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Kivonat

A nanokészitmények fontos szerepet jatszhatnak a rakellenes gyogyszeres terapiak
hatékonysaganak novelésében. A hatdéanyagot tartalmazd nanohordozok a tiszta
kemoterapids szerekhez képest szamos hatranyt kikiiszobolhetnek, mint példaul a
korlatozott biologiai hozzaférhetdség, a gydgyszerrezisztencia és a mellékhatasok. Az
ellendrzott és célzott hatdbanyagszallitdé rendszerek egyik igéretes csoportja a polimer
alapti nanorészecskék, amelyek diffazidval és lebomlassal képesek felszabaditani a
hatéanyagot. A poliészterek és poliamidok enzimkatalizalt folyamatokkal torténd in vitro
szintézisét az elmult évtizedekben fejlesztették ki zold alternativaként bioldgiailag
lebomlo, szintetikus polimerek eldallitasara kiilonbozo alkalmazasokkal, példaul
nanorészecske méretli hordozokkal gyogyszerszallitashoz. A poliészter-amidokat sokkal
kevésbé tanulmanyoztak ebben a tekintetben, bar feltételezhetd eldnylik az amid-részek
altal okozott megnovekedett mechanikai ¢és termikus ellenallds. A szintetizalt
biokompatibilis és biodegradabilis 12-hidroxi-sztearinsav-e-kaprolakton és 16-hidroxi-
hexadekansav-e-kaprolaktam kopolimerekkel a szerzé sorafenib, ciszplatin és szintetikus
antocianidin rakellenes vegyiileteket mikrokapszulazott. A nanorészecskéket emulzids-
olddszer elparologtatasi modszerrel allitotta eld, optimalizalva a modszereket a
részecskeméretre és a kapszulazasi hatékonysagra. A kifejlesztett nanoterapeutikumok
igéretes hatdanyag-felszabadulasi profilt és citotoxikus hatast mutattak in vitro HepG2
hepatocellularis karcinoma sejtekben. A szerzé, munkaja soran a szinergikus hatas
reményében kettds hatéanyagtartalmi polimer nanorészecskéket is eldallitott jo termelési
hozammal, egy tovabbfejlesztett kettés emulzids-olddszer elparologtatasi modszerrel. A
ciszplatin  beépiilésének ndvelésére szarvasmarha szérum albumin  (BSA)
modellvegyiiletet alkalmazott; majd sikeresen helyettesitette azt iIRGD tumor penetracios
peptiddel, amely a nanorészecskék célzasi funkciojat biztosithatja. A kettds hatéanyagli
rendszer hatékonysagat citotoxicitasi teszttel igazolta HepG2 sejtvonalon. Az vj
szintetikus antocianidineket in vitro vizsgalta, mint lehetséges citosztatikus vegyiiletek,
HCT116 és HepG2 rakos sejtek ellen. Tovabba vizsgalta a két legaktivabb vegyiilet
halokrom tulajdonsagait, amelyek befolyasolhatjak a biologiai aktivitast, €s molekularis
kapszulazasnak vetette ala B-ciklodextrin-szarmazékokban, hogy névelje a vizben vald

oldhatosagukat és biologiai hozzaférhetdségiiket.



Abstract

Nanoformulations have a significant potential to advance anticancer drug therapies.
Compared to pure chemotherapeutics, drug-loaded nanocarriers have been able to
overcome many challenges, such as limited bioavailability, multiple drug resistance and
adverse effects. Polymer-based nanoparticles are a potential class of targeted and
controlled drug delivery devices, because they can maintain the release of the active agent
through diffusion and their degradation. In recent years, a green approach of producing
biodegradable synthetic polymers with a variety of uses, including nanoparticle-sized
carriers for drug administration, has been developed. Polyesteramides were significantly
less investigated in this area, although having the potential benefit of higher mechanical
and thermal resistance given by amide moiety. The synthesized biocompatible and
biodegradable  e-caprolactone-12-hydroxystearic acid and  &-caprolactam-16-
hydroxyhexadecanoic acid copolymers were used as new encapsulating agents for the
production of polymeric nanoparticles containing sorafenib, cisplatin or anthocyanidin.
The nanoparticles formed by emulsion-solvent evaporation method demonstrated a
promising drug release profile and in vitro cytotoxic efficacy on HepG2 hepatocellular
cells. In the expectation of a synergistic effect, polymer nanoparticles with dual active
ingredients were produced, using an improved double emulsion-solvent evaporation
method, achieving a good production yield. To increase the incorporation of cisplatin, the
bovine serum albumin (BSA) model compound was used, which was successfully
replaced with the iRGD tumor penetration peptide that can provide the targeting function
of the nanoparticles. The efficacy of the dual drug system was demonstrated by
cytotoxicity test on HepGz2 cell line. The potential cytostatic properties of the novel
anthocyanidin derivatives against HCT116 and HepG2 cancer cells were examined in
vitro. Additionally, the halochromic properties of the two most active compounds were
investigated, that may affect the biological activity. In order to enhance their solubility in
water and bioavailability, these two substances were molecularly enclosed in -

cyclodextrin derivatives.



Kurzfassung

Nanoformulierungen haben ein erhebliches Potenzial fiir die Weiterentwicklung von
Krebsmedikamenten. Im  Vergleich zu reinen Chemotherapeutika konnten
wirkstoffbeladene Nanotrdger viele Herausforderungen meistern, wie z. B. begrenzte
Bioverfiigbarkeit, mehrfache Arzneimittelresistenz und Nebenwirkungen. Polymerbasierte
Nanopartikel sind eine potenzielle Klasse von Gerdten zur gezielten und kontrollierten
Verabreichung von Medikamenten, da sie die Freisetzung des Wirkstoffs durch Diffusion
und deren Abbau aufrechterhalten konnen. In den letzten Jahren wurde ein
umweltfreundlicher Ansatz zur Herstellung biologisch abbaubarer synthetischer Polymere
mit vielféltigen Einsatzmoglichkeiten, einschlieBlich nanopartikelgroBer Trager fiir die
Arzneimittelverabreichung, entwickelt. Polyesteramide wurden in diesem Bereich deutlich
weniger untersucht, obwohl sie aufgrund der Amideinheit den potenziellen Vorteil einer
hoheren mechanischen und thermischen Bestiandigkeit aufweisen. Die synthetisierten
biokompatiblen und biologisch abbaubaren e-Caprolacton-12-hydroxystearinsdure und &-
Caprolactam-16-hydroxyhexadecansdure-Copolymere wurden als neue
Verkapselungsmittel fiir die Herstellung von polymeren Nanopartikeln verwendet, die
Sorafenib, Cisplatin und Anthocyanidine enthalten. Die Nanopartikel hergestellt durch die
Methode der Emulsions-Losungsmittel-Verdampfung zeigten ein vielversprechendes
Wirkstofffreisetzungsprofil und eine in vitro zytotoxische Wirksamkeit auf den
hepatozellularen HepG2-Zellen. In Erwartung eines synergistischen Effekts wurden
Polymernanopartikel mit dualen Wirkstoffen mithilfe einer verbesserten Methode der
doppelten  Emulsion-Lésungsmittel-Verdampfung  hergestellt und  eine  gute
Produktionsausbeute erzielt. Um den Einbau von Cisplatin zu erhdhen, wurde eine
Modellverbindung aus Rinderserumalbumin (BSA) verwendet, die erfolgreich durch ein
IRGD-Tumorpenetrationspeptid ersetzt wurde, das die Targeting-Funktion wvon
Nanopartikeln ibernehmen kann. Die Wirksamkeit des dualen Wirkstoffsystems wurde
durch einen Zytotoxizititstest an der HepG2-Zelllinie nachgewiesen. Die potentiellen
zytostatischen Eigenschaften der neuartigen Anthocyanidine-Derivate gegen HCT116- und
HepG2-Krebszellen wurden in vitro untersucht. Dariiber hinaus wurden die halochromen
Eigenschaften der beiden aktivsten Verbindungen untersucht, die die biologische Aktivitét
beeinflussen kdnnen. Um ihre Wasserloslichkeit und Bioverfiigbarkeit zu erhohen, wurden

diese beiden Substanzen molekular in B-Cyclodextrin-Derivate eingeschlossen.
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1. Bevezetés

1. Bevezetés

A nanomedicina a gyogyszeripar egyik legjobban fejlédé aga, olyan
nanotechnoldgiaként definialhatd, amely nanoméretii anyagokat von be az egészségiigyi-
¢és orvosi-alkalmazasokba. Ennek a technoldgidnak a fejlodése innovaciodt jelentett
kiilonb6z6 orvosi teriileteken, beleértve a szabalyozott és célzott hatdéanyagleadast, a
biomarkereket, a molekularis képalkotast és a bioérzékelést. A nanogydgyaszati termékek
lehetdséget kindlnak kifinomult célzasi stratégidk és multifunkcionalitds megvaldsitasara
[Wicki et al., 2015]. A nanoméretli eszk6zOk koncepcidja biologiailag lebomlo,
Onszervez6dé nanorészecskék kifejlesztéséhez is vezetett, amelyeket rakellenes
gyogyszerek és képalkoté kontrasztanyagok szervezeten beliili célzott szallitasara
terveztek. Bar a kolloidkémiai definicio szerint a nanorészecskék <100 nm méretiiek, a
mikrokapszulazas szakirodalméban altaldnosan elfogadott ezt a kifejezést a
szubmikronos atmérdjii részecskékre alkalmazni (Yokoyama T. 2018). A nanorészecskék
méretliik miatt lekiizdhetik a sejtes és fiziologiai akaddlyokat. Az ilyen ,,intelligens”,
multifunkciondlis eszk6zok jelentik az onkoldgia gyakorlati fejlodését, lehetéve téve a

A rakkezelés jelenlegi problémai kozé tartozik az alacsony specifitas. A legtobb
rakellenes szer nem tesz kiilonbséget a normal és rakos sejtek kozott, szisztémas toxicitast
¢és karos mellékhatasokat okozva. Tovabba a gyogyszer gyors kiliriilése és bioldgiai
lebomlasa, valamint a korlatozott célzasa szintén problémat jelent, ezért a célzott szallitas
és iranyitott hatdanyagleadas rendkiviil fontos a rakterdpia jelenlegi korlatainak
lekiizdése érdekében [Sinha et al., 2006]. A nanorészecskék segithetnek lekiizdeni a
rakellenes gyogyszerek oldhatosdgaval és kémiai stabilitasaval kapcsolatos problémakat.
A rossz vizoldhatdsag korlatozza ezen vegyiiletek biologiai hozzaférhetoségét. A rosszul
oldodo gyogyszerhatoanyagok felvétele és szallitasa novelhetd ezeknek a vegyiileteknek
hidrofil nanohordozokba valé bedgyazasaval, ugyanakkor ez novelheti a kémiai
stabilitasukat. Tovabba, a nanohordozok képesek megvédeni a rakellenes vegyiileteket a
biologiai lebomlastol vagy kivalasztodastol, ezéltal befolydsolva farmakokinetikai
profiljukat [Williams et al., 2013]. A nanohordozok jellemz6i (1. abra), mint a méret, a
nagy fajlagos feliilet, a hatdanyag-felszabadulasi profil és finomhangolhatdsaguk a célzas

érdekében, lehetévé teszik azok szamara, hogy hatékonyan bejussanak a célszovetbe és
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irdnyitott moédon szabaditsdk fel a széllitott hatéanyagokat, ezaltal novelve terapias

hatasukat [Esfahani et al., 2018, Raval et al., 2019, Mazumdar et al., 2021].
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1. abra. A nanoanyagok legfontosabb tulajdonsagai és farmakokinetikai paraméterekre

gyakorolt hatasaik [Piktel et al., 2016].

*EPR — fokozott permeabilitasi és retencids hatas (angolul ,,enhanced permeability and retention”).
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2.1 Gyogyszerhordozok tipusai

A nanohordozok olyan orvosbiologiai anyagok, amelyeket terapias €s diagnosztikai
célbol eldallitott molekuldk befogadasara és szallitasara fejlesztettek ki, a kis
gyogyszermolekulaktol, peptidektdl, fehérjéktdl kezdve a genetikaban is fontos szerepet
jatszo molekulakig. Osszetételiik széles spektrumu lehet, kiilonbdzé morfologiai
variaciokkal, tovabba feliileti kémiajuk modosithatd (2. abra), ezaltal novelve a

hatéanyagtartalmat és szallitasi kapacitasukat [Seo et al., 2017].
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2. abra. A nanorészecskék széles spektruma [Sun et al., 2014].
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A rakkezelésben szamos innovativ gyogyszerhordozd rendszert alkalmaznak,
leginkabb szintetikus polimereken, fehérjéken, lipideken, szerves ¢és szervetlen
részecskéken alapuld nanoanyagok skalajat. A hagyomanyos kemoterapeutikumokkal
szemben a hordozdba térténd nanoméretli gyogyszerkapszulazas szamos elénnyel jar,
mint példdul a véraramban torténd lebomlas elleni védelem, jobb gyogyszeroldhatdsag,
fokozott gyogyszerstabilitas, célzott gyogyszeradagolas, csokkentett toxikus
mellékhatasok, valamint  jobb farmakokinetikai és farmakodinamikai
gyogyszertulajdonsagok.

A kemoterapidban hasznalt nanohordozok alapvetéen harom f& csoportba

sorolhatok, amelyeket célzott vagy nem célzott gyogyszeradagolasra terveztek: 1) szerves
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molekulakbol felépiild hordozok; 2) szervetlen elemekbdl (altalaban fémekbdl)
létrehozott, mint példaul kvantumpontok, szén nanocsovek, réteges kettds hidroxidok,
mezoporusos szilicium-dioxid és magneses nanorészecskék, tovabba 3) szerves és
szervetlen hibrid nanohordozék. A szerves nanohordozok liposzémakbol, lipidekbdl,
dendrimerekbdl, micellakbol, emulzidkbol és szintetikus polimerekbdl allnak (3. abra)
[Senepati et al., 2018]. Mivel a dolgozatomban szerves hordozokat alkalmaztam, roviden

attekintem ezeknek a fobb tipusait.
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3. abra. A 1étrehozott nanoterdpias platformok ¢és kiilonb6z6é nanogydgyaszati termékek
illusztracioja [Wicki et al., 2015].
(Journal of Controlled Release 2015:200 138-157 — Eredeti kiadé, Elsevier engedélyével
felhasznalva.)

Liposzomdk

A liposzomak (4.A abra) vizben oldhatatlan polaris lipidek koncentrikus, zart
kettds rétegei, amelyek a sejtmembran fontos szerkezeti 6sszetevdi. A liposzomak amfifil
jellegiiek, mivel hidrofob és hidrofil komponensekbdl allnak, amelyek 6nszervezédése
adja a kétrétegii szerkezetet [Malam et al., 2009]. Ezek az anyagok szamos elénnyel
rendelkeznek, mint példaul a feliileti tulajdonsagaik konnyen modosithatok és a méretiik
pontosan szabalyozhat6. Szerves anyagok 1évén, a liposzomak altalaban
biokompatibilisek. Hatranyuk a gyenge stabilitasuk, alacsony hatéanyagtartalmuk ¢és
rossz felszabadulasi profiljuk [Noble et al., 2014].
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Szilard lipid nanorészecske

A szilard lipid nanorészecskék (SLN) nanoméretti (50-1000 nm), kolloid
gyogyszerhordozok (4.B abra), amelyeket mar az 1990-es évek elején kifejlesztettek.
Eléallitisukhoz mono-, di- és triglicerideket, szabad zsirsavakat, zsiralkoholokat,
viaszokat és szteroidokat hasznalnak. Az SLN-k meglehetdsen hasonloak a
nanoemulzidkhoz, kiilonbség, hogy a nanoemulzidkban szobahémérsékleten folyékony
lipideket (olajokat) hasznalnak. Az SLN-k 6sszetételétdl (lipid, hatbanyag és feliiletaktiv
anyag) ¢s az eldallitasi koriilményektdl (meleg vagy hideg homogenizalas) fiiggden a
hatéanyag vagy homogén moddon diszpergalhaté az SLN-k lipidmatrixdban (szilard
oldat/homogén matrix modell), beépitve a lipidmagot koriilvevé héjba (gydgyszerrel
dusitott hé¢jmodell), vagy beépithetd a lipidhéjjal koriilvett magba (gyogyszerrel dusitott
magmaodell) [ud Din et al., 2017].

Feliiletaktiv

Lipofil hatéanyag anyagok

Lipid kettds réteg
Lipid matrix

Bels6 vizes mag

Hidrofil hatéanyag

Hatbanyag

4. abra. FObb szerves nanohordozok szerkezetei: liposzoma (A) és szolid lipid
nanorészecske (B) [ud Din et al., 2017].
(International Journal of Nanomedicine 2017:12 7291-7309 — Eredeti kiado, Dove Medical
Press Ltd. engedélyével felhaszndlva.)

Dendrimerek

A dendrimerek gomb alak®, szintetikus szerkezetek (5.A abra). Ezek egy
magmolekulabol  allnak, amelyek faszerli kiterjesztésekre  agaznak  szét,
funkcionalizalashoz rendelkezésre 4116 végekkel. Atméréjiiket tekintve a dendrimerek a
legkisebb nanorészecske-rendszerek, amelyek sugara 2,5 és 8 nm kozott van. A
dendrimerszintézis soran szabalyozhat6 az eldgazas jellege, a dendrimer molekulatomege
¢s funkcionalizalhatésaga. A terdpids vegyiiletek a funkcios csoportokon keresztiil
kapcsolodhatnak az agakhoz, kitdlthetik az agak kozotti lires tereket, vagy a hidrofob
vegyiiletek beagyazhatok a magba [Abbasi et al., 2014, Kaminskas et al., 2011].

3
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Polimer micellak

A polimer micelldk nanoméretli (10-100 nm) kolloid részecskék, amelyek
szintetikus amfifil di- vagy triblokk kopolimerek vizes kornyezetben torténd
onszervezédésével jonnek 1étre [Zhu & Liao, 2015]. Mivel amfifil jellegliek, igy hidrofob
¢és hidrofil szegmenseket egyarant tartalmaznak (5.B abra). Ezek a blokk-kopolimerek
vizes kornyezetnek kitéve, bizonyos koncentracio felett (kritikus micella koncentracio)
micellakat képeznek. A blokk-kopolimer hidroféb szegmense alkotja a micella magjat,
mig a hidrofil szegmens a micellak héjat képezi. Ezért a részecskék mag-héj szerkezetiiek,
hidroféb maggal és hidrofil héjjal. A részecskék hidrofob magja lehetvé teszi a hidrofob
hatéanyagok befogasat és szabalyozza a részecskék hatdéanyagleadasi tulajdonsagait. A
részecskék hidrofil héja azonban a mag stabilizaldsara szolgél, biztositja a részecskék

oldhatosagat vizes kornyezetben [Biswas et al., 2016].
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5. abra. FObb szerves nanohordozok szerkezetei: dendrimer (A) és polimer micella (B)
[ud Din et al., 2017].

(International Journal of Nanomedicine 2017:12 7291-7309 — Eredeti kiado, Dove Medical
Press Ltd. engedélyével felhaszndlva.)

Polimer nanorészecskéek

Az elmult néhany évtizedben a polimerek nagy figyelmet kaptak a
gyogyszerhatoanyag szallitas teriiletén, mivel szamos vonzé tulajdonsagot kindlnak a
hatéanyag hordozasban. A polimer nanorészecskék szilard, nanoméretii (101000 nm)
kolloid részecskék, amelyek biokompatibilis polimerekbdl allnak [Mallakpour &
Behranvand, 2016]. Szerkezeti felépitésiik alapjan lehetnek nanogombok (matrix tipus)
vagy nanokapszulak (tartaly tipus). A nanogémbdok a hatdanyagot a polimer matrixba
zarjak, mig a nanokapszulak esetében a hatéanyagot szilard polimer membrannal zart olaj
vagy viz folyékony magban oldjak/diszpergaljak. Mindkét tipust polimer nanorészecske
(matrix vagy kapszula) esetében lehetséges a hatéanyag adszorpcidja vagy kémiai

konjugacioja a nanorészecske feliiletére (6. abra) [Sharma M. 2019].
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6. abra. A nanokapszuldk és nanogdmbok szerkezetének, valamint a hatbanyag
lehetséges elhelyezkedésének dbrazolasa [Zielinska et al., 2020].

fgéretes olyan mesterséges ¢és funkcionalizalt nanorészecskék eldallitasa, amelyek
terapias szereket (példaul sorafenib ¢€s ciszplatin) ¢és diagnosztizalasra alkalmas
kontrasztanyagokat is tartalmaznak [Feczké et al., 2019]. Klinikai vizsgalatok soran
jelentds eredményeket jegyeztek fel, kiillondsen a rdk és mikrobidlis fertdzések kezelése
esetében [Moghimi et al., 2011]. Jelenleg szdmos klinikailag jovahagyott nanoméretii
anyag van, amelyek igéretes nanorészecske gyogyszerhordozd rendszereknek
bizonyulnak, valamint kevesebb mellékhatast és hatékony terapias szinteket mutatnak.
Egyik legfontosabb koziiliik az Egyesiilt Allamok Elelmiszer- és Gyogyszerfeliigyelete
(FDA) altal mar 1995-ben jovahagyott Doxil. Ez a készitmény petefészekrak és szarkoma
kezelésére hasznalatos doxorubicint hordoz6 PEGilalt liposzomakat tartalmaz. Egy masik
példa az FDA altal jovahagyott sikeres formulara az Abraxane, amely albuminhoz kotott
paklitaxel, a metasztatikus mellrak, tiidorak és hasnyalmirigyrak kezelésére [Cole &
Holland, 2015].
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2.2 Gyégyszerhordozé anyagok

2.2.1 Polimer alapu hordozéanyagok

A polimer nanorészecskéket mar régdta hasznaljak elsédleges komponensként a
mindennapi bevonatokban, festékekben és ragasztokban. Ujabban olyan orvosbiologiai
teriileteken is vizsgaljak az alkalmazasukat, mint a bioképalkotas, a gyogyszerhatoanyag
szallitas és a diagnosztika [Mallakpour & Behranvand, 2016]. A polimer nanorészecskék
az elmult években jelentés érdeklddést valtottak ki a hatdanyagszallitasban Kis
méretliikbdl adodo tulajdonsagaik miatt. Eldnyei kozé tartozik a szabalyozott
felszabadulas potencialis felhasznalasa, a biologiai aktivitassal rendelkezd gyogyszerek
¢s mas molekuldk védelme a kornyezeti hatdsokkal szemben, a bioldgiai
hozzaférhetéségiik és a terapias index javitasa. A polimer nanorészecskék valtozo
hatéanyagszallitasi képességekkel is rendelkeznek [Zielinska et al., 2020]. A hatéanyag
molekulak bedgyazhatok a magba, diszpergalddhatnak a polimer matrixban, kémiailag
konjugalhatok a polimerhez vagy kotédhetnek a részecske feliiletéhez. Ezek lehetévé
teszik hidroféb ¢és hidrofil vegyiiletek, valamint kiilonb6z6 molekulatomegi
kapszulazando vegyiiletek, példaul kis molekuldk, bioldgiai makromolekulék, fehérjék és
vakcinadk szallitasat, idealissa téve a részecskéket tobb komponens szallitasara
[Afsharzadeh et al., 2018]. Az olyan tulajdonsagok valtoztatasaval, mint az Osszetétel,
stabilitas és feliileti toltés, pontosan szabalyozhatdo ezeknek a rendszereknek a
hatékonysaga és felszabadulasi kinetikdja. Feliiletiik konnyen modosithaté a tovabbi
célzashoz, lehetdvé téve, hogy gyogyszereket, fehérjéket és genetikai anyagokat
juttassanak a célzott szovetekbe, ami hasznossa teszi ezeket a rendszereket a
rakgyogyaszatban, a génterapiaban és a diagnosztikdban. A polimer nanorészecskék
hatranyai kozé tartozik azonban a részecske-aggregacio és a toxicitas fokozott kockazata
[Mitchell et al., 2021].

A polimer nanorészecskék természetes vagy szintetikus anyagokbol, valamint
monomerekbdl vagy eléformazott polimerekbdl szintetizalhatok. A természetes
polimerek (szénhidratok/fehérjék) altaldban hidrofilek, gyogyszerhordozoként hasznalt
gyakori formaik a kitozan, a zselatin, az alginat és az albumin. Eddig csak egy
fehérjealapu nanorészecske kapott engedélyt a klinikai teszteken, az albumin hordoz6hoz
kotott paklitaxel (Abraxane néven), nem-kissejtes tiidorak, mellrak és hasnyalmirigyrak

kezelésére. A szintetikus kopolimerek sokoldalu és finomhangolhaté anyagok, amelyek
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gyogyszerhordozd rendszerek (nanorészecskék, micellak, vezikularis poliszomak,
polimer-gyogyszer konjugatumok és dendrimerek) eldallitasi alapjai. Elényiik, hogy
rovid ideji vagy akar néhany hétig tartd nyhjtott hatéanyag-felszabadulast is
eredményezhetnek 0Gsszehasonlitva a természetes polimerek viszonylag rdévidebb
kioldodasi idejével [Prabhu et al., 2015]. A szintetikus polimerek kétfélék lehetnek:
biodegradabilisek ¢és biologiailag nem lebonthatok. A politejsav (PLA), a poli-g-
kaprolakton (PCL) és a poli(tejsav-glikolsav) kopolimere (PLGA) biolégiailag lebomld
polimerek, és a PLGA-t indometacin, Spantide II és ketoprofen transzdermalis
szallitasara hasznaljak. A poliakrilatok biologiailag nem leboml6 polimerek, amelyeket
gyogyszerek dermalis és transzdermalis szallitasara hasznaltak, de a biologiailag lebomlo
polimerekhez képest kisebb mértékben [Sharma M. 2019].

A PLGA az egyik legsikeresebben kifejlesztett biokompatibilis és bioldgiailag
lebonthatd polimer, amely képes ndvelni a rosszul oldéddé molekuldk vizoldhatdsagat,
csokkenteni azok lebomlasanak esélyét és javitva a bioldgiai hozzaférhetéségiiket. A
szervezetben bioldgiailag lebomlé monomerekre hidrolizal, amelyeket végil a
citromsavciklus eltavolit. A PLGA-t az FDA jovahagyta gyogyszerkészitményekben
gyogyszerhatoanyag szallitd rendszerként valo felhasznalasara. A PLGA nanorészecskék
azonban gyorsan kiiiriilnek a mononuklearis fagocita rendszer (MPS) sejtjei altal. A
nanorészecskék hidrofil polimerrel, példaul polietilén-glikollal (PEG-gel) torténd
bevonasa sztérikusan stabilizalja a részecskéket, gatolja az MPS altali felismerésiiket, ami
hosszabb keringési id6t eredményez a plazmaban, hosszabb felezési id6vel [Zakharova
etal., 2017].

A PLA az FDA éltal engedélyezett bioldgiailag lebomld polimerek egyik
legnépszeriibb tagja, amelyet enzimek vagy gombak természetes modon lebonthatnak
komposztban vagy talajban. A citromsavciklus soran a PLA vizzé és szén-dioxidda
alakul. A PLA-t gyenge hidrofilitas jellemzi, amely kopolimerizacioval jelent6sen
javithat6. A paklitaxel klinikailag jovahagyott micellas készitménye, a Genexol-PM
MPEG-PLA-t tartalmaz micellaképz6 polimerként. Egy nemrégiben végzett preklinikai
vizsgalatban mPEG-PLA és E-vitamin TPGS vegyes micella-formulat fejlesztettek ki a
paklitaxel szallitasara, hogy noveljék a Genexol-PM hatékonysagat a tobbszords
hatéanyagrezisztens tumorok ellen [Biswas et al., 2016].

A PCL egy biologiailag lebomlo poliészter, melyet széles korben alkalmaznak az
orvosbiologidban €16 szovetek mesterséges eldallitasara és a szabalyozott hatdoanyag-

szallitasban egyarant. Ezek az alkalmazasok azonban tovébbra is korlatozottak a magas
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hidrofobicitas, a lassi lebomlasi sebesség és lassu hatéanyag-kibocsatasi tulajdonsagok
miatt [Malikmammadov et al., 2018]. Ezeknek a hatranyoknak a lekiizdése érdekében
szamos makromolekularis szerkezetet és Osszetételt javasoltak, beleértve az e-
kaprolakton (ECL) kopolimerjeit kiilonb6z6 komonomerekkel [Dong et al., 2001] és
kapcsolt PCL kopolimerekkel [Al Samad et al., 2016]. Bar a PCL kopolimerjeinek
eloallitasat foként kémiai katalizissel végzik, on-oktanodt katalizatorokat alkalmazva
[Woodruff et al., 2010], a biokatalizis értékes alternativaként jelent meg az elmult
évtizedekben [Labet et al., 2009, Shoda et al., 2016]. A lipazok messze a legfontosabb
enzimek, amelyeket a ,,zold” polimerek szintéziséhez hasznalnak, kiilonosen alifas
poliészterek, mint PCL és ECL kopolimerek eldallitasara [Kobayashi S., 2015, Debuissy
etal., 2018]. Azonban mas enzimek is, mint példaul a kutinazok is szelektivitast mutattak
a poliészterezési reakciok tekintetében [Hunsen et al., 2007, Ferrario et al., 2016].

A PCL-alapti nanorészecske gyogyszerhordozok kiilonb6zo moddszerekkel
allithatok eld, a kapszulazd polimer és a hatdanyag tulajdonsagaitol fiiggéen (pl.
oldhatosag). Széles korben alkalmazzak a nanoprecipitacié [Manjili et al., 2018, Abriata
et al., 2019], emulzid-oldoszer elparologtatas (egyszeri és Osszetett) [Alex et al., 2016,
Piazza et al., 2018] és a dializis [Ning et al., 2018] modszereket. A polimer dsszetétele,
molekulatomege, a hémérséklet és a pH jelentdsen befolyasolja a PCL-alapu
nanoterapeutikumok lebomlasi sebességét [Grossen et al., 2017]. A PCL-t az FDA
jovahagyta, mint biokompatibilis és nem toxikus anyag [Sun et al., 2006, Byun et al.,
2014], azonban nanogyodgyszerek tekintetében fontos szerepet jatszanak a
citotoxicitasban olyan tovabbi tényezok, mint a részecskeméret, a morfologia és a feliileti
jellemzok, ezért minden 0j készitményt ajanlatos megvizsgalni.

A PEGilalt PCL (PEG-PCL) az amfifil poliészter polimerek egy masik osztalya,
széles korben hasznalt kopolimer a rakellenes gyogyszerek kapszuldzasara. Az amfifil
tulajdonsag és az eldallitas egyszerisége idealis jeloltté teszi az injekcids
gyogyszerszallitd rendszerek szamadra. J6 biokompatibilitast, bioldgiai lebonthatdsagot €s
alacsony toxicitasi profilt mutat [Biswas et al., 2016]. Az elmult években a PEG-PCL-t
sz¢éles korben alkalmaztdk kemoterdpids és fotodinamids terdpias szerek egyiittes
szallitasara. Peng és munkatarsai [Peng et al., 2008] az altaluk szintetizalt klor magva
metoxi-polietilén-glikol és PCL kettds blokk-kopolimerbe paklitaxelt kapszulaztak. A
nanostruktara célja mind a kemoterapids, mind a fényérzékeny szer egyiittes szallitasa. A
PEG-PCL micellaris nanorészecskéket aktiv célzasra alkalmaztdk a rakot célzd

ligandumok felszini rogzitésével. Li és munkatarsai [Li et al., 2014] csillag alaka folat-
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PEG-PCL kopolimert szintetizaltak, amelybe doxorubicint kapszulaztak az emldrak
célzott kezelésére. A PEG-lanc végét folsav konjugdlasdval modositottdk. A folat
receptorok tultermelédnek az emlé- és petefészekrak daganataiban, ezért lehetséges a
gyogyszer iranyitott célba juttatdsa a folsav-konjugéalt PEG-PLA hordozo altal. Egyes
munkakban a sorafenib hatéanyag mikrokapszuldzasat polimerizacidval eldallitott PEG-
PCL kopolimerek felhasznalasaval végezték [Gan et al., 2018, Tang et al., 2018].

A kozelmultban szerkezetileg kiilonb6z6 hidroxi-zsirsavakat kopolimerizaltak
ECL-lel immobilizalt lipazokkal, ami alacsonyabb molekulatomeget eredményezett a
kémiai katalizishez képest [Todea et al., 2018]. A hidroxi-zsirsavak fontos bioalapt
vegyitiletek, képesek részt venni olyan kiilonb6z6 polimerizacios reakciokban, amelyek
homopolimer zsirsavészterekhez (angolul ,.estolides”) [Todea et al., 2015] vagy
kopolimer szerkezetli elasztomerekhez vezetnek [Ebata et al., 2008]. Kiilonosen a 12-
hidroxi-sztearinsav (12HSA) allithato el6 konnyen a ricinolsav hidrogénezésével, amely
vegyiilet, kiilonb6z6é polimerek bioalapt nyersanyaganak is tekinthet. Az enzimatikus
katalizissel szintetizalt poliészterek és poliészter-amidok az elmult id6szakban kiilonos
érdeklédést valtottak ki, mint hatdanyagszallito platformok, kiilondsen a rakellenes
kezelésekben [Hevilla et al., 2021]. Todea és munkatarsai [Todea et al., 2018] kiilonb6z6
hidrolazokat vizsgaltak ECL és 12HSA kopolimerek ,,z61d” szintézise érdekében, melyek
potenciadlis nanoméretli gyodgyszerhordozokként hasznalhatéak. Folytatdsként, Uj
poliészter-amidokat alitottak el6 biokatalitikus szintézissel, e-kaprolaktam (ECM) és
négy kiilonboz6 funkcidju hidroxisav felhasznalasaval [Benea et al., 2023]. Ezek a
biokatalizissel eldallitott kopolimerek képezik a doktori munkdm soran hasznalt f6bb

gyogyszerhatbanyag hordozokat.

2.2.2 Ciklodextrinek

A ciklodextrinek keményitobdl, baktériumok 4ltali enzimatikus lebontasbol
szarmaz6 ciklikus oligoszacharidok, amelyek gliikozegységekbol allnak és fiziko-
kémiailag stabil molekulak. A leggyakoribb természetes ciklodextrinek hat, hét és nyolc
D-gliikopiran6z egységgel rendelkeznek, és a-, B- és y-ciklodextrinnek nevezik azokat,
melyek a gytiriméret és az oldhatosag tekintetében kiilonboznek egymastol (7. abra)
[Jambhekar & Breen, 2016]. A ktp alaku ciklodextrinek sokoldalu tulajdonsaggal birnak,
mivel a faluk hidrofil, mig a kozponti tiregiik hidrofob jellegii. Ez a jelleg teszi lehet6vé,
hogy a ciklodextrinek apolaris vendégmolekulakat épitsenek be az iireg részbe, mig a

kiils6 fal oldhatobba vagy diszpergalhatobba teszi azokat a vizfazisban, zarvany-
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komplexeket (inkluziés komplexek) képezve [Capelezzo et al., 2018, Chakraborty et al.,
2010]. Ezek a komplexek javithatjak a vendégmolekulak stabilitasat és oldhatosagat,
ugyanakkor a ciklodextrinek védelmet nyujthatnak az oxidativ- és hd-karosodasokkal
szemben is. A ciklodextrinek hasznalata napjainkban széles korben elterjedt, kiilondsen
a gyogyszer-készitményekben, a kozmetikumokban ¢és az élelmiszerekben [Cid-
Samamed et al., 2022, Fernandes et al., 2014].
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7. abra. Az a-, B- és y-ciklodextrinek kémiai szerkezete €s liregméretei [Fuenmayor et
al., 2021].

Mivel a ciklodextrinek keményité alapu, természetes és nem mérgezé anyagok,
ezért kiillonosen alkalmazhatéak illdolajok, iz- és illatanyagok molekularis
kapszulazasara. A nativ ciklodextrinek vizes oldhatésaga azonban viszonylag alacsony,
igy vizoldhatosaguk novelése és alkalmazasuk kiterjesztése érdekében a ciklodextrineket
kémiailag modositottak [Yildiz et al., 2018]. Bar mar 120 éve ismertek, a ciklodextrinek
leginkabb az 1980-as években robbantak be ipari alkalmazasokban. Ezt kdvette a harom
,»hativ” valtozat (o-, B- és y-ciklodextrin) ipari gyartasa, amelyeket mar 1984-ben nagy
tisztasagli formakban gyartottak, jelentdsen csokkentve az arukat, oridsi mértékben
hozzajarulva fejlédésiikhoz, legfoképpen a P-ciklodextrinéhez [Crini G., 2014]. A
ciklodextrinek koziil a B-ciklodextrint hasznaljak a leggyakrabban, mivel apolaris lirege
100-400 g/mol kozotti molekulatomegii molekulakat képes befogadni, ami a legtobb

szoba johetd molekula molekulatomeg-tartomanya, ugyanakkor jo6 hatéanyag-
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megkotoképesség jellemzi ezeket a ciklodextrineket. Kiilonb6z6 hidrofil, hidrofob és
ionos szarmazékokat fejlesztettek ki (1. tablazat) és hasznaltak fel gyogyszerek fizikai-
kémiai és gyogyaszati tulajdonsagainak javitasara, valamint a természetes ciklodextrinek
befogadasi kapacitasanak fejlesztésére [Gidwani & Vyas, 2015]. A B-ciklodextrinek
hidrofil szarmazékat, a szulfobutil-éter-p-ciklodextrint (SBECD), ¢és a lipofil
szarmazékat, a random metilezett B-ciklodextrint (RAMEB) elényben részesitik nem-

toxikus jellegiik ¢és nagy kotéképességiik miatt [Fenyvesi et al., 2020].

1. tablazat. A ciklodextrinek kiilonb6z0 tipusainak jellemzo6i (Gidwani & Vyas, 2015).
Oldhatdsag

(mg/ml) Mw (Da)
Természetes ciklodextrinek
a-ciklodextrin 145 972
B-ciklodextrin 18,5 1135
y-ciklodextrin 232 1297
Ciklodextrin-szarmazékok
Hidroxipropil-p-ciklodextrin > 600 1400
Szulfobutil-éter-B-ciklodextrin > 500 2163
Random metilezett B-ciklodextrin > 500 1312
Hidroxipropil-y-ciklodextrin > 500 1576
Polimerizalt ciklodextrinek
Epiklorohidrin- B-ciklodextrin > 500 112000
Karboxpme_tll eplqurohldrln- B- > 950 2000000-15000000
ciklodextrin

Egy Il. fazist klinikai vizsgdlatban ciklodextrin nanorészecskéket alkalmaztak a
kamptotecin hordozodjaként, elérehaladott szolid tumoros betegeknél. A CRLX 101
(korabban IT-101) készitmény kevesebb mellékhatast mutatott, mint a szabad
kamptotecin, és a teljes valaszarany 64% volt [Weiss et al., 2013]. Mark E. Davis [Davis
M.E., 2009] B-ciklodextrin tartalmi polimer nanorészecske szallitdo rendszerr6l szamolt
be a kis interferaldo RNS (angolul roviditve ,,siRNS”) szisztémas alkalmazasara szolid
tumoros betegeknél. Ezenkiviil ezt a szallitdo rendszert Uigy tervezték, hogy aktivan
célozza meg a rakos sejteket a nanorészecske kiilso feliiletére kotott transzferin fehérjék
altal, amelyek erdsen kotddnek a rdkos sejtekben tulexpresszalddd transzferin
receptorokhoz. Song és munkatarsai [Song et al., 2016] B-ciklodextrin-poli(N-izopropil-
akrilamid) csillag alaka polimert szintetizaltak paklitaxel nanohordozdként, a hatdéanyag
vizoldhatésaganak ndvelése és hdéérzékeny szallitdsa céljabol. A polimer képes volt

szupramolekularis 6nszervez6d6 zarvanykomplexeket 1étrehozni a hatdoanyaggal, gazda-
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vendég kolcsonhatas révén, szobahdmérsékleten. Testhémérsékleten a poli(N-izopropil-
akrilamid) szegmensek fazisatmenete nanorészecskék képzddését indukalta, ami
nagymértékben fokozta a polimer-gyogyszerkomplex sejtfelvételét, ami a paklitaxel

hatékony hdérzékeny szallitasat eredményezte.

2.3 Hatéanyagok ismertetése

2.3.1 Sorafenib

A majrék a hatodik leggyakoribb raktipus a vilagon és haldlozasi rataja a masodik
helyen all az §sszes raktipus koziil. A majrak leggyakoribb megjelenése a hepatocellularis
karcinoma (HCC) [Tang & Li, 2019]. A kozepes és eldrehaladott stadiumban levo
betegeknél megfontolhato kezelések a kemoembolizacio és a gyogyszeres kezelés. EQy
évtizeden keresztiil a sorafenib volt az egyetlen rendelkezésre 4llo standard kezelés az
elérehaladott HCC kezelésére. Jelenleg hat szisztémas terapids szert engedélyeztek a II1.
fazisu klinikai vizsgalatokon, melyek koziil a sorafenib tovabbra is a leghatékonyabbnak
bizonyult [Llovet et al., 2021].

A sorafenib egy multikinaz inhibitor gyogyszer (8. abra), amelyet a
hepatocelluléaris karcinoma mellett vese- és pajzsmirigyrdk kezelésére alkalmaznak. In
vitro vizsgalatok arrdl szamoltak be, hogy a sorafenib tirozin-kinaz gatlasa révén
sorafenib nem specifikus felvétele az egészséges szovetekben magas toxicitashoz és
stlyos mellékhatasokhoz vezet. Ennek egyik oka a gyogyszer magas lipofilitasa, amely
rossz biologiai hozzaférhetéséget eredményez [Heidarinasab et al., 2016], igy nagy
doézisok hasznélata sziikséges. Tovabba sok HCC-s betegnél mar a kezelés elején
kialakuld sorafenib rezisztenciarél szamoltak be. Ezeknek a hatranyoknak a
kikiiszobolése érdekében a jelenlegi rakterapia kutatdsok a nanohordozo alapu sorafenib

célzott bejuttatasat és szabalyozott felszabadulasat kiemelt helyen kezelik.

8. abra. A sorafenib szerkezete.
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A sorafenib erés hidrofob jellege és nagy lipidaffinitdsa biztosithatja hatékony
kapszulazésat kiilonféle hordozokba. Ezért sokféle anyagot és format hasznaltak a
sorafenib szallitasi stratégiainak kidolgozasara. Ugyanakkor kiilonboz6 tipust ingerekre
reagalé sorafenib nanohordoz6 rendszereket is készitettek és részletesen tanulmanyoztak,
amelyek célja a specifikus tumor célozhatésag és a tumor mikrokdrnyezeti valaszanak
javitasa. Ezen intelligens nanoformulak mellett a sorafenib és mas tumorellenes szerek
kombinalt nanorendszereinek sorozatat is eldallitottak, ¢€s megallapitottak, hogy
jelentdsen fokozott terdpids hatdst mutatnak a tumorellenes hatasok egylittes
mechanizmusa alapjan. A sorafenib nanohordoz6 rendszerek azonban még korai
szakaszban vannak ¢€s alkalmazasuk még mindig szdmos kihivassal néz szembe. Ezért a
tovabbi vizsgalatoknak nagyobb figyelmet kell forditaniuk a nanohordozdk biztonsagi és
hatékonysagi kérdéseire, amelyek jelentdsen elGsegitenék a sorafenib nanoformulak

gyogyszerpiacra torténd bevezetését (Chen et al., 2021).

2.3.2 Ciszplatin

A platina alapu rakellenes szerek egyike a nagy sikertorténeteknek a gyogyaszati
szervetlen kémia teriiletén. Harom platinatartalmt gyogyszert engedélyeztek vilagszerte
az emberi rak kezelésére, a ciszplatint, a karboplatint és az oxaliplatint (9. abra). Annak
ellenére, hogy kozel 40 évvel ezeldtt vezették be a piacra, a platina komplexek tovabbra
is a legszélesebb korben hasznalt rakellenes kemoterapias szerek kozé tartoznak. A
platina gyogyszerek sikerének egyik figyelemre mélto jele az a tény, hogy a ciszplatin a
hererdkos betegek kezelési rendjébe torténd bevezetése ota a betegség gyogyulasi aranya

meghaladta a 95% -ot [Johnstone et al., 2016].
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9. abra. A ciszplatin és szdrmazékainak szerkezetei: (A) ciszplatin, (B) karboplatin és
(C) oxaliplatin.

A ciszplatin az egyik legszélesebb korben hasznalt és leghatékonyabb rakellenes
gyogyszer. Széles spektrummal rendelkezik szadmos daganat kezelésére, beleértve a

szarkdémadkat, karcindmakat, mdj-, tiid6-, petefészek- és méhnyakrakot [Alam et al.,
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2014]. A ciszplatint intravénasan alkalmazzék ¢és a radkos sejtek DNS-javitasat és DNS-
replikaciojat gatolja, ezaltal negativan befolyasolja a sejtek novekedését. A rakellenes
hatas elérése érdekében a hatéanyagnak be kell jutnia a sejtekbe és el kell érnie a
sejtmagot. Amint a ciszplatin belép a sejtbe, a molekula aktivalodik. Ez az aktivalas a
ciszplatin klorid ionjainak vizmolekulakra vald cserélodésének eredménye, amely
folyamat gyorsan végbemegy a citoplazma vizben gazdag kornyezetében, és amely
erosen elektrofil molekula képzodését eredményezi. Egy ilyen elektrofil molekula mar
konnyen elérhet egyéb nukleofil szerkezetet, elsésorban fehérjék szulfhidrilcsoportjait €s
nitrogénatomokat a nukleinsavakon, térhalos szerkezeteket kialakitva, amelyek
ellenallnak a DNS-javitdé mechanizmusoknak [Romani A.M.P., 2022]. Azonban a
gyogyszer nem szelektiv eloszlasa a normal- és tumorszovetek kozott noveli a
doziskorlatozd mellékhatasokat, beleértve az akut vesekarosodast és a kronikus
neurotoxicitast. Ezenkiviil a rakos sejtek ciszplatinnal szembeni kezdeti vagy szerzett
rezisztenciaja jelentOsen noveli a kezelések sikertelenségét. Ezért egy biztonsagosabb és
hatékonyabb ciszplatin terapiara van sziikség [Ding et al., 2017].

Az elmult néhany évtizedben a nanorészecske alapu gydgyszerhatébanyag szallitd
rendszerek a hatékonyabb rakterapia eszkdzévé valtak. A nanorészecske
gyogyszerhordozo rendszereket tGgy tervezték, hogy kihasznaljak a fokozott
permeabilitasi és retencios (EPR) hatast. Szamos hordozot alkalmaztak a platina alapa
gyogyszerek hatdanyagszallitasanak megkonnyitésére. A ciszplatin  szabalyozott
felszabadulasa egy intelligens szallitasi platformrol csokkentheti az akut toxicitast, mig a
nanoméretli kapszulazas tovabbi elonyodkkel jarhat, mint példaul a tumorszovethez vald
fokozott adszorpcio, a hosszabb plazmakeringési id6, valamint a gydgyszermolekulak
védelme a korai lebomlastol és kiliriiléstdl. Ezen nanorészecskék némelyike igéretes
preklinikai eredményeket mutatott, és néhany klinikai vizsgalati fazisba 1épett [Duan et
al., 2016, Jeong et al., 2018].

2.3.3 Antocidanok

Az antocianok kiilonb6z6 szinli pigmentek, amelyek tobbnyire a novényekben
vannak jelen, féleg a voros, lila és kék szinli viragokban és gylimolcsokben talalhatoak
meg. Sziniik vorosrél kékre valtozhat a pH fliggvényében. Az antocianok flavonoid
szerkezettel rendelkeznek, pozitiv toltést hordozva az oxigénatomon. Az antocianok
aglikonjai, az antocianidinek, a flaviliumion szarmazékjai, amelyekben bizonyos

hidrogénatomok hidroxil csoporttal vagy metoxi csoporttal vannak szubsztitualva (10.
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abra, R3-R7 szubsztituensek). [Li et al., 2021]. Ezek a vegyiiletek potencialis ¢lelmiszer-
adalékanyagok, emellett kiilonb6z6 betegségek megeldzésére/kezelésére alkalmazzak,
mivel antidiabetikus, rakellenes, gyulladascsokkentd és antimikrobialis hatast mutatnak
[Oliveira et al., 2016, Khoo et al., 2017, Lin et al., 2017]. Az antocidnok rendkiviil
érzékenyek a kornyezeti feltételekre, példaul a hdmérsékletre, a pH-ra, a fényre és az
oxigénre. Gyenge stabilitasuk miatt alaposan vizsgaltdk a kapszuldzasi lehetdségiiket a
biologiai hozzaférhetéségiik javitasa és a megfeleld kozegben torténd felszabadulasuk

szabalyozasa érdekében [Mohammadalinejhad & Kurek, 2021].
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10. abra. Az antocianidinek alapvaza.

Szamos természetes eredetli vegyiilet kemoterapias és kemopreventiv hatasa jol
ismert, és a rakterapiaban hasznalatosak fokozott specifitasi és hatékonysagl, 1j
gyogyszerek kifejlesztésére [Lichota & Gwozdzinski, 2018, Pathak et al., 2022]. igy ezen
a terlileten végzett kutatdsok hatékony megkdzelitéseknek bizonyultak az egyedi
szerkezettel ¢és hatdsmechanizmussal rendelkezd bioldgiailag aktiv vegyiiletek
felfedezésére [Cragg & Pezzuto, 2016]. A természetes eredetli vegyiiletek széles
valasztéka koziil az antocianok és szarmazékai igéretes rakellenes szerek [de Arruda
Nascimento et al., 2022]. J6l ismert, hogy az antocianidinek flavilium kation formaja csak
erdsen savas kozegben stabil, mig a pH ndvekedésével kinoid bazis és hemiketal
(hidratacioval) is képzddik egyensulyi reakciokban. Ezt kovetden a hemiketal kdzponti
gylrtje kinyilhat, cisz-kalkont formalva, amely tovabbi izomerizacié soran transz-
kalkonna alakulhat (lasd 39. abra) [Gago et al., 2014]. A kalkonok citotoxikus,
rakellenes, gyulladascsokkentd €s antimikrobialis aktivitast természetes anyagok fontos
csoportjat képviselik. A kalkonszarmazékok szintézisét fontos utnak tekintették az emberi
tumorsejtek elleni, uj citotoxikus hatasu vegyiiletek fejlesztési iranyanak, [Rao et al.,
2004] és a vizsgalatok soran kideriilt, hogy a metoxilalt kalkon szarmazékok citotoxikus

aktivitast mutattak a kiilonb6z6 rakos sejtvonalakkal szemben [Bandgar et al., 2010].
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Mottaghipisheh és munkatarsai [Mottaghipisheh et al., 2022] szamos preklinikai és
klinikai tanulméanyt gytjtottek Ossze az antocianok rakkezelésben betdltott szerepeirdl.
Sorrenti és munkatarsai [Sorrenti et al., 2015] megerésitették, hogy az antocianok
munkatarsai [Medic et al., 2019] szakirodalmi attekintést tett kozzé a vastagbélrak
megeldzésérdl, antocianok segitségével, mig Charapelli és munkatarsai kimutattak, hogy
az antociantartalmt lila burgonya kivonatok gatoljdk a vastagbél tumor-képzdodést
[Charepalli et al., 2015]. A cianidin a veserak sejtekre gyakorolt jelent6s gatld hatasarol
Liu és munkatarsai szamoltak be [Liu et al., 2018]. Ezenkiviil az antocianok modulator
szerepet jatszanak a kiilonbozd tumorsejtek novekedési faktorainak expresszidjaban
[Uivarosi et al., 2019]. Anwar és munkatarsai [Anwar et al., 2016] a bogyods
gylimolcsokbdl szarmazo antocidnokat lehetséges kemoterdpias szerként emlitették,
vastagbélrak kezelésére. Asadi és munkatarsai [Asadi et al., 2017] az édesburgonyabol
szarmaz6 antocianok rakellenes hatasardl szamolt be egerekben végzett kisérletek

alapjan, bél-adenomakat megcélozva.

2.4 Mikrokapszulazasi technikak részecskék eléallitasara

A mikrokapszulazas egy boviilo stratégia az aktiv komponensek mikro- vagy
nanoméretli beépitésére vagy diszperzidjara hordozd szerkezetekbe. A nanorészecskék
eldallitasara szolgalo megfeleld modszer kivalasztasa a hordozo és a kapszulazando
gyogyszerhatbanyag fizikai-kémiai jellegétdl fiigg. A nanorészecskék kiilonféle
anyagokbol, példaul fehérjékbdl, poliszacharidokbol ¢és szintetikus polimerekbdl
allithatok eld. A matrixanyagok kivalasztasa szamos tényezotol fiigg, tobbek kozott:

e abiodegradabilitas mértékétol,

e akivant hatéoanyag-felszabadulasi profiltol,

e ahatdanyag sajatos tulajdonsagaitol (vizoldhatosag és stabilités),

e asziikséges nanorészecske mérettol,

o afeliileti jellemzOktol (t6ltés és permeabilitas).

A polimer nanorészecskék eléallitasara szolgald modszereket altalaban harom nagy

csoportba soroljuk: 1) a meglévé polimerek diszperziojan, 2) ionos gélképzésen vagy
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crer

A nanorészecskék eldallitasara vonatkozo szakirodalomban azonban mas modszereket is
leirtak, mint példaul a szuperkritikus folyadéktechnologiat, a részecskék 1étrehozasat nem
nedvesité kozegben, valamint mikro- és nanokapszulazast gazdamolekulakkal. Szamos
polimer diszperzion alapuld technika van (egyszeri és Osszetett emulzid-oldoszer
elparologtatas/extrakcio, koacervacio, porlasztva szaritds, kis6zas, emulzid-diffuzio,
precipitacio), melynek alapja egy biodegradabilis polimer diszperzidja, bioldgiailag
lebonthat6 nanorészecskék eldallitasa érdekében [Bhatia S., 2016]. A nanokapszulazast,
zarvanykomplexek (inkluziés komplexek) kialakitdsa altal, egyszerli és hatékony
alternativaként emelték ki, amely lehetséges elénydkkel jar a vendégmolekulak fokozott
stabilitdsa, oldhatosaga és biologiai hozzaférhetdsége szempontjabol. A tovabbiakban a

doktori munkam soran hasznalt médszereket fejtem ki bévebben.

2.4.1 Emulzio-oldoszer elpdrologtatds modszerei

Az oldészer elparologtatas modszere az egyik leggyakrabban hasznalt modszer a
polimer nanorészecskék elballitasara. Az egyszerli emulzio-olddszer elparologtatas
technikat altalaban hidrofob hatéanyagot tartalmazo részecskék szintézisére alkalmazzak.
Ez a modszer két 1€pésbol all: az elsd a polimer oldat vizes fazisba torténd emulgealasa,
a masodik pedig a polimer olddszer elpdrologtatasa, amely a polimer kicsapodasat
eredményezi. Az eljaras a polimer és a hidrofob hatéanyag oldhatdsdgan alapul, mivel
mind a polimert, mind a hidroféb hatéanyagot szerves oldoszerben (pl. diklor-metan,
kloroform vagy etil-acetat) oldjak [Nasir et al., 2014]. A polimerbdl és a hatéoanyag
oldatbol nyert keveréket ezutan vizes oldatban emulgealjak, ami feliiletaktiv anyagot
vagy emulgealoszert tartalmazhat (példaul polivinil-alkohol (PVA)), igy képzdédik az olaj
a vizben (0/v) emulzid. Az emulgealdszerek fontos szerepet jatszanak a mikrorészecske-
szintézishez sziikséges emulzi6 kivéalasztasdban. Ha az emulgealdszer olajban oldodik,
akkor elényben részesiti a v/0 tipusi emulziot, és forditva. Miutan a stabil emulzio
kialakult, a szerves oldoszert folyamatos keveréssel vagy a nyomas csokkentésével
elparologtatjadk. A nanorészecskék mérettartomanyat befolydsolja a stabilizator
koncentracioja és tipusa, a polimer koncentracidja €s a homogenizator sebessége.
Ultrahangos kezelés vagy nagy sebességli homogenizalas gyakran alkalmazhato a kis
részecskeméret elérése érdekében [Cheaburu-Yilmaz et al., 2019].

Az egyszerli emulzion és olddszer elpéarologtatason alapuld modszerek tobbségét a

hidrofil hatéanyagok gyenge kapszulazasi lehetdsége jellemzi, ezért a hidrofil molekula
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mikrokapszulazasahoz Osszetett emulzios technikat alkalmaznak. Az ofv egyszeri
emulzidéval ellentétben, amely alkalmas lipofil molekuldk, példaul szteroidok
kapszulazasara, az Osszetett emulzids eljarast (pl. viz-az-olajban-a-vizben (v/o/v)
modszer) altalaban hidrofil biomolekulak és gyogyszerek, példaul peptidek, fehérjék és
antigének (vakcinak) mikrokapszulazasara hasznaljak. Bar a v/o/v Gsszetett emulzidok
létrehozasara kiillonboz6 technikdk Iéteznek (pl. egylépcsds emulgedldsi moddszer,
kétlépcsds emulgedlasi modszer, fazisinverzios moddszer), az orvosbioldgiai
alkalmazasok mikrorészecske-szintézise elsésorban a kétlépcsés modszerre Gsszpontosit
a kivalo hatoanyagtartalom elérhetdsége miatt. Egy tipikus v/o/v Gsszetett emulzid egy
haromfazisu rendszer. Az eljaras sordn a polimert szerves oldoszerben oldjak (olajfazis),
majd kis térfogati (100-500 pl) vizes fazist (bels6 vizes fazis) adnak hozza. A bels6 vizes
fazis tartalmazhatja a hidrofil hatéanyagot. Ezt a két fazist erdteljes homogenizaldsnak
vagy ultrahangos kezelésnek vetik ala, létrehozva a viz az olajban (v/0) elsddleges
emulziét. Ezt az elsédleges v/o emulzidt ezutan emulgealdszert (pl. PVA) tartalmazo
nagyobb mennyiségii vizes oldathoz (kiilsé vizes fazis) adjak, és tovabb homogenizaljak,
viz-olaj-viz (v/o/v) emulziot formalva. Az oldoszert szintén parologtatas Gtjan tavolitjak
el, és a nanorészecskék pl. nagy sebességii centrifugalassal izolalhatok. Ebben a
modszerben elsdsorban a beépitendd hidrofil hatéanyag mennyisége, az alkalmazott
stabilizator koncentracioja, a polimer koncentracioja, valamint a vizes fazis térfogata,
mint paraméterek azok, amelyek befolyasoljak a nanorészecskék jellemz6it [Suri et al.,
2013].

2.4.2 Inkluzios komplexek eléallitiasa

Az inkluzidés komplexeket ugy definidljdk, mint egy ligandum (kapszulazott
bioaktiv anyag) és egy szubsztrat (fedéanyag) szupramolekularis tarsulasait, melyeket
foként hidrogénkotések, Van der Waals-erék vagy hidrofob kolcsonhatasok hoznak 1étre,
illetve tartanak Ossze. Ezt a moddszert leginkdbb kisméretli €s nagy illékonysagu
vegyiiletek komplexalasara hasznaljak, mint példaul vitaminok és illdolajok, jelentésen
javitva stabilitasukat. Erre a célra csak néhany komponens hasznalhatd szubsztratként,
mint amilyen a pB-ciklodextrin és a p-laktoglobulin, melyek nagy stabilitast és
kapszulazasi hozamot biztositanak a kapszulazott anyagnak [Fuenmayor et al., 2021].
Ezenkiviil a ciklodextrinek nemcsak mikrorészecskéket, hanem nanorészecskéket is
képezhetnek: nanogdmbdket, nanorészecskéket, nanorudakat és mas nanostruktarakat

[Arserim-Ugar D.K., 2020]. A ciklodextrinek inklaziés komplexeinek eldallitasara
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sokféle modszer létezik, ezek koziil kiemelhetok: a kicsapatas, a dagasztas, a
szuperkritikus szén-dioxid, az 6rlés, a mikrohullamu besugarzas és a porlasztva szaritas
modszerei [Cid-Samamed et al., 2022].

Az inkliziés komplexképzodés a ciklodextrinek csonka kup geometridjanak,
valamint hidrofob jellegi kozpontjuknak és hidrofil jellegii kiilsé feliiletiiknek
koszonhetd. Ez lehetévé teszi olyan molekuldk kapszulazasat, amelyek képesek azonos
vagy kisebb méretii iireget elfoglalni. Ez a k6lcsonhatas a ciklodextrint gazdavegyiiletté,
a bels6 molekulat pedig vendégvegyiiletté alakitja. A ciklodextrin hidrofob kozpontja
gyenge kolcsonhatasokat alakit a belsejében maradé apolaris molekuldkkal, mig kiilseje
vizes kozegben oldhatobba vagy diszpergalhatobba teszi azt, ami nagy jelentdséggel bir
a rossz vizoldhatdsaglh molekuldk védelme szempontjabol. Ezt az eljarast széles korben
alkalmazzak a gyogyaszatban, az élelmiszeriparban vagy akar a kozmetikumokban is
[Lobo et al., 2018].

A vizes oldatban levé ciklodextrinek szamos gyogyszerrel képesek
zarvanykomplexeket képezni azaltal, hogy kozponti iiregiikbe gydgyszermolekulat
fogadnak be, vagy gyakrabban csak a terapids rész lipofil részét, kiilonb6zo
sztochiometriaval (11. abra). A komplexképz6dés soran nem képzédnek és nem
szakadnak fel kovalens kotések, és a komplexben levé gyogyszermolekulak (kotott
forma) gyors dinamikus egyensulyban vannak az oldatban levé molekulakkal (szabad
forma). A komplexképz6dés masik kulcsfontossagli tényezdje a kivalasztott ciklodextrin
¢és a gyogyszermolekula kiilonb6zé komponensei kozotti termodinamikai kdlcsonhatas.
A komplexképzddés feltétele a reaktdnsok megfelelé energetikai viszonyai,
szabadentalpidjuk kedvezd iranyban torténd valtozasa, amely a gydgyszermolukula
ciklodextrin iiregébe vald beépiilésének hajtoereje. Mivel az inklazidés komplexek
képz6dése a szabad és ciklodextrin molekuldk, valamint a bioaktiv vegyiiletek kozotti
egyensuly eredménye, ezért néhany tényezd befolyasolhatja az inkltzios komplex
képzddését, mint példaul a ciklodextrin tipusa, az iireg mérete, a pH €s az ionizacios

allapot, a hdmérséklet és az eldallitas modja [Jambhekar & Breen, 2016].
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11. 4bra. A ciklodextrin és a Vendégmolekule{ kolcsdnhatasai [Crini G., 2014].

Kalogeropoulos és munkatarsai [Kalogeropoulos et al., 2010] kimutattak, hogy az
altaluk vizsgalt gyogynovénykivonat B-ciklodextrinnel valdé bevonasa megvédte a
Kivonatot a termikus lebomlastol. Vilanova és Solans [Vilanova & Solans, 2015] az A-
vitamin-palmitat vizben vald oldhatésaganak ¢és stabilitdsanak jelentés novekedését
figyelték meg, ami arra utal, hogy a B-ciklodextrinek inklizios komplexei megoldast
jelenthetnek a feliiletaktiv anyagoktol mentes emulzidkra a kapszulazott szerek bioldgiai
hozzaférhet6ségének novelése érdekében. Fernandes és munkatarsai [Fernandes et al.,
2018] bizonyitottak a B-ciklodextrin hdveédo képességét. A szerzOk szerint az antocianint
tartalmazé B-ciklodextrin potencialis hordozdja és stabilizatora lehet annak. Fenyvesi és
munkatarsai [Fenyvesi et al., 2020] krizin-ciklodextrin komplexeket készitettek, és a -
ciklodextrin ~ szarmazékok 4ltal komplexalt krizin jobb oldhatosagardl és

permeabilitasarol szamoltak be.

2.5 Szabalyozott és célzott gyogyszeradagolas

A hagyomanyos gyodgyszeradagolas hatranya, hogy a szervezet immunrendszere
gyorsan felismeri és eltavolitja az idegen anyagot, miel6tt az elérné a célszoveteket, és
mivel nemcsak a célszervbe jut, dozisat novelni kell a kivant terapias szint elérése
érdekében, igy akar sulyos mellékhatasokat okozhat. A nanoméretli gyogyszerhordozok
szamos elénnyel rendelkeznek a hagyoméanyos kemoterdpias gyogyszerekkel szemben.

Védettebbek a véraramban torténd lebomlassal szemben, jobb gyogyszeroldékonysag és
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jobb gyogyszerstabilitas jellemzi azokat [Senepati et al., 2018]. Szabalyozott és célzott
gyogyszeradagoldssal csokkenthetd a gyogyszer-toxicitas, a karos mellékhatasok és a
beadott dozisok mennyisége. Ezen kiviil ezek a rendszerek hosszabb ideig, idealis esetben
egy meghatarozott kezelési idGtartamig képesek gyogyszermolekuldkat szallitani [Rizvi
& Saleh, 2018]. Ezért a szabalyozott és célzott hatdbanyagszallitd rendszerek fejlesztése
elengedhetetlenné valt, kiilonosen az elmult két évtizedben, amikor szédmos
nanorészecske-rendszert fejlesztettek ki a hatékony €s szabalyozott gydgyszeradagolas
érdekében [Kaur & Singh, 2014]. Az ilyen rendszerek egyik tipusa a doktori munkam
soran is alkalmazott polimer alapu nanorészecskék, amelyek diffuzidval és lebomlassal
képesek fenntartani a hatdanyag nyujtott felszabadulasat. A polimer nanorészecskék jobb
stabilitast, homogénebb részecskeméretet, jobb gyogyszerkeringési idot és kontrollaltabb
gyogyszerleadast mutatnak a micellakhoz és liposzomakhoz képest [ud Din et al., 2017].

A radk diagnosztizalasaban/kezelésében a legfontosabb kihivasok az olyan
gyogyszer- és génszallitd rendszerek tervezésében rejlenek, amelyek képesek kifejezetten
a beteg sejteket célozni anélkiill, hogy befolydsolndk a normadlis, egészséges
sejteket/szoveteket. Ez egyrészt a rakellenes szereknek a tumor mikrokdrnyezetébe és a
tumorsejtekbe torténd hatékony bejuttatasaval érheté el [Mussi & Torchilin, 2013].
Masrészt, a formazott nanorészecskéknek tobb fiziologiai és bioldgiai akadalyon kell
athaladniuk. Szallitérendszerként valod hasznalatuk kdvetelményeket timaszt méretiikkel,
biokompatibilitasukkal és feliileti kémidjukkal szemben a nem specifikus kdlcsonhatasok
megelézése €s a célpontokhoz vald specifikus kotédés bevezetése érdekében. Ezeknek a
nanohordozoknak képesnek kell lennitik:

e A stabilitasra, amig elérik a tumor mikrokornyezetét,

e aRES és az MPS elkertilésére,

e atumor intersticialis folyadékaba vald bejutasara nyomas altal,

e az akkumul4cidra a tumor mikrokdrnyezetében,

e az aktiv helyszin elérésére,

e Kkizarolag a célzott sejtekkel vald kapesolat 1étrehozasara.
Az aktiv/passziv célzas (12. abra) idealis megoldas arra, hogy elésegitse a

nanorészecskék felhalmozodasat az aktiv helyen. A részecskék altali célzott

hatoanyagszallitast elsdésorban azok feliileti funkcionalizacidja, fizikai-kémiai
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tulajdonsdgai és a tumor mikrokdrnyezetének patofizioldgiai jellemzoi szabalyozzak

[Omidi & Barar, 2014].
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12. abra. Passziv célzas az EPR hatas révén és aktiv célzas a nanorészecskék feliiletén
levd sejtspecifikus ligandumokkal [Peer et al., 2007].
(Nature Nanotechnology 2007:2 751-760 — Eredeti kiado, Springer Nature. engedélyével
felhasznalva.)

2.5.1 Passziv célzas

Ma mar bizonyitott tény, hogy bizonyos koriilmények kozott (daganatokra jellemzo
gyulladas/hipoxia) az erek endotéliuma ateresztobbé valik, mint egészséges allapotban.
Hipoxia esetén a gyorsan ndvekvd daganatok 0j ereket épitenek, vagy elnyelik a
meglévoket. A daganatokban levo ereket az EPR hatas (fokozott permeabilitds és
retencids hatas) jellemzi a rendellenes és szivarg6 architektira miatt, ezaltal lehetové téve
a nanohordozok szadmara, hogy az endotélium-gat atlépése utdn belépjenek az
intersticidlis térbe. Tovabba a normél nyirokelvezetés hidnya a szolid tumorokban
hozzajarul a nanorészecskék retencidjdhoz. A rékos endotélium sejtek kozotti rések
mérete nagyon valtozatos lehet, 200—800 nm ko6zotti, ellentétben a normal endotélium
sejtekkel, amelyeknek porusai 5—-10 nm-es réseket tartalmaznak [Zhu & Liao et al., 2015].

Ez a "passziv" daganatcélzas, mely a hordozo jellemzéire (méret, keringési id6) és

specifikus szovet- vagy szervkotddést lehetévé tevd ligandumokat. Az EPR hatas
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jelenségének a megértése hozzdjarult a megfeleld tumorcélzd gyogyszerszallitod
rendszerek fejlesztéséhez. Ezen koncepcion alapul a forgalomba hozott Doxil/Caelyx,
amelyet ma mar sikeresen alkalmaznak a klinikakon.

Bar az Gjonnan kialakult daganaterek szivargasa befolyasolja a nanomedicina
gyogyszerhordozok felhalmozddasat a tumorban. A heterogén vérellatds miatt a
tumorsejtek is szabalytalanul novekedhetnek. Amelyek az erek kozelében vannak,
gyorsabban szaporodnak, mint azok, amelyek a tumormagban vannak, ¢és kevesebb
tdpanyagot és oxigént kapnak. Ez magyardzza a nagy daganatok magjaban talalhatd
hipoxias/nekrotikus teriileteket, és gyakran lehetetlen, hogy a nanogydgyszerek elérjék
ezeket a teriileteket. Raadasul a daganatok kozponti teriiletén 1évé erek a magas
intersticidlis nyomas miatt nem szivarognak annyira, mint amire szdmitani lehet. A magas
intersticialis nyomas nemcsak konvekcidoval gatolja a gyodgyszer bejutasat, hanem

Osszenyomja az ujonnan kialakult ereket is [Kobayashi et al., 2013].

2.5.2 Aktiv célzdas

A passziv célzas elonyei ellenére egyes daganatokat nehéz megkozeliteni az EPR
hatas hianya miatt, ugyanakkor egy daganatban is valtozo permeabilitas uralkodhat. E
korlatok lekiizdése érdekében a nanorészecskéket probaltak ugy tervezni, hogy
specifikusan kotédjenek (aktiv célzas). Az aktiv célzas esszencialis a gyogyszerek, gének
¢s teranosztikumok eljuttatasaban a tumoros helyre, elkeriilve a normal szoveteket, ezaltal
novelve a terapias hatékonysagot és korlatozva a mellékhatasokat. Az aktiv célzas képes
jelentdsen novelni a célsejtbe juttatott gyogyszer mennyiségét a hagyomanyosan
alkalmazott gyogyszerekhez vagy a passzivan célzott nanorendszerekhez képest. Az aktiv
célzas soran a tumorsejteket vagy a tumor mikrokdrnyezetét/érrendszerét célozzak. Ezt
ugy érik el, hogy a nanohordozo feliiletéhez ligandumokat rogzitenek, amelyek a
tumorsejtekben talexpresszalt receptorokhoz kotddnek. Ez a stratégia javitja a
nanohordozok affinitdsat a rdkos sejtek felszinéhez, és ezaltal fokozza a gyogyszer
beleértve a kis molekuldkat, mint példaul a folsavat és a szénhidratokat, vagy
makromolekulakat, mint példaul peptideket, fehérjéket, antitesteket, novekedési
faktorokat, aptamereket és oligonukleotidokat. Az aktiv célzas soran a ligandumok
elérhetdsége mellett fontos optimalizalni azok siirliségét is, hogy ne csak a magas célzasi

hatékonysag, hanem az optimalis internalizaci6 is biztositva legyen [Wicki et al., 2015].
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A kis szerves molekulak a leggyakrabban alkalmazott célzoszerek a viszonylag
konnyd, stabil és szabalyozhatd konjugaciojuk miatt. A biotint (H-vitamin) széles korben
hasznaljak nanorészecskékkel valo konjugaciora. A folsav (B9-vitamin) nagy affinitassal
rendelkezik az endogén folat receptorokkal szemben, ezért szamos olyan vizsgalatot
végeztek, amelyek olyan raktipusok megcélzasara iranyultak, ahol a folsavreceptorok
erdsen expresszalodnak [Rizvi & Saleh, 2018]. Egy igen fontos aktiv célzdszer az iRGD
tumor penetracios peptid. Az iRGD egy bifunkcionalis ligandum, amely tumor-behatold
(RGD) és szovet-behatold (CendR) szekvenst is tartalmaz. Az IRGD els6sorban a rakos
sejtek altal tultermelt integrin receptorokhoz kotddik, egy ,,atjarét” aktivalva a rékos
sejteken keresztiil, jelentésen eldsegitve a kapszulazott gyogyszerek tumorokba torténd
szallitdsat, ezaltdl novelve a hatdéanyag célba jutdsat. Még érdekesebb, hogy a
nanogyogyszerek tumorokba torténd fokozott szallitisa a peptiddel valdé kovalens
konjugacio mellett az iRGD-vel torténd egyiittes kapszulazassal is elérheté [Gao et al.,
2017, Zhong et al., 2019].

2.5.3 Szabadlyozott hatéanyagleadds

A nanorészecskék méretét és feliileti tulajdonsagait vizsgaltdk a biologiai
hozzaférhetdség optimalizalasa, a kiiiriilés csokkentése €s a stabilitas novelése érdekében.
Ezeknek a jellemzoknek a szabalyozasaval lehetdvé valt, hogy a gydgyszer a test olyan
szoveteibe keriiljon, amelyek kordbban nem voltak elérhet6k. Ennek a gyakorlatnak
azonban nincs jelentdsége, ha a gyogyszer ezutan nem tud felszabadulni a nanorészecske
matrixbol. A hatéanyag-felszabadulas szabalyozasanak egyik elsddleges célja, hogy a
olyan gyogyszerhordozok kifejlesztése, amelyeket ritkabban kell a betegnek szedni és
szabalyozott hatdanyag-felszabadulast biztositanak.

A gyogyszer felszabaduldsa a nanorészecske alapt formulabol olyan tényezdktdl
fligg, mint a részecske tipusa, Osszetétele, eldallitdsi modja, a pH, a hdmérséklet, a
gyogyszer oldhatdsaga, a feliilethez kotott vagy adszorbedlt gyogyszer deszorpcidja, a
gyogyszer diffuzidja a nanorészecske matrixon keresztiil, a nanorészecske matrix
er6zidja, valamint az er6zids és diffuzios folyamatok kombinacioja. A hordozokbol
torténd hatdanyag-felszabadulas alapvetéen négy kategériaba sorolhatd (13. abra): 1)

diffazios, 2) oldoszerhatas, 3) kémiai és 4) stimulalt felszabadulas [Son et al., 2017].
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Diffuzio-szabalyozott felszabadulas

A difftzio-szabalyozott hatdanyag-felszabadulds kapszulaszerii rendszerekben
torténik, ahol a hatéanyag oldva vagy diszpergalva van egy magban. A gyogyszer
nanoszemcsék diffuzid-szabdlyozott felszabadulasi profillal is rendelkeznek, ahol a
hatéanyagmolekuldk egyenletesen oszlanak el a polimer matrixban. A matrix tipusa
rendszerek nem rendelkeznek membranokkal, amelyek akadalyozhatjak a diffaziot. gy
az ilyen rendszerek altaldban magas kezdeti felszabaduldast mutatnak, de iddvel a
felszabadulasi sebesség csokken, mivel a gyogyszermolekula diffuzids tavolsdga a

hordozoén beliil ndovekszik.

Oldoszer-szabdlyozott felszabadulas

Az olddszerrel szabalyozott felszabadulas magaban foglalja az ozmozis- és
duzzadas-szabalyozott felszabadulast. Az 0zmozis-szabalyozott felszabadulas olyan
hordozoban torténik, amely félig ateresztd polimer membrannal van ellatva, és a viz az
hatéanyag-koncentracio. Ennek a mechanizmusnak az eredményeként a
gyogyszerfelszabadulds egy koncentraciogradiens mentén  torténik, amelyet

folyamatosan fenntartanak a membranok.

Kémiailag-szabalyozott felszabadulas

A gyogyszerhordozok megvaltoztatjak szerkezetiiket, amikor biologiai
kornyezetnek vannak kitéve. Ezek altalaban olyan, biologiailag lebomld polimerekbél
késziilnek, mint a poliészterek, poliamidok és poliszacharidok, amelyek a természetes
biologiai folyamatok eredményeként lebomlanak a szervezetben, felszabaditva a
hordozott hatdéanyagot. A bioldgiai lebomlas két tipusat kiilonboztetik meg, a polimer
PCL-bdl 4ll6 matrix egyidejli lebomlason megy keresztiil. A polimerek lebomlasa tovabb

gyorsul a feliileti er6zioval [Adepu & Ramakrishna, 2021].

Stimulalt felszabadulas
A stimulacidra reagalé nanohordozokbdl szarmazéd gyodgyszerek felszabaduldsat
olyan ingerek szabalyozzak, mint a hdmérséklet, a pH, az ionerésség, az ultrahang, az

elektromossag vagy a magneses mezOk. Az ilyen hordozokat célzott, specifikus
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gyogyszeradagolasban vizsgaltak, mivel lehetséges a stimulacio lokalizalasa. A pH-
érzékeny linkerekhez kapcsolodd nanohordozokat helyspecifikus gyogyszerhatdanyag
szallitd hordozoként fejlesztették ki a szolid tumorok enyhén savas pH-jat kihasznalva. A
héérzékeny hatdanyagszallité rendszerekben a polimer fazisatmeneti hojét felhasznalva

szabadul fel a hatéanyagmolekula [Mi P., 2020].
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13. abra. Kiilonb6z6 hatdanyag-felszabadulasi mechanizmusok a nanohordozokban

[Son et al., 2017].
(Journal of Pharmaceutical Investigation 2017:47 287—-296 — Eredeti kiado, Springer Nature.
engedélyével felhasznalva.)

2.6 Célkitiizések

A PhD munkam célja olyan rakellenes hatdanyagokat tartalmazo nanorészecskék
eldallitasa, amelyek hatékony, tartdos ¢és célzott gydgyszerhordozd rendszereknek
bizonyulnak. A nanoléptékli gyodgyszerhordozassal iranyitott és szabalyozott
hatéanyagleadas valosithatd meg, ezaltal a hatéanyagok célzottan a rakos szovetekbe
juttathatok, késleltetve annak kioldodasat, csokkentve a nemkivanatos mellékhatasokat
¢és novelve a kemoterapeutikumok hatékonysagat.

Fontos szempont volt nemcsak az alkalmazott hatdanyagok megtalalasa, hanem a
megfeleld hordozdanyagok kivéalasztdsa is. Munkdm sordn torekedtem olyan
hatéanyagok és hordozdanyagok hasznalatara, amelyek egy része mar jol ismert, masik
része viszont (ijdonsagnak szamit a szakirodalomban. Igy a j61 ismert sorafenib és a széles

spektrumua ciszplatin hasznalata mellett, célom volt egy természetes alapu, de
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szintetikusan eléallitott antocianidin hatéanyag vizsgalata. Az antocianidinek antioxidans
¢s rakellenes hatasa mar jol ismert, ellenben ezen vegyiiletek nanoléptékii haszndlata,
foleg célzott rakterapiakra, még 0j vonalnak szamit. A megfeleld biodegradabilis és
biokompatibilis hordozo polimerek megtalalasa érdekében olyan 0j tipust hordozokat
vizsgaltam, amelyeket z6ld Gton, biokatalizissel allitottak el6 és ezidaig nem alkalmaztak
gyogyszerhordozo célra.

Munkam 6 célja al2-hidroxi-sztearinsav-g-kaprolakton kopolimer és a 16-hidroxi-
hexadekansav polimerek mikrokapszulazasi és feliiletmodositasi  lehet6ségeinek
vizsgalata sorafenib és ciszplatin hatéanyagokkal, valamint az esetleges kettos
hatéanyagli rendszerek eldallitasa és vizsgalata. Célul tiiztem ki az iRGD tumor
penetracios peptid alkalmazdsit a nanorészecskékkel egyiitt fizikai és/vagy kémiai
kotéssel. Vizsgaltam még 0j tipust rakellenes hatasu antocianidinek molekularis
kapszulazasat  ciklodextrin  szarmazékokkal és a  keletkez6  komplexek
mikrokapszulazasat 12-hidroxi-sztearinsav-e-kaprolakton kopolimer és 16-hidroxi-
hexadekansav polimerekkel.

A gyogyszerhordozo rendszer biokompatibilitasa alapkdvetelmény. A nanoméretii
gyogyszerek a hagyomanyostol eltérd, egyedi tulajdonsagokkal rendelkezé rendszerek,
ami leginkabb méretiiknek és nagy fajlagos feliiletiiknek kdszonheté. Célom volt a
nanorészecskék eldallitasi moddszerének optimalizaldsa a megfeleld részecskeméret
elérése és a kapszuldzasi hatékonysag javitasa érdekében, valamint a nanorészecskék
tesztelése hatdanyagleadasi és citotoxicitasi tesztekben, hogy hatdéanyaghordozo
rendszereim hatékonysagat fiziologias koriilmények kozott és sejtek szintjén 1is

megvizsgaljam in vitro, felkészitve az esetleges in vivo vizsgalatokra.
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3. Kisérleti rész

3.1 Felhasznalt anyagok

1,2-diklér-metan (Molar Chemicals Kft., Magyarorszag)
1-etil-3-(3-dimetil-amino-propil)-karbodiimid (Sigma-Aldrich, USA)
3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolium-bromid (Sigma-Aldrich, USA)
Aceton (Sigma-Aldrich, USA)

Amino PEG (mPEG-NH_, My = 5000 Da, Nanocs Inc., USA)
Szarvasmarha szérum albumin (Thermo Fischer Scientific, USA)
Borsav (> 99,5, Sigma Aldrich, Németorszag)

Ciszplatin (99,99%, Acros Organics, Belgium)

Citromsav (> 99,5, Sigma Aldrich, Németorszag)

Dimetil-szulfoxid (99%, VWR International S.A.S., Franciaorszag)
Dulbecco moédositott tapoldat (DMEM, Sigma-Aldrich, USA)
Magzati borji szérum (Thermo Fischer Scientific, USA)

Izotonias foszfat-puffer tabletta (Sigma-Aldrich, USA)
Hidroxipropil-B-ciklodextrin (Cyclolab, Magyarorszag)

IRGD peptid (GenScript USA Inc., USA)

Jégecet (100%-0s ecetsav, VWR International S.A.S., Franciaorszag)
mikro-BCA kit (Thermo Fischer Scientific, USA)

Natrium-acetat (vizmentes, Sigma-Aldrich, USA)

Natrium-azid (Sigma-Aldrich, USA)

Natrium-dodecil-szulfat (Sigma-Aldrich, USA)

Natrium-foszfat (96%, Sigma-Aldrich, Németorszag)
N-hidroxi-szukcinimid (Sigma-Aldrich, USA)
N,N’-diciklohexil-karbodiimid (Sigma-Aldrich, USA)
Polivinil-alkohol (Mw = 30-70 kDa, 87-90% hidrolizalt, Sigma-Aldrich, USA)
Random metilezett B-ciklodextrin (Cyclolab, Magyarorszag)
RPMI-1640 tapoldat (Sigma-Aldrich, USA)

Salétromsav 68—70% (Scharlab, Spanyolorszag)

Sorafenib (Active Biochem, China)

Soésav 37% (VWR International S.A.S., Franciaorszag)
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Szorbitan-monolaurat (Span® 20, Sigma-Aldrich, USA)
Szorbitan-monooleat (Span® 80, Sigma-Aldrich, USA)
Szulfobutil-éter-p-ciklodextrin (Cyclolab, Magyarorszag)
Tetrahidrofuran (99%, VWR International S.A.S., Franciaorszag)
Tripszin-EDTA (Sigma-Aldrich, USA)

Vérplazma (Veszprémi Teriileti Vérellatoé kozpont)

3.2 Polimer hordozok

3.2.1. 12-hidroxi-sztearinsav-g-kaprolakton kopolimer

A polimert partnereink, a Temesvari ,,Politehnica” Egyetem (University
Politehnica Timisoara, Faculty of Industrial Chemistry and Environmental Engineering)
biokatalizis csoportjanak kutatoi szintetizaltak. Anamaria Todea és munkatarsai [Todea
et al., 2018] elséként irtak le az e-kaprolakton enzimkatalizalt (kiilonbozé lipaz és
hidrolaz enzimek hasznalataval) kopolimerizaciojat kiilonb6z6 hidroxi-zsirsavakkal. Az
altalam hasznalt bioldgiai alap 12-hidroxi-sztearinsav-e-kaprolakton kopolimer (12CL)
egy uj, igéretesnek bizonyuld anyag az orvosbiologiai alkalmazasokban, elsésorban az

iranyitott és célzott hatéanyagtranszportban.

3.2.2 16-hidroxi-hexadekdnsav-e-kaprolaktam kopolimer

Az 1 tpust poliészter-amid polimert szintén a fent emlitett kutatocsoportban
szintetizaltak. A ,,z0ld” szintézis soran lipaz katalizalt reakcidban polimerizaltdk a 16-
hidroxi-hexadekansavat ¢és az e-kaprolaktamot [Benea et al., 2023]. llyen
reakciorendszerekr6l még nem szamoltak be a szakirodalomban a poliészter-amidok
eléallitasara. A poliészter-amidok, a poliészterekhez hasonld tulajdonsagokkal
rendelkeznek, mi tobb, a poliamidokat fokozott bioldgiai lebonthatdsag és fokozott
robusztussag jellemzi. Az elGallitott és altalam szintén felhasznalt 16-hidroxi-
hexadekansav-g-kaprolaktam kopolimer (16CM) szintén korabban nem vizsgalt

potencialis gyogyszerhordozoanyag.
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3.3 Eloallitasi modszerek

3.3.1 Sorafenibtartalmu részecskék eléallitasa

3.3.1.1 Mikrokapszuldzas 12CL polimerrel

A sorafenib mikrokapszulazasara az egyszerii emulzio—olddszer elparologtatas
modszerét alkalmaztam a hatéanyag hidrofob jellege miatt. A szerves fazis készitéséhez
20-40 mg kapszulazo polimert 1-2 ml DCM-ben oldottam fel. A szerves fazishoz 0,2 ml
1%-0s (m/V) SOR acetonos oldatat adtam. A vizes fazist 0,5-1% (m/V) PVA vizes oldata
alkotta. A szerves-vizes fazis aranya 1:2 és 1:4 k6zott valtozott.

A vizes fazis szerves fazishoz valo hozzaadasat kovetden a két fazist emulgealtam
ultrahangos késziilékkel (Heat System Ultrasonics Inc., Sonicator Cell Disruptor Model
W 220 F, USA ¢és Hielscher Ultrasonic Processor UP200St, Hielscher Ultrasonics GmbH,
Teltow, Németorszag) 6-os intenzitasi szinten vagy 30% amplitudon, 30 masodpercig. A
szerves oldészereket 1€gkori nyomason és szobahdmérsékleten magneses keveréssel 3
oran at kevertetve parologtattam el. A nanorészecskéket kétszer mostam centrifugélassal
(Hermle Labortechnik, Wehingen, Németorszag,) 21380 g gyorsulassal 20 percig, majd
MilliQ vizben ujradiszpergéltam.

Hatoanyagmentes (vak) részecskéket is készitettem a fent leirtak alapjan, kihagyva
a SOR-oldatot a folyamatbol. A modszert részletes optimalizalasnak vetettem ala a f6

eloallitasi paraméterek valtoztatasaval, melyet az eredmények részben taglalok.

3.3.1.2 Mikrokapszuldazas 16CM polimerrel

A 16CM polimer részecskéket az egyszerli emulzio-oldoszer elparologtatés
modszerével allitottam eld. A szerves fazis 5 vagy 10 mg kapszulazé polimerbdl allt,
amelyet a kivant polimerkoncentraciotol fiiggéen 1 ml DCM-be oldottam fel. A vizes
fazis 0,5% vagy 1% (m/V) PVA vizes oldatabol allt. A két fazis aranyat 1:2 és 1:5 (o/v)
kozott modositottam ¢€s ultrahanggal emulgealtam (Hielscher UP200St, Hielscher
Ultrasonics GmbH, Teltow, Németorszag) 50%-0s amplitudon, 60 masodpercig. A
szerves oldoszereket magneses kevertetéssel parologtattam el. Tovabbi felhasznalasuk
eldtt az el6z6 pontban emlitett mosasi eljarast alkalmaztam.

Hatoanyagmentes  részecskékrdl — késziilt  részletes  tanulmany  utan
mikrokapszulaztam a SOR hatéanyagot az optimalis paramétereket hasznalva. Az aktiv

anyagot THF-ben oldottam, 20 mg/ml koncentracioju torzsoldatot készitve. A megfeleld
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mennyiségii (0,5-3 mg) hatdéanyagot tartalmazo aliquot részt a Szerves fazishoz adtam, és

optimalizéaltam a hatéanyagtartalmu részecskék eldallitasi modszerét.

3.3.2 Sorafenib- és ciszplatintartalmu részecskék elddllitiasa

A kettés hatdanyagu rendszer eldallitdsa érdekében az dsszetett emulzid—oldoszer
elparologtatas modszerét alkalmaztam, hatébanyagaim eltérd, hidrofob-hidrofil (SOR-
CIS) jellege miatt. Alapvetden a szerves fazisom 10 mg 12CL kapszulazo polimerbdl allt,
1 ml DCM-ben oldva. A SOR hatéanyag acetonos oldatban keriilt a szerves fazisba,
kiilonb6z6 mennyiségekben (0,5-1 mg). A belsd vizes fazis (300 pl) tartalmazta a 0,5 és
1 mg CIS vizes oldatat.

Els6 1épésben a belsd vizes fazist a szerves fazishoz kevertem és ultrahangos
kezeléssel emulgealtam egy Hielscher UP200St (Hielscher Ultrasonics GmbH, Teltow,
Németorszag) ultrahangos processzorral, 30%-os amplitudéval 30 masodpercig. Ezutan
a 1étrejott emulziot egy viszonylag nagy térfogatq, feliiletaktiv anyagot tartalmazd, kiilsé
vizes fazisba (5 ml PVA 1% (m/V)) pipettaztam €s ismét ultrahanggal homogenizaltam,
50%-o0s amplitudon 60 mésodpercig. A szerves oldoszereket magneses keveréssel 3 6ran
at kevertetve parologtattam el, 1égkdri nyomdson és szobahdémérsékleten. A
nanorészecskéket felhasznédlasuk eldtt kétszer mostam centrifugalassal (Hermle
Labortechnik, Wehingen, Németorszag,) 21380 g gyorsulassal 20 percig, majd MilliQ
vizben Ujradiszpergaltam.

Vak részecskék is késziiltek, ugyanakkor a kapszulazasi hatékonysdg ndvelése
érdekében kiilonbozo keresztkotd agenseket és adalékanyagot hasznaltam a részecskék
eldallitasa soran: EDC, DCC keresztkotd dgenseket és BSA fehérjét. A DCC a szerves
fazisba kertilt, a BSA a belsé vizes fazisba és az EDC alkalmazasat mindkét vizes fazisban
megvizsgaltam. A modszert szintén optimalizdltam a f6 eldallitasi paraméterek

valtoztatasaval.

3.3.3 Az iRGD tumor penetracios peptid mikrokapszuldzdsa

Az iIRGD peptid mikrokapszulazasa soran a 3.3.2 alpontban leirt, sszetett emulzio-
oldoszer elparologtatas modszerét alkalmaztam. Az emlitett pontban leirt BSA egyrészt
a hatéanyag kapszulazasi hatékonysagat ndvelhette, masrészt modellanyagként szolgalt.
A célzofehérjék hozzdaddsa a hordozd rendszerhez torténhet kotéssel a részecske
feliiletére vagy akar mikrokapszulazassal is a hordozoba. Igy miutan elegendd

informéciot gylijtottem az emulzids modszerrdl, a BSA fehérjét iRGD peptidre valtottam
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a mikrokapszulazasi folyamatban (14. abra). Az optimalis eldallitasi paramétereket és

5% (m/m) CIS
10% (m/m) iRGD

anyagmennyiségeket részletesen az eredmények részben szemléltetem.
Oldoszer

m ( - B
| elparologtatas

% o ] v |
1 o & K 3
@& m B -

Vizes fazis Szerves fazis V,/O emulzi6 PVA 1% (m/V) 2. vizes fazis  V,/O/V, emulzié

1

] |
1. 1épés 2. 1épés

14. abra. Osszetett emulziés-oldoszer elparologtatas modszere a SORIRGDCIS minta
eléallitasara, valamint a f6 eléallitasi paraméterek.

3.3.4 Az antocianidinek molekularis kapszulazdsa

A kivalasztott szintetikus antocianidinek (CN) molekularis kapszulazasat
ciklodextrinekkel (CD) végeztem. Mindkét CN kombinacidjat vizsgaltam 3 féle f-
ciklodextrin-szarmazékkal: 2-hidroxipropil-p-ciklodextrin (HPBCD), random metilezett
B-ciklodextrin (RAMEB) és szulfobutil-éter-f-ciklodextrin (SBECD) szarmazékokkal.

A kisérlet soran 10-10 mg CN-t oldottam 1 ml 10%-os (m/V) CD vizes oldataban
és magneses keverdn kevertettem 1 éjszakan at. Kovettem a komplexek viselkedését és
oldhatosagi teszteket végeztem gravimetrias meghatarozassal. Viszonyitasnak 1%-0S

(m/V) CN vizes oldatokat készitettem.

3.3.5 Antocianidin inkluziés komplexek mikrokapszuldzdsa

A kivalasztott antocianidin-ciklodextrin inklaziés komplex mikrokapszulazasra az
Osszetett emulzio-olddszer elparologtatas modszerét hasznaltam. A szerves fazist a 12CL
és 16CM polimerek 1%-o0s (m/V) DCM-es oldata alkotta. A belsé vizes fazis (0,1 ml)
tartalmazta az inklaziés komplexet 0,5-1 mg antocianidin hatéanyag mennyiséggel,
kiilonb6z6 vizes matrixokban (0,01M HCI, MilliQ, PVA 1% (m/V)). A kiilsé vizes fazis
5 ml PVA 1%-os oldatabdl allt. A részecskeszuszpenzid létrehozasara a 3.3.2 alpontban

leirt ultrahangozasi €s oldoszer elparologtatasi paramétereket alkalmaztam.
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3.4 A részecskék feliilletmodositasa

A részecskék hatdanyagleaddsi profiljanak javitasa érdekében kiillonbozo
adalékanyagokat és feliiletkezelést alkalmaztam. A 3.3.1.2 alpontban leirt eldallitasi
modszerben a szerves fazist kiegészitettem 2 mg DCC, 1 mg szorbitan-monolaurat
(SPAN20) és 1 mg szorbitan-monooleat (SPANS80) hozzaadasaval, kiilon-kiilon, kdovetve
az optimalizalt eloallitdsi paramétereket. Ugyanakkor egy-egy mintan PEGilalast is
végeztem, az amino-PEG in situ hozzdadasa ¢és a részecske eldallitas utani
felilletmodositas (PEGilalas) révén. Az in situ médszer esetében a hordozo polimer
tomegével megegyez6 10 mg amino-PEG-et a vizes fazishoz kevertem.

Részecske eldallitas utani PEG-ilacid soran a nanorészecske szuszpenziot
centrifugéltam és mostam MilliQ vizben, majd 1 ml MilliQ vizben Gjradiszpergaltam. A
viszonyitva 50x molaris feleslegben tartalmazva az EDC+NHS-t. Eppendorf cs6ben 25
°C-on 30 percig rizatva inkubaltam. Ujabb mosas utan az aktivalt feliiletii
nanorészecskéket ujradiszpergaltam 2 ml PBS-oldatban, amely 20-szoros molaris
feleslegben tartalmazott amino-PEG-et és tovabbi inkubacidé kdvetkezett masnapig. A
nanorészecskéket a tovabbi felhasznalasuk el6tt haromszor mostam és PBS-oldatba

vettem vissza.

3.5 Részecskék jellemzése

3.5.1 Szemcseméret-elemzés

3.5.1.1 Dinamikus fényszoras modszere

A dinamikus fényszérast (DLS), amelyet foton-korrelacios spektroszkdpidnak
(PCS) vagy kvazi-rugalmas fényszorasnak is neveznek, kolloid szuszpenziot alkotd
részecskék méretének meghatdrozasara hasznaljak. A DLS modszere a részecskék
hidrodinamikai méretét méri a kolloid oldaton athalado 1ézerfény altal eldidézett
fényszoras segitségével, és az 1d6 fiiggvényében elemzi a szort fény intenzitdsanak
valtozasat. A részecskék Brown-mozgésa korreldl a hidrodinamikai atmérdjiikkel. A
miszer olyan korrelacidés filiggvényt hasznal, amely matematikailag irja le a

részecskeméretet és az i1dofliggd fényszorasi kapacitast a Stokes-Einstein egyenlet
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segitségével [Lim et al., 2013]. A DLS mddszere kolloid rendszerek részecskeméretének
meghatarozasa mellett a készitmények stabilitasdnak tanulmanyozéasara, valamint
aggregacio és agglomeracio jelenlétének kimutatasara is szolgal [Raval et al., 2018].
Méréseim soran a nanorészecskék hidrodinamikai méretét Zetasizer Nano ZS
(Malvern Instruments, Malvern, UK) miiszer segitségével hatdroztam meg, amely HeNe
1ézert és 173°-0s szOgben visszaszord detektort tartalmaz. A nanorészecskék méretét
intenzitas szerinti atlagméretiikkel (Z-avg) és polidiszperzitasi indexiikkel (PDI)
jellemeztem. A DLS-ben hasznalt Z-avg-t 6sszegzett atlagnak is nevezik, amely az egyik
legstabilabb elsddleges paraméter. A Z-avg intenzitas alapu szamitott érték. Az 0sszegzett
atlagok elemzése soran generalt autokorrelacios fiiggvények alapjan az értékek szamitasa
az ISO 13321 és ISO 22412 nemzetkdzi szabvanyokban definidltak szerint torténik. A
DLS esetén a polidiszperzitas jellemzésére a PDI-t hasznaljdk, amely szintén egy
szamitott paraméter. Ez az index a DLS mérés soran hasznalt autokorrelacios
fliggvénybdl szarmazo szam, amely leirja a szemcseméretek feltételezett Gauss-eloszlas
sz€lességét. A PDI egy dimenzid nélkiili szam és az eloszlas kiszdmitdsa az ISO
13321:1996 E és ISO 22412:2008 standardok alapjan torténik. A PDI 0,05-nal kisebb
értékei ritkan lathatoak, kivéve az erésen monodiszperz standardok esetében és a 0,7-nél
nagyobb értékek jelzik, hogy a minta nagyon széles méreteloszlasu, és valoszintileg nem
alkalmas a DLS technikara [https://www.malvernpanalytical.com/en/learn/knowledge-

center/whitepapers/wpl11214dlstermsdefined].

3.5.1.2 Elektrokinetikai potencial ((-potencidal) és stabilitds

Az elektrokinetikai potencial (C-potencidl) szintén a fényszords modszerével
mérheté paraméter, amely a 1ézer-Doppler-elektroforézis mérésén alapszik. A (-potencial
a diszperzios kozeg és a részecskék feliileténél 1évo folyadékréteg potencialkiilonbségét
jelenti. A részecskéket koriilvevé elektromos kettésréteg azonos és ellentétes toltési
1onokbdl all. Ennek a rétegnek az Gsszetétele dinamikus €s szamos tényez6tdl fiiggden
valtozik (példdul pH, ionerdsség, koncentracid). Elektromos mezd hatdsira a toltott
részecskék az ellentétes elektrodok felé mozognak. Elektroforézis soran egy feltételezett
hasadasi sik keletkezik a mozgd részecskék ¢és a diszperzios kozeg kozott,
potencialkiilonbséget 1étrehozva, amelybdl matematikailag szamolhato a -potencial.

A (-potencial adatok egyik legnépszeriibb felhasznalasa a kolloid rendszerek

elektrosztatikai stabilitasanak jellemzése. A nanorészecske diszperziokat rendkiviil
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instabilnak (+0—10 mV), viszonylag stabilnak (+10-20 mV), mérsékelten stabilnak (20—
30 mV) és rendkiviil stabilnak (>+30 mV) mindsitik [Bhattacharjee S, 2016].

A (-potencidl meghatidrozasara a fent emlitett Zetasizer Nano ZS (Malvern
Instruments, Malvern, UK) miiszert hasznaltam a mintdk mosasa utan azokat MilliQ
vizben visszadiszpergalva. A mintakat eldobhaté muianyag (polikarbonat) kiivettadkban
mértem, amelyek beépitett aranyozott réz elektrodokkal és hajlitott kapillaris csével (kb.

0,75 ml minta befogadasara) rendelkeztek.

3.5.1.3 Morfologia
(SEM, Thermofischer, Waltham MA, USA) ¢és FEI Talos F200XG2
pasztazo/transzmisszids elektronmikroszkoppal (S/TEM, Thermo Fischer Scientific,
Waltham, MA, USA) vizsgaltam. Mintael6készitésként a mintakat 3-szor mostam
centrifugalassal és 10-50-szeresére higitottam, majd szobahdmérsékleten mintatartora
szaritottam. A SEM mérés aluminium mintatartokon, a S/TEM mérés réz grideken

tortént.

3.5.2 Eléallitasi hozam

A nanorészecskék eldallitdsi hozamat gravimetridsan hataroztam meg. 0,5 ml
nanorészecske szuszpenziot centrifugalassal kétszer mostam, majd az igy kapott pelletet
tomegallandosagig szaritdszekrényben 40 °C-on szaritottam. A kapott értéket a kiindulasi

anyag tomegéhez viszonyitottam.

3.5.3 Kapszulazdsi hatékonysdag

3.5.3.1 Sorafenib kapszulazasi hatékonysdagdanak meghatdrozasa

A SOR kapszulazasi hatékonysaganak meghatarozasa érdekében a 0,5 ml
centrifugalt szuszpenziobol kapott nanorészecskéket 1 ml DMSO-ban oldottam. Az
oldatok abszorbanciajat spektrofotometriasan (Biochrom 4060, Pharmacia LKB,
Cambridge, UK és ATl Unicam UV4-100, Unicam Instruments Ltd., Cambridge, UK)
mértem, 271 nm maximalis elnyelési hullamhosszon. Az oldatokat higitottam, hogy a
hatéanyag a kalibracios tartoméanyban (1,25 — 20 pg/ml) kimutathato legyen. A hatéanyag
kapszulazasi hatékonysagat (EE, angolul ,,encapsulation efficiency’) a kovetkezOképpen

szamitottam ki:
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EE (%) = (hatéanyag [részecskében] / hatdanyag [0sszes]) x 100

Meghatarozas el6tt  kalibracios gorbét vettem fel DMSO-ban a SOR
mennyiségének meghatarozasa céljabol, 271 nm hullamhosszon és 1,25 — 20 pg/ml

koncentracio6 tartomanyban.

3.5.3.2 Ciszplatin kapszulazasi hatékonysaganak mérése

A ciszplatin (CIS) kapszulazasi hatékonysaganak meghatarozasahoz a részecskék
platinatartalmat atomemisszids spektroszkopias modszerrel mértem, ICP-OES (Spectro
Genesis, SPECTRO Analytical Instruments GmbH, Kleve, Németorszag) késziiléket
hasznalva. A miszer szimultan detektalast (polikromatoros), axialis plazmamegfigyelést
alkalmaz6 spektrométer. A kalibralashoz tobbelemes standard oldatot hasznaltam
(Teknolab Sorbent AB., Kungsbacka, Svédorszdg). A mintdk el6készitésére savas
feltarast alkalmaztam. A mérési modszernek megfeleléen a nanorészecskéket 2 ml 68-
70%-0s HNOsz ¢és 1 ml 37%-0s HCI elegyben forraltam a szervesanyag-tartalom
roncsolasa és a Pt-tartalom kioldodasa érdekében. A feltarast kovetéen a mintakat MilliQ
vizzel higitottam, hogy a koncentraciojuk a kalibracios tartomanyba essen. A

kapszulazési hatékonysag szamitasara a 3.5.3.1 alpontban leirt képletet hasznaltam.

3.5.3.3 A szarvasmarha szérum albumin tartalmdanak meghatdrozasa kolorimetridsan

A mikrokapszulazott BSA mennyiségét kolorimetriasan hataroztam meg, mikro
BCA modszert alkalmzva. A mikro BCA kit (Micro BCA Protein Assay Kit, Thermo
Scientific) oldatban 1év6 fehérjekoncentracid meghatarozasara szolgal. A mikro BCA
fehérje teszt egy kétkomponensii, nagy pontossagli meghatarozasi modszer, amely
rendkiviili nagy érzékenységgel (0,5 ng/ml-1,5 mg/ml) és szelektivitassal rendelkezik
mas kolorimetrias fehérjetartalom meghatarozé modszerekhez képest [Thermofisher
Scientific].

A teszt két jol ismert reakcion alapszik, redukcion és komplexképzésen. El6szor a
fehérjében levo peptidkotések lugos kozegben redukaljak a Cu(l1)-ionokat Cu(l)-ionokra.
A redukalt rézionok mennyisége aranyos az oldatban levd fehérje mennyiségével, melyek
lila komplexet képeznek [2,2’-bikinolin]-4,4’-dikarbonsavval (angolul ,,bicinchoninic
acid”, BCA), amely 562 nm hullamhosszon mutat maximalis elnyelést [Smith et al.,
1985].
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A BSA-tartalmat feliilluszobol mértem 0,5 ml nanorészecske szuszpenzid
centrifugalasa utan. A szuszpenzio térfogataval megegyezé mennyiségii mikro BCA
reagenst adtam a feliiliszohoz ¢és az elegyet 1 oran 4t 60 °C-on inkubaltam.
Szobahdmeérsékletre torténd hiités utan az abszorbanciat ATI Unicam UV4-100
spektrofotométerrel (Unicam Instruments Ltd., Cambridge, UK) mértem 562 nm
hullamhosszon. A BSA-koncentraciot az elézetesen felvett kalibralo egyenes egyenlete

alapjan szamoltam.

3.5.3.4 Az IRGD-tartalom meghatarozasa

Az iRGD tumor penetracios peptid kapszulazasi hatékonysagat a 3.5.3.2 alpontban
leirt ICP-OES modszerrel hataroztam meg feliiliszobol, mérve a mintak kéntartalmat.
Mintael6készités soran 1-1 ml feliilaszot beparoltam, majd 1 ml HNOs (68-70%) és 1 ml
HCI (37%) eleggyel forraltam és 5 ml végso térfogatra higitottam. Referenciaanyagként
a tiszta iIRGD vizes oldatat ¢és a ciszteint alkalmaztam.

3.5.3.5 Antocianidin kapszuldzasi hatékonysaga

A mintdkban levé szintetikus antocianidin (CN)-tartalmat 1 ml feliiluszobol
fotometriasan (Unicam Instruments Ltd., Cambridge, UK) mértem. Fontos volt a mintak
stabilitdsanak megdrzése, igy pH értékiiket 2-re Aallitottam 50 pl 0,0IN HCI
hozzaadasaval és az abszorbanciat rogton mértem. A késébbiekben definialt 5-0s
szintetikus antocianidin maximalis elnyelési hullamhossza savas PVA (1% (m/V))
elvégzése utan a kapott egyenes egyenletébdl szamitottam és viszonyitottam a kiindulési

anyagmennyiséghez, majd szdzalékosan adtam meg.

3.5.3.6 Hatéanyagtartalom
A részecskék hatdéanyagtartalmat (DL, angolul ,,Drug loading”) a kapszuldzasi
hatékonysagok és hozamértékek figyelembevételével a kovetkezd képlet alapjan

szamoltam:

DL (%) = (hatéanyag [részecskében] / részecsketomeg [Gsszes]) x 100

37



3. Kisérleti rész

3.5.4 Hatoanyagleadds

A nanorészecskék hatdéanyagleaddsat a tumorok mikrokornyezetét modellez6 savas
pufferoldatban (Na-acetat-ecetsav puffer, pH = 5,5) és vérplazmaban (pH = 7.4)
vizsgaltam. A 0,5 ml nanorészecske szuszpenziot 4,5 ml pufferrel, illetve vérplazmaval
egészitettem ki atlatszatlan Sml-es Eppendorf csévekben. Mindkét kozeg esetében harom
parhuzamos mintat készitettem. A mintakat 37 °C-on (1000 fordulat/perc) inkubaltam
egy Hettich Benelux MKR-13 termomixert (Hettich Benelux Laboratory Equipment,
Geldermalsen, Hollandia) hasznalva, 3-7 napon keresztiil. Meghatarozott idénként (to, t
= 15 perc, 30 perc, 1 ora, 2 Ora, 4 6ra, 6 Ora, § Ora, 12 6ra, 1 nap, 2 nap, 3 nap, 4 nap, 5
nap, 6 nap) mintarészeket vettem €s centrifugalds/mosas utan a pelleteket DMSO-ban
oldva spektrofotometriasan mértem a SOR-tartalmukat. A CIS-tartalom meghatarozasa
soran a platinatartalmat a feliilluszob6l mértem a 3.5.3.2 alpontban leirt mérési és

mintakezelési modszert alkalmazva. A mért értékeket a to iddponthoz viszonyitottam,

crer

3.5.5 In vitro citotoxicitds

3.5.5.1 Sejtvonalak

A HepG2 emberi majkarcinomat és a HCT116 emberi vastagbélrak sejtvonalakat
az Orszagos Onkologiai Intézett6l (Budapest, Magyarorszag) kaptuk. A HepG2 sejtek
novesztése 10% FCS és 100 U/ml penicillint tartalmaz6 DMEM tapoldatban, mig a
HCT116 sejtek¢ RPMI-1640 kozegben tortént, 5% CO2-t tartalmazd, parasitott
légkorben, 37 °C-on. Hasznalatuk el6tt a sejteket tripszinizaltuk, Gjraszuszpendaltuk és

elétenyésztettiik.

3.5.5.2 MTT viabilitas teszt

A nanorészecskék in vitro citotoxicitasat MTT-teszttel vizsgaltam. Az MTT
vizsgélatot a sejtek metabolikus aktivitdsanak mérésére hasznaljak, mint a sejtek
vizsgalat egy sarga tetrazolium-s6, az MTT (3-(4,5-dimetil-tiazol-2-il)-2,5-difenil-
tetraz6lium-bromid), lila formazan kristalyokka torténd redukalasan alapul. Az életképes
sejtek olyan mitokondridlis dehidrogenaz enzimeket tartalmaznak, amelyek az MTT-t
oldhatatlan formazanna redukaljak. Lizalo oldat segitségével a kristalyok

szolubilizalhatéak és a szines oldatok abszorbancidja 500-600 nm tartomanyban
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mérhetdk. Minél sotétebb egy oldat, annal tobb az életképes, metabolikusan aktiv sejtek
szédma [Stockert et al., 2018].

A sejteket 96 kamraju tenyésztdlemezekre iiltettem. 24 oras eldinkubalas utan 100
ul friss, 10% FCS-t tartalmaz6 DMEM tapoldatot adtam hozzajuk és Ujabb 24 o6ras
inkubalas utan a kozeget friss DMEM-oldatra cseréltem, amely mar tartalmazta a vak-
vagy gyogyszerhordozo-részecskéket. A 24 6ras inkubalast, tdpoldat csere és jabb 24
oras inkubalas kovette. Ezutan 20 ul/cella MTT reagenst (5 mg/ml PBS-oldatban) adtam
hozza, a 200 ul/cella tapoldatot kiegészitve. 2 6ra inkubalas utan a keletkezett formazan
kristalyokat lizalé oldattal (DMSO, 1% ecetsav, 10% SDS) szolubilizaltam. Az
abszorbanciat 490 nm-en egy VictorX3 readerrel (Perkin Elmer, Waltham, MA, USA)
vagy 570 nm-en egy Thermo Scientific Multiscan Sky readeren (Bio-science Kft.,
Budapest, Magyarorszag) mértem.
mellett, negativ kontroll (,,kezeletlen” sejtek), vak DMSO oldat, tiszta hatdanyagok és
vak nanorészecskék is keriiltek. Az életképes sejtek szazalékos aranyat a negativ kontr-
ollhoz viszonyitva szdmoltam ki. A vak nanorészecske szuszpenzid és a tiszta
hatéanyagok pozitiv kontrollként szolgaltak. Az adatokat nyolc parhuzamos mérésbol

szarmazo atlag- és szorasértékek jellemzik.

3.6 Szintetikus antocianidinek halokrém tulajdonsagainak

spektroszkopiai vizsgalata

A kivalasztott antocianidinek vagy flaviliumion szarmazékok halokrom
tulajdonsagait spektroszkopias vizsgalattal hataroztam meg. Egy kordbban leirt eljaras
szerint [Carmody W.R., 1961] pufferoldatokat készitettem, borsav (0,2 M), citromsav
(0,005 M) és natrium-foszfat (0,1 M) felhasznalasaval, 2—12 pH tartomanyt lefedve. Az

antocianidinek UV-VIS spektrumait az id6 és a pH-érték fiiggvényében mértem.

3.7 Adatfeldolgozas

A citotoxicitasi adatok statisztikai elemzéséhez és Osszevetéséhez kétmintas t-

tesztet és egyszempontos variancaanalizist (angolul ,,one-way ANOVA”) végeztem ¢és
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ellendriztem a tesztekhez sziikséges feltételek teljesiilését. Az adatokat kettd, harom vagy
négy csoportra osztottam a koncentracidé szinteknek megfeleléen és vizsgaltam a
sokasagok normal eloszlasat Shapiro-Wilk teszttel és a varianciak homogenitasat F-
teszttel és Bartlett teszttel. Néhany esetben, amikor az adatok nem mutattak normal
eloszlast vagy a varianciak nem voltak egyenléek, a nem-parametrikus teszteket (Welch
féle t-teszt, Mann-Whitney U-teszt, Kruskal-Wallis teszt) alkalmaztam, hogy
Osszehasonlitsam az egyes csoportok atlagértékeit. Amikor az egyszempontos ANOVA
vagy a Kruskal-Wallis teszt szignifikans (p < 0,05) kiilonbséget adott az atlagértékek
kozott, akkor a megfelelé post-hoc (Tukey-HSD vagy Kruskal-Nemenyi) tesztet
hasznaltam, hogy azonositsam a valddi kiilonbséget (kisebb/nagyobb) az atlagparok

kozott. A statisztikai elemzésekre R szoftvert (verzid 3.4.0) hasznaltam.
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4. Eredmények és értékelésiik

4.1 Sorafenib mikrokapszulazasa 12CL polimerrel

Irodalmi adatokbol ismert [Raman et al., 2005, Liu et al., 2016], hogy a nagyobb
molekulatomeg altaldban lassabb hatdanyag-felszabaduldst és nagyobb kapszulazasi
hatékonysagot eredményez, ezért a Todea és munkatarsai [Todea et al., 2018] altal
létrehozott  oligoészterek koziil a nanorészecskék eldallitdsara a legnagyobb
molekulatomegii 12-hidroxi-sztrearinsav-g-kaprolakton (12CL) kopolimert hasznaltam.
Az 12CL polimer alkalaz enzimkatalizalt szintézisbél szarmazik (15. abra), melynek
atlagos molekulattmege Mw = 1850 g/mol, polimerizaciés foka 17 és a relativ

homopolimertartalma nem haladta meg a 30%-ot.

WK

+ ENZim

M,

12ZHSA

12HSA PCL
homopolimerek homopolimerek Kopoliészterek

15. abra. ECL és 12HSA kopoliészterek és homopoliészterek szintézisének
reakciosémaja, ahol n - 12HSA ismétlddo egységeinek és m — ECL ismétl6do
egyseégeinek szama a polimerekben.

4.1.1 A médszer optimalizaldsa és a részecskék jellemzése

A sorafenib 12CL kopolimerbe mikrokapszulazasara az egyszerli emulzio—oldoszer
elparologtatas modszerét alkalmaztam (lasd 3.3.1.1 fejezet), és az optimalizalasa soran
vizsgaltam a legfontosabb eldallitdsi paraméterek, mint példaul az emulgedloszer
koncentracioja, az olaj- és vizesfazisok (o/v) ardnya, valamint a kezdeti hatbanyag- és

polimer-koncentracioé hatasait a részecskék méretére és a kapszulazasi hatékonysagra.

41



4. Eredmények és értékeléstik

crer

PVA koncentracio tul alacsonynak bizonyult, mivel DLS mérés soran a mikronos
mérettartomanyban is detektaltam részecskéket (16. abra). Ezt tiikr6zik a tul magas PDI
(> 0,2) értékek is, jelezve a nanorészecskék vagy a kicsapodott hatdanyag egy részének

crer

polimer és SOR-koncentréacio kivalasztdsa monodiszperz méreteloszlast biztositott, < 0,2
PDI értékekkel (2. tablazat).

Az 1:2 olaj/viz arany (o/v) optimalisnak bizonyult az alkalmazott szonikalasi
erésség mellett, mivel a nagyobb ardny (1:4) alkalmazasa esetén a részecskehozam

jelentésen romlott (< 50%), az 1:2 arany esetében elért 74 + 4,0%-hoz viszonyitva. Igy a

crer

crer

torténd valtoztatdsa novelte a nanorészecskék méretét, bar a PDI tovabbra is megfeleléen

alacsony maradt (2. tablazat).

2. tablazat. A polimer koncentraci6 hatasa a nanorészecskék méretére.

Polimer konc. (mg/ml) Z-avg (nm) PDI
10 223 +7,10 0,175+0,024
20 254+ 16,1 0,177+ 0,012
18 4
% —0,5% PVA
—0,75% PVA

—1,0% PVA

%)

Intenzitas (%)

10 100 1000 10000
Méret (nm)

16. abra. SOR-tartalmt 12CL részecskék méreteloszlasa a PVA emulgealdszer

crcr

Erdekes modon a polimer koncentricié befolyasolta a nanorészecskék (-
potencialjat is. Az alacsonyabb polimer mennyiséggel eldallitott részecskék nagyobb (-
potenciallal rendelkeztek (10 mg/ml: -18,1 £ 2,9 mV, 20 mg/ml: -9,2 + 1,3 mV), ami
nagyobb stabilitasra utal. A magasabb potencialérték a képzO6dott nanorészecskék

feliiletén 1évo hatdoanyag mennyiségével magyarazhatd. Mindazonaltal meg kell jegyezni,
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hogy a PVA nem ionos feliilletaktiv anyag, és mint sztérikus stabilizator, nagyobb
stabilizalo hatassal rendelkezhet, amelyet nem lehet mérni (-potencial elemzéssel.

Osszefiiggésben vizsgaltam, mivel a hidrofob hatéanyag €és a polimer megfeleld aranya
fontos a homogén diszperzi6 kialakulasaban. A SOR-koncentracio novelése 5%-rol 10%-
20%-0s hatéanyag-koncentracio esetén a PDI jelentésen novekedett (3. tablazat), jelezve

az aktiv anyag kicsapodasat, amelyet a méreteloszlasban is megfigyeltem (17. abra).

— —5% SOR

10% SOR

20% SOR

Intenzitas (%)
o0

2 4 /\
0 T T !
10 100 1000 10000

Meéret (nm)

17. abra. A részecskék méreteloszlasa kiilonb6zé SOR-koncentraciok mellett,
a kezdeti polimer mennyiségéhez viszonyitva.

A SOR arényénak 5%-r6l 10%-ra val6 novelése a 12CL kopolimerhez képest nem
befolyasolta a kapszuldzasi hatékonysagot, mig a tovabbi 20%-ra valé emelés latszolag
jelentésen novelte azt (3. tablazat), habar az elobb emlitett negativ hatas jelentkezett a
méreteloszlasban, ami nem kivanatos. Azonban a kicsapodott aktiv anyag nem
valaszthatd el a szubmikron méretii polimer részecskéktdl, igy az a kapszulazasi
hatékonysag értéket felfelé meghamisithatja, ezzel magyardzhatdo a kapszulazasi

hatékonysag novekedése.

3. tablazat. SOR-t tartalmaz6 12CL részecskék mérete €s kapszuldzasi hatékonysaga az
alkalmazott hatdbanyag-koncentracié fiiggvényében.

SOR konc. (%0) 5 10 20
Z-avg (nm) 223+5,0 219+5,2 241 £3,2
PDI 0,172+0,019 0,168 +0,029 0,288 +0,018
Kapszulazasi hatékonysag (%) 61,5+6,7 64,1 £8,5 72,77+7,7
Hatoanyagtartalom (%) 5,0 8,8 17,2
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Fontos vizsgalni, hogy a mikrokapszulazott hatéanyag ténylegesen a polimer
matrixaba keriilt vagy a részecskéken kiviil helyezkedik el. Ennek vizsgélatara az egyik
modszer a méreteloszlas elemzése, a masik lehetséges modszer az elektronmikroszkopos
felvétel készitése. A SITEM felvételen latszik (18. abra), hogy az optimalis
paraméterekkel eldallitott nanorészecskék sokkal kisebb méretiiek, mint ami a dinamikus
fényszorads eredményeibdl kovetkezik, mivel az utébbi a hidrodinamikai méretet
szolgaltatja, ami altaldban nagyobb, mint a szaraz méret. A nanorészecskék, a

varakozasoknak megfeleléen gomb alakuak lettek.

8 PM moou srm; DF  Standard 114 mm 35000 sqzum

18. abra. SOR- tartalm 12CL nanoreszecskek S/TEM kepe fém mintatart6 racson.

Osszességében a SOR-tartalmi 12CL nanorészecskék eldallitasara szolgald
egyszerli emulzid-oldoszer elparologtatds modszer séméajat és az optimalis eldallitasi
paramétereket a 19. abra tartalmazza. A tovabbiakban végzett hatdanyag-felszabadulasi-
és citotoxicitasi-tesztekhez az optimalizalt eldallitasi paraméterekkel késziilt

nanorészecskéket hasznaltam.

—— e

10% (m/m) SOR- E 1zié Qldészer )
koncentraci6 0 Szonikilas MUIZI10 elpirologatas

—

19. dbra. Az optimalizalt egyszerli emulzid-olddszer elparologtatas modszer séméja.

4.1.2 Hatoanyagleadds
Az optimalizalt paraméterekkel eldallitott nanorészecskék SOR felszabadulasat
savas pufferben (pH = 5,5) és vérplazmaban (pH = 7,4) teszteltem. A savas puffer a tumor

mikrokornyezetének imitalasara szolgalt. Ebben a kezdeti lemosodas mértéke 62 + 4,3%
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volt, amelyet egy tartds hatéanyag-felszabadulas kovetett. A 72 6ras vizsgalat alatt a
hatéanyag teljes mennyiségének 79 + 12,3%-a szabadult fel (20. abra). Az eredmények
viszonylag nagy ingadozasa a SOR adszorpcidjara utalhat a polimer matrix lebomlasanak
valamelyik fazisaban. A vérplazmaban a leadés gyakorlatilag azonnali volt. A hat6anyag
tobb mint 90%-a felszabadult a kezdeti lemosddasi szakaszban, amely feltehetdleg a

plazmafehérjék hatéanyaggal szembeni erds affinitasaval magyardzhato.
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20. abra. Kumulativ SOR felszabadulas a 12CL részecskékbdl,
acetat pufferben (pH =5,5).

4.1.3 Citotoxicitds

In vitro citotoxicitast MTT sejtviabilitasi teszttel elemeztem emberi majrak
sejtvonalon. Vizsgaltam a hatdanyagot tartalmazo6 nanorészecskék hatékonysagat HepG2
HCC sejtekkel szemben. A vak részecskék nem mutattak szamottevé citotoxicitast, igy a
polimer biokompatibilisnek mondhatdo. A nanorészecskék koncentraciofiiggd
a sejtkozegben) hasonld toxicitast (33,2 + 5,7% viabilitds) mutattak, mint a tiszta

hatéanyag (37,8 = 2,4%) ugyanabban a sejtben.

76 72
2.5 5.0

Sorafenib koncentracié (pg/ml)
21. abra. SOR-tartalmu 12CL részecskék citotoxicitasa novekvd SOR-koncentracio
mellett, HepG2 sejteken vizsgélva.
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4.2. Sorafenib és ciszplatin egyiittes mikrokapszulazasa 12CL

polimerrel

A kettés hatoanyagii rendszer eldallitdsara az Osszetett emulzio-oldoszer
elparologtatas modszerét hasznaltam, a 3.3.2 alfejezetben leirtak alapjan. A kapszulazasi
hatékonysag novelése érdekében mikrokapszulazaskor kiilonb6zé adalékanyagokat
alkalmaztam, tgymint a BSA fehérje, EDC és DCC keresztkoté agensek. A fehérjék
nanorészecskékbe torténd mikrokapszulazasat manapsag széles korben alkalmazzak,
mivel felszabadulasi kinetikdjuk szabalyozhato, a fehérjék madasodlagos szerkezete
megorizhetd, emellett a fehérjemolekulan taldlhaté gydgyszerkotd helyek nagy szdma
miatt jelentdés mennyiségli gyogyszer épitheté be a részecskematrixba [Martinez et al.,
2017]. A szarvasmarha szérum albumint széles korben hasznaljak gyogyszerhordozo
anyagként, amely szamos el6nnyel rendelkezik, hiszen biologiailag lebonthatd, nem
toxikus, valamint a tumoros szovetekkel szemben kettOs célzasi képessége van [Wang et
al., 2021].

4.2.1 Modszer-optimalizalds BSA mikrokapszuldazdsdaval

A modszer optimalizalasat szintén a fo eldallitdsi paraméterek valtoztatasaval
végeztem, emellett kezdetben vizsgaltam a BSA mikrokapszulazasi lehet6ségeit is. A 4.
tablazat tartalmazza az optimalizalasi adatokat a f6 eléallitasi paraméterekkel és a
részecskék méreteloszlasaval. Az elsé minta esetén (12CLBSA1) megfigyelhetd, hogy
0,5% (m/V) PVA kevésnek bizonyult a megfeleld méretli részecskék eloallitasa
érdekében, igy a tovabbi kisérletekben 1% (m/V) PVA oldatot hasznaltam.

Ko6ztudott az olaj-vizes fazis ardny fontos szerepe a részecskeméretre nézve. Kis
méretli nanorészecskéket 1:3 és 1:5 aranyu rendszerekben sikertilt eldallitanom. Az 1:3
arany megfeleld volt a 12CLBSA2 ¢és 12CLBSA4 mintdk esetében, azonban magas
polidiszperzitast mutattak, jelezve, hogy mas paraméterek fontosabb hatast gyakoroltak
a méretre. A til magas polimerkoncentracid (2%) tul viszkozus szerves fazist adott,
melynek kovetkezménye a nagy, aggregalt részecskék a 12CLBSA3 minta esetében. EDC
hasznalatakor a BSA mennyisége jelentdsen befolyasolta a méretet (12CLBSA9 és
12CLBSA10), feltehetdleg EDC jelenlétében a nagyobb mennyiségii BSA mar nagyobb
részben adszorbealddik a részecskék feliiletére. A felszinen lev aktiv csoportok nagyobb

szdma lehetévé tette a fokozott keresztkotés-képzdodést és ezéltal a nanorészecskék
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crer

aggregaciojat. Osszességében 0,5 mg BSA mikrokapszulazasa 10 mg 12CL polimerbe,
1:5 o/v ardny és 1%-o0s (m/V) PVA emulgedloszer alkalmazasat taldltam optimalisnak a

tervezett méret és polidiszperzitast nanorészecskék (12CLBSA6) eldallitasahoz.

4., tablazat. A nanorészecske-eldallitasi modszer optimalizalasa BSA
mikrokapszulazassal.
Polimer PVA
Minta  ov (%, (%, EH?A)
mNV)  miv) 9

EDC (mg) Z-avg (nm) PDI

12CLBSA1 1:2 1 0,5 1 - 476,6 £9,3 O(’;,lgf;
12CLBSA2 1:3 1 1 1 - 241,3+5,8 061,36134i
12CLBSA3 1:3 2 1 1 - 4819+ 39,6 066,322;
12CLBSA4 1.3 1 1 0,5 - 232,3+10,2 Oéfggli
12CLBSA5 15 1 1 1 - 2699+ 7,8 Oéfgfgi
12CLBSA6 1.5 1 1 0,5 - 2455+31 062,38;:
12CLBSA7 14 1 1 1 - 301,2+7,6 O(';,lgiSi
12CLBSA8 14 1 1 0,5 - 338,8+ 11,6 O(,fggsi
12CLBSA9 15 1 1 1 1 438,5+25,1 Oc')gjgli
12CLBSA10 1:5 1 1 0,5 1 250,7 + 8,3 0,353
0,038
12CLVak 15 1 1 - - 2152+14 Oéz,gfli

4.2.2 Kettds hatéanyagu rendszer vizsgalata

Az EDC keresztkoto reagenssel és az NHS stabilizatorral valositottam meg a BSA
polimer matrixhoz vald kotédését, aminek eredményeképpen a PDI értékek novekedtek
(lasd 4. tablazat, 12CLBSA10). A SOR és CIS hatéanyagok egyiittes mikrokapszulazasat
ezzel a megoldassal Osszetett emulzidos modszert alkalmazva hajtottam végre.

Az EDC-vel valo keresztkotés hatasat a SOR, CIS vagy mindkét hatéanyag
kapszulazasi hatékonysagara BSA jelenlétében vizsgaltam. A Kkapott mintak
méreteloszlasa  tobbnyire széles volt (5. tablazat), kivéve két mintat
(12CLBSASORCIS2 és 12CLBSACIS3), ahol kériilbeliil 200 nm-es részecskeméretet €s
nagyon sziik méreteloszlast értem el. Ezekben a mintakban azonban a képz6d6 polimer

szuszpenzi6 hozama tal alacsony volt. Az EDC-vel valdo kapcsolds novelte a
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nanorészecskék vizoldhatdsagat, amely a hozam erbteljes csokkenésében mutatkozott

meg.

5. tablazat. A hatdoanyagok mikrokapszulazasa 1:5 o/v arany, 1% (m/V) PVA és
0,5 mg BSA hasznalataval.

Minta ?rggF; (le gS) EDC (mg) Z-avg (nm) PDI

12CLBSASOR1 1 - - 2234+24 0,243 +0,008
12CLBSASOR2 ? 1 - 1 274,4+8,6 0,582 +0,018
12CLBSASOR3 " 1 - 1 212,3+0,8 0,258 +£0,028
12CLBSASORCIS1 0,5 0,5 - 239,6+3,7 0,378 +£0,014
12CLBSASORCIS2? 0,5 0,5 1 196,1 £1,7 0,081 +0,013
12CLBSASORCIS3® 0,5 0,5 1 2493+£8,1 0,362 +£0,021
12CLBSACIS1 - 1 - 252,2+15,0 0,413 +0,020
12CLBSACIS2? - 1 1 246,3+27,2 0,397 +0,070
12CLBSACIS3 " - 1 1 188,9+2,0 0,091 0,008

2EDC a belsd vizes fazishoz adva. ? EDC a kiilsé vizes fazishoz adva.

EDC-vel kapcsolt polimer részecskék vizoldékonysaganak megakadalyozasara a
kovetkezo kisérletekben egy vizben oldhatatlan keresztkoto agenst, a DCC alkalmazasat
vizsgaltam meg. A mintdkat ugyanazokkal az eldallitasi paraméterekkel készitettem, mint
az EDC-s mintdkat. A DCC keresztkotési mechanizmusa hasonldo az EDC-hez, a
polimerhez kapcsolodva 1étrejon egy O-acil-izourea intermedier, amely kovalensen kot a
BSA fehérje primer aminocsoportjaval amidkotést képezve (22. abra). A BSA, mint
kapszulazési segédanyag, a késObbiekben helyettesithetd egy masik fehérjével vagy
peptiddel. Megemlitendd, hogy a BSA-nak a polimerhez valé kapcsolodasdban a

hidrogénkotéseknek és hidrofob kolcsonhatasoknak is jelentds szerepe van.

HOMW A0 —

12-hidroxi-sztearinsav-g- kaprolakton kopolimer Diciklohexil-karbodiimid
12CL DCC

_.@—@-04 % S = @-E—NH- 2

BSA Diciklohexil-karbamid

O-acil-izokarbamid koztitermék

22. abra. A 12CL polimer BSA-val torténd aktivalasanak reakciosémaja diciklohexil-
karbodiimid (DCC) keresztk6td agenst alkalmazva.

48



4. Eredmények és értékeléstik

DCC hasznalatdval EDC helyett sikertilt elkeriilni a részecskék vizoldékonnya
valasat és a kapszulazasi hatékonysag 82%-ra nétt, amikor 2 mg DCC-t hasznaltam (6.
tablazat). Az eredmények azt mutatjak, hogy a DCC hasznalata elényds volt a BSA
mikrokapszulazasara és az eljaras kisméretli, monodiszperz eloszlast részecskéket

eredményezett (23. Abra) magas kapszulazasi hatékonysaggal.

—12CLBSADCC3Vak

—12CLBSADCC3

Intenzitas (%)

10 100 1000 10000
Meéret (nm)

23. abra. A BSA-t tartalmazé 12CL nanorészecskék méreteloszlasa DCC jelenlétében
(piros vonal) és vak minta esetében (z6ld vonal).

6. tablazat. A BSA mikrokapszulazasa 12 CL polimerrel DCC alkalmazasaval.

Minta ?rr?g)\ E)rr?gc): Z-avg (nm) PDI Iéasp’iz(.gl/zl )t ' H(cz;)a;m
12CLBSADCCL 05 1 217,6+20 oé%gf " 71 i
12CLBSADCC2 05 2 2259422 oc’)%f; 73 46
12CLBSADCC3 1 2 2197+17 Oé?gllli 82 46

12CLBSADCCVak - 2 2334+14 06%326()* 47

A két hatéanyag egylittes mikrokapszuldzasat végiil a kordbban leirt modszer
alapjan végeztem, DCC-t alkalmazva. A 7. tablazat-ban lathato, hogy a DCC
felhasznalasa (12CLBSACISHS) novelte az eldallitasi hozamot és kismértékben novelte
a kapszulazasi hatékonysagot is, a DCC nélkiili mintahoz (12CLBSACISH4) viszonyitva.
Osszességében megallapithato, hogy mindkét hatbanyag mikrokapszulazasa sikeresen
megtortént 12CL hordoz6 polimer és BSA segédanyag hasznalataval, ahol a fehérjének a

szerepe a részecskén levo kotOhelyek megsokszorozasa volt.
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7. tablazat. A SOR és CIS hatéanyagok szimultan mikrokapszulazasa BSA és DCC
segédanyagokkal, 1:5 o/v arany, 1% (m/V) 12CL-koncentréacio6 és 1% (m/V) PVA

alkalmazasaval.
Minta 12CLBSACISH4 12CLBSACISH5V* 12CLBSACISH5
CIS (mg) 0,5 - 0,5
DCC (mg) - 2 2
Z-avg (nm) 204,6 = 1,1 2129+24 209,8 £3,0
PDI 0,250+0,014 0,171 £0,019 0,209 £ 0,015
Kapsz.hat CIS (%0) 24 - 28
DL CIS (%) 2,1 - 1,4
Hozam (%) 40 39 61

"12CLBSACISH5V — Vak minta

4.2.3 Sorafenib és ciszplatin szimultan mikrokapszulazdsa iRGD peptiddel

Miutan elegendd informdaciot gylijtottem a BSA fehérjét hasznald 0Osszetett
emulzids folyamatrol, a két hatdéanyagot szimultan mikrokapszulaztam a 12CL polimerbe
¢s a BSA-t az iRGD tumor penetracidos peptidre cseréltem. A hatéanyagmentes
részecskék megfelelé méretet és polidiszperzitast mutattak (8. tablazat). A nagyobb
mennyiségli iRGD (DCCRGD2) nagyobb részecskehozamot (59%) eredményezett, mig
a részecskék mérete és polidiszperzitasa nem valtozott jelentdésen. Ennek oka feltehetden,
hogy a mikrokapszulazott iRGD nagyobb mennyisége tobb aktiv csoportot tartalmazott,
amelyek a kapszulazé 12CL polimert keresztkototték. Ezért a 12CL kopolimer
vizoldékonyabb 0sszetevii (kisebb molekulatomegli oligomerek) oldodasat részben

gatolta az iIRGD-vel val6 keresztkotés.

8. tablazat. Az iRGD peptid mikrokapszulazasa DCC-vel,
1:5 o/v arany, 1% (m/V) 12CL-koncentracio és 1% (m/V) PVA felhasznalasaval.

Minta I?n%? Z-avg (nm) PDI &P E)r;e\l/l)c idl Hz)oz)a)m
DCCRGD Vak . 210816 Oééfgi 111,00 59
DCCRGDL1 05  223,7+3,0 0618‘;; 111,20 49
DCCRGD2 1 2188=09 Oé%gf - 111,80 59

A hatoanyagok mikrokapszulazasi folyamata eldtt a ciszplatint hidrolizaltam. Az
IRGD vizes oldataval kevertettem egy éjszakan at, hogy elésegitsem a kotédést. Ennek
az eljarasnak az oka, hogy egy nagyobb konjugalt molekula hatékonyabban

kapszulazhatd az Gsszetett emulzio-oldoszer elparologtatas modszerével, mint a tiszta
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hatéanyag, amely kis molekuldnak szdmit. A hatdéanyag kapszuldzési hatékonysaga
novelhetd, emellett az iIRGD célzoszerként is szolgalhat a gyogyszeradagolas soran.
Ugyanakkor a CIS hidrolizise javithatja a rakellenes hatast is, mivel a hidrolizisnek fontos
szerepe van a rakellenes hatasmechanizmusban [Du et al., 2012].

A hatéanyagok iRGD-vel torténd mikrokapszulazasa megfeleld részecskeméretii és
polidiszperzitasi nanogdmboket eredményezett (24. abra, 9. tablazat). Sajnos az
elektronmikroszkopos képalkotds nem volt konnyti feladat, valoszinlileg a polimer
nanorészecskék gyengébb mechanikai stabilitasa miatt, ezért az SEM képek homalyosak
voltak (24. abra), és egyes részecskék elfolyosodtak az elektronsugar alatt. A DLS altal
szolgaltatott hidrodinamikai méretadatok 206 nm ¢és 221 nm kozotti Z-avg értékeket
mutattak. Babu és munkatarsai [Babu et al., 2017] a paklitaxelt és a ciszplatint PLGA-
kitozan hordozoval mikrokapszulaztak emulzio-oldészer elparologtatas modszerével
IRGD-t hasznalva adalékanyagként, és hasonld (~200 nm) atlagos részecskeméretet

kaptak.

(A) (B)

24. abra. iRGD-tartalmu Kettos hatéanyagt nanorészecskék SEM képei
(méretarany: (A) 1 um, (B) 500 nm).

A kapszulazasi hatékonysag 54-55%, illetve 23-25% volt a SOR és a CIS esetében.
A SORIRGDCIS minta ciszplatintartalma 1,6 + 0,3%-nak adodott. A DCC alkalmazasa
nem javitotta a hatéanyagok kapszulazasi hatékonysagait, amelyek gyakorlatilag
valtozatlanok maradtak. Meglep6 mdédon az iRGD peptid kapszulazasi hatékonysaga
jelentdsen csokkent DCC jelenlétében (9. tablazat). Mint korabban emlitettem, a DCC-

vel valo kapcsolas amidkdtések képzddésével jar, bar az iRGD polimerhez valé kotddése
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hidrogénkotéssel ¢és apolaris csoportok kozotti  hidrofob  kolcsonhatasokkal is
végbemehet. Ugy latszik, hogy az iRGD, egy 9 aminosavbol all6 ciklikus peptid esetében,
a kovalens kotés kisebb mennyiségii kapcsolt peptidet eredményezett, ami szintén
akadalyozhatta a tobbi kapcsolodasi lehetdséget. Ugyanakkor a DCC-vel elbalitott
részecskék mérete kissé csokkent (25. abra) és a méreteloszlasuk is monodiszperz lett,

amit a PDI értékek is mutatnak (9. tablazat).

9. tablazat. A hatéanyagok ¢és az iRGD penetracios peptid mikrokapszulazasa 12CL

hordozoéval.
Minta IRGDVak SORIRGDCIS  DCCSORIRGDCIS
Z-avg (nm) 220,6 £4,2 220,8 £2,5 205,9+2.8
PDI 0,256 £0,016 0,221 £0,021 0,148 £0,012
C-potencial (mV) -9,42 -10,0 -11,8
Hozam (%) 63+ 12 65+ 11 74+ 13
Kapsz.hat. SOR (%) - 54+ 1,0 55+2.8
DL SOR (%) - 3,5 2,7
Kapsz.hat. CIS (%) - 25+ 1,0 23+2,1
DL CIS (%) - 1,6 11
Kapsz.hat. iRGD (%) - 42 £3,0 29 +3,1
18 -
16 A
—12CLSORIRGDCIS

(%)

—12CLDCCSORIRGDCIS

Intenzitas (%)

10 100 1000 10000
Méret (nm)

25. abra. Kettés hatoanyaggal és iRGD-vel eléallitott nanorészecskék méreteloszlasa
DCC-vel (piros vonal) és anélkiil (z61d vonal).

A hatbéanyagok egyiittes mikrokapszulazasa nem valtoztatta meg a nanorészecskék
{-potencialjat. Mivel a hatéanyagok (nem az iRGD) mikrokapszulazasa volt a 6 cél, ezek
az eredmények azt mutatjak, hogy mindkét vizsgalt valtozat ugyanolyan hatékonysaggal
hasznalhato, lehetdvé téve a folyamat speciadlis kovetelményeinek megfeleld
kivélasztasat.

A rendelkezésre allo szakirodalmi adatok szerint Tian és munkatarsai [Tian et al.,

2017] a paklitaxelt és ciszplatint PLGA hordozoval mikrokapszulaztak, nanoprecipitacios
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modszerrel. A hatéanyagtartalom a ciszplatinra nézve 1,9 £+ 0,1% volt az egy hatéanyagti
rendszer esetében és 1,7 = 0,1% a kettds hatdbanyagt rendszerben. Callari és munkatarsai
[Callari et al., 2014] a ciszplatint konjugaltdk PLGA-amino PEG nanorészecskékkel,
amelyek hatdéanyagtartalma 0,5-1% volt. Moreno és munkatarsai [Moreno et al., 2008]
11,2%, valamint Jayasuriya és Darr [Jayasuriya & Darr, 2013] 30% kapszulazasi
hatékonysagot értek el, mindketten ciszplatint kapszulazva az Osszetett emulzios
modszerrel. Az elobb emlitett eredményekhez képest jelen vizsgalatom eredményei
hasonl6 szinteket ért el a ciszplatin esetében, 1,6%-0s hatéanyagtartalmat és maximum
25%-0s kapszuldzasi hatékonysagot. Megjegyzendd, hogy sorafenib ¢€s ciszplatin

egyiittes mikrokapszulazasarol biokonjugalt rendszerekben ezidaig nem szamoltak be.

4.2.4 Hatoanyagleadds vizsgdlata

A nanorészecskék in vitro gyogyszerkibocsatasat biorelevans koriilmények kozott
vizsgaltam vérplazmaban ¢és savas natrium-acetat pufferben, utanozva a tumor
mikrokdrnyezetét. A felszabadulasi vizsgalathoz a legjobb kapszuldzasi tulajdonsagokat
mutat6 biokonjugatumot (SORiIRGDCIS minta) hasznaltam. A SOR kezdeti lemosodasa
(angolul ,,burst effect”) natrium-acetat pufferoldatban 68 + 1,5% volt, ezutan a hatdéanyag
nyujtott felszabadulasa kovetkezett be a polimer lebomlésa €s a difftizié miatt. A 72 6ras
vizsgalat soran a teljes hatdanyag 99% + 1,5%-a szabadult fel (26. abra). A vérplazmaban
a sorafenib 93% + 3,4%-a szabadult fel a kezdeti burst fazisban. A ciszplatin esetében a
hatéanyag tobb mint 90%-a kioldodott a kezdeti lemosodasi szakaszban, mindkét kozeg

esetében.
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26. abra. A sorafenib kumulativ felszabadulasa a kettds hatéoanyagtartalma 12CL
polimerbdl natrium-acetat pufferben (pH = 5,5) és vérplazmaban (pH = 7,4).
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Avgoustakis és munkatarsai [Avgoustakis et al., 2002], valamint Moreno ¢s
munkatarsai [Moreno et al., 2008] hasonl6 ciszplatin felszabadulasi profilt irtak le, gyors
kezdeti felszabadulassal. A ciszplatin a sejtek altal torténé felvétel utan aktivitast mutat a
vizes kOzeg hatasara. Az egyik Klorid iont lassu folyamatban vizmolekula helyettesiti,
vizes komplexet (cis-[PtCI(NH3)2(H20)]") 1étrehozva, majd kotédik a citozin-guanin (C-
G) DNS bazisparhoz. A ciszplatin elsésorban a guanin nukleobazishoz kotédik
[Johnstone et al., 2016]. A magas burst hatas a hatdbanyag plazmafehérjékhez vald erds
affinitasdval magyarazhato, ezen kiviil a ciszplatin nagy része valdsziniileg
adszorbealodik a nanorészecskék feliiletére. A vizben jol oldodo ciszplatin polimer
nanorészecskékbe valdo mikrokapszuldzasa mas kutatdcsoportok szamara is nagy kihivast
jelentett [Moreno et al., 2008, Avgoustakis et al., 2002]. Egy masik rakellenes szerrel
valo egyiittes kapszulazasa noveli a nehézségeket, bar jelentds szinergikus hatast adhat a
nanorészecske-rendszernek. A tapasztalt, kiilonosen magas kezdeti lemosodas azonban
karos lehet, ha a hatdéanyagok a célhelytdl tavol szabadulnak fel. Ezért egy ilyen
nanorendszer esetében a célszervhez kozeli beaddsi utvonal javasolt, amelynek segitenie
kell a sulyos mellékhatasok elkeriilését. Ezen kiviil az iIRGD tumor penetracios peptid

bevonasa hozzéjarulhat a nanorészecskék hatékony célzasahoz a tumorsejtekhez.

4.2.5 Citotoxicitdsi teszt

A kettds hatdanyagot tartalmazé nanorészecskék (SORIRGDCIS minta)
hatékonysagat in vitro citotoxicitasi teszttel vizsgaltam HepG2 sejteket felhasznalva.
Negativ kontrollként a kezeletlen sejtek szolgaltak, mig a 12CL vak mintat és a tiszta
hatéanyagokat tartalmazo oldatokat pozitiv kontrollként hasznaltam (27. abra). A
nanorészecskék koncentraciofiiggd citotoxicitast mutattak. A kettds hatdoanyagu rendszer
a legtobb koncentracional hatékonyabb volt, mint a tiszta hatbanyagi oldatok, ami a
viabilitasi értékekbdl lathatd. A legmagasabb ClS-koncentracié mellett a sejtek
¢életképessége 55% + 8% volt, mig az egylitt kapszuldzott CIS-SOR részecskéknél az
¢letképesség szignifikansan, 36% = 7%-ra csokkent. Adott koncentracioknal (2,5 pg/ml,
50 pg/ml, 12,5 pg/ml, 25,0 pg/ml), a harom hatéanyag-rendszer atlagos
¢életképességének statisztikai dsszehasonlitasat a 10. tablazat-ban szemléltetem. Minden
egyes csoport esetében a tiszta ciszplatin szignifikansan (p < 0,05) magasabb viabilitasi
értékeket mutatott, mint a kettés hatéoanyagii rendszer. Szignifikdnsnak (p < 0,05)

mondhato kiilonbség volt a sorafenib €s a kettds hatéanyag-rendszer kozott az 5,0 pg/ml

crer
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ng/ml) mondhatd el a CIS és SOR viabilitas értékeknek a szignifikans (p < 0,05)
kiilonbsége, ahol a sorafenib erdsebb citotoxikus hatast mutatott, mint a ciszplatin.

Meg kell jegyezni, hogy a legmagasabb sorafenib koncentracional az életképes
sejtek hatékonyabban redukalodtak, valoszintileg azért, mert ebben a koncentracioban a
nanorészecskék gyogyszerkibocsatasa is befolyasolhatja a toxicitast, mivel a tiszta
hatéanyag azonnal rendelkezésre 4all a sejtek szdméra, mig a nanorészecskék
késleltethetik a gyodgyszer elérhetéségét. Elé rendszerben azonban elényds lehet a
nanorészecskék alkalmazasa, mivel nem adjak le a teljes hatdanyagot az egészséges
szovetekben, igy hatékony célzas esetén pedig képesek a kemoterapias szerek jelentds

részEt a tumorsejtekbe szallitani.

c gy

Wallis analizise (C — ciszplatin, S — sorafenib és CS — ciszplatin-sorafenib kettds

részecskerendszer).
Konc. Norma_l itas Homoszkedaszticitas ANOVA/ Post-hoc (Tukey/
csoport  (Shapiro- (Bartlett) Kruskal- Nemenyi)
b Wilk) Wallis y
CS:.: P- g’ggg F=7922
2,5 ug/ml > gs_- oe p=0,219 df = 2, C-CS: p < 0,01%*
0,694 p<0,01*
C:p=0,296 Chi-sq =
S:p=0,374 _ 13,03 C-CS: p < 0,01**
S0ngml T g P=0158 df=2  S-CS:p<0,05*
0,027 p < 0,01%*
C:p=0,041 C;‘L'qus:
S:p=0,307 _ o C-CS: p < 0,01%*
12,5 pg/ml CS:p= p = 0,466 df —<2 S-CS: p < 0,01%*
0,350 p
0,001***
C:p=0,048 C'l‘;aslqzz
S:p=0,227 _ " C-S: p < 0,05*
250pgml o y's p=0321 d‘;‘f C-CS: p < 0,001%**
0,829 0,001+

* Rk Rk érték szignifikancia tartomanyai: * (0,01-0,05], ** (0,001-0,01], *** [0-0,001].
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27. abra. HepG2 sejteken tanulményozott kettds hatdoanyagti 12CL nanorészecskék
(SORIRGDCIS) és tiszta hatdéanyagok citotoxicitasa a CIS és SOR koncentracio
fiiggvényében.

4.3 Sorafenib mikrokapszulazasa 16CM polimerrel

4.3.1 Az eloallitdasi modszer optimalizdldsa

Az egyszerii emulzi6—olddszer elparologtatas modszerét a legfontosabb folyamat-
paraméterek valtoztatasdval optimalizaltam. A valtozd paraméterek hatasait kdvettem a
méret és az eldallitasi hozam modosulasain.

A 11. tablazat-ban lathato, hogy 0,5% (m/V) polimer koncentraci6 és 0,5% vagy
1% (m/V) PVA felilletaktiv anyag hasznalata viszonylag jo szemcseméretet és
méreteloszlast eredményezett. Kivételt képeztek a 16CM1 és 16CM2 mintak, ahol az 1:2
(o/v) és 1:3 (0/v) aranyok tal nagy és ttl polidiszperz részecskéket (Z-avg > 230 nm és
PDI > 0,170) eredményeztek, amelyek aggregalodtak a magas polimer koncentracio és
az alacsony PVA-koncentracio miatt. Ebben a csoportban (0,5%, m/V PVA-val
késziiltek) a részecskék atlagméreteinek és a polidiszperzitasi indexeinek a csokkenése
figyelhetd meg a névekvd o/v arannyal, bar az eldallitasi hozam csokkend tendenciat

mutatott a polimer oldodéasa miatt a megnovelt emulgedldszer hatasara.
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11. tablazat. A nanorészecskék tulajdonsagai a modszer optimalizaldsa soran,
0,5% (m/V) polimer koncentracio alkalmazasaval.

Minta Po(lol/ror;e oo l?(\,//o'? Z-avg (nm) PDI H(ooi)a;m
16CM1 0,5 1:2 05 2930+24 0,257+0,024 71
16CM2 0,5 1:3 05 2348+24 0,176+0,012 67
16CM3 0,5 1:4 05 2096+23 0,140+0,023 35
16CM4 0,5 1:5 0,5 1933+24 0,116+0,009 26
16CM5 0,5 1:2 1 209,5+1,7 0,150+ 0,015 71
16CM6 0,5 1:3 1 180,3+1,8 0,120+0,025 30
16CM7 0,5 1:4 1 189,9+3,0 0,112 +0,023 35
16CM8 0,5 1:5 1 1944+19 0,112+0,028 54

monodiszperz méreteloszlast tapasztaltam, az els6 két minta kivételével (16CM1 és
16CM2), ahol a PDI meghaladta a 0,150-es értéket, hasonldéan a 0,5% (m/V) polimer
koncentraciokhoz a fentebb leirtak alapjan. Elmondhatdo egy atlagos méret és
polidiszperzitasi index csokkenés az 1%-0s (m/V) polimer koncentracioval rendelkez6
mintak esetében is, azonban az 1%-0s (m/V) PVA-oldat hasznalatakor a méreteloszlas

csokkenése nem volt annyira hangsulyos egyik polimer koncentracional (0,5% és 1%)

sem.

L4

12. tablazat. A nanorészecskék tulajdonsagai a moédszer optimalizalasa soran,
1% (m/V) polimer koncentracio alkalmazasaval.

Minta PO(LI/:;EI’ olv F()(\,//O'?‘ Z-avg (nm) PDI H (cz;)a;m
16CM9 1 1:2 0,5 3952+12 0,366+0,021 82
16CM10 1 1:3 05 2498+18 0,184+0,023 73
16CM11 1 1:4 05 2252+15 0,134+0,029 81
16CM12 1 1.5 05 207,0+15 0,135+0,006 56
16CM13 1 1:2 1 227,7+1,8 0,148 +0,016 72
16CM14 1 1:3 1 200,6 £0,9 0,117 +0,022 67
16CM15 1 1:4 1 210,3+3,4 0,126 + 0,031 63
16CM16 1 1:5 1 218,7+16 0,132+0,017 59

Célom volt a megfeleld szemcseméret (< 200 nm) és méreteloszlas (PDI < 0,150)
elérése, ezért minden csoportbdl kivalasztottam egy-egy mintat a kivant paraméterekkel.
A kivalasztott mintakat (16CM4, 16CM6, 16CM12, 16CM14) hasznéltam a hatéanyag
hatékonyabb kapszulazasi és a részecskék hatdanyag-felszabaditasi vizsgalatai soran.

Kovetkezésképpen elmondhatd, hogy kisméretli nanorészecskék allithatok elé 1:3 ofv
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arany, 1% (m/V) PVA hasznalataval, valamint 1:5 o/v arany és 0,5%-0s (m/V) PVA
koncentracioval. Ezt a négy mintat mosas utani méret és méreteloszlassal (28. abra),
valamint a mintak elektrosztatikai stabilitasat jelz6é C-potenciallal is jellemeztem (13.
tablazat).

16 A —16CM4
14 —16CM6
~12 16CM12
S
710 —16CM14
E 6
4 .
2 4
0 T T —
10 100 1000 10000
Meéret (nm)
28. abra. A négy valasztott minta méreteloszlasa dinamikus fényszoras modszerével
mérve.

13. tablazat. Az optimalizalas soran valasztott négy minta jellemzdi.

Minta Z-avg (nm) PDI %n?:‘/)g (n':.[ﬁl*) pOtEI;Ci{‘l H((:;Sm
(m. u*) (mV)
16CM4 193,34 24 06%39* 25;11,3 : 06?835 _18:; T
16CM6  180,3+1,8 06%2; 2427,’3 : Oé%gfei -1(%:? Tow
leeMi2 207015 Tooo 50" oo 01 %
lecmi4 2006209 oo %310 o3 oo O

* M. U— mosas utan

A SOR hatéanyagot a négy kivalasztott vak minta optimalizalt el6készitési
paramétereit kovetve ¢épitettem be a 16CM polimerbe. A megfelelé hatdanyag
mennyiséget tartalmazd nanorészecskék eldallitasdhoz a SOR mennyiségét 0,5-3 mg
kozott valtoztattam és a szerves fazishoz adagoltam. Az eléallitott részecskéket intenzitas
szerinti atlag méret, méreteloszlas, kapszuladzasi hatékonysag, eldallitasi hozam és (-
potencial értékekkel jellemeztem. A 14. tablazat tartalmazza a hatdoanyag mennyiség
valtoztatasanak részletes kisérleti paramétereit. A polimer koncentraciohoz viszonyitott
minimum 20%-o0s hatdanyag-koncentracioval készitett mintdk minden esetben tul

nagyméretii és magas polidiszperzitassal rendelkez6 részecskéket eredményeztek, jelezve
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a hatéanyag matrixon kiviili kicsapodasat. Ezek a mintak nem voltak megfeleléek a
tovabbi vizsgalatokra. A fennmaradé mintakat (0,5 és 1 mg SOR-ral késziltek)
hasznaltam fel a tovabbi mérésekhez, a kapszulazasi hatékonysag, a hozam és a (-

potencial meghatarozasara.

14. tablazat. A SOR mikrokapszulazasa a mennyiségének valtoztatasaval.

Minta Po(loi/r;)r;er olv Iz(\,jo? SOR (mg)  Z-avg (nm) PDI
16CM4SORT 05 15 05 05  1946+136 Oé%gfg
16CM4SOR2 05 15 05 1 204,1 + 2,05 oé?ggzi
16CM4SOR3 05 15 05 2 779,9 + 391 Oc’fgézi
16CM4SORA 05 15 05 3 5782+ 178 065’3215;
16CM6SORL 05 13 1 05 1794181 06%81711
16CM6SOR2 05 13 1 1 177,0 + 2,41 o(,)(’)ggj
16CM6SOR3 055 13 1 2 360,2 + 81,5 Oc’ff;;
16CM6SOR4 055 13 1 3 916,0 + 445 06%1;1;

16CM12SORT 1 15 05 05 2273220 Oé%gfli
16CM12SOR2 1 15 05 1 205,6 - 1,48 06%322;
16CM12SOR3 1 15 05 2 236,0 + 91,0 06?817;
16CM12SOR4 1 15 05 3 221,0 + 56,4 Oc’ffgzi
16CM14SOR1 1 13 1 05  2064+272 Oc’)%zlsi
16CM14SOR2 1 13 1 1 198.1 + 2,47 06%5’;
16CM14SOR3 1 13 1 2 287,9 + 103 0533;
16CM14SOR4 1 13 1 3 332,4 + 123 06?223;

Annak ellenére, hogy mindegyik 0,5 mg és 1 mg sorafenibet tartalmazo minta
kisméretii és sziik méreteloszlasu volt, az el6allitasi hozam és a kapszulazasi hatékonysag
nem minden esetben bizonyult megfelelonek (15. tablazat). Az 50% alatti eldallitasi

hozammal ¢és kapszulazasi hatékonysaggal rendelkez6 mintakat kizartam a tovabbi in
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vitro  gyogyszerhatdanyag-felszabadulasi  vizsgalatokbol. A 16CM12SOR1,
16CM14SOR1 és 16CM14SOR2 minték esetében nagyon jo eléallitasi hozamot mértem
(71-76%), ugyanakkor a kapszulazasi hatékonysag kissé alacsonynak, de megfelelének
bizonyult (55-62%). Figyelembe véve a részecskeméretet (29. abra) és a stabilitast, a
16CM14SOR2 minta rendelkezett a legjobb paraméterekkel a tovabbi hatéanyagleadas

vizsgélathoz.

15. tablazat. 0,5 és 1 mg SOR-tartalmu részecskék vak mintakkal 6sszehasonlitva.

Z-avg PDI & Kapsz.
Minta Z-avg (hnm) PDI  (nm) (m.  potencial Hg;asm hat. (E/L)
(mu) u*  (mV) Yo 7
0.116 0,108
16CM4 1933424 + fi‘f L '18’;i 26 ; ;
0,009 1 0009 '
0.109 0.116
16CM4ASOR1 1946+ 14  + Zféél + '%’3* 32 32 91
0,016 0,353 '
0.259 0,434
16CM4SOR2 2041421  + 3;‘?62 + '28'2i 39 80 342
0,022 0,042 '
0.120 0.103
16CM6 1803418 + 1427'5 n '13'615* 30 ; ;
0,025 1 0016 '
0.107 0,089
16CM6SOR1  1794+18  + Zfs%f T ‘18'%1 48 a1 78
0,011 1 0026 '
0,084 0.155
16CM6SOR2  177.0+24  + ilgg n ‘1(5)'Zi 40 50 246
0,023 D 0.044 !
0.135 0,098
16CM12  207.0+15 =+ 2!3?3 + '18"11i 56 i i
0,006 90,026 !
0.136 0.142
16CM12SOR1 2273422  + ieg; + -13,(7)i 76 62 39
0,011 20,011 !
0.132 0.176
16CM12SOR2 2056+ 14  + 2;5;1,3 . ‘962§i 42 77 167
0,027 90,020 !
0.117 0.114
16CM14  200,6+09 + 2527% N '18%)* 67 ; ;
0,022 10013 !
0.111 0,087
16CMI4SOR1 2064427  + i“gg + ‘18'2i 71 58 39
0,028 O 0,022 !
0.125 0113
16CMI14SOR2 1981425 + 13;3 N ‘%’8* 71 55 70
0,023 3 0,035 !

* M. U— mosas utan
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—16CMI12SORI
16CM14SOR1
—16CM14SOR2
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10 100 1000 10000
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29. abra. A legjobb paraméterekkel rendelkez6 harom SOR-tartalm(i minta
méreteloszlas gorbéi.

A 16CM14SOR2 minta dinamikus fényszoras modszerével mért hidrodinamikai
mérete és méreteloszlasa mellett vizsgaltam a nanorészecskék morfologiajat is. Az SEM
felvételek homalyosak lettek, valdsziniileg a polimer részecskék gyenge mechanikai
stabilitdsa miatt, ennek ellenére jol lathato a részecskék gomb alakja és mérete (< 100

nm), ami koriilbeliil a hidrodinamikai méret fele (30. abra).

urr detmode HV vacmode WD  mag @ use cas 500 nm
0 pAT1 A+B 2.00 kV High vacuum 9.7 mm 80 000 x OptiPla pm 13

30. abra. A 16CM14SOR2 minta SEM képe.

4.3.2 Hatoanyagleadas vizsgdlat

A Thatdéanyagot tartalmazd nanorészecskék in vitro gyogyszerkibocsatasat
biorelevans koriilmények kozott vizsgaltam vérplazmaban (pH = 7,4) és savas natrium-
acetat pufferben (pH = 5,5), modellezve a tumor mikrokdrnyezetét. A sorafenib kezdeti
kimosodasa natrium-acetat pufferoldatban 59 + 0,6% volt, ezutan a hatéanyag késleltetett

felszabadulasa kovetkezett be a polimer lebomlasa és a diffuzios hatas miatt. A vizsgalat
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soran a hatdanyag teljes mennyiségének a 71 + 1,8%-a szabadult fel. A vérplazmaban a
hatéanyag 89 + 1,0%-a kioldodott a kezdeti burst fazisban (31. abra). A magas kezdeti
kioldoédasok a hatdanyagnak a plazmafehérjékhez valé nagy affinitdsaval, valamint a

polimer matrix feliiletére torténd adszorpcidjaval magyarazhatok.

100 A

s r : —
< 350 A
£
: ‘_—/i///
=
_g 60 ¥Pe—u— o, =
E 100
= 80
z 7 60 —
= 40
E
5 20 A 20
M 0 T T
0 0 0,25 0,5 0,75 1
0 10 20 30 40 50
——Na-acetat puffer ——Vérplazma 1dé (6ra)

31. abra. A sorafenib kumulativ felszabaduldsa a 16CM14SOR2 nanorészecskékbél.

4.3.3 A hatoanyag-kioldosasi profil javitdasa

Annak érdekében, hogy a hatéanyag lassabb felszabaduldsat érjem el mindkét
kozegben, a sorafenibet tartalmazd 16CM polimerbdl felépiildé nanorészecskéket
kiilonboz6 adalékanyagokkal allitottam el6. Ezek a keresztkotést létrehozo DCC,
valamint a feliiletaktiv SPAN20 és SPANSO vegyiiletek voltak. Feltételezésem szerint az
alacsonyabb hidrofil-lipofil egyenstly (HLBspan2o = 8,6; HLBspanso = 4,3) a hatéanyag
jobb diszperzidjat okozza a polimer matrixban, ezaltal csokkentve a keletkezd
nanorészecskékben a hatodanyag feliiletre kertiilését. Idealis esetben a sorafenib kissé
hidrofillé, a polimer pedig kissé lipofillé valik, novelve az oldhatésdgot és megtartva a
hatéanyagot. A nanorészecskék PEGilalasat kétféle modszerrel végeztem el, a 3.4
alpontban leirtak alapjan. A PEG "elfedheti" a részecskéket az immunrendszer el6l,
ezaltal novelve a keringési 1d6t a véraramban, megvédve a részecskéket a lebomlastol,
lassitva a hatdéanyag felszabadulésat.

A 32. abran szemléltetem a modositott recepttel eldallitott hdrom mintanak a
kumulativ leadasi profiljat, (16CM14SOR2DCC, 16CM14SOR2SPAN20 és részecske
eldallitis  utan  PEGilalt minta:  16CMI14SOR2PEGILALT  jeloléssel) az
adalékanyagmentes mintaval szemben. Na-acetdt pufferben szamottevéen kevesebb

kezdeti kioldodast mutatott a DCC-t tartalmazé minta (L6CM14SOR2DCC), 51 + 1,4%-
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0s kezdeti burst volt tapasztalhato, ami 8%-kal alacsonyabb volt, mint az adalékanyagok
nélkiili minta (16CM14SOR2) kezdeti leadasa. A SPANB80-at tartalmazo és az in situ
PEGilalt (16CM14SOR2PEG) minta nem mutatott szamottevé leadas-javulast. A DCC
keresztkotovel eldallitott és a SPAN20 emulgeatort tartalmaz6é mintakat lassabb és
hatékonyabb hatoanyag-felszabadulas jellemezte. A 16CM14SOR2 minta az els6é 2 nap
soran leadta a hatdéanyag teljes mennyiségének 71 + 1,8% -at, mig a DCC-vel és SPAN20
emulgeatorral készitett mintak a kezdeti mérsékeltebb hatéanyag-felszabadulas utan 6
nap alatt szabaditottak fel hozzavet6leg ugyanazt a mennyiséget. Az M1. melléklet

tartalmazza a mintankénti kumulativ leadasgorbéket.

80 -
70 i

9 :

S60 e s i

3 0T 70 -

= 60 -

40 4 =

o 50 +

;E 30 - 40 -

= 30 -

g 20 - 20

2 10 A,

—
<
1
(=]

0 0,5 1 1.5 2

0 o T T T T T 1
0 25 50 75 100 125 150
1dé (6ra)
16CM14SOR2 ——16CM14SOR2DCC
——16CM14SOR2SPAN20 16CM14SOR2PEGILALT

32. abra. A sorafenib kumulativ felszabadulasa a kiilonb6z6 adalékanyagokkal
eldallitott nanorészecskékbil, dsszehasonlitva az adalékmentes 16CM14SOR2
nanorészecskékkel, Na-acetat pufferben (pH = 5,5).

A vérplazma egy nagyon Osszetett rendszer és foleg a plazmafehérjék miatt a
leadasi profilok éltalaban gyorsabb kioldddast és leaddst mutatnak, mint a savas pufferes
rendszerek. Alapul véve ezt a tapasztalatot, a tovabbi plazmas kisérleteimben csak azokat
a mintakat hasznaltam, amelyek javulast mutattak az acetatos pufferben. A vérplazmaban
a felszabadulasi profil javulasa hangsulyosabb volt (33. abra). A részecske elGallitasa
utan PEGilalt minta (16CM14SOR2PEGILALT) esetében a kezdeti burst fazisban a
sorafenib 79 + 2,5%-a szabadult fel. A tiszta hatéanyagu mintahoz (16CM14SOR2)

képest ez a mennyiség 11%-kal kevesebb volt. A segédanyagmentes minta
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(16CM14SORZ2) gyakorlatilag azonnal leadta a hatéanyag tilnyomo részét, mig a DCC-
vel és amino PEG-gel eléallitott mintak 1 ora elteltével érték el a 90-91% -0s hatdéanyag-
felszabadulast. A mintankénti kumulativ felszabadulast az M2. melléklet tartalmazza.
Kovetkeztetésképpen elmondhatd, hogy a nanorészecskék PEGildldsa pozitiv hatast
mutatott a felszabadulési profilra mindkét kézegben. Mindezen tények tudataban a kiilsé
PEGilalassal alacsonyabb kezdeti lemosodast és tartds felszabadulast értem el, foleg a

vérplazma rendszerében.
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33. abra. A sorafenib kumulativ felszabadulésa a kiillonbdz6 adalékanyagokkal
elballitott nanorészecskékbdl, dsszehasonlitva az adalékmentes 16CM14SOR2
nanorészecskékkel, vérplazmaban (pH = 7,4).

4.4 Szintetikus antocianidinek vizsgalata

A természetes eredetli antocianidinek kationos flavilium szerkezetében 1évo
szubsztituensek €és azok helyzete hatarozza meg ezen anyagok tulajdonsagait, beleértve a
szint, a stabilitast €s a biologiai aktivitast, amelyeket foként a gytirti hidroxilezése és O-
metilacios foka szabalyoz. A szomszédos hidroxilcsoportok jelenléte a gytiriiben
hatranyosnak tekintheté a stabilitds szempontjabol, novelve az oxidacios hajlamot
[Alappat & Alappat, 2020]. Figyelembe véve az antocianok koncentralt formaban torténd

elvalasztasdnak technologiai nehézségeit, az 1Uj antocianidinek szintézisét fontos
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eszkoznek tekintették az 0 funkciok hozzdadasdhoz, valamint a stabilitas és a bioldgiai
aktivitds javitasdhoz. Bar a leggyakoribb szintetikus modszer egy szubsztitualt
acetofenon aromds aldehiddel valo reakcidja savas katalizis sordn, mas lehetséges
utvonalakrdl is beszamoltak, pl. természetes benzopiranok kiindulasi anyagként valo
felhasznalasarol [Kraus & Geraskin, 2016].

A szintetikus antocianidineket szintén a temesvari kutato partnereink szintetizaltak.
A szintézis a szakirodalomban leirt [Calogero et al., 2013] 4’-hidroxi-3’,5’-dimetoxi-
acetofenon ¢és a megfeleld 2-hidroxi-benzaldehid sav-katalizalt kondenzacios
reakcidjaval tortént (34. abra). A vegyiiletek hidrogén-szulfat sok formajaban
keletkeztek és tisztasagukat NMR elemzések alapjan szamitottak ki (16. tablazat). Ezek
az értékek minden vegyiilet esetében 94%-nal nagyobbak voltak, ezért tovabbi tisztitasuk
nem volt sziikséges. Vizsgéalatukra tovabbi spektroszkopiai elemzéseket végeztek (FT-

IR, UV-VIS és NMR) és a szerkezetvizsgalatok a kivant termékek képzodését mutattak.

OCH;

CIL,COOI

H,80,
R3 R4 0]

Rz

1:R;=OH, R =R,=R,=H,  5:R;~ OCHs,R; = Ry~ R, = H,
2:R=0OI,R;=R;=R,=H,  6:R,=0CH,R,=R=R,=H,
3:R=OH, R, =Ry=R,=H, T:R=0CH, R,=Ry=R,=TI,
4R, =R,=OH,R=R,=H, & R,=R,=0CH;,R;=R;=H,

34. abra. Az szintetikus antocianidinek szintézisének reakciosémaja.

16. tablazat. A keletkezett nyolc flavilium kation szarmazék és tisztasaguk.

Szam Keletkezett antocianidinek Tisztasiag

(%)
1 6-hidroxi-4’-hidroxi-3’-metoxi-flavilium hidrogén-szulfat 98,6
2 7-hidroxi-4’-hidroxi-3’-metoxi-flavilium hidrogén-szulfat 99,5
3 8-hidroxi-4’-hidroxi-3’-metoxi-flavilium hidrogén-szulfat 95,9
4 7,8-dihidroxi-4’-hidroxi-3’-metoxi-flavilium hidrogén-szulfat 95,7
5 6-metoxi-4’-hidroxi-3’-metoxi-flavilium hidrogén-szulfat 94,6
6 7-metoxi-4’-hidroxi-3’-metoxi-flavilium hidrogén-szulfat 97,1
7 8-metoxi-4’-hidroxi-3’-metoxi-flavilium hidrogén-szulfat 94,1
8 5,7-dimetoxi-4’-hidroxi-3’-metoxi-flavilium hidrogén-szulfat 94,4
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4.4.1 Az uj, szintetikus antocianidinek citotoxicitds-vizsgalata
HepG2 és HCT116 rakos sejtvonalakon vizsgaltam. Az eredmények értékelésekor a jobb
atlathatosag érdekében a szadrmazékok jelolésére a 16. tablazat-ban levé szdmozast
alkalmaztam.

A legmagasabb hatéanyag-koncentracional (50 pg/ml) a legtobb flavilium
hatékonyan gatolta a rakos sejtek novekedését (35. és 36. abra). Kizarolag a 4-es vegyiilet
nem mutatott gatlo hatast egyik tumorsejtben sem, és a 2-es vegyiiletnek csak a HCT116
sejteken volt citotoxikus hatasa. Felezve a hatdanyag-koncentraciot (25 pg/ml), az 5., 7.
¢és 8. vegyliletek mindkét sejtvonalban gatoltak a sejtnévekedést, a 6-0s pedig jelentds
hatast gyakorolt a HepG2 sejtekre. Az 5. és 7. vegyiletek a legalacsonyabb
koncentracioban (10 ug/ml) is hatékony citotoxikus szereknek bizonyultak mindkét

sejtvonalon.
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35. abra. A HCT116 sejtek ¢életképessége (%) a flavilium-koncentracio fliggvényében
(1-8: a flavilium szarmazékok sorszama a 16-0S tablazat alapjan).
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36. abra. A HepG?2 sejtek ¢letképessége (%) a flavilium-koncentracié fliggvényében
(1-8: a flavilium szarmazékok sorszama a 16-0S tablazat alapjan).

Az 1j flavilium szdrmazékokat 1ényegében két f6 csoportra lehet osztani, aszerint,
hogy az alapszerkezetbe milyen szubsztituensek keriiltek: 1) egy vagy két
hidroxilcsoporttal szubsztitualtak és 2) egy vagy két metoxicsoporttal helyettesitettek.
Nyilvanval6, hogy a rakellenes hatas ezeknek a funkcids csoportoknak a molekuldban
vald jelenlétéhez és helyzetéhez kapcsoldodik, a sejtnovekedés gatlasa erdsebb, ha a
szubsztituens metoxicsoport volt. Az is konnyen megfigyelhetd, hogy sem két metoxi
szubsztituens (8. vegylilet), sem két hidroxi szubsztituens (4. vegyiilet) nem volt elényds
a rakellenes hatas szempontjabol, fliggetleniil att6l, hogy HCT116 sejteket vagy HepG2
sejteket vizsgaltam. Ami a monoszubsztiticio helyzetét illeti (lasd 34. abra), a 6-0s (5.
vegyiilet, R3) és 8-as (7. vegylilet, R1) poziciok kedveztek a citotoxikus hatasnak, mindkét
sejtvonalon, a 7-es pozicidval (6. vegyiilet, R2) szemben, amikor a szubsztituens metoxi
csoport volt. A legjobb eredményeket az 5-0s vegyiilet adta, tobb mint 90%-0s
citotoxicitassal a HCT116-o0s sejteken €s tobb mint 80%-os citotoxikus hatast ért el a
HepG2 sejteken a legkisebb hatéanyag-koncentracioban.

crer

ug/ml és 50 pg/ml) viabilitasi atlagoknak a statisztikai Osszehasonlitasa mindkét
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sejtvonalban szignifikans (p < 0,05) kiilonbségeket mutatott (17. tablazat). A flavilium

szarmazékok magasabb koncentracidja hatékonyabb volt, mint az alacsonyabb.

17. tablazat. A két kiilonb6z6 koncentracional (C1 — 50 ug/ml, C2 — 25 ug/ml) végzett

t-teszt / Welch féle t-teszt / Mann-Whitney U-teszt, mindkét sejtvonalon.

t-teszt/Welch t-

. T Normalitas
Sejtvonal Antocianidin . . F-teszt teszt/Mann-
(Shapiro-Wilk) Whitney U-teszt
F = 0,44, num
1 Cl:p=0,326 df=7,denom t=-3,21, df = 14,
C2:p=0,685 df =7, p <0,01**
p = 0,295
F = 0,88, num
5 Cl:p=0,331 df=7,denom t =-5,64, df = 13,
C2:p=0,989 df =6, p < 0,001***
p = 0,864
HCT116 F =0,20, num
3 Cl:p=0,223 df=7,denom t=-24,1, df = 13,
C2:p=0,484 df =7, p < 0,001***
p = 0,056
F =0,39, num
4 Cl:p=0,771  df=7, denom t =-4,36, df = 13,
C2:p=0,969 df =6, p < 0,001***
p=0,242
F = 88,3, num
1 Cl:p=0,356 df=7, denom t=-7,81, df = 16,
C2:p=0,999 df =7, p < 0,001***
p < 0,001***
F=4,32, num
5 Cl:p=0446  df=7,denom t=9,55, df = 14,
C2: p=0,067 df =7, p < 0,001***
p=0,072
HepG2 F =0,25, num
3 Cl:p=0,696 df=7, denom t=-24,1, df = 14,
C2:p=0,386 df =7, p < 0,001***
p =0,091
F=2,81, num
4 Cl:p=0,627 df =7, denom t = 3,14, df = 14,
C2:p=0,442 df =7, p <0,01**
p=0,196

* Rk Rk n érték szignifikancia tartomanyai: * (0,01-0,05], ** (0,001-0,01], *** [0-0,001].

A 18. tablazat tartalmazza az 5-8. vegyiiletek statisztikai dsszehasonlitasat minden
koncentracional, mindkét sejtvonalban. A HCT116 sejteken levd 5-6s vegylilet esetében
nem volt szignifikans (p < 0,05) kiilonbség a hozzaadott mennyiségek kozott, minden

koncentraci6 ugyanazt a hatékony citotoxicitast mutatta. A HepG2 sejtekben azonban a
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citotoxicitas szignifikansan (p < 0,05) kiilonbozott a 25 pg/ml-50 pg/ml és a 10 pg/ml—
50 pg/ml koncentraciok tekintetében. A 6. és 7. vegyiilet esetében szignifikans
kiilonbségeket figyeltem meg a HCT116 sejtek 25 pg/ml-50 pg/ml és 10 ug/ml—50 pg/ml
koncentracioi, valamint a HepG2 sejtekben a 10 pg/ml-25 pg/ml és a 10 pug/ml-50 pg/ml
koncentraciok kozott. A HepG2 sejteken levd 8-as antocianidin esetében a hozzaadott

mennyiségek csokkentésével szignifikansan csokkend citotoxicitasi hatast mutattam ki.

18. tablazat. Egyszempontt ANOVA / Kruskal-Wallis teszt a kiilonb6z6
koncentracioknal, mindkét sejtvonalon (C1 — 50 pg/ml, C2 — 25 pg/ml, C3 — 10 pg/ml).

i Anto-  Normalitas  Homoszke- ANOVA/
Sejt- o . . s Post-hoc (Tukey/
vonal cianidi (Sha_plro- daszticitas Krusk_al- Nemenyi)
n Wilk) (Bartlett) Wallis
Cl:p=0,266 Chi-sq = 5,12
5 C2:p=0,275 p <0,05* df=2 No diff.
C3:p=0,663 p > 0,05
Clp=0171 B F=4340  1.c2: p < 0,001%%*
6 C2: p = 0,409 p=0,241 df=2 C1.03: p < 0,001%**
HCT116 C3:p=0,373 p <0,001*** ' '
Cl:p=0,566 Chi-sgq = 14,7 C1-C2: p < 0,01%*
7 C2:p=0,196 p<0,001%** df=2 C1.03 p < 0,01**
C3:p=0,119 p <0,01** ' '
Cl: p - 0,074 Chl—sq_— 15,5 C1-C3: p < 0,001%*
8 C2: p=0,084 p < 0,05* df =2 C2-C3: p < 0,01
C3: p=0,689 p <0,001*** ' '
Cl:p=0,753 Chi-sq =147 , o
5 C2:p=0024  p<0,05* df =2 Sgg g ) 8’81**
C3: p=0,866 p <0,001*** ' ’
Cl:p=0,342 Chi-sq =19,6 , x
6 C2:p=0,624 p<0,001*** df =2 Clc'zc_%s'? ;2’80015*
HepG2 C3:p=0,110 p <0,001*** ' '
Cl:p=0,272 Chi-sq = 18,6 C1-C3: p < 0,001%**
7 C2:p=0,947 p<0,001*** df=2 C2-C£3' 0 <’0 05*
C3:p=0,959 p < 0,001*** ) '
C1: p=0,560 F =346,1 C1-C2: p < 0,001***
8 C2:p=0,858 p =0,993 df=2 C1-C3: p <0,001***
C3:p=0,887 p <0,001***  C2-C3:. p <0,001***

* Rk Rk n érték szignifikancia tartomanyai: * (0,01-0,05], ** (0,001-0,01], *** [0-0,001].

Az antocianidinek, kalkonok és tautomerizacios formaik citotoxikus hatdsa ismert.

Bandgar ¢és munkatarsai kimutattdk a  2,4-dimetoxi- ¢és  2,4,5-trimetoxi-

kalkonszarmazékok rakellenes hatasat az emberi rakos sejteken [Bandgar et al., 2010], de

crer

még nem szamoltak be. Ezen eredmények alapjan az 5. és 7. vegyiileteket valasztottam

tovabbi vizsgalatokra, amelyek még alacsony koncentracidban is konzisztens rakellenes
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hatast mutattak, ciklodextrin szdrmazékokkal torténd inkluziés komplexek kialakitdsa

céljabol, valamint halokrém és citotoxikus tulajdonsaguk felderitésére.

4.4.2 Antocianidinek molekuldris kapszuldzdsa és oldhatosdgi vizsgalata

A két kivalasztott szintetikus antocianidin  molekularis  kapszulazasat
ciklodextrinekkel végeztem el. Ezt a modszert leginkabb kisméretli és nagy illékonysagh
vegytiletek komplexalasara hasznaljak. A ciklodextrinek, mint makrociklusos
oligoszacharidok f6 technolodgiai eldnyei, amelyek a szerkezeti valtozatossagukban
rejlenek, a vizben old6ddé bioaktiv molekuldk oldhatésaganak ¢és biologiai
hozzaférhetéségének javitasa, emellett megvédik a vendégmolekuldkat a karos kiilsé
hatasoktol [Loftsson et al., 2005, Poorghorban at al., 2015]. Ahmad és munkatarsai
[Ahmad et al., 2018] B-gliikkan és B-ciklodextrin részecskékbe kapszulazott antocianok
hatékonyan szabalyozott felszabadulasar6l szamoltak be. A bevont részecskék
ellendllobbak voltak a gyomornedvekkel szemben, és biologiai hozzaférhetdségiik
megnodvekedett. Tovabba az eredmények megndvekedett fenoltartalmat és antioxidans
aktivitast mutattak a bevondanyagok védd hatdsa miatt.

Az inkluziés komplexek létrehozasa sordn mindkét antocianidint haromféle B-

ciklodextrin szarmazékkal vizsgaltam, a 3.3.4 fejezetben leirtak alapjan (37. abra).
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37. abra. Az antocianidin-p-ciklodextrin vizes komplexek fotoi.
(Balrol-jobbra: 5-SBECD, 5-RAMEB, 7-RAMEB, 7-SBECD, 5-HPBCD, 7-HPBCD).

A legjobb kombinaciot az 5. vegyiilet a szulfobutil-B-ciklodextrinnel adta, amikor
a komplex homogén oldatot alkotott és nem jellemezte kicsapodas (38.A abra). A 7.
vegyiilet a random metilezett B-ciklodextrinnel mutatta a legjobb komplexképzodést. A
komplexaciot kezdetben enyhe kicsapodas jellemezte (38.B abra), amely iddvel
feloldodott. Ezzel a modszerrel sikeriilt ndvelnem a két flavilium szarmazék oldhatdsagat

6,3 mg/ml-rél 9,2 mg/ml-re (5) és 2,3 mg/ml-r6l 9,4 mg/ml-re (7).
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38. abra. Az antocianidin-B-cikIdextrin vizes komplexek legjobb kombinacioinak
fotoi (A, B).

4.4.3 Az antocianidinek halokrom tulajdonsdgainak vizsgdlata
A 39. dbra a szintetizalt antocianidinek feltételezett pH-fiiggd egyensulyi formait
mutatja be a szakirodalmi adatok alapjan [Cruz et al., 2022]. Altalanosan elfogadott, hogy

a flavilium sok gyors deprotonéoiéval kinoid bazissa (A) alakithatok. Parhuzamos

crer

egyidében [Brouillard & Dubois, 1977, Brouillard & Delaporte, 1977]. Az utobbi forma
cisz-kalkonna (Cc) izomerizalodik, amely tovabb izomerizalodik transz-kalkonna (Ct)
[Cruz et al., 2022, Pina et al., 2012]. Mindezek a formak reverzibilis reakciokban

keletkeznek.

OCH; OCH;
1 OCH, OCHz
// - ey OH .,/" ‘i
T o OHL j _OH 0
Hidratacio N Tautomerizacio "
SOt oS Alal > G s iiall> 000
I
N A A
AH-" Flavilium kation B - Hemiketal Cc - cisz-kalkon Cl:2 - cisz-kalkon
OCH Izomerizicio
r GCH4 OCH4
/[ j/ 1:R=6.0H  :R=60CH; A ’)\ PN /;«L 0
/ SN 1:R=T0OH  6:R=TDCH; R f ﬂ ~ R J /T
3:R=8-0H 7T:R=8§0CH = - A A
R 3 NN e e /
I 4:R=7,80H 8§:R=57-0CH
N ’ : )
A - Kinoid bazis Ct - transz-kalkon Ct? - transz-kalkon

39. abra. Az antocianidin formak pH fiiggd valtozasa.

Az 5. és 7. vegyiiletek halokrém tulajdonsagait spektrofotometriasan kovettem 2-
12 pH tartomanyban az id6 fiiggvényében is. A kiilonboz6 egyensulyi formak jelenlétét

a pH valtoztatasa soran az eltéré abszorpciés maximumok bizonyitottak (40. abra).
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40. abra. Az 5. (A) és 7. (B) vegyliletek UV-VIS spektrumai kiilénboz6 pH értékeken,
az elkészités utan 30 perccel mérve.

Kiilonb6zd idépontokban felvett UV-VIS spektrumok alapjan (M3. melléklet és
M4. melléklet) elmondhat6, hogy az 5-0s vegyiilet flavilium kation forméajat idébeli
stabilitas jellemezte 3-as pH érték alatt, a 7-es antocianidin ezt a stabilitast 2-es pH alatt
mutatta. Abszorpcidos maximumuk 478 nm-en (5-0s vegyiilet) és 456 nm-en (7-es
vegyiilet) jelent meg (40. abra). A kinoid bazisok 530 nm-nél (5) és 520 nm-nél (7)
jelentek meg, 4 feletti (5) és 3 feletti (7) pH értékeknél. A kinoid bazisok viszonylag
stabilak voltak 5-10 pH tartomanyban, 24 6ran keresztiil, ugyanakkor a pH ndvelése
csokkentette idobeli stabilitasukat. Az 5-9 (5) és 7-9 (7) pH értékek kozott, 370 (5) és

360 nm-nél (7) megjelend abszorpcids savok megfelelhetnek a cisz-kalkon formaknak.
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Magasabb pH értékeknél a transz-kalkon formdk jelentek meg és 11 feletti pH-n
megtortént a deprotonéaciojuk, amelyeket a spektrumokban megjelend vallak (5-0s
vegylilet: 460 nm és 7-es vegyiilet: 450 nm) jeleztek.

A szulfobutil-éter-p-ciklodextrin (SBECD) ¢és a random metilezett B-cikclodextrin
(RAMEB) hatasat vizben tanulmanyoztam, melynek pH-ja 5,6 volt. Ilyen koriilmények
kozott mindkét alapvegyiilet a flaviliumion deprotonalt formajava alakult, 420-620 nm
tartomanyban  jellegzetes  abszorpciot mutatva.  Szulfobutil-éter-B-ciklodextrin
jelenlétében a 7-es vegyiilet esetén ez az abszorpcids sav majdnem eltiint és 317 nm-en

abszorpcids csucs jelent meg (41.A abra).

0,4

0,2

Abszorbancia

0,0 1 : ,
0,2 B

0,14

Abszorbancia

0,0 T T T T T T T
300 400 500 600
Hulldmhossz (nm)

41. abra. Az 5. (A) és 7. (B) vegyiiletek abszorpcids spektrumai kovetleniil a mintak
el6készitése utan vizben (fekete vonal), SBECD-vizes oldatban (piros vonal) és az
utobbiak spektruma 3 ora elteltével (kék vonal).

A valtozasokbol arra lehet kovetkeztetni, hogy a cisz-kalkon SBECD-hez valo
preferencialis kotddése a kinoid bazis és cisz-kalkon kozti haromlépcsds egyensulyt a
cisz-kalkon képzbdése felé tolja el. Egy korabbi tanulmany, amely a szerkezetileg
hasonl6 antocian (7-p-D-gliikopiranoziloxi-4’-hidroxi-flavilium) komplexképzédését
tanulmanyozta SBECD-vel, hasonlé eredményekrdl szamolt be, kKimutatva a cisz-kalkon

forma nagy affinitasat a gazda-makrociklushoz [Mendoza et al., 2017]. A spektrum
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jelentds valtozasat figyeltem meg, amikor a SBECD-t tartalmaz6 komplexet 3 6ran at
sOtétben taroltam. A valtozasokat feltehetdleg a cisz-kalkon lassu izomerizécidja okozta
a termodinamikailag stabilabb transz-kalkonna, amely valésziniileg szintén képes a
SBECD altali befogasra. Hasonlo6 viselkedést figyeltem meg az 5-6s vegyiilet esetében,
habar SBECD jelenlétében a kinoid bazis szignifikans abszorbanciat mutatott, még 3 6ra
elteltével is (41.B abra). A spektralis valtozasok alig kiilonboztek, amikor a RAMEB
volt a gazda-molekula a SBECD helyett, ami arra utal, hogy a makrociklus toltése kis

szerepet jatszik a komplexképzésben.

4.4.4 Flavilium-ciklodextrin komplexek citotoxicitdasa

Az inkluziés komplexek kialakulasa és a vizsgélt szintetikus antocianidinek
termodinamikai egyensulyanak a kalkonok felé torténd eltoldédasa alapjan, amint azt az
el6z0 részben bemutattam, a kivalasztott flavilium komplexek SBECD és RAMEB
ciklodextrin szarmazékokkal valo in vitro citotoxicitasat HepG2 sejtekben is vizsgaltam
(42. abra). A SBCED-t az 5-6s molekularis kapszulazasahoz (5+SBECD) és a RAMEB-
t a 7-hez (7+RAMEB) valasztottam, mivel a komplexképzés soran a vizben valod
oldhatésag novekedett, amint azt a 4.4.2 fejezetben leirtam. A 7. vegyiilet RAMEB-bel
vald komplexképzése jelentdsen csokkentette citotoxikus hatasat (42.B abra), azonban a

SBECD nem valtoztatta meg szamottevéen az 5. antocianidin citotoxicitasat (42.A abra).
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42. abra. A HepG2 sejtek viabilitasa (%) az 5. (A) és 7. (B) vegyiiletek és a
ciklodextrin komplexiik koncentracioi, valamint a SBECD és RAMEB fiiggvényében.

A komplexalt mintak (5+SBECD, 7+RAMEB) statisztikai vizsgalata soran,
szignifikans kiilonbséget (p < 0,05) mutattak az 50 ug/ml és a 10 pg/ml (5 + SBECD),
valamint a 25 pg/ml és a 10 pg/ml (7 + RAMEB) koncentraciok (19. tablazat).
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Szignifikans kiilonbségeket (p < 0,01) figyeltem meg a flavilium szarmazékok
komplexalt tarsaikkal vald Osszehasonlitasakor, kiilonboz6 koncentracioknal vizsgalva

ezeket (20. tablazat).

19. tablazat. Egyszemponti ANOVA / Kruskal-Wallis teszt a kiilonb6z6

c sy

HepG2 sejteken.
Normalitas Homoszke- ANOVA/
Minta (Shapiro- daszticitas Kruskal- POSEZ(rJr?e(nTlij)key/
Wilk) (Bartlett) Wallis y

Cl:p=0,956 Chi-sg = 19,23

5+SBECD C2:p=0,709 p <0,001*** df=2 C1-C3: p < 0,001***
C3: p=0,967 p < 0,001%**
Cl:p=0,342 F=14,44 )

7+RAMEB  C2:p=0,386 p=0,193 df =2 ClC3p< 0’001****
C3: p = 0,246 D < 0,001%%* C2-C3:p<0.05

* Rk RR* p értck szignifikancia tartomanyai: * (0,01-0,05], ** (0,001-0,01], *** [0-0,001].

20. tablazat. Kiilonb6z6 antocianidin (5, 7) koncentracioval (C1 — 50 pg/ml, C2 — 25
ug/ml, C3 — 10 pg/ml) végzett t-teszt / Welch féle t-teszt / Mann-Whitney U-teszt, a
komplexalt tarsaikkal (5+SBECD, 7+RAMEB) val6 6sszehasonlitasra, HepG2
sejtvonalon.

t-teszt/Welch t-

Konc. Minta Normalitas E-teszt teszt/Mann-
Csoport (Shapiro-Wilk) Whitney U-
teszt
F=1,17, num
5:p=0,753 df = 7, denom t = 3,84, df = 13,
C1 5-5+SBECD 4. specD: p =0,956 df = 6, p <0,01%*
p =0,861
F=0,98, num
5:p=0,240 df = 7, denom t = 3,81, df = 14,
€2 5-5+SBECD 5, opreD: p=0,709 df =7, D < 0,01%*
p =0,982
F =0,05, num
5:p=0,866 df =6, denom t=-3,97,df =78,
€3 S5-5+SBECD 5, oprCD: p=0,967 df =7, D < 0,01%*
p < 0,01%*
F=0,07, num
7:p<0,01** df =7, denom _ o
Cl 7-T+RAMEB 2 o AMEB: p = 0,674 df = 6, W=0,p<001
p < 0,01%*
F = 0,60, num
7:p=0,947 df=7,denom t=-11,3, df = 13,
c2 7= T+RAMEB 2, R AMEB: p = 0,992 df = 6, p < 0,001%**
p =0,523
F=0,47, num
7:p=0,960 df =7,denom t=-11,2,df =14,
3 7= T+RAMEB 2, R AMEB: p = 0,246 df =7, p < 0,001%**
p =0,340

* Rk ks n érték szignifikancia tartomanyai: * (0,01-0,05], ** (0,001-0,01], *** [0-0,001].
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Kovetkezésképpen, a nyolc vizsgalt flavilium szarmazék kozil az 5-6s mutatta a
leghatékonyabb rakellenes hatast, mely a vizben o0ldodo ciklodextrinnel (SBECD) valo
komplexalas utan is megoérizte hatasat. A semleges és enyhén bazikus pH-értékeknél,
akarcsak a vérplazma pH értéke (7,4 koriili), a quinoid bazis, a hemiketal és a cisz- €s
transz-kalkon formak dominaltak a rendszerben jelenlévé antocianidin molekulak
multidllapotabdl. Relativ eloszlasuk a flavilium kation szubsztitiicios mintazatatdl is fiigg
[Basilio & Pina, 2016]. A vizsgalt szintetikus antocianidinek esetében az abszorpcios
spektrumok azt mutattak, hogy a vizoldhat6 ciklodextrin (SBECD) és az 5-0s vegyiilet
zarvanykomplexében, amely a legfontosabb rakellenes hatast mutatta, a kinoid bazis
jelentés mennyiségben volt jelen a cisz- €s transz-kalkonokkal egyiitt. Nyilvanval6, hogy
mind az inklizios komplex kialakuldsa, mind a citosztatikus hatas a formak kozotti
komplex egyenstly eredménye, amelyet a metoxi-csoport szubsztituens helyzete is
befolyasolt a flavilium kationban. Gago és munkatarsai [Gago et al., 2017] kivalo
tanulmanya alapjan feltételezhetem, hogy a vegyiileteim esetében is a SBECD
szarmazékkal vald komplexképzddés soran az egyenstly a transz-kalkon forma felé

tolodik el, igy a rékellenes aktivitds ennek a forméanak kdszonhetd.

4.4.5 Antocianidin komplexek mikrokapszulazdsa

Eddigi vizsgalati eredmények alapjan az 5-0s vegyiilet SBECD-vel valo inklazios
komplexét valasztottam polimer hordozoba torténé mikrokapszulazasara. Az
antocianidinek alapvetéen kisméretli molekulak. A komplexképzddéssel noveltem a
molekula méretét, igy lehetdvé téve az Osszetett emulzid-oldoszer elparologtatas modszer
alkalmazasat. A komplex mikrokapszulazasa a 3.3.5 alpontban leirtak alapjan tortént, a
kétféle polimerbe (12CL és 16CM) és a tovabbiakban CN2.1 jelolést adtam az 5-0s
vegyiiletnek, valamint CD3 jel6lést a SBECD-nek. Vizsgaltam a komplex kapszulazasi
lehetdségét €s a megfeleld méret €s kapszulazasi hatékonysag elérése érdekében
modositottam a bels6 vizes fazis matrixan, valamint a hatéanyag mennyiségét 0,5 és 1
mg kozott valtoztattam. A konnyebb atlathatosag érdekében a 21. tablazat-ban
szemléltetem az eldallitasi koriilményeket és paramétereket a 12CL polimerrel torténd

mikrokapszulazas esetében.
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21. tablazat. CN2.1 antocianidin-CD3 ciklodextrin komplex 12CL polimerrel végzett
mikrokapszuldzdsanak eldallitasi paraméterei.

Polimer CN CD Belso Kiilsé

Minta Polimer  konc. konc. konc. vizes vizes

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) fazis fazis
12CL1CN2.1CD3 12CL 10 5 100 0,0IM HCI PVA 1%
12CL2CN2.1CD3 12CL 10 10 100 0,0IM HCI PVA 1%
12CL3CN2.1CD3 12CL 10 5 100 MilliQ PVA 1%
12CL4CN2.1CD3 12CL 10 10 100 MilliQ PVA 1%
12CL5CN2.1CD3 12CL 10 5 100 PVA1% PVA1%
12CL6CN2.1CD3 12CL 10 10 100 PVA1% PVA 1%

A 12CL polimer esetén megfeleld6 méretet értem el, viszonylag széles
méreteloszlassal (22. tablazat). Mindegyik minta esetében a méreteloszlas gorbén
mikrorészecskékre utald csucs jelent meg, amely aggregaciot jelez (43. abra).
Feltételezésem szerint a feleslegben levé ciklodextrin okozhatja a plusz cstcs
megjelenését. Figyelembe véve a kapszulazasi hatékonysagokat (22. tablazat),
elmondhat6, hogy a savas kozeg nem kedvezett a hatdbanyag beagyazasanak, a savas bels
fazissal késziilt mintak adtak a legalacsonyabb kapszuldzasi hatékonysagot. A PVA bels6
vizes fazissal késziilt mintdk mutattdk a legmagasabb kapszulazasi hatékonysag értékeket

(67% &s 55%).

18 4 —12CLICN2.1CD3
16 4 —12CL2CN2.1CD3
14 4 — 12CL3CN2.1CD3

[S8]

12CL4CN2.1CD3

—I12CL5SCN2.1CD3

Intenzitas (%)
=

—12CL6CN2.1CD3

A

T T 1
10 100 1000 10000
Meéret (nm)

43. abra. 12CLCN2.1CD3 mintak méreteloszlas gorbéi.
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22. tablazat. 12CLCN2.1CD3 minték tulajdonségai.
Minta Z-avg (nm) PDI Kapsz.hat. DL Hozam

(%) (%) (%)
12CLICN2.1CD3  229,1+4,0 oé?ggei 48 23 68
12CL2CN2.1CD3 2303+ 2,4 Oc’fggoi 39 4,0 46
12CL3CN2.1CD3  227,3+33 Oc’fgfgi 53 29 58
12CLACN2.1CD3 2253+ 1,2 Oé?gff 48 5,4 42
12CL5CN2.1CD3  231,4+2,2 Oc’fgfoi 67 3.4 64
12CL6CN2.1CD3  227,4+28 Oc’fgllli 55 5,1 51

Az  antocianidin-ciklodextrin ~ komplexek  16CM  polimerrel  torténd
mikrokapszulazésa sordn a 12CL polimerrel torténd mikrokapszuldzédshoz hasonlo

koriilményeket és paramétereket alkalmaztam (23. tablazat).

23. tablazat. CN2.1 antocianidin-CD3 ciklodextrin komplex 16CM polimerrel végzett
mikrokapszulazasanak eldallitasi paraméterei.

Polimer CN CD Belso Kiils6

Minta Polimer  konc. konc. konc. vizes vizes

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml) fazis fazis
16CM1CN2.1CD3 16CM 10 5 100 0,0IM HCI PVA 1%
16CM2CN2.1CD3 16CM 10 10 100 0,0IM HCI PVA 1%
16CM3CN2.1CD3 16CM 10 5 100 MilliQ PVA 1%
16CM4CN2.1CD3 16CM 10 10 100 MilliQ PVA 1%
16CM5CN2.1CD3 16CM 10 5 100 PVA1% PVA1%
16CM6CN2.1CD3 16CM 10 10 100 PVA1% PVA1%

A 16CM polimerrel késziilt mintdk esetében érdekes modon a legkisebb méretet,
szlk méreteloszlassal a 0,5 mg CN-t savas kozegben tartalmazé minta
(16CM1CN2.1CD3) adta (44. abra). Az el6allitasi hozam és a kapszulazasi hatékonysag
59%-ot és 51%-ot ért el. A belsé PV A-s fazis ebben a csoportban megfelel6 méretet adott
szlik méreteloszlassal, ellenben az eldallitdsi hozam és a kapszuldzasi hatékonysag

jelentésen csokkent (24. tablazat).
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24. tablazat. I6CMCN2.1CD3 mintédk tulajdonségai.

Minta Z-avg (nm) PDI Ka[z(s)/i.)hat. ([g/L‘) H((:;Sm
16CM1CN2.1CD3 2251+2,3 Oé?gllgi 51 2,8 59
16CM2CN2.1CD3  327,0+ 3,8 0(’)?517; 54 5,4 48
16CM3CN2.1CD3  266,4+0,6 0(’)%12; 55 3,0 60
16CM4CN2.1CD3  298,7+1,8 0(’)?315; 61 5,6 52
16CM5CN2.1CD3  2435+4,6 Oé%gzoi 51 3,4 48
16CM6CN2.1CD3  230,8 +1,7 Oé%éfli 49 5,8 40

A fent leirt el6kisérletek és pozitiv eredmények alapjan elmondhatd, hogy az

antocianidin-ciklodextrin  inkluzids

bizonyul a két biokatalitikusan

optimalizalasa és a részecskék részletesebb vizsgalata tovabbi kutatasok targya.

komplexek mikrokapszulazasa

eldallitott polimerbe. Az eldallitasi
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5. Osszefoglalas

A PhD munkam soran biokatalizissel el6allitott, biodegradabilis és biokompatibilis
poliészter és polészteramid kopolimereket vizsgaltam, amelyek hatékony, tartos és célzott
rakellenes gyodgyszerhordoz6 rendszereknek bizonyulnak. Optimalizaltam az emulzid-
oldészer elparologtatas modszereket a megfeleld méretii és kapszulazasi hatékonysaga
nanorészecske rendszerek 1étrehozasa érdekében.

Sikeresen mikrokapszulaztam a SOR rakellenes hat6anyagot a 12CL polimerbe
magas kapszulazasi hatékonysagot ¢és megfeleld0 méretet elérve. Vizsgaltam a
hatéanyagleadasi profiljat in vitro tesztek soran és a részecskék citotoxikus hatasat
HepG2 HCC sejteken. A részecskék nyujtott hatdanyagleadast mutattak és
koncentraciofiiggd, hatékony toxicitdst a vizsgalt sejteken. Tovabbi kisérleteimben
sikeresen mikrokapszulaztam a SOR hatéanyagot 16CM polimerbe. A hatéanyagleadasi
teszt soran a nanorészecskék gyors hatéanyag-felszabadulast mutattak mind a savas, mind
a semleges kozegben. Ennek szabalyozasa érdekében kiilonbozd adalékanyagok
segitségével allitottam el0 a nanorészecskéket és vizsgaltam a hatdéanyagleaddsi
profiljukat. Mindkét kézegre elmondhatd egy altalanos nyujtottabb hatéanyagleadasi
hatas, ugyanakkor a DCC hasznélata és a PEGilalasi eljaras jelentdsen javitott a SOR
kezdeti lemosddasi szakaszan.

Tanulmanyoztam az optimalizalt Osszetett emulzid-oldoszer elparologtatas
modszerével késziilt 12CL polimerbe csomagolt kettds hatéanyagt rendszert. A SOR-t
és CIS-t mikrokapszulaztam és konjugaltam egyazon hordozéval, mivel a hatasukat
szinergikusan szerettem volna névelni. A kapszulazasi hatékonysag novelése érdekében
BSA modellanyagot mikrokapszulaztam és keresztkotéssel kapcsoltam DCC
hasznalataval, emellett az iIRGD tumor penetracios peptid kapszulazasanak lehetdségét is
vizsgaltam a BSA helyettesitésével. A kettdés hatdanyagu rendszerem szignifikansan
nagyobb citotoxicitdst mutatott, mint a tiszta hatdanyagok, melyeket statisztikai
tesztekkel is alatamasztottam.

Uj, szintetikusan eldallitott rakellenes antocianidin vegyiiletek molekularis
kapszulazasat végeztem B-ciklodextrin szarmazékokkal, amely soran sikeresen noveltem
a vegyiiletek oldhatosagat. Megvizsgaltam a szintetikus antocianidinek és inklazios
komplexeik halokrom tulajdonsagait, megéllapitva a rakellenes hatasért felelds tautomer
forma jelenlétét. A CN2.1CD3 inkluzios komplexet sikeresen mikrokapszulaztam 12CL
és 16CM polimerekbe.
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Tézispontok

1. a) Eldszor készitettem az 0j tipusu, biokatalizissel eléallitott, biologiailag lebonthato,
biokompatibilis 12-hidroxi-sztearinsav-g-kaprolakton kopolimerbdl (12CL) potencialis
gyogyszerhordoz6  nanorészecskéket  optimalizalt egyszerli  emulzio-oldoszer
elparologtatas modszerével, injekcios gydgyszerformatumhoz megfeleld mérettel (219 +
5,2 nm, hidrodinamikai méret) és monodiszperz (polidiszperzitasi index: 0,168 + 0,018)
méreteloszlassal.

b) Sikeresen mikrokapszulaztam sorafenib (SOR) hatdéanyagot magas kapszulazasi

hatékonysaggal (72,7%) a biodegradabilis és biokompatibilis kopolimerbe (12CL). Az
igy eldallitott nanorészecskék nagyon hatékonyak voltak a HepG2 HCC sejtekkel
szemben. (S1)
2. a) Els6ként mikrokapszulaztam 12CL kopolimerrel sorafenib és ciszplatin
kemoterapeutikumokat, kettés hatdoanyagtartalma polimer nanorészecskéket 1étrehozva,
optimalizalt Gsszetett emulzido-oldoszer elparologtatdas modszerrel N,N'-diciklohexil-
karbodiimides (DCC) kapcsolast és iRGD tumor penetracios peptidet alkalmazva. A
DCC szignifikansan javitotta a kapszulazasi hatékonysagot.

b) Citotoxicitasi teszttel igazoltam a kettés hatdoanyaghordoz6 rendszer

hatékonysagat. A két rakellenes hatdéanyagot tartalmazé 12CL polimer nanorészecskék
statisztikailag igazoltan, szignifikdnsan nagyobb citotoxicitast mutattak HepG2
sejtvonalon, mint a tiszta hatdéanyagok. A polimer nanorészecskék Na-acetat pufferben
(pH=5,5) a sorafenib esetében nyujtott hatdéanyagleadast biztositottak a vérplazmaban
tapasztalthoz képest. (S2)
3. a) Az uj tipust, biokatalizissel eléallitott, biologiailag lebonthatd és biokompatibilis
16-hidroxi-hexadekansav-g-kaprolaktam kopolimerb6l (16CM) elsé alkalommal hoztam
létre potencialis gyogyszerhordozd nanorészecskéket optimalizalt egyszerli emulzio-
oldodszer elparologtatds modszerével, injekcidés gyogyszerformatumhoz megfeleld
mérettel (180-200 nm, hidrodinamikai méret) és monodiszperz (PDI: 0,116-0,135)
méreteloszlassal.

b) Sikeresen mikrokapszulaztam a biodegradabilis és biokompatibilis poliészter-
amid kopolimerbe (16CM) a sorafenib (SOR) hatéanyagot megfelelé kapszulazasi
hatékonysaggal (55%) és elballitasi hozammal (71%). In vitro leadasi tesztekkel

vizsgéltam a nanorészecskékbdl torténd hatdanyag felszabadulast. Savas kdzegben a
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kezdeti hatoanyag-lemosodas 8%-kal mérséklodott DCC keresztkoto agens vagy Span 20
emulgeator hasznalataval, valamint vérplazmaban a részecskék PEGilalasa 11%-kal
csokkentette a kezdeti ,,burst” hatast. (S4)

4. Els6ként allitottam el6 0j tipust, biokatalitikusan szintetizalt antocianidin
vegyiiletekbdl (6-metoxi-4’-hidroxi-3’-metoxi-flavilium hidrogén-szulfat - CN2.1 és 8-
metoxi-4’-hidroxi-3’-metoxi-flavilium hidrogén-szulfat - CR1.1) B-ciklodextrin
szarmazekokkal inkliziés komplexeket. A komplexalassal sikeresen noveltem az
antocianidinek vizoldhatosagat (CN2.1: 6,3 mg/ml — 9,2 mg/ml, CR1.1: 2,3 mg/ml —
9,4 mg/ml). A ciklodextrinekkel komplexalt vegyiiletek megdrizték citotoxikus hatasukat
HepG2 réksejteken. A CN2.1 szulfobutil-éter-p-ciklodextrinnel alkotott inkluzids
komplexét megfelelé mérettel és kapszulazasi hatékonysaggal mikrokapszulaztam 12CL

¢s 16CM polimerekbe. (S3)

Thesis

1. a) Forthe first time, | prepared new types of potential drug carrier nanoparticles from
the biodegradable and biocompatible e-caprolactone-12-hydroxystearic acid copolymer
(12CL) produced by biocatalysis using optimized single emulsion-solvent evaporation
method, with a suitable size for injectable drug format (219 + 5.2 nm, hydrodynamic size)
and monodisperse (polydispersity index: 0.168 + 0.018) size distribution.

b) Sorafenib (SOR) was microencapsulated with high encapsulation efficiency

(72.7%) by the biodegradable and biocompatible copolymer. The nanoparticles produced
in this way were highly effective against HepG2 HCC cells and showed promising
prolonged drug delivery in an in vitro model environment. (S1)
2. a) | produced polymer nanoparticles containing sorafenib and cisplatin from 12CL
copolymers for the first time, using optimized double emulsion-solvent evaporation
method using N,N'-dicyclohexylcarbodiimide (DCC) coupling and iRGD tumor
penetration peptide. DCC significantly improved the encapsulation efficiency and the
stability of the carrier system.

b) The effectiveness of the dual drug delivery system was confirmed by cytotoxicity
test. The polymeric nanoparticles containing two anticancer agents were statistically

proven to exhibit significantly higher cytotoxicity on HepG2 cell lines than the pure active
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ingredients. The polymeric nanoparticles provided sustained release in Na-acetate buffer
(pH=5.5) for sorafenib (S2) compared to that found in blood plasma. (S2)

3. a) | prepared new types of potential drug carrier nanoparticles from the biodegradable
and biocompatible 16-hydroxyhexadecanoic acid-g-caprolactam copolymer (16CM) for
the first time produced by biocatalysis using optimized simple emulsion-solvent
evaporation method, with a suitable size for injectable drug format (180-200 nm,
hydrodynamic size) and monodisperse (PDI: 0.116-0.135) size distribution.

b) I successfully microencapsulated sorafenib (SOR) into the biodegradable and
biocompatible polyesteramide copolymer with adequate encapsulation efficiency (55%)
and production yield (71%). The drug release was investigated in in vitro release tests. In
acidic media, the initial drug release was reduced by 8% using DCC crosslinking agent
or Span20 emulsifier, and PEGylation of particles improved the initial burst effect by
11% in blood plasma. (S4)

4. 1 was the first who produced inclusion complexes with B-cyclodextrin derivatives
from new types of biocatalytically synthesized anthocyanidine compounds (6-Methoxy-
4'-hydroxy-3’-methoxyflavylium hydrogensulfate marked as CN2.1 and 8-Methoxy-4'-
hydroxy-3'-methoxyflavylium hydrogensulfat marked as CR1.1). | successfully increased
the water solubility of anthocyanidins (CN2.1: 6.3 mg/ml — 9.2 mg/ml, CR1.1: 2.3 mg/ml
— 9.4 mg/ml) by complexation. The compounds complexed with cyclodextrins retained
their cytotoxic effects on HepG2 cancer cells. The inclusion complex of CN2.1 with
sulfobutylether-f-cyclodextrin was microencapsulated in 12CL and 16CM polymers with

appropriate size and encapsulation efficiency. (S3)
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M1. melléklet. A sorafenib kumulativ felszabadulésa a kiilonb6z6 adalékanyagokkal
eléalitott és mentes 16CM14SOR2 nanorészecskékbdl, Na-acetat pufferben (pH = 5,5).
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M2. melléklet. A sorafenib kumulativ felszabadulasa a kiillonb6z6 adalékanyagokkal
eldalitott és mentes 16CM14SOR2 nanorészecskékbdl, vérplazmaban (pH = 7,4).
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adalékanyagokkal eléélitott és mentes 16CM14SOR2 nanorészecskékbdl, vérplazmaban

(pH =7,4).
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M3. melléklet. Az 5-6s szintetikus antocianidin idéfiiggé UV-VIS spektrumai pH=2-12

tartomanyban.
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M4. melléklet. A 7-es szintetikus antocianidin vegyiilet idéfiiggé UV-VIS spektrumai
pH=2-12 tartoményban.
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