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Tartalmi 6sszefoglalo

Napjainkban szamos kutatas foglalkozik minél hatdsosabb gydgyszerkészitmények
fejlesztésével. A legjelentdsebb nehézségek, melyekkel a szakembereknek szembe kell néznie
az, hogy az adott készitmény képes legyen a hatéanyagot a szervezetben célzottan, azon a
helyen leadni, ahol arra sziikség van, illetve, hogy minél tovabb fejtse ki hatdsat. Ennek
eléréséhez a klasszikus gyogyszerformak mellett mar elterjedtek a kolloidalis hatdéanyagszallito
rendszerek, melyek képesek szabalyozni a hatoanyag felszabadulasi folyamatat. Ahhoz, hogy
egy optimalis Osszetételli és szerkezeti gyogyszerhordozd rendszert hozzunk Iétre,
elengedhetetlenek a gyodgyszertechnoldgiai vizsgalatok mellett a formuléci6 kialakithatosagara
¢€s Osszetételére iranyulo fizikai-kémiai és kolloidkémiai vizsgalatok is, melyek kutatémunkam
motivaciojat jelentették.

Didkkori dolgozatom témajat két természetes makromolekula, egy nagy molsulyu
poliszacharid, a hialuronsav (HyA) ¢és a transzferrin (Tr) fehérje kolcsonhatasabol 1étrejovo
kolloid rendszer kialakithatésaganak feltérképezése és annak részletes jellemzése jelentette.
Tanulmanyoztam, hogy a képzddd kolloid részecskék alkalmasak lehetnek-e a jovoben
gyogyszerhatdbanyag(ok) szallitdsdra. Munkam elsd [épésében nagy jelentdséget
tulajdonitottunk a két molekula kdzotti kolesonhatas jellemzésére, melynek eredményeképp
megallapitottuk, hogy a részecskék kialakulasaban mind elektrosztatikus, mind hidrofob
kolesonhatdsok is fontos szerepet jatszanak. Vizsgalataink soran a makromolekulak
tomegaranyanak és a pH értékének valtoztatasa mellett szamos koriilmény hatdsat vizsgaltuk a
keletkez6 részecskék fobb tulajdonsdgaira. Dinamikus fényszoras (DLS) mérések kivitelezése
mellett a rendszerek zéta-potencidl €s aramléasi potencial értékeinek meghatdrozasan tul
reologiai és zavarossag méréseket is végeztliink a részecskék kialakithatosagi korlatjainak
felderitése érdekében, mely vizsgalatok eredményeképp sikeriilt megtervezni egy optimalis
méretll és szerkezeti tulajdonsagokkal rendelkezé hordozo eldallitasat. Megallapitottunk azt a
makromolekula tomegaranyt (mr/muya= 2), amely mellett stabil kolloid részecskék alakithatok
ki. Az eldallitott konjugatumok méretét, méreteloszlasat és szerkezetét transzmisszids
elektronmikroszkopias (TEM) illetve DLS mérések mellett cirkularis dikroizmus (CD) és
Fourier transzformacios infravords spektroszkopias (FTIR) mérésekkel jellemeztiik, valamint

a kolloid részecskék kinetikai stabilitasat is felderitettiik.

Kulcsszavak:  poliszacharid, transzferrin, polielektrolit komplex, nanoszerkezet,

Onszervez6dés



Tartalomjegyzék

Tartalmi 0SSZEfOGIALO ...............c.oooiiiiiii e 2
TArtalomMJEGYZEK ........c..ooiiiiiii e 3
To BRVEZELES ... e e 4
2. Irodalmi AteKINtES ............ocoiiiiiiiiii 5
2.1, Kolloidalis gyOgyszerhordOZOK ........cccciiiiiiiiiieiiiiie e 5
2.2.  Polielektrolit kompleXek (PEC) ......ccciiiiiiiiiiiiiiii st sree e 6
230 HIAIUIOMNSAY .ottt nr e r e e r e r e n e 8
2.4, TIANSZICTTIN . ...ciiiiiiiic 10
2.5, Kutatocsoport €lOZMENYEK.........coiiiiiiiiiiiiiiie e s 12
3o CBIKILUZES ...t 14
4. Felhasznalt anyagok és szintézisSmoOdszerek ................ccooviiiiiiiiiiiiiie e 15
A 1. VBEYSZETEK ..t r e nes 15
4.2.  Tr/HyA (2:1 tomegarany() részecskeék elOAIItASa .......ccceerviriiriiiiiiieee e 15
5. Vizsgalati MOASZEIeEK ..............coooiiiiiiiiiiii s 16
5.1.  Dinamikus fényszoras (DLS) és zéta-potencidl meghatarozas .........cccoccvevveiiericiiniieiieene, 16
5.2, TUIDIAIMELIIA .eouviviiiieiie ettt bt r e et e nesr e s e nresreerenre s 17
5.3, Aramlasi POtENCIAL ......cv.evevceeeieeeetesiesessses st ses ettt se s sttt 17
54, VISZKOZITAS ..veveeuei ittt ettt ettt e bbb s n e bt e n e r e nrear e e renre s 18
5.5.  Fourier transzformacios infravoros spektroszkdpia (FT-IR).....cccccoviiiiiiinicniciiecee, 18
5.6.  Differencialis pasztdzo kalorimetria (DSC) .....ooviiiiiiiiiiiiiieic e 18
5.7.  Cirkularis dikroizmus (CD) SpeKtroSZKOPIA .......covirieeiiiiiiieiiiieie s 19
5.8.  Izoterm titracios kalorimetria (ITC)......ocoieiiiiiiiiiiie s 19
5.9. Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM) .......ccoiiiiiiiiiiiiie e 19
6. Kisérleti eredmények és €rtéKelésiiK................coocoiiiiiiiiiiiiiiii e 20
6.1. A HyA és Tr kozotti kolcsonhatas vizsgalata...........ceeveiiiiiiiiieie i 20
6.2. Makromolekuldk aranya és a pH hatasa a kolloid részecskékre ...........covvvieniiiiiniinicnnenne. 21
6.3. A polimer koncentracidjanak hatasa a kolloid diszperziok paramétereire.............oovrverrenens 27
6.4. Kisérleti kortilmények hatasa a kolloid diszperziok sajatSagaira..........cccecveveereerieiveninennne. 28
6.5. ATr/HyA =2 tomegaranynal el6allitott részecskék karakterizalasa ...........cocoovvviniiiiicnnns 30
7o OSSZEOZIALAS ............ovocvveiieeicieee ettt sttt 35
8. KOSZONEtNYIIVANILAS ..........ooviiiiiiiii e 37
9. IrodalomMJEGYZEK ...........c.cooiiiiiiiiieii et 38



1. Bevezetés

A gyodgyszeripar mindenkori feladatai kz¢é tartoznak meglévo €s 1) gyogyszerek fejlesztése,
a célzott hatdéanyag szallitds megvalositasa, valamint az oldhat6sag, a hatdanyag felszabadulas
¢s a biohasznosulds javitasa. Ezeket tobbek kozott kiilonbozé kolloidalis rendszerekkel
probaljak eldsegiteni, mint példaul a liposzomak, fehérjék, fehérje-polimer rendszerek. Sok
kutatas folyik az utobb emlitett fehérje-polimer struktirakkal kapcsolatban, igéretes terapias
szerek lehetnek a célzott hatdanyagleadasuknak koszonhetdéen. Hatranyuk kozé sorolhatod
viszont a hatéanyag gyors kioldédasa és a kis fizikai stabilitdsuk [1]. Az ilyen rendszerek
képesek a hatdanyagok ,,maszkoldsara” ezaltal szallitdsara. Viszont ehhez fontos vizsgélni
kolcsonhatasukat kiilonféle biologiai folyadékokkal vagy ahhoz hasonld koériilmények kozott,
mivel hajlamosak aggregalodni bizonyos kondiciok mellett, ezzel elvesztve hatdoanyag hordozo
funkciojukat [2].

Az MTA-SZTE Lendiilet Nemesfém Nanoszerkezetek Kutatdocsoport mar megalakulasa
elott is, kozel 8 éve foglalkozik makromolekulds kolloidokbdl felépiild, gydgyszerhatdanyag
hordozoként funkcionald kolloid részecskék kialakitasi lehetdségeinek a feltérképezésével. Az
elmult néhdny év kutatdmunkaja sordn sikeresen hoztak létre és jellemeztek szérumfehérjék
(humén szérum albumin (HSA), marha szérum albumin (BSA)) [3,4], poliszacharidok (pl.:
hialuronsav (HyA), kitozan, alginat) [3—5] valamint szintetikus kopolimerek (poli(tejsav-
glikolsav) PLGA) [6] felhasznélasaval dsszetett hordozo részecskéket.

Ezen igéretes kutatdsi programhoz kapcsolddva egy ujabb szérumfehérje, a transzferrin
alkalmazhatdsagat kivanjuk tanulmanyozni, melynek hialuronsavval valé kombinécidja révén
eldallithatd kolloid részecskékre nem talalhatunk irodalmi hivatkozast. Munkank soran
szeretnénk megvizsgalni a két makromolekula kozotti interakcidt, illetve feltérképezni a
beldliik kialakulo kolloid diszperzid fizikai-kémiai és kolloidkémiai sajatsagait. Olyan
részecskek eldallitasat kiséreljiik meg, melyek a jovoben potencidlisan gyogyszerhatdéanyag

hordozo rendszerként tudnak funkcionalni.



2. Irodalmi attekintés

2.1. Kolloidalis gyogyszerhordozok

A nanométeres mérettartomanyba esd szerkezetek egyediilallo fizikai-kémiai sajatsagokkal
rendelkeznek, ennek okan az elmult évtizedek soran szamos kutatas indult kilonféle
gyogyszerészeti felhasznalasukat illetéen. Ahogy az 1. dbrdn is lathatd, a kolloidalis
gyogyszerhordozok méretiiket tekintve nagyjabol a 10 — 500 nm-es mérettartomanyba esnek.
Néhany 6sszetett, tobbkomponensii részecske 500 — 1000 nm kozotti mérettel is rendelkezhet.
Elényiik, hogy felhasznalhatok mind mar meglévo, illetve 01j gyogyszerek terapids indexének
javitasara, illetve azok toxicitasanak csokkentésére is, mivel a hatdanyag felszabaduldsa nem a
fizikai-kémiai sajatsagaitol fiigg, hanem a hordozo részecske tulajdonsagaitol [7].
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1. dbra: Néhany kolloidalis gydgyszerhordoz6 sematikus abréaja és mérettartomanyuk [8].

A szakirodalom a hordozoérendszereken beliil szamos csoportot kiilonit el anyagi mindség
szerint, mint példaul a szerves, szervetlen, lipid €s polimer alapi hordozok [9].

A lipid alapu hordozok (liposzéma, lipid nanorészecskék) fontossagat mutatja, hogy kulcs
szerepet jatszottak a COVID-19 mRNS alapu vakcindk kifejlesztésében [10,11]. Az ilyen
modon torténd hatdéanyag leadas javitja a gyogyszer biologiai eloszlasat, illetve
farmakokinetikajat. Ezen kiviil szamos madas liposzomas gyogyszert engedélyeztek és
alkalmaznak az orvosi gyakorlatban napjainkban is, mivel a lipid vezikuldk képesek mind
hidrofil, mind lipofil hatéanyagok szallitasara is [9].

A szervetlen alapi hordozok kozé sorolhatok a nemesfémes, szilika és szén alapu
rendszerek. Az arany nanorészecskék igéretes eredményeket mutatnak daganatos betegségek
kezelésére, ugyanis a célba juttatni kivant hatéanyag kozvetleniil a nanorészecskék feliiletére
kothet6 kovalens, illetve nem-kovalens kdlcsonhatasokkal is, mely révén lehetdség van a feliilet
modositasara, példaul antitestek, szénhidratok vagy mas ligandumok segitségével, melyek

szelektivek lehetnek a daganatos sejtekre [12].



A polimer alapt hordozok csoportja rendkiviil széles, jelentds tulajdonsaguk a kivételesen
nagy mértékli szerkezeti valtozatossaguk. Ide tartoznak a természetes polimerek, mint pl.:
poliszacharidok, polinukleotidok. Ezek elényds sajatsaga a biohasznosithatosag, illetve
biokompatibilitds, ezen kiviil a szervezet képes Oket a hatdanyag leadas utdn toxikus
melléktermék nélkiil lebontani. Igy altalaban modositas nélkiil alkalmazhatok hordozoként.
Masik f6 csoport a mesterségesen eldallitott polimerek, példaul a polietilén-glikol, politejsav
¢s a poliamidok. Ezek eldnye, hogy lehetdséglink van a szintézis sordn hangolni a hordozot,
kivant tulajdonsagainak megfelelden [13,14].

Diakkori munkam sordn természetes makromolekulakkal foglalkoztam. A legfobb motivacio
egy szérumfehérje és egy poliszacharid kdlesonhatasabol egy olyan polielektrolit komplexszerii
(PEC) hordozo6 részecske kialakitasa volt, mely alkalmas lehet kolloidalis hatéanyag hordozo
résecskeként funkciondlni. A PEC hordozo részecskék ¢és az altalam alkalmazott

makromolekuldk bévebb jellemzésére a tovabbi fejezetekben térek ki.

2.2. Polielektrolit komplexek (PEC)

A polielektrolitok a makromolekuldk egy meghataroz6 csoportja, melyek ismétlodo
egységekbdl épiilnek fel és pozitiv vagy negativ toltéssel rendelkeznek. Egyediilallo
sajatsagokkal birnak, melyek nagyban megkiilonboztetik oket a toltéssel nem rendelkezd
polimerektdl. Mar kismértékli disszociacié is jelentds valtozast okoz fizikai-kémiai
tulajdonsagaikban [15]. Egyik kiilonds tulajdonsadguk, elséként az 1940-es években
megfogalmazott polielektrolit-effektus, miszerint a polielektrolit oldatok csokkent viszkozitasa
n6 az oldat higitasaval [16]. Egyarant alkalmazzék Oket vizkezelésben, kozmetikai-, gyogyszer-
és papiriparban [15,17,18].

Az utobbi idoben megndvekedett gydgyszerhordozoként torténd felhasznalasi teriiletének
népszerlisége, melynek oka, hogy a polielektrolithoz oldatfazisban ellentétes toltésii
gyogyszerhatdbanyag vagy masik polimer elektrosztatikus kolcsénhatas révén kotddni tud.
Ennek kovetkeztében mag-héj, vagy vegyes Osszetételi komplex nanorészecskék,
makromolekula 6nszervezddések (PEC) jonnek 1étre, melyek fokozhatjak a hatbanyag biologiai
hozzaférhetdségét. Ezen tulmenden a polielektrolitok magukban is 6sszeallhatnak adott feliileti
toltéssel rendelkezd kolloid vagy nanorészecskéket képezve, melyek képesek magjukban is

hatéanyagot kapszulazni. A PEC-ek kialakulasanak sematikus folyamata a 2. d@brdn 1athato.



polikation  polianion (i) véletlenszerii, elsédleges PEC (i) rendezett, masodlagos PEC

nagyobb rostok térhalos gombolyag
szerkezet

2. abra: Kiilonféle polielektrolit komplexek kialakulasa [19].

Ezen folyamat ellentétes toltésti polielektrolitok egymassal vald kolcsonhatdsa révén,
elektrosztatikus kolesonhatés altal valosul meg két vagy harom l1épésben. Az els6 1épésben egy
véletlenszerli, els6dleges vagy Un. primer komplex alakul ki, a polimerlancok
kialakulasa a meghatarozo, mely keresztkotések révén jon 1étre. Utolsd 1épésben bizonyos
koriilmények kozott a primer és szekunder komplexek aggregalddhatnak, feltételezhetéen
hidrofob kolcsonhatasok kovetkeztében, igy kiilonféle stabil szerkezetek johetnek 1étre, példaul
térhalos-, mag-héj szerkezet vagy gombolyag [19]. A megjeldlt szerkezetek koziil, ha mag-héj
szerkezet alakul ki, akkor az egyik polielektrolit alkotja a magot, mig a masik a héjat. Ezt a
folyamatot tobbek kozott a toltéssiirliség, lanchossz, ionizacids fok, ionerdsség és a pH is
nagyban befolyésolja. Stabilabb nanorészecske alakul ki hosszabb, nagyobb toltéssiirliséggel
rendelkezd lancokbol. Nagyon fontos paraméter az egymassal reagald polielektrolitok aranya.
Ez jelentésen befolyasolja a keletkezd részecskék méreteloszlasat ¢és fizikai-kémiai

tulajdonsagait [15].



Ezeket a részecskéket mar sikeresen alkalmazzak hordozoként a gyogyszeriparban. Elsé

ilyen eléallitott PEC-ek kozott voltak a kitozan [~ N
alapi hordozok. A kitozan (3. dbra) egy pozitiv OH

toltésti, linearis, természetes poliszacharid, mely AN o OH NH;
kitliné biokompatibilitdssal ¢€és biodegredabilis OOH © o ™
karakterrel rendelkezik. Emellett NH,

ammoOniumecsoportjai jo bioadhezivitast és tumor OH
ellenes tulajdonsagot is mutatnak [19]. 3._a'bra: A kitozéan szerkezeti képlete [EOH]

Egy frissebb kutatasi munka folyaméan 2021-ben, D. Nikolova ¢és csapata Bulgaridban egy
nem-szteroid gyulladdscsokkent6t, a diklofendk-natriumot csomagoltdk kitozan és natrium-
alginat alkotta részecskékbe, harom tomegaranyban (maigina/Mkitozan: 2; 1; 0,5). A hatéanyagot
az alginat oldatban oldottak fel, majd ez utdn adtdk hozza a kitozan oldathoz, igy a diklofendk
¢s a PEC tomegaranya véglegesen 1:1 volt. A kapszulazasi hatékonysag az elsd két
tomegaranynal 85-89% koriil volt, mig a harmadik aranyndl, ahol a kitozan volt nagyobb
mennyiségben csak 30% korili értéket mértek. A kioldodasi vizsgalatokat gyomor-bél
traktushoz hasonl6 koriilmények kozott vizsgaltak, a pH=1,2 és 6,8 volt. Alacsonyabb pH-n az
elso 2 6raban a kapszulazatlan diklofenakbol és a kapszulazott részecskékbdl sem tapasztaltak
hatdéanyag kioldodast. A 6,8-es pH értéken a tiszta diklofenak 100%-a felszabadult az elsé 4
ora alatt. Az 1:1-es tomegaranyu részecskébe csomagolt diklofendknak azonban az elsé 6
ordban linearisan szabadul fel a 60%-a, majd az els6 24 ora utdn a hatéanyag maradék 30%-a.
Az ilyen részecske igéretes, mivel a gyomorban alacsony pH-n nincs hatdéanyag felszabadulas,

de utdna magasabb pH-n a belekben egy nytjtott, egyenletes kioldodas tapasztalhato [21].

2.3. Hialuronsav

A hialuronsav (HyA) a természetben is el6fordul6 biopolimer, mely napjainkban széleskorii
felhasznalasi teriilettel rendelkezik tobbek kozott a kozmetikai-, orvosi- és gydgyszeriparban
(4. abra). Karl Meyer és John Palmer 1934-ben fedezte fel egy szarvasmarha szemének
ivegtestében, de csak 1964-ben sikeriilt szintetikus tton is eldallitani. A gliikozaminoglikanok
csoportjaba sorolhatd, melybe beletartozik még egyebek mellett a heparin, a kondroitin-szulfat
A és C és a dermatan-szulfat. A csoportban a hialuronsav az egyetlen, ami nem tartalmaz ként.
Linearis polimer szerkezete kétféle cukor alegységbdl all 6ssze, egyik a D-gliikuronsav, masik
pedig az N-acetil-D-gliikozamin, [-1,4- ¢és [-1,3-glikozidos kotésekkel kapcsolodva
egymashoz. Molekulatomege 20 — 4000 kDa kozott valtozhat, attol fliggden, hogy milyen

enzim katalizdlja a kialakuldsat. A szervezetben foként testnedvekben és a szovetek
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extracellularis matrixaban fordul el nagyobb mennyiségben. Kulcsszerepet tolt be a szovetek
hidrataltsaganak fenntartasaban és szamos egyéb biologiai folyamatban. Fiziologias pH-n a
glilkuronsav karboxilcsoportjai deprotonalt allapotban vannak (hialuronat, pKamnya~2.,9),
helyliket Na'-ionok veszik at. Ebbdl adodik, hogy a HyA negativan toltott, hidroxil-, karboxil-
¢s acetamidcsoportjai hidrogénko6tés kialakitasara képesek, kozéjiik a vizmolekuldk konnyen
be tudnak illeszkedni ezéltal stabil szerkezetet alakitanak ki. Funkcids csoportjait erdsen

hidrofil karakter jellemzi, mely garantalja a kiemelkedd vizoldékonysagot [22,23].

Osteoarthritis @l ./ a
kezelés {\ Reumatologia
O
Szemészet Fiil-orr-gégészet
HyA
I felhasznalasi

Boérgyogyaszat: r teriiletei
esztétikai €s

klinikai orvoslas q | Urologia
(@)
Rakkutatas és

hordozo6
molekulak

Miuitétek és seb
gyogyulas

4. abra: A HyA néhany felhasznalasi teriilete [24].

Ahhoz, hogy a HyA tobb moddon is felhaszndlhato legyen ¢és tovabbi eldnyods
tulajdonsagokkal rendelkezzen, lehetséges szerkezetének mesterséges modositasa. Ezt két féle
eljarassal szokas megtenni, keresztkotéssel, illetve konjugacioval. Mindkét folyamat
ugyanazon a kémiai reakcion alapul, azonban annyiban kiilonboznek, hogy a konjugacional egy
vegyliletet egy kotéssel kapcsolnak a HyA lanchoz, mig a keresztkotésnél a HyA lancok is
kapcsolodnak egymdshoz, legalabb két kotéssel, ahogy a 5./B dbrdn is lathato. A HyA
keresztkotésére tobbféle eljaras 1étezik, melyek példaul a kozvetlen térhaldsitas és HyA
szarmazekok keresztkotése. A két hozzaférhetd funkcids csoport (5./4 dbra) a karboxilcsoport
¢s a hidroxilcsoport, emellett még nyerhetdé egy aminocsoport az N-acetilcsoport
deacitelezésével. Nem tudni, hogy pontosan melyik hidroxilcsoport vesz részt a reakcioban, de
feltételezhetden az N-acetil gliikozamin 6-os szénatomjahoz kapcsol6do csoportja, mivel ez

helyezkedik sztereokémiailag a legjobban hozzaférhet6 pozicidban [25].



(A) (B) konjugicié Keresztkotés

O OH OH + +
0, HO 0 Q9 QL
O3 1-0 10— L L
HO oH 3 NH “n | i
0=
CH3 NN N NN AN AN SAONG
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5. abra: A HyA monomeregységének szerkezeti képlete (A) ill. a konjugacio és a keresztkotés

folyamaténak sematikus abraja (B) [25].

Ilyen keresztkotott szerkezetli HyA alapti hatéanyag hordozét fejlesztettek sikeresen
kutatocsoportunk munkatarsai [26]. A keresztkotések aranya 50%, 75% ill. 100% volt, a
segédreagensek pedig EDEA (2,2°-(etiléndioxi)bisz(etilamin)) és EDC (etilkarbodimid-
metiodid) voltak. 7 napon at tartd dializissel tisztitottak, majd liofilizaltak. Készitettek egy
kationos tenziddel (CTAB; -cetiltrimetilammoénium-bromid) semlegesitett feliileti toltés
valtozatot is, ezaltal megvaltoztatva a HyA hidrofobicitdsat. Ehhez a CTAB-ot a HyA vizes
oldatdhoz adtdk ¢és igy készitettek beldle részecskéket. Bizonyitottan sikeriilt mindkét
modszerrel hordozd nanorészecskéket 1étrehozni. A részecskék karakterizaldsa érdekében
szerkezet- ¢s oldatkémiai vizsgalatokat végeztek, majd egy hidrofob hatdéanyagot, a ketoprofént
(KP) kisérelték meg kapszulazni. A KP kapszuldzasi hatékonysaga mindkét eloallitasi
modszernél 95% koriili értéket ért el. A kioldodasi vizsgalatok alapjan kideriilt, hogy ha egy
relative kis mennyiségli CTAB van elektrosztatikusan kotve a részecskéhez, akkor az egy
gyorsabb és inkabb diffuzio kontrollalt folyamatot eredményez. Ezzel szemben a keresztk6tott
HyA esetében a hatéanyag oldodésa lassabb folyamat, viszont a felszabadulésa egy diffizi6 és
er6zid kontrollalt kioldodast okozott. Ezzel bebizonyosodott, hogy a keresztkotott HyA

részecskék jobb hatéanyag hordozok, mint az egyéb més uton mddositott valtozataik [26].

2.4. Transzferrin

A transzferrin (szérum transzferrin — Tr), egy glikoprotein, a gerincesek szamara
nélkiilozhetetlen fehérje. Sematikus szerkezetét a 6. dbra mutatja. Az azonos nevil
fehérjecsalad tagja, melyek f6 funkcidja, hogy megkdssék és széllitsak a vas(Ill)-ionokat a

szervezetben. Az elsO fehérjét a transzferrin csaladbol 1944-ben fedezték fel a tojasfehérjében,
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mint vas-koto vegyliletet. Azota a tobbi tagot sz€éles korben tanulmanyoztak és jellemezték a

kiilonféle fajok esetében.

6. abra: A transzferrin sematikus szerkezete.

Az emberi szervezetben a transzferrinek koziil haromféle van jelen. A laktoferrin példaul a
tejben, kdnnyben, nyalban, epében és 1éguti folyadékokban talalhatd. Emellett fontos szerepet
jatszik a velesziiletett immunrendszer tdmogatdsdban, mivel széles pH-tartoményban képes
megkdtni a vasat igy megakaddlyozza, hogy a legtobb patogén baktérium megszerezze azt. A
melanotranszferrin egy vas-kotd fehérje, els6ként a human bdrrdkos sejtekben mutattak ki.
Azota sok mas sejttipusban is igazoltak jelenlétét, foként a nyalmirigyekben, a bérben és a
vesében. A Tr csaldd tobbi tagjaval szemben a melanotranszferrin csak egyetlen vaskotd hellyel
rendelkezik. Valosziniileg fontos szerepet jatszik a daganatképzOdésben és a tumor
vasanyagcseréjében. A szérum transzferrin foként a vérplazméaban és a szovetek kozotti
folyadékban van jelen, mint a nyirok- és az agy-gerincveldi folyadék vas hordozoja, melyhez
két vas(Ill)-ion tud reverzibilisen kdtddni. Biztositja, hogy a vas oldatban maradjon fiziologias
koriilmények kozott és megakadalyozza, hogy részt vegyen redox reakciokban. A laktoferrin
mellett a velesziiletett immunrendszer f6 védekezé mechanizmusa [27].

A vas a plazméban kering mignem kapcsolodik a célsejt transzferrin receptorjahoz. Egy
karbonat-ionnak jelen kell lennie, hogy a vasat a transzferrinhez iranyitsa, taszitd toltést
létrehozasaval. A transzferrin nagy affinitassal tud kotddni két vas(Ill)-ionhoz. A sziikséges
karbonat-ion ligandumként is szolgal a vas stabilizalasdra a transzferrin kotShelyén. A
transzferrin a vashoz valo koétddés utan konforméciovaltozason megy keresztiil. Ezek utén a
célsejt savas, 5,6-os pH-ja csokkenti a vas-transzferrin kozotti kolcsonhatast és eldsegiti a vas
felszabadulasat a kotohelyrdl [28].

A transzferrin vasszallito képességét sok modon probaljak kiakndzni. Egyik ilyen kutatési

teriilet a rakellenes hatoanyagok fejlesztése. Mivel a daganatsejtek vasigénye joval az
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egészséges sejtek igénye felett van, lehetdség adodik célzottan, a tumorsejtekre szelektiv
gyogyszerforma kidolgozésa transzferrinnel bevont hatéanyag esetében. Példaul a doxorubicin,
egy antraciklin, daganatellenes szer, amely mas citotoxicitdssal rendelkezé hatdéanyaghoz
hasonléan szdmos sulyos mellékhatassal bir hasznéalata folyaman. A doxorubicin
transzferrinhez vald kapcsolasaval a rékos sejtek célzott terapidja lehetséges, kevesebb

mellékhatas mellett [29].

2.5. Kutatocsoport elozmények

A kutatdcsoportunkban tobb, a dolgozatomhoz kozvetlen kapcsolodd tudoményos
kozlemény sziiletett mar, melyek eredményei tdmpontot adtak a kutatémunka inditasahoz. Egy
kornyezetbarat, egylépéses preparaldsi protokollt kidolgozva - térhaldsité anyagok €s szerves
oldoszerek hasznalata nélkiil - hialuronsav és marha szérum albumin (BSA) alkotta
gyogyszerhordozo részecskéket hoztak létre és vizsgaltak kapszuldzasi lehet6ségeit [3,4]. A
szakirodalomban els6ként tanulmanyoztak kvantitativ médon ezen makromolekuldk kozotti pH
fliggd kolcsonhatasokat. Igazolast nyert, hogy mpsa/muya = 2 tomegarany alkalmazasa mellett
igéretes, megfeleld kolloid stabilitdssal rendelkezd, atlagosan 210 nm-es részecskék
eléallithatoak, melyek képzédését TEM felvételek is bizonyitottak. Mindemellett a csoport
munkatéarsai feltételezték a mag-héj szerkezet kialakuldsat, melyre az aramlasi potencial
mérésen alapul6 feliileti toltés meghatdrozéasara iranyuld vizsgalatok is kovetkeztetni engedtek
(a BSA adszorpcioja a HyA feliiletére kizarhato). A hordozo részecskék kialakitasa €s részletes
karakterizalasa utan 2 eltérd fobitassal rendelkezé modell molekula kapszulazasara is torténtek
vizsgalatok. Mindkét modellként valasztott hatdanyag tartalmaz egy aromas gytriit és egy
karboxilcsoportot, viszont a toltésiik pH = 4,50 értéknél eltérd. Egyik az ibuprofén (IBU)
(logP = 1,74) nem-szteroid gyulladascsokkentd, a masik pedig a 2-pikolinsav (2-PA)
(logP =— 0,1), idegvédo, immunologiai €s antiproliferaciods hatassal rendelkezik. A kapszulazasi
hatékonysag az IBU-nél 40%, mig a 2-PA esetében 14% volt. Az ibuprofén (IBU) bélben
torténd felszivodasat modellezve igazoltdk, hogy a fehérje/HyA alapt formulécid, amely
megnovekedett oldhatosagot, gyorsabb oldddast ¢és nagyobb permeabilitdst biztosit,
kontrollaltabb, alacsonyabb d6zist €s gyomornyalkahartyat kiméld terapias megoldast jelenthet
a nagy dozisu IBU alapu terdpidban. A hatéanyag felszabadulasat a fehérjék anyagi

mindségének valtoztatasaval is tudtak szabalyozni, melyet a 7. dbra is személtet [3].
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7. abra: BSA/HyA ¢és HSA/HyA alapt hordoz6 részecskékbdl az IBU felszabaduléasi gorbéi

(A) és a méréshez alkalmazott modell rendszer sematikus abraja (B) [3].

Egy masik kutatomunka sordn a hialuronsav mellett a huméan szérum albumint (HSA)
hasznaltak gyodgyszerhordozo kialakitasara [S]. Hasonldan az el6zdleg bemutatott HyA/BSA
rendszerhez, ebben az esetben is a mysa/muya = 2 tdmegarany bizonyult a legkedvezdbbnek.
Ezen hordozo6 részecskéket a D3 vitamin kapszuldazasara hasznaltak fel.

Ezt a kutatasi munka sorozatot folytatva a dolgozatom targya egy hatdanyag hordozo

részecske kialakitdsa a hialuronsav €s egy jabb szérumfehérje, a transzferrin kdlcsonhatasaval.
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3. Célkitiizés

fgéretes kutatocsoporti eldzményekre alapozva, Tudomanyos Diakkori dolgozatom
keretében megvaldsult kutatas célja hialuronsav (HyA) és transzferrin (Tr) makromolekulak
alkotta, kolloidalis hordoz6 részecskeként funkcionald rendszer 1étrehozasa és vizsgalata volt.
Egy olyan Osszetett részecske kialakitasat tlztik ki célul, mely a jovoben sikeresen
alkalmazhatd gyodgyszerhatdanyag szallitasara. Az altalunk hasznalt két makromolekulabol
ilyen rendszert még nem készitettek €s nem tanulmanyoztak hasonld formdban vagy
Osszetételben, igy nincsenek irodalmi elézmények a részecskék kialakithatosdganak korlataira
vonatkoz6éan. Ennek értelmében sziikséges volt elsd korben a két makromolekula
kolcsonhatdsanak részletes vizsgalata, majd a kialakuld kolloid rendszer részletes fizikai-
kémiai és kolloidkémiai jellemzése.

A fehérje és a poliszacharid kozotti interakcid teljes kort feltérképezéséhez tobbféle mérési
modszert terveztiink hasznalni, beleértve DLS, reoldgia, zavarossagmérés és CD
spektroszkopiai mérések kivitelezését. A vizsgalatok soran célunk volt feltérképezni, hogy
milyen hatassal van a pH és a makromolekuldk tomegaranyanak szisztematikus valtozasa a
kialakulé diszperzido sajatsagaira. Ennek tudatdban egy megfeleld pH érték, illetve
makromolekula tomegarany kivalasztasa utan célunk volt egy idealis eldallitasi protokoll
kidolgozasa is. Ehhez tobb kisérleti paramétert (adagoldsi sebesség, ionerdsség, HyA
koncentracio, keverési id6) kivantunk optimalizalni. Az igy eldallitott hordoz6 részecskék
karakterizalasat tliztiik ki munkank végsé céljaul, melyet TEM, FT-IR, DSC és stabilitas

méréssel terveztliink megvalositani.

14



4. Felhasznalt anyagok és szintézismodszerek
4.1. Vegyszerek

e Nagy molekulatomegii natrium-hialuronat (HyA, (C14H21011N)n,
Myw=1,5-1,8 x 10°kDa, < 1 % fehérje, Sigma)

e Human apo-Transzferrin (Tr, Mw= 79 570 Da, > 98%, Sigma)

e Natrium-acetat trihidrat (CH3COONa x 3 H20, > 99%, VWR)

e Ecetsav (CH3COOH, > 96%, VWR)

e Natrium-klorid (NaCl, > 99%, VWR)

A felhasznalt vegyszerek analitikai tisztasaga miatt nem volt sziikséges tovabbi tisztitasukra.

A megfelel6 oldatok eldallitasara nagy tisztasagu Milli-Q vizet (Millipore, Milli-Q, Integral3,
fajlagos ellendllas 18,2 MQxcm 25 °C-on) alkalmaztunk.

4.2.  Tr/HyA (2:1 tomegaranyu) részecskék eloallitasa

crer

crer

torzsoldatot 5,0 mL-re higitottuk (cuya = 0,05 mg/mL). Ezt kdvetéen egy 5,0 mg/mL-es Tr
oldatot készitettiink a szilard Tr nevezett pufferben torténd oldasaval, melyet 30 percig
kevertettiink, hogy megfeleléen oldodjon. A HyA oldathoz 10 pL/20 s adagolési sebességgel
adagoltunk 100 pL Tr oldatot 25 °C-on, 500 rpm kevertetési sebesség mellett. Az igy kialakitott
részecskéket tovabbi 1 oran at kevertettiik. A szilard mintat igényld vizsgéalati modszerekhez a
részecske diszperziot 1 6ran keresztiil 15 000 rpm sebességgel centrifugaltuk, a feliiluszot
eltavolitottuk. A tobb mintabol kapott szilard anyagokat egyesitettiik. Ezutan folyékony

nitrogénnel fagyasztottuk és liofilizaltuk a mintakat.

1. tablazat: Az ecetsav-acetat pufferek elkészitéséhez bemért ecetsav (mecetsav), valamint a
Na-acetat tomege (Mna-acetat) € azok koncentracidja (Cossz) (Vpusier = 250 cm?, I = 15 mM).

Puffer Mecetsav ()  MNa-acetst (&)  MNacl (g) (mrrfzsls/zcim3)
pH=3,6 0,2194 0,0330 0,1917 15
pH=4,0 0,1918 0,0756 0,1591 15
pH=4,5 0,1514 0,1810 0,0913 15
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5. Vizsgalati modszerek
5.1. Dinamikus fényszordas (DLS) és zéta-potencial meghatdrozds

A dinamikus fényszords mérés az egyik legelterjedtebb modszer kolloid diszperziok
részecskéinek ill. nanoszerkezetek hidrodinamikai atmérdjének meghatarozasara. A mérési
modszer a Tyndall effektuson alapul. A mintat He-Ne 1ézerrel vilagitjuk meg és a szort fény
mozgasanak kovetkeztében folyamatosan valtozik a szort fény intenzitdsa. A Brown-mozgas
sebessége ardnyos a rendszeriinkben jelen 1€vo részecskék méretével. A mért adatokbdl egy
autokorrelacios fiiggvény és a Stokes-Einstein egyenlet segitségével meghatarozhatok a
részecskék hidrodinamikai atmérdje (d), a diffuzidés egyiitthatd ill. a méreteloszlas
(polidiszperziés index — PDI). A részecskék hidrodinamikai atmérdje mellett elektroforetikus
fényszorassal meghataroztuk a (-potencial (zéta-potencidl, ZP), masnéven elektrokinetikai
potencial értékeiket is. A mérés soran a feliileti toltéssel rendelkezd részecskéket elektromos
erdtérbe helyezziik, ennek kovetkeztében elhasad az ionokat is tartalmazo hidrodinamikailag
immobilis réteg, ezaltal potencidlkiilonbség alakul ki a hasadasi sik és az oldat kozott. Ez a
potencidl a (-potencidl, melynek abszolutértéke a részecskék kinetikai stabilitasaval van
Osszefiiggésben. A 8. dbrdn lathatok egy pozitiv toltésti feliilet esetében kialakulu potencial- és

toltésviszonyok.

Potencial

0 B d dek Tavolsag, x

8. dbra: A tSltések és potencialok sematikus abrazoldsa pozitiv toltésti hatarfeliileten y° —
feliileti potencial, y' — belsé Helmholtz sav potencialja, y¢ — diffiiz réteg potenciél, { — zéta

potencial) [30].
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Alapja az elektromos kettOsréteg modell, melyben elkiilonitiink egy fix, feliilethez szorosan
kotodott negativ toltésh réteget, illetve egy lazabb, difftiz réteget, melyben egyarant talalhatok
pozitiv illetve negativ ionok is. Bonyolultabb esetek modellezése érdekében ezeket a rétegeket
tovabb lehet bontani. A feliileti toltést kiegyenlitd, szorosan kapcsolodd ionokat Stern-rétegnek
nevezziik, melyet egy bels6 (IHP)- és egy kiils6 (OHP) Helmholtz-rétegre bonthatunk. A
megkiilonboztetésre azért van sziikség, mivel vannak olyan ionok melyek a feliilettel specifikus
kolcsonhatés kialakitasara képesek, mig masok csak a feliilet toltésével keriilnek interakcidba.
Az OHP utén (x=d) kezdddik a diffuz réteg, melynek hatara a csuszosik, ahol a mért potencial
az elektrokinetikai- vagy masnéven a zéta({)-potencial [30].A DLS ¢és {-potencial méréseket
egy Horiba SZ-100 tipust dinamikus fényszorasmérd muszerrel végeztik, 25 £+ 0,1 °C-on (Aiézer
= 633 nm, He-Ne lézer) és a szort fény 90°-os szdgben detektaltuk. A C-potencidlok
meghatarozasa a Smoluchowski modellel tortént. A mért paraméterek értékét minden esetben

legalabb 5-5 mérési eredmény atlagaként szamoltuk.

5.2.  Turbidimetria

A kolloid diszperziok meghatarozoé jellemzdje a fényszorasuk. Tobbek kozott ebbdl is lehet
kovetkeztetni a rendszerben végbemend szerkezeti folyamatokra, mint példaul részecskék
kialakuldsa vagy éppen azok aggregacioja. Ugyanis minél tobb aggregitum van jelen a
kozegben, annal nagyobb mértékben érvényesiil a Tyndall-effektus. A hordozd részecskék
karakterizalasahoz turbidimetrids vizsgalatokat végeztiink, azt kihasznalva, hogy egy adott
tomegarany elérésekor a rendszer aggregal, durva diszperziok keletkeznek, a minta turbiditasa

pedig lecsokken. A folyamat kovetésére egy LP2000 Hanna Ins. tipusti zavarossagmérd

crer

cyey

4,0 és 4,5-0s pH értékeken.

5.3.  Aramldsi potencidl

Ellentétes toltésti makromolekuldkbol allo PEC-ek esetén a polielektrolitok tomegaranyatol
fiiggben azonosithatd a neutralizacids- vagy toltéskompenzacidos pontjuk. Ilyenkor a
makromolekuldk olyan ardnyban vannak jelen, hogy a kialakulé konjugatum toltése
kiegyenlitédik. Ehhez hasznélatos az in. részecske toltés detektor (Particle Charge Detector —
PCD), egy elektromosan toltott részecskéket tartalmazd diszperziok mérésére alkalmas
technika. A miiszer hengeres teflonedényben, egy teflon-oszlop altal mozgéast general a

mintaban, amely hatdsara a részecskék koriili elektromos kettdsréteg nyirasabol a tefloncsd
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falaban elhelyezkedo elektrodon potencialkiilonbség mérhetd (mV). Ezen rendszer pH méréssel
kombinalva lehetéség nyilik a kiilonféle toltéssel rendelkezd részecskék izoelektromos
pontjanak meghatarozasara is.

A méréseket egy Miitek PCD 04 toltéstitratorral végeztiik, szobahOmérsékleten. Ecetsav-
acetat pufferben 10 mL, 0,05 mg/mL HyA oldathoz adagoltuk az 5 mg/mL-es Tr térzsoldatot,
10 pL-enként. Igy a kiilonféle tomegaranyt pontokban mértiik az aramlési potencial értékét és
a modositott Boltzmann-egyenlet [31] €s nemlineéris paraméterbecslés segitségével hataroztuk

meg a gorbék inflexios pontjait.

5.4. Viszgkozitas

A vizsgalatokat egy Anton Paar ViscoQC 300 tipusu reométerrel végeztiik, egy koncentrikus
henger (C-DG26) geometriaju feltét hasznalata mellett, 25 + 0,1 °C-on termosztalva. A kezdeti
HyA oldat koncentracioja 0,05 mg/mL volt, ebbdl 14 mL-t mértiink be a hengerbe. 250 1/s-os
nyirdsi sebesség mellett titraltuk az 5 mg/mL-es Tr torzsoldattal, 25 pL-es egységekben, két
adagolas kozott eltelt id6 minden esetben 90 s volt. Ilyen paraméterekkel, tobb kiilonb6zé pH

értéken (3,60; 4,00; 4,50) is elvégeztiink legalabb 2-2 mérést.

5.5. Fourier transzformdcios infravoros spektroszkopia (FT-IR)

Az FT-IR mérések kivitelezésében Dr: Varga Norbert segédkezett. Egy ATR feltéttel ellatott,
(ATR Pro One) egyszeres reflexioju Jasco FT/IR-4700 spektrométert hasznaltunk. A tiszta HyA
¢s Tr szilard részecskék mellett még a 4,50-es ecetsav-acetat pufferes kozegben eldallitott
Tr/HyA (2:1) részecskéket centrifugalds utan fagyasztottuk majd liofilizaltuk és az igy kapott
szilard mintat poritottuk és vettiik fel IR-spektrumukat. A szinképeket 15 interferogram
atlagolasaval 1 cm™! felbontassal, 500-3700 cm™ tartomdnyon rogzitettiik. A normalizalt
spektrumon lathato karakterisztikus rezgési sdvokbol €s annak valtozasaibol megéllapithatok a

végbement szerkezeti valtozasok az egyszerii €s Osszetett biopolimerek kozott.

5.6. Differencialis pasztazo kalorimetria (DSC)

A differencidlis pasztaz6 kalorimetrids (DSC) mérések kivitelezése Dr. Varga Norbert
segitségével, egy Mettler-Toledo 822e kaloriméterrel miszerrel tortént. A detektalt DSC
gorbéket 25-500 °C kozotti hdmérséklettartomanyon vettiik fel 5 °C/perc felfiitési id6 és 50
mL/perc aramldsi sebességli nitrogén kozeg bedllitasa mellett. A mérésekhez liofilizalt
pormintakat allitottunk eld pH = 4,5 pufferbdl vald fagyasztva szaritas segitségével. Az

eredményeket STARe 12.10 szoftverrel értékeltiik ki.
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5.7.  Cirkularis dikroizmus (CD) spektroszkdpia

cyey

melynek CD-spektrumahoz viszonyitottuk a részecskében 1évo fehérje jelét. A kolloid
adduktumok eléallitdsa a 4.2. fejezetben leirtak szerint tortént, majd a részecskediszperzio olyan
mértékben lett higitva, hogy a fehérjekoncentracio 0,02 mg/ml legyen benne. A CD
spektrumokat egy Jasco J-1100 CD spektrométerrel (ABL&E-JASCO) rogzitettik
25 + 1°C-on 1 cm optikai Uthosszi kvarckiivettaban. A szinképek 100 nm/perc pasztazasi
sebességgel késziiltek a kozép UV-tartomanyban (200-300 nm) 3 L/perc N> aramléas mellett. A
végsd gorbéket 3 mérés atlagabol kaptuk. Fényforrasként egy vizhiitéssel ellatott, nagy
energidju xenonlampat (450 W) alkalmaztunk. A kiértékelés sordn a spektrométer sajat
szoftverjét hasznaltuk, melynek segitségével a Reed és Yang-modellt alkalmazva illesztettiik a
CD spektrumokat, igy lehetdségiink nyilt szdmszeriisiteni a fehérjét felépitd mdasodlagos

szerkezetl részletek szazalékos aranyat.

5.8. [Izoterm titracios kalorimetria (ITC)

Az izoterm titracidos mikrokalorimetrias (ITC) méréseket egy MicroCal VP-ITC tipusu
kalorimétert alkalmazva végeztiink. A mérések soran a kiilonb6z6 pH-ju (3,6, 4,0 és 4,5) HyA
oldatokat (1,4301 cm® mintacella) titraltuk rendre 1,00, 1,40 és 1,875 mg/mL koncentraciju Tr
oldatokkal (egy 0,280 mL térfogatu fecskendobdl) 10 puL/5 perc adagolasi sebesség mellett. A
miszer az adott mennyiségli fehérje becseppentésekor felszabadulé vagy elnyel6dd ho
mennyiségét méri idében (dQ/dt). Az igy kapott csticsok integralasat az Origin Microcal 7.1
szoftverrel segitségével végeztiik el, igy az 15. dbrdn lathatd entalpogramokat megkapva.

Minden esetben 2—2 mérést végeztem.

5.9. Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)

A transzmissziés elektronmikroszkopos (TEM) képek Turcsanyi Arpdd PhD hallgaté
segitségével késziiltek egy FEI Tecnai G2 20 X-Twin tipusit TEM késziilékkel 200 kV
gyorsitofesziiltségen. A mintdkat eldzetesen egy Oran at dializaltuk, hogy megtisztitsuk a
puffersok nagy részétdl és igy pufferkozegli diszperzidként vittiik fel egy TEM felvételek
készitésére alkalmas réz gridre, majd az oldoszert elparologtattuk. Az atlagos atméro értékeket

50-60 darab részecske méretének atlagaként hataroztuk meg az ImageJ szoftver segitségével.
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6. Kisérleti eredmények és értékelésiik

6.1. A HyA és Tr kozotti kolcsonhatas vizsgalata

Egy hatéanyaghordozd rendszer fejlesztésénél nagy hangsulyt kell fektetni a felépitd
komponensek kozotti  kolcsonhatas  feltérképezésére. Ismerve az altalunk hasznalt
makromolekuldk tulajdonsédgait és az irodalmi elézményeket, okkal feltételezhetjiik, hogy a
transzferrin és a hialuronsav kozott legfoképp elektrosztatikus kdlcsonhatds érvényestil. Ezért
elsé Iépésként meg kellett vizsgdlnunk, hogy a pH valtozasaval hogyan valtozik a
makromolekuldk, illetve a beldliik kialakuld részecskék toltése. Ehhez sziikséges ismerni a
polimer koncentracideloszlas gorbéjét, mely a 9.4. dabrdn lathaté és a savi disszocidcios
allandojat, amelyet az irodalomban el6zményekben mar meghataroztak (pKa~ 2,9) [32]. Ebbdl
kidertiil, hogy az altalunk vizsgalt pH értékeken (pH = 3,60; 4,00; 4,50) a HyA tobbségben a
deprotonalt, negativ toltésti forméjdban van jelen ([HyA]). Tudnunk kell ezen kivill a
transzferrin pH fliggd sajatsagairdl is. Ennek megismerésére aramlasi potencial mérésen

alapuld részecske feliileti toltés titralast végeztiink, mely a 9.B. dbrdn lathatdo gorbét

crer

“ ey

oldatot és minden pontban leolvastuk a pH €s aramlési potencial értékeket. Ebbdl megkaptuk a
transzferrin izoelektromos pontjat, amely pH= 5,00 értéknek adddott. Tehat pH= 5,00 alatt — a
késobbiekben altalunk is hasznalt értékeknél — bruttd pozitiv (amelyet a pozitiv dramlasi
potencial értékek jeleznek), felette pedig bruttd negativ toltéssel rendelkezik, tovabba az is
megfigyelhetd, hogy a pH novelésével ezen pozitiv toltés nagysaga szamottevoen csokken,

amely a makromolekulak kozott kialakuld kdlcsonhatas jellegét jelentdsen befolyéasolhatja.

(A) (B)
pH=4,50 pH=5,50 500 1 pH= 3,60
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9. abra: (A) A HyA protonalt és deprotonalt formdjanak koncentracioeloszlas gorbéje a pH

fliggvényében (cuya = 0,04 mg/mL). (B) A transzferrin aramlasi potencial értékeinek

valtozasa a pH fiiggvényében (c1r = 0,3 mg/mL).
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6.2. Makromolekulik ardanya és a pH hatdsa a kolloid részecskékre

Miutan a részecskéket felépité makromolekulak pH-fiiggo tulajdonsagait meghataroztuk és
megallapitottuk, hogy a toltésviszonyokat tekintve van lehetdség elektrosztatikus kélcsonhatas
kialakulasara, feltételezhetjiik a kolloid részecskék képzddését is a rendszerben. A
kovetkezOkben DLS méréseket végeztiink (10. dbra), hogy lassuk hogyan hatnak a kiilonb6z6
makromolekula tomegaranyok a kialakul6d szerkezetek méretére. Az egyes tomegaranyoknal
mért hidrodinamikai atmérd értékeket adott pH beallitdsa esetén a 10. abra foglalja Ossze.
pH = 3,60; 4,00 ¢és 4,50 értékeken 5,0 mL 0,05 mg/mL koncentracioji HyA oldatot titraltunk
5,0 mg/mL-es Tr oldattal, 10 uL-es 1épésekben.
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10. abra: A makromolekuldk egymashoz viszonyitott ardnyanak, valamint a pH hat4sanak a
részecskeméretre €s a polidiszperzitasi indexre (PDI) gyakorolt hatasa (A) pH= 3,6, (B)
pH=4,0 és (C) pH= 4,5 értékeken. (cuya = 0,05 mg/mL, Vhya titralands = 5,0 mL,

T = 5 mg/mL, adagolas: 10 uL/1épés).

Ahogy ranéziink a 10. abrdra, elsére azt lathatjuk, hogy a hidrodinamikai atmérd valtozasa
az (A) és (B) esetben hasonl6 gorbét ir le, a részecskék mérete egyenletesen ndvekszik, viszont
az aggregacid az (A) abran egy egész tomegarany egységgel kisebb értéken detektalhatd. Ez

Osszhangban van az el6z6 pontban megismert paraméterekkel, vagyis alacsonyabb pH-n a HyA
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még nem teljes mértékben deprotonalt forméaban van jelen, valamint a fehérje is jelentésen tobb
pozitiv toltéssel rendelkezik, ezért mar kevesebb Tr hatasara is aggregalni fog a rendszer. Az
alacsonynak tekintheté PDI értékek ezekben az esetekben drasztikusan nem valtoznak a
vizsgalt tartomanyon.

A 10. C. abra azonban abban kiilonbdzik az elsé kett6tol, hogy a hidrodinamikai atmérd
értékek elsd szakaszaban kiugrd pontokat, nagy részecskeméretet mértiink. Ez azért fordulhat
eld, mert a titradlds kezdetén még nem alakultak ki a részecskék vagy ha voltak is mar a
rendszerben, nem olyan mennyiségben, hogy ezt a miiszer megfeleld pontossaggal mérni tudta
volna. A PDI értékek is nagyobbak ezekben az esetekben, tehat a rendszeriink polidiszperzebb,
mint a titralas késobbi fazisaiban, tehat joval tobb kiillonb6zé méretli részecskéket mért a
miszer, ez is alatamasztja a kapott értékek pontatlansidgat az elsd titralasi lépésekben. A
folyamat elérehaladtaval Tr/HyA 1:1-es tomegaranytdl kezdve a hidrodinamikai &tméré mérete
kozel azonos az alacsonyabb pH-n kapott értékekhez. A PDI is lecsokken és ~ 0,2 koriil
stabilizalodik. Az aggregacio Tr/HyA = 4,60-os tdomegaranynal torténik, mivel ezen értéknél

van mar jelen annyi Tr, amely képes a kialakult részecskéket destabilizalni.
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11. dbra: (A) A transzferrin adagolasaval kapott Tr/HyA részecskék hidrodinamikai 4tmérdi
¢s differencialis méreteloszlas fiiggvénylik pH = 4,50 értéken, kiilonb6z6 Tr/HyA
tomegaranyok esetében (cuya = 0,05 mg/mL, Vhya titrslands = 5 mL, crr = 5 mg/mL, adagolés:
10 uL/Iépés). (B) A kiilonbozo pH értékeken eldallitott Tr/HyA részecskék differencialis

méreteloszlas fliggvénye (mr/muya = 1,2).

Amennyiben egy adott pH-n eldallitott részecskék méretét figyeljiik meg kiilonbdzd
tomegaranyndl (I1. A drba, szort fény alapu gyakorisag), lathatjuk, hogy novekvd Tr
mennyiséggel a részecskeméretek is egyre nagyobbak. Az azonos mennyiségli makromolekulak

esetében 1:1-es ardnynal alakulnak ki szembetiinden a legkisebb részecskék és a cstcsok
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sz¢élessége alapjan ez a kozeg szolgaltatja a legkevésbé polidiszperz méreteloszlast is. Ha adott
makromolekula ardnyndl a kiilonb6z6é pH-n eléallitott részecskék méretét vizsgaljuk (11. B.
dbra), 1athato, hogy a pH novekedésével a részecskék hidrodinamikai atmérdje is nd, valamint
a legmagasabb pH-n vannak a legvaltozatosabb méretii konjugatumok.

A DLS mérésekbdl kapott eredmények aldtdmasztasara ugyanolyan koncentracio
koriilmények kozott turbidimetrias vizsgalatokat is végeztiink, melybdl kapott adatok a
12. abrdn lathatdak. A kezdetben novekvd zavarossag a folyamatosan megjelend részecskékre
utal, majd minden esetben mérheté egy maximum pont, amely utan csokken a turbiditas. Ennél
a pontnal torténik az aggregacid, amely utan az dsszeallt nagyobb konjugatumok letilepedése
miatt csokken a valaszjel. A kapott maximumok (mr/muya= 2,0, pH= 3,6; mr/muya= 2,6, pH=
4,0; mt/muya= 4,8, pH =4,5) jo egyezést mutatnak a DLS altal az aggregacios pontokban

meghatarozott makromolekula aranyokkal.
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12. abra: A mintédk turbiditas értékeinek valtozasa a makromolekula arany fiiggvényében,

kiilonboz6 pH értékeken (cuya = 0,05 mg/mL, Vuya =5 mL, c1r = 5 mg/mL).

Mivel nem 4ll rendelkezésiinkre pontos adat arrol, hogy adott pH értékeken a fehérje mennyi
nettd pozitiv toltéssel rendelkezik, ezért dramlési potencidl mérésen alapulo feliileti toltés

meghatarozasara irdnyuldé méréseket végeztiink a kvantitativ jellemzés érdekében. Ehhez az

cre

crer

aramlasi potencial értékét, a kapott gérbéket a 13. A. dbra foglalja dssze.
Kezdetben nagy negativ értékeket mértiink, amikor még csak HyA van a rendszerben. Ez jo
egyezést mutat azzal a feltételezéssel, hogy a polimer a vizsgalt pH tartomanyon mindig negativ

toltéssel van jelen (9. A. dbra). Az is alatdmasztja a feltételezésiinket, hogy pH novekedésével
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egyre negativabb kiinduldsi pontot rogzitettiink, amit a polimer deprotonalodasaval
magyarazhatunk. A transzferrin adagolasa kozben — egy kezdeti gyors ndvekedést kdvetden -
linearis novekedést tapasztalunk (~ -340 mV), majd a valaszjel hirtelen megugrasat
tapasztaljuk. Ilyenkor a transzferrin pozitiv toltését a HyA mar nem tudja kompenzalni és a
rendszerben aggregacio 1¢ép fel. Az ezt kdvetden hozzaadott transzferrin mar feleslegben lesz és
ez hatdrozza meg a rendszer dramlasi potencialjanak értékét. A pH = 4,50 esetben az attoltés
nem is tud megvalosulni, amely azzal magyarazhatd, hogy kezdetben a HyA nagy része mar
deprotonalt allapotban van €s a hozzaadott transzferrin pozitiv toltése nem elég a rendszer teljes
attoltésre. Mivel nem minden pH érték esetében jol definidlt a rendszer izoelektromos pontja
(Uaram1= 0), ezért a gorbéket a mddositott Boltzmann-egyenlettel illesztettiik, és az igy kapott
inflexios pontok értékeit hatdroztuk meg, amelyek informécidval szolgélnak szamunkra az
aggregaciot illetéen. Az igy kapott értekekbdl (mt/muya= 2,41, pH= 3,6; mr/muya= 3,46,
pH=4,0; mr/muya= 4,63, pH=4.,5).
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13. abra: (A) A makromolekuldk tomegaranyanak hatdsa az d&ramlési potencialra, valamint
(B) a makromolekulak tomegaranyanak hatasa a zéta-potencidlra, kiilonb6z6 pH értékeken

(chya = 0,05 mg/mL, Vuya = 10 mL, c1r = 5 mg/mL).

Ezen eredmények megerdsitésére ugyanezen koriilmények kozott a kialakuld részecskék
C-potencial értékeit is meghataroztuk (13.B. dbra). A kapott adatsorok nagymértékben
parhuzamosak az aramldsi potencidl érték valtozasaval és hasonloképp is magyardzhatok,
valamint azt is megallapithatjuk, hogy a pH novelésével egyre negativabb (-potenciallal
rendelkezd, azaz kinetikailag egyre stabilabb kolloid adduktumok eldallitasa lehetséges.

Folytatasként reologiai méréseket végeztiink, mivel egy HyA tartalmt rendszer viszkozitasa

a molsuly mellett fiigg az oldatban jelen 1évd koncentracigjatol is. A mérdcelldban egy hig
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polimeroldat volt, melyhez tomény Tr oldatot adagoltunk 25 pL-es Iépésekben 90
masodpercenként, a kapott adatok a 14. A. abran lathatok. A kiindulasi pontban a HyA oldat
viszkozitasat mértiik, majd ahogy adagoltuk hozza a Tr-t, egyre csokkent a rendszer
viszkozitasa. Ez azzal magyarazhatd, hogy a polimer vizes kozegti térhalos szerkezete gyengiil,
majd megsziinik. A téréspontig folyamatosan képzddnek a részecskék, a toréspont utan, mikor
mar nem valtozik jelentOsen a viszkozitas, tobb részecske nem alakul ki, helyette aggregacios
folyamatok mennek végbe. Az eltérd pH értékek esetén kapott toréspontoknal (14. B. dbra) az
eddigiekben kapott tomegaranyokhoz hasonlé tendencia figyelhetd meg. Nagyobb pH-n késébb

aggregal a rendszer, mivel tobb pozitiv fehérjét bir el a kezdetben nagy negativ téltésti HyA.
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14. abra: (A) A tomegaranyok hatasa a folyasgorbékre kiilonb6zd pH értékeken, (B) az
illesztésbdl szamitott 1atszolagos viszkozitas (oszlopok) és makromolekula tomegaranyok (e)

a toréspontokban (cuya = 0,05 mg/mL, Vuya = 14 mL, cr = 5 mg/mL).

A makromolekuldk kozotti kolesonhatas vizsgalatdt izoterm titracids kaloriometrias
mérésekkel is vizsgaltuk, melyekbdl kapott entalpogramokat a 15. dabran foglaltunk Ossze.
Lathato, hogy a titralas soran végig negativ entalpia értékeket mértiink, tehat az egyes titralasi
lépésekben a részecskék kialakuldsa exoterm folyamatok eredménye. A hasznalt hig
polielektrolit oldatok miatt, az egy-egy pontban rogzitheté hdeffektus kicsi volt, de a
minimumok helye igy is pdrhuzamosan koveti az eddigi mérésekbdl kapott értékeket, valamint

igen jO egyezést mutatnak a fényszorasméréssel megallapitott aggregacids pontokkal.
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15. abra: A tomegaranyok hatasa az integralt ITC gorbékre kiilonb6zo pH értéken.
(caya = 0,05 mg/mL, Vuya = 1,4301 mL, crr = 1,00; 1,40; 1,875 mg/mL rendre 3,60; 4,00 és
4,50-es pH értékeken).

Az eddigi szamos vizsgalati modszerrel kapott eredményeket az 2. #dbldzat foglalja 6ssze.
A kiilonb6z6 pH értékeken kapott trend minden esetben megegyezik, az érzékelhetd kisebb
kiilonbségeket az adja, hogy minden miiszer esetében a kolloid diszperzié mas-mas paramétere

alapjan kaptuk a karakterisztikus pontokat.

2. tablazat: Az altalunk hasznalt vizsgalati modszerekkel karakterisztikus pontjai (mt/mmuya)
kiilonbozé pH értékeken. (ITC — minimum, DLS — aggregécio, turbidimetria — maximum,

aramlasi potencial — inflexios pont, reologia — toréspont).

pH=3,60  pH=4,00 pH= 4,50

ITC 1,71 2,60 4,55
DLS 1,80 2,80 4,60
Turbidimetria 2,00 2,60 4,80
Aramlasi potencial 2,41 3,46 4,63
Reologia 2,01 3,52 4,45

Az elézéekben bemutatott mérési modszereket figyelembe véve a tovabbi vizsgalatainkhoz
a pH = 4,50 kdzeget valasztottuk, mivel tobb paraméter (hidrodinamikai 4&tmérd — 10.C. dbra,
(-potencial — 13.B. dbra) is aldtdmasztja, hogy ezen a pH-n allithatoak eld a legstabilabb
részecskék. A makromolekuldk ardnyat tekintve mr/muya = 2 tOmegaranyt talaltuk idealisnak,

mivel 4,50-es pH-n elég tavol van az aggregaciora kapott karakterisztikus pontoktdl, illetve

26



ilyen aranyban eldallitott kolloid diszperzioban elég részecske képzddik, hogy a hasznalt

miszerekkel megfeleld pontossaggal lehessen mérni a késébbiekben.

6.3. A polimer koncentraciojanak hatdasa a kolloid diszperziok paramétereire

Miutan kivalasztottuk a részecskék megfeleld eldallitasahoz sziikséges paramétereket
a kialakul6 konjugatumok tulajdonsagaira. Megmértiik a részecskék hidrodinamikai atmérdjét
(16. A. abra), melybdl kideriilt, hogy magasabb kezdeti HyA koncentracié esetén minden
tomegaranynal nagyobb részecskék alakulnak ki (mr/mpya = 2 tdmegarany esetében 263 nm
0,05 mg/ml és 281 nm 0,1 mg/ml polimerkoncentracidknal), a két gorbe lefutasa azonban
megegyezik. Szamunkra hatéanyag hordoz6 rendszer kialakitasdnal a kisebb részecskeméret,

ezaltal a higabb polimer oldat a kedvezdbb.
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16. dabra: (A) A részecskeméret és (B) latszolagos viszkozitds makromolekula arany fliggése

kiilonb6z6 HyA koncentraciok esetén (ctr = 5 mg/mL, pH = 4,50).

A viszkozitas értékeket a 16. B. dabrdn lathatjuk. Itt nagyobb eltérést tapasztalhatunk a két
polimer koncentracié kozott. A toményebb HyA oldat kiindulasi latszdlagos viszkozitas értéke
joval magasabb, amely a polimer térhalos szerkezetével magyarazhato. A két rendszer kozott
tovabbi kiilonbség, hogy a fényszorasméréssel meghatarozott aggregacids pont, valamint a

viszkozitasgorbe toréspontja kis mértékben az alacsonyabb tomegaranyok irdanyaba toldodik el a

crer

crer

alacsonyabb, vizhez kozelebbi érteket vesz fel, amely egy gyogyszerhatoanyag hordozo

rendszer esetén kedvezdbb. A viszkozitds ¢€s hidrodinamikai atmérd értékek alapjan a

crer
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6.4. Kisérleti koriilmények hatdsa a kolloid diszperziok sajatsdagaira

A kovetkezd vizsgéalatok azokra a paraméterekre vonatkoznak, melyeket egyszerlien
valtoztatva lehetdségiink van hangolni a keletkezé részecskék meghatarozo tulajdonségait.
Ezeket a méréseket mar csak pH = 4,50 ecetsav-acetat pufferben Tr/HyA 2:1 tomegarany
mellett végeztiik.

A Kutatécsoport munkatarsainak korabbi tapasztalatai alapjan [5] varhat6, hogy a
részecskeméretet jelentdsen befolyasolhatja a Tr oldat adagolési sebessége a polimerhez. Ezért
kiilonbozo adagolési idokkel készitettikk el a kolloid diszperziokat ¢s mértiikk a keletkezo
konjugatumok hidrodinamikai atmérdit és zéta-potencial értékeit (17. abra). Az eredményekbdl
azt a kovetkeztetést tudtuk levonni, hogy csak a fehérje térfogat egyben torténd hozzaadasaval
keletkeznek nagyobb méretli részecskék. Ha a sziikséges térfogatot 10 pL/Iépesben adjuk a
polimerhez, az adagolasok kozotti idétartam ndvelése nem okoz nagy valtozast sem atmérdben
sem pedig zéta-potencial értékben. Ezek miatt a 20 s/10 pL adagolési sebességet valasztottuk,
mivel az adott kisérleti elrendezésiinkben konnyebben kivitelezhetd, mint a 10 s/10 pL, viszont

a keletkez6 részecskék tulajdonsagai nem kiilonbdznek szdmottevden.
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17. abra: Az adagolasi sebesség (10 pL/1épés) hatdsa a részecskeméretre €s a zéta-potencidlra

(chya = 0,05 mg/mL; Vuya =5 mL; c1r = 5 mg/mL; Vtr, 555z = 100 pL).

Mivel rendszeriinkben fOleg elektrosztatikus kolcsonhatast feltételeziink, mindenképp
sziikséges volt tanulmanyoznunk inert sé hozzdadasadnak hatasat a keletkezd diszperziora.
Ennek vizsgalatara az elkészitett részecskediszperzidkhoz kiilonb6zd mennyiségli tomény
NaCl oldatot adagoltunk és kovettiik a rendszer tulajdonsagainak valtozasat, ahogyan azt a

18. dbra mutatja.
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18. abra: (A) A hozzaadott NaCl hatédsa a diszperzi6 turbiditasara, (B) hidrodinamikai
atmérojére és {-potencidljara, valamint (C) a méreteloszlasra (Chya, titralands = 0,05 mg/mL;

VHyA titrslando = S ML; C1r =5 mg/mL, V1r, sssz= 100 l-lL)

A kisérletek soran novekvdé mennyiségli (0,00 — 0,08 M) natrium-klorid jelenléte mellett
meértiik a diszperzi6 turbiditasat, hidrodinamikai atmérd;jét és zéta-potencial értékeit. A DLVO—
elmélet szerint egy inert s6 megjelenése a rendszerben, képes lecsokkenteni az azonos toltésii
részecskék kozotti elektrosztatikus taszitast, olyan modon, hogy a konjugatumokhoz képest
ellentétes toltésli ionok ledrnyékoljak azok toltését. Ennek kovetkeztében a van der Waals
kolcsonhatasok keriilnek eltérbe, igy eleinte egyre novekvd atmérdjii részecskék keletkeznek,
majd a rendszer teljesen aggregalni fog. Ez lathat6 a 18. B. dbrdn, hiszen a folyamatosan
novekvo (-potencidl értekek egyre kevésbé stabil rendszerre utalnak, valamint a részecskeméret
is jelent6és mértékben megnd az inert s6 megjelenésével. Ugyanez a trend megfigyelhetd a 18.
C. dbrdn is, hiszen a bemutatott méreteloszlas gorbe a so hatasara ellaposodik és kiszélesedik,

ez is igazolja a kiilonb6z6é méretii 6sszekapcsolddott részecskék jelenlétét. Az aggregacids pont

a zavarossag mérés soran is jol lathat6 (18. A. dabra) és egybeesik a DLS altal kapott
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koncentracio értékkel, mindkét esetben 30 mM NaCl hatasara teljesen destabilizalodik a

diszperzio.
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19. abra: A keverési 1d0O hatésa a turbiditasra.

Az eldzetes mérésekhez sziikséges részecskék Osszedllitdsanal szembetlind volt a rendszer
zavarossaganak valtozasa adott kevertetési id6 utdn. Az optimalis keverési 1d6
meghatdrozasahoz turbidimetrids méréseket végeztiink a frissen elkészitett részecske
diszperziora. Megfigyelhet6 a 19. dbrdn, hogy a kiindulasi pontban, amikor az 6sszes fehérjét
hozzaadtuk a polimerhez, a zavarossdg 40 NTU érteket vett fel. Ez id6 elteltével, kevertetés
mellett nagy mértékben megvaltozott. Nagyjabol 1 ora utan elérte a 100 NTU értéket, ami utan
anodvekedées lelassult, mivel 200 perc elteltével is még csak 120 NTU turbiditasértéket mértiink.
Mindez a részecskék kialakulasanak sebességével magyarazhato, hiszen ezen asszociatumok
kialakuldsa — ahogyan azt a mérési eredmények is bizonyitjak - nem pillanatszeri. gy ezen
mérés alapjan megallapitottuk, hogy a tovabbi részecskediszperziok kialakitasanal 1 oras

keverési idovel sziikséges dolgozni.

6.5. A Tr/HyA = 2 tomegardanyndl elodllitott részecskék karakterizalasa

Az eddigi paraméterfiiggési vizsgalatok eredményeinek birtokdban meghatiroztunk egy
optimalizalt eldallitasi protokollt a részecskékre, mely a 4.2. fejezetben olvashato. Ez alapjan
allitottuk el6 a kovetkezokben hasznalt mintakat is. A részecskék méretének, méreteloszlasanak
¢s morfologiajanak meghatarozasara transzmisszids elektronmikroszkopos  képeket
készitettiink. Elséként a részecskepreparalas utan tal sok puffersot tartalmazott az elegyiink, igy
nem tudtunk jo felvételeket késziteni. Ezért a kész részecske diszperziot dializaltuk MQ vizben,

konduktometrias modszerrel kovetve a kdzeg fajlagos vezetdképességét, mely nagyjabdl 1 ora
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utan konstans értéket vett fel. A dializalt diszperzidban 1évd részecskék hidrodinamikai
atmérdjét fényszorasméréssel ellendriztiik és nem tapasztaltunk valtozast a dializis el6tti

mérethez képest. Az igy kapott minta kis mennyiségét cseppentettiik fel egy TEM gridre €s igy

mar jobb mindségii felvételeket tudtunk rogziteni.

(A) (B)

20. abra: Az optimalis koriilmények kozott eldallitott Tr/HyA kolloid részecskék

transzmisszios elektronmikroszkdpos felvételei.

A 20. A és B ébra alapjan elmondhatjuk, hogy a részecskéink tobbségben gomb alakot
vesznek fel. A 20. B abran lathato, hogy a gdmb alakl részecskéket kiilonféle polimerlanchoz
hasonlit6é hosszabb konjugatumok is koriilvehetik. A kapott méreteloszlas diagram (21. dbra)
alapjan lathato, hogy a meghatarozott részecskék nagysaga jo egyezést mutat a DLS alapjan
mért értékekkel €s a méretskala szerint atlagosan 238,5 + 68,8 nm méretli részecskéket

allitottunk elé.
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21. abra: Az optimalis koriilmények kozott eldallitott Tr/HyA kolloid részecskék

transzmisszios elektronmikroszkopos felvételei alapjan kapott méreteloszlas diagramja.
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A tovabbi kolcsonhatasok jelenlétének meghatarozasa céljabol CD spektroszkopiai
méréseket végeztiink, mind a fehérje, mind pedig a kialakult részecskék esetében, pH = 4,50

kbzegben (22. dbra).
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22. abra: A fehérjét és a fehérje-polimer konjugatumokat tartalmazo mintdk CD spektrumai

pH =4,50-n (c1r=0,02 mg/mL; mr/muya = 2; cuya= 0,01 mg/mL).

A spektrumok regisztralasat kovetden lehetdségiink nyilt azok Reed- ¢és Yang modellel
torténd illesztésére, amelynek segitségével a fehérje masodlagos szerkezetének valtozasat
kovethetjiik nyomon. Az igy kapott szerkezeti elemek szézalékos megoszlasat a 3. tdblazat
hasonlitja 0ssze mindkét modell esetében. A fehérjére kapott gorbére a Yang-modell jobb
illesztést ad, mig a részecskékre a Reed-modell volt pontosabb, amit az illesztés hibainak
(RMS) értékei mutatnak. A kapott eredmények ramutatnak arra, hogy a szabad fehérje 25%-os
a-hélix tartalma a polimerrel vald kolesonhatéas kovetkeztében 0,4%-ra csokkent. Ezek alapjan
elmondhatjuk, hogy a makromolekulak nem fizikai keverékként vannak jelen a rendszerben,
hanem jelentds kolcsonhatas alakul ki kozottiik. Mivel ilyen nagy mértékben valtozott a fehérje
masodlagos szerkezete, feltételezziik, hogy az elektrosztatikus kolcsonhatasok mellett hidrofob
interakcidk is jelen vannak a molekuldk kozott. A kiilonbség a fehérje €s a részecske a-hélix
értékei kozott abbol eredhet, hogy a rendszerben jelen levé HyA térhalos szerkezete nem engedi
olyan mértékben kitekeredni a fehérjelancokat, ahogyan az szabad szolvatalt formajaban

lehetséges.
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3. tablazat: A Tr méasodlagos szerkezeti elemeinek szdzalékos megoszlasa a HyA tavollétében

¢s jelenlétében az illesztés josagaval (RMS).

Tr HyA-Tr
Yang Reed Yang Reed
a-hélix 25 10,6 31,8 0,4
B-redd 20,7 47,5 0 66,3
Turn 23,6 4.2 40.6 0
Random 30,6 37,7 27,6 33,3
RMS 8,082 10,812 34,436 22,301

Kovetkezdleg kvalitativ IR és termoanalitikai méréseket (DSC) hajtottunk végre. Mindkét
esetben vizsgaltuk mind a részecskéket, illetve az azokat felépité makromolekuldkat is.
A 23. A. dbrdn a fehérje FT-IR gorbéjén 1635 és 1528 cm™'-nél a vértnak megfelelden
azonosithatdak az amidcsoportok abszorpcios csucsai. Ez valtozatlanul a részecske spektruman
is megjelenik. A polimer esetében 1026 cm™-nél a C=0 kotés rezgési savjat lathatjuk, amely a
részecske spektruman kis mértékben eltolodott, amelybdl feltételezhetjiik kolcsonhatas

jelenlétét a két makromolekula kozott.
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23. abra: AHyA (—), a Tr (==) és a 2:1 Tr:HyA (==) tomegaranynal szintetizalt
konjugatumok (A) IR-spektrumai és (B) DSC gorbéi.

Aregisztralt DSC gorbeket a 23. B. dbra szemlélteti. A szabad HyA-ra jellemz6 éles exoterm

cstics 230 °C-ndl a részecske spektruman szinte teljes mértékben eltiinik, ugyanugy mint, a
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fehérjére kapott minimum 226 °C koriil. A DSC mérésekbdl 6sszességében lathatjuk, hogy a
vizsgalt minta a Tr és HyA keveréke, am kozottik egyértelmti kolcsonhatds jelei nem
mutatkoznak.

A 23. A. és B. abran a részecskére kapott gorbékrdl azt tudjuk megallapitani, hogy a vartnak
megfeleléen, a keverék Osszetételét tekintve nagyrészt fehérjébdl all, mivel a Tr csucsai
latszodnak nagyobb mértékben mindkét esetben.

A Tr/HyA részecskék karakterizalasanak utolsd l1épéseként a kialakuld kolloid diszperzid
hidrodinamikai atmérdjét tobb napon keresztiil mértiik, ezzel vizsgéalva a rendszer kinetikai
stabilitasat. Az eredményeket 6sszehasonlitottuk a kisérleti munka egyik elézménye alapjan
eléallitott HSA/HyA hatdanyag szallitd részecskék stabilitasaval. A kapott értékeket a 24. dbra
ismerteti. Lathato, hogy mindkét rendszer az elsé 3 napon kdzel azonos mérettel rendelkezik,
majd a 4. naptdl kezdve a HSA/HyA részecskék nagyobb mértékii novekedése indul meg és a
8. napon mar 600 nm feletti aggregatumok képzddését tapasztaljuk. Ezzel szemben a Tr/HyA
részecskék esetében egyenletes, kismértékii méretndvekedést tapasztalunk €s az dsszeallitastol
szamitott, majdnem két hét elteltével is 400 nm-nél kisebb hidrodinamikai atmérd;jii részecskék

vannak jelen a rendszerben.
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24. abra: Tr/HyA és HSA/HyA részecskék méretvaltozasa az id6 mulasaval.
(CHyaA, titralands = 0,05 mg/mL; Vhya titralands = 5 mL; crr = 5 mg/mL; Vi, gssz= 100 pL,
CHSA =5 mg/mL, VHsA, sssz= 100 ML)

A DLS mérések ravilagitottak arra, hogy a fehérje cseréje HSA-rél Tr-re, tobb nappal
hosszabbitja, ezaltal javitja a kialakul6 részecskék stabilitdsat, ami egy optimalizalt hatdanyag

hordozd estében a legfobb paraméterek egyike.
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7. Osszefoglalas

Tudoményos Diakkori munkdm soran igéretes kutatocsoporti eredményekre alapozva egy
poliszacharidbol és egy fehérjébdl allo, dontéen a makromolekuldk Onszervezddése révén
kialakithato kolloid részecskék fobb sajatsagait vizsgaltunk.

Els6 1épésben meghataroztuk a biomakromolekulak toltésviszonyait, valtozé pH értékeknél.
Megallapitottuk, hogy a HyA pKa = 2,90 érték felett foként deprotonalt forméban van jelen a
kozegben, a transzferrin izoelektromos pontja pH = 5,00, amely alatt bruttd toltése pozitiv,
felette meghatarozoan negativ. Az ellentétes toltések kialakitasa végett ecetsav-acetat pufferes
kozegekben dolgoztunk, melyek pH értékei rendre 3,60; 4,00 és 4,50 volt. Vizsgaltuk, hogy a
makromolekuldk tomegaranyanak és a pH valtoztatasanak milyen hatasa van a kolloid
diszperzi6 sajatsagaira. Ehhez DLS, (-potencial, reoldgia, turbiditas, aramlasi potencial és ITC
méréseket hajtottunk végre, a 3 fent emlitett pH értéken, valtozé makromolekula tdmegarany
mellett. Minden mérési moddszerrel ugyanazt a trendet sikeriilt megallapitani, miszerint a
legstabilabb részecskék (dn = 270 nm; (-pot. =~ — 40 mV), ezaltal kolloid diszperzi6 a pH = 4,50-
es kozegben képzddik. A regisztralt mérési eredmények alapjan kidolgoztunk egy optimalis
részecske eldallitasi és tisztitdsi protokollt, melyben a makromolekuldk Tr/HyA 2:1
tomegarannyal vannak jelen pH = 4,50 kozegben.

Ezt kovetden vizsgaltuk kétféle kezdeti HyA koncentracié (0,05; 0,1 mg/mL) mellett
kialakul6 részecskék méretét, méreteloszlasat és szerkezetét, melybdl igazoléast nyert, hogy a
novekvOd HyA koncentracid a viszkozitasgdrbék toréspontjat a kisebb Tr/HyA tomegaranyok
felé tolja és ugyanez tapasztalhato a fényszoras mérések altal meghatarozott aggregacios pontok
esetében is. Ez hidrofob kodlcsonhatas jelenlétére is utalhat, ezért CD spektroszkopiai méréseket
is végeztiink a szabad fehérjére, illetve a fehérje-polimer konjugatumra. Megéallapitottuk, hogy
a HyA jelenléte lecsokkenti a fehérje masodlagos szerkezetében az a-hélix tartalmat ~ 25%-r6l
~0,4%-ra, ebbdl is lathattuk, hogy a két molekula k6zott valoban alakul ki kdlcsonhatas €s nem
fizikai keverékiik azonosithato.

A kovetkezd lépésben szamos kisérleti koriilmény optimalizalast hajtottuk végre.
Meghatéaroztuk az idealis adagolasi sebességet (20 s/10 pL), az ionerdsséget (I = 15 mM) és a
megfeleld keverési iddtartamot (1 ora).

A kialakitott részecskék részletes karakterizalasat is elvégeztik. TEM felvételekkel
megerdsitettiik a DLS-el kapott részecskeméreteket és IR spektroszkdpiai mérésekbdl igazoltuk
a makromolekuldk k6zotti kdlcsonhatés jelenlétét. Emellett a DSC gorbékbdl kidertilt, hogy a

konjugatum tulnyomorészt fehérjét tartalmaz, de a biomakromolekulak pontos aranyat a
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formulacioban nem sikeriilt kvantitativ modon meghatdrozni. A képz6dd Osszetett kolloid
részecskék stabilitdsi vizsgalatainak eredményét elemezve megallapithatd, hogy a Tr/HyA
rendszer egyértelmiien nagyobb kinetikai stabilitassal rendelkezik, mint a korabban eléallitott
HSA/HyA szérumfehérje/poliszacharid részecskéket tartalmazé diszperzio.

A TDK munkam eredményei alapjan kijelenthetd, hogy az altalunk kidolgozott mddszerrel
a Tr/HyA részecskék megfeleld kolloid stabilitassal eldallithatdak és potencidlisan képesek
lehetnek gyodgyszerhatdanyag szallitasara. Ezért elkezdtiink ibuprofén modell vegytilettel
formulalasi vizsgélatokat végezni a kialakitott részecskékre, viszont a rendelkezésre alld 1d6
alatt nem sikeriilt minden ehhez sziikséges mérést végrehajtani, igy kiértékelhetd adatok
hidnyéban ez mar nem képezi a dolgozatom részét. Az eddig kapott eredmények igéretesek, igy
jovobeni célunk minden formulalasi vizsgalat mihamarabbi megvaldsitasa, ezzel teljes

mértékben feltérképezve a Tr/HyA részecske hatdanyaghordozé sajatsagait.
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