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1 Bevezetés

A gyobgyszeripari kutatdsokkal parhuzamosan az anyagtudomany fejlédése lehet6vé
tette Uj, modern hatéanyag-hordozd rendszerek kifejlesztését, melyekkel megvaldsithaté a
hatéanyagok pontos hely és id6é szerinti célba juttatasa a szervezetben. A kilonb6zé tipusi
hat6anyag-szallitd rendszerek kidolgozasanal a legfébb torekvés, hogy a hatéanyag-leadas
sebessége es helye a terdpias célt a leheté legjobban szolgalja. Az Uj gyogyszerformak
tervezésénél meghatarozo tényez6 az emberi szervezetben a hely szerint valtozo fizioldgiai
korilmények, ezért el6térbe kerilltek az olyan multireszponziv polimer gélek, melyek
érzékenyen képesek reagalni az élé szervezetben jellemzé két legfontosabb paraméterre, a
homérséklet és a pH megvaltozasara.

Kutat6 munk&m kiinduld pontja az volt, hogy eléallitsak egy, az emberi szervezettel
teljes mértékben biokompatibilis, a kornyezetet és a szervezetet nem terhel6, toxikus
bomlastermékeket nem generdld, a kornyezeti paraméterek valtoztatasara reagalni képes
kotérhalds szerkezeti hidrogélt, mely alkalmazhaté hatéanyag-leadd matrixként.

Ezt a célt a pH-érzékeny poliaszparaginsav (PASP) és a testhémérséklet kozeli
fazisétalakulassal rendelkezo, hémérsékletérzékeny  poli(N-izopropilakrilamid)-bol
(PNIPAAmM) feléplilé koterhalo létrehozéasaval kivantam elérni. Szakdolgozatomban [1] mar
beszamoltam a  poliaszparaginsav-I-poli(N-izopropilakrilamid) ~ (PASP-I-PNIPAAM)
kotérhdlok dimetil-szulfoxidban torténd eloallitasarél, jelenlegi munkamban a kotérhalok
szintézisét vizes kozegben valositottam meg, mert a NIPAAm polimerizacidja vizes fazisban
nagyobb polimerizaciofokot biztosit, ami pedig jobb mechanikai tulajdonsagu hidrogéleket
eredményez. A poliszukcinimid (PSI) alap polimer vizoldhatdségat a félanc etanolaminnal
torténé kémiai modositasaval oldottam meg. Allil-amin csoportok beépitésével biztositottam,
hogy a maddositott PSI allil oldalcsoportjain keresztll részt vegyen az NIPAAmM gyokos
mechanizmusu polimerizicidjaban, kialakitva ezzel egy multireszponziv PSI-I-PNIPAAM
kotérhalds hidrogélt. Az ezt kdvetd lagos hidrolizis sordn a matrix Aatalakithatd
PASP-1-PNIPAAmM kotérhalova.

Vizsgaltam az el6allitott gélek egyensulyi duzzadasfokat a kornyezeti pH, valamit
homérséklet fuggvényében. Elozetes kioldodas vizsgalatokat végeztem diklofendk-natrium,
nem szteroid tipusu gyulladascsokkentével. A Kifejlesztett PNIPAAmM-I-PASP kotérhald
rendszerrel egy elnyujtott hatéanyag-leadast sikerult megvaldsitani, ami védelmi funkciot

biztosit a gyomornyélkahartya szdmara, igy a mellékhatasok veszélye csokkenthetd.



2 lrodalmi attekintés

2.1 Szabalyozott hatéanyag-leadas polimer gélekkel

A hatasos gyogyszeres terapia megvalositasanak szamos akadalya létezik, amelyek nem
csupan a hatéanyag farmakologiai és farmakokinetikai tulajdonsagaibdl erednek, hanem
alapveté probléma az is, hogy egyetlen hagyomanyos gyogyszerkészitmény sem képes arra,
hogy a beldle szabadda valt hatéanyagot a sziikséges koncentracidban eljuttassa a megfelel6
receptorhoz. A hagyomanyos gyogyszerformak hatranyainak a kikiszobdlésére szamos, j
mddositott hatdanyag-leadasu rendszert fejlesztettek ki a gydgyszeriparban [2].

A mddositott kioldédas haromféle mechanizmussal jatszodhat le: késleltetett, szakaszos
és nyujtott. A késleltetett kioldodas esetében egy bizonyos késleltetési idé utan indul meg a
hatéanyag-felszabadulasa, mig szakaszos kiold6das esetén pontosan meghatarozott
id6szakaszokban, a nap folyaman ritmusosan. A nyujtott hatdanyag-leadasu készitményeknél
lassubb kioldodas kinetika figyelheté meg, mint a konvenciondlis készitményeknél, igy a
hatastartam novelhetd, mig a dozisok gyakorisaga és az esetleges mellékhatasok
csokkenthetok [2].

Az emberi szervezet homeosztazisdnak egyensulya visszaéllithato, ha a
gyogyszerhordozd a hatdanyagot csak abban az idépontban adja le, mikor arra val6ban
szilksége van. llyen, a szervezet természetes muiikddését utanozni képes, visszacsatolasos
elven miikddé rendszereket intelligens polimer gélek segitségével tudunk késziteni.

A polimer gélek térhalds szerkezetii polimerek, melyek a térhald lancai kdzott nagy
mennyiségi folyadékot - duzzasztoszert - képesek megkdtni. A haromdimenzids térhalds
vazszerkezet alakallanddsédga a nagy mennyisegti folyadék (nagyobb, mint 90%) jelenléte
esetén sem sztinik meg [3]. A diffuzibilis részecskék szamara atjarhatok, nagy
folyadéktartalmuk miatt fizikai-kémiai tulajdonsagaik az oldatokéhoz hasonlok. A géleket a
folyadékoktol rendszerint a rugalmassagi modulus, vagy a viszkozitas alapjan kilonboztetik
meg [4]. A szilard halmazéllapotra jellemzé tulajdonsdguk a deforméalhatosag és a mar
emlitett alakalland6sag, mely a szerteagazo6 vazszerkezetnek koszénheté [5].

Attol fliggéen, hogy a polimer gél vdzat milyen kdlcsonhatdsok tartjak dssze fizikai
illetve kémiai polimer gélekrél beszéltnk.

A kémiai gélekben a részecskék kozott stabil kémiai kotések (kovalens kotések)
alakulnak ki, amelyek végtelen molekulatomegii térhaldt eredményeznek [4]. pl.:

diaminobutannal keresztkétott poliszukcinimid



A fizikai gélek szerkezetét masodrendi kotések tartjak dssze. Tulajdonképpen barmely
folyamat, ami kedvez a polimer lancok ideiglenes &sszekapcsolddasanak, fizikai géleket
eredményezhet. Ugyanakkor ezek a gélek az 6ket Osszetartd kotések jellegébdl adddoan
homérsékletemelés hatdsara altaldban felbomlanak [4]. Ilyen fizikai gél pl.: zselatin

A polimer gélek egyedilallé tulajdonsaga, hogy érzékelik kdozvetlen kdrnyezetik fizikai,
illetve kémiai allapotanak egy vagy tébb jellemzéjét, majd valamelyik allapotjelz6jiik jelentés
megvaltoztatasaval, gyors és egyértelmii valaszt adnak a kdrnyezeti valtozasra. Ez a valasz
altaldban a polimer gélek jelentds térfogat valtozasaban nyilvanul meg (1. dbra), ami magaval
vonja az ettél fliggd dsszes tulajdonsag valtozasat is [6]. Jelentés mértékben modosulnak az
optikai, mechanikai és transzport tulajdonsagok. Mivel a polimer gélek kornyezeti
ingerhatasokra érzékenyek, igy a hatéanyag-leadas szabalyozhatova valhat a pH, a
homérseklet, az ionerésség, koncentracio, illetve elektromos/méagneses tér hatasara [7].

1. abra: Hidrogélek térfogatvaltozésa a pH fliggvényében

Az ilyen rendszerekkel megoldhatd, hogy a hatdanyag-leadds a test egy meghatarozott
részében torténjen (pl. emésztérendszer egy meghatarozott pH értékkel bird szakaszan).

Orvosbiologiai alkalmazasuk feltétele, hogy az él6 szervezettel 6sszeférhetoek legyenek
(biokompatibilitds), a szervezet ne kezelje a polimer géleket testidegenként, valamint, hogy
megfelelé mechanikai tulajdonsagokkal rendelkezzenek a felhasznalasuk helyén
(biofunkcionalitas). Hat6anyag-hordozoként vald alkalmazasuk esetén, miutdn leadtdk az
adott terapias terlleten a hatdanyagot fontos a bioldgiai lebonthat6saguk, ami torténhet
oxidativ, hidrolitikus vagy enzimatikus Gton.

Az intelligens polimer gélek duzzadasi és hatdanyag-leadasi mechanizmusa leginkabb
haromféle modellel irhatd le: diffuzié-, duzzadas- és kémiailag-kontrollalt. A leggyakoribb
ezek kozul a diffuziokontrollalt, melyet a Fick-torvényekkel tudunk leirni empirikus
Osszefiiggések  felhasznalasaval. A duzzadaskontrollalt esetben egy  nyit0-zaro
mechanizmusrol beszélliink, melyben zart allapotban a térhalé gatolja a hatéanyag diffaziojat,
viszont a megfelelé kilsé hatds megndveli a gél térfogatat igy a lancok kozétti atlagos



tavolsagot, melynek kovetkeztében a hatéanyag ki tud aramolni a rendszerb6l. A hatas
megsziinesével a gél szinerizél, a haldlancok tavolsaga lecsokken az eredeti ertékre, ezzel Ujra
megakadalyozva a kioldddast. A kémiailag kontrollalt mechanizmus esetén, a hordozd
matrixban lejatsz6d6 kémiai reakcid hatarozza meg a kioldddas végbemenetelét [8].
Kutatbmunkam szempontjabol a pH és a hémérséklet megvaltozasara érzékeny,
szabalyozott hatéanyag-leadast biztositd rendszerek a legfontosabbak, ezért a tovabbiakban

ezen rendszerek bemutatasaval foglalkozom.

2.1.1 A pH-érzékeny hatbéanyag-leado6 rendszerek

A pH-érzékeny hatéanyag-leadé rendszerek ionizalhatd csoportokat tartalmazo
polimerekbdl éplilnek fel, ezért polielektrolitoknak is nevezik 6ket. A polielektrolitok savas
vagy bazikus jellegi csoportokat tartalmaznak, igy a kdrnyezet pH valtozasanak hatasara
protont képesek leadni vagy felvenni. A polielektrolitokbdl felépilé gélek a kodzeg
kémhatdsatol fliggéen duzzadéssal, illetve szinerézissel képes szabalyozni a hatdanyag
felszabadulasat [7]. A polielektrolit gélek duzzadasaért a funkcids csoportok elektrosztatikus
taszitds és szolvatacidja a felelés, a duzzadas mértékét a kdzeg pH-ja és ionerdssége
egylttesen befolyasolja.

Az anionos hidrogélek duzzadéasfoka® savas kézegben kismértékii, neutralis lancként
viselkednek a polimerlancok, &m a pH ndvelés mar hatdssal van a polimer filicitasara,
melynek valtozasa maga utan vonja a duzzadasfok jelentés ndvekedését, ez pedig felgyorsitja
a kioldodasi folyamatot. A kationos polimerekbél felépiilé gélek lancai alacsony pH értéken
ionizalodnak, melynek hatasara duzzadasfokuk megné.

A pH-érzékeny hatdanyag-leadd rendszerek napjainkban leginkabb az orélisan adagolt
készitmények teruletén alkalmazzak [9], azonban daganatterdpiaban célzott hatéanyag-lead6
rendszereként is el6térbe kerlltek (pH-szenzitiv-liposzomak [10,11]). Kilénésen nagy a
pH-érzékeny hatoanyag-leado rendszerek jelentésége a gyomorfekély kezelésében. A gyomor
savtartalmara érzékeny polimerrel ellatott gyogyszerformaval pulzald hatéanyag-leadast értek

el [12]. Ezzel szembe az anionos pH-érzékeny polimer gelekkel meg tudjuk akadalyozni a

1 A gél méretvaltozasat a gél tomeg duzzadasfokaval jellemezhetjik:
m

gél
Qp =" —

kiszaritott gél

ahol mg¢ a duzzadt gél tomege, mig Muiszaritort o1 @ duzzasztoszer nelkili Kiszaritott gél
tdmege.



hatéanyag kioldodasat a gyomor savas pH-jan, hiszen a gyomor és a belek kozotti pH-
kiilonbség elég nagy ahhoz, hogy a hidrogélek duzzadasfokat jelentésen befolyasolja, igy a
hordoz6 csak a belekbe érkezéskor adja le a hatéanyagot, ahol a testnedv mar kdzel semleges
kémhatésu [13].

A gyogyszeriparban pH-érzékeny hidrogélként is felhasznalt polimerek egyike a
kitozan, mely a kitin deacetilalt szarmazéka. A Kintin rakok és kagylok pancéljanak
természetes komponense. A kitin biokompatibilis, pH fiiggé kationos polimer, vizoldhatd
pH =6,2 értékig, és ha vizes oldatdt pH=6,2 érték folé lugositjuk, az a polimer
Kicsapddasahoz vezet. Ezt a tulajdonsagat hasznalja fel a gydgyszeripar a hatéanyag-leadas
teruletén [14].

Tovébbi ipari példa pH-érzékeny polimerekre: poliakrilamid (PAAmM), poliakrilsav
(PAA),  poli(N,N-dimetil-amino-etil-metakriladt) (PDEAEMA), a polimetakrilsav,
polietilénglikol (PEG), poliaszparaginsav (PASP) [15,16].

2.1.2 Hoémérsékletérzékeny hatdéanyag-leadd rendszerek

A homérséklet altal szabalyozott rendszerek esetében homérsékletvaltozas hatdsara
fazisatalakuldssal egybekotott szerkezetvaltozas kovetkezik be, ez a hatéanyag leadasat is
befolyasolja. Megkulonbdztethetlink negativ és pozitiv hdmérsekletérzékenységii rendszereket
[17].

A negativ homérsékletérzékenységgel rendelkezé polimerek egy bizonyos hémeérséklet
felett oldhatatlannd valnak az adott kdzegben. Az a homérséklet, ahol ez a fazisatalakulas
bekdvetkezik, a fazisatalakulasi hémerséklet, a fazisdiagram minimum pontjat alsé kritikus
szételegyedési hémersékletnek (Lower Critical Solution Temperature, LCST) nevezzik. llyen
negativ. hémérséklet-fliggést mutatd polimerek példaul a poli(N-izopropilakrilamid) és
szarmazékai, valamint a poli(metil-vinil-éter) [17,18].

A pozitiv hémérséklet-fiiggésti polimerek adott 6sszetételi oldataban a fazisatalakulasi
homérséklet alatt a polimer kicsapddasa tapasztalhatd. A fazisdiagram maximum pontjat felsé
kritikus szételegyedési homérsékletnek (Upper Critical Solution Temperature, UCST)
nevezzuk.

Mind a két tipusu hoémérsékletérzékenyseget befolydsolhatja a polimer kémiai
szerkezete, a koncentracio, elektrolitok, egyéb adalékanyagok [17].

A hémeérsékletérzékenységre jo példa az etilhidroxietil-cellul6z [19,20]. Vizes oldatanak
viszkozitdsa a homérséklet emelkedésével csdkken, bizonyos ionos fellletaktiv anyagok, mint

példaul a natrium-dodecil-szulfat hozzaaddsaval melegités hatasara 30-40 °C-on kemény és



atlatszo géllé alakul. A fellletaktiv anyag hozzdkapcsolddik az etilhidroxietil-cellulézhoz, igy
a térhald pontok szdma a homérséklet emelkedésével megndvekedik, a feltletaktiv anyagok a
polimerlancokat dsszekapcsolva kialakitjak a gélstruktarat [21].

Szamos természetes polimer vizes oldata gélt képez homérsékletcsokkenés hatasara,
ilyen a zselatin szol-gél atalakulésa, azonban néhany celluldéz szarmazék kivételt képez ez aldl
[22]. A metilcellul6z és a hidroxipropil-metilcelluléz vizes oldata hémérséklet emelkedés
hatasara gélesedik, 40-50 °C, illetve 75-90 °C kdz6tt [23,24].

A leggyakrabban kutatott hémersékletérzékenyseget mutatd polimer a PNIPAAmM, a
polimer hidrogél szarmazékai hémérsékletvaltozas hatdsara reverzibilisen duzzadnak és
szinerizélnak a homérsékletvaltozas irdnyanak megfeleléen. A PNIPAAmM ezen tulajdonsagéat
szakaszos, szabalyozott hatdéanyag-leadast hordozokban felhasznalhatjuk. Egy lehetséges
alkalmazés soran, a PNIPAAmM a gél fazisatalakulasi hémeérséklete alatt diffzio-szabalyozott
mddon szabadul fel a hatéanyag, mig LCST értéke felett megsziinik a kioldddas, ekkor
ugyanis a gél feliiletén egy borszert réteg alakul ki, ami megakadalyozza a viz és a hatéanyag
kidramlasat a gélbol [25].

A gyogyszeriparban és az orvosbioldgiaban szamos hémérsékletérzékenységgel
rendelkezé polimer és kopolimer felhasznalasi lehet6ségeit vizsgaljak, kozilik is a

legfontosabbakat az 1. tdblazat foglalja 6ssze [26].

Polimer Biokompatibilitdas  Biodegradibilitds  Biotoxicitds LCST (°C)
PEO-PPO-PEO nem ismert magas alacsony 5-30
PEG-PLGA-PEG magas magas nem ismert 30-35
PMPA nem ismert nem ismert nem ismert 51
PNVCL magas magas alacsony 32-34
EPG magas nem ismert alacsony 32-42
PLGA-PEG-PLGA magas magas nem ismert 37

1. tblazat: Néhany, az egészsegligyben alkalmazott termoreszponziv polimer

2.1.3 Multireszponziv polimer gélek

Azokat a polimer géleket nevezziik multireszponzivnak, amelyek tobbféle kdrnyezeti
paraméter valtozéasara képesek reagalni.

A 2.1.2 fejezetben emlitett pH hatasara gélesed6, kationos Kkitozdn oldatok
homérsékletérzékeny és pH-fliiggé rendszerré valnak béta-glicerofoszfat hozzaadasa utan [27].

Az igy elééllitott kitozan-glicerofoszfat hidrogélek kivaléan alkalmasak implantatumok



kialakitasara, tovabbd magas porozitdsuk miatt makromolekulak és gyenge vizoldékonysagu
hat6anyagok szallitasara is alkalmazhat6ak.

Szintén multireszponziv tulajdonsdggal rendelkezik a poli(N-akriloil-N-polipiperazin)
(PNANP). A polimer vizes oldatdnak LCST-je 37 °C, de ha a kornyezeti pH-t pH =6 és
pH = 10 kozo6tt valtoztatjuk, az fazisatalakulasi hémérséklet 65 °C és 25 °C kozott valtozik
[28].

A poli(N-izopropilakrilamido-ko-akrilsav), a poli(N-izopropilakrilamid-ko-N,N-dimetil-
amino-etil-akrilamid), valamint a poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonsav) kopolimerek
ugyancsak érzékenyek mind a pH és a homérséklet valtozasara [28,29]. Itakonsavval
kopolimerizalva a NIPAAm-ot megfelel6 keresztkété molekula jelenlétében egy olyan hidrogelt
hozhatunk letre, ami alkalmas a vastagbélben a paracetamol szabalyozott hatéanyag-leadéasara
[28]. A vastagbélben torténd hatéanyag-leadas sordn fontos, hogy a hidrogél ne duzzadjon
meg savas pH-n viszont j0 duzzadasi tulajdonsdga legyen neutrdlis, ligos kdzegben. A
PNIPAAm-itakonsav hidrogél pH indukalt duzzadasa a hémeérséklet altal is kontrollalt, igy
megfelel6 a kioldodasi profillal rendelkezik (2. &bra).

100 —
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= / /
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2. dbra: A paracetamol kiold6das gorbéje pH = 2,2 és pH = 6,8 pufferben
A paracetamol kioldodésa a gélbsl megkdzelitéleg 6 dra alatt zajlik le pH = 2,2-es, mig kozel
2 Ora alatt pH=6,8-0s kozegben. Korabbi irodalmak szerint a paracetamol teljes

felszabadulasa az eddig vizsgalt hatéanyag-hordozdkbdl 5 éra volt, tehat jelent6s javulast

lehet elérni a multireszponziv hidrogél alkalmazasaval [29].

2.2 Aminosav alapu polimer gélek

Munkam soran eléallitott polimer hidrogélek alapjat a poliaminosavak képezik. Ezek a
polimerek, valamint a belélik eléallitott polimer gélek érzékenyen reagalnak a kornyezeti pH

megVvaltozdsara, valamint aminosav épitéelemeiknek kdszonhetéen enzimatikus Gton
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lebonthatok toxikus metabolitok keletkezése nélkil. A poliaminosavak alkalmazésa e
tulajdonsaguk miatt értékelodik fel a mar meglévo hatéanyagok célozottabb, és hatékonyabb
bejuttatdsa terén. Felhasznélasukkal olyan maétrixok valdsithatok meg, melyek az é16
szervezettel teljes mértékben biokompatibilisek, igy nem valtanak ki immunreakciét [30].

Az altalam tervezett polimer gél alapjaul a poliszukcinimidet (PSI) valasztottam. A PSI
eléallitaisa az aszparaginsav termikus polikondenzécidjaval torténik mezitilén-szufolan

elegyben H3PO, katalizis mellett (3. abra):

~160 °C
H3PO4
Aszparaginsav Pollszukcmlmld

3. abra: A poliszukcinimid eléallitsa termikus polikondenzacioval aszparaginsavbol

Hidroxidionnal, mint nukleofil reagenssel reagalva a PSI poliaszparaginsavva (PASP)
hidrolizal (4. abra), mely, térhalds rendszerek esetén pH-érzékeny hidrogéleket eredményez

o o HN
NaOH
N @—— HN
o o
o NaO ¢ Nao P
L “n m
PSI PASP

4. dbra: A poliaszparaginsav (PASP) eléallitasa poliszukcinimidbél (PSI)

2.2.1 A poliszukcinimid mddositasa

A polimer lanc tulajdonséga kildnb6zé mddositdé molekuldkkal megvéltoztathaté, igy
lehetové téve az egyes alkalmazasokhoz optimalizalt polimer gélek létrehozasat. A
poliszukcinimid (PSI) lancot aktiv imid kotései lehetévé teszik, hogy nukleofil csoportot
tartalmazd molekuldkkal reagaltassuk [32]. A szukcinimid gyirtk lehet6vé teszik azt is, hogy
kémiailag térhaldsitott gélt allitsunk el6 a poliszukcinimid, vagy akar a mddositott

poliszukcinimid lancbdl. Ehhez olyan molekuldra van szikségunk, melyek legalabb két
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nukleofil funkciés csoportot tartalmaznak. Ilyenek a természetes diaminok (példaul a

diaminobutan) (5. abra). Az igy képzett gél ltgos hidrolizisével PASP gélt kapunk.

o]
o) 71 o N
o) y N
N N @) q
p o
0 °© NH
NH HN
N]\ R §
OxNH
PSI o A NH_
%?’\:& ;’\j‘:|r \;[
NH
NH N
o]
& ; o] s o t

5. &bra: A poliszukcinimid lancok 6sszekapcsolasa diaminobutannal

Ha tehat a polimert megfelelé korulmények kozott nukleofil reagensekkel hozzuk
kapcsolatba, a szukcinimid gyiiri felnyilik.

Az irodalomban legnagyobb szdmban a poli(hidroxietil-aszparagin) (PHEA) gélesitésére
talalunk peldakat [33-35]. El6nye, hogy a polimer biokompatibilitasa mellett a térhalositasi
reakcid soran a felhasznélt olddszer sem terheli a kdrnyezetet, hiszen mind a PHEA, mind a
keresztkotést létrehozd molekuldk (aminoalkoholok) jol oldodnak vizben (6. abra). Emellett
az aminosav alapu polimer gélek vizes kozegben torténé eléallitasaval a késobbi felhasznalas

sorén csokkenthet6 a felesleges méreganyag bevitele.

0
0
NH,
0
5 o N OH
OH HzN N o OH
N HO B 0]
H2N OH - NH —p
no NH rj
o J/

HO
PSI Ho PHEA

6. abra: A poli(hidroxietil-aszparagin) (PHEA) eléallitasa poliszukcinimidbél (PSI)

Az eléallitott mobdositott PSI  egyes tulajdonsagai az alaplanchoz kapcsolt
aminoalkoholok alkil lancanak hosszusdgéval szabalyozhatok. Rovidebb szénlanc esetén a
kapott polimer inkdbb hidrofil, hosszabb szénlanc esetén hidrofob jellegii [36]. A PSI

reakcidja kiilonbdz6 aminoalkoholokkal (5-aminopentanollal és 6-aminohexanollal) azonban
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nem csak a polimer lanc oldhatosagat befolyasolja, hanem egy hémérsékletérzékeny polimert
eredményez, ami vizes kdzegben vizsgalva jol definialhatd fazisatalakulasi homérséklettel
rendelkezik [36].

A PASP hoémérsekletérzékennyé tételérol megallapitottdk, hogy csupéan hidrofil
aminoalkoholokkal médositott PSI esetében nem kovetkezik be a fazisatalakulas melegités
hatdsara, vagyis a szol-gél atmenet vizes kozegben. Azonban, ha a polimer lancba egy
hidrofob (dodecilamin) és egy hidrofil (aminoalkohol) csoportot viszink be, egy
kontrollalhato szol-gél és geél-szol fazis atmenettel rendelkez6 PASP-t kapunk, amelynél a
fazisatalakulas a kornyezeti hémérséklet megvaltozasara megy végbe (7. abra) [37,38].

A féazisatalakulds homérséklete fiigg a polimer koncentraciotol, a molekulatomegtol és a

mddositd csoportok aranyatél, valamint lanc hosszuséagatol is.

o 0
Rl-NHZ 21\ NH—
NH—/—[~
NT Ro-NH, T NH
\ R
70°C, DMF L\ﬂ/ Ry

R;: hidroféb csoport

O
RZ: hidrofil csoport Termoreszponziv pollmer

MELEGITES

HUTES

Szol Gél

7. abra: Szol-gél-szol fazisatalakulassal rendelkezé hémérsékletérzékeny
poli(N-szubsztitualt-aszparaginsav) el6allitasa
Ebben az esetben, ha noveljik a hidrofob dodecilamin mennyisegét, megné a polimer oldat

viszkozitdsa és egyre alacsonyabb hémeérséklet sziikséges a gél kialakulasdhoz (2. tablazat)
[39].

Dodecilamin tartalom (mol%) LCST (°C)
36 50
39 37
41 22
44 14

2. tablazat: Az also kritikus oldhat6sagi hémérséklettel fliggése a polimer hidroféb alkilaminnal
torténé modositas mertékétol

13



Hasonl6 tendencia figyelheté meg a hidrofil aminoalkoholokkal térténé modositas esetében
is. Az oldallanc hosszanak novelésével a fazisatalakuldsi homérséklet linearisan csokken. A
hidrofob polimer oldallancok bevitele tehat a polimer dehidratacioja és az aggregacié miatt
szlikséges. Ez az oka annak, hogy a PSI-t csupan hidrofil 5-amino-1-pentanollal és 6-amino-
1-hexanollal reagéltatva a polimer nem mutat szol-gél-szol &tmenetet semmilyen
koncentracioban [37,38].

A PSI-t hidroféb N-alkilaminnal (dodecilamin) és N-izopropil eldgazé csoporttal
(NIPEDA) modositva egy szobahémérsékleten vizoldhatd, jol definidlt LCST értékkel
rendelkez6, valamint szol-gél atmenetet mutaté amfifil polimert kapunk (8. dbra). Ennek a
rendszernek mar a hémeérsékletérzékenysegen kivil, a fazisatalakuldsi hémérsekletének pH-

fliggését is vizsgaltak vizes oldatban [40,41].

o 0 ([23 0 0
1‘ N-alkilamin N N— NIPEDA N -
N H H H
M ~ M L
o)
O p o (ICHZ)m o (?H)m (e} p
e J k CHs m )Ni
PSI N-alkilaminnal mddositott PSI N-alkilaminnal és N-izopropilaminnal

mddositott PSI
8. &bra: A poliszukcinimid mddositasa az oldhatosagot befolyasol6 csoportokkal

A Kisérleti eredmények alapjan elmondhatd, hogy a fazisatalakuldsi homérsékletet a

polimer hidofob-hidrofil egyensulya, a vizmolekulak és a polimer lancok kozotti H-hidak,
valamint a kdrnyezet pH-értéke is meghatarozza. Az LCST véltozasat dodecilaminnal és
N-izopropiletilaminnal mddositott poliaszparaginsav (LA/NIPEDA/PASP) rendszeren
vizsgaltak, es azt tapasztaltak, hogy csokkentve a vizes oldat pH-értéket a rendszer LCST-je
egyre magasabb hémérséklet tartomanyok felé tolddott el. Ennek oka, hogy a modositott
PASP N-izopropil csoportja, annak pKa értéke alatt protonalédik - a polimer-viz kélcsénhatas
egyre novekedik az ionizéacié ndvekedésével-, ami elésegiti a polimer vizoldhatdséagat és igy
nagyobb homérséklet szlikséges a fazisok szeparacidjahoz [40].
A polimerek testhomérséklet hatasara bekovetkez6 in situ gélesedése injektalhatd gélek
eloallitasat teszi lehetévé, valamint e tulajdonsaguknak koszonhetéen felhaszndlhatoak
lokalisan alkalmazhat6 bioadheziv gydgyszerhordozo-rendszerek formajéban is [36 - 41].

A fentiek alapjan elmondhat6, hogy az aminosav lancok maddositasaval elére

programozhatdoak a polimerek fizikai-kémia tulajdonsagai, aminek kdvetkeztében
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felhasznalasi terlletik bovil. Alkalmazdsuk soran szamos kornyezetvedelmi szempont is
érvényesul biokompatibilitasuk, bioldgiai lebonthatésaguk és vizoldhatosaguk révén. A
mabdositott polimerek kedvezé tulajdonsagai a gyodgyszeripartdl az épitdiparig szamos
teruleteken alkalmazhatok, ilyen pl. a poliaminosavakbdl eléallitott szuperabszorbens polimer
[42].

A szuperabszorbens polimerek olyan 3 dimenzids térhald struktdraval rendelkeznek,
melyek nagy mennyiségi vizet és vizes oldatot képesek felszivni és magukban tartani [43]. A
szuperabszorbens polimereket legnagyobbrészt akrilsavbdl  készitik  térhaldsitdszer
felhasznalasaval oldoszeres vagy szuszpenzids polimerizacidval. Tulajdonsagait legnagyobb
mértékben a személyi higiénias termékekben hasznaljak ki egészségligyi betétek és
babapelenk&k formajaban. Hatranya az akrilsavbdl késziilt termékeknek, hogy hasznalatuk
utan olyan szennyezék halmozodhatnak fel a kdrnyezetben, melyek nem bomlanak le. Ilyen
példaul a maradék monomer, térhaldsitdszer, a katalizisbol szarmazd melléktermékek,
extrahalhatd polimer és nehézfémek. Az USA-ban mar tervezték betiltdsukat, esetleg
blntet6addk bevezetését, igy a gyartok érdekelté valtak olyan bioldgiailag lebonthat6
termekek Kkifejlesztésében, melyek nem terhelik a kdrnyezetet [42,43].

Szuperabszorbens poliaszparaginsav polimer nyerheté6 a PSI allil-aminnal torténé

maddositasaval az aldbbi reakcio szerint (9. &bra):

o I o) o]
L. Allilamin
Nl 2.NaOH NH N K25,0g .
ONa NH Hidrogél
H,O
S o) O
m "p

PSI N-alkilaminnal mddositott PASP

©

9. abra: Allil-aminnal mddositott poliszparaginsav hidrogél el6allitasa

A PASP lancrdl lelégo telitetlen kotések redox iniciator jelenlétében, vizes kdzegben
képesek dsszekapcsolddni hidrogélt kialakitva. A tapasztalatok szerint 5,3 mol % allil-csoport
tartalom mellett a modositott polimernek csupan az 58 %-a gélesedett be (10.a abra), viszont
ez a gyengébben keresztkotott hidrogél tobb vizet képes magéban tartani, mint a magasabb
szézalékban modositott polimerlanc. (10.b abra) [42].
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10. &bra: (a) A hidrogél preparacio sikeressége az allil-amin tartalom fliggévényében, (b) A hidrogél
vizfelvevé képessége a polimer allil-amin tartalméanak fliggvényében

11. &bra: (a) 5,3 mol %-ban allil-aminnal modositott polimer SEM felvétele, (b) 17,5 mol %-ban
allil-aminnal maédositott polimer SEM felvétele

A SEM felvételekbol is latszik (11.a és 11.b abra), hogy az 5,3 mol % alli-csoportot
tartalmaz6 PASP hidrogél sokkal tobb és tagabb porusokkal rendelkezik, melynek
kdvetkeztében tobb vizmolekuldt tud megkdtni a haromdimenziés maétrixban, mint a
17,5 mol %-ban keresztkotott hidrogél. Az allil-aminnal modositott PASP tehat alkalmas
lehet szuperabszorbens polimerként valo felhasznalasra is [42].

2.3 A poli(N-izopropilakrilamid) (PNIPAAmM) jellemzése és felhasznalasa

A poli(N-izopropilakrilamid) (PNIPAAmM) egy negativ hémérsekletérzékenységet
mutatd polimer, mely als6 kritikus szételegyedési homérséklettel (LCST) rendelkezik.
Kuldnlegessége abban &ll, hogy ez az LCST érték a linearis polimer esetén az emberi
testhémérseklet kozelében, 32 °C-on taldlhatd, ezert valt a kutatocsoportok kedvelt

témakorévé a kopolimereinek és szarmazékainak vizsgalata [44].
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A polimer lancban ismétléd6 monomer egysége az 12. abran lathaté. A monomer
karbonil- és amid csoport része hidrofil karakterii, mig az izopropil csoport és a polimer
szénvaz hidrofob. A PNIPAAmM szerkezetéb6l addédik, hogy H-hid alakulhat ki a
vizmolekuldk és a polimer poléris csoportjai kozott illetve a polimer-polimer kozott
(intermolekularis), valamint a polimer lancon belul (intramolekularis) [44]. Ezen Kivil
hidroféb kdlcsonhatds kovetkezhet be, ha a vizmolekula nem tud a maésik molekula
nem-polaris részével H-hidas szerkezetet kialakitani [44]. Az LCST alatt a kedvezé H-hidas
szerkezet miatt a polimer oldédik vizben, LCST értéke felette azonban a kotések
felszakadnak, hidrofobba valik a polimer, aggregélodik és igy kicsapddik a vizes oldatbol.
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12. &bra: A poli(N-izoproliakrilamid) (PNIPAAmM) oldhatosdganak megvaltozasa az alsé
kritikus oldhatdsagi homeérékleten

A PNIPAAmM fazisatalakulasi homérséklete elektrolitok, olddszer és kopolimerizacid
hatdsara mdédosithatd. A duzzasztott PNIPAAmM gél esetében a viznél jobb olddszernek
szamito, szerves kdzeg hozzéadasa esetén a fazisatalakulasi hémérséklete alacsonyabb lesz,
mint vizben, ez a ,,cononsolvency” jelenség, ami igen ritka a polimerek korében. Az
elektrolitok mddositjak az LCST értéket, mivel vizben hidratalodnak, ezzel megvéaltoztatjak a
viz struktarajat a lancok koril, ami legtobbszor a fazisatalakulasi hémérséklet csokkenéséhez
vezet [45].

Intelligens tulajdonsagainak kdszonhetéen a PNIPAAmM kopolimereit rendkivil széles
korben alkalmazzak és irodalma igen gazdag. Terhdlok egész sorat allitottak el6, hogy a
PNIPAAmM fazisatalakulasi tulajdonséagait vizsgéljék, illetve fazisatalakulasi hémérsekletét
valamilyen irdnyban eltoljak. Tapasztalatok alapjdn elmondhatd, hogy a hidrofob karakter
monomerek csokkentik, mig hidrofil, illetve toltéssel rendelkez6 monomerek novelik a
kopolimerek fazisatalakulasi homérsékletét [45]. A kopolimerizacio hatés figyelheté meg a
poli(vinil-alkohol)/poli(N-izopropil-akrilamid-ko-akrilamid) ~ egyméasba hatolé térhalok
PVA/(PNIPAAmM-ko-AAmM) IPN [45] fazisatalakuldsi hémérsékletében. A jelenség DSC
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mérésekkel igazolhatd (13. bra). A kopolimerizaciohoz leggyakrabban hasznalt monomerek:
akrilsav, metakrilsav, Kkitozan, natrium-akrildt, poli(terc-butilmetakrilat), polioxietilén
[46 - 50].
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13. abra: A kopolimerizacio hatasa a PVA/(PNIPAAmM-ko-AAm) IPN fazisatalakulasi hémérsékletére

A legnagyobb figyelem a PNIPAAmM orvosbioldgiai alkalmazésai felé iranyul, mivel ez
a polimer nemcsak hémérsekletérzékeny, de biokompatibilis és inert anyag is. Az utobbi
idében foként bioszeparacios, enzim immobilizaciés, genbejuttatdsi és sejtkultira
alkalmazésokban vizsgaltdk [51 - 54]. A sejtkultarak feliiletet PNIPAAm réteggel ojtva pl. a
sejtek kibocsatasat hémerséklettel lehet ,,vezérelni” enzimatikus behatds helyett. Egy masik
alkalmazésban megfigyelték, hogy a monorétegben tenyésztett kondrocita sejtek elvesztettek
fenotipusukat (jelen esetben gdmb alakjukat), mig egy PNIPAAm-akrilsav térhaldban
megtartottak azt [55]. Ugyanezt a térhalot alkalmaztdk Langerhans szigetek immobiliz&lasara
is mesterséges hasnyalmirigy Kisérletekben [54]. Bar a PNIPAAm Klinikai alkalmazésa
korlatozott mivel nem biodegradibilis, azonban ez a kedvezétlen tulajdonsag kikiiszobdlhetd,
bioldgiailag lebonthaté polimerekkel vald 6tvozéssel, mint példaul a kitozan vagy a

poliaszparaginsav.

2.4 Kotérhalos rendszerek

A kotérhalok tobbféle polimer lancbdl felépilé anyagi rendszerek, melyekben a
polimereket kémiai koteések kapcsoljak 6ssze, tovabba a polimeriziciofokukat tekintve
0sszemérhetok a vazalkotd polimer lancok [56].

Valojaban specidlis szerkezetii kopolimerekrél van sz (14. dbra). Amennyiben nem
csak egyfajta monomerbél épitjik fel ezeket a makromolekulékat, teljesen Uj szerkezettel és
tulajdonsdgokkal rendelkezé polimerek allithatok elé a legkilonbdzobb alkalmazasi

igényeknek megfeleléen [56].
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hidrofob (vagy hidrofil) polimer lanc

hidrofil (vagy hidrofob) polimer lanc

14. dbra: Az amfifil kotérhaldk sematius szerkezete

A kotérhalokra jellemz6 elagazasos, jol definialt szerkezet nemcsak a fizikai
tulajdonsagok szabalyozasara ad lehetséget, hanem a polimer molekulan belil talalhatd
nagyszamu lancvég alkalmat kinal kilonb6zé funkcids csoportok vagy meghatarozott
tulajdonsédgokkal rendelkez6 molekuldk (pl. optikai, méagneses, folyadékkristalyos
tulajdonsagokat hordoz6 vagy gyégyszer-hatdanyag molekula) hozzakapcsolasara is [56].

Szamos publikéacid foglalkozik a nanoszerkezeti amfifil kotérhalok eldallitasaval és
azok specidlis tulajdonsagaival. Az amfifil polimer kotérhalok olyan kilénleges, térhalds
polimer szerkezetek, amelyek hidrofil és hidrofob polimer komponensekbél épiilnek fel.
Ezeknek az anyagoknak az a kilonlegessége, hogy széles dsszetétel-tartomanyban mindkét
polimer egymasba hatold, de 0Osszefliggé Un. kofolytonos fazist képez. Szerkezetlkbol
adoddan kolcsonhatasba Iépnek, mind apolaris, mind polaris anyagokkal, illetve duzzadni
képesek mind vizes, mind szerves olddszerben. Mivel vizben is duzzadnak, igy specialis
hidrogéleknek tekinthet6k [57].

2.4.1 Az amfifil kotérhaldk eléallitasa

Az irodalomban szamos publikécié foglalkozik az amfifil kotérhalok eloallitasi
lehet6ségeivel, azonban van néhany alapkdvetelmény a szintézissel és az alkalmazott
monomerekkel szemben, melyeket mindig tartani kell:

e A két komponensnek (hidrofob és hidrofil) kopolimerizalhatonak kell lennie.
e A szintézis kdzben fazis szeparacio nem léphet fel, hiszen ez a ket eltéré filicitasd

Osszetevé makroszkopikus szételegyedésehez vezetne.
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e A képz6ds polimer lancok elég hosszuak legyenek, annak érdekében, hogy tobb

(legalabb ketto) keresztkotést tartalmazzanak, és igy térhalé képzaodijon.

A leggyakrabban alkalmazott eljards a makromonomer mddszer. A modszer Iényege,
hogy az egyik polimer komponenst kilon szintetizaljak és ellatjak reaktiv végcsoportokkal,
majd azt a masik polimer komponens monomerével gyokds polimerizacioban
kopolimerizaljak. Ebben az esetben az els6 polimer a makromolekularis keresztkots a
kotérhaldban. Erre jo példa a pH-érzékeny polimetakrilsav-l-poliizobutilén amfifil kotérhal6
szintézise [58].

Maésik fontos modszer kotérhalok eloallitdsdra az élg polimerizécios technikaval
végrehajtott szekvencialis monomer és térhaldsitdszer adagolasa [58]. A mddszer lényege,
hogy el6szor szekvencialis monomer adagolassal egy blokk-kopolimert allitanak el6 mindkét
végen reaktiv csoportokkal. A masodik lépésben pedig ezt a telekelikus blokk-kopolimert
térhalositjak. Ezzel a modszerrel torténik ABA triblokk kopolimer-alapt  kotérhalok
eléallitasa is [58].

Végiil a harmadik lehetéseg amfifil kotérhalok szintézisere a lanc-lanckapcsolas. Ebben
az esetben a hidrofil és hidrofob polimer lancokat kilon szintetizaljak, funkcionalizaljék,
majd 6sszekapcsoljak. Példaként a PEG és zselatin polimerekbol feléplilo térhalot emlitem,
mely szintézise soran mindkét alkotd polimerbdl akrilamido makromert szintetizaltak, és ezen

makromerek gyokds reakciojaval hoztak létre a gélszerkezetet [58, 59].

2.4.2 Az amfifik kotérhalok felhasznalasa

A Kkotérhalok szerkezete és felépitése kOvetkeztében igen sokrétii a felhasznalasuk.
Biokompatibilitasuk, és kivalo mechanikai tulajdonsagaiknak kdszonhetéen jelent6s szerepet
tolthetnek be a bioldgia és orvosbioldgia tertletén.

A kotérhalok jo szdvetbarat tulajdonsagat in vivo és in vitro vizsgélatokkal is
bizonyitottdk [60]. In vitro Kkisérletekben a fehérjemegkotést valamint a monocitalerakddast
mérték [61]. Ezen kisérletek eredményei alapjan lehet6ség nyilik alkalmazasukra szintetikus
érpotlé anyagként, csont- és porcpotlo, illetve ndvesztd matrixként [62-65]. Immunoizolacios
membranok a cukorbetegség gyogyitadsanak igéretes eszkdzei, ugyanis a kotérhald pérusai a
kisebb molekulakat (inzulin, glikéz) még &tengedik, de az immunoglobulinok szaméra
atjarhatatlanok [66,67]. A polidimetilsziloxan (PDMS) alapu térhalokat oxigénatereszto
képességuk révén kontaklencseként alkalmazzak [58, 59]. A kotérhaléknak azonban nem csak

bioldgiai szereplik kiemelked6. Tobbek kdzott alkalmazhatdak katalizator-, szenzor, illetve
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enzim-hordoz6 anyagként, nanoreaktorként, enantiomerek elvalasztasara [57], nagy oxigén
ateresztd képességi, illetve olddszer atereszté membranokként, mikroorganizmusok
letapadasat gatlé anyagokként, sejtkultura kzegkent.

A kdrnyezet paramétereinek megvaltozésa (pH, homérséklet) bizonyos kotérhaloknal
gyors Véalaszt idéz el6 [56]. Az intelligens viselkedés egyes homopolimer hidrogéleknél is
ismert, de azokkal szemben a kotérhalok esetében mind a mechanikai erésseg, mind az amfifil
karakter elényt jelent, hiszen apolaris és poléaris molekulat egyszerre és kulon-kulon is
képesek ezek az anyagok megkotni, ezért alkalmazhatok szabalyozott gydgyszerkibocsatasra.

2.5 Nem-szteroid gyulladascsokkenté farmakonok

A nem-szteroid tipust gyulladasgatlo farmakonok (Nonsteroidal Anti-inflammatory
Drug, NSAID) vilagviszonylatban a leggyakrabban javasolt gydgyszerek kdzé tartoznak.
Szeles korben hasznéljak a humangyogyaszatban, elsésorban fajdalom- és lazcsillapitésra,
valamint reumas megbetegedések kezelésére. A hatdéanyagokat orélis
gybgyszerkészitményekben és helyi kezelésre szant készitményekben hasznaljak fel,
hagyomanyos gyogyszerformdkban (tabletta, kap, oldat), illetve a dermatolégiai
készitményeknél gél-, krém- és kendcsformajaban [68].

Hatésukat a gyulladas kialakulasaban dont6 szerepet jatszo, prosztaglandin-szintézisben
résztvevo ciklooxigenaz enzimek (COX-1 és COX-2) aktivitasainak csokkentesével érik el
[68,69].

A terapias célra gyakran hasznalt NSAID-vegyiletcsoport legismertebb képviseldje a
diklofenak, ami karboxil csoportja miatt pH fiiggé oldhatdsaggal rendelkezik. Lugosabb
pH-értéknél jobb oldékonysagot mutat, mint savas kozegben. A vegyllet savas jellegi,
oldédéas kozben disszocial és amfoter tulajdonsagl sokat képezhet. A gydgyszeriparban
kalium, natrium és hidroxietilpirrolidin sok formdjaban hasznaljak, a dietilammaonium és
dietilamin sok pedig helyi alkalmazésra szant keszitményekben fordulnak el6. A diklofenak
tartalmu készitmények tartds szedése esetén a nyalkahartya karosodasa Iéphet fel, melynek
oka a prosztaglandin-szintézis gatlasa. Ezaltal a gyomornyélkahartya védelmi funkcidja
csokken, mivel a prosztaglandin fontos szerepet jatszik a gyomornyélkahartya barrier
funkciojanak fenntartasaban [69,70]. Tébb tanulmany bizonyitotta, hogy a szisztémas NSAID
hatéanyagok kezelésben hosszabb tavon részesulé betegek hatszor gyakrabban szorulnak
korhazi dpolasra, mint gyogyszereket nem szed6 betegtarsaik [68-70].

A mellékhatdsokat nem konvenciondlis készitmények el6allitasaval lehet csdkkenteni.
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3 Célkitiizés

A polimerek és a polimer gélek szerepe a gyodgyszer-technolégiaban felértékel6dott,
mivel a beldlik készilt hordoz6 matrixokkal biztosithaté a hatdéanyagok jol definialt
Kinetikaval tortén6 kioldddasa. Az emberi testben a két legmeghatarozobb fizikai-kémiai
paraméter a hémérséklet és a pH, ezért el6térbe kerliltek az olyan multireszponziv polimer
gélek, melyek ugrasszerti és jelentos térfogatvaltozassal képesek valaszolni a fent emlitett
paraméterek valtozasara.

Munkdmban egy pH- és egy hoémérsékletérzékeny polimer tulajdonsagainak
kombinalasat tiiztem ki célul, ehhez a kotérhalds szerkezet kialakitasat talaltam megfelelének.
A tervezett hidrogél pH-érzékenységét a gelvazat alkotd poliszukcinimid (PSI), valamint a
bel6le lagos hidrolizissel eléallitott poliaszparaginsav (PASP), a hémérsékletérzékenységet
pedig a kotérhalét alkot6 masik polimer, a poli(N-izopropilakrilamid) (PNIPAAmM)
felhasznalasaval kivantam elérni. A preparécio vizes kdzegben torténé megvaldsitasdhoz célul
tiztem ki a PSI vizoldhatéva tételét, valamint allil-mellékcsoportokkal térténé modositasat,
melyekkel megvaldsithatd a PNIPAAm Kiépitése a mar meglévé PSI polimer vazon. A PSI
vizoldhat6sagat etanolaminos, a kettés kotések beépitését allil-aminos mddositassal kivantam
elérni. Elézetes vizsgélatok alapjan a vizes kozegben lejatsz6dé NIPAAmM gyodkos
polimerizaciéjat APS iniciator és TEMED katalizator felhasznalasaval lattam megfelelének.

Célom volt, hogy a médositott PSI polimer szerkezetét 'H-NMR vizsgélatokkal
felvételekkel jellemezzem.

Célom volt tovabb4, a kotérhalok hémérséklet- es pH-érzékenységének a bizonyitésa az
egyensulyi duzzadasfokuk meghatéarozasa alapjan.

Diklofendk-natrium nem szteroid gyulladdscsokkent6 felhasznalasaval kivantam
bizonyitani, hogy az altalam létrehozott modositott hatéanyag-leadd rendszer a gyomorsav
pH-jan magaban tartja, majd a fokozatosan névekvo pH-értékek hatdsara adja csak le a
hatéanyagot a célzott terdpids teruleten, modellezve az emberi szervezetben lejatszodo
elnyljtott hatéanyag-leadast.

A kifejlesztett multireszponziv rendszer biztonsagos gyodgyaszati alkalmazhatosagéat

citotoxicitas vizsgalatok megvalésitasaval kivantam bizonyitani.
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4 Kisérleti rész

4.1 Felhasznalt anyagok

A Kkisérlethez felhasznalt anyagok: N-izopropilakrilamidot [NIPAAmM] az Acros
Organics cégtol, az ammdnium-perszulfatot [APS] az Aldrich-t6l, azo-bis-izobutironitrilt
[AIBN], és az allil-amint a Merck cégtél, az N,N,N’,N’-tetrametiletilén-diamin [TEMED] a
Fluka Analytical-tél vasaroltuk. A poliszukcinimidet a csoport szintetizalta aszparaginsav
termikus polikondenzaciojaval.

A Kkisérletek soran felhasznalt pufferek citromsav-, imidazol- illetve borax alapuak voltak. A
duzzasztdszerként illetve moséashoz hasznalt milliporos desztillalt viz MilliQ késziilékkel
készult.

4.2 Allil-aminnal és etanolaminnal mdodositott PSI eléallitasa

A Kkutatocsoport altal szintetizalt PSI lanc modositasat allil-aminnal és etanolaminnal
végeztem DMSO-s kozegben.

Recept 20 mdl %-ban allil-aminnal és 20 mol %-ban etanolaminnal mddositott PSI
polimer oldatra.

Egy 10 ml-es Uvegedénybe 0,97 g PSI-t 5ml DMSO-ban illetve 0,115¢g (150 pl,
0,002 mol) allil-amint és 0,122 g (121 ul, 0,002 mol) etanolamint szintén 5 ml DMSO-ban
oldottam fel, majd folyamatos kevertetés kozben 6sszemértem az oldatokat. A reakcid id6
lejarta utdn (3 nap) a kapott reakcioelegyb6l a mddositott polimert butanol haromszoros
feleslegével kicsaptam, majd Uvegsziiron sziirtem. A leszirt csapadekot 2 napig levegon,
majd tovdbbi 2 napig vakuum alatt széritottam (Kitermelés 85 %). A reakcid
végbemenetelérsl kvalitativ *H-NMR és FTIR mérésekkel gyézédtem meg.

4.3 A PSI-I-PNIPAAM kotérhalo szintézise

A szintézis sorén felhasznaltam a korabban 20 mol%-ban allil-aminnal és 20 mol%-ban
etanolaminnal modositott PSI-t és hexan/toluol elegyében atkristalyositott PNIPAAm-ot.

A receptet 20 g 6ssztomegi PSI-1-PNIPAAmM kotérhald eléallitdsahoz adom meg.
Egy zéarhato lvegedénybe bemértem 1,000 g allil-aminnal és etanolaminnal modositott PSI-t,
1,500 g NIPAAm-ot és feloldottam 16,693 g nitrogénnel atbuborékoltatott desztillalt vizben.
A rendszert intenziv kevertetés mellett homogenizaltam, majd hiitében taroltam. Ezutan a
frissen elkészitett 5 m/m %-os APS/vizes oldatbol 0,6667 g-ot és az 1:1 aranyl
TEMED/vizes-oldatb6l 0,0667 g-ot mertem be az Uvegedénybe. Az elkészitett oldatot
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erételjesen dsszeraztam és elére behtitdtt (veglapra ontdttem, mely 2 mm vastag szilikon
kerettel volt lefedve. A gélesitést 5-8 °C-on végeztem, a gélesedési idé6 1 nap volt. A
géllapokbdl 0,8 mm atméréjii korongokat vagtam a késébbi vizsgalatokhoz. Az ezt kdveto
ligos hidrolizis (pH =8, imidazol puffer, 3 nap) soran kaptuk meg a PASP-I-PNIPAAM
hidrogélt.

Az eléallitott kotérhalod szintézisének lépései az 15. dbran lathato.
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15. &bra: PASP-I-PNIPAAmM hidrogélek szintézise vizes kdzegben
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4.4 Diaminobutannal (DAB) keresztkétott poliszukcinimid gél (PSI-DAB)

eléallitasa

A gélek elbéallitdsa sordn 0,194 g PSI-t feloldottam 4,793 g DMSO-ban. A kapott
2 mmol/g-os PSI DMSO-os oldatahoz 0,0088 g diaminobutan (DAB) 1 mmol/g-os DMSO-0s
oldatat adtam folyamatos kevertetés kdzben. Az igy kapott polimer oldatbdl 2 mm vastagsagu
gélfilmet ontottem, melyekbdl 0,8 mm atmérdjic  korongokat vagtam ki a késébbi
vizsgalatokhoz. A gélesedés 30 perc alatt ment végbe szobahémeérsékleten 25 °C-on. A kapott
gélkorongokat imidazol alapt pH = 8-as puffer oldatban hidrolizaltam 3 napig PASP-DAB
hidrogéllé.

4.5 A poli(N-izopropilakrilamid) (PNIPAAmM - BAAmM) hidrogélek

eléallitasa

A PNIPAAmM géleket NIPAAmM monomer és N,N’-metilén-bisz(akrilamid) (BAAmM)
térhalositd gyokos polimerizéciojaval allitottam elé. Az 0,8 g atkristalyositott NIPAAmM-t
feloldottam 4,025 g DMSO-ban, majd folyamatos kevertetés kdzben hozzdadtam a 0,052 g
BAAm-ot. A reakci6 inicidtora 0,1 g ammonium-perszulfat (APS) 5 m/m%-0s DMSO-s
oldata, katalizatora 0,01 g N,N,N’,N’-tetrametiletilén-diamin (TEMED) volt. A kés6bbi
vizsgalatokhoz 2 mm vastagsagu gélfilmet ontéttem, melyb6l 0,8 mm atmérdji korongokat
vagtam. A gélesités 37 °C-on tortént 1 napig. A kapott gélkorongokat desztillalt vizben

mostam eltavolitva az el nem reagalt monomereket.
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5 Meérési modszerek

5.1 A kotérhéalds hidrogelek szerkezetének és morfoldgiajanak vizsgalata
5.1.1 Magneses magrezonancia vizsgalat (NMR)

Az allil-aminnal és etanolaminnal médositott PSI-t feloldottuk 20 mg/ml koncentracidba
d6-DMSO-ban (20 mg/ml). A polimer *H-NMR spektrumat 500 MHz Bruker tipusu
spektrométerrel vettiik fel szobahémérsékleten.

5.1.2 Pésztazo elektronmikroszkop (SEM) vizsgélatok

Az enyhén lugos és savas kozegben duzzasztott polimer hidrogéleket folyékony
nitrogénben fagyasztottam, hogy szerkezetik rogziljon, majd liofilizaltam 6ket. A SEM
felvételeket JEOL JSM 6380 LA készuilék segitségével késziltek.

5.2 A gélek duzzadasfokanak mérése a kornyezeti paraméterek
flggvényében

5.2.1 A gélek pH-érzékenységének vizsgélata abszolut duzzadasfokuk mérésével

Vizsgélt  kotérhalok:  PSI-I-PNIPAAmM,  PASP-I-PNIPAAmM  25°C-on, és
PASP-I-PNIPAAmM 37 °C-on. A kotérhalok pH-érzékenysegét kilonbozé pH-ju vizes
pufferekben valé duzzasztassal vizsgaltam. Az elkészitett pufferek ioneréssége egységesen
I = 0,15 M volt, a pH értékek pH =2 és pH = 12 kdzott valtoznak a puffersorozaton belil. Az
alkalmazott puffer alapanyagok: citromsav (pH =2-6), imidazol (pH =6-8), borax
(pH =8-12) volt. A pontos pH 1M NaOH és 1M HCI segitségével allitottam be, az
ionerésséget KCI hozzaadasaval biztositottam.

A 2 mm vastag géllapokbol kivagott 0,8 cm atmérojii géleket belehelyeztem kilonb6z6
pH-ju pufferekbe. A géleken tobbszor puffert cseréletem és az egyensuly beallasa utén
lemértem a duzzadt gélek tomegét. A tdmegmérés utan a géleket desztillalt vizbe tettem. A
vizet szintén kétszer cseréltem, majd lemértem a vizben duzzasztott tomeguket is. Ezutan a
PSI-I-PNIPPAM géleket szobahomérsékleten, majd 2-3 orat vakuum alatt szaritottam.

A PASP-I-NIPAAmM hidrogélek mérése soran 2 mm vastag PSI-I-PNIPAAmM géllapokbol
kivagott 0,8 mm atméréjii géleket el6szor pH =8 pufferben hidrolizaltam, és csak ezutan
helyeztem oOket kulénbdzé pH-ju pufferekbe. A PASP-I-PNIPAAmM gélek pH-fuggéset
vizsgaltam 25°C és 37 °C is. A szaritdst kdvetéen kapott szadrazanyag tomegek és a

pufferekben duzzasztott tdmegek aranyab6l meghataroztam a gélek abszolut duzzadasfokat.
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A gél abszolut duzzadasfokat a gél témeg duzzadasfokaval jellemezhetjik:
Q _ mge’l

kiszaritott gél

ahol mg¢ a duzzadt gél tomege, mig Muiszaritort ge1 & duzzasztoszer nélkili kiszaritott gél tomege.

52.2 A gélek hémérsékletérzékenységének vizsgalata abszolut duzzadasfokuk
meghatarozésaval

A vizsgalt rendszerek: PASP-I-PNIPAAm pH=8 pufferben duzzasztva,
PASP-I-PNIPAAmM vizben illetve pH = 3 pufferben duzzasztva.

A felhaszndlt pufferek ioneréssége 0,15 M volt. Egy nap duzzasztas utdn minden
sorozathol egy-egy gélt adott homérsékleten tartottam 48 oran keresztil. A hokezelés utan
lemértem a gélek tomegét, majd desztillalt vizzel mostam, végul kiszaritottam 6ket. A mért

értékekbdl kiszamitottam az abszolut duzzadasfokot.

5.2.3 A gélek duzzadaskinetika vizsgélata abszolat duzzadasfokok meghatarozasaval

A vizsgalt rendszerek: PASP-I-PNIPAAmM, PNIPAAM-BAAM, PSI-DAB kiszéritott
gélek pH = 7,6 foszfat pufferben duzzasztva

A duzzadés kinetika vizsgalathoz Kiszaritott, preparélt allapotban 0,8 mm atmeréji
géleket 25 °C-on, pH = 7,6 foszfat puffer oldatban duzzasztottam vissza, majd meghatarozott
id6kozonkent lemértem a 1-1 gelkorong tomegét. A mintavétel 10 percenként, majd 30
percenként tortént 1 napon keresztll. A kezdeti szarazanyag tdmegek és a foszfat pufferben

duzzasztott tdmegek aranyabol meghataroztam a gélek abszolut duzzadasfokat.

5.2.4 A gélek szinerézis kinetika vizsgalata abszolut duzzadasfokok meghatarozasaval

A vizsgalt rendszerek: PASP-I-PNIPAAmM, PNIPAAmM-BAAm, PSI-DAB pH=7,6
foszfat pufferben, 25 °C-on, majd 50 °C-on duzzasztott gélek.

A pH =76 foszfat pufferben duzzasztott géleket 25 °C-rol attettem 50 °C-os puffer
oldatban és termosztaltam 50 °C-on. Az el6z6 méréshez hasonldéan bizonyos id6kdzonként,
elészor 10 percenként, majd 1 oranként mértem 1-1 gelek tomegét. A kezdeti szarazanyag
tdmegek és az 50 °C-os foszfat pufferben duzzasztott tomegek viszonyabdl hataroztam meg

az abszolut duzzadéasfokot.
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525 A gélek oszcillacios duzzadés-szinerézis kinetikdja a kornyezeti hémérséklet
flggvényében
A vizsgélt rendszerek: PASP-I-PNIPAAmM, PNIPAAmM-BAAm, PSI-DAB pH=7,6
foszfat pufferben, 20 °C-on, illetve 50 °C-on duzzasztott gélek.
A gel mintdkat pH =7,6 foszfat pufferben duzzasztottam 25 °C-on az egyensulyi
duzzadasfok beélltaig, majd 50 °C és 25 °C-on felvaltva termosztaltam a géleket. Minden

hokezelés utan mértem a gélek témegét és meghataroztam duzzadasfokukat.

5.2.6 A gélek oszcillaciés duzzadas-szinerézis kinetikaja a kornyezeti pH fliggvényében

A vizsgélt rendszerek: PASP-I-PNIPAAmM, PNIPAAM-BAAmM, PSI-DAB gélek pH =3
illetve pH = 8 pufferben, 25 °C-on duzzasztva.

A gél mintdkat pH =8 pufferbe duzzasztottam 25 °C-on az egyensulyi duzzadasfok
bealltaig, majd pH =3 és pH =8 puffer oldatba felvaltva aztattam a géleket 2-2 Oran
keresztul, majd tomegmeérés alapjan meghataroztam duzzadasfokukat.

5.3 Kioldodés-vizsgalat

A gélek késobbi alkalmazasahoz fontos a gydgyszerek hatbanyag-kioldodasi
sebességének ismerete. A hidrolizalt PASP-I-PNIPAAmM kotérhalok kioldddasi kinetikajanak
vizsgalatat diklofendk-natrium, nem szteroid tipusu gyulladascsokkentével, mint modell
hatdéanyaggal végeztem el kulénbdz6 héfokokon pH = 7,6 foszfat pufferben, illetve 37 °C-on
pH=1,2 sosavas elokezelés utan pH=7,6 foszfat pufferben. Els6 esetben a
PASP-I-PNPAAmM Kkiszéritott geleket 5 g/l koncentriciéja pH=7,6 pufferben oldott
diklofenak-natrium torzsoldatba aztattam 1 napig. A gélt egy tartéhalora tettem, amit egy
Uvegedénybe helyeztem (16. abra).

Termosztald kzeg Gélkorong
@50 Kiolds kozeg

Magneses

keverd
Mégnesmag ~= e | —
oo

16. abra: A hatdanyag kioldddas vizsgalathoz hasznalt készilék
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A keskeny Uvegedényeket 10 ml frissen készitett pH = 7,6 foszfat pufferrel toltottem
fel, ami kellsképp ellepte a gélt. Folyamatos kevertetés mellett féloranként 2 cm® mintat
vettem. Minden egyes mintavétel utan 2 cm® pH = 7,6 foszfat pufferrel pétoltam az oldatot. A
mérést 37 °C és 42 °C-on is elvégeztem. A 24 oOrén keresztil 30 percenként vett mintakat
5 ml-es ivegedényekbe pipettaztam bele.
visszaduzzasztott gélt 90 percig pH = 1,2 sosavval feltoltétt Givegedénybe, majd a 90 perc
elteltével ujbol pH = 7,6 foszfat pufferbe athelyezve vizsgaltam az el6zéekben leirt mddszer
szerint 37 °C-on.

A mintdk mennyisegi elemzését UV-VIS spektrofotometrids modszerrel végeztem el
Jena Specord 200 késziléken. Az anyag jellemzé elnyelési savjat 280 nm-en van, adott
hulldamhosszon az abszorbancia egyenesen ardnyos a koncentracioval és igy az UV-VIS
spektrofotometrids mddszer az anyag érzékeny kvantitativ meghatarozasara alkalmasnak
bizonyult. A mérés szelektivitdsidt az biztositotta, hogy a diklofenak-natrium elnyelési
tartomanyaban (280 nm-en) egyeb komponens nem ad jelet.

5.4 Citotoxicitasi vizsgalatok

A citotoxicitas vizsgalatok soran két modell kerilt alkalmazasra: a PASP-I-NIPAAmM
kotérhalés hidrogel sejttoxicitasi mérése Caco-2 sejtvonalon és a human epithél sejtek
PASP-I-NIPAAmM kotérhalos hidrogél feluletén torténé novesztése.

A PASP-I-PNIPAAmM gélek sejttoxicitasi mérése: Az LDH teszt, amely a
memrankarosodott sejtekb6l felszabaduld laktat dehidrogenaz (LDH) mennyiségét méri és a
sejtelhalas indikatoraként alkalmazhat6. Az LDH enzim mérése a kereskedelmi forgalomban
Iév6 LDH Kittel tortént.

Human epithél sejtek PASP-I-NIPAAmM gél feliletén torténé novesztése: A
PASP-I-NIPAAmM géleket egy 24-lyuku lemezen szilikon zsirral rogzitettiik. A szilikonzsirt
vékony rétegben a lemez lyukainak aljan oszlattuk el, majd ezt kdvetéen a rendszert
Ujrasterileztik plazmasterilezével. A PASP gélekbésl 1,5 cm atméréjii korongokat vagtunk Ki.
Az igy elokészitett mintat a lemez lyukaiba helyeztiik. Az liveg fed6lemezek és a gélkorongok

egy részét patkanyfarok kollagénnel vontuk be.
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6 Eredmények

6.1 Az optimalis gél kivalasztasa

Az éltalam létrehozott kotérhalo Uj, az irodalomban nem ismeret rendszer, ezért szilkség
volt az altalam Kittizott felhasznaldsnak megfeleléen a kotérhald fizikai-kémiai, illetve
mechanikai tulajdonsagainak optimalizaldsara. A kisérleti munka soran a kovetkez6
paramétereket valtoztattam a gél tulajdonsagainak optimalizalasahoz: a PSI allil-aminnal
illetve etanolaminnal térténé maddositasi aranya, a PNIPAAmM/PSI tdmegaranya, a PNIPAAM
és a PSI polimerek koncentrécidja.

A kotérhalok DMSO-s kozegt eloééllitdsandl az tapasztaltuk [1], hogy a PSI
allil-aminnal tortén6 mddositasa lehetévé teszi, hogy gyokos polimerizacion keresztul a
NIPAAmM  beépllésével PSI-I-PNIPAAmM  kotérhaldo  jojjon létre. A  NIPAAm
polimerizacidjanak kezdépontja és lanceleme is lehet a PSI lancrdl lel6go allil-csoport.

A modositds végbemenetelérsl 'H-NMR vizsgélatokkal gyszédtem meg, mely
a 17. abrén lathato.

268
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17. &bra: Allil-aminnal modositott PSI szerkezete és "H-NMR spektruma

Az 17. abran lathatd 3,16 es 2,68 ppm korili jelek a PSI karbonil csoport melletti
szénatomrol lelégd hidrogéneket jeldlik. Az allil-amin metilén (CH2=) csoportjanak hidrogen
jelei 5,1 ppm koril jelennek meg kozvetlenul a szukcinimid gytrt metin (-CH-) (5,33 ppm)
valamint a poliszukcinimid elagazési helyén talalhat6 metin szénhez kapcsolddé hidrogén jele
mellett (-CH-) (4,61 ppm). A felnyilt és zart gyiirik jeleinek intenzitasdbdl hatdrozzuk meg a
mddositasi aranyt. A PSI mddositasi aranya befolyasolja a gélesedés kimenetelét. A 20 mol%-

0s mobdositas esetén a NIPAAmM jelenlétében végzett gyokds polimerizacid soran mar
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gélesedtek a polimer oldatok. Nagyobb mddositasi arany alkalmazasa nem célszerii, mert a
PSI és a PASP pH-érzékenysége nem érvényesil a kotérhaléban. Tovabba a nagy allil-amin
koncentracio a PNIPAAm lancok hosszat csokkenti, és kisebb polimerizacios foki PNIPAAmM
lancszakasz jon létre. Ez a PNIPAAmM hémérsékletérzékenységenek a lerontasdhoz vezetne.

A fenti tapasztalatokbol tehat tudjuk, hogy a 20 mol %-ban allil-aminnal mddositott
polimerb61 kedvezé mechanikai tulajdonsagu gélek dnthet6k, ami azt jelenti, hogy a gél képes
10%-os alakvaltozast reverzibilisen elszenvedni.

A vizes kOzegii térhalositds megvalositasanak elsé lepésekent a PSI vizoldhatova tételét
és a lelogo allil-csoportokkal térténé médositast kellett megoldani Ggy, hogy az oldhatdségot
biztositd csoportokon kiviil, a gélesedéshez sziikséges és elégséges mennyiségi kettés kotést
alakitsunk ki a PSI lancokon. A vizoldhatdsidgot a polimerlanc etanolaminnal torténé
mddositadsdval kivantam elérni. Megallapitottam, hogy a vizoldhatdésagot nem csak az
etanolaminnnal torténé mddositds mennyisége, hanem az allil-aminnal és etanolaminnal
torténé modositas egyuttesen is befolyasolja.

Oldhatosagi probak alapjan megallapitottam, hogy a 40 mol % -ban modositott PSI
(20 mol%-ban allil-amin, 20 mol%-ban etanolamin) méar jol és megfelel6 mennyiségben
oldodik vizes kdzegben ahhoz, hogy gélt allitsunk els. A vizoldhaté PSI *H-NMR spektruma

lathatd a 18. abran.

U H H,C

2.40 25
Hzc‘NHs.og 3.37  CH,

3.67_(':H HO 357

H,C”

18. &bra: Allil-aminnal és etanolaminnal modositott PSI szerkezete és "H-NMR spektruma

A 18. abran lathatd, hogy az alllil-aminnal torténé mdédositdshoz képest (17. abra)
megjelentek a hidroxietil csoporthoz tartozd kémiai eltolédasok. A hidroxietil csoport metilén
csoportjainak eltolddasai (-CH»-) 3,37; 3,57 ppm éatfednek az allil-aminos mddositas metilén
csoportjaival (-CH-) 3,67 ppm, valamint a szukcinimid gytri metilén csoportjaval (-CH,-)

3,16 ppm.
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A tovabbiakban, a gélek eldallitdsahoz 20 mol%-ban allil-aminnal és 20 mol%-ban
etanolaminnal médositott PSI-t hasznaltam fel. Az optimalizalas tovabbi lépéseként a polimer
Osszkoncentraciot tartottam A&llando értéken gy, hogy a NIPAAm/modositott PSI
tomegaranyat véaltoztattam. Vizsgaltam, hogy a komponensek tomegardnya hogyan
befolyasolja a gélesedés lejatszodasat és a gélesedési idot, valamint, hogy a pH-, ill.
homérsékletérzékenység hogyan érvényesil kiillonbdz6 aranyok esetén.

Azok a gélek, melyekben a PSI tdmege megegyezett a PNIPAAmM tomegével, vagy
annél nagyobb volt, a duzzadasfok pH-fliggése domindlt. Azokban az esetekben, ahol a
PNIPAAM/PSI témegarany nagyobb volt, mint 1, a hémérsékletérzékenyseg érzékelhetébbe
valt és homérséklet ndvelésének hatasara szinerizaltak a gélek. A gélesedés és a
homérsékletérzékenység szempontjabol azok a gélek a megfeleléek, melyekben a gélen belili
PNIPAAM tomege nagyobb a mddositott PSI-hez képest.

A NIPAAM/PSI = 60/40 témegaranyt gel minden elvarasnak eleget tesz, ezért a tovabbi
méréseket ezen a gélen végeztem. A kivalasztott gél multireszponziv, mert hidrolizis utan
jelentés pH- és hémérsékletérzékenysége van, pH = 3 pufferbe szinerizal, pH = 8 pufferben
megduzzadt, valamint fazisatalakulasi homérséklet felett szinerizalt és elfehéredett.

Az optimalis PSI-I-PNIPAAmM témegarany és a polimerek térhaldssagi foka ismereteben
vizsgaltam, hogy a polimerek 0sszkoncentracidjanak valtoztatasa hogyan modositja a gélek
tulajdonségait. Megallapitottam, hogy a 12,5 m/m% polimer dsszkoncentracié optimalisnak
tekinthet, mert alacsonyabb koncentracié esetén tal lagy és nehezen kezelhetd, magasabb
polimer dsszkoncentracio esetén pedig merev, mechanikailag sériilékeny géeleket kaptam.

Az optimalis gél 6sszetétel tehat:

PSI/ NIPAAmM mol arany 1,600
PSI/ NIPAAm tdmeg arany 40/60
Polimer 6sszkoncentracio 125 %
PSI mddositas allil-aminnal 20-20 %
és etanolaminnal

3. tablazat: Az elballitott kotérhal6 osszetétele

6.2 A duzzadasfok pH-érzékenysegének a vizsgélata

A 19.a dbran a PSI-I-PNIPAAM gélek egyensulyi duzzadasfoka 25 °C-on a 19.b abran a
PASP-I-PNIPAAmM gélek egyensulyi duzzadasfoka lathatd 25°C és 37 °C-on a pH

fuggvényében.
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19. &bra: (a) PSI-I-PNIPAAm és (b) PASP-I-PNIPAAM hidrogélek egyensulyi duzzadésfoka
kulonb6z6 pH-ju puffer oldatokban és hémérsékleten

Az 19.a dbran megfigyelhets, hogy pH =6 koruli tartoméanyban a PSI-I-PNIPAAmM
hidrogélek jelentés térfogatvaltozast szenvednek. A tapasztalt egyensulyi duzzadésfok — a
duzzadt hidrogél egyensulyi tdmegének és a kiszéritott hidrogel témegének hanyadosa —
ndvekedés a hidrogélt alkotd PSI lancok szerkezetebdl adodik. Ahogy az irodalombdl ismert
PSI-DAB gélek esetében is tapasztaltuk, pH = 7,3 alatt a PSI lanc szukcinimid gyiiriii zart
formaban vannak jelen, ennél llgosabb kozegben a szukcinimid gytrtk felnyilnak, és a
polimer lanc elhidrolizal, poliaszparinsavva alakul. A képz6dé polielektrolit gél lancai 1Ggos
kdzegben jol szolvatalodnak, a hidrogél megduzzad. Ez az un. ,PSI-PASP atmenet”
irreverzibilis folyamat. Az 19.a &bran lathato, hogy ez az atmenet (inflexio) PSI-1-PNIPAAmM
kotérhalok esetében pH = 6-ra tolddik, ugyanis a korabbi lancmddositds sordn felnyitott
gytruk el6segitik , hogy mér alacsonyabb pH értéknél meginduljon a hidrolizis.

A poliszukcimidbol készilt gél savas kézegben hidrofoéb karakterii, mig semleges és
ligos oldatban az irreverzibilis kémiai reakcid lejatszodasa utén hidrofillé valik. A kialakult
hidrofil PASP-I-PNIPAAmM hidrogélek duzzadasfokanak jelentés valtozasa pH = 4,5 koril
mérhetd (19.b abra), ami az aszparaginsav disszociacios allandojara (pKaq = 3,3, pKag = 4,5)
vezethet6 vissza. A két disszociécios allandd értéke nem valik el. A PASP alapu gélekben
pH =45 érték alatt a szabad karboxil csoportok protonaltak, a gélt neutralisnak tekinthet6
lancok alkotjak, mig pH = 4,5 felett a karboxil csoportok deprotonalt, disszocialt formaban
vannak jelen és a toltéssel rendelkezé lancok miatt a duzzadasfok jelentésen megno.

A hidrogélek homérsékletfuggését a duzzadasfokok jelentés csokkenése igazolta,
mikozben a kdrnyezet hémeérsékletét 25 °C-rdl 37 °C-ra emeltem (19.b &bra). Ennek oka az,

hogy a kotérhalét alkotdo PNIPAAmM lancok vizes fazisban a fazisatalakulasi hémeérséklet alatt
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szolvatalt allapotban vannak jelen, mig az LCST értéke felett nem, vagy csak részben
oldédnak. Ekkor a hidrogélek a homérséklet emelésével egy hidrofil, duzzadt allapotabdl, egy
viszonylag hidrofob, kis duzzadésfoku allapotba mennek at, elveszitve viztartalmuk jelentés
részét. A PNIPAAmM gélek térfogatvaltozasa a testhomérséklet kdzelében, egy igen sziik
homérséklettartomanyban jatszodik le. Ez a térfogati fazisatalakulas a PASP pH-fliggéséhez

hasonl6an megfordithat6 folyamat.

6.3 A duzzadasfok hémérsékletérzékenységének vizsgalata
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20. &bra: A PASP-I-PNIPAAM hidrogélek egyensulyi duzzadasfokanak hémérsékletfuggése (a) pH = 3
és (b) pH = 8 puffer oldatokban

A 20a és a 20.babrdn az altalunk vizsgalt kotérhalok duzzadédsfokénak
homérsékletfiiggései lathatok. Lathatjuk, hogy a hémérséklet fuggvényében bekdvetkezé
duzzadésfok csokkenés nem ugrésszerii, mint ahogy az a PNIPAAm géleknél ismert [3]. Egy
nyajtott inflexioval rendelkez6 gorbét kapunk, ami PNIPAAmM kopolimerizici6janak
kdvetkezmenye. A PNIPAAmM lanc a PSI lanchoz az allil-amin csoportokon keresztiil
kapcsolodik, igy az allil-amin egység a PNIPAAmM szempontjabol komonomerként foghato
fel. A PNIPAAmM kopolimerizaciéja mindig a fazisatalakulds homérséklet intervallumanak
Kiszélesedesét eredményezi. Lathatd, hogy pH = 3 pufferben (20.a abra), amikor a PASP
neutralis, az emberi test hémérsékletén (37 °C) mér lejatszodik a fazisatalakulas, mig pH =8
pufferben (20.b &bra), ahol a PASP polielektrolit, 37 °C-on ez a folyamat még csak részleges.
A teljes fazisatalakulas 45 °C-on fejez6dik be. Ezzel azt bizonyitottam, hogy a duzzadasfokot

a pH és a homérséklet egyittesen hatarozzak meg.
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6.4 A gelek duzzadéaskinetika vizsgalta a kornyezeti pH és hémérséklet
fliggvényében

A 21. &bra a PASP-I-PNIPAAmM, PNIPAAM-BAAmM, és a PSI-DAB kiszéritott gélek
duzzadéskinetika (a) és szinerézisenek kinetika (b) vizsgélatat mutatja.

A duzzadads Kinetika vizsgalat sordn (21.aébra) a Kiszaritott géleket 25 °C-on,
pH = 7,6-0s foszfat pufferben (PBS) visszaduzzasztva azt tapasztaltuk, hogy a PASP-DAB
hidrogél gyorsabban duzzadnak meg, mint a NIPAAmM-BAAmM geélek. Ez a PASP hidrofil
jellegével magyarazhato, tovabba azzal, hogy a PASP-alapu hidrogél pH = 7,6 PBS-ban mar
disszocial, igy a gél porusainak mérte megndvekedik, melynek kdvetkeztében a vizmolekulak
diffazidja konnyebben megy végbe, mint a PNIPAAM-BAAmM hidrogélek esetében.
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21. bra: PSI-I-PNIPAAmM kotérhalds hidrogélek (a) duzzadaskinetika és (b) szinerézisének
vizsgalata pH = 7,6-ban, 25 °C-on

A PASP-I-PNIPAAm kotérhalds hidrogél duzzadasi sebessége, és a duzzadasfoka varhatéan a
PNIPAAmM és a PASP hidrogél mérési adatai kdzé esik.

A 21.béabra a PASP-I-PNIPAAmM, a PNIPAAM-BAAm, és a PSI-DAB hidrogélek
szinerézisének Kkinetikajat mutatja pH = 7,6 foszfat pufferben, 50 °C-on (a PNIAAmM LCST-je
felett) termosztdlva. A PNIAAmM-BAAm hidrogél duzzadasfokéban lathatd, hogy 50 °C-on
mar 40 perc utan bedllt az egyensuly, lathatdan lejatszodott a PNIPAAm fazisatalakulasa. A
PASP-I-PNIPAAmM kotérhalos hidrogélek esetében az egyensuly mar csak 100 perc utan all
be, mig a PASP-DAB gél nem mutatott jelentés homérsékletfuggest.
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6.5 A gélek oszcillacios duzzadéas-szinereézis vizsgalata a pH és a
homérséklet fliggvényeében.

Az 22. abrék az PASP-I-PNIPAAM kotérhalds hidrogél duzzadasfokanak reverzibilis
homérséklet és pH-fuggését mutatja, 6sszevetve a PNIPAAM-BAAM és a PASP-DAB
hidrogélek duzzadasi viselkedésével.

Az kulénbdz6 hidrogéleket foszfat pufferben (PBS) 25°C és 50 °C-on felvéltva
termosztaltuk 30-30 percig (22.a&bra) és azt tapasztaltuk, hogy a homérsékletérzékeny
PNIPAAm-alapl gél rendelkezik a legkisebb duzzadasfokkal, valamit szenvedi a legnagyobb
mértékii szinerézist. Ez a jelenség megegyezik a szinerézis Kinetika vizsgélatnl
tapasztaltakkal. A PASP-DAB gel vérhatban nem mutatott reverzibilis hémérsékletfliggo

valtozast.
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22. &bra: PSI-I-PNIPAAmM kotérhalos hidrogélek oszcillacids duzzadas-szinerézis kinetika vizsgalata
kulonb6zo (a) homérsekleten és (b) pH-ja puffer oldatokban

A hidrogéleket pH = 3 illetve pH = 8 pufferben felvaltva duzzasztva (22.b abra) lathatd,
a PNIPAAm-alapu hidrogél nem mutatott pH-fliggést, mig a PASP-DAB hidrogél a PASP
polielektrolit jellege miatt reverzibilis térfogatvaltozast szenvedett. A fenti Kkisérleti
eredmények egyértelmiien bizonyitjak, hogy a multireszponziv PASP-I-PNIPAAM kotérhalo
térfogatvaltozasa a kdrnyezeti pH és T megvéaltozasanak a hatdsara reverzibilis és tobbszor

megismeételhet6ek, ezért a gélen beluli transzportfolyamatok elére programozhatok.
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6.6 A kotérhalok morfologiai vizsgalata

6.6.1 A homerséklet hatasa a PSI-I-PNIPAAmM és a PASP-I-PNIPAAmM gélek
szerkezetére

23. abra: A PSI-I-PNIPAAm és PSI-I-PNIPAAmM hidrogélek vizben duzzasztva, kiilonb6zé
hémérsékleteken; (a) PSI-I-PNIPAAM vizben, T= 25 °C (500x), (b) PSI-I- PNIPAAM vizben,
T = 50 °C (500x), (c) PASP-I- PNIPAAm vizben, T= 25 °C (500x), (d) PASP-I- PNIPAAm vizben,
T = 50 °C (500x)

A SEM vizsgéalatok alapjan megallapithatd (23. abra), hogy mind a PSI-I-PNIPAAmM,
mind a PASP-I-PNIPAAmM gélek esetében a homérsékletet szobahémérsékletrél (25 °C) a
PNIPAAM fazisatalakulasi hémeérséklete folé emelve (50 °C), a gélek szerkezete jelentésen
megVvaltozik. A 25 °C-on nyitott pérusok 50 °C-on bezéarddnak, elmosodnak, a gél egy sokkal
kompaktabb szerkezetet vesz fel.

A PSI és PASP hidrogélek szerkezetbeli eltérése is lathato a felvételeken, melynek
kdvetkezmenyét mar a duzzadasfok vizsgalatokndl is tapasztaltuk (19.a dbra). A PASP
hidrogél sokkal nyitottabb pdrusokkal rendelkezik, mint a PSI, mely a PASP lanchan lévé

felnyitott szukcinimid gyiriik kdvetkezmenye.
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6.6.2 A pH valamint az alkalmazott duzzasztoszer ionerésségének hatésa a
PASP-I-PNIPAAM gélek szerkezetére

A gélek SEM vizsgalata sordn kapott eredmények aldtdmasztjak a gélek duzzadasahol
kapott eredményeket, mely szerint a gélek savas pH-n kisebb duzzadésfokkal rendelkeznek,
mint lugos pH-n (24. dbra). Lugos, pH =8 és pH = 11 értéken a gélek pdrusai kitagulnak,
mikozben a gél térfogata, illetve duzzadasfoka tobbszorosére né.

24. dbra: A PASP-I-PNIPAAm hidrogélek killénbdzé pH-ju és ionerésségii oldatokban 25 °C-on, (a)
PASP-I-PNIPAAmM pH = 3 citromsavas puffer oldatban (500x); (b) PASP-I-PNIPAAmM pH = 8
imidazol puffer oldatban (500x); (c) PASP-I-PNIPAAmM pH = 3 HCI-oldatban (500x);

(d) PASP-I-PNIPAAmM pH = 11 NaOH-oldatban (500x);
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25. &bra: A PASP-I-PNIPAAM hidrogélek kulonbdzé pH-ju és ionerdsségii oldatokban 50 °C-on, (a)
PASP-I-PNIPAAmM pH = 3 citromsavas puffer oldatban (500x); (b) PASP-I-PNIPAAmM pH = 8
imidazol puffer oldatban (500x); (c) PASP-I-PNIPAAmM pH = 3 HCI-oldatban (500x);

(d) PASP-I-PNIPAAmM pH = 11 NaOH-oldatban (500x);

A 25 °C-on vizsgéalt kotérhalok esetében tett megéallapitasok érvenyesek 50 °C-on is. A
pH = 8 puffer oldatban duzzasztott gélek tagabb porusokkal rendelkeznek, mint pH = 3 puffer
oldatban, valamint az ioner6sség lecsokkentésével a gélek duzzadasfoka megndvelheté.
Tovéabba megfigyelhet6, hogy a PNIPAAmM fazisatalakuldsi homérséklete felett, a gélek
kompakt tomor szerkezetet vesznek fel, a gél porusai 6sszehizddnak (25. abra). Alacsony
pH-n tomar, egyseges feluleteket kapunk, mig lugos pH-kon a szerkezet porusai a 25 °C-on
mért porusok méretének toredekei. Az ionerésseg hatasa itt kisebb mértékben érvenyesiil,
ugyanis elnyomja a PNIPAAm szerkezetének megvaltozasa.

6.7 Kioldodas vizsgalatok

A kioldédas vizsgélatokat PASP-I-PNIPAAmM hidrogélekb6l az emberi test
homérsékletén, 37 °C-on és egy lazas betegnek ,,megfelel6” testhomérsekleten, 42 °C-on
végeztik diklofendk-natrium nem szteroid tipusu gyulladascsokkentével, mint modell
hatdéanyaggal (26. abra).
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26. &bra: Diklofendk-natrium kioldédasa PASP-I-PNIPAAm hidrogélekbdl 37 °C és 42 °C-on foszfat
pufferben (pH = 7,6) és savas elokezelés (pH = 1,2) utdn foszfat pufferben (pH = 7,6) 37 °C-on

Az 26. brabdl megallapithatjuk, hogy a diklofendk-natrium pH = 7,6 foszfat pufferes
(PBS) oldataban visszaduzzasztassal nyert gélekbél a kioldodott hatéanyag mennyisége
37 °C-on kevesebb, mint a PNIPAAmM fazisatalakuldsa feletti hémérsékleten 42 °C-on. Ez
azzal magyarazhatd, hogy a PNIPAAm féazisatalakuldsa soran bekdvetkez6 térfogatcsokkenés
- a Kiprésel6 hatas révén - a gélbe zart hatéanyagot gyorsabb kioldodasra készteti, tehat a
homérséklet jelentds hatassal van a kioldodéas kinetikajara. Az &bran lathato, hogy csak PBS
kdzegben torténé kioldddas esetén a leadott hatdanyag tdmege (mg) mar 120 percnél (2h)
eléri a maximalis értéket.

A 26. dbrdban haromszdggel jelolt kioldodas elsé 90 percét pH = 1,2 HCI oldatban,
majd a tovabbi hatdanyag-leadast szintén PBS kozegben végeztik. JOl lathatd, hogy a savas
elészakasz (90 min) utan a gélekbol térténé hatdanyag-kioldodas megné, de még 520 percnél
sem éri el azt a maximumot, amit csak PBS kdzegben méar 120 percnél tapasztaltunk.

Az Altalunk Kkifejlesztett PASP-I-PNIPAAmM multireszponziv hatéanyag-hordozo
rendszer tehat a gyomorsav pH-jan magaban tartja a diklofendk-natriumot, majd a pH-t a
vékonybélben talalhatd értékre emelve a PASP-I-PNIPAAmM hidrogélek kismértékben
megduzzadnak, ami a hatéanyag felgyorsul6 leadasat idézi el6. A PASP-I-PNIPAAM
hidrogélek alkalmazasaval a hatGanyag-leadds tehdt gyakorlatilag nem megy vegbe a
gyomorban és lelassul a vékonybélben. Az azonos mddon alkalmazott, hagyomanyos
hatdéanyag-hordozo rendszerekhez képest, ezzel az elnydjtott hatdanyag-leadassal névelhet6 a

hatastartam és csokkenthet6 a mellékhatasok veszélye.
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6.8 PASP gélek sejttoxicitasanak vizsgalata

A citotoxicitas vizsgélatokhoz két modellt alkalmaztunk. Egyik a PASP-I-PNIAAmM
kotérhalds hidrogél sejttoxicitasi mérése Caco-2 sejtvonalon és a human epithél sejtek
ndvesztése a hidrogél fellletén.

A sejttoxicitasi vizsgalatok eredménye kimutatta, hogy a vizsgalt PASP-I-PNIAAmM
gélek 24 dra utdn nem karositottdk a Caco-2 epitél sejteket. A PASP-I-PNIAAm kotérhalok a
PASP-DAB geélekhez hasonldan a pozitiv kontroll csoportnak megfelelé értékeket mutattak
mind a laktat dehidrogenaz (LDH) felszabadulas és az XTT festéekkonverzid mérésnél. A
negativ kontrollunk a Triton X-100-al kezelt sejtek voltak, amelyek a kezelés hatdsara
elpusztultak. Az XTT festékkonverzd Kinetikdja szintén nem mutatott szignifikéns
kilonbséget a pozitiv kontroll és a PASP-al kezelt csoportok kozott. Az eredmények alapjan
elmondhato, hogy a vizsgalt PASP gélekb6l nem oldédnak ki a human epithél sejtekre karos
anyagok.

Epithél sejtek PASP geélek felszinén torténé novekedésének vizsgalata kimutatta, hogy a
Caco-2 sejtek kdnnyen tapadnak a mianyag csészéhez, valamint az Uveg fed6lemezhez,
azonban a vizsgalataink soran a patkany farok kollagénnel bevont és nem bevont kilonféle
PASP gélek felliletétn nem tapadtak le és nem noéttek a sejtek. A Kkisérlet alatt a
PASP-I-PNIAAmM kotérhalds hidrogél jelent6és zsugorodast mutatott a tapoldatban, aminek
kovetkeztében a sejtek a kis felszinii gélkorongra nem tudtak hozzatapadni. Bar az epithél
sejtek nem tapadtak a PASP-1-PNIAAmM kotérhalos gélre, de a lemez miianyag lyukinak aljara
kitapadtak és néttek a gél jelenlétében, ami megerésiti azt, hogy ezek a gélek nem toxikusak a
human sejtekre.

Osszességében tehat elmondhatd, hogy a gélek nem bizonyultak toxikusnak a human
Caco-2 sejtvonalra és tulajdonsagaik alapjan olyan alkalmazdsokban hasznélhatok fel, ahol a
sejtek Osszetapadasa hatrdnyos és elkertilendé. Ezen biokompatibilis gélek alkalmazhatok
lehetnek abdominalis vagy méas sebészeti beavatkozasok utani adhézidk megakadalyozasara.
Vizsgélatra kerlltek a kutatocsoport modositott PASP géljei is, amelyek szintén nem voltak
toxikusak a Caco-2 sejtvonalra, de a sejtnévesztési vizsgalatokban az el6zéekkel ellentétben a
géleken a sejtek novekedtek. Ezen rendszerek alkalmasak lehetnek sejttenyészetekbol

szdvettenyeszetek eléallitasara.
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7 Osszefoglalas

Munkam soran a pH-érzékeny poliaszparaginsav (PASP) és a homérsékletérzékeny
poli(N-izopropilakrilamid) tulajdonségait 6tvozve sikerilt eléallitanom vizes kdzegben egy
teljesen 0j, eddig még nem vizsgalt kotérhalés szerkezetii hidrogélt. Két polimer
tulajdonsagainak kombinalasara a két polimer egymasra épitésével nyert kotérhalos
rendszerek Kivaldan alkalmasak.

A szintézis soran elséként a poliszukcinimidet (PSI) allitottam el6 polikondenzécids
reakcidval. A PSI-t, mint alap polimert sikeresen modositottam vizoldhatésagot biztosito
etanolaminnal illetve telitetlen kotést tartalmazo allil-aminnal. Vizsgaltam, hogy a
lancmédositas hogyan befolyasolja a gélesedés eredményét. Megallapitottam, hogy
amennyiben az egy PSI lancon 1évé funkcionalitasok szdma egy bizonyos hatarérték ala
csokken, akkor a gélesedés nem jatszodik le, valamint, ha nem elegendé a hidrofil csoportok
mennyisége (hidroxietil) a polimer nem oldddik megfelel6 mértékben vizes kbzegben.
Optimélis  kiinduldsi PSI vizoldhatova tételéhez és gélesedéséhez a 20 mol%-ban
etanolaminnal és 20 mol%-ban allil-aminal mddositott PSI polimert taldltam megfelelének,
melyre gyokos polimerizacidban a PNIPAAm lancok raepithetok.

Vizsgaltam a géleket alkotd6 NIPAAmM/PSI tomegaranyok gelesedésre, mechanikai
tulajdonsdgra, valamint fizikai - kémiai tulajdonsdgra gyakorolt hatésat. A
homérsékletérzékenység csak abban az esetben érvényesul, ha a gélt alkotd véazban a
NIPAAM/PSI témegarany egynél nagyobb. Az elékisérleteket figyelembe véve, a tovabbi
vizsgalatokhoz kivalasztottam egy minden tulajdonsédgéaban kedvezé gélt.

A kotérhal6s hidrogélek hémérséklet és pH-érzékenysegét az egyensulyi duzzadasfok
meghatarozasaval vizsgaltam. Az kisérleti eredmények alapjan elmondhatd, hogy az altalam
eléallitott kotérhalds hidrogélek duzzadasfoka elére programozhaté a gél dsszetételével.

Az elézetes Kkioldddas vizsgalatok soran sikerilt elnydjtott hatéanyag-leadast
megvaldsitanom diklofendk-natrium, nem szteroid tipustd gyulladascsokkenté modell

hatdéanyag alkalmazésaval.
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