleges nitrogénjeinek
szama is megfelel6 az endoszéma protonjainak megkotéséhez. A legmeggy6z6bb bizonyiték
erre, hogy mikor az 0j, optimalizalt formulacié pH-jat a jelenlegi klinikainak megfelel6 3-as
kordlire allitjuk, a bioldgiai aktivitas is annak a szintjére csokken, fliggetlendl attél, hogy a

pDNS ¢és a PEIm komponensek az optimalizalt ionos karaktertiek.

A stabil nanomedicina formulécié kidolgozdsa sordn tehat optimalizaltuk a
komponenseket, a formulaciés oldoszert, feldllitottuk a nanorészecske sejten belili
hatdsmechanizmusat, a szerkezet-aktivitas 0sszefiliggést és igazoltuk azt. Bevezettlink egy Uj,
egyszerii analitikai modszert, amely 0sszefliggésben van a részecske biologiai aktivitasaval
azéltal, hogy képes kimutatni a pDNS/PEIm nanorészecske kompaktsagat, tomorséget.
Kibdvitettiik a komponensek és a nanomedicina specifikacidjat az 1j kritikus
paraméterekkel, igy a DermaVir a fazis Ill-as klinikai vizsgalatokat mar az Uj, fejlesztett
termékkel kedzi meg. A dolgozat témajahoz kapcsolodo fejlesztések és eredmények fontos
mérfoldkovet jelentenek a DermaVir nanomedicina mind kémiai, mind Kklinikai fejlesztése

sorén, amit tudomanyos cikkek és egy benyujtott szabadalom is alatdmaszt.
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