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1. Bevezetés és célkituzeés

A modern kolloidkémia kiemelkedden vizsgalt teriiletei k6z¢é sorolhatoak a komplex
hatéanyaghordozé rendszerek fejlesztésére iranyuld kutatasok, melyek lehetdséget teremthetnek
tobbek kozott hatdéanyagok célzott transzportjara, programozott (idében kontrollalt) leadésara,
illetve a terapias hatés kifejtéséhez sziikséges dozis bevitelére is, ezzel hozzajarulva a hatébanyag
€10 szervezeten beliili jobb hasznosuldsdhoz. A biokompatibilis €s biodegredabilis sajatsaggal
rendelkezé hordozok fejlesztése soran kiemelt jelentdséggel birnak a szérumfehérje alapa
strukturdk alkalmazasara irdnyuld kutatdsok. A human szérum albumin (HSA) és a marha szérum
albumin (BSA) az egyik legszamottevobb mennyiségben megtalalhatd fehérje a vérplazmaban. A
szivalaki szérumfehérje jelentésége vitathatatlan, mivel egyedi szerkezeti sajatsagai
kovetkeztében mind endogén, mind exogén ligandumok megkdtésére is alkalmas. Ezen sajatsag
elénydssé teszi felhaszndldsat 0 tipust, (bio)kolloidalis hordozérendszerek fejlesztéséhez, mely
munkank f6 motivaciojat is adta.

Doktori munkam soran olyan szérum albumin alapi egyszeri és 0Osszetett
hatoanyaghordozo strukturak kialakithatosagat igyekeztem feltérképezni €s azokat megvaldsitani,
melyek alkalmazésa révén lehetdség adodik kiilonbozo élettani hatdssal rendelkezd hatéanyagok
(pl. nem-szteroid gyulladascsokkentok (NSAIDs), vitamin szdrmazékok vagy éppen neuroaktiv
hatasu vegyiiletek) hatékony formulazasara és azok szabalyozott mddon torténd leadasara. Célul
tiztem ki a poli(allilamin-hidroklorid) (PAH) polielektrolittal stabilizalt szérumfehérje alapt
gyogyszerhatoanyag-hordoz6 rendszerek egyszerli és reprodukalhaté médon torténd eldallitasat
kétcsatornas aramlasos berendezés hasznalataval, ahol az aramlasos elven miikodo technika
lehetdségeire €s elonyeire kivantam ramutatni. Az egykomponensti szérumfehérje alapt hordozé
részecskék vizsgalata mellett igyekeztem feltérképezni az 6sszetett BSA/HSA-hialuronsav (HyA)
hordozoérendszerek onszervezddéssel torténd eldallithatdosagat is. Vizsgaltuk egyrészt az dsszetett
hordozét alkoté makromolekulak kozotti ill. a makromolekulék és a modellhatéanyagként hasznalt
kismolekulak kozotti kolcsonhatasok jellegét €s mértékét. Az igy kialakitott szérumfehérje-
poliszacharid Osszetett biokolloidok felhasznalasaval az ibuprofén (IBU) vékonybélben torténd
felszivodasara potencidlisan alkalmas formulaciét hoztunk Iétre, melynek hatdanyag
felszabadulasi és modellmembran penetracids vizsgalatait is elvégeztilkk. Munkam harmadik
részében a szérumfehérjék megtartdsa mellett hidrofob karakter(i hatéanyagok formulézasara is
alkalmas E-vitamin szarmazékkal (TPGS) stabilizalt BSA-poli(tejsav-ko-glikolsav) (PLGA) alapu
Osszetett hordozo6 kialakithat6sagén is dolgoztam, mely esetén a makromolekulédk dnszervezddése
altal kialakitott hordozok Osszetételének valtoztatdsdval az egyes fizikai-kémiai sajatsagai

hangolhatoak.
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2. Szintézisek és vizsgalati modszerek

Az egyes szérumfehérje alapti hordozoként funkciondlé biokolloidok eldallitdsdhoz az
elkészitett torzsoldatokhoz, pufferekhez minden esetben nagy tisztasagi Milli-Q vizet (Millipore,
MilliQ Integral 3, fajlagos vezetés 25 °C-on 0,055 uS/cm) hasznaltam. A felhasznalt vegyszereket
tovabbi tisztitdsi eljardsoknak nem vetettem ala. A kisérleti munka soran hasznalt

makromolekuldk, stabilizatorok és kismolekulak szerkezeti képletei az 1. abran lathatoak.

I. Szérum albuminok (HSA/BSA)

Human szérum albumin n“(f "
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I11. Alkalmazott modellhatéanyagok

Kinurénsav N-(2-N,N-dim etilaminoetil)-4-oxo-1H- Ibuprofén Rifampicin
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1. abra: A hordozérendszerek eldallitdsdhoz hasznalt makromolekuldk és modellhatdanyagok
szerkezeti képletei (a PLGA, PAH és HyA esetén azok monomeregységei lathatoak az dbran, a
BSA és HSA szerkezetek forrasa a PDB (Protein Data Bank:3V03, 1E78) adatbazis).
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A szérum albumin alaptl hordozérendszerek méretének, méreteloszlasanak, szerkezetének,

osszetételének tanulmanyozasahoz az alabbi méréstechnikai modszereket alkalmaztuk.!

Makromolekulik/kismolekulak, illetve az 6sszetett makromolekulak k6zotti kolcsonhatasok

vizsgalatahoz alkalmazott fontosabb miiszerek:

Fourier-transzformacids infravords spektroszkopia (FT-IR; Jasco FT/IR-4700)

Feliileti plazmon rezonancia spektroszkopia (SPR, Pragai Egyetem fejlesztése)

Cirkularis dikroizmus spektroszkopia (CD, Jasco J1100)

Differencialis pasztazé kalorimetria (DSC, Mettler-Toledo 822¢)

Termogravimetria (7G, Mettler-Toledo TG/SDTA 851°)

Peremszdgmérd (KRUSS FM40Mk2 Easy Drop)

Aramlasi potencial mérésen alapuléd feliileti toltés meghatarozasara iranyuld vizsgalat
(PCD, Miitek PCD-04)

Reoldgiai vizsgélatok (Anton Paar MCR 301)

[zoterm titracios mikrokalorimetria (ITC, MicroCal VP-ITC)

Szérum albumint tartalmazé Kkolloidalis hordozo részecskék eloallitasahoz,

karakterizalasahoz és a hatdéanyag Kkioldodasos vizsgalatokhoz alkalmazott jelentésebb

miiszerek:

Aramlasos kémiai berendezés (Syrris Asia Flow (Syrris Ltd.)

Dinamikus fényszoras és {-potencidl mérés (DLS, Horiba SZ-100)

Transzmisszids elektronmikroszkopia (TEM, Jeol JEM-1400plus)

Turbidimetria (LP2000 Hanna Ins., Ocean Optics USB4000)

Fagyasztva szaritas (Christ Alpha 1-2 LD)

UV-Vis spektrofotometria (Shimadzu UV-1800)

Nagyhatékonysagu folyadékkromatografia (HPLC, Agilent 1260 HPLC)

Parhuzamos mesterséges membran-permeabilitas vizsgalat (PAMPA modellmembran;

Rapid Equilibrium Dialysis (RED) device (Thermo ScientificTM, Waltham)

' A zaréjelben az adott méréstechnika roviditett neve és az alkalmazott miiszer tipusa is feltiintetésre keriilt.
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3. Uj tudomanyos eredmények

T1. Szérumfehérje alapu, hatéanyag nélkiili, illetve neuroaktiv hatassal rendelkezo
kismolekulakat tartalmazé, kolloid részecskék reprodukalhaté modon torténd eloallitasa

aramlasos kémiai technika segitségével megvalosithato [1].

T1.1. Folyamatos aramu, aramlasos kémiai technika segitségével els6ként valdsitottam meg a
BSA/PAH o6sszetétellel rendelkezd, feltételezhetden mag-héj szerkezetii gydgyszerhatdanyag
hordozoként funkcionald biokolloidok eldallitdsat. Igazoltam, hogy az aramldsi sebességek
szisztematikus novelésével — konstans relativ aramlasi sebesség arany (vi:v2 = 1:4) mellett — a

képz6do biokolloidok atlagos atmérd értékei hangolhatdéak 90 — 150 nm mérettartomanyban.

T1.2. Igazoltam, hogy az aramlasos elven miikddo technika felhasznalasaval a neuroaktiv hatassal
rendelkezé kinurénsav és szerkezeti analogjanak (SZR-72) formulazasa megvalosithato a
BSA/PAH alapu részecskékbe, ahol a részecskék atlagos atmérdéi ~ 150 nm-nek adoddnak.
Igazoltuk, hogy kdzel azonos hatdanyag tartalom (~ 5 %) és kapszulazasi hatékonysag (~ 12 %)
mellett az aramldsos eljarassal kialakitott részecskékbdl a hatéoanyag lényegesen nagyobb
mennyiségben és gyorsabb folyamat révén szabadul fel. Ramutattunk arra, hogy a HSA/PAH
hordoz6 részecskék eldallitasa is megvalosithatd, azonban ezen eljardssal a vizsgalt hatdanyagok
formulazésa alacsonyabb aramlasi sebesség alkalmazasa esetében mar kedvezdétlenebb, melyet a
nevezett kismolekuldk BSA és HSA szérumfehérjékhez torténd kotddését igazold

molekulaszimulacios szdmolasok is josolnak.

T2. A szérumfehérje és a HyA alkotta, hatéanyaghordozoként funkcionald, oGsszetett
biokolloidok kialakithatoak a nevezett makromolekulak kozotti pH-fiiggé kolcsonhatasok

ismeretében [2-3].

T2.1. ElsOként jellemeztiik a BSA szérumfehérje és egy nagy molstlya HyA poliszacharid k6zotti
kolcsonhatast eltérd pH-értékeken (pH = 3,5-5,5) SPR, CD, reoldgiai és aramlési potencial
mérésen alapulo feliileti toltés meghatarozasara iranyul6 vizsgalatok egyiittes eredményei alapjan.
Kisérletileg igazoltuk, hogy a makromolekuldk Onszervezddésével létrehozhat6 BSA/HyA
biokolloid részecskék kialakulasdit a makromolekulak t6ltése domindnsan befolyasolja.
Rémutattunk, hogy a BSA izoelektromos pontja (pH ~ 5,1) feletti pH-értéktdl a részecskék
kialakuldsa nem kedvezményezett a monomerenként egy negativ toltéssel (pKuya ~ 3-4)
rendelkez6 HyA poliszachariddal és a bruttd negativ toltéssel rendelkez6 BSA kozotti

elektrosztatikus taszitd kolcsonhatas kovetkeztében.
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T2.2. A makromolekuldk kozotti pH-fliggd kolcsonhatasok ismeretében dolgoztunk ki egy
egyszerll, vizes kozegli eljarast BSA/HyA és HSA/HyA alapu kolloidalis hatdéanyaghordozo
részecskék eldallitasara. Kisérletileg igazoltuk, hogy az egyszerii toltéskompenzalason alapulo, a
makromolekuldk Onszervezddésével 1étrejove szérumfehérje-hialuronsav kolloidok mérete a
kozeg pH-értekével és a makromolekuldk kozotti tomegarany valtoztatasaval szabalyozhato.
Igazoltuk, hogy mfeherie:muya = 2:1 tomegarany mellett a képz6dd kolloid részecskék atlagos

atméroi ~ 200 nm-nek adédnak mindkét fehérje esetében.

T3. Az ibuprofén (IBU) hatéanyag formulalasa megvalosithato a BSA/HyA és HSA/HyA
biokolloid részecskék felhasznalasaval, ahol a hatéanyag felszabadulisa és membran
penetracios folyamata a fehérjék anyagi mindségének valtozasaval szabalyozhaté

vékonybélben torténo felszivodast modellezve [3].

T3.1. Szamos eltérd élettani hatassal rendelkez6 kismolekula (IBU, 2-pikolinsav, kinurénsav és
annak két szintetikus szarmazéka (SZR-72, SZR-81) kapszulazhatosagat vizsgalva a BSA/HyA ¢és
HSA/HyA kolloid részecskékbe igazoltuk, hogy az IBU esetén érhetd el egy kozel 20 %-os
hatéanyag-tartalom, mely révén misu/mfenerie/muya = 2:1:0,5 tomegaranyok kialakitdsa esetén
d ~ 260 nm atlagos atmérdjii kolloid részecskék allithatdoak el6. A nevezett kismolekulak
szérumfehérjékhez torténd kotddésének igazolasara elvégzett molekulaszimulacios szamolasok

(MM/GBSA kolcsonhatasi értékek alapjan?) is megerdsitik a kisérleti tapasztalatokat.

T3.2. Az IBU-tartalmii BSA/HyA ¢és HSA/HyA formulaciokbdl torténd kioldodast
tanulmanyozva, vékonybélben torténd felszivodast modellezd kozegben (pH = 6,5 (foszfat
pufferes sooldat, NaCl, 0,9 %)), igazoltuk, hogy kézel 3—4-szeres mennyiségili hatdanyag juttathatod
at a membranon a formuléci6 kialakitasa révén, tehat az IBU vizes kozegbeli oldhatdsaga ilyen
modon novelhetd. Ramutattunk arra, a BSA alapti formulacié nagyobb IBU visszatartst
eredményez, mig ilyen mdédon a HSA alapi részecskék felhasznalasdval egy gyorsabb

felszabadulas €s membran penetracio valdsithatdé meg.

T3.3 Aramlasi potencial mérésen alapul6 feliileti toltés meghatérozasara irdnyuld vizsgalatok
révén bizonyitottuk, hogy azonos kisérleti koriilmények (pH = 6,5, vizes kdzeg, creherie = 0,36 mg
mL") mellett a BSA (q = 0,131 + 0,024 mmol/mg) és a HSA (q = 0,226 + 0,012 mmol/mg) eltérd
brutté feliileti toltéssel rendelkeznek, mely magyarazhatja a 73.2. tézispontban megfogalmazott
kisérleti eredményeket. Nevezetesen, pH = 6,5 esetén a mar negativ toltésii IBU molekulak ¢és a

nagyobb negativ toltéssel rendelkez6 HSA szérumfehérjék kozotti nagyobb mértéki

2 MM/GBSA: Molecular mechanics with generalised Born and surface area solvation, elméleti kémiai szamitdsos
modszer a Born-kozelités figyelembevételével.
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elektrosztatikus taszitds is generalhatja a gyorsabb hatéanyag leadast. Ezen kisérleti eredményt a
molekulaszimulacids szamolasok is alatdmaszthatjak, ugyanis a BSA-IBU rendszerben nagyobb
MM/GBSA kolcsonhatési értékek hatdrozhatéak meg (~ —50-60 kcal/mol), mint a HSA-IBU
rendszerben (~ —40-50 kcal/mol) (2. abra).
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2. abra: A T3 tézispont fontosabb eredményeinek szemléletes ismertetése; (T3.1.) Az eldallitott
BSA/HyA-IBU és HSA/HyA-IBU formuléciok atlagos hidrodinamikai atmérdjének és
morfologiai sajatsagainak bemutatasa; (T3.2.) A formulalatlan hatéanyag és az IBU tartalmt
formulaciok esetében regisztralt kioldodasi profilok specialis vékonybélhartya
modellmembréanon keresztiil; (T3.3.) A tiszta fehérjék (BSA, HSA) netto toltésbeli kiillonbsége

aramlasi potencial mérésen alapulo feliileti toltés meghatarozas révén [2,3].

T4. A szérum albumin (BSA) valamint eltéré6 monomerarianyd PLGA kopolimerek (50:50;
65:35; 75:25) kombinalasa révén egy egyszeri, reprodukalhaté médon torténé preparativ
eljarast kidolgozva, kialakithatéak osszetett, nem-ionos tenziddel (biokompatibilis
E-vitamin szarmazék) stabilizalt szérumfehérje/PLGA kolloid részecskék, ahol a
makromolekulak kombinaldasa révén a PLGA hidrofob karaktere csokkentheto, amit a

monomerek aranyanak valtoztatasaval tovabb szabalyozhato [4].

T4.1. Els6ként vizsgaltuk a BSA-TPGS ¢és a BSA-PLGA ko6z6tti kolesonhatast mikrokalorimetria
(ITC), CD; Fourier-transzformacids infravords (FT-IR) spektroszkdpia és termoanalitikai mérések
segitségével. Kisérletileg meghataroztuk a kolloid részecskék kialakithatosdgat meghatarozo f6bb
kisérleti koriilményeket (pl. makromolekula tomegarany, TPGS tartalom stb.), mely révén

optimalizaltuk el6allitasi folyamatukat.

T4.2. Elséként bizonyitottuk, hogy a szérum albumin fehérje eltér6 monomeraranyu
(tejsav: glikolsav arany = 50:50; 65:35; 75:25) PLGA kopolimerekkel torténd ,.kdlcsonhatdsa”

révén d ~ 200 nm atlagos atmérével rendelkezd kolloid részecskék alakithatoak ki, melyek
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stabilitasdnak biztositasa végett a biokompatibilis tulajdonsaggal rendelkezé E-vitamin
szarmaz¢ék, a TPGS alkalmazhatosagara is ramutattunk. Kisérletileg igazoltuk, hogy PLGA
hidrofob karaktere (peremszog (PLGAS50:50) = 56,43°; peremszdg (PLGA75:25) = 70,48° (vizzel
szemben)) lényegesen csokkentheté a szérumfehérjével torténd Osszetett kolloid részecske
kialakitasa révén (peremszog (BSA/PLGAS50:50) = 36,06°; peremszog (BSA/PLGA75:25) =
38,73° (vizzel szemben)) (3. abra).
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3. abra: A T4 elso ketto tézispontjanak szemléletes ismertetése; (T4.1.) A TPGS cmc értékének

meghatarozasa izoterm titraciés mikrokalorimetrids mérések révén a fehérje hianyaban és
jelenlétében, (T4.2.) A peremszdgmérés eredményeinek bemutatésa a kiilonb6zo

monomeraranyu a tiszta PLGA és PLGA/BSA 0sszetett hordozok esetén [4].

T4.3. Hidrofob karakteri modell hatdéanyag kapszuldzasat is megvaldsitottuk a TPGS-tal
stabilizalt BSA/PLGA hordoz6 részecskékbe (d ~150 nm). Eredményeink igazoltak, hogy a TPGS
tobbféle szerepet is betolt a formuldcid esetén. A kolloid részecskék stabilizatoraként torténd
funkcidja mellett 6nmaga egy funkciondlis vitamin hatdanyag, valamint karakterisztikus
szerkezeti tulajdonsaga (amfifil vegyiilet) kovetkeztében hidrofob karakteri modell hatéanyagok

szolubilizaldséban is dominans szerepet tolthet be.
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3. Az eredmények varhato hasznositasa

Az 1j tipust gydgyszerhordozo rendszerek fejlesztése kiemelt érdeklddés targyat képezi a
modern gyogyszerészeti kutatasokban, és folyamatos az igény 0j gyogyszerészeti készitmények
eléallitasara. Ennélfogva, a biokompatibilis és biodegradabilis, kolloid mérettartoméanyba esd
innovativ hatéanyaghordozé rendszerek eldallitasat kiemelt figyelem ovezi a célzott
hatoanyagleadast megvalosito terapias készitmények €s a hatdéanyag biohasznosuldsanak javitasa
érdekében. A doktori munka sordn eltérd Osszetételi makromolekulas kolloidokbdl felépiild
hordozé részecskék kialakitasat valositottuk meg, ahol ramutattunk arra, hogy a hordozdok anyagi
mindségének €s Osszetételének szisztematikus valtoztatasa révén valtozatos funkcidval rendelkezo
vegyiiletek is formuldlhatéak. Eredményeink foként korszerli gydgyszertechnoldgiai

fejlesztésekhez jarulhatnak hozza.
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