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1. Osszefoglald

Az Organ-on-a-Chip mikroreaktorok az ¢él6 szervezet egyes szerveinek funkciojat
modellezni képes in-vitro mikrofluidikai eszk6zok. A fejlesztett Liver-on-a-chip eszkoz
a maj metabolizmusanak bizonyos aspektusait modellezi. A gyogyszerkutatas preklinikai
fazisdhoz kapcsolodo farmakokinetikai vizsgalatok egyik fontos 1épése a hatdoanyagjeldlt
molekuldk majhoz kotott metabolizmusanak in-vitro modellezése. Az €16 szervezetben a
gyogyszermetabolizmus altaldban a méajban nagyobb mennyiségben jelenlévé citokrom
P450 (CyP450) enzimcsalad altal katalizalt oxidativ atalakulassal torténik. Az (ipari)
gyogyszerkutatas gyakorlataban a fenti enzimet tartalmaz6 maj mikroszéma (hepatocitak
endoplazmatikus retikuluma) alapu biologiai modellt hasznalnak, ennek a rendszernek
azonban szamos korlatja ismert.

Kutatasunk keretében olyan uj, nanokompozit rendszert fejlesztliink, ami a jelenleg
hasznalt in-vitro biologiai modell biomimetikus alternativaja. A biomimetikus
rendszerben maj mikroszéma helyett egy nanorészecskére rogzitett, polimer nanoszalba
agyazott metalloporfirin organokatalizator rendszert hasznilunk, ami a CyP450
enzimcsalad aktiv helyének szerkezeti analogjaként a mikroszoma éltal végzett atalakitast
modellezi, de nem rendelkezik annak bizonyos korlataival.

Az elvégzett Kkisérletek a nanokompozit rendszer elektrosztatikus szalképzés
technologidval torténd eldallitdsara, a mikroreaktor kazetta megtervezésére, FDM 3D
nyomtatas alapu eldallitdsara ¢és Osszeszerelésére, valamint az eszkoz kisérleti
alkalmazasban torténd validalasara fokuszalnak.

A kisérletes munka sordn sikeresen reprodukaltuk a biomimetikus nanokompozit
rendszert és azt egy altalunk fejlesztett, folyamatos dramlast mikrocsatornéas reaktorba
integraltuk. A kutatasi munka célkitlizése, hogy a rogzitetlen katalizatorhoz képest a
nanokompozit rendszerben korabban kisérletesen tapasztalt kiemelkedd biokatalitikus
aktivitast az d&ramlasos mikroreaktor rendszerben is igazoljuk.

A megvalositott Liver-on-a-Chip rendszerben sikeresen demonstraltuk egy ismert
gyogyszermolekula, az amplodipin  oxidaciojat a f6 human metabolit
dehidroamlodipinné. A kisérletek soran a szakirodalombol ismert &ramlésos
megvaldsitasokhoz képest azonos termelékenységet értiink el nagysagrendileg kevesebb

katalizator molekula felhasznalasa mellett.
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2. Bevezetés

2.1. A gyogyszerfejlesztés folyamatanak attekintése

Az FDA fogalomtara alapjan Osszefoglalva gydgyszernek tekintiink minden olyan
betegség diagnosztizalasara, gyogyitasara, enyhitésére, kezelésére vagy megel6zésére
szant anyagot, amely a szervezet szerkezetének vagy barmely funkcidjanak
befolyasolasara szolgal (az élelmiszereken kiviil) [1].

A gyogyszerkutatds és fejlesztés folyamata egy kifejezetten bonyolult, koltséges és
iddigényes folyamat, amely soran tobb tizezer gyogyszer hatdoanyag jelolt (API — Active
Pharmaceutical Ingredient) szlirése €s kutatdsa sziikséges ahhoz, hogy a megfeleld
gyogyszerhatéanyagot megtalaljak. Atlagosan 10-12 évig tart, mire egy adott gyogyszer
piacra keriil, a gyogyszerfejlesztés koltsége tipikusan 0.8 és 1.8 milliard dollar kozé
tehetd [2].

A fejlesztési folyamat soran a rendelkezésre allo 10 000 — 50 000 hatoéanyag jeloltbol kell
az egyetlen, kereskedelmi forgalomba keriilé hatéanyagot kivalasztani. Az egyes
fazisokban el6forduld hatéanyagjeldltek szamat a 1. tablazat tartalmazza. A folyamat
elkiiloniild szakaszokbdl all, ezek kiilonbozd tevékenységeket foglalnak magukba, mas
szabalyok szerint kivitelezik Oket, ugyanakkor egymasra épiilnek, és a sorrendjiik
hatasosag altal meghatarozott [3]. Ezeket a folyamatokat a 2-1. abra mutatja. Europaban
és az Egyesiilt Allamokban mar a kutatasi folyamat megkezdéséhez is sziikség van az
Amerikai Elelmiszer és Gyogyszer Engedélyeztetési Hivatal (Food and Drug
Administration, FDA) vagy az Eurdpai Gyogyszeriigynokség (European Medicines
Agency, EMA) jovahagyasara, valamint szintén ezek a hatosadgok feliigyelik az dsszes
tobbi 1épést is és dontenek a gyogyszerhatdanyag jeldltek sorsarol a klinikai fejlesztések

végén [4].

Hatb6anyag Preklinikai Klinikai Klinikai
kutatas fazis fazis I-11. fazis I11.

2-1. dbra. A gyogyszerkutatds és -fejlesztés folyamatdnak osszefoglalo dbrdja [3]

Az FDA fogalomtara alapjan Osszefoglalva gyogyszernek tekintiink minden olyan

betegség diagnosztizalasara, gyogyitasara, enyhitésére, kezelésére vagy megelézésére
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szant anyagot, amely a szervezet szerkezetének vagy barmely funkciojanak
befolyasolasara szolgal (az élelmiszereken kiviil) [1].

A gyodgyszerhatdanyag jeloltek vizsgalata és kivalasztadsa abszorbcios, disztribucios,
metabolikus, ¢és exkrécios (ADME) vizsgéalatok alapjan torténik. Ezeknek a
vizsgalatoknak az célja a gyogyszerhatdbanyag koncentracié idébeni alakuldsanak
modellezése a vérkeringésben és a test szerveiben valamint szdveteiben, illetve a
biohasznosulas becslése, illetve mérése [5]. A biohasznosulas a bevitt és a ténylegesen
keringésbe jutott (tehat hatasképes) gyogyszer aranya.

A gyogyszerhatoanyag hasznosulasa €s kivalasztisa a szervezeten beliil a bevitel uttdl is
fligg [6]. A fobb beviteli utak: enteralis (példaul oralisan — szajon at, rektalisan — a
végbélnyildson at), parenterdlis (intravaszkuldrisan — kozvetleniil a vérkeringésbe,
intramuszkularisan — az izomszdvetbe, szubkutan — a borfelszin ald) vagy topikalis (bérén

vagy nyalkahartyan) [7].

A dozis 15%-a lép 100%
be a véraramba dozis
Elsé fazisit CYP-ek fl

Masodik fazis
Glitkuronidacid
Szulfatalas

Gyomor CYP-ek
Masodik fazis

Vékonybél
2-2. dbra. A dozis mennyiségének alakuldsa az enterdlis uton bejutott gydgyszereknél [8]

Az enteralis uton bevitt gyogyszer biohasznusulasat a first-pass hatas befolyasolja

(melyet a 2-2. abra mutat). A szajon at bevitt hatdéanyag el6szor a gyomron majd a
bélrendszer kezdeti szakaszan (duodenum) halad at. Innen a hatébanyag nagy része az Gn.
portalis keringés altal a majba keriil (kb. 70%), kisebb része a bélrendszeren athaladva
(hasznosulds nélkiil) kiiiriil. A majig eljutd hatdoanyag a majban metabolikus uton

modosul vagy lebomlik, majd a méjat elhagyva éri el a szisztémds keringési rendszert.
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Ennek kovetkeztében a hatas helyszinén csak az eredeti dozis egy része (kb. 15%), vagy
az eredetileg bevitt hatdbanyag modosult formaja all rendelkezésre [9], [10]. Ezt a
folyamatot a 2-2. abra mutatja. A maj-fiiggé metabolizmus magaba foglalja az n. els6
fazisu reakcidkat (oxidacio, redukcid, hidrolizis) melyek soran a gydgyszer polaris vagy
reaktiv csoportokat kap, majd ezt sok esetben masodik fazisu reakciok (konjugécid)
kovetik melyek kovetkeztében a gyogyszer gliikuronsavval, szulfattal vagy mas
molekularészekkel kapcsolddik amelyek eldsegitik a vizeletbe vagy epébe torténd
kivalasztast [11]. Az oxidativ metabolizmusaért a citokrom P450 (CYP450) enzimek
szupercsaladjaba tartozo hem-csoport tartalmu fehérjék feleldsek, melyek tilnyomorészt
a hepatocitak endoplazmatikus retikulumaban vannak jelen [12]. A metabolizmus
melléktermékeit metabolitoknak nevezziik [13] melyek a folyamat soran farmakologiai

szempontbol az alabbi csoportokba sorolhatok [14] :

1. inaktivva valt metabolitok
2. teljesen vagy részben aktiv metabolitok a tervezett hatassal

3. aktiv, de toxikus metabolitok.

A gyogyszerkutatas kutatdsi és preklinikai fazisainak egyik fo célkitlizése a hatéanyag
jeldltek metabolizmus-vizsgalata, legelsd sorban az 1) és 3) csoportba esé metabolitok
kizarasa [15]. A kovetkezékben néhany jelenleg is hasznalt metabolit sz{irési modszert

fogok ismertetni.

1. tablazat. A gyogyszerkutatas egyes fazisaiban vizsgalt hatéanyagjeléltek szama, és vizsgalatra hasznalt
vizsgadlati modszerek

Fizis: Hatoanlyag Preklinikai fizis Klinikai fazis  Klinikai fazis
kutatas I-11. Il.
Hatéanyag-
10000 -
jeloltek 250-500 kb. 5 1
Jelotts 50000
szama
In-vitro, in- In In-
. In silico vivoallatkisérletek L vivokisérlet-
Vizsgalati i o, . vivokisérletek
modszerek modszerek hepatocita és ma; snkénteseken ek
[2] mikroszéma modell onkénteseken

[3], [17], [18]

[16] [19]
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2.1.1. Hepatocita alapi metabolit szlirés

A hepatocita a maj parenchimaszoveteinek egyik sejttipusa, amely szamos
majfunkcioban vesz részt és a gyogyszermetabolizmus f6 helyszinéiil szolgal. A primer
hepatocitdk a gyodgyszerhatéanyag jeldltek sziirésére is alkalmazhatok in-vitro
koriilmények kozott [20]. F6 elényiik, hogy fizioldgias koncentracidban tartalmazzak a
mar kordbban bemutatott els6 és masodik fazisi metabolikus reakciokhoz tartozo
enzimeket ¢és egyéb kofaktorokat. Ezaltal olyan kornyezetet biztositanak, amelyek
egyiittesen nagyon pontos in-vitro — in-vivo egyezést mutatd modellt alkotnak a
gyogyszer metabolizmus vizsgalatara [21]. Segitségiikkel vizsgalni lehet az idegen és
szennyez6 anyagok felhalmozodasat (bioakkumulcaio) vagy aktiv kivalasztasat [22].

A hepatocitak funkciojanak fenntartasa in-vitro koriilmények kozott (féleg hosszabb
ideig, 60 percet meghalado vizsgalat esetén) nehézkes, igy hasznélatuk korlatozott abban
az esetben, ha példaul a metabolitok lassan alakulnak ki [23], [24], [25].

Kutatési fazisban 1év0 kisérleti mddszertanok is legfeljebb parszaz parhuzamos vizsgalat
elvégzését teszik lehetdvé [26], az ipari gyakorlat ennél a mennyiségnél egy
nagysdgrenddel kisebb. A hepatocita modell az FDA éltal elfogadott, gyogyszer

metabolitok vizsgalatara szolgalo, in-vitro koriilmények kozt alkalmazhaté modszer [27].

2.1.2. M4j mikroszoma alapt metabolit sziirés

A hepatocitdk ateresztOképessége korlatos, hiszen gondos odafigyelést igényel a
megfeleld sejtéletképesség fenntartdsa, emiatt hasznalatuk jelentds manudlis, nehezen
automatizalhatdo labormunkat igényel, és emiatt gyakran madsodik szintl sziirési
folyamatnak mindésiil [28]. A hepatocita modell alacsony ateresztOképessége miatt
manapsag egyre inkdbb elterjedt, hogy a méj szubcelluléris izolatuman, a mikroszoman
alapul¢ in-vitro modellt alkalmazzak [3], Ennek a mdédszernek az atereszt6 képessége 10-
100 molekula/nap koré teheté [29]. A legfobb elényok kozé sorolhaté a nagyobb
ateresztoképesség, egyszeriibb hasznalat, az alacsonyabb koltség, konnyebb tarolas a
hepatocita modellhez képest [24], [30]. A m4j mikroszéman alapuldé modelleket az els6
szintli szlirési folyamatok kozé soroljak [28]. A mikroszéma modellre jellemz6 enzim
koncentracio és kofaktorok szama nem a fiziologias koriilményeknek megfeleld, ezért az
in-vitro — in-vivo egyezés gyengébb, mint a hepatocita modell esetén [22]. A m4j

mikroszoma a hepaticita modellhez hasonloan az FDA 4ltal k6zolt gyogyszer metabolitok
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vizsgalatara vonatkozé utmutatdjaban szerepel, mint in-vitro koriilmények kozt

alkalmazhaté moédszer [27].

2.1.3. Rekombinans human enzim alapt metabolit szlirés

A rekombindns enzimek molekuldris biologiai technikékkal preparalhatd, kereskedelmi
forgalomban is kaphat6 izolalt enzimek [15]. Az el6z6leg bemutatott modellek a CYP450
enzim csalad tobb tagjat is tartalmazzak, igy a kiilonb6z6 enzimek metabolikus
folyamatai nem vizsgalhatok kiilonalloan. Ez megneheziti bizonyos gydgyszer
metabolitok szelektiv (adott enzimtdl fiiggd) eldallitasat. A CYP enzimcsalad tagjainak
rekombinans eldallitdsaval olyan modellrendszer hozhaté 1étre, amely egyszerre csak
egyetlen human CYP varianst tartalmaz [31]. Ez viszont egyben azt is jelenti, hogy nem
alkalmasak a metabolitok aktivitdsdnak fiziologias sejtrendszerre gyakorolt hatdsanak
vizsgalatara [32]. Legfobb el6nyiik a metabolitok szelektiv eléallitasa mellett, hogy a
mikroszoma rendszerhez képest is egyszeribb a hasznalatuk és magasabb az

ateresztoképességiik, amely 100 és 1000 molekula/nap kozé tehetd [14].

2.1.4. A metalloporfirin, mint potencialis metabolit sz{irési modell

A porfirinek olyan gytriis vegyiiletek, amelyeket négy pirrol heterociklusos molekula
épit fel, egymas kozt metilén hidakkal Gsszekapcsolva [33]. Képesek fémionokkal
komplexeket képezni, ezeket nevezziik metalloporfirineknek [34]. A metalloporfirin
magszerkezete hasonlosagot mutat a CyP450 vasporfirinjéhez, igy ezen a szerkezeti
hasonlosdgon alapul a szintetikusan eléallitott metalloporfirin molekuldk alkalmazésa
szamos kismolekulas hatéanyag szervezetbeli oxidacios reakcidjanak modellezésében.
Ez a tulajdonsag a metalloporfirineket potencialis gyogyszerhatdanyag-jelolt sziirési
modell alapjava teheti [35], ugyanis az Gn. biomimetikus tulajdonsagot kihasznalva
képesek egy 1épésben metabolitokat l1étrehozni anélkiil, hogy komplex biologiai matrix
(pl. mikroszoma, CyP450 enzim vagy kiilonb6z6 kofaktorok) lenne jelen. Ugyanakkor a
metalloporfirinek homogén oxidativ rendszerekben relative alacsony stabilitassal

rendelkeznek [36].
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2.1.1. In-vitro vizsgalati modszerek osszefoglalasa

Az alabbi 2. tablazat foglalja 0ssze a kutatasi €s ipari gyakorlatban hasznalt in-vitro
gyogyszerhatdbanyag vizsgalati modelleket. A hepatocita sejt modell abszolat
ateresztOképességére vonatkozoan nem talaltunk megbizhato irodalmi forrast, de a
folyamat nagyrészt manualis jellege miatt praktikusan alacsonyabb, mint a mikroszoma

modell esetén.

2. tablazat. A kutatdsi és ipari gyakorlatban hasznalt in-vitro gyogyszerhatoanyag vizsgdlati modellek

AteresztOképesség

Modszer Vizsgalat célja [1/nap]

CyP450 rekombinans Enzimkinetika, kvalitativ specifikus

enzim modell metabolit katalizis [100-1000/nap]

Kvantitati tabolitikus katalizi
Mikroszéma modell Vantatly metabo IHius Kaatlzls, [10-100/nap]
metabolit stabilitas vizsgalat

Szennyezd és idegen anyagok
felhalmozodasanak, kivalasztasanak,
Hepatocita sejt modell valamint a metabolit stabilitasanak Alacsony
pontos in-vitro — in-vivo egyezést
mutato vizsgalata

2.2. Problémafelvetés

Mivel a gyogyszerfejlesztés teljes folyamatara vetitve a gyogyszerhatdanyag metabolitok
vizsgalata az egyik legszlikebb keresztmetszet [37] szlrési technologidk
atbocsatoképességének javitasa aktiv kutatdsi teriilet [38]. Az atbocsatoképesség
novelésének egyik lehetséges utja a folyamatok integralasa pipettazo-robot rendszerekbe.
Ezek a rendszerek nagy szamu (pl. 96) mintan azonos 1épéseket nagy hatékonysaggal
hajtanak végre [37]. Az irodalomban talalunk olyan technologiakat, melyek az aranyos
méretcsokkentés hatdsait (mikrofluidika) kiakndzva célozzdk biomolekulak adott
feltételek szerinti sziirését, elsésorban adott szerv (pl. méj) mikrostruktirajahoz hasonld
aramlasi kornyezet kialakitasaval [39]. Ennek a megkozelitésnek az alternativaja a
majban térténé metabolizmus leutanzasa (biomimikri) szintetikus molekulakkal. Ezek a
molekulak 1), nagyobb hatékonysagu, konnyebben kezelhetd, stabilabb metabolit sziird
rendszerek alapjai lehetnek. A 4. fejezetben részletesen ismertetem a kutatocsoport

eredményeit a metalloporfirin altal katalizalt biomimetikus reakcion alapuld
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modellrendszeren, ami a rekombinans CyP450 enzimekkel végezheté vizsgalatok
nagyobb atbocsatoképességii alternativajaként szolgalhat.

A metalloporfirin alacsony stabilitasat sikeriilt megndvelni nanohordozérendszerek
hasznalataval, de a legnagyobb biokatalitikus aktivitdst mutat6, nanoszal alapu
hordozérendszer a gyakorlatban koriilményesen alkalmazhat6. Ennek oka, hogy a
nanoszalas szovedék mintdk szilard halmazéllapotiak, ezért nem integralhatok a nagy

atbocsatoképességli pipettazd robot rendszerekkel.

2.3. Célkittizések

A dolgozatban bemutatott kutatomunka altalanos célja a nanoszalas kompozit
rendszerben immobilizalt metalloporfirint tartalmazé mikroreaktor kazetta kialakitasa,
ami a jovOben alkalmas lehet egy nagy atbocsatoképességii metabolit sziirérendszer elemi
egységeként miikodni.
Az altalanos cél eléréséhez az alabbi, specifikus célokat fogalmaztuk meg:
C1.A mar létez6 és kutatocsoport altal megalkotott nanoszalas kompozit rendszer
reprodukalasa
C2.A nanoszalas kompozit rendszer integralasa egy erre a célra tervezett
mikroreaktor kazettaba

C3. A mikroreaktor biomimetikus miikodésének demonstracioja
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3. A technologiai ismeretek 0sszefoglalasa

3.1. Elektrosztatikus szalképzés

Az elektrosztatikus szalképzés egy széles korben hasznalt technoldgia nanoszalak
eldallitasara. Nanoszalnak nevezziik az olyan egydimenzids nanostruktirakat, melyek
karakterisztikus mérete (atmérdje) a 100 — 2000 nm mérettartomanyba esik. Az
elektrosztatikus szalképz6 (electrospinner) berendezés egy folyékony halmazallapota
prekurzor oldatbol egy szilard halmazallapota nanoszdlas szovedéket (scaffold) hoz 1étre.
A szbvedékben a nanoszalak egymdshoz képesti orientdcidja, strukturalis felépitése,
anyagosszetétele, a folyamat termelékenysége alapjan kiilonboz6 elektrosztatikus
szalképzési technologiak terjedtek el [40],[41].

A 3-1. a) abra a legegyszeriibb, tgynevezett egytiis-lapkollektoros elrendezést mutatja
(Spincube, Spinsplit Llc, Budapest) amelyet én is hasznaltam a nanoszalas kompozit
rendszer elballitasa soran. Ebben az elrendezésben a berendezés magasfesziiltségii
tapegységbodl, fecskendépumpabol, szalképzo kapillarisbol (tibol), és egy vezetoképes
foldelt kollektor lemezbdl all. Utdbbi kettd kozott potencidlkiilonbséget hozunk 1étre
(tipikusan 15-40 kV). Az igy kialakuld elektrosztatikus térbe juttatjuk a szalképzo
kapillarison keresztiil a polimer oldatot (vagy dmledéket), mely a feliileti fesziiltség miatt
csepp alakot vesz fel a kapillaris végén. Az elektromos tér hatasara a polimer oldatban a
1évé pozitiv toltések akkumuldlodnak a csepp felszinén, ami erds taszitdo hatast
eredményez kozottik (elektrosztatikus nyomdas). Ennek hatasara a csepp alakd polimer
oldat elnyujtott kiipos alakot vesz fel. Ezt a képzOddményt nevezziik Taylor-kupnak.
Novelve a fesziiltséget egy ponton tul a feliiletegységre esé elektrosztatikus nyomas
értéke meghaladja a feliileti fesziiltség értékét és a folyadékkup csucsabol anyag sugar
kilovellés (jetting) kovetkezik be. Ezt a képzédményt nevezziik Taylor-kupnak. A
Taylor-kapbol induld vékony folyadéksugar ostorozo mozgassal halad a foldelt kollektor
lemez felé¢, minek hatasara az oldatban 1év0 polimer lancok megnytlnakEzzel
egyidejlileg a megnott Szoveg beirasahoz kattintson vagy koppintson ide.szubmikronos
méretli egyenletes szalakat [36], [42], [43], [44], melyek a kollektort elérve véletlenszer(i

orientacioban rendezddve siirii szovedéket alkotnak amelyet a 3-1. b) abra mutat.
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a)

3-1. dbra. @) Spincube (Spinsplit Lic, Budapest) elektrosztatikus szalképzd [45] b) egytiis-lapkollektoros
elektrosztatikus szalképzéssel létrehozott nanoszalas szovedék képe, a korong atmérdje 5 cm

3.2. Folyadékkromatografias tomegspektrometria

A nagyteljesitményli  folyadékkromatografia ~ (High  Performance  Liquid
Chromatography) a vizsgalt folyadék oldatot alkotdé vegyiiletek mennyiségi

meghatarozasat szolgalja. A berendezés elvi elrendezését a 3-2. abra mutatja.

Nagy Teljesitményti Folyadék Kromatografia
(HPLC)

PC Adat
Gylijtésre

HPLC oszlop

%2 Injektor

Oldat Pumpa Detektor  Selejt

3-2. abra. HPLC berendezés elvi abrdzolasa [46]

Mikodési elve, hogy a vizsgalt mintat egy folyamatosan aramlé neutralis oldathoz
injektaljuk, és magas nyomason a vizsgalt mintdra specifikus szilard allofazist tartalmazo
fémoszlopon (kolonna) keresztiil aramoltatjuk. Az oszlopban a vizsgalt mintat alkotd
vegyliletek és az allofazis kozott 1étrejott specifikus kolesonhatasok révén az egyes
fazisok szeparalodnak és kiillonbozé idOben (retencios id6) érkeznek az oszlop utan
helyezett detektorba. A detektor egy kivalaszott hullamhosszon (vagy hullamhossz
tartomanyon) mérhetd elnyelddési jel alapjan az adott retencids iddvel rendelkezd
vegylilet mennyiségével aranyos jelet allit eld [47]. technikat a biokompatibilitasi

vizsgalatok soran (7. fejezet) alkalmaztam.
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3.3. UV-Vis spektrofotometria

Az UV-Vis (Ultraibolya-Lathato fény) spektrofotometira a kémiaban elterjedt gyors

analitikai modszer. Egy tipikus UV-Vis berendezést mutat a 3-3. abra.

Tiikor

P
o

\\\

Referencia
minta
E ﬂ 2 /-2 Tiikér Fotodetektor
/ ' ® = Kimenet
Wolfram D2 lampa / P
3 <
L Bemeneti [ Adat g
7 } feldolgozas, g
rés <
‘ Hullamhossz
< :: Kimeneti )/ 4 -
| == y 4 b Fotodetektor
Monokromator Vizsgalt

minta
3-3. dbra. UV-Vis vizsgdlat elvi dbrézoldsa [48]

A vizsgalat soran a fénynek a mintdban torténd elnyelddését (abszorbancidjat) vagy a
minta fényateresztéképességét (transzmittanciajat) mérjilk. A vizsgalt mintat alkoto
vegyiiletek kiilonb6zo jellemz6 hullamhossztartomanyban nyelik el a monokromatorban
eléallitott fényspektrumot [49].

Az adatokat altalaban egy ismert spektralis valasszal rendelkezd referencia mintahoz
hasonlitjak és az igy kapott eredményeket kiértékelik. A kapott abszorbancia spektrum a
mintat felépitd vegyiiletekre és azok mennyiségére jellemz6é [48]. Az UV-Vis
spektrofotometriat a mikroreaktorbdl gylijtott mintak Osszetételének vizsgélata soran

(9. fejezet), valamint a biokompatibilitasi vizsgalatok soran (7. fejezet) alkalmaztam.

3.4. 3D nyomtatasi technologiak

3D nyomtatassal hoztam létre a mikroreaktor kazettak testét (8. fejezet). A 3D nyomtatasi
technologiak egyik 6 elonye, hogy a fizikai (kinyomtatott) modell gyorsan eléallithaté a
digitalis modellbél. Utdbbi alakja, tlirései, funkcidja igény szerint gyorsan
valtoztathatoak, a digitalis eszkozokkel nehezen feltarhatd tervezési hibak kdonnyen
kijavithatoak, a tervezés-fizikai eldallitas iteracios ideje gyorsabb, mint az alternativ (pl.
forgacsolasos) technologiak esetén [50]. Ez az un. gyors prototipus gyartas (rapid
prototyping, RP) modszere [51]. Az ISO/ASTM52900-21 szabvany [52] rogziti a 3D
nyomtatasi technologidkat. Az akadémiai kutatdsokban leggyakrabban hasznalt
technologidk kozé sorolhatd a sztereolitografia (SLA), dmledékrétegzés (FDM), tinta
sugaras nyomtatas (IJP), szelektiv 1ézer szinterezés (SLS) [53]. Ezek koziil az FDM ¢és
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SLA nyomtatasi technologia elérhetd szdmomra, igy az altaluk nyujtotta elénydk és
hatranyok alapjan valasztom ki, hogy melyiket fogom hasznalni a késébbiek soran.
Ezeket az 3. tablazat tartalmazza. Bar az FDM technoldgiaval a termék feliileti mindsége
rosszabb, mégis a gyors termékeldallitasi sebesség és konnyli kezelhetdség miatt a
tudoméanyos munkam soran ezt a technologiat hasznaltam. Tovabbi Iényeges szempont
volt az FDM technolégia széles anyagvalasztéka a megfeleld biokompatibilitast biztositd
szerkezeti anyag kivalasztasahoz (lasd bovebben a 7. fejezetet).

3. tablazat. Az SLA és FDM nyomtatasi technologiak révid leirasa. legfontosabb elényokkel és
hatranyokkal

SLA FDM

uv lézerfény fokuszalasaval . . :
Vagy iezClichy JIORUSZalaSaVat e - 1o moplasztikus polimer filamentet

olvadaspontig hevitve a nyomtatasi
feliiletre juttatva rétegrol rétegre
éptl fel a munkadarab [55]

folyékony gyanta dgy egy adott
Leiras mélységében térhald kotések
alakulnak ki, 1étrehozva egy szilard
réteget [54].

Felbontasa kivalo (20 um), Alacsony lizemeltetési koltség,
Elényok  pontossaga akar +/- 50 um is lehet olcso és széles anyagvalaszték,
[56] konnyi alkalmazhatosag [57]
Draga alapanyag, utotérhalositdas ~ Komplex geometria tdimaszanyagot
Héatranyok sziikséges a maradék gyanta igényel, pontossaga limitalt
eltavolitasara [58] (+/- 127 um) [56]

3.5. Enzimkinetika

Az enzimek (E) olyan, természetben el6fordulé makromolekulak, melyek katalizatorként
miikddnek, azaz a kémiai reakciokhoz sziikséges aktivaldsi energidjanak csokkentésével
felerdsitik a reakciok sebességét, mikozben a reakcio lezajlasa utdn maguk nem fogynak
el, és valtozatlan formaban tjra hasznalhatok [59], [60]. Az enzimek meghatarozott
szamu aktiv hellyel rendelkeznek ahova szubsztratok (S) kotddhetnek és atalakulhatnak

termékké (P). A reakcio kinetikajat az alabbi ((1) -es egyenlet irja le [61]:
keq
- k3
E+S<_ES—>E+P (1)
ke,
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A kinetikara jellemzé ki, ko, k3 konstansok értéke egy adott enzim-szubsztrat parra
jellemz0, és segitségiikkel az enzim katalitikus jellemzésére szolgaldé paraméterek
szamolhatok. Az enzim altal végzett reakcid az aktiv kézpontban zajlik, utobbit tartja és
orientalja az enzim protein szerkezete. Egyes esetekben az aktiv kozpont onalldan is

miikodoképes (példaul a CYP450 enzimcsalad metalloporfirin molekulaja).

Az enzimek biokatalitikus jellemzésére szamos paraméter létezik, melyeket a

kovetkezokben fogok ismertetni Decsi €s tarsai [25] munkaja alapjan.

Szubsztrat konverzio (c, [%])

ng 0

ahol ng és n, a szubsztrat és termék moldris tdmegei, a reakcio6 sordn atalakitott szubsztrat

¢és termék aranyara jellemzO. Amennyiben minden szubsztrat atalakult, a konverzid

100%.
Biomimetikus aktivitas (Us, [U g'])

Ng, " C

U = ;2 107 3)

amely a teljes katalizator rendszer tomegegységre vonatkoztatott termelékenységét
mutatja meg. U a szubsztrat konverzié sebessége [pmol min], ng, a szubsztrat kezdeti
mennyisége, ¢ a konverzio, t a reakcio id6 [min], mg a biomimetikus katalizator rendszer

egészére vonatkozo tomege [g].

Specifikus aktivitas (Up, [U g*])

Up =7 (4)

a katalizatorra (metaloporfirinre) vonatkozé aktivitas, ahol mp metalloporfirin tomege a

rogzitett biomimetikus katalizatorban [g].
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3.6. Enzimkinetika mikroreaktorban

Az alabbi paraméterrel a mikroreaktorok hatékonysagat tudjuk jellemezni:

Volumetrikus termelékenység (space time yield, STY).

mpy

STY =
V-t

[mg - 17" - h] (5)

a reaktor térfogatdban idéegység alatt létrehozott termék mennyisége, ahol m, a

termékek tomege, V. a reaktor térfogata.
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4, Kutatasi eldzmények osszefoglalasa

A kovetkezOkben a kutatdcsoport korabbi eredményeit foglalom 6ssze. A sajat munkdm
ezekre a mar meglévé eredményekre épiilt, de egyes esetekben sziikséges volt a publikalt
modszertan alapjan a kisérletek megismétlése. A metalloporfirin, mint biomimetikus
modell alkalmazhatoésaganak kérdése mar a 2000-es évek ota kutatott teriilet [62]. A
kutatdcsoport elsédleges célja nanohordozd rendszerek alkalmazasédval megvalositott,

metalloporfirin alapu metabolit sziré modell kidolgozasa volt.

4.1. Metalloporfirin rogzitése magneses nanorészecskére

Az olcsé és konnyen elballithato szintetikus metalloporfirinek (MP) legnagyobb
hatranya, hogy homogén oxidacidos korilmények kozott konnyen lebomlanak
(autooxidalodnak), ami rovid élettartamot eredményez. Ismert, hogy az MP kirdgzitése
(immobilizacidja) szilard hordozora megnoveli a molekula élettartamat [63]. A
kutatdcsoport bebizonyitotta, hogy a szintetikus metalloporfirinek (a kisérletben
FeTPFP! és FeTPPS?) - melyeket feliiletiikon amino csoportokkal funkcionalizalt
magneses nanorészecskékre (magnetic nanoparticles, MNP) rogzitettek, képesek
magasabb aktivitasi biomimetikus oxidaciora (MNP-NH-FeTPFP esetén az
Up=2238U g?'), mint azok a metalloporfirinek, amelyek nem voltak rdgzitve
hordozoanyagra (homogén FeTPPS esetén Up = 132,7 U g ). A metabolizmus viszont
fligg a hasznalt metalloporfirintdl, a rogzités modjatol, valamint a vizsgalati modszertdl
ugyanis az FeTPPS esetén kisebb aktivitast tapasztaltak a rogzitett esetben (Up =
80,8 U g!) mint a szabad FeTPPS esetén (Up = 153,6 U g*) [25]. Egy masik kisérlet
soran ezt a két metalloporfirint rogzitették olyan funkcionalizalt MNP-re, melyek
feliiletiikon két funkcids csoporttal lettek ellatva (aminopropil-metil csoportokkal). A
kisérletiikk soran bizonyitast nyert, hogy a két funkcidés csoporttal ellatott MNP-k
eredményesebb hordozonak bizonyultak, mint az egy funkcios csoporttal rendelkezdk (az
1:0 és 1:4 aminopropil:metil aranyi FeTPFP U, értékre rendre kb. 90 U g* -rol kb.
320 U g -ra emelkedett). FeTPPS rendszer esetén (MNP-FeTPPS) sokkal magasabb
biokatalitikus aktivitassal birt (1:4 aminopropil:metil esetén U, = 960 U g?), igy a

tovabbi kisérlti munkak soran ezzel dolgoztak tovabb [64].

15,10,15,20-tetrakis(2,3,4,5,6-pentafluorophenyl)iron(11) porphyrin
2 5,10,15,20-tetrakis-(4-sulfonatophenyl)iron(I1) porphyrin
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4.2. Liver-on-a-Chip magneses nanorészecske alapt
mikroreaktor

A kutatocsoport tovabbi kisérletei soran egy PDMS alapt mikrofluidikai reaktort
(MagneChip, Spinsplit Llc., Budapest) hasznalt, hogy vizsgalja az MNP-re rogzitett
metalloporfirineket folytonos aramlasi korilmények kozott. Mindharom esetben a
mikroreaktor volumetrikus produktivitasa kimagaslo volt (MNP-FeTPFP és MNP-
FeTPPS esetén az STY értéke rendre 25,3 és 25,5 g L™ h'!) a szakaszos, kémcsdben
végzett reakciokhoz képest (MNP-FeTPPF, MNP-FeTPPS az STY értéke rendre 0,31 és
2,25 g Lt hl), viszont a biokatalikus aktivitdis nem volt kiemelkedd. [25], [64]. A
MagneChip rendszer alacsony biokatalitikus aktivitdsdra vonatkozdan a kutatdcsoport
korabban bizonyitotta [65], hogy az MNP-k ko6zotti atlagos tavolsag olyan alacsony, hogy
gatolhatja az analit molekulak hozzaférését a reakcioelegyhez, ezaltal csokkentve a

biomimetikus oxidaciot.
4.3. Hordozorendszer eloallitasa nanorészecske-nanoszal

kompozittal

Az MNP-k kozotti atlagos tdvolsag novelésére meriilt fel a nanoszéalas kompozit rendszer
létrehozasanak gondolata. A nanoszalas kompozit alapjat politejsav (PLA) szalak
alkotjak, amelyek magukba foglaljak az MNP-FeTPPS biokatalizatort. A nanoszalas
szovedék mikroszerkezetébdl illetve az MNP koncentraciobol adodoan az atlagos MNP-
MNP tavolsag megné a MagneChip rendszerben felvett morfologiahoz (gyakorlatilag
egymashoz €ro részecskék) képest. A nanoszalas kompozitot elektrosztatikus szalképzés
koncentraciojt MNP-FeTPPS -t tartalmazé mintat is készitettek, melyek koziil az
1.25 w/w%-os 0Osszetétel bizonyult optimalisnak. Az elkésziilt mintak specifikus
biomimetikus aktivitdsat is meghataroztak, ami kimagaslo volt (Up = 80 363 U g1) a
nativ FeTPPS (Up = 812 U g?) valamint az MNP-FeTPPS-hez képest (Up = 542 U g 1)
[36].
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5. Kutatasi terv

4 )
Elézetes kutatasi  Prekurzor oldat Elektrosztatikus ) .
eredmények készités szalképzés Nanckompozit ~ Toltet
Anyagjeléltek Biokompatibilitasi 3D nyomtatas 1
vizsgalat .
A A
A == g )
I. fazis: Prototipus készités LoC Mikroreaktor
kazetta J
¢~ Hatéa nyag jelolt Human metabolit \ [~ % s )
o o] = — = -
R R AT 2
= on‘(:)- " NOH =X B oo 2
l | w T > T
Z NHz / o - =) LA™ 5
LoC 1X 2 ﬂ,:j,,ﬁ_,ﬁ,rm £
- COOH
.g e = @C/\n Wy \C
g 0T s E
Il. fazis: Funkcionélis tesztelés T LoCnx (7 K. E
\_ valds hatéanyagjeldlttel _J \_II\. fazis: Felskélazés J

5-1. abra. A kutatdsi terv osszefoglalasa

Kutatasi tervemet a 5-1. abra foglalja ossze. A kutatasi folyamat harom fazisra kiiloniil
el:
1. fazis: Prototipus készités: a Liver-on-a-Chip (LoC) eszkoz elkészitése a
nanokompozit toltet €s a mikroreaktor kazetta integraciojaval,
2. fazis: a LoC eszkdz tesztelése valds hatdanyag jeldlttel, sikeres teszt esetén a
human metabolit azonositasa a kimeneti oldalon,
3. fazis: a mikroreaktor kazetta tobb példanyanak egylittes hasznalata tobb
hat6anyag parhuzamos teszteléséhez.
TDK munkamban az 1. és 2. fazis teljesitését tiiztem ki célul.
Az 1. fazis soran a nanokompozit eldéllitasa a kutatocsoport kordbbi munkain alapul, a
mar publikalt kisérleti leiras reprodukalasaval (lasd bévebben: 6. fejezet). Ennek a
folyamatnak az elsé 1épése az FeTPPS-MNP-t tartalmazd PLA prekurzor oldat, majd
ebbdl a nanoszéalas szovedék eldallitasa elektrosztatikus szalképzéssel. A nanoszalas
szovedékbdl a mikroreaktor kazettaba helyezhet6 toltetet kell késziteni.
A mikroreaktor kazetta eldallitdsahoz olyan, 3D nyomtatasra alkalmas alapanyagot kell

valasztani, amivel a 1. fazisban tervezett reakcido komponensei nem lépnek reakcidoba. Az
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ehhez kapcsolodd biokompabilitasi vizsgalat leirdsa a 7. fejezetben talalhatd. A
mikroreaktor kazetta tervezésével és elkészitésével foglalkozik a 8. fejezet.
A 1III. fazis reprezentalja a kutatds ipari relevanciajat. Az ipari gyakorlatban hasznalt
hepatocita, mikroszoma és rekombinans enzim modellek ateresztd képessége ebben a
sorrendben nd, mig az in-vivo — in-vitro egyezés folyamatosan csokken. Mivel a
hatdanyag jeloltek sziirése tovabbra is a fejlesztési folyamat legsziikebb keresztmetszete
(lasd Problémafelvetés, 2.2. fejezet), valos ipari igény jelentkezik robosztus, egyszeriien
hasznalhato, olcso €s kdnnyen skalazhatd hatdanyag sziirési modszerek irant. A tervezett
rendszerrdl elmondhat6:
1. a biomimetikus katalizis alapja szintetikus metalloporfirin, olcsd, konnyen
hozzaférheté molekula, egyszerii reakcidval hasznalhatod
2. a metalloporfirin stabilitdsat novelni kell, melyre az ismertetett nanokompozit
rendszer bizonyitottan megfeleld
3. A nanokompozit tolteti mikroreaktor kazetta tobb példanya megfeleld
folyadékkezeld rendszerbe agyazhat6 €s miikodésiik parhuzamosithato. Tovabbi
vizsgalatot igényel azonban a mikroreaktor Ujrahasznalhatosdga és a
parhuzamositas parhuzamos folyadékagainak gyakorlati felsd korlatja.
A fentiek alapjan tehat a biomimetikus elvii Liver-on-a-Chip eszko6z az ipar aktualis, de
még nem megoldott igényének kielégitését célozza.
Ugyanakkor a konstrukcid ujszeri, a metalloporfirint gyogyszerhatbanyag sziirés
céljabol alkalmazé mikrofluidikai rendszert mas kutatocsoport még nem publikalt, ezen
beliil a nanoszélas szovedéket tartalmazo mikroreaktor konstrukcidja eldszér ebben a

dolgozatban kertil publikalasra.
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6. Nanokompozit el6allitasa elektrosztatikus

szalkeépzéssel

6.1. Kisérletterv és felhasznalt anyagok

Prekurzor oldat eléallitasa - A szalképzés soran felhasznalt prekurzor oldat dsszetételét
és a szalképzés elballitasi paramétereit Balogh-Weiser és tarsai [36] munkaja alapjan
valasztottam meg.

Politejsavat (PLA 230 kDa) 8 w%-ban oldottam fel diklormetan (DCM) valamint N,N-
dimetilformamid (DMF) (DCM:DMF, V/V, 6:1) elegyében egy 10 ml-es iivegcsében,
majd szobahOmérsékleten magneses keverdasztalon szobahdmérsékleten 450 RPM
értéken folyamatosan kevertettem addig, ameddig a PLA teljesen fel nem oldoédott. Ezt
kovetéen MNP-ket illetve, funkcionalizalt (FeTPPS-el ellatott) MNP-ket adalékoltam a
PLA oldathoz és képeztem beldliik nanoszalakat. A kutatécsoport eredményei alapjan az
1,25 w/w%-os szarazanyag tartalm(i nanokompozit mutatta a legnagyobb biomimetikus
aktivitast, igy én egybdl emellett az adagolas mellett dontéttem (1,25 w/w% MNP
valamint MNP-FeTPPS a kész PLA/MNP illetve PLA/MNP-FeTPPS nanokompozitban).
Az MNP-ket 400 uL DCM:DMF (V/V, 6:1) szuszpendaltam majd az oldatokat 10 percen
at szonikaltattam, miutdn Osszekeverve a PLA polimer oldattal még egy percen at
vortexeltem a kész prekurzor oldatot.

Elektrosztatikus szalképzés - A nanoszalas kompozit (PLA/MNP-FeTPPS)
eléallitasahoz egy horizontalis elrendezésti elektrosztatikus szalképz6 berendezést
haszndltam (Spincube, Spinsplit Llc, Budapest Hungary), 18 ul min? -es adagolasi
sebességgel, 19-21 kV gyorsitofesziiltség értékekkel egy 1,2 mm (22 G) atmérdji
kapillarissal. A prekurzor oldatokat egy 3 ml -es fecskenddbe helyeztem. Az emitter és
kollektor lemez kozott 16v6 tavolsag 15 cm volt. A szalképzés szobahémérsékleten tortént
40-60 % relativ paratartalom mellett. A sik kollektor lemezre eldszor egy aluminium
foliat rogzitettem, majd keresztiranyban 6 db 180 x 10 mm méretii iivegszalas hordozot
helyeztem fel egymas ala, és erre képeztem a szalakat. Az iivegszalas hordozofeliiletek
hasznalataval a szalas szovedék mikroreaktorba elhelyezendd inzert koré konnyebben
feltekercselhetd. A Kkollektor tomegét a szalképzés eldtt és azt kovetden precizids

labormérlegen megmértem. Erre azért volt sziikség, hogy a mikroreaktorba keriild szélas
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termék tomegét meg tudjam hatarozni. valamint konnyebben fel tudjam tekercselni egy
a mikroreaktorba elhelyezendd inzert koré.

A biomimetikus aktivitas meghatarozasa - A nanoszalas kompozit (PLA/MNP-
FeTPPS) biomimetikus aktivitasat az MNP-re rogzitett FeTPPS biztositja. Igy mind a
biofunckionalizalt MNP-k, mind pedig a nanoszalas kompozitok aktivitasat
megvizsalgtam szakaszos (batch) reakciokban. Ehhez a mérés soran a mintakbol 5 mg -
ot hasznaltam fel melyeket 1,5 ml -es Eppendorf csovekben helyeztem el, 335 ul
amlodipin tartalm metanol:acetat buffer oldatban (2,5 mg mlt, MeOH:Acetat 4:1 V/V;
pH = 4,5; 64 mM) amelyhez 665 x| MeOH:Acetat buffert adagoltam. Ezeket 25 °C -on,
900 RPM -en 30 percen at razattam. Az elegyekhez 1 ul terc-butil-hidroperoxidot
(tBuOOH) oxidaloszert adagoltam amellyel elinditottam a reakciot, majd ismét razattam
25 °C -on 1200 RPM -en 10 percen at. Ezutan egy, az UV-Vis spektrometria mérésnél
hasznalt mikroplate-re 25 ul oldatot mértem be az Eppendorf csévekbdl valamint 95 ul
MeOH:Acetatot. Az oldatokat UV-Vis spektrofotometriaval vizsgaltuk 250-600 nm -es
tartomanyon. A biomimetikus aktivitas vizsgalat akkor tekintheté eredményesnek, ha a
funkcionalizalt MNP jelenlétében az amlodipin térzsoldat biomimetikus oxidacidja teljes
mértékben végbemegy 100%-os konverzié mellett. Ezt ugy lehet ellendrizni, hogy az
UV-Vis spektrofotometria kapott spektrumokon az amlodipinre jellemz6 intenzitas csucs
eltlinik, ami teljes konverzidra enged kovetkeztetni. Ha ez a jelenség megfigyelhetd,
akkor felhasznalhato a funkcionalizalt MNP a nanoszalas kompozitok elkészitésére,
melyeknek szintigy mértiik az aktivitasat a mar bemutatott modszer segitségével hasonlo
eredményeket varva. Feltehetdleg a konverzid értéke kisebb mértékil lesz a nanoszalas

kompozit esetén, hiszen a funkcios csoportok egy része a szalakba lesz csapdazva.

6.2. Szalképzési eredmények bemutatasa

Szalmorfolégia vizsgalata - Az elkésziilt nanoszalas kompozitokrol (PLA/MNP-
FeTPPS) pasztazo elektronmikroszkopos (SEM) felvételek késziiltek annak érdekében,
hogy megvizsgaljam a termék mindségét és jellemezzem a nanoszalas kompozitot. Ehhez
a 600x nagyitasi SEM mikroszkopi felvételek alapjan az ImageJ program segitségével
atlagos szalatmérét és azok szorasat hataroztam meg 100-100 kiilonallo szél
megmérésével. Ezt megtettem a csak PLA tartalmu, csak MNP-t, valamint a
funkcionalizalt MNP-ket tartalmaz6 mintak esetében is. A mikroszkopi felvételeket az

6-1. abra mutatja, az atlagos szalatmérd értékeket pedig a 4. tablazat. A szalatmérdk
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relativ szorasa megegyezik a kutatdcsoport korabbi eredményeivel, igy ezt

elfogadhatonak tekintettiik.

X259 198Mm

X258 18818m 29 48 SE1

83 40\ SET

6-1. dbra. SEM mikroszkopi feltételek PLA esetén 250x (a) és 600x (b) nagyitasban, PLAIMNP esetén 250x (c) és
600x (d) nagyitasban, PLA/MNP-FeTPPS esetén 250x (e) és 600x (f) nagyitasban,

4. tablazat. PLA, PLAIMNP és PLA/MNP-FeTPPS dtalagos szalatmérdi és azok szordsa

Minta Gsszetétele Atlagos szalatméré, dg [um]  Szorés, o [um]
PLA 1,62 0,30
PLA/MNP 1,53 0,29
PLA/MNP - FeTPPS 1,53 0,30

A biomimetikus aktivitas vizsgalat eredményeit a 5. tablazat foglalja 6ssze. Mint lathaté
az MNP-FeTPPS biokatalizator kozel teljes, 98 %-os konverziot mutatott (mar 10 perc
utan), mig a PLA/MNP-FeTPPS esetén ehhez képest alacsonyabb, 17% volt az atalakitas
mértéke, ami nagysagrendileg egyezik a kutatécsoport korabbi mérésével (24.8 %) [36].
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Az eredmények értelmezéséhez érdemes megvizsgalni a két készitmény biomimetikus €s
specifikus biomimetikus aktivitasat is ((4). egyenlet), tekintve, hogy a nanoszalas
kompozit FeTPPS tomegaranya joval kisebb (1,25 w/w%), mint az MNP-FeTPPS
esetében (100 w/w9%).

5. tablazat. A vizsgalt mintak konverzio, biomimetikus és specifikus biomimetikus aktivitas értékei

T A-MNP- B- PLA/MNP- A/B arany
FeTPPS FeTPPS
Mintamennyiség [mg] 5 5 1
FeTPPS mennyiség [mg] 0,02087 0,0002609 80
Konverzio ¢ [%] 97,83 17,48 5,6
Biomimetikus aktivitas Ug [U g] 150,95 866,29 0,173
Spec. biomim. aktivitas Up [U g*] 36 158,54 5533 603,5 0.6%

6.3. Konklazi6

Az eredmények alapjan kijelenthetd, hogy sikeresen reprodukaltam a nanoszélas
kompozitot, megfeleld morfoldgiaval. Lathatd, hogy a nanokompozit minta rendelkezik
biomimetikus aktivitassal, és mind a biomimetikus aktivitasa (5,6-szoros névekedés),
mind a specifikus biomimetikus aktivitasa jelentésen magasabb az MNP-FeTPPS
készitményénél (utdbbi csupan a nanokompozit 0,6%-a), tehat a kutatdcsoport korabbi
eredményeivel dsszhangban adott katalizdtor molekula tobb atalakitast végez iddegység
alatt. Ezek alapjan a mintat alkalmasnak talaltuk tovabbi tesztelésre folyamatos aramléasos

koriilmények kozott, mikroreaktorban.
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7. Biokompatibilitasi vizsgalatok

7.1, Célkitlizés

A biokompatibilitas vizsgalat célja az volt, hogy a rendelkezésemre allo6 3D nyomtatési
alapanyagokbol kivalasszam azt, amely nem reagal, azaz inerten viselkedik azokkal a
reagensekkel, amik a Liver-on-a-Chip eszkdz elsé tesztelése soran hasznalni terveziink,
mint példaul az amlodipin gyogyszerhatéanyag molekula, a MeOH:Acetat puffer,
tBuOOH oxidaloszer, valamint az FeTPPS katalizator.

7.2 Kisérletterv és felhasznalt anyagok

A mikroreaktor éles tesztelése soran az alabbi anyagokkal érintkezik a reaktortest:
e gydgyszerhatéanyag molekulaval,
e MeOH:Acetat bufferrel
e tBUOOH oxidaloszerrel
o FeTPPS katalizatorral

A rendelkezésre 4ll6 3D nyomtatisban hasznalt polimereket vizsgaltuk meg

biokompatilibtds szempontjabal:

e ABS (Akrilnitril-butadién-sztirol)

e ASA (Akrilnitril-sztirol-akrilészter)

e CPE-HG 100 (PET / Kopoliészter alapu filament)
e PLA (politejsav)

e Vezetdképes polimer

e SLA nyomtatdshoz hasznalt altalanos gyanta

e PP (polipropilén)

A mérések soran a mar korabban bemutatott UV-Vis spektroszkopia és a HPLC-UV-MS
analitikai technikakat hasznaltam fel arra, hogy a fenti anyagok és a kivalasztott 3D

nyomtatasi polimer alapanyagok biokompatbilitasat megvizsgaljam.

7.3. Az FeTPPS-polimer kapcsolat €s kiloldddas vizsgalata

A polimerek és az FeTPPS kozott fellépd esetleges kotddést és a felhasznalt oldoszerek
polimerekre gyakorolt hatasat UV-Vis spektrofotometriaval vizsgaltuk.
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Kisérleti leiras: Az UV-Vis mérés soran a kisérleteimet 1,5 ml térfogata csavaros
tivegesékben végeztem és a reakcidelegyek Ossztérfogata minden esetben 0,5 ml volt. A
reakcioelegyek Osszetétele az alabbiak szerint valtozott:

e Referencia minta: A referencia mintak 486 ul metanolt és /4 ul FeTPPS-t (0,735
mM, metanolban oldva) tartalmaztak.

o Vizsgalati mintak: A vizsgalt mintak 486 ul metanolt és /4 ul FeTPPS-t (0,735
mM, metanolban oldva), valamint a polimer mintakat is tartalmaztak. Az egyes
polimer filamentekbdl 10 mg lett bemérve, az SLA gyanta mintabol 30-40 mg.

A reakcioelegyeket 72 oran keresztiil 37 °C-on, 1100 RPM sebességgel razattuk
(Eppendorf Thermomixer Comfort razoégép (Eppendorf GmbH., Hamburg,
Németorszag). Egy o6Ora, majd 72 ora folyamatos razatas utan mintat vettem a
reakcioelegyekbdl és  UV-Vis spektrumot 200 nm ¢és 700 nm  kozotti
hulldmhossztartomanyon vettem fel (Multiskan SkyHigh mérétalca spektrofotométer,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A méréseket 3 parhuzamos mintan
ismételtiik meg.

Kivdlasztasi kritérium: ldealis esetben a vizsgélt polimer és az FeTPPS nem [ép
kapcsolatba, tehat a 72 ora utan felvett UV-Vis spektrum nem, vagy elhanyagolhato
mértékben tér el a referencia mintatdl, tehat az FeTPPS-re jellemz6 intenzitas csucs 400
[nm] -en ugyanolyan magassagi a polimer minta jelenlétében, mint a vak FeTPPS mintak

esetében, illetve nem jelenik meg 0j intenzitas csucsérték (pl. anyag kioldodas miatt).

7.4. A biomimetikus oxidacio reakciokinetikajanak
vizsgalata

Az amlodipint tartalmazo anyavegyiilet oxidativ atalakulasat vizsgaltuk a polimer mentes
referencia reakciohoz viszonyitva HPLC-UV-MS modszerrel.

Kisérleti leiras: Hasonloan a 7.3-as fejezethez végeztem el a reakcidkat. A
reakcioelegyek az alabbi mdodon valtoztak:

Referencia minta: A referencia mintak 490 ul metanolt és 10 ul 10 mM -os gyogyszer
torzsoldatot tartalmaztak. Ez alapjan szamolhat6 a konverzio.

Vak minta: A vak mintak 384 ul metanolt, /0 ul 10 mM -os gyogyszer torzsoldatot, 6 ul
tBuOOH torzsoldatot (147 mM) és 100 ul 4,5-6s pH értékii vizes puffer oldatot (64 mM)

puffer oldatot tartalmaztak. A vak minta esetén igazoltuk a reakcio biomimetikus jellegét.
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Vizsgalati mintdk: A vizsgalt mintak 370 ul metanolt, 70 ul 10 mM -os gyogyszer
torzsoldatot, 14 u/ FeTPPS (0,735 mM, metanolban oldva) oldatot, 6 ul tBuOOH
torzsoldatot (147 mM) és 100 ul 4,5-6s pH értékii vizes puffer oldatot (64 mM) puffer
oldatot tartalmaztak.

A reakcioelegyeket higitatlanul az alabbi HPLC-UV-MS technikaval vizsgaltam. Az
analitikai vizsgalatokat Waters 2690 folyadékkromatografias rendszerhez kapcsolt
Waters Micromass Quattro Ultima Pt tandem kvadrupol tomegspektrométerrel (Milford,
MA, USA) végeztiik. A detektalast Waters 2487 Dual A Absorbance detektorral végeztiik.
Az elemzést 40 °C-on végeztilk Kinetex XB C18 oszlopon (1/50x4,6 mm, 2,6 um)
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) 1 ml/perc mozgéfazis aramlasi sebességgel. Az
alkalmazott A eluens Gsszetétele 0,1 térfogatszazalék hangyasav vizben oldva, B eluens
pedig MeCN:H2P 95:5 aranyu elegye, amihez 0,1 térfogatszdzalék hangyasavat adtunk.
A gradiens eltcios program: 0 — 11 perces tartomanyban 5-100% B linearis gradienst, 11
— 13 perces tartomanyban 100% B izokratikus szakaszt alkalmaztunk. Ezt egy 2 perces
kiegyenlitési periodus kovetett a kovetkezé injektalas el6tt 5% B Osszetétel
alkalmazaséaval. Az injektalasi térfogatot 5 pl-re allitottuk be, és a kromatografias profilt
240 (= 4) nm hulldmhosszon regisztraltuk. A tomegspektrometrids koriilmények a
kovetkezok voltak: ionforras: ESI, pozitiv ionmdd, pasztazo ion tizemmod (150 — 600
m/z), szaritogaz (N2) hdmérséklete 350 °C, aramlasi sebessége 5,5 l/perc, porlaszto gaz
(N2) nyomas 6 bar, kvadrupol hémérséklete 7120 °C, kapillaris fesziiltség 2500 V,
fragmentor fesziiltség 60 V. Az adatok feldolgozasa MassLynx 4.0 szoftverrel tortént.
Kivalasztasi kritérium: Az a polimer tekinthetd a legalkalmasabb a mikroreaktor kazetta
alapanyagnak, amelynél az anyavegytilet konverzidjanak reakcio utani szdzalékos értéke

kozel azonos a referencia (polimer nélkiili) minta esetében mérthez.

7.5. Biokompatibilitasi vizsgalatok eredmenyei

El6szor az UV-Vis eredményeket mutatom be hiszen ennek fiiggvényében haladtam
tovabb a HPLC-UV-MS mérésekkel. Két mérési sorozat késziilt, az egyik esetben / dra
a masik esetben 72 oJra utdn vizsgaltuk meg a mintdkat. Az eredményiil kapott
spektrumokat a 7-1. abra és 7-2. abra mutatja. Az idealis reaktor anyag jelenlétében a
referencia elegy (csak FeTPPS-t tartalmazo oldat) gorbéjéhez megegyezd gorbét kell
kapjunk, hiszen ez mutatja azt, hogy a reakcidelegyben 1év6 polimer nem volt semmilyen

befolyéssal az FeTPPS-re, illetve nem tortént a polimerbdl kioldodas. Megfigyelhetd,
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hogy a referencia FeTPPS spektrumahoz képest a PLA, CPE, vezetoképes polimer és PP
nem, vagy csak a természetes szoras mértékében tér el, igy az semmilyen befolyassal nem
volt az FeTPPS-re, illetve nem tortént beldle kioldodas a reakcidelegybe. Ugyanez nem
mondhat6 el az SLA gyanta és ASA esetében, hiszen ott egyrészt az FeTPPS-re jellemzo
cstics (A = 393 nm) intenzitasa is megvaltozott, ami az FeTPPS mennyiségének
csokkenését jelentette, masrészt megjelentek 0j az inert mintandl nem megfigyelhetd
csucsok, amelyek valamilyen 0j korabban nem jelenlévO anyagra utalnak, ez pedig
feltehetden attol van, hogy a reakcioelegybe kioldodas tortént az adott anyagokbol. Az
ABS esetében / ora utan még megfelelonek bizonyult a minta, viszont 72 dra utan
kioldodasra utalo csucs jelent meg (kb. 4 = 251 nm hullamhossznal). A kioldédasra utalo

jeleket az dbradkon 1év0 piros nyilakkal jeloltem.

FeTPPS kot6dés vizsgalata, t =1 h
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7-1. abra. UV-Vis vizsgadlat eredményei t = 1 h utan, referencia spektrum: FeTPPS

FeTPPS kotodés vizsgalata, t =72 h
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7-2. abra. UN-Vis vizsgalat eredményei t = 72 h utan, referencia spektrum: FeTPPS

Az UV-Vis el6sziirés alapjan megfelelonek itélt négy polimer (PLA, CPA, vezetd, PP)

esetén a biomimetikus oxidacio lezajlasat vizsgaltuk a referencia esethez (polimer

nélkiili) viszonyitva, HPLC-UV-MS moddszerrel. A mérések eredményét a 7-3. abra
30/50. oldal



mutatja, melyen abrazoltam az anyavegyiilet konverzidjanak értékét a referencia
biomimetikus és az egyes polimerek jelenlétében végbement biomimetikus reakciok
esetében. A szorasok értékét n = 3 mérésbdl szamoltam ki. Megfigyelhetd, hogy a
konverzio értéke a referencia reakcidhoz képest (,,Biomimetikus”, 86,72%) a PP
jelenlétében kis mértékben megnétt (87,58%), tehat kedvezOen hatott a biomimetikus
oxidacio folyamatara. A vezetd polimer ezzel szemben teljesen gatolja a reakciot (0%),
illetve a CPE esetében szintén jelentds gatlast lathatunk (38,61%). A PLA esetében az
anyavegyiilet konverzidja (73,67 %) hasonld a PP esethez, de feltehetéen a PLA kis

mértékben katalizalja az oxidaldszer bomlasat vagy adszorbedlja a feliiletén.

Anyavegyiiletek konverzigja
100 1

80 -
60 - !
40 -
20 -
0

Biomimetikus Biomimetikus Biomimetikus Biomimetikus Biomimetikus
+ PP + PLA + CPE + Vezetd

Konverzi6 (%)

7-3. dbra. HPLC mérések eredményei az UV-Vis méréseken megfelelt polimerek esetén

7.6. Konklazi6

Az FeTPPS-polimer interakcid vizsgalat soran az ABS, ASA és SLA gyanta anyagokat
az FeTPPS-re nézve nem talaltuk biokompatibilisnek, mig a PLA, vezet6képes polimer,
CPE ¢és PP anyagok esetén elhanyagolhatdé mértékii reakciot tapasztaltunk. Utdbbi
anyagok jelenlétében megvizsgaltuk a biomimetikus oxidacios reakciot. A vizsgalatok
soran ugy talaltuk, hogy a PP és PLA anyagok elhanyagolhatéoan kis mértékben
befolyasoljak a reakciokinetikat. Mivel a PLA sokkal univerzédlisabban hasznalhat6
anyag a 3D nyomtatds soran a PP-hez képest, a tovabbi kisérleteket ezzel az anyaggal
végeztiikk, fenntartva, hogy egy végleges konstrukciot érdemes PP alapon (is)
megvaldsitani. Tovabba a PLA a késdbbiekben hasznalt amlodipin gyogyszerhatoanyag

molekulaval nem Iép reakcioba, és nem akadalyozza a biomimetikus oxidaciot.
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8. Mikroreaktor kazetta eloallitasa

8.1. Miszaki specifikéacid

A mikroreaktor kazetta kialakitasa soran az alabbi miszaki specifikaciot vettem alapul

melyeket az alabbi 6. tablazat tartalmaz:

6. tablazat. Amikroreaktor kazetta miiszaki specifikacioi

Paraméter Erték

Alapanyag PLA (politejsav)

Nyomtatasi technolégia FDM

Nanoszalas kompozit mennyisége 10 mg

Geometriai kialakitas Hengerszimmetrikus
Csatlakozok (ki és bemenet) -28 UNF (ANSI B1.1)
Ujrahasznalhat6sag A nanoszalas kompozit cserélhetd

A mikroreaktor kazetta alapanyagat a biokompatibilitasi vizsgalatok alapjan valasztottam
ki, amely FDM technoldgiaval konnyen megmunkalhato. A nanoszalas kompozit termék
mennyiségére vonatkozoan meghataroztam a kutatocsoport korabbi munkajaban [64] a
PDMS alapia MagneChip mikrofluidikai reaktorba MNP formajdban csapdazott
katalizator mennyiségét. A kisérlet soran a MagneChip reaktor kamraiban Osszesen
1,2mg MNP-FeTPPS katalizatort helyeztek el. Mivel az MNP-FeTPPS a teljes
nanoszalas kompozit termék 1,25W% -a igy az alabbi (6) -0s egyenlet alapjan

kiszamolhat6 a nanoszalas kompozitban 1évé PLA tomege.

MpyNpP—FeTPPS

=1,25% (6)

Mynp-Ferpps T MpLa

ahol az munp-retpps @ funkcionalizalt MNP tomege a nanoszalas kompozitban mg -ban,
az mpLa @ PLA tomege a nanoszalas kompozitban mg -ban.

A nanoszalas kompozitban 1évé PLA tomege ez alapjan 94,8 mg melyhez hozzdadva a
sziikséges 1,2 mg MNP-FeTPPS-t adodik, hogy Osszesen 96 mg nanoszalas kompozit
kellene, ahhoz hogy a megfelelé mennyiségii katalizatort biztositani tudjam.

Ekkora tomegli nanoszalas kompozit elhelyezése a mikroreaktorban praktikusan nem
lehetséges. A kutatocsoport korabban bizonyitotta [36], hogy 10 mg nanokompozit
hasznalataval, batch koriilmények kozott megfelelden mérhetd reakcid megy végbe. A
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korabbi méréseink alapjan (6.2. fejezet) jelentés biokatalitikus aktivitds novekményt
varunk a nanokompozit rendszer esetén (151 U/g vs. 866 U/g). Ez alapjan 16.6 mg
toltetmennyiség adna azonos jelet, de a csoport korabbi munkajaval torténd kozvetlen
Osszevethet0ség miatt a toltetmennyiséget 10 mg-ban hataroztuk meg, tehat ennyi
nanokompozitot kell a mikroreaktor reakciokamrajaban elhelyezend6 inzert koré
tekercselni.

Ekkora mennyiségii nanoszalas toltet nehezen helyezhetd el klasszikus PDMS alapt
mikrofluidikai megoldasok esetén, illetve a kutatécsoport korabban hidba probalkozott
kordbban a plazmabondoldson alapuld6 PDMS-nanoszél-iiveg heterostruktirak
1étrehozasaval. Ezek alapjan a PDMS alapu konstrukciokat elvetettem, €s 3D nyomtatott
megoldasok fel¢ fordultam.

A 3D nyomtatott reaktor nagyobb szabadsagot enged a geometriai kivitelezésben is,
hiszen nem sziikséges planar struktirdkra szoritkozni. A megvalositds soran szempont
volt, hogy a reaktor a labortechnikaban hasznalt szabvanyos '4-28-as UNF fluidikai
csatlakozokkal kompatibilis legyen, igy hengerszimmetrikus kialakitas mellett
dontottem. A mikroreaktor igy harom elembdl tevdik Gssze: 1) reaktortest, 2) cserélhetd,

nanokompozittal boritott inzert, 3) fedékupak, oldhato kotéssel.

8.2. Mikroreaktor kazetta tervezése

A kovetkezokben részletesen bemutatom az alap koncepciot és az iteraciokat, amelyeken
keresztiil eljutottam a jelenleg hasznalt verzidhoz. A 8-1. abra az egyes alkatrészeket és
komponenseket szamozva jeloltem. A mar korabban emlitett hengerszimmetrikus
kialakitast valasztottam és terveztem meg a mikroreaktort. A szerelhetdséget szem el6tt
tartva harom részbdl all a szerkezet. A kivehet6 inzert mellett a reaktortest két elembdl
all, melyek oldhaté bajonett zaras kotéssel kapcsolodnak egymashoz. A kapcsolodo
homlokfeliiletek koz¢ O-gytiriis tomitést terveztem be. Az egyik 22.1 x 1.6 mm méretii
O-gytirti (10) a fenti csatlakozo feliiletek kozott helyezkedik el, a masik 8 x 2 mm méretii
O-gytrt (9) a reaktor belsejében helyezkedik el. Mindkét alapanyaga nitril-butadién
gumui (NBR). A mikroreaktor kupak része tartalmazza az egyik szabvanyos %4-28-as
UNF menetes kialakitast ahova a korabban emlitett mikrofluidikai csatlakozo (7)
szerelhetd a benne atvezetett 1/16” kiilsé atmérdji teflon csével (8), melyet egy ferrule-
on (6) halad at. Hasonloan, a mikroreaktor test (1) része is tartalmaz ugyanilyen

kialakitast ugyanerre a célra. A tomitéseket behelyezve a mikroreaktor kupak (2) nem
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forgathato el, egy applikator (3) segitségével azonban tengely irAny 6sszenyomas utan
elforgathato lesz és a bajonett palyan 90°-ot forgatva rdgzitheté mikdzben az O-gytiriik a
tomitd homlokfeliiletnek simulnak. Az emlitett applikator recézést tartalmaz a kényelmes
és stabil fogas érdekében. Még Gsszeszerelés el6tt azonban a nanoszalas kompozittal (5)
bevont inzertet (4) be kell helyezni a mikroreaktor testben kialakitott reakcidkamraba, ez
egyszerli laborban hasznalatos csipesszel torténik. A reakcidelegy a mikrofluidikai
csatlakozon keresztiil érkezik a mikroreaktorba, majd 4atnedvesitve a nanoszalas
kompozitot a kioml6 nyilason at a mikrofluidikai csatlakozon keresztiil tavozik, majd a
minta begytijtésre keriil. Az inzert felett rést hagytam, hogy ne legyen jelentds fojtas a
rendszerben, az inzert alja pedig keresztirany kiomlé csatornakat tartalmaz, ahol a

reakcidelegy tavozhat a rendszerbol.

8
’
6 3
2 10
4 1
5
9
6 A=
e 7

8-1. abra. A tervezett mikroreaktor kazetta konstrukcio LOCV5

A korabbi mikroreaktor kazetta valtozatokat az alabbi 7. tablazat foglalja 6ssze amiben
az egyes konstrukciokat kodnévvel lattam el illetve egy altalanos leirast adtam roluk.
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7. tablazat. Kordabbi mikroreaktor konstrukciok és azok jellemzése

LOCV1 LOCV?2

LOCV3
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A két elem

Bajonett zaras
! hornyokon keresztiil

megoldas, a , ,
) , csuszik egymasba, a
bajonett palya a tencely irdnvi
mikroreaktor elm f dy last Zu
zdu
kupakba tervezve. , 24
tartdelem

Két tomités, a )
akadalyozza meg.

menetes részen €s it e 1ty
Két tomités, a

az alkatrészek i )
menetes részen €és az

A két elem hornyokon
keresztiil csuszik
egymasba, a tengely
iranyu elmozdulést egy
atalakitott tartéelem
akadalyozza meg.
Mikroreaktor kupakon
gallér talalhato, a
szerelhetdség miatt.

Bajonett zaras
megoldas, a bajonett
palya a mikroreaktor

testbe tervezve.

Mikroreaktor

kupakon gallér

talalhato, a
szerelhetdség miatt.
Egy tomités talalhato

tlakozd
"csa’ axozo alkatrészek Egy tomités talalhato az az alkatrészek
feliiletén. Szabad o ) . R
Ki5mlés a csatlakozo feliiletén.  alkatrészek csatlakozd  csatlakozo feliiletén.

mikroreaktor test Szabad kiomlés a feliiletén. Szabad Szabad kiomlés a

align mikroreaktor test kiomlés a mikroreaktor mikroreaktor test

Jan. aljan. fest aljan. aljan,
8.3. Megvalositasi eredmények €s tapasztalatok

A kovetkezOkben részletesen ismertetem az egyes megvalositott konstrukciokkal
kapcsolatos tapasztalataimat, valamint azokat a 1épéseket, amelyek a jelenleg hasznalt
mikroreaktor konstrukcidjahoz vezetett el.

A LOCV1-es verzi6 az elso elkészitett mikroreaktor prototipus. Ebben a kialakitasban
egy bajonett zaras kapcsolatot terveztem a csatlakozo alkatrészek koz¢. A bajonett palyat
a mikroreaktor kupak tartalmazta, a hozzavezetést és rogzitést végzd csapokat a
mikroreaktor testben helyeztem el. A két alkatrészt egybeeso kiilsé atmérdvel terveztem
meg. Ezek mindegyike kedvezdtlen volt a szerelhetdség szempontjabol, valamint a
bajonettkdtés nem bizonyult stabilnak.

A LOCV2-es verzioban a bajonettzar helyett a mikroreaktor kupakba négy darab

tengelyiranyt hornyot, a mikroreaktor testben pedig ezekbe illeszkedd sineket helyeztem
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el, igy a két alkatrész konnyedén egymasba csusztathatéva valt. A tengely iranyu
elmozdulast egy kiils6 tartoelem akadalyozta meg, amelybe a mikroreaktor Osszeszerelt
allapotban oldalrol az erre a célra kialakitott sineken lehetett pozicionalni. A tartébol valod
elmozdulast a mikrofluidikai csatlakoz6 akadalyozta volna meg. Ezzel a verzidval az volt
a probléma, hogy a tartot tul vékony falvastagsadggal terveztem meg, igy az az egyik
szerelés soran eltort.

Ebbdl tanulva késziilt el a LOCV3-as verzidszamu mikroreaktor amely tobb valtoztatast
is tartalmaz. Az egyik ilyen, hogy a konnyebb szerelhetdség érdekében a mikroreaktor
kupak kiils¢ atmérdjét szélesebbre terveztem, igy azt konnyebb volt eltavolitani a
mikroreaktor testb6l. Az el6z0 két verzidban taldlhatdé O-gylris tomitések koziil
elhagytam azt, amely a mikrofluidikai csatlakoz6 és a mikroreaktor kupak kozott volt
megtaldlhatd és csak a két alkatrész kozotti O-gylirlis tomitést hagytam meg. Az
alkatrészek csatlakozasi modja megfelelt az el6z6 LOCV2-es verzidban latottakhoz. A
tartoelem vastagsagat megnoveltem, hogy az ne sériiljon az 6sszeszerelés soran. Az eddig
emlitett harom verzid a CraftBot Plus 3D FDM nyomtatoval késziilt, amely az /4-28 UNF
menetet nem a kell6 mindsgében nyomtatta ki, ezéltal a mikrofluidikai csatlakozok
behajtasa nem, vagy csak nagyon nehezen volt kivitelezhetd, igy ezeket a verzidkat nem
probaltam ki aramlasi tesztekben.

A LOCV4-es konstrukcié Prusa i3 MK3 nyomtaton késziilt, ami sokkal jobb mindségii
alkatrészeket eredményezett. Tovabbi lényeges kiilonbség ebben a verzidban a
csatlakozas kialakitdsdban taldlhatd, ugyanis visszatértem az eredeti bajonettzaras
megoldashoz, ezuttal a palyat a mikroreaktor testbe terveztem bele, a csapokat pedig a
mikroeaktor kupakra. Ezaltal a szerelhetdség nagyban javult, és nem is volt sziikség a
tovabbiakban egy plusz tartéelemet elkésziteni. A menetes rész mindsége sokat javult az
el6z6 verziokhoz képest, igy ebbe mar mikrofluidikai csatlakozokat tettem és teszteltem
aramlasi tesztek ala vetettem. Az alapgondolat szerint a mikroreaktor test kamrajaba egy
inzert helyezendd, amely koré a kordbban elkészitett nanoszéalas kompozitot feltekerjiik.
Eldszor az dsszeszerelt mikroreaktort enélkiil az preparalt inzert nélkiil probaltam ki,
ekkor nem volt tapasztalhatd semmiféle szivargas. Azonban amikor belekeriilt az inzert
a nanoszalas kompozittal egylitt jelentds fojtas keletkezett a rendszerben, ami szivargas
form4jaban mutatkozott meg. Tovabba az egyik alkalommal a mikrofluidikai csatlakozot
nagyobb nyomatékkal huztam meg a kelleténél ezaltal a mikroreaktor kupak két réteg

kozott elvalt.
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Ezen tapasztalatokat felhasznalva a LOCVS verzidban modositottam az alkatrészek
méretén. Egyrészt a mikroreaktor kupak és test vastagsdgat megnoveltem, hogy
szilardabbak legyenek, masrészt a csatlakozd részek atmérdjét tigy terveztem at, hogy a
két alkatrész konnyedén egymasba illeszthetdé legyen. Egy plusz O-gylirlis tomitést
terveztem a mikroreaktor testben 1évé homlokfeliiletre. Az O-gyliri méretét ugy
valasztottam meg, hogy jelenlétében a mikroreaktor kupak ne tudjon elfordulni a bajonett
palyan, csak abban az esetben, ha egy tengelyiranyt erdvel rahatast nem gyakorolunk. Ez
arra jO, hogy a tomités a homlokfeliiletnek fesziilve eredményesebb tomitést hoz létre. Az
FDM 3D nyomtatasi technologiak, mint azt a korabbi 3.4 fejezetben emlitettem a feliileti
érdesség viszonylag nagy, ami a LOC4 tipusban feltehetden szivargast okozott. Ennek
megoldasara ketté vettem a mikroreaktor kupakot (8.2 abra 2. és 3. elem), melyeket
nyomtatds utdn ragasztottam Ossze. Ezaltal a 2. és 3. elem O gylrlivel érintkezd
feliiletének érdessége nagy mértékben csdkkent.

A késoébbiekben sziikséges a reaktor nanoszalas kompozit altal elfoglalt térfogatanak
meghatdrozasa. Ezt a kovetkez6 modon hataroztam meg. Elészor kiszamoltam a
mikroreaktor kamrajanak térfogatat (207,3451 ul) majd az inzert térfogatat (135,7168 ul)
a (7) -es egyenlet alapjan majd a két értéket kivontam egymasbol. igy megkaptam, hogy
a mikroreaktor nanoszalak altal elfoglalt térfogata 71,6283 ul.

V=D -mh[mm3=ul (7)

ahol D a kamra (6 mm), valamint az inzert atméréje (4,8 mm), h a kamra (11 mm) illetve
inzert magassaga (9 mm).

Az 8-2. a) abra mutatja a kinyomtatott mikroreaktor és az elkészitett, inzert koré feltekert
nanoszalas kompozit toltet, az 8-2. b) abra pedig megfigyelhet6 a nanoszalas kompozitot

magaba foglaldé mikroreaktor a kupak nélkiil.

8-2. abra. Az inzert koré feltekert nanoszalas kompozit toltet (a) és a mikroreaktor a benne elhelyezett nanoszalas
toltettel (b)
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8.4. Konklazi6

Elmondhat6 tehat, hogy sikertiilt egy olyan mikroreaktor konstrukciot megterveznem ¢és
elkészitenem, amely az aramlasi viszonyok mellett képes a feladatat betdlteni, azaz nem
szivarog beldle a reakcioelegy, illetve a nanoszalas kompozitot képes magaban tarolni,
anyagat tekintve biokompatibilis, szerelhetOsége egyszerl, az alkatrészek kotése oldhato

és az inzert igény szerint kicserélheté benne.
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9. A m4) metabolizmusanak biomimetikus vizsgalata

a Liver-on-a-Chip eszkozben

9.1. Célkitlizés

A kutatocsoport altal korabban hasznalt MagneChip mikroreaktor alapu Liver-on-a-Chip
eszkdzben végrehajtott biomimetikus oxidacid kinetikdjanak Osszehasonlitasa az 1j
nanoszalas kompozit tartalmt mikroreaktoréval, amely akkor tekinthetd sikeresnek, ha
az amlodipin human metabolitja megjelenik az eszkoz kimenetén idedlis esetben teljes,
de legalabb 25%-o0s konverzio mellett. A 25% konverzids célértéket tapasztalati uton
hatdroztuk meg; a reaktorgeometria lényeges modositasa nélkiil, csupan az analit
koncentraci6 és aramldsi sebesség optimalizalasaval 3-4-szeres konverzids

hatasfoknovekedés érhetd el.

9.1. Kisérletterv ¢s felhasznalt anyagok

A kisérleti Osszeallitast a 9-1. dbra mutatja, mely all egy HPLC pumpébdl (1), a
gyogyszerhatoanyagot tartalmazo torzsoldatbol (2) és mikroreaktorbdl (3). A
mikroreaktor kimenetérél vett mintakat 4 percenként, 1 percig gytjtéttem be 5 ml -es
tivegesékbe (4). Ezt kovetden a mintakat a késébbi HPLC vizsgalatra alkalmas 1 ml-es
tartokba pipettaztam, melyeket mintatartoban (5), 5 °C-on hiitve taroltam a HPLC-vel
végzett analizisig. A kisérlet soran a legujabb kialakitdsu mikroreaktort (LOCVYS)

hasznaltam.

9-1. dabra. A Liver-on-a-Chip dramlasos reakcié vizsgalati elrendezése: HPLC pumpa (1), a gydgyszerhatéoanyagot
tartalmazo torzsoldat (2), mikroreaktor (3), dtmeneti mintatarto (4), mintatarto (5)
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Az aramlasi sebesség megvalasztasanal a kutatocsoport korabbi, MagneChip-el végzett
kisérletekben [64] hasznalt aramlasi sebességet vettem alapul. A kivalasztasi kritérium az
1doegység alatt legtobb atalakitast eredményez6é aramlési sebesség volt, ez az adott
kisérletben 200 ul mint értékre adodott 90%-os konverzié mellett. Az elsé kisérlet soran
legnagyobb konverziot mutaté 0,125 mg ml? értékre valasztottuk. A méréseket két
modon is elvégeztem. Az egyik esetben a bevezetést a mikroreaktor tetején kotottem be
(egyenes bekotés), a masik esetben pedig megforditottam a beko6tést és alulrdl tortént a
gyogyszerhatdbanyag adagolasa (forditott bekdtés), igy ugyanis a nyomasterhelés nagy
része a reaktor eleve zart részére esik. A két bekotési mod kozott a rendszert desztillalt
vizzel mostam at, a toltetet nem cseréltem ki. A kisérleteket 45 illetve 50 percen at

végeztem a egyenes ¢és forditott bekotott esetben.

A kisérletek soran meghataroztuk a mikroreaktor kimenetérdl felvett mintak amlodipin
¢és human metabolitja, a dehidroamlodipin koncentraciéjat a mintavételi id6
figgvényében HPLC-UV-MS moadszerrel.
A mikroreaktorban lezajlé biomimetikus oxidacio jellemzésére a konverzio (C) és space-
time-yield (STY) értékeket szamoltam ki.
A konverzi6 érték szamolasanal vettem az adott mintavételi periodusban mért amlodipin
¢és dehidroamlodipin intenzitas értékeket, majd ezek relativ aranyat szamoltam a (2) -es
képlet szerint.
Az STY szamolasanal az (5) -0s képlet alapjan abbol indultam ki, hogy a tiszta
amlodipin-t tartalmazo referencia minta intenzitas értékét aranyitottam a kimeneti oldalon
felvett mintak intenzitas értékéhez. Tovabba, feltételeztem, hogy az amlodipin és a
a két vegyiilet molaris tomege kozel azonos.
Az STY értéket az utolsé mintavétel soran kapott 100% konverzi6 esetére szamoltam ki
azt feltételezve, hogy a teljes konverzio elérése a rendszer ebben a stabil munkapontban
marad.
Ekkor a dehidroamlodipin tomege a koncentracio és a mintatérfogat szorzatabol 25 ug
volt.
A reaktor térfogata a 8.3 fejezet alapjan 71 ul, a reakcio ideje pedig megegyezik a kivett
minta gytijtési idejével (1 perc).
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9.2. Meéresi eredmények Osszefoglalasa

Egyenes bekotés: A korabban tesztelt mikroreaktor az elsé négy mintavételig (20. perc)
nem mutatta szivargas jeleit, azonban az 5. mintanal megfigyeltem, hogy a bajonettzar
palyaban a reakcioelegy jelent meg. A szivargas mértéke elhanyagolhato volt, nem
kezdett el csepegni, emellett folyamatosan tortént a kilépd oldalon mintavételezés. A
feltételezett szivargas ellenére folytattam a kisérleteimet. Miutan végeztem a
kisérletekkel, desztillalt vizzel atmostam a rendszert. Normal bekotés esetén a

crer

id6beli valtozasat a 9-3. abra mutatja.

A dehidroamlodipin konverzi6ja
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bekotés esetén
Lathat6, hogy 40 perc utan a konverzi6 értéke kb. 50% -os értékre (maximalis mért érték:
53,04%) all be, ezt megerdsiti mind az amlodipin fogyasa, mint a dehidroamlodipin

koncentraci6 ndvekedése is, fliggetlen mérések alapjan.
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Forditott bekotés: Az igy végzett kisérletek sordn is tapasztaltam kis mértékii szivargast,
de az a kilépd furaton at jovo oldattal egyiitt kertilt begytijtésre. Ebben az esetben a
kiszivargott reakcioelegy mar athaladt a nanoszalas kompoziton, tehat a kontinuitas elve

nem sériilt: a be és kijovo (begylijtott) anyagmennyiség megegyezik.

A dehidroamlodipin konverzidja
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A forditott bekotés esetén szamitott konverzid értékeket a 9-4. abra, a koncentraciok
id6beli valtozasat pedig a 9-5. abra mutatja. Megfigyelhetd, hogy ebben az esetben a
konverzi6 értéke kevésbé nott az id6 elérehaladtaval, majd a végén hirtelen ugrasszeriien
megnétt. Mivel a begylijtott mintak analizise csak késébb tortént meg, ezt a rendszerre

jellemzd viselkedést nem tudtuk figyelembe venni.

Amlodipin és dehidroamlodipin koncentracidjanak
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Mind az amlodipin teljes elfogyasa, mind a fliggetlenil mért, annak kezdeti
koncentracidjaval megegyez6 dehidroamlodipin metabolit megjelenése a mintaban

meger6siti, hogy ekkor a rendszer 100 %-os konverzido mellett miikodott. Az STY
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szamitott értéke 21,13 g L™th™%, ami 6sszemérheté a kutatocsoport korabbi eredményével,
ugyanakkor a nanoszalas kompozit rendszerben csak az atalakitast végzo metalloporfirin

molekulak 1/80-a van jelen (lasd 5. tablazat).

9.3. Konkluzi6

Elmondhat6, hogy a mikroreaktor aramlasos kornyezetben haszndlva képes volt az
amlodipin atalakitasara tigy, hogy annak human metabolitja mérhetd volt a kimeneten.
Osszehasonlitottam egy egyenes és egy forditott bekotésii mikroreaktor elrendezést,
melybdl az deriilt ki, hogy mindkét esetben az adott paraméterek mellett kb. 40 perc
elteltével egyensulyi allapot all be az atalakitdsban. A két elrendezés koziil a forditott
bekotés eredményesebbnek bizonyult, a rendszer ebben az allapotban 100% konverziot
ért el. Ebben az elrendezésben, 100% konverzidonal szamitott STY érték a kutatocsoport
korabbi eredményivel egy nagysagrendbe esik, egy nagysagrenddel kevesebb katalizator
molekula hasznalata mellett. Ez az eredmény megerdsiti a kordbbi tapasztalatokat (lasd
7.5. fejezet), miszerint a nanoszalba agyazott MNP-FeTPPS részecskék térbeli

elrendez6dése kedvezden hat a katalizator biomimetikus aktivitasara.
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10. Kitekintés €s tovabbi tervek

A dolgozatom elején kitlizott 0sszes célt sikeriilt teljesiteni.

C1.A maér létezd ¢és kutatocsoport altal megalkotott nanoszalas kompozit rendszer
reprodukalasa — az altalam reprodukalt nanokompozit rendszer a kutatocsoport
korabbi eredményeivel jol egyez6 tulajdonsagokat mutatott

C2.A nanoszilas kompozit rendszer integraldsa egy erre a célra tervezett
mikroreaktor kazettdba — a mikroreaktor kazetta tervezése és tesztelése 5 iteracion
keresztiil tortént meg, az 5. generacios kazettaban demonstracios mérést hajtottam
végre

C3. A mikroreaktor biomimetikus miikddésének demonstracioja — két elrendezésben
(egyenes és forditott) demonstraltam a rendszer mikodését, és mindkét esetben
jelentékeny konverziot tapasztaltam.

A jelenlegi demonstracios jellegi méréseket a jovOben természetesen ujra meg kell
ismételni lehetéleg harom parhuzamos esetben, hogy a rendszer robosztussagarol képet
kapjunk. Nincsen igazan jo0 magyarazatunk arra, hogy a konverzié (mindkét bekotés
esetén) miért csak kb. 40-45 perc utan éri el a maximumat. A jovében szeretnénk mas
aramlasi geometriakkal is probalkozni (a jelenlegi lateralis d&ramlas helyett keresztiranyu
aramlés), és megvizsgalni az dramlési profil hatdsat a rendszer iddbeli viselkedésére.
Ugyan a jelenleg hasznalt elrendezésben hasznalt nanokompozit tdltet mennyisége
elegenddnek tlinik, a nanoszalas termék reprodukalhato 1étrehozéasa kapcsan tobb Gtlet
(pl. forgokollektor haszndlata) is felmertilt. A mikroreaktor kazetta mitkodéképes de nem

tokéletes, igy ennek a fejlesztése is tovabbi feladatok elé allitja a kutatocsoportot.
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