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Tartalmi osszefoglalo

A Szegedi Tudomanyegyetem Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszékén miikddd
MTA-SZTE Lendiilet Nemesfém Nanoszerkezetek Kutatécsoport — Juhdszné Dr. Csap6 Edit
vezetésével — mar megalakulasa el6tt is intenziven foglalkozott szérumfehérjék, valamint
természetes és szintetikus (Ko)polimerek alkotta hatéanyag hordozoként funkcionald kolloid
részecskék kialakithatosdgaval. Ezen gyogyszerhatdéanyag hordozd rendszerek (DDS)
dontéen a kolloid mérettartomanyba sorolhatéoak (d = 1-500 nm). A hordozé részecskék
felhasznalhatéak olyan terdpias vegyiiletek vagy akar étrendkiegészitok ¢és vitaminok
szervezetbe vitelére is, amelyek célzott helyre torténd eljutdsat jelentdsen nehezitik a
nevezett vegyiiletek korlatozott oldhatdsaga vagy instabilitdsa (pl.: hémérséklet- vagy
fényérzékenységiik stb.), illetve a hatéanyagok formulalasa révén nodvelhetjiik
hatékonysagukat is.

A szérumfehérjék és (ko)polimerek kombinalasa révén dnszervezddéssel is kialakithato
Osszetett hordoz6 részecskék tulajdonsdgainak megismerése uj kutatdsi irdnyvonal a
kutatocsoportban, mely munkahoz 2024-ben csatlakoztam. A diakkori munkam soran egy
szérumfehérje, a vasmentes-transzferrin (Tf), és egy szintetikus kopolimer, a poli-(tejsav-
glikolsav (PLGA), kombinalasaval egy 0j hordozo részecske nanoprecipitacios eljarassal
torténd kialakitasan dolgoztunk, melyre a szakirodalomban hivatkozast még nem
talalhatunk. Vizsgaltuk a makromolekuldk kozotti, foként masodrendii kdlcsonhatasok révén
milyen méreteloszlast részecskék allithatok eld. A részecskék eldallitasara az erdsen toxikus
olddszerek hasznalatat melldztiik, és stabilizaloszerként egy nemionos feliiletaktiv anyagot,
az E-vitamin egy biokompatibilis szarmazékat (D-a-tokoferol polietilénglikol szukcinat,
TPGS) alkalmaztuk. Ezen aktiv E-vitamin a részecskék stabilizalasan thlmenden
hatéanyagként is funkcionélhat és amfipatikus karaktere révén szolubilizacioval eldsegitheti
mas hidrofob hatdéanyagok kapszuldzasat is. A Tf/PLGA részecskéket eltérd oldhatdsagu
modell vegyiiletek formuldldsdra hasznaltuk. Nem-szteroid gyulladascsokkentd
hatéanyagok (NSAID) koziil modellként valasztottuk a ketoprofént (KP) és az ibuprofént
(IBU), valamint az antioxidansok kozé tartozé a kolekalciferolt (Ds-vitamin) is
tanulmanyoztuk. Meghataroztuk ezen kismolekuldk kapszulazasi hatékonysag- (EE(%)) és
hatdéanyag toltottség (DL(%)) értékeiket a Tf/PLGA/TPGS-alapt hordozdba formulalva,
valamint a hatdbanyagok in vitro kioldodasanak vizsgalatara is végeztiik kisérleteket.

Kulcsszavak: transzferrin, PLGA, nanoprecipitacio, hatdanyag hordozo, kapszulazas
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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. A hatéanyag hordozdk dltalanos dttekintése

Szamos gyogyszerhatdanyag rovid felezési iddvel, gyors metabolikus lebomléssal,
alacsony biologiai hozzaférhetdséggel €s korlatozott szoveti eloszlassal rendelkezik, ezaltal
a szervezeten belill a célhelyre torténd eljutdsa korlatozott. Mindezen példaként emlitett
tulajdonsdgok miatt a gyogyszerhatéanyagokat hordozd mikro-, vagy nanoszerkezetli
rendszerek alkalmazasaval lehet6ség nyilhat 11j, korszerii terapias lehetdségek fejlesztésére
[1,2] . A hordozorendszerek megdvhatjak az aktiv hatdanyagokat pl.: a lebomlastol, valamint
szabalyozhat6 mennyiségben juttathaté el alkalmazasukkal a gyogyszer a célhelyre, illetve
a szikségtelen toxikus mellékhatasok is csokkenthetdek [3]. A gyodgyszerek terapias
hatasanak helyére torténd eljuttatasanak modszerei még mindig a gyodgyszerkutatds egyik
meghataroz6 témaja, ezért a hatékony tulajdonsagokkal rendelkezd gyogyszerhordozo
rendszerek tervezése fontos kihivas a klinikai kutatasokban [4].

A kolloid mérettartomanyt részecskéket kis méretiik (1-500 nm) és anyagi
mindségiiktol fiiggd egyedi tulajdonsagaik miatt gyakorta tanulmanyozzak, mint potencialis
hatoanyag hordozo rendszerek. Néhany ilyen kolloidalis hordozé sematikus szerkezetét az
1. abra mutatja [5].

A legujabb megkozelitéseket figyelembe véve a leggyakrabban hasznalt
gyogyszerhordozok kozé tartoznak a nanoszerkezettel rendelkez6 mind szervetlen-, mind
szerves-alap struktardk (pl.: polimer, kerdmia, és fémes), liposzomak, micelldk,
dendrimerek stb. A megfeleld gyogyszerhordozo rendszerek hasznalatanak elsddleges oka,
hogy képesek biztositani a gyogyszer nagyobb mennyiségii €s hosszabb ideig tartod biologiai
hozzaférhetGségét, és ezaltal a terapias hatékonysagot [6,7].

Munkénk soran szintetikus polimerek ¢és szérumfehérjék alkotta, kolloid
mérettartomannyal rendelkezd hordozd részecskék kialakitasaval és azok valtozd
oldhatosagu vegyliletek formulalasara gyakorolt hatasanak feltérképezésével foglalkoztam,
igy a kovetkezo alfejezetben — a téma sokrétiisége és a diakkori dolgozat terjedelmi korlatai

miatt — csak ezen fentebb megnevezett makromolekulak fobb tulajdonsagait foglalom Gssze.
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1. abra: Néhany nanoszerkezetli hatdanyag hordozé struktura sematikus szerkezete [5].

1.2. A polimer-alapit hatéanyag hordozo rendszerek fobb sajdatsagai

Gyodgyszerhatéanyagok formuléalasara alkalmazhat6 hordozok egyik nagy csaladjat a
polimer-alapu rendszerek alkotjak, ahol kiemelt cél biokompatibilis és biodegradabilis, tehat
nem-toxikus makromolekuldk felhaszndldsa. Alkalmazasuk egyik legfontosabb feltétele,
hogy a szervezetbe torténd bejutdsuk esetén a hatdanyag felszabaduldsakor lejatszodo
polimer degradéacié olyan monomer végterméke(ke)t eredményezzen, melyek az emberi
szervezetben lejatszodd anyagcesere folyamatok révén lebonthatéak. Ezen makromolekuldk
lehetnek természetes eredetiick, mint pl.: a kitozan, az alginat, vagy éppen a zselatin, de
szintetikusan eldallitott szarmazékok (pl.: poli(tejsav) (PLA), poli(laktid-ko-glikolid)
(PLGA), polikaprolakton (PCL), polietilén-glikol (PEG), poli(N-izopropil-akrilamid)
(PNIPAM)) is [8,9].

Munkénk soran a PLA kopolimerjei koziil a legelterjedtebben vizsgalt, a glikolsav
mellett eldallitott poli(laktid-ko-glikolid)-t tanulmanyoztam. A lancban 1évé glikolsav
mennyiségét novelve a makromolekula hidrofilitasa és azaltal degradacios sebessége is
novelhetd. Hidrolizise sordn tejsav ¢és glikolsav monomeregységek képzddnek, ami
metabolikus uton a Krebs-ciklus révén lebonthat6. Ennek koszonhetéen a PLGA
kopolimerek FDA (Food and Drug Administration, Elelmiszerbiztonsagi és
Gyogyszerészeti Hivatal (USA)) engedéllyel rendelkeznek, igy hatéoanyag hordozé

rendszerként valo felhasznalasukban nagy potencial rejlik [10]. Ezen polimer-alapu
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hordozo6 rendszerek esetén a hatdanyag elhelyezkedésétdl fiiggden tobb eltérd szerkezetet
kiilonboztetiink meg, mivel a hatéanyag megkotddhet a részecskék feliiletén vagy a
részecskékben egyenletesen eloszlatva, de akar egy kozponti magban csoportosulva is
[11,12]. A PLA és PLGA kopolimerek szerkezetét a 2. abra (balra) mutatja be a

nanokapszula és nanogdmb tipust hordozok abrai mellett (2. abra (jobbra).

poli(laktid-ko-glikolid) (PLGA) Satlanyeg

== Polimer lancok
CHy O O
‘{jﬂ))\())\(i”/‘(%“)/\(ri\/,l>\
m n

polilaktid (PLA)

ey

Amb
\'-a““g‘o“‘

- “\1
anoks?s’

2. abra: A PLA és PLGA kopolimerek szerkezeti képlete (balra), ill. a nanokapszula és a

nanogdmb tipusu részecskék sematikus abraja (jobbra) [11].

Nanokapszula tipusu rendszereknél a hatdbanyag magokat egy polimer héj boritja, mig a
nanogdmboknél a hatéanyag a polimer matrixban homogénen oszlik el. Ezen strukturaknak
a kialakulasat az el6allitasukhoz alkalmazott kisérleti modszerek tipusa és azok kisérleti
koriilményei nagymértékben szabalyozzak. A fentebb emlitett sajatsagaik alapjan a polimer-
alaptl hordozokat egyarant alkalmazzak rakellenes vegyiiletek, vakcinak, vitaminok vagy
akar kisebb hormonok formulalasara is. Eléallitasukat tekintve ma mar szamos eljaras ismert
a szakirodalomban, ahol az egyes eljarasok kozott megkiilonboztetiink olyanokat, ahol a
polimer-alapi hordozé részecskéket a kiindulasi monomeregységekbdl allitjuk el6
polimerizacioval vagy polireakciokkal, illetve mar kereskedelmi forgalombol beszerezhetd
kész polimerek felhasznalasaval. Kutatocsoportunk munkatarsai a fentebb megnevezett
modszerek mindegyikével allitottak mar el6 kolloid részecskéket, de koltséghatékonysag
szempontjabol a kereskedelmi forgalomban kaphato kopolimerekbdl kialakithato rendszerek
tanulmanyozasaval foglalkoznak. Polimerek felhasznalasaval a leggyakrabban alkalmazott
eljardsok kozé sorolhatjuk pl.: az emulzids, a gélesedési, a ,kis6zdsos” ill. a
nanoprecipitacids technikakat, melyek révén valtoz6 méretli kolloid mérettartoméanyti

hordoz6 részecskék alakithatok ki.



Kutatomunkam soran ezen utobbi eljarast sajatitottam el, amelynek fobb 1épéseit — az
altalam felhasznalt anyagokat figyelembe véve — sematikusan a 3. abran szemléltetem. Ezen
eldallitasi folyamat soran — melyet masnéven oldoszer kiszoritasos eljarasnak is nevezhetiink
— a felhasznalni kivant hidrofob sajatsagi polimert és idedlis esetben a szintén hidrofob
karakterii hatdéanyagot egy vizzel jol elegyedd szerves oldoszerben oldjak fel és az igy
elkészitett oldatot a stabilizatort is tartalmazé vizes kozegbe csepegtetik allando sebességgel.
Mivel diakkoéri munkdm kapcsan vegyes 0Osszetételli részecskék kialakithatosagan
dolgoztunk, a szérumfehérjét is a vizes fazis tartalmazta a stabilizatorral egyiitt, mely ilyen
modon egy kis modositasa a klasszikus nanoprecipitacios eljarasnak. A szerves olddszer
teljes mértékii elparologtatdsaval a polimer kicsapodik a vizes kozegben, ami fOként
nanorészecskék vagy kolloid mérettartomanyu részecskék képzodését eredményezi. Szerves
oldoszerként gyakorta hasznalnak acetont, etanolt, dioxant, dimetil-szulfoxidot stb., mivel
nagyon jol elegyednek vizzel és az emulzids eljarashoz képest kevésbé toxikusak a

kornyezetre.

°° 9

&) m

Polimer Szerves fazis

» elparolog »

i AR R C@

(7=

fehérje oldat + stabilizator

3. abra: Polimer/szérumfehérje dsszetett részecskék nanoprecipitacios eljarassal torténd

eldallitasanak fobb lépései.

Kutatocsoportunk munkatarsai nanoprecipitacids eljarassal mar sikeresen allitott eld
tisztan PLA- és PLGA-alapt kolloidalis (180-280 nm) hatéanyag hordoz6 részecskéket,
ahol eltérd hidrofilitast vegyiiletek kapszulazhatosagat tanulmanyozva bizonyitottak, hogy
a molekuldk hidrofilitdsanak csokkenésével preferaltabb a mag-héj szerkezetli kolloid
részecskék kialakitasa. A tokoferol (TP)-tartalmu rendszerek kialakitasa soran igazoltak,
hogy a hatbanyag mennyisége novelhetd a glikolid tartalom emelésével és annak kioldddasa

a polimer hidrofilitasanak modositasaval erésen kontrollalhaté [13]. Emellett azonos méreti
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(~ 200 nm) és ketoprofén (KP)-tartalmua (DL(%) ~ 7,5 %), PLGA-alapt mag-héj részecskék
kialakitasa soran igazoltak, hogy a kontrollalt hatéanyag felszabadulast a PLGA magon
kialakitott Pluronic F127 (PLUR) vagy Tween 20 (TWEEN) alkotta héjak szabalyozasa
révén lehet kontrollalni. Ramutattak arra, hogy a nagyobb molekulatomegii PLUR egy laza
héjat alkot a PLGA részecskéken, ami elésegiti a hatéanyag gyorsabb kioldodasat, mig a
kisebb molekulatomegiit TWEEN egy kompaktabb adszorpcios réteget képez a polimermag
feliiletén, igy a hatoanyag felszabadulasa gatoltabb [14].

1.3. A szérumfehérje-alapu hatéanyag hordozo rendszerek

Az elmult évtizedben a természetes makromolekuldk koziil a fehérjék felhasznalasaval
eléallithatd fehérje-alapu hordozok alkalmazasa is a figyelem kozéppontjaba keriilt. A
gyogyszerhordozd rendszerek fejlesztésénél a novényi (pl.: szojafehérje) mellett az allati
eredetli fehérje-alapu rendszerek haszndlata sokkal inkabb elterjedtebb (mint pl.: zselatin,
transzferrin, ovalbumin, human (HSA) ill. marha szérum albumin (BSA) stb.) [15-17]. A
Tudoményos Didkkori dolgozatom elkészitése soran a HSA-t és a transzferrint (Tf)
hasznaltuk fel gyogyszerhordozo kolloid részecske eléallitasara a PLGA kopolimer mellett.
A szérum albumin-alapu részecskékkel valdé munkat a Kutatocsoport munkatarsainak
korabbi munkai alapoztak meg.

A Kutatocsoport munkatarsai korabban BSA-alapu hordozoé részecskéket allitottak eld
deszolvacids/kicsapésos eljarassal, mely révén neuroaktiv hatéssal rendelkezd kinurénsav
vér-agy-gaton vald transzportjat sikeriilt megvalositani, ugyanis a nevezett vegylilet
onmagaban — hordozé nélkiil — nem képes a kdzponti idegrendszer szdveti terét a vértdl
elvalasztd védogaton atjutni [18]. A kifejlesztett, kb. 100 nm-es atlagos atmérével
rendelkez6 BSA-alapu formulaciéo elfogadott magyar (HU1500356) ¢és nemzetkozi
szabadalommal (US10857236B2) is rendelkezik. A BSA és a HSA szérumfehérjék is
alkalmasak un. polielektrolit komplex elnevezésii (PEC) komplex hordozd részecskék
kialakitasara, attol fliggben, hogy milyen pH-n szeretnénk a komplex részecskék
létrehozasat. 1zoelektromos pontjuk alatt donton pozitiv, mig izoelektromos pontjuk felett
negativ feliileti toltéssel rendelkeznek, igy eldbbi esetben polianionnal, mig utobbi esetben
polikationnal elektrosztatikus kolcsonhatas és hidrofob kolcsonhatasok révén komplex
részecskék alakithatoak ki [19].

Ezen utobbi, a makromolekulak dnszervezddésén alapulo eljarast hasznaltuk a korabban

emlitett nanoprecipitaciés eljarassal kombindlva arra, hogy egy teljesen 1
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gyogyszerhatdbanyag hordozo6 rendszert alakitsunk ki jelen kutatomunkdmhoz. A fehérje-
alapu hatéanyag hordozo makromolekulaként a Tf-t valasztottuk, mivel az izoelektromos
pontja nem tér ¢l jelentdsen a szérum albuminétol, igy varhatdan alkalmas lehet a PLGA-val
a fenn emlitett eljarasok révén hordoz6 részecskék kialakitasara.

A Tf az allati vérplazmaban megtalalhatoé a vasion f6 szallito fehérjemolekulaja. Az
emberi szervezetben a vas létfontossagii nyomelem, melynek elengedhetetlen szerepe
tobbek kozott a vordsvértestek mitkodéséhez. Segitségével szallitodik az oxigénmolekula a
tiid6 ereibdl a szervezet minden sejtjéhez. A Tf egy foként a majban termelddik, és felezési
ideje koriilbeliil 8 nap a szérumban. A keringd vérben, pontosabban a vér szérum részében
a vas molekula a transzferrinhez kotve szallitddik. A szérum teljes vaskotd képessége (TVK)
a vér transzferrin szintjének a fiiggvénye, igy koncentracidja a vérben az egyén taplaltsagi
allapotat is tiikrozi. A szérumfehérje elsédleges élettani funkcidi kozé tartoznak még az
ozmotikus nyomads- és a pH-szabalyozésa, segitve szdmos endogén anyag ¢és gydgyszer,
vagy akar biomarkerek szallitasat, ezzel biztositva a lehetséges 0j diagnosztikai atvonalakat
[20].

A Tf két lebenybdl all az N- és C-terminalison; ezeknek a lebenyeknek nagyon magas
a homoloégidja, és egy rovid régid koti 0ssze 6ket. Minden lebeny egy fémionhoz, példaul
vashoz, galliumhoz, aluminiumhoz, cinkhez vagy kadmiumhoz kd&tddhet, kiilonbdzo
affinitassal [21].

A Tf-t potencialis lehetdségként azonositottak a gyogyszerhatdanyaggal toltdtt hordozo
részecskek kialakitdsdhoz, a rak kezelésére és diagnosztizalasara. A legtobb Tf és kolloid
részecske kolcsonhatasa konjugacios modszerrel tioéter kotés kialakitasat foglalja magaban
a tiolalt transzferrin és a maleimid tartalmu részecskék kozott [22]. A Tf-t, mint hatéanyag
hordozot mar szamos korabbi megkozelitésben megkisérelték, de jellemzden a Tf, mint cél
ligandum alkalmazhatosdgat bizonyitottdk. Ezen esetek egy részében a részecskék
elvesztették specifitasukat in vivo [23]. Ennek kikiiszobolése érdekében példaul eldallitottak
egy olyan PLGA-PEG-alapt Tf-mddositott hordozo rendszert, amely atjutt a vér-agy-gaton
el egészen a glidma sejtekbe, ahova igy gydgyszerhatdoanyagokkal egyiitt sikeres kezelhetik
a glioblasztomat [24].

A szakirodalomban a szérumfehérje-alapti hatdbanyag hordozo rendszerek eldallitasara
szamos eljaras ismeretes, mint a fehérjék onszervezddése, emulgealas, gélesitésen alapulo,
porlasztva szaritas ill. az un. deszolvacids (kicsapasos) eljarasok [25]. Azért is kivaldan

alkalmasak a szérumfehérjék hatéanyag hordozd részecskeként funkciondlni, mivel a
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hatéanyag a fehérje adott kotéhelyeihez is képes kapcsolodni, de a fehérje részecske

feliiletén adszorbealodva is megtalalhato.

1.4. A kutatomunka kozvetlen elozménye

A Tartalmi osszefoglaloban is mar emlitésre keriilt, hogy a kutatdomunkank kozvetlen
elézményeként a Kutatocsoport munkatarsai, a BSA szérumfehérje és a PLGA kopolimer
kombinalasaval, nanoméretli hordozo részecskéket allitott €16 (d ~ 200 nm), mely révén a
polimer hidrofob karakterét hidrofilebbé sikeriilt modositani [26], melyet peremszog
mérésekkel bizonyitottak. A hordozé részecskék eldallitasara az erdsen toxikus oldoszerek
hasznalatat mellézték ¢és stabilizaloszerként egy nemionos feliiletaktiv anyagként
funkcionald természetes E-vitamin-szarmazékot, a TPGS-t alkalmaztak, amely egyediilalld
harmas szereppel rendelkezhet ezen formulacidban. A hordozorészecskék stabilizalasan
talmenden aktiv E-vitamin hatoanyagként is funkcional, és szolubilizacioval el6segitheti
mas hidrofob hatéanyagok kapszuldzasat is.

Mind a BSA/TPGS, mind a BSA/PLGA kolcsonhatasokat elséként jellemezték
kvantitativ modon a szakirodalomban szamos fizikai-kémiai és kolloidkémiai technikaval
(pl.: izoterm titracioés kalorimetria (ITC), cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkopia,
turbiditas mérés stb.) annak érdekében, hogy a hordoz6 részecskék vizes kozegii eldallitasa
megvalosithatd legyen.

Ehhez a munkdhoz csatlakozva még Projektmunkdm keretein beliill tovabb
optimalizaltuk a szérum albumin/PLGA hordozd részecskék tisztitasi 1épését, ill. egy mar
meglévé modell vegyiilet a kolekarciferol (Dz-vitamin) mellett egy masik, a ketoprofén
formulalhatosagat vizsgaltuk. A Ds-vitamin tartalmi BSA/PLGA/TPGS részecske
reprezentativ méreteloszlasi gorbéi, illetve egy transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM)
felvétel a hatéanyag tartalmi hordozo részecskérdl egy heti tarolast kovetden a 4. abran

lathato.

13



A 30 - D3-vitaminnal toltott B

BSA/PLGAS0:S0/TPGS 2 oo
1 A preparicio napjan ¢
25 1 dpys=167+ 55 nm
1 {=-51%1mV
£ 20 1 3 vitaminnal itste
Y | BSA/PLGA50:50/TPGS
% 15 9 1 hét tarolis utin
E 1 dprs =236+ 100 nm
g 10 {{=-31:3mV
I i
5 - H X
- ! b
! \
0 SURRISENESNNSSEN 1 S, W ~SS———
10 100 1000
dpps(nm)

4. abra: Reprezentativ méreteloszlasi gorbék a hatdéanyaggal t61tott kolloid részecskékrol
kozvetleniil az elkészités utan és a vizes diszperzid egyhetes 5°C-on torténd tarolasa utan
(A), ill. az egy hétig tarolt részecskék vizes diszperzidjanak reprezentativ TEM felvétele a

feltételezett sematikus szerkezettel (B) [26].

A Projektmunkdm sordn elsajatitott moddszerek (nanoprecipitiacios eljarés,
onszervez6désén alapulo eljaras, deszolvatacios technika) ismeretében kiséreltiik meg a
szérum albumin Tf-re torténé cseréjét. A PLGA/Tf parositasra a szakirodalomban is
talalhat6 adat, de nem olyan 0sszetételii rendszerre, mint amilyet munkank soran terveztiink
kialakitani. J. Chang és munkatarsai példaul Tf-nel, BSA-nal és Tween20 feliiletaktiv
anyaggal feliiletmodositott PLGA-alapt részecskéket hoztak 1étre.

A Tf-nel boritott PLGA részecskék atmérdje d < 100 nm, és { = -31,9 mV értékkel
rendelkezett. Jol ismert, hogy a transzferrin in vivo novelheti nanorészecskék agyi
bejuttatasat a vér-agy gaton keresztill, azonban az agyi felvételilkkben szerepet jatszo
mechanizmusok még nem tisztazottak egyértelmiien. Munkdjuk soran igazolast nyert, hogy
a fehérjék adszorpciodja a részecskék feliiletén legalabb 12 napig stabilnak bizonyult 37 °C-
on. A tisztan PLGA-alapu és a BSA-nal modositott rendszerekkel ellentétben a Tf-PLGA
részecskéket a sejtek nagymértékben adszorbealtdk és endocitaltak egy energiafiiggo
folyamat segitségével. Vizsgalataik arra utaltak, hogy a Tf-nel felilletmodositott részecskék
specifikus modon kolcsonhatasba 1épnek a sejtekkel és a caveolae-titvonalon keresztiil

jutnak be a sejtekbe [27].

1.5. A modellként vilasztott hatéanyagok rovid jellemzése

Modell vegyiiletként harom kismolekulat valasztottunk ki, melyeket a

Kutatocsoportban mar elézetesen — mas kolloid részecskék esetén — sikeresen hasznaltak.
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Ezen kismolekulak, az antioxidansok kozé tartozo kolekalciferol (Ds-vitamin), amely
hidrofébicitasa miatt keriilt be modell vegylileteink koz¢, illetve két fajdalomesillapitd
hatasu vegyiilet, a ketoprofén (KP), amely kevéssé vizoldékony és az ibuprofén natrium soja

(IBU), amely hidrofil sajatsagu. Szerkezeti képleteik az 5. abran lathatoak.

Kolekalciferol

Ibuprofén CH,

CH; Ketoprofén

CH;,

5. abra: A modellként valasztott hatdanyagok szerkezeti képletei.

H5C

HOY

A hidrofob sajatsagt vitaminok, mint a Dz-vitamin az anyagcserefolyamat soran
létrejovo reaktiv oxigén- és szénkozpontta gyokok megkotésében jatszhatnak szerepet,
illetve az emberi szervezet anyagcsere folyamatainak szabalyozasaban. Ezaltal jelenlétiik a
szervezetben mérsékelhetik a reaktiv gyokok esetleges mellékhatasait. Mindkét emlitett
vitamin képes kapcsolodni hidrofob kdlesonhatasokon keresztiil a szérum albumin hidroféb
kotézsebeibe [28], ennek megfeleléen a Tf szérum fehérjéhez is. A Ds-vitamin a
7-dehidrokoleszterinbél UV-fény hatasara végbemendé folyamatok altal keletkezik, élettani
hatassal biro formaja a majban vagy vesében hidroxilalassal keletkezik. A kolekalciferol
(Ds-vitamin) egy szteroid hormon prekurzora, ami a kalcium ¢s a foszfat anyagcserét is
szabalyozza, tobbek kozott az izommikodésre és az immunrendszeri folyamatokra is
hatassal van [29].

A KP a nem-szteroid gyulladascsokkentd hatéoanyag (NSAID) csalad tagja, fehér
kristalyos por formaban csaknem szagtalan. Metanolban nagyon jol, etanolban, acetonban
vagy ¢éterben jol oldodik, vizben pedig csaknem oldhatatlan. Olvadaspontja koriilbeliil
93-96 °C. Fgjdalomesillapitd, gyulladascsokkentd és  lazcsillapitd  hatasq.
Gyulladascsokkentd hatas erdsebb, mint az ibuproféné, viszont kevesebb mellékhatassal és
alacsony toxicitassal rendelkezik. Sz4jon at szedhetd és konnyen felszivodik a gyomor-
bélrendszerbdl; 1 adagolds utan a plazmaban mért csucskoncentracidja kb. 0,5-2 ora alatt

érhet6 el. Felezési ideje 1,6—-1,9 6ra [30].
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Az IBU kémiai neve a (RS)-2-[4-(2-metilpropil)fenil]propansav és gyakorlatilag nem
oldodik vizben, de szabadon oldodik acetonban és metilén-kloridban. Ezért kisérleteink
soran az IBU natrium séjat hasznaltuk, amely viszont gyakorlatilag korlatlanul oldodik MQ
vizben pH = 7,40 esetén. A leggyakrabban alkalmazott propionsav ¢€s arilpropionsav
szarmazékok kozott sorolhatjuk fel az IBU-, illetve KP-tartalmu készitményeket, az un.
»profének”-et. Mellékhatasaik lehetnek a gyomor nyalkahartya irritdcioja/sériilése
(gyomorfekély), véralvadasi-mechanizmusra kifejtett hatas, diurctikus hatas (natrium- és

vizretencio) és akar bérgyodgyaszati tiinetek megjelenését is okozhatjak [31].
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2. Célkitiizés

A gyogyszerhatdéanyag hordozo ¢és leadd rendszerek fejlesztése folyamatosan a
kutatasok kozéppontjaban all. A didkkori munkam soran a MTA-SZTE Lendiilet Nemesfém
Nanoszerkezetek Kutatocsoporthoz csatlakoztam a 2023/2024. tanév II. félévében. A
Kutatocsoport munkatarsai — a nemesfém nanoszerkezetekkel kapcsolatos kutatdomunka
mellett — mar tobb éve intenziven foglalkoznak féként makromolekulak felhasznalasaval
eldallithatd kolloidalis hatdéanyag szallitdé részecskék fejlesztésével. A munka soran
tanulmanyoztak mar természetes (pl.: hialuronsav, kitozan) és szintetikus (pl.: PLA, PLGA)
makromolekulak, valamint tisztdn szérumfehérjék alkalmazhatdsaganak korlatait mind
hidrofil és mind hidroféb modell vegyiiletek formulalhatosagara vonatkozdan. A tavalyi
évben indult azon kutatomunka, mely sordn szérumfehérjék kopolimerekkel valod
kolcsonhatdsanak  eredményeképpen  allitottak eld hordozd részecskéket, mely
kutatomunkéabdl egy nemzetkozi kdzlemény is sziiletett.

Ezen munka folytatasat tiiztik ki célul, azaz 0j Osszetételit kolloidalis hordozo
részecskék eloallitasat, illetve az uUjonnan létrehozott részecskék fizikai kémiai és
kolloidkémiai finomhangolasat, utolsd 1épésként pedig modell vegyiiletekkel vald
formulalhatosaganak vizsgalatat. Munkank soran els6ként a makromolekulak (Tf, PLGA)
optimalis aranyait kivantuk meghatirozni zavarossag mérések és dinamikus fényszoras
(DLS) mérések sorozatdn keresztiil, majd vizsgaltuk a stabilizator jelenlétének
sziikségeségét is, igy kialakitva az 0j hatéanyag hordozot. A részecskék Osszetételének és
szerkezetének tanulmanyozasa végett peremszogméréseket, Fourier-transzformacios
infravords spektroszkopias (FTIR) valamint differencialis pasztazé kalorimetrias (DSC)
mérésekkel is jellemeztik a hordozét. Transzmisszids elektronmikroszkopos (TEM)
felvételeket készitettiink, hogy meghatarozhassuk az eldallitott kolloidalis hordozé

Végezetill a TH/PLGA/TPGS hatoanyag hordozokat felhasznalva eltérd oldhatosag
modell vegyiiletek (Ds-vitamin, KP, IBU) formulalhatosagat is tanulmanyozni kivantuk.
Célunk volt meghatarozni a részecskék kapszulazasi hatékonysag (EE(%)) és hatéanyag
toltottség (DL(%)) értékét valamint a hatdoanyagok in vitro kioldodasanak feltérképezésére

IS terveztlink vizsgalatokat a rendelkezésre all6 id6 alatt.
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3. Felhasznalt anyagok és vizsgalati modszerek

3.1. Felhasznalt vegyszerek

- Transzferrin (Tf; 80 kDa; vasmentes, >98%, Sigma)

- Poli(tejsav-glikolsav) 50:50 (PLGA 50:50; My = 30-60 kDa; Sigma)

- Poli(tejsav-glikolsav) 65:35 (PLGA 65:35; Mw = 40-75 kDa; Sigma)

- Poli(tejsav-glikolsav) 75:25 (PLGA 75:25; Mw = 66-107 kDa; Sigma)

- D-a-tokoferol-polietilénglikol-1000-szukcinat (TPGS; 25% TP tartalom; Sigma)
- Ketoprofén (KP; 99 %; Sigma)

- Ibuprofén (IBU; > 98 %; Sigma)

- Kolekalciferol (Dz-vitamin; > 98 %; Sigma)

- Natrium-klorid (NaCl, > 99 %, Molar)

- Aceton (ACE; > 99 %; Molar Chemicals Kft)

- 1,4-dioxaciklohexan (1,4-dioxan; > 99,8 %, Sigma)

- Etanol (EtOH; > 99,9 %, Molar)

- Natrium-hidroxid (NaOH; 99,8 %; Molar)

- Sosav (HCI; 37,0 %; VWR)

- Natrium-dihidrogén-foszfat-dihidrat (NaH2PO4 x 2 H20; > 99 %; Molar)

- Dinatrium-hidrogén-foszfat-dodekahidrat (Na2HPO4 x 12 H20; 98,5 %; Molar)
- Natrium-dodecil-szulfat (SDS; > 98,5 %; Sigma)

- Celluléz alapu dializis membran (vagasi érték = 14 kDa; Sigma)

A torzsoldatok és pufferek elkészitéséhez nagy tisztasagth MQ vizet (Millipore, Milli-Q
Integral3, fajlagos vezetés: 0,055 mS/cm 25 °C) hasznaltunk minden esetben. A preparativ
munka analitikai tisztasagi vegyszerek felhasznalasaval tortént, vagyis alkalmazasuk el6tt
tovabbi tisztitast nem végeztiink.

Az invitro hatdéanyag-kioldodasi vizsgalatokhoz hasznalt foszfat pufferes s6oldat (PBS)
elkészitéséhez 1,3867 g dindtrium-hidrogén-foszfat-dodekahidratot (Na2HPO4 X 12 H20;
¢ = 0,0155 M), 0,1749 g natrium-dihidrogén-foszfat-dihidratot (NaH2PO4 X 2H20;
¢ =0,0045 M) és 2,25 g natrium-kloridot (NaCl; ¢ = 0,1540 M) oldottam fel 250 cm® MQ

vizben.
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A fiziologias koriilmények elérése érdekében az oldat pH értékét 7,4-re allitottuk be. Az

oldatot 4 °C-on taroltuk, valamint elkészitést kovetden legfeljebb harom napig hasznaltam.

3.2. A kolloid részecskék kialakitdsi folyamata

A nem-ionos tenzid (TPGS) felhasznalasa mellett eléallitott TF/PLGA-alapu hordozok
elééllitasa soran elsé 1épésben a TPGS torzsoldatot készitettem el (ctpes = 9,0 mg/cm?),
melyet az oldodas eldsegitése érdekében 90 percen keresztiil 120 rpm sebességgel
kevertettem. Masodik 1épésben a Tf térzsoldatat (Crenerie = 2,0 mg/cmd) is elkészitettem,
melyet 30 percig 370 rpm sebességgel kevertettem.

Ezt kovetden a szérumfehérje 1,0 cm3-es vizes oldatadhoz adtam a nem-ionos TPGS
tenzid torzsoldatbol ugy, hogy a TPGS:Tf anyagmennyiség aranya 10:1 legyen. Ez az arany
a TPGS cmc értékét (cmc = 0,020 + 0,001 mM) biztosan meghaladja. Ezutan 4 cm?®
Ossztérfogatra kiegészitettem a mintakat MQ vizzel, majd 90 percen at kevertettem a
rendszereket. Mindekdzben a PLGA-t (CpLeasoso = 10,0 mg/cm®) acetonban (ACE)
oldottam, majd oldédas utan 0,2 cm® térfogatrészt részletekben a vizes oldathoz
csepegtettem. A PLGA acetonos oldatanak hozzaadasat kovetéen 1 percig 700 rpm, majd
ezutan 30 percig 370 rpm sebességgel kevertettem a rendszert.

Az eldallitott mintakat centrifugalassal elGtisztitottam, egyes mérések eldtt pedig
30 percen at 14 000 rpm fordulatszamon tisztitottam. A feliiluszok eltavolitasat kovetden a

mintadkat MQ vizben val6 rediszpergalas utan 4 °C-on taroltam.

3.3. A kiilonbozd hatéanyagok formulaldsa a Tf/PLGA hordozohoz

A Dgz-vitamin vizes fazisban rosszul oldodik, de szerves olddszerekben, mint példaul az
ACE-ban kivaléan. A formulalhatosag érdekében a Dz-vitamint harom kiilonb6z6
tomegaranyban (D3:Tf = 1:2, 1:4, 1:8) adtam a rendszerhez gy, hogy a D3 molekulakat a
PLGA ACE-os oldatinak megfeleld térfogataba (VeLca = 0,2 cm®) eldzetesen feloldottam és
a 3.2. A kolloid részecskék kialakitasi folyamata fejezetben leirtak szerint a szerves fazist a
rendszerhez adagoltam.

A nem-szteroid gyulladascsokkent6 hatoanyagokat (IBU, KP) a megfelel6 térfogata Tf
vizes oldataban (V = 1,0 cm®) oldottam a pH beallitasa nélkiil. Az IBU natrium soja
formdjaban ebben a kdzegben jol oldodik, mig a KP vizes kozegben alig, ezért a IBU esetén

a harom kiilonb6z6 IBU:TT tomegaranyt (4:1, 2:1, 1:1) vizsgaltunk, mig a KP esetén csak a
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KP:Tf 1:4 (m/m) arany volt vizsgalhat6. A hatdéanyag-tartalmu részecskéket egy éjszakan at
szobahdmérsékleten 370 rpm fordulatszamon kevertettem, majd tisztitds utdn 4 °C taroltam.

A Tf/IPLGA-alapi kolloidalis részecskébe formulalt hatéanyagok kapszulazasi
hatékonysaganak, a részecskék hatéanyag toltottségének ill. a hatéanyagok in vitro
kioldodéasanak meghatarozasat minden esetben liofilizalt mintakbol végeztiik. A hatoanyag-
tartalmu részecskéket a tisztitasi 1épés utan 4—4 cm® MQ vizben rediszpergaltam, majd
r0gton utdna fagyasztva szaritottuk. A liofilizalt mintakat -20 °C hémérsékletii mélyhiitében

taroltuk a mérések megkezdéséig.

3.4. A kisérletek soran alkalmazott vizsgalati modszerek

A Kkisérleti munka soran alkalmazott méréstechnikak rovid bemutatasa az egyes
technikak soran alkalmazott pontos kisérleti leirasokat nem tartalmazzak, ezek az adott
eredmény bemutatasanal keriilnek ismertetésre.

Néhany méréstechnika esetében (FTIR, DSC és UV-Vis) a mérésekhez felhasznalt
pormintakat fagyasztva szaritassal (liofilizalassal) allitottuk el6. A mintdk fagyasztasat
-20 °C hémérsékletli mélyhiitében készitettiik eld, illetve az oldoszert 4 mbar nyomason egy
Christ Alpha 1-2 LD tipust fagyasztva szaritd berendezéssel tavolitottuk el. A mintakat

minden esetben 4 °C-on taroltuk.
3.4.1. Zavarossag mérés (Turbidimetria)

A turbidimetrids mérések kivitelezése révén kovetkeztethetlink a kolloidélis hordozé
részecskék kialakulasarol ill. azok aggregacids folyamatardl is. Méréseink soran a hordozo
Osszetételének optimalizalasahoz hozzajarulva a turbiditas méréseket egy LP2000 (Hanna
Ins.) turbidiméter segitségével végeztiik. A méréseket szobahdmérsékleten (T = 25 + 1°C)
kiviteleztem minden esetben, a PLGA koncentracid valtoztatdsaval titraltam a stabilizator
(TPGS) tartalmu és a TPGS nélkiili fehérje (Tf) oldatokat. Minden esetben 3-3 ismételt

mérést végeztem.
3.4.2. Dinamikus fényszoras (DLS)

A kolloid rendszerben 1év6 szord centrumok Brown-mozgéasa okozza a fényszorodas
intenzitasanak valtozasat. Minél kisebb méretiiek a diszperzidban 1évé részecskék, annal

intenzivebb mozgast produkalnak. A részecskék folyamatosan mozgasban vannak, ezért
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torténik idébeli valtozas a szort fény intenzitasaban. Az, hogy mi az optimalis mérési szog,
a szoras intenzitasatol és a minta koncentraciojatol fiigg. Az eldallitott hordozo részecskék
méretének, méreteloszlasanak meghatarozasat Horiba SZ-100 tipust dinamikus fényszoras
mérd alkalmazasaval végeztem. A 4 mW teljesitményli, 633 nm hulldamhosszu He-Ne
rogzitettem. A tartomany, ahol a miiszer pontosan mér, a 0,3 nm—-10 pm kozotti
meérettartomany.

Az intenzitas valtozasait detektalva egy korrelacids fiiggvényt hoz Iétre a digitalis
autokorrelator. Ezeket a mérési pontokat detektdlva a miiszerhez kapcsolt program a
részecskék diffuzios egyiitthatojat (D) hatarozza meg, majd az Einstein-Stokes egyenlet
(1. egyenlet) alapjan:

__ kpT
- 6mNR

(1)

ahol kg a Boltzmann-allando, T a hémérséklet, n a viszkozitas és R a diffundalo
részecske hidrodinamikai sugarat jeloli. Az egyenletet alkalmazva a részecskék
hidrodinamikai atmér6jét szamitja ki a mar emlitett program, igy az eldallitott hordozo

strukturak atlagos méretére (dpLs) vonatkozo informaciok is meghatarozhatoak.
3.4.3. Peremszogmérés

A peremszdgméréseket szobahdmérsékleten KRUSS FM40OMK2 Easy Drop tipust
késziilék segitségével rogzitettiik, ahol a megfelelé értékeket a Drop Shape Analyser
(DSA25E) program segitségével allapitottuk meg. A mérésekhez egy 0,5 mm atmérdji, acél
tiivel felszerelt fecskenddvel és egy nagy felbontasu kamerat hasznaltunk.

A rétegek elkészitéséhez a Tf/IPLGA/TPGS részecskéket tartalmazé mintakat
hasznaltam, melyet 5 rétegben csepegtettiik egy-egy targylemezre, hogy minél homogénebb
rétegek alakuljanak ki. A peremszog értékeket 25 °C hémérsékleten és 1égkori nyomason

hataroztuk meg 3-3 parhuzamos mérés atlagabol.
3.4.4. Differencialis pasztazo kalorimetria (DSC)

A differencialis pasztazé kalorimetrias (DSC) mérések egy Mettler-Toledo 822°
késziilék és egy Mettler-Toledo TG/SDTA 851° miiszer felhasznalasaval tortént Dr. Varga
Norbert segitségével. A detektalt DSC gorbéket 25-500 °C kozotti homérséklettartomanyon
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vettiik fel 5 °C/perc felfiitési id6 és 50 cm®/perc aramlasi sebességi nitrogén kozeg beallitasa
mellett.

3.4.5. Fourier-transzformdcios infravoros spektroszkopia (FTIR)

Az FTIR méréseket egy ATR feltéttel (ATR PRO ONE) ellatott Jasco FT/IR-4700
spektrométeren végeztiik liofilizalt pormintakon, amelyek segitségével meghatarozhatoak
az egyszerl €s az dsszetett biopolimerek szerkezetvaltozasai, valamint az elkészitett mintak
Osszetételére vonatkozodan is informacidkat nyerhetiink. Ehhez a normalizalt spektrumokon
lathato karakterisztikus rezgési savokat, illetve azok eltolodasat vagy valtozasat kell
megfigyelniink. A méréseket 128 interferogram atlagolasaval 1 cm™ felbontas mellett a

kozép infravords tartomanyon (500-4000 cm™).
3.4.6. Transzmisszios elektronmikroszkop (TEM)

Az eldéllitott részecskék morfologidjanak, valamint 4tlagos méretének és
méreteloszlasanak meghatdrozasahoz transzmisszids elektronmikroszkdpos (TEM)
felvételeket készitettiink, ahol a felvételeket a jogosultsaggal rendelkezd Turcsdnyi Arpad
készitette el. A felvételek egy Fei Tecnai G2 20 X-Twin High-Resolution tipust
transzmisszios elektronmikroszkoppal, 120 kV gyorsitofesziiltség alkalmazdsa mellett
késziiltek. Az atlagos atmérd értékeket 50-60 darab részecske méretének atlagaként

hataroztuk meg az ImageJ szoftver segitségével.
3.4.7. UV-lathato spektrofotometria (UV-Vis)

A kolloidalis hordozd részecskékbe formulalt hatéanyagok kapszulazasi
hatékonysaganak, a részecskék hatéanyag toltottségének ill. a hatéanyagok in vitro
kioldoédasanak meghatarozasat UV-Vis spektrofotometrias modszerrel végeztik. A
méréseket egy Shimadzu UV-1800 két fényutas spektrofotométer segitségével 200-400 nm
hulldmhossz tartoméanyon rogzitettik 1 cm uthosszu kvarc kiivettdban. A kalibracios
egyenest az abszorpcidos maximumoknal leolvashato értékek alapjan készitettiik, amelyhez

a Lambert-Beer torvényt (2. egyenlet) hasznaltuk:

Ay =gl (2)
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ahol a &, molaris abszorbancia és az l optikai uthossz alapjan a mért oldat
koncentracidja (C) és az adott hullamhosszon mért abszorbancia (Aa) kozti Gsszefiiggés
kizarélag hig oldatokra érvényes.

A regisztralt spektrumok, illetve a kalibracids gorbe alapjan a kapszulazasi hatékonysag
értékét (EE(%)) (3. egyenlet) és a részecskék hatdanyag toltottségét (DL(%)) (4. egyenlet)
az alabbi egyenletekkel hataroztuk meg:

hatéanyag kapszulazott tomege

EE(%) = x 100 3)

hatéanyag teljes tomege

DL(%) _ hatéanyag kapszulazott tomege % 100 (4)

részecskék teljes tomege

A kiilonboz6 hatéanyagot tartalmazd formulaciok mindegyikén in vitro hatéanyag
kioldodasi vizsgaltokat végeztiink, a hatdanyag felszabadulas idébeli valtozasanak
detektalasdhoz. A méréseket fiziologias koriilmények alkalmazasa mellett (PBS, pH = 7,4,
0,9% NaCl) 37 °C-on termosztalt rendszerben, a Dz-vitamin formulalt és formulalatlan
mintai esetében a pufferoldat tenzidet (SDS, ¢ = 5 mg/cm?®) is tartalmazott a kioldodo
hatdéanyag oldhatésadganak novelése érdekében.

A cellaban a mintat a pufferoldattol egy celluloz membran valasztotta el, amelyet a
mérések megkezdése eldtt legalabb egy napon keresztiil duzzasztottunk MQ vizben. A
féligateresztd celluloz membran belsejébe meghatarozott mennyiségli tiszta hatdéanyagot,
vagy liofilizalt formulat adagoltunk. A hatdéanyag kioldodasat 300 percig kovettiik nyomon
meghatarozott idokozonként egy-egy mintavétellel. A hatdanyagtartalom meghatarozasat —
ahogyan a EE(%) és a DL(%) esetében is — UV-spektrumok segitségével elére elkészitett
kalibracios egyenesek alapjan hataroztuk meg.

Az egyes rendszerek kinetikai tulajdonsagait nemlinedris regresszioval illesztett
tapasztalati és analitikus kinetikai modellekkel definialhatjuk [32,33]. A foként csak a
hatéanyag koncentracigjatol fliggé kioldodasi folyamatok jellemzésére eldszeretettel
alkalmazzdk az elsérendii kinetikai modellt, ami a kovetkezd egyenlettel irhato le

(5. egyenlet):
ce=cpe ()

ahol ct a hordozoban 1évo hatéanyag koncentracioja t idépillanatban, Co a hatéanyag

kiindulasi koncentracioja és k az elsérendi kioldodasi allando.
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A masodrendii kinetikai modellel szamos bioldgiai rendszer leirhato (6. egyenlet).

=1 (6)

C—0+k2t
ahol ¢t a hordozdban 1évé hatéanyag koncentracioja t iddpillanatban, Co a hatdéanyag
kiindulasi koncentracioja és k2 a masodrendli sebességi egylitthatd. A szamolasok soran
gyakran felhasznalt Korsmeyer-Peppas kinetikai modell egy szemiempirikus egyenlet
(7. egyenlet), mely a kioldodasi folyamatok leirasakor szemel6t tartja a hordozo6 alakjat

(henger, film, gomb) is:
cr=cpkpt" (7

ahol ct a felszabadult hatdéanyag koncentracidja t idépillanatban Co a kiindulasi
hatdéanyag koncentraci6 a hordozoban, n a kioldodasi mechanizmust leir6 diffuzids-oldddasi
index, és km a kinetikai allando, ami tartalmazza a hordozoé rendszer szerkezeti és geometriai
tulajdonsagat. Abban az esetben, ha az n értéke 0,5 (hengernél: 0,44; gombnél: 0,42; filmnél:
0,50), akkor diffuzié kontrollalt hatéoanyag felszabaduldsi folyamatrél beszéliink (Fick-
diffiizid). Viszont n = 1,0 esetén relaxécio (er6zid) kontrollalt kioldodésrol beszEliink (Case
II. transzport). A két érték kozott a diffiizid €s erdzid egyarant befolydsold hatassal van és a
hatdéanyag felszabaduldsa er6zi6 kontrollalt nem-Fick diffuzios folyamatnak tekinthetd. A

Weibull-egyenlet (8. egyenlet) széles korben felhasznalhaté empirikus kinetikai modell:

b
c=cpl - e 8

ahol ¢t a kioldodott hatéanyag t idépillanatban mért koncentracioja, Co a felszabadult
hatdanyag 0ssz koncentracidja, T pedig a mérés kezdete ¢és a hatdanyag-felszabadulas
kozotti késeltetési id6. Az a az id6fiiggést jellemz6 skalaparaméter, mig a b alaki paraméter
(a kioldodasi gérbe exponencialis (b = 1), szigmoid (b > 1) vagy parabola (b < 1) alaku).
Egy masik gyakran alkalmazott egyenlet a Higuchi kinetikai modell (9. egyenlet), mely a

kioldodasi koncentraciot az idé négyzetgyokéhez viszonyitja:

cr=cokit ©)

ahol ct a hatdanyag koncentracioja a hordozé matrixban t id6pillanatban, Co a hatdanyag

kezdeti koncentracidja, kn a Higuchi kioldodasi allando.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1. A TTIPLGA hordozok kialakitdsa és jellemzése

Munkank elsé 1épésben az Osszetett TF/PLGA/TPGS hordozé komponens-aranyanak
szisztematikus valtozasaval nyomon kovettiik a rendszer turbiditisanak, valamint a
hordozodk atlagos hidrodinamikai atmérdjének és méreteloszlasanak valtozasat, mely révén
egy optimalis Osszetétel kialakitdsa volt a 6 cél.

A turbiditas méréseket szobahOmérsékleten (T = 25 £ 1°C) kiviteleztem minden
esetben, ahol a Tf-tartalmi vizes oldathoz adagoltam a PLGA acetonos oldatat
szisztematikusan novelve a mpLca/mrs aranyt. EQyik esetben a rendszer tartalmazott TPGS
stabilizatort (6. abra, zolddel), mig a masik esetben nem (6. abra, kékkel). A vizes kdzeg
térfogata mindkét esetben 5,0 cm3volt, a PLGA kopolimer (CrLcaso:s0 = 10 mg/cm?®, ACE-
ban oldva) 25-25 pl-es térfogatban keriilt a rendszerhez, a Tf koncentracioja a titralas soran
0,50-0,47 mg/cm® kozott valtozott (a higulds miatt), mig a TPGS koncentracidja a
stabilizatort is tartalmazé mintaban 0,095-0,090 mg/cm? kozott (szintén a higulds miatt).
Minden esetben 3—3 parhuzamos mérést végeztem. A zavarossagmérés eredményét 6. abran

mutatjuk be.
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6. abra: A Tf/ PLGA-alapt kolloid rendszer zavarossaganak valtozasa a stabilizaloszer

(TPGS) jelenlétében és annak hianyaban (ctees = 0,0625 mM).
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A 6. abra eredményei alapjan elmondhatd, hogy mpea/mrs = 0,1-1,1 makromolekula
tomegarany tartomany esetén a nem-ionos tenzid jelenléte nem befolydsolta szamottevo
mértékben a rendszer zavarossagat, a mért értékek hasonlé médon valtoznak.

Ha az alkalmazott makromolekula tomegarany meghaladta a mpLga/mTs > 1,1 értéket,
akkor a hozzaadott stabilizaloszer mennyiségének hatasara a rendszer zavarossaga Kisebb
tomegarany esetén volt detektalhato, e tomegarany felett a rendszer nem tekinthetd stabilnak,
laza pelyhes csapadék megjelenése figyelhetd meg. Optimalis Tf/PLGA tomegaranynak a
(mpLca/MmTe) az 1,0-es tomegaranyt valasztottuk, mert ezen tdmegarany esetén még mind
TPGS nélkili-, mind TPGS melletti makromolekulak alkotta kolloid részecske stabilisnak
tekinthetd. Az 1:1 tomegarany megegyezik a Kutatocsoport 2024-ben publikalt
BSA/PLGA(50:50)/TPGS  hatéanyag hordozd  részecske esetén  megallapitott
BSA:PLGA(50:50) tomegarannyal [26].

A kovetkezékben a DLS mérések eredményeit prezentdljuk, melyeket 7. abran
mutatunk be. A Tf/PLGA-alapu hatdéanyag hordozok atlagos részecske atmérd értékeit az
elotisztitast kovetden mértiikk. Az eldtisztitdst minden esetben 10 percen at 3000 rpm
fordulatd centrifugélassal végeztik a hordozd részecskét nem alkotd6 komponensek

eltavolitasa végett.
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7. abra: A stabilizator (TPGS) jelenlétének hatdsa a hordozo részecskék atlagos
hidrodinamikai méretére (dpLs) és a PDI értékére

(A: stabilizator nélkiili- és B: stabilizatorral Tf/PLGA hordozo).

A turbidimetrids mérés eredményeivel 6sszhangban a DLS mérések révén is hasonld
megfigyelés allapithatd meg, hiszen a mpLeca/mts = 0,2-1,2 tomegarany tartomanyon kozel

azonos atlagos hidrodinamikai atmérdjii kolloid részecskék képzodése detektalhatd a
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stabilizator jelenlétében (d = 223 + 8 nm, PDI = 0,17 + 0,12), ahogyan azt a 7.B abra is
szemlélteti. A szintetikus PLGA kopolimer feleslege esetében (mpLca/mrs > 1,2) a
részecskék atlagos atméréjét nem abrazoltuk, mivel az el6zetes turbiditas mérések alapjan
tudjuk, hogy a részecskék nem tekinthetéek stabilnak, illetve aggregacios folyamatok
megjelenése detektalhato.

A TPGS, mint feliiletaktiv molekula hidnydban mind a részecskék atlagos
hidrodinamikai atméréje (d = 286 = 31 nm) mind a polidiszperzitasi index értékek
(PDI = 0,29 + 0,22) értéke és azok szodrasa jelentdsen nagyobb, amit a 7.A abra mutat be.
Az emlitett értékek és szorasaik ndovekedése a TPGS-sel stabilizalt részecskékkel szemben
arra utal, hogy ezen komplex dsszetételli Tf/PLGA részecskékbe a TPGS (Ctpes = 0,0625
mM) vagy akar mas, a TPGS-hoz hasonl6 szerkezetii és tulajdonsagu feliiletaktiv anyag is
jelentds stabilitast eredményez a részecskék strukturajaban. Az eldallitott vegyes Osszetételil
részecskék stabilitdsanak érdekében azok atlagos hidrodinamikai méretének valtozasat is
kovettiik novekvé NaCl koncentracio filiggvényében, ahol a sdkoncentracid fizioldgias
koriilményekig valtoztattunk, azaz a koncentraci6 0,0-0,15 M kozott valtozott.

A mintakat el6tisztitottuk (3000 rpm, 10 perc) €s mérés eldtt egy napig 4 °C-on taroltuk.
Az eredményeket a 8. abran lathatjuk. Megéllapithatd, hogy mérhetd aggregacid6 nem
kovetkezik be, a TPGS hianyaban (8.A abra) a részecskék mérete d = 300-310 nm, mig
TPGS jelenlétében (8.B abra) hasonld, a d = 300-320 nm atlagos érték figyelheté meg.
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8. abra: A stabilizator (TPGS) jelenlétének hatdsa a hordozo részecskék atlagos

hidrodinamikai méretére (dpLs) és a PDI értékére kiilonb6z6 sokoncentraciok mellett

(A: stabilizator nélkiili- és B: stabilizatorral a Tf/PLGA hordozo).
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A sotlirésen tal a részecskék idObeni stabilitasat is vizsgaltuk a 6. abra alapjan
optimalisnak valasztott 1:1 Tf/PLGA tomegaranyu el6tisztitott (3000 rpm, 10 perc)
hatéanyag hordozok esetében 10 nap elteltével. A TPGS alkalmazasa mellett, illetve
hidnyaban eldallitott mintak atlagos hidrodinamikai méretét is DLS mérésekkel hataroztuk

meg, mely eredmények a 9. abran lathatoak.
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9. abra: Reprezentativ DLS mérésekkel meghatarozott méreteloszlasi gorbék a stabilizator
nélkiili (A) és stabilizator melletti (B) hordozok esetén rogton a részecskék kialakitasanak

napjan és 10 nappal késébb.

Megfigyeléseink soran azt tapasztaltuk, hogy stabilizator nélkiili Tf/PLGA részecskék
esetén (9.A abra) az idonek nincs hatasa a részecskeméretre (kb. 25-30 nm eltérés
detektalhatd 10 nap elteltével), mig TPGS mellett az idonek valamivel nagyobb befolyasa
van a részecske méretre (kb. 35-40 nm eltérés detektalhato a 10. napra), de mint paraméter
nem befolyasolja szamottevéen a részecskék atlagos hidrodinamikai atmér6jét (9.B abra).

A meéréseink alapjan a TPGS jelenléte nem stabilizalja jobban idOben a részecskéinket,
de a 9. abran is jol latszik, hogy stabilizatort tartalmaz6 mintakban a részecskék jelentdsen
(~70 nm) kisebbek. A Tf/PLGA/TPGS részecskék kisebb mérete tovabbra is indokolja a
stabilizator hasznalatat.

Ezutan a makromolekuldk kolcsOnhatasait vizsgaltuk Fourier-transzformacios
infravords spektroszkopiaval (FTIR), differencidlis pasztazo kalorimetriaval (DSC),
valamint peremszog értékek meghatdrozasaval. Ezen mérések kivitelezéséhez Dr. Varga

Norbert nyujtott segitséget.
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Az optimalisnak valasztott mpLca/mTs = 1,0 tdmegarany alkalmazasa esetében TPGS
(ctres = 0,0625 mM) felhasznalasaval stabilizalt, és centrifugalassal tisztitott (14000 rpm,
30 perc) Tf és akiilonbozoé tejsav:glikolsav aranyt PLGA(50:50) valamint (65:35) és (75:25)
hordozok, valamint a hordozét alkotdé komponensek, azaz a tiszta Tf, a kopolimerek
(PLGA50:50, PLGAG65:35, PLGAT5:25) és a TPGS szerkezeti jellemzéit is vizsgaltuk FTIR

mérések Kivitelezése révén. Az eredményeket a 10. abra mutatja be.
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10. abra: A tiszta Tf, PLGA(50:50), TPGS (A) és a kiilonb6z6 T{/PLGA(50:50,65:35,
75:25)/TPGS (B) hordozok FTIR spektrumai a karakterisztikus cstucsok kiemelésével.

Elséként a hordoz6t alkoto komponensek esetében vizsgaltuk a jellemzo
karakterisztikus csucsok megjelenését. A TPGS alkil (C-H) nyujtérezgése 2884 cm
hulldmszdmnal jelenik meg, mig a Tf-hoz tartozd amid I és amid II csticsok 1635 cm™ és
1528 cm™ értékek esetében detektalhatoak. A PLGA kopolimerek karbonilcsoportja
1746 cm™ értéknél jelenik meg, és az észterkdtés az ujjlenyomat régioban, 1163 cm™ és
1081 cm? értékeknél detektalhatoak (v < 1500 cm™). A Tf és PLGA komponensekre
jellemzd karakterisztikus csticsok a kiilonb6zd Tf/PLGA/TPGS mintédkban a tisztitasi eljaras
utan is detektalhatoak. A PLGA karakterisztikus cstcsai jellentdsebben, mig a Tf-re
jellemzok valamelyest kisebb mértében, de azonosithatoak, addig a TPGS karakterisztikus
csticsa mar nem lathatd a makromolekularis hordozé mintakban.

Ennek oka a tisztitasi 1épésben keresendd, mivel FTIR méréseinknél tisztitott, liofilizalt

mintdkat hasznaltuk a DLS és zavarossag mérésekkel ellentétben, ahol csak el6tisztitott
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mintikat mértiink. Igy mivel utobbi méréstechnikak igazoltak a TPGS jelenlétét és
fontossagat, az FTIR mérés esetén pedig nem volt detektalhatdo a jelenléte a liofilizalt
részecskéken, igy annak meghatarozd6 mennyisége csakis a tisztitasi 1épésnél a feliiliszo
eltavolitasaval egylitt tavozhatott a rendszerb6l. Jelen munkaban az tjonnan eldallitott
részecskék tisztitasi protokolljanak kidolgozasa még nem befejezett. Ezen munka egy kiilon
Dolgozat témaja is lehetne, ahogyan az elézetes Projektmunkam f6témaja a korabban
emlitett HSA/PLGA/TPGS részecskék tisztitasi 1épésének optimalizalasa volt. A tisztitasi
1épés optimalizalasanak nehézsége, hogy minden egyedi Osszetételii részecskének sajat
tisztitasi, centrifugalasi protokollra van sziiksége. Ha tul alacsony centrifugalasi paraméterek
(1d6, fordulatszam) mellett tisztitunk a pellet nem fogja tartalmazni a kialakitott kolloidalis
részecskéket, de ha til magas centrifugalasi paramétereket hasznalunk a részecskék
aggregalodasa figyelhetd meg.

Jelen munkank soran a valasztott tisztitdsi paraméterek (14000 rpm, 30 perc)
megvalasztasnal figyelembe vettiik a 2024 tavaszan késziilt Projektmunkam eldzetes
eredményeit (10000-14000 rpm kozott jelent6s valtozas a részecskeméretében nem
detektalhaté és minden esetben 30 percig volt ideélis a centrifugalas, tobb 1d6 esetén
aggregacio volt megfigyelhetd), melyet azért tehettiink meg mivel a TF/PLGA/TPGS-alapt
hordozok nem térnek el jelentésen a HSA/PLGA/TPGS-alaptaktol.

A TPGS feliiletaktiv anyaggal stabilizalt Tf/PLGA (50:50) v. (65:35) v. (75:25)
hordozok tovabbi szerkezeti jellemzéséhez termoanalitikai vizsgalatokat (DSC) is
végeztink. A kilonbozé TH/PLGA/TPGS mintak esetében a mért entalpogramokat
6sszehasonlitottuk a relevans tisztitott, liofilizalt stabilizaloszer- és fehérjementes PLGA
mintakkal (koacervalt), hogy meghatarozzuk a TPGS és Tf jelenléte altal okozott
kiillonbséget, ami a 11. abran lathat6. A DSC mérések esetén is az optimalisnak valasztott
mpeea/mts = 1,0 makromolekula tomegarany alkalmazasaval eldallitott, a TPGS
(ctres = 0,0625 mM) felhasznalasaval stabilizalt, és centrifugalassal (14000 rpm, 30 perc)
tisztitott TF/PLGA/TPGS-alapt hatéanyag hordozok liofilizalt mintait hasznaltuk.

A tiszta PLGA mintakkal 6sszehasonlitva, Tq = 358 °C (PLGA(50:50)), Tq = 356 °C
(PLGA(65:35)) ¢és Tg = 342 °C (PLGA(75:25), a PLGA degradacio endoterm
csucsmaximuma (Tq) a Tf/PLGA/TPGS mintdknal eltolodik (T¢ = 341 °C
(Tf/IPLGA(50:50)/TPGS), Tq = 331 °C (Tf/PLGA(65:35)/TPGS) ¢és Tg = 314 °C
(Tf/PLGA(75:25)/TPGS)), mely bizonyitja a PLGA és a Tf/TPGS kozotti kdlcsonhatast. A
PLGA monomerarany Tf/PLGA/TPGS hordozérendszerre gyakorolt hatasanak vizsgalata
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érdekében a degradacios homérséklet maximum értékeinek kiilonbségét (ATq) IS
meghataroztuk. Ezen adatok a 11. abran kiemelve is szerepelnek.

Az eredmények azt mutatjdk, hogy a ATqg értékek szisztematikusan novekednek a
tejsav:glikolsav arany valtozasaval ATq = 17 °C-r6l (PLGA(50:50)) ATq = 28 °C-ra
(PLGA(75:25)), ami az FTIR mérésekhez hasonl6an megerdsiti, hogy a hordozéanyagok a

kopolimer hidrofilitdsaval (azaz tejsav:glikolsav ardnyaval) szabalyozhatok.
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11. abra: DSC gorébéi, a degradacios hdmérséklet valtozasanak (ATq) kiemelésével a
PLGA(50:50) és a Tf/PLGA(50:50)/TPGS (A), a PLGA(65:35) és a
Tf/IPLGA(65:35)/TPGS (B), a PLGA(75:25) és a TF/IPLGA(75:25)/TPGS (C) ill. a Tfés a
TPGS (D).

Az FTIR és DSC eredmények alapjan az osszetett hordozo struktara eldallithatosaga
igazolhato, a makromolekulak fizikai keverékének jelenléte kizarhat6. Ennek tovabbi
megerositésére peremszég meghatarozasara iranyulé méréseket is végeztiink, kiemelten

fokuszalva a fehérje jelenléte altal bekovetkezé valtozasokra, melyet a 12. abra mutat be.
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A peremszog mérés soran hasznalt Tf/PLGA/TPGS mintak szintén az optimalisnak
valasztott mpLca/mrs = 1,0 makromolekula tomegarany alkalmazasaval tortént, kiilonb6z6
PLGA(50:50) v. (65:35) v. (75:25) kopolimerekkel és Tf-nel, amelynek koncentracidja
1,0 mg/cm?. A tisztitott feliilet aktiv TPGS (crees = 0,0625 mM) felhasznalasaval stabilizalt
hordozodkat tisztitasi 1épés nélkiil, a prepalalast kovetd napon mértiik le. A mérés technikai

kivitelezését a 3.4.3. Peremszogmérés alfejezetben ismertettem.

— T
s THPLGAS50:50/ TH/PLGAG65:35/ TH/PLGA75:25/
80 - TPGS TPGS TPGS
60 - l
- - %
T :: S P :
) ~ —
sY 1 f I 2 S
> o~ H g o
H « o
xS [ |
20 {1 A =
w |
\
0 .
PLGAS0:50 PLGA65:35 PLGA75:25 PLA

12. abra: Adott PLGA kopolimerek és Tf/kopolimer 0sszetett rendszerek peremszog

értékei vizzel szemben, a mérés kozben regisztralt reprezentativ fotokkal.

A tiszta PLGA kopolimerek nedvesité tulajdonsagai 56,4° -rol (PLGA(50:50))
70,5°-ra (PLGA(75:25)) valtoztak a tejsav mennyiségének novelésével aranyosan. A
legmagasabb tejsav-tartalmu PLA esetében 74,6° hatarozhaté meg. Ezen eredményeket a
MTA-SZTE Lendiillet Nemesfém Nanoszerkezetek Kutatocsoport mar publikalta a
BSA/PLGA/TPGS-alapt hordozordl szoldé nemzetkdzi publikacidjaban [26]. Az 6sszetett
hordozoban, mivel a Tf és TPGS jelenléte szamottevéen noveli a hidrofil jelleget, a
meghatarozott peremszog értékek nagymértékben (< 30°-ra) csokkennek. Ezenkiviil, a
mintasorozaton beliili kopolimer arany valtozasa nem kimutathato; az értékek szamottevéen
nem térmek el egymastol a TI/PLGA/TPGS kolloidalis hordozokban 27,4° -rol
(PLGA(50:50)) 26,2-ra (PLGA(75:25)).

Ezen mérési eredmények 0sszehasonlithatoak a Kutatdcsoport eldzetes eredményeivel,

amelyeket az 1. tablazatban feltiintettem. A theta (0) értékek a szérum albumin-alapu PLGA

32



kopolimerek alkotta hordozok esetén a tejsav:glikolsav aranytol fiiggetleniil nagyobbak,
mint a Tf-tartalmt részecskék esetén. Osszefoglalva elmondhaté mind a BSA/PLGA/TPGS
makromolekulas hordozokrol, mind a Tf/PLGA/TPGS hordozokrol, hogy a komplex
részecskék hidrofob jellege a tejsav:glikolsav arany valtoztatasaval kismértékben
hangolhato, és a fehérje jelenlétével a PLGA hidrofob karaktere csokkentheto. A regisztralt
peremszogértékek arra is utalnak mindkét hordozoban, hogy ezeknél a komplex
részecskéknél nem a jol elkiiloniilé mag-héj szerkezet kialakulasa valosul meg, mert a kiilsé
polimer héj jelenlétében a tiszta polimer esetében detektalt peremszogértéket kozelitené a

meghatarozott peremszog értékek, ami ezen rendszerek esetében nem igaz.

1. tablazat: A mar korabban publikalt BSA/PLGA [26] és a Tf/PLGA TPGS-sel stabilizalt

hordoz6 rendszerek peremszog értékei vizzel szembeni 6sszehasonlitésa.

[ YG
BSA/PLGA 50:50/TPGS 36,06 i) 0,32
TF/PLGA 50:50/TPGS 27,40 = 2,17
BSA/PLGA 65:35/ TPGS 36,47 + 0,63
TF/PLGAG5:35/TPGS 20,90 + 0,70
BSA/ PLGA 75:25/ TPGS 38,73 + 0,56
TF/ PLGA 75:25/ TPGS 26,20 = 145

Tovabbi 0Osszehasonlitas céljabol a Tf/IPLGA/TPGS-alapi hordozd részecskék
centrifugalassal torténd tisztitasat kovetoen, illetve a HSA/PLGA/TPGS-alapu centrifugalt

mintaink TEM felvételeit is rogzitettiik (13. abra). A felvételek alapjan meghataroztuk a

crer

crer

a kiilonbozd szérumfehérje tartalmu vegyiileteknek hasonld, a felvételeken jol latszik a
részecskeék sztérikus alakja. A Tf-alapti kopolimer hordozd részecske mérete némileg
nagyobb, (13.A abra), mint a szérum albumin-alapt hordozok esetén (13.B abra). A Tf-
alapt hordozd meghatarozhato atlagos részecskemérete d = 228,5 + 17,6 nm, mig a
HSA/PLGA/TPGS-alapu hatéanyag hordozonal d = 155,0 £ 154 nm. A méretbeli
kiilonbségre adhat magyarazatott a két fehérje méretbeli kiilonbozésége, hiszen a Tf

valamivel nagyobb molekulatomeggel rendelkezik (80 kDa) a HSA-val szemben (66,5 kDa).
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Sajnos jobb minéségli TEM felvételek elkészitésére nem volt lehetdség, mert az alkalmazott
gyorsitofesziiltség mellett a mintak sériiltek, igy csak kisebb nagyitds mellett tudtunk par

felvételt rogziteni.
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13. abra: A makromolekuldk alkotta hordoz6 részecskék reprezentativ TEM képei
(A: TI/PLGA/TPGS; B: HSA/PLGA/TPGS).

4.2. A kiilonbozd hatoanyagok kapszulazdsa a TT/IPLGA hordozéba

Az idedlisnak tekintett Osszetétel meghatarozasat, illetve az 1) hatéanyag hordozd
tulajdonsagainak jellemzést kvetden, munkéank kdvetkezd 1épésében megkisérletiik modell
hatéanyagok kapszuldzasat megvaldsitani a Tf/PLGAS0 6sszetételii hordozoba stabilizator
(TPGS) jelenlétében. A kutatomunkadm alapjat jelentd, 2024 ¢év elején megjelent
publikacioban [26] megallapitottak a csoport munkatarsai, hogy a hidrofob sajatsagtt modell
vegyiiletek szolubilizalasara is alkalmas lehet a TPGS, mely a BSA/PLGA &sszetett
hordozorendszer stabilizaloszereként is funkcional. A kolloid hordozérendszer elényeinek
bizonyitasara egy erésen hidrofob vegyiiletet, a Ds-vitamint sikeresen kisérelték meg
formulazni [26].

A Kutatdcsoport korabbi munkajaban részletesen vizsgaltdk a ketoprofén (KP)
nem-szteroid gyulladascsokkentd vegyiilet (NSAID) kapszulazasat a nanoprecipitacios
modszerrel eldallitott, tisztan PLGA hordozé részecskékbe [14], igy ennek érdekében a
Projektmunka kivitelezése soran is megkisérletiik ezen vegyiilet formulalasat a HSA/PLGA
Osszetett hordozo részecskékbe, mely a frissen készitett mxp/musa = 0,09 tomegaranynal
preparalt minta esetében fotometrids méréseket végeztiink, kivitelezése révén a hatdéanyag-

tartalom meghatarozasra keriilt, mely érték megkdzelitdlegesen 3—4 %-nak adddott.
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A fenti elézményekre tekintettel a Tf/PLGA/TPGS 6sszetételti hordozokba a hidrofob
sajatsagun modell vegyiiletek, a kolekalciferol (D3) illetve a KP kapszulazhatosagat
vizsgaltuk. Mindemellett hidrofil kismolekulaként az ibuprofént (IBU) is Kivalasztottuk
formulalasra. A Dgz-vitamint szerves oldoszerben (ACE-ban) oldottuk, mig a KP-t és
a IBU-t a vizes kozegli Tf oldatban, majd ezeket kapszulaztuk a 3.3. A kiilonbozé
hatéanyagok formuldalisa a Tf/PLGA hordozohoz alfejezetben ismertetett modon. Az
eredményeket kismolekulak szerint csoportositva mutatom be, ndvekvd hidrofilitasi
sorrendben (logP(Ds) = 8,80 [34]; logP(KP) = 2,71 [35]; logP(IBU) = 1,89 [36]).

Elsoként a D3 formulalt ill. nem formulalt mennyiségének meghatarozasa érdekében a
Ds-vitamin kalibracios egyenesét készitettiik el 1,4-dioxan kozegben. A spektrumsorozatot
¢és a kalibracios egyenest a 14. abra mutatja be. A D3z UV-spektrumaban megjelend
abszorbancia maximum Amax = 267 nm hullamhosszon figyelhetd meg. Rogzitettiik a
novekvo Ds-tartalma 1,4-dioxan oldatok abszorbancia értékeit. A Ds-tartalmu
(cps = 0,5 mg/cm®) Tf/PLGA/TPGS 6sszetételii hordozokat eléallitasuk utan 30 percen at

14000 rpm fordulatszamon centrifugalassal tisztitottuk, majd liofilizaltuk.
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14. abra: A kolekalciferol (D3) UV-spektrumai 1,4-dioxanban névekvé Ds-vitamin

koncentraciok esetén és a hatdanyag kalibracios egyenese (Amax = 267 nm).

A fagyasztva szaritott pormintakat 1,4-dioxdnban oldottuk, igy kozvetleniil
hatarozhatjuk meg a DL(%) és EE(%) értékeket a (3)-(4) egyenletek alapjan. A kapszulazasi
hatékonysag (EE(%) = 39,1 £ 0,7) és a részecske hatoanyag t6ltottség (DL(%) = 20,3 £ 2,6)
viszonylag magas értéke azzal magyarazhatd, hogy a politejsav-glikolsav tartalmia PLGA
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kopolimer a kis hidrofilitdsu vegytiletek kapszuldzhatosagat preferdlja, igy kialakitva
a mag-h¢j szerkezetii kolloid részecskéket.

Kovetkezd 1épésként a KP kalibracidos egyenesét készitettilk el szerves olddszer
(1,4-dioxan) kozegben. A spektrumsorozatot ill. a kalibracids egyenest a 15. abra mutatja
be. A KP UV-spektrumaban megjelend abszorbancia maximum Amax = 252 nm
hulldmhosszon figyelhetd meg, igy ezen hulldamhosszon rogzitettiik a ndvekvé KP-tartalmu
oldatok abszorbancia értékeit. A KP vizben igen csekély mértékben oldodik
(ckp < 0,5 mg/cm?®), a hatoanyagtartalmi mintak elkészitése soran azt a kovetkeztetést
vontuk le, hogy a Tf vizes oldatdhoz adott KP csak egy bizonyos mennyiségig ndvelhetd
(ckp = 0,125 mg/cm®). Harom kiilonbozé tomegaranyt kivalasztva (1:1, 1:2, 1:4) csak a
legkisebb tomegaranynal oldédott fel teljesen a KP a Tf-oldatban. gy megallapitottuk, hogy
ha a kapszulazott hatbanyag mennyisége meghaladja a mxp/mts = 0,25 tomegaranyt, akkor

a diszperz rendszerben aggregatumok megjelenése detektalhato, a rendszer nem tekinthetd

stabilnak.
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15. abra: A ketoprofén UV-spektrumai 1,4-dioxanban névekvé KP koncentraciok esetén

¢és a hatéanyag kalibracios egyenese (Amax = 252 hm).

A mgp/mTs= 0,25 tomegaranyarany alatti KP-tartalm mintak esetében a tisztitasi 1épést
kovetden elvégeztiik a fotometrias méréseket, majd ezek révén a kapszuldzasi hatékonysag
értékének (EE(%) = 5,7 £ 1,3) és a részecskék hatdanyag toltottségének (DL(%)=7,2 +1,1)
meghatarozasat is. A méréseket ebben az esetben is liofilizalt mintak oldoszeres (1,4-dioxan)

oldataban végeztem a kozvetlen meghatirozas érdekében. A KP hatéanyag

36



HSA/PLGA/TPGS 0sszetett hordozonal mért hatéanyag-tartalmahoz képest kis mértékii
novekedés figyelhetd meg a Tf-alapi hordozéban. Mindkét hordozd esetén a KP
kapszulazasa teljesen megegyezo preparalasi 1épésekkel késziilt.

Az IBU hatéanyag kapszuldzdsa volt munkank kovetkezé 1épése, amely munka
hasonloan az el6zdekhez a kalibracios egyenes felvételével indult; a fotometrias mérések
eredménye a 16. abran lathatoak. A kalibracios egyenes felvételét Amax = 223 nm
hullamhosszon, szerves oldoszer (EtOH) kozegében végeztem, mert a kapszulazasi
hatékonysagot és a hatdanyag toltottséget ebben az esetben is kdzvetleniil a IBU-tartalmu
T{/PLGA/TPGS hordoz6 fagyasztva szaritott mintaibol hataroztuk meg, amely szerves
fazisban oldddott fel teljesen. Az alacsony kapszulazasi hatékonysag (EE(%) = 1,7 £ 0,9)
magyarazata, hogy az eredeti IBU koncentracio6 (cigu = 2,0 mg/cm?) tal magas volt a vizsgalt
oldataban a legmagasabb IBU:Tf tomegarany (4:1) esetén is teljesen feloldodott. Az
alacsony kapszulazasi hatékonysag mellett a hatéanyag toltottség igen magas. Az IBU
hatoanyag esetében a mért hatdanyag toltottség (DL(%) = 53,9 + 2,2) jelent6sen magasabb
az Kutatdcsoport eldzetes eredményeihez képest (~30%), melynek magyarazata lehet, hogy
a rendszerben 1év6 nem-ionos tenzid (TPGS) megkdti a IBU egy részét, amit igy tisztitast

kovetden a pelletbe keriilve a liofilizalt mintaval egytitt mértiink.

1,2 12 -
0,025 mg/cm? E) y =41,192x
A = R2=0,9996 2
= 3 0,9 - .-"
) o .
g . = .
< 18U 2 0.6 - .
= ] ’ .
N = Rd
3 093 b _-’.
0,005 mg/cm? < *
- = 0,0 "Il. T T T T T 1
215 235 255 275 295 0,000 0,010 0,020 0,030
Hullaimhossz (nm) ¢y (mg/cm?)

16. abra: A ibuprofén UV-spektrumai etanolban novekvd IBU koncentraciok esetén és a

hatbanyag kalibracios egyenese (Amax = 223 nm).

37



Az egyes formulaciok esetén a kapszulazasi hatékonysag (EE(%)) és hatéanyag
tartalom (DL(%)) értékeket a 2. tablazat foglalja 6ssze. Bar hatéanyagonként tobb minta is
elkésziilt, de mindegyik esetében a legnagyobb kiinduldsi hatéanyag tartalmi mintak
(D3:Tf = 1:2; IBU:Tf = 4:1; KP:Tf = 1:4) esetén végeztiik el ezen méréseket. Ezen
eredményekbdl jol latszik, hogy a kiilonboz6é fobicitast modell vegyliletek kiilonbdzd
EE(%) és DL(%) értékeket eredményeznek. A részecskék szerkezeti sajatsagait nézve a
nanoprecipitacional — amely mddszert munkank soran alkalmaztunk — a mag-héj szerkezet
kialakulasa csak nagyon hidrofoéb hatdéanyagok esetében valosulhat meg, ahol lehetoség
adodik a polimer lancok hidrofob részeinek hatdéanyag koriili csoportosuldsara. Hidrofilebb
gyogyszerszarmazékokndl a precipitdcidé mértéke jelentésen eltérhet, ami csokkenti a

fentebb emlitett mag-héj struktura kialakuldsdnak lehetdségét.

2. tablazat: A vizsgalt hatdanyagok kapszulazasi hatékonysag értékei (EE(%)) és a

részecskék hatdanyag toltottségeinek (DL(%)) dsszehasonlitasa.

Kolekalciferol Ketoprofén Ibuprofén
0 CH, " CHs
Szerk. PR \/L o o L on
képlet “ ”,j ﬂ\ A OH HaC ©
EE(%) 39,1+0,7 57+1,3 1,7+0,9
DL (%) 20,3+2,6 7,2+£1,1 539+22

Jelen alfejezetben targyalt EE(%) eredmények Osszehasonlitasra nem alkalmasak az
eltérd kiindulasi hatéanyag-koncentraciok miatt, ellenben a DL(%) értékek — amelyeket a
szakirodalomban is jobban preferaltak — mar alkalmasabbak. A jelen DL(%) értékek alapjan
az IBU kimagasloan jo kapszulazhat6, mig a Ds-vitamin és a KP esetében ez az érték némileg
kisebb. A D3 és a KP -tartalmi mintak esetén kapott értékeket Osszevetve a D3
vonatkozasaban kapott valamelyest nagyobb értékre magyarazatot adhat az, hogy rosszabb
vizoldhatdsaggal rendelkezik, igy inkdbb preferaltabb a jelenléte a hidroféb hordozon beliil
a TPGS jelenléte mellett. A DL(%) értékek makromolekulas hordozok esetében néhanytol
max. 15-20 % kozott valtozik [13,14,19,26], igy az IBU esetén mért viszonylag nagy érték

hitelessége még kérdéses.
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Munkank utols6 1épéseként célunk volt a EE(%) értékek dsszevethetdsége miatt azonos
kiinduldsi  hatéanyag koncentraciok mellett is tanulmanyozni a molekuldk
formulalhatosagat, valamint kioldodasi vizsgalatokat is terveztiink elvégezni, melynek

eredményeit a kovetkezd alfejezetben foglaljuk 6ssze.

4.3. Az eltérd modell vegyiiletek in vitro hatoanyag-kioldodasi vizsgalatai

Kutatomunkank utols6 fazisaként elvégeztik a harom altalunk vizsgélt modell
hatéanyag mindegyikén az in vitro hatéanyag-kioldodasi vizsgalatokat, amelynek elsé
1épéseként az eltérd kiindulasi hatdéanyag koncentraciok helyett azonos kiindulasi
mennyiségeket hasznaltunk. Ehhez egy olyan kiindulasi hatdéanyag/Tf tdmegaranyra volt
szilkség, amely mind a harom kismolekula (D3, KP, IBU) esetén megfeleld lehet
(hatoanyag/Tf = 0,8) a molekulak oldhatosagat is figyelembe véve. Ezutan a mintakat az
elézéekhez hasonloan elkészitettem és liofilizaltam Oket. A fagyasztva széritott mintak
spektrofotometrias vizsgalatai alapjan a 14-16. abran lathato kalibracids egyenesek
segitségével meghataroztam ismételten az adott modell hatéanyaghoz tartozé kapszulazasi
hatékonysag értekeket (EE(%)) és a részecskék hatdanyag toltottségeket (DL(%)), amely
eredményeket a 3. tablazat foglal 6ssze. Ezen értékek fontossagét az dsszehasonlitason til

az in vitro kioldodasi vizsgalatokhoz valo felhasznalasa is adja.

3. tablazat: A vizsgalt hatéanyagok kapszulazasi hatékonysag értékei (EE(%)) és a
részecskék hatdanyag toltottségeinek (DL(%)) 0sszehasonlitasa, ugyanazon kiindulasi

koncentracidk esetén (c = 0,4 mg/cmd).

Kolekalciferol Ketoprofén Ibuprofén
0 CH;, H CHs
Szerk. N l \/L o GHy A OH
képlet || ,[ ﬂ o HiC 0
EE(%) 30,81 55,95 10,43
DL (%) 19,84 31,10 50,30

A 3. tablazatban lathato értékek alapjan elmondhatd, hogy az EE(%) alapjan a
ibuproféné a legalacsonyabb (EE(%)isu = 10,43) érték, mig a kolekarciferol EE(%) értéke
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30,81 és a ketoprofén EE(%) értéke a legmagasabb (EE(%)kp = 55,95). A D3 esetén kozel
azonos értékeket kaptunk, igy itt a koncentracionak nincs szamottevd hatdsa a vizsgalt
koncentraci6 tartomanyban. A kapott EE(%) érték az IBU esetén a vartaknak megfeleléen
valtozik, hiszen némileg kisebb kiinduldsi koncentraciokbol indultunk ki, ami a nagyobb
EE(%) értékeket jelenti (1,7%-r6l ~ 10%-ra). A DL(%) tovabbra is kiugréan nagy értéknek
mutatkozik, ami értelmezhetd azzal, hogy a szabad, nem formuldzott IBU-t6l nehéz
megszabadulni a tisztitasi folyamat soran, ami igy noveli a pellet IBU tartalmat. Akar szabad
fehérje is lehet a feliiluszoban, ami az IBU-nel komplexet képezve szintén centrifugalhat6.
ennek eredményeképpen az IBU-re kapott érték csak feltételekkel fogadhat6 el, és tovabbi
méréseket igényel, amire viszont a dolgozat Osszeallitdsdra allo6 iddben nem sikertilt
elvégezni. A KP vonatkozasdban a kiindulasi koncentraciot kozel haromszorosara noveltiik,
ami az eredmények alapjdn kedvezd volt a formuldlds szempontjabol, hiszen az a
3. tablazatban 1év0 értékek novekedtek, de feltehetden itt is lehet szabad, formulalatlan KP
hatdéanyag, amitdl a tisztitasi folyamatban nem sikeriilt megszabadulni és az noveli a pellet
hatdéanyag tartalmat.

Ezek ismeretében munkdk utolsé 1épéseken, meghataroztuk a kioldddasi folyamatokat
mind a Ds-viatamin (17. abra), mind a ketoprofén (18. abra), mind az ibuprofén (19. abra)
T{/PLGA/TPGS alapu hordozdba formulalt mintaiban.

100 © szabad D3 hatéanyag
B formulalt D3
80 91  -ee- illesztett gorbe
~
X 60 1
= O
S o=
~ ..-— _____
© 40 - e -
-
0] o7
°
I TR, fPom———————— P
.‘,'_._._____.____..-- -
0 - T T T T T T T T T T T T T 1
0 30 60 9 120 150 180 210 240 270 300
Idé (perc)

17. abra: A formulélatlan D3-vitamin ill. a hatéanyagot tartalmaz6 formulacié kioldodasi
profilja fiziologias koriilmények (PBS, pH = 7,4; 0,9 % NaCl) kozott (Weibull-modellel

illesztve).
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Vizsgéalataink sordn a kapszuldzott hatdanyag kioldédasanak nyomon kovetése
fiziologias koriilmények alkalmazasa mellett (PBS puffer, pH = 7,4; T = 37 °C) tortént, a
mérések minden esetben 300 percen keresztiil zajlottak.

Az 17. abra eredményei értékelése soran az a kovetkeztetés vonhatd le, hogy a
TH/PLGA/TPGS formulacié alkalmazasaval nagyobb hatéanyag-retencid figyelheté meg,
ugyanis a hatéanyag 12,05 %-a szabadul fel és jut 4t a membranon 120 perc elteltével
(14,26 % 300 perc utan), mig a nem formulézott hatéanyagesetén ez az érték 39,22 %. A
formulécio alkalmazasdval hozzavetdlegesen 24 %-os hatdéanyag visszatartas és idoben

elnyujtott leadas megvaldsitasa lehetséges.
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~= "3
© 44 of
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o” o szabad KP hatéanyag
]
20 - g’ 8 formulilt KP
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0 T T L]

0 30 60 90 120 150 180 210 240 270 300
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18. abra: A formulalatlan KP ill. a hatéanyagot tartalmazé formuléaci6 kioldddasi profilja

fiziologias koriilmények (PBS, pH = 7,4; 0,9 % NaCl) kozott (Weibull-modellel illesztve).

A KP esetén a 18. abran lathatd, hogy a hordozo alkalmazasaval hozzavetdlegesen
35 %-os hatdanyag visszatartas, igy elnyujtott idobeni leadas valosithaté meg. A nagyobb
hatéanyag-retencio formuléalatlan KP 84,89 %-a szabadul fel 300 perc, mig hordozdba
formulalva 49,07 %.

Az ibuprofén mérése soran, amelyet a 19. abra mutat be, azt tapasztaltuk, hogy a
formulazott hatoanyag kozel 18 %-a jut at a hatdéanyag-kioldodasi vizsgalatok soran
alkalmazott cellul6zalapt membranon keresztiil, mig a formulalatlan hatéanyag koriilbeliil
84 %-a volt mérhet6 a fotometrias mérések soran, tehat ebben az esetben is a hatéanyag

nagyobb mértéki visszatartasa figyelheté meg a hatéanyag hordoz6 alkalmazasaval.
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19. abra: A formulalatlan IBU ill. a hatéanyagot tartalmazo6 formulacié kioldodasi profilja

fiziologias koriilmények (PBS, pH = 7,4; 0,9 % NaCl) kozott (Weibull-modellel illesztve).

A harom modell vegyiilet in vitro hatéanyag kioldodasi vizsgalatainak eredményei

alapjan megalapithatjuk, hogy a formuléci6 alkalmazasa a hatdoanyag retencigjat eldsegitette.

Az IBU esetén volt ez a retencid a legerésebb, de a KP és a Ds-vitamin kioldodasi profiljai

is azt mutatjak, hogy a formulécio sikeresnek és hatékonynak bizonyult.

A kioldodasi gorbéket kiilonboz6 kinetikai modellekkel is megillesztettiik, mely

illesztések soran mindharom esetben a Weibull-modell adta a legjobb illesztést. A nem-

linearis paraméterbecsléssel illesztett modellgdrbék korrelacids egyiitthatéit a 4. tablazat

foglalja ossze.

4, tablazat: A kioldodasi gorbékre nem-linearis paraméterbecsléssel illesztett kinetikali

modellek (5-9. egyenlet) korrelacios egyiitthatoi, kiemelve a legjobb illesztés adatai.

Kolekalciferol Ketoprofén Ibuprofén
Kinetikai modell | szabad  formulalt | szabad  formulalt | szabad  formulalt
Els6érendii | 0,9283 0,7355 0,9898 0,9138 0,9584 0,8491
Masodrendti | 0,9714 0,7525 0,9982 0,9718 0,9919 0,8722
Korsmeyer-Peppas | 0,9797 0,9929 0,9616 0,9671 0,9552 0,2294
Weibull-egyenlet | 0,9898 0,9934 0,9952 0,9825 0,9869 0,9743
Higuchi | 0,9700 0,9004 0,9382 0,9573 0,8640 0,9794
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5. Osszefoglalas

A Szegedi Tudoményegyetem TTIK Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszékén
miikodé MTA-SZTE Lendiilet Nemesfém Nanoszerkezetek Kutatdocsoport munkéjahoz
2024-ban csatlakoztam. A Kutatocsoport munkatarsainak segitségével egy (j
makromolekuldk alkotta kolloid gydgyszerhatéanyag hordozo kialakitasat és az eldallitott
részecskék karakterisztikus sajatsagaira vonatkozd méréseket végeztiink.

Vizsgaltuk a PLGA ¢és Tf makromolekuldk kolcsonhatasat vizes kozegben, majd
megallapitottunk, hogy az 1:1 tomegaranyu Tf/PLGA-alapu kolloidalis hordozé a munkank
soran hasznalt stabilizatorszer (TPGS) jelenlétében kisebb, kompaktabb részecskéket alkot,
mely részecskék mérete kortilbelil ~ 220 nm. A TPGS jelenléte a részecske stabilitdsara
nincs szamottevéen hatassal. DSC mérésekkel igazoltuk, hogy a rendszeriink nem fizikai
keverék, hanem a makromolekulak kozott kdlesonhatés van. Ez a degradacidés homérséklet
maximum értékeinek az eltolodasaibol, illetve a Fourier-transzformacios infravoros
spektroszkopias (FTIR) alapjan észlelhetd. Ezen mérések kozben a tisztitasi 1épés
(14000 rpm, 30 perc) hatasait is vizsgaltuk a hatdanyag hordozo, mely munka optimalizalasa
még varat magara, de a tisztitas hatdsara a TPGS a liofilizalt mintdkban nem kimutathat6 az
FTIR mérésekbol.

Munkankban a hordozé kiilonb6z6 PLGA tejsav:glikolsav aranyaval torténd
karakterisztikus finomhangolasat is elvégeztiik, mely eredményeket a Kutatocsoport korabbi
eredményeivel Osszehasonlitottunk és megallapitottuk, hogy a kis mértében hidrofobicitasa
finomhangolhat6 a formulacionak. Végiil a fizikai kémiai és kolloidkémiai szempontok
alapjan optimalisnak tekintett 6sszetett hordozo részecskék formulalhatosagat is elemeztiik
kiilonb6z6 oldhatosagu kismolekulak kapszuldzhatosagéan keresztiil.

Az mérések alapjan meghatarozott, optimalis tomegaranyl hordozdkba modell
vegylileteket kapszulaztunk hidrofob (Ds-vitamin, ketoprofén) és hidrofil (ibuprofén)
karakteriiket figyelembe véve, mely eredmények alapjan Gsszehasonlitottuk a DL(%) és
EE(%) értékeiket. A hidrofil sajatsagu vegyiilet DL(%) értéke a legkisebb (DL(%)isu = 6,5
+ 2,2), ezt koveti az er6sebben hidrofob kismolekula (DL(%)ps = 19,84 + 2,6).

Munkénk utols6 fazisdban a vizsgalt kismolekuldk Tf/PLGA/TPGS hordozoba
formulalt rendszerének az in vitro hatéanyag-kioldodasi vizsgalatait végeztiik el fiziologias
kornyezetben. A kioldodasi vizsgalatok eredményei alapjan a Weibull-modell szolgaltatta a

legjobb illesztést.
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2. M abra: A ketoprofén UV-spektrumai fiziologias koriilmények (PBS, pH =7,4; 0,9 %

NaCl) kozott novekvé KP koncentraciok esetén és a hatdoanyag kalibracios egyenese.
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3. M abra: A ibuprofén UV-spektrumai fiziologias koriilmények (PBS, pH = 7,4; 0,9 %

NaCl) kozott ndvekvoé IBU koncentraciok esetén és a hatdéanyag kalibracios egyenese.
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