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1 Bevezetés

A nanorészecskék és a nanogyogyszerek alkalmazasa egyre nagyobb teret kap mind a
gyogyszerek mind a kozmetikai termékek gyartdsa soran. A nanogydgyszer alapja a
nanorészecske, mely lehet példaul polimer, liposzoma, dendrimer vagy nanocs6é vagy ezek
kombinacioja. Ezen anyagok eldsegithetik a kdzeljovében a személyre szabott gyogyszerek
megalkotasat, mellyel lehetdség nyilik a diagnozissal Osszekotott nagy hatasfoku célzott

terapiara.

A gyogyaszat nemcsak a legjelentésebb biopolimereket hasznalja, ugy, mint pl. alginsavat,
hialuronsavat, kitozant, poliglutaminsavat, hanem ezen biopolimerekbdl készitett
nanorendszereket is. A biopolimereket jellemezik kedvezé biologiai tulajdonsagaik,
gyogyszertechnologiai és nanotechnoldgiai alkalmazasuk alapjan. Napjainkban a kutatoknak
nagy kihivast jelent a célzott hatdéanyag szallitas megvaldsitdsa, minimalizalva a
mellékhatasokat. A nanotechnoldgia alkalmazisaval modosithatjuk a hatéanyagok fizikai,
kémiai és farmakokinetikai sajatsadgait. Nanotechnologiai rendszerek fejlesztésével kombinalt
terapia érhetd el. A nanotechnologia képes 6rids molekuldkat, igy a biopolimereket is kb. 100
nm-es mérettartomany ald ,,csomagolni”, értékes csoportjaihoz hatdéanyagokat kapcsolni,
mikdzben eredetébdl adodo tulajdonsagait nem vesziti el, igy a szervezet nem kezeli idegen
anyagként és a molekuldk 6nszervezddd képessége tovabb ndveli a nanorészecskék stabil és

hatasos alkalmazasat.

Ezen munka leirja és bemutatja egy stabil hialuronsav alapu nanorendszer eléallitasat,
jellemzését. Az alkalmazott hialuronsav(HA) koncentracié, a térhalositd arany és a kozeg
hatdsait vizsgaltuk. Tovabba egy stabil térhaldsitott HA-alapti nanorészecskét tartalmazod

félszilard készitményt hasonlitottunk dssze egy linearis HA-t tartalmazo vizes bazist géllel.



2  Célkitiizések

A munkam célja egy olyan keresztk6tott hialuronsav nanorészecske (CLHA) rendszer
eloallitasa ¢s vizsgalata, melyet hialuronsav (HA) és 2,2°(etiléndioxi)bisz(etilamin)
reakciojaval vizes kozegben allitunk eld, kondenzalé agensként vizoldékony karbidiimidet

alkalmazva.

A vizsgalat elsé részében matrix formdkat szintetizaltunk, melynek célja megismerni a
kiilonb6z6 valtozok kozos hatésait.
Kisérleteink f0 1épései a kdvetkezok voltak.
e Parhuzamos reakciok végrehajtasa azonos feltételekkel és paraméterekkel. Ezen
esetekben a valtoz6 paraméter lehet a kozeg, a HA koncentracioja, valamint a diamin
¢s CDI mennyisége. Az allando paraméterek a kdvetkezok: a kozeg térfogata (50 ml),
oldott HA azonos pH-ra torténd allitasa, a diamin oldat azonos moddon torténd
eldallitasa, azonos keverés ¢€s elegyitési 1dok alkalmazésa, alkalmazott hdmérséklet,
azonos dializis és liofilez6 modszer alkalmazasa.
e HA nanorészecske rendszer 1étrejottének igazolasa transzmisszios elektronmikroszkop

felvételek készitésével.

A vizsgalat masodik része, a gyartasi eljaras tanulmanyozasa volt a kvetkez6 modon:

e Az alkalmazott technoldgia kiilonb6zd Iépéseiben, a részecskeméret, részecske-
méreteloszlas, molekulatomeg-eloszlas €és reoldgiai mérések elvégzése, és a kapott
eredmények Osszehasonlitasa.

e Sokoncentracid hatdsdnak meghatarozésa a részecske méretére vonatkozolag.

e Nanorészecske rendszer stabilitdsdnak meghatdrozasa kiilonb6zé kozeg és célzott
keresztkGtési arany alkalmazasa esetén.

A vizsgalat harmadik részében félszilard készitményeket hasonlitunk Ossze, térhalositott HA

nanorészecske tartalmu készitményt egy linearis HA-t tartalmazo vizes bazisu géllel.

e Reoldgiai tulajdonsagok, hidratdcios ¢és irritaciéS hatdsok vizsgalata és
Osszehasonlitasa.
e A Dbor penetracios képességek meghatarozasa in vitro, ex vivo és in vivo bor-

modelleken.



3 Anyagok és médszerek
3.1 Anyagok
HA (My = 4350 kDa) Richter Gedeon Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) szarmazott so
formajaban, a  mindsége  megfelelt a Ph. Eur. 6. kovetelményeinek.
2,2’(etiléndioxi)bisz(etilamin) és 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-etilkarbodiimid metiljodid
(CDI) anyagokat a Sigma-Aldrich Kft.-t6l (Budapest, Magyarorszag) vasaroltuk. A pH
allitasa NaOH and HCI oldattal tortént. Millipore vizet hasznaltunk a vizsgalatok soran. S&D
Chemicals Kft-t6l (Budapest, Magyarorszag) szarmazd Transcutol®-t és Labrasol®-t
hasznaltunk. A glycerol-85% a Molar Chemicals Kft (Budapest, Magyarorszag)
forgalmazta. Minden vegyszer analitikai tisztasagl volt.
3.2 Keresztkotott hialuronsav nanorészecske (CLHA) rendszer vizsgalata.
A keresztkotéses reakciot harom kiilonb6z6 kézegben hajtottuk végre. (Tablazat 1)
1. Tablazat A kozeg jelolése
Kozeg viz NaCl (0.09%w/w) NaCl (0.9%w/w)
Jelolés A B C

A reakcioé végtermékeket kiilonbozé reakcid paraméterek alkalmazasaval szintetizaltuk,
modositva a kdzeget, a HA koncentraciot €s a keresztkotési aranyt.
A CLHA-t harmas-jel6lésti rendszerrel azonositjuk, a kezd6 betli a kdzegre vonatkozik, az azt

crer

keresztkotési ratat.
3.3 Modszerek

3.3.1 Foton korrelacios spektrofotometria (DLS)
A CLHA részecskeméret eloszlas és a hidrodinamikai atméré meghatarozashoz Malvern—

Zetasizer NanoZS90 berendezést hasznaltunk. A mérést foton korrelacios spektroszkopiaval

végeztiik 173°-nal 25°C-on.

3.3.2 UV spekrofotometria
A keresztkotott  hialuronan  nanorendszer transzmittanciajat HP-8453  Ultraviolet

Spektrofotométer berendezéssel hataroztuk meg. A mintat 500 nm mértiik, optikailag

homogén kvarc kiivettat hasznalva, 25 °C-on.



3.3.3 Transzmissziés elektron mikroszkopia (TEM)

crer

(TEM) hataroztuk meg.

3.3.4 Gélkromatografia (GPC)
GPC hasznalataval hataroztuk meg a minta molekulaméret eloszlasat, az alkalmazott BioSuite

450 HR SEC kollona segitségével.

3.3.5 Reolégia
A reoldgiai méréseket Physica MCR101 (Anton Paar, Austria) reométerrel végeztiink. Kuap-

lap mérdberendezést hasznaltunk, ahol a kip szdge 1°, a minta vastagsaga pedig 0,046 mm

volt a kup kozepén mérve.

3.3.6 Hidratacids és irritacios teszt
A Corneometer® CM 825 (Courage and Khazaka Electronic GmbH, Cologne, Germany)

berendezés vilagszerte elterjedt a borfelszin hidratacios tulajdonsaganak meghatarozasara.
A Tewameter® TM 300 (Courage and Khazaka Electronic GmbH, Cologne, Germany)

alatalanosan elfogadott eszkoz a transzepidermalis vizvesztés mérésére (TEWL).

3.3.7 Invitro hatéanyag felszabadulas és borpenetracios mérések

A membran diffuzios és permeacios vizsgalatokat vertikalis Franz diffuzids cellaval (Hanson
Microette TM Topical & Transdermal Diffusion Cell System, Hanson Research Corporation,
USA) végeztiik.

3.3.8 Human bérpreparatum készitése
A borpenetracios vizsgalatoknal, hasi plasztikai sebészeti redukcios mitétekbol szarmazé bort

hasznaltunk. Az epidermiszt, a dermiszt6l ho-szeparalasi eljarassal valasztottuk el. A

szubkutan zsirtél megszabaditott bort 90 s-ra 60 °C-os vizfiirdobe helyeztiik.

3.3.9 Invivo tesztek
Modositott borredd6 kamra modellt alkalmaztunk. A kisérleteknél 15-hetes him szOrtelen

egereket (torzs SKH) hasznaltunk. A teljes bort eltavolitottuk a bérred6 egyik oldalan. A
kamra masik oldalan vizsgalt bor tartalmazta a teljes epidermiszt, dermiszt és a bor izomzatat.

A HA mennyiségét GPC-vel hataroztuk meg.



4  Eredmények és értékelés
4.1 Nanorészecske termékek eredményei

411 DLS eredmények

A hialuronsav keresztkotései, intra és intermolekularis keresztkotéseket eredményezhetnek. A
CLHA nanorészecskék egy része kisméretli, egyediilallo részecskékké formalodtak,
ugyanakkor, nagyobb részecskék szintén keletkeztek. A  nagyobb  részecskék
aggregalddhattak, masodlagos kotderdk vagy intermolekoldris keresztkotések kovetkeztében.
Mivel a reakcioelegy nanorészecskéinek hidrodinamikai atmérdje nem egységes, ezért a Z-
atlagot alkalmaztuk a hidrodinamikai 4&tmérdk 6sszehasonlitasahoz.

A reakcid keverékek, részecskeméret closzlas profil (PSD) végpontjai - novelve a HA

crer

cre

lehetOségét, ez vezet a még kompaktabb hialuronan nanorészecskéhez. Ez a tendencia jelzi azt
IS, hogy nagyon gyenge molekulak kozotti kdlcsonhatas van a nanorészecskék kozott. A TEM
felvételei ugyancsak gomb alaku, nagyon jol diszpergalt nanorészecskéket mutatnak.
Megfeleld6 HA koncentracio alkalmazasa esetén megallapithatd, hogy kisebb keresztkotési
arany (12%, 7%) is elegend6, megfelel6 mennyiségii kotés kialakitasara. (1.a-c abra). Ezen
feltevést igazolja, hogy a 25%-rol 7%-ra modositott térhalositas, valamint a reakcié keverék
pH allitasa nem modositotta jelentdsen a keresztkotési rendszert.

A taszitd er0k és az elektromos kettdsréteg mértékének létrejottében a keresztkotott
hialuronsav negativ toltése meghatarozé tulajdonsdg. CLHA 0Osszegzett toltése moddosithatd
pH allitassal. A ’toltés hatasat’ modosithatjuk a sokoncentracié valtoztatasaval. A kdlcsonds
taszitd erdk és az elektromos kettdsréteg csokken a magasabb sokoncentracional.

Vizsgaltuk a sdkoncentracio hatasat a szemcseméret eloszlas fliggvényében. SO hatasara
szitkebb szemcseméret tartomanyu rendszer jott 1étre, nagyobb grandiensti profilokkal, mely

jelentdsen nem modosult pH valtoztatas hatasara.
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1. abra Kisebb Kkeresztkotési arany, pH ¢és a tisztitds hatdsa a CLHA részecske
meéreteloszlasara, az alabbi reakcid feltételekkel

a: Cya = 3 mg/ml, keresztkotési arany: 25%, vizben készitve;

b: cha = 3 mg/ml, keresztkotési arany: 12%, vizben készitve;

C: Cha = 3 mg/ml, keresztkotési arany: 7%, vizben készitve



Szignifikans 6sszefliggést nem allapithatunk meg a duzzadt részecskék ¢és a reakcio fizikai-
kémiai paraméterei kozott, mivel a mért méretek és a CLHA (szamszerinti) méret eloszlasa 20
nm alatti értéket mutattak.

A reakcid keverék és a dializalt reakcio keverék PSD-jében észleltiink kiilonbséget. Az utdbb
emlitett profilt ‘dial utan’ névvel jelezziik az elsé abran. Mivel az Osszes dializalt reakcid
keverék PSD-je eltolodott a nagyobb részecsketartomdnyba, ez vildgosan mutatta, hogy a

kisebb részecskéket elveszitettiik, amikor a reakcio keveréket dializaltuk.

4.1.2 Hidrodinamikai atméro

A reakcidkeverékek nem monomodalisak, ezért ugyanazon mérési technika alkalmazéasaval-
’Z-atlag méret’ méréssel — hasonlitottuk 0ssze a termékeket.
A HD-t DLS-vel mértilk. A hidrodinamikai atmérdt foton korrelacidés spektroszkopiaval
mértiik és a Stokes-Einstein egyenlettel szamoltunk:

HD =kT/3zuD (1)
ahol: d(H) = hidrodinamikai atmérd, D = transzlacios diffuzios egyiitthatd, k = Boltzmann
alland6, T = hdmérséklet és p = viszkozitas.
A transzlacios diffazids egylitthatd nem csak a részecske ,,magjanak” méretétdl, de annak

feliileti struktarajatol, valamint a kozegben 1évé ionok tipusatdl és koncentracidjatol is fiigg.

Osszevetettiik az A 1 25, A 2 25 és A 3 25 matrix termékek eredményeit mas matrix
termékek eredményeivel. Megéllapithato, hogy az alacsony vezet6képességii viz mint kdzeg —
mas kozeghez viszonyitva - megnovekedett kettOsréteget hoz 1étre a részecskék koriil, ezaltal
csokkentve a diffuizios sebességet és nagyobb hidrodinamikai 4tmérdt eredményezve.

4.1.3 TEM eredmények

TEM felvételek igazoltak a kis méretli nanorészecskék keletkezését (~10 nm), nemcsak
A 1 25, hanem a A 3 7 reakciokeverékben is, ahol a HA koncentracié6 magasabb volt és a

keresztkotési arany kisebb. A megszaradt nanorészecske mérete 110 nm alatt van.



414 GPC eredmények

GPC-vel megvizsgaltuk a kiindulasi HA-t és a CLHA-t. A hialuronsav GPC gorbéje széles
eloszlast linearis biopolimert mutatott. Osszehasonlitottuk a nanorészecske dializis eldtti és
utani GPC kromatogramjat. Azt tapasztaltuk, hogy a dializis el6tt az unimodal nanorészecske
rendszer GPC kromatogramja széles eloszlast mutat, de a nanorészecske képzddéssel a
retencids id6 noétt, a linearis HA retencids idejéhez viszonyitva, azaz kisebb részecskék
képzddtek a keresztkitési reakcioval.

A rendszer tisztitasa celluloz alapu dializis zsakkal tortént (MWCO = 12000 Da). A tisztitas
utan a reakciokeverék intenzitasa a nagyobb retencios idoknél csokkent. Ez arra utal, hogy a
reakci6 soran képzddo kisebb részecskék atdiffundaltak a dializis zsak membranjan, ezaltal a

dializis soran elveszitettiikk azokat.

4.1.5 Transzmittancia eredmények

Kiilonb6z6 CLHA reakcio keverékbdl mértiink transzmittanciat. Ezek a kolloid diszperzidok
atlatszoak, vagy enyhén opdlos rendszerek. Az eredmények 0sszhangban vannak a Bouguer-
Lambert-Beer torvénnyel, miszerint a transmittancia érték csokken a Kkoncentracio
novelésével. Kiilonbozé kdzegben €s széles pH tartomanyban (pH 3-8) a kolloid tartomanyu
részecske rendszerek harom hétig stabilak voltak. Tovabba a CLHA rendszerek stabilitasa
nem fliggott a kozegtél vagy a moddositott keresztkotési aranytol (7-t6l, 25-ig) és nem

észleltiink aggregaciot harom héten keresztiil.

4.1.6 Reologiai eredmények

A viszkozitas nagyon fontos tulajdonsaga a kolloid rendszereknek, melyet befolyasolnak az
intermolekularis kolcsonhatasok és a polimer lancok Osszegabalyodasa is. A tisztitott
nanorészecske rendszer folyasgorbéje lassabban fut, mint a kiindulasi HA gorbéje, mely
igazolja a keresztkotési modszer eredményességét, kisméretii részecskéket eredményezve.
Osszehasonlitva a tisztitott nanorészecske rendszert, a nem tisztitott nanorészecske
rendszerrel, megallapithatjuk, hogy a reakci¢ keverék gorbéje lassabban fut, mint a dializalt

minta gorbéje, ugyanis a tisztitatlan rendszer tartalmazta a kis részecskéket is, melyek



hianyoztak a tisztitott mintabol. Az alkalmazott keresztkotési eljaras soran képzodott Kis

részecskéket elveszitettiik a tisztitasi fazisban. A tisztitott rendszer tulajdonsagait a képz6dott

nagyobb részecskék hataroztak meg.

4.2 Linearis és keresztkotott HA-t tartalmazo félszilard készitmények vizsgalati
eredményei

4.2.1 Reologiai mérések eredményei

A reologiai méréstechnika a kolloid rendszerek fontos vizsgalé modszere (pl.viszkozitas,

folyasgorbe). A nyirofesziiltség a CLHA esetén alacsonyabb, mint a linearis HA esetén, mely

megerositi a sikeres keresztkotések létrejottét, melyek kisebb részecskék képzddéséhez

vezettek. (2. abra).
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2. abra Linearis HA-t és CLHA-t tartalmazo6 félszilard készitmények folyasgorbéi

4.2.2 Hidratacios és irritacios vizsgalatok eredményei

Korneometrids méréssel lehetdség nyilik a stratum corneum viztartalméanak, viztartalom-
valtozasanak meghatarozasara. Megallapitottuk, hogy nincs kiilonbség a linearis ¢s a CLHA
hidratald hatasa kozott. Kémiai modositast kovetdéen a CLHA megtartja a HA kedvezd
hidratal¢ tulajdonsagait (3. abra).

A vizsgalataink soran a transzepidermalis vizvesztés csokkenése igazolta, hogy CLHA-t

crer

(4. abra).
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3. abra A HA és CLHA hidratacios hatésai
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4. abra Transzepidermalis vizvesztés HA és CLHA alkalmazasa esetén

4.2.3 In vitro diffazio, penetracié és in vivo vizsgalatok

Szintetikus membran egységnyi feliiletén atdiffundalt linearis HA és CLHA kumulativ
mennyiségének iddbeli lefutasat vizsgalva, jol megfigyelhetd, hogy a keresztkotott HA
intenzivebben diffundal és 10 6ra utan egyensulyi allapot figyelhetd meg. Az atdiffundalt
CLHA mennyisége 24 O6ra utan 1028ug/cm2. A linearis HA ugyancsak atdiffundal a
szintetikus membranon, de a mennyisége jelentdsen kevesebb, 739 pg/ecm?® (24 6ranal). A
keresztkotott HA jobb diffizidja magyarazhatdé az alacsonyabb viszkozitasaval és kisebb

részecskemérettel (5. abra).

11



1200
1000 7—; * —A
800 T
600 / i ,M
400

200 /

0 5 10 1 20 25 30

Time (h)

Atdiffundalt HA (ug/em?)

—i— Keresztkstott HA
—&—LinearisHA

5. abra HA ¢és CLHA diffuzioja a szintetikus membranon

A human epidermiszen torténd penetracids vizsgalatok alapjan megallapithatjuk, hogy nem
volt detektalhatd penetracidja a linearis HA-nak a megfigyelési intervallumban, mig humén

epidermiszen akeresztkotott HA-nak 200 pg/cm? a penetracidja (6. dbra).
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6. abra HA és CLHA penetracioja a human epidermiszen
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7. abra HA ¢és CLHA penetracioja €16 allatboron

Vizsgaltuk a linearis és CLHA ¢l6 allatboron torténd penetralodasat. Megallapitottuk, hogy

hasonléan az ex-vivo human epidermisz vizsgalatokhoz, itt sem detektaltunk linearis HA

crer

eriddus egészében, mely 26 pug/cm? volt a hat éréas vizsgalat végén (7. abra).
p g

5  Osszefoglalas

A Ph.D. munka célja, egy CLHA nanorészecske rendszer eldallitasa és vizsgalata volt.

A kapott nanorészecskék gombolyli alakot mutattak nanometer mérettartomanyban. A
rendszer eldallitdsakor irdnyitottan valtoztattuk a keresztkotési ardnyt, a kiindulési
linearis HA koncentraciot és a kozeg paramétereit. Az igy kapott rendszerek fizikai-
kémiai sajatsagait - beleértve transzmittanciat iS — ellendriztik, valamint a
hidrodinamikai atméréket megmértiik.

A TEM, és a reologiai mérési eredményei igazoltak a gomb alaku, kiilonallo HA

nanorészecskék 1étezését.

A gyartasi eljarast vizsgaltuk.

A DLS, transzmittancia és TEM eredmények igazoltak, hogy a ndovekvd linedris HA
(1 mg/ml-rél 3 mg/ml-ra) koncentracio alkalmazasa Kisebb szemcseméretii terméket

eredményezett.

Osszehasonlitva a részecskeméretet (TEM), a részecskeméret-eloszlast és a

molekulatomeg eloszlast - a technoldgia kiilonb6z6 fazisaiban — ahhoz a felismeréshez
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vezetett, hogy a kisebb részecskéket elveszitjiik a dializis alatt. A reologiai
eredmények igazoltak - melyeket a DLS ¢és GPC eredmények ugyancsak
alatamasztottak — hogy a CLHA tobbsége 20 nm-nél kisebb méretiivé alakult,
melyeket a tisztitas soran elveszitettiink.

Nagyobb vezetoképességli kozeget alkalmazva, az elektromos kettdsréteg és a
hidrodinamikai atmérd kisebb méretiivé "nyomoddott”. A pH ndvelésével, a HD
ndvekvo tendenciat mutatott.

rendszer képzddott, mely jelentds valtozast nem mutatott pH modositas hatasara.

A nanorészecskék stabilitasa nem fliggott a kozegtol és a keresztkotés mértékétol (7-

r6l, 25%-ra) és nem tapasztaltunk aggregaciot a harom hetes megfigyelés alatt.

Félszilard HA alaptl nanorészecske készitményt vizsgaltunk, dsszehasonlitva a linearis HA

tartalmu hidrogéllel.

A Kkisérleti munka soran bizonyitottuk a CLHA alkalmazasainak el6nyeit, béron
torténd alkalmazas esetén, a linearis HA alkalmazéasaval 0Osszehasonlitva. A
keresztktés megvaltoztatja a linearis HA molekulat, ezaltal reologiai paramétereit. A
nyirderd csokkend tendenciat mutat a keresztkotést kovetéen. A dinamikus reologiai
mérések igazoltdk, hogy a HA gél specidlis viszkoelasztikus tulajdonsidga kissé
modosult a keresztkotési eljarast kovetden.

Korneometria mérések igazoltak a hidratacios hatas megmaradasat. Nem tapasztaltunk
irritacidés hatds novekedést a keresztkotott HA hasznalatakor a TEWL tesztet
alkalmazva.

A diffaziés és penetracios vizsgalatok alapjan megallapithatjuk, hogy a CLHA
eredményez jobb diffuzidt szintetikus membrdnon, jobb penetraciot a human
epidermiszen és €16 allatbéron - Gsszehasonlitva a linearis HA hasznalataval - amikor
is penetraciot nem tapasztaltunk. A CLHA megfelel6 transzdermalis alkalmazasra,
elosegitve a hidraticiot a mélyebb rétegekbe, és lehetdséget adva HA termelést
beindito jeladasra. A CLHA alkalmazasa a bér mélyebb rétegeibe torténd hatdanyag

hordoz6 rendszerek fejlesztésére adhat lehetdséget.
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