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1. Bevezetés

A polimerek egymashoz kémiai kotésekkel kapcsolddo,
ismétldodd monomer egységekbdl 4allo, rendszerint nagy
molekulatomeggel rendelkez6 makromolekuldk. Eredetiiket
tekintve lehetnek természetesek, illetve mesterségesek. A két
halmaz kozos metszeteként tekinthetiink a természetben
megtaldlhatd, monomer egységekbdl felépiild, de szintetikus
uton eldallitott biopolimerekre.

Napjainkra a gyogyszerészeti kutatdsok kozéppontjaba
keriiltek az olyan intelligens, biopolimer-alapa, hatéanyag-
hordoz6 rendszerek, melyek funkciojuk betoltése utan
részegységeikre bomolva nem csak az emberi szervezet
anyagcsere folyamataiba képesek bekapcsolodni, hanem
immunolégiai szempontbol sem jelentenek kockazatot.

A limitalt mennyiségben el6forduld és bonyolult extrakcios
1épéseket igényld, természetben eléforduld biopolimerekkel
szemben, a laboratoriumban el6allithatd biopolimerek (pl.
polivinil-alkohol, poliszukcinimid, e-polikaprolkaton)
szintézise nagy mennyiségben és rendszerint
koltséghatékonyan kivitelezhetd, ezért nagyobb perspektivat
jelentenek az orvosbiologiai alkalmazasok tekintetében.
Biokompatibilitdsuknak és biodegradabilitasuknak
kdszonhetden a szintetizalt biopolimerek alkalmazasakor csak
enyhe mellékhatdsok varhatéak, tovabba iranyitott és
szabalyozott hatoanyag-leadds érhet6 el. Ezenkivil a
segitségiikkel megvaltoztathatok a hatéanyag kiillonb6z6
fizikokémiai tulajdonsagai, igy vizoldékonysaga is, ami
kiilobndsen az apolaros hatéanyagok esetében (pl. prednizon,
doxorubicin) nagy jelent6ségii, hiszen ezaltal azok
biohasznosulasa is kedvezébb lehet.

A polimer-alapt hatéanyag-hordozo rendszerek egyik altipusat
képezik a polimer-hatéanyag konjugatumok, melyek esetén a
hatéanyag a polimerhez kovalens kémiai kotésekkel
kapcsolodik. Az igy eléallitott rendszerek sokkal stabilabbak,
mint azok, melyekben csak fizikai kdlcsonhatason alapul a
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hatdanyag és a polimer kapcsolata. A konjugatumok esetében
a polimerlanc képes megvédeni és inaktiv (prodrug) formaban
tartani a hatéanyagot, ami gyorsan lebomld hatdéanyagok
esetében (pl. dopamin) nagyon elényds lehet.

Kiilonb6zé viszkoézus polimeroldatokbdl —elektrosztatikus
szalképzés segitségével nagy fajlagos feliilettel rendelkezd
nano- és mikrométeres mérettartomanyba esé szalatmérdvel
rendelkez6 halds rendszerek allithatoak eld. Az alkalmazott
polimer kémiai szerkezete, oldhatdsdga és molekulatomege
mellett a polimeroldatok viszkozitasa, koncentracioja, feliileti
fesziiltsége, és vezetOképessége nagymértékben befolyasolja a
szalképzésre valo alkalmassagukat. A hatdanyagnak a szalak
belsejébe vagy feliiletére torténd juttatdsdra szamos
elektrosztatikus szalképzési stratégia létezik. A hatdanyagot
egyszeriien Osszekeverhetjiik a polimeroldattal a szalképzés
el6tt azonos oldoszerben, de akar adszorbealtathatjuk is a
szalak feliiletére kiilonb6z6 immerzios technikak segitségével.
Elektrosztatikus szalképzéssel a  polimer-hatéanyag
konjugatumok is formulazhatok. Ebben az esetben a polimer-
hatéanyag konjugatumnak megfeleld oldoszert kell talalnunk
ahhoz, hogy szalas strukturat allitsunk el6. Elektrosztatikus
szalképzéssel a polimer-hatéanyag konjugatumok
biohasznosulasa tovabb fejleszthetd, mivel a nano- és
mikrométeres mérettartomanyba esé szalatmérdvel rendelkezo
rendszerek nagy fajlagos feliiletiknek  koszonhetéen
megvaltoztathatjak a hatoanyag oldhatosagi tulajdonsagait, igy
kioldoédasi profiljat is.

Munkam soran hatéanyagként dopamint (DA), doxorubicint
(Dox) és prednizont (Pred) alkalmaztam, mig polimerként
polivinil-alkoholt (PVA), poliszukcinimidet (PSI), illetve &-
polikaprolaktont (PCL).



2. Célkitiizések

PhD kutatomunkam célja implantalhato, nanoszalas, polimer-
alapt, hatdéanyag-hordozé rendszerek -elGallitasa késobbi
orvosbiologiai felhasznalas céljara. Tovabbi célom volt az
elédllitott  rendszerek  fizikokémiai és  mechanikai
tulajdonsagainak vizsgalata a kiilonb6zo sejtkultirakra
gyakorolt hatasa mellett.

F6 célkitlizéseim az alabbi pontokban foglalhatok dssze:

1. Nanoszalas poliszukcinimid-dopamin (PSI-DA)
konjugatumok (kémiai kotés) eldallitasa elektrosztatikus
szalképzéssel, illetve a kiillonb6z6 graftolasi fok
hatasanak vizsgalata a halok atlagos szalatmérdjére, és
mechanikai tulajdonsagaira.

2. Nanoszdlas PSI-DA konjugatumok oldhatésdganak
vizsgalata, illetve a graftolasi fok hatdsanak vizsgélata a
DA-felszabadulasra.

3. Nanoszalas PSI-DA konjugatumok hatasanak vizsgalata
relevans sejtkulturak (primer sejtkultara és idegi eredetii
sejtvonal) életképességére in vitro kortilmények kozott.
A konjugatumok  sejtekbe  torténé  bejutasanak
vizsgalata.

4. Prednizonnal to6ltétt polivinil-alkohol-, PSI- és e-
polikaprolakton-alapi nanoszalas halok létrehozasa. A
kiilonb6z6 mennyiségli prednizon szalatmérore, illetve
mechanikai  tulajdonsagokra  gyakorolt hatdsdnak
elemzése, a killonb6z6 polimerek  hatoanyag-
felszabadulasra gyakorolt hatasanak vizsgalata mellett.
Prednizon-tartalmtt  szalas rendszerek  potencialis
gyulladascsokkenté-hatasanak feltérképezése in vitro
koriilmények kozott.

5. PSl-alapt, doxorubicinnel toltott (Dox/PSI) és konjugalt
(PSI-Dox) nanoszalas halok létrehozasa. A hatéanyag-
konjugalas, illetve toltés hatasanak Osszehasonlitasa a
hatoanyag-felszabadulds, a potencialis in  vitro
citotoxicitas és a sejtekbe torténd bejutas tekintetében.
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3. Modszerek

3.1. Nanoszalas hatéanyag tartalmi polimerek eldallitasa

A hatéanyag polimerszalakba juttatdsa tekintetében az

elektrosztatikus  szdlképzés sordn két 6  stratégiat

alkalmaztam:

¢ a hatdanyagot elézetesen konjugéltam kémiai kotésekkel a
polimerhez (poliszukcinimidhez) a szalhtizas el6tt,

e a hatéanyagot a polimer oldathoz kevertem rogton a
szalhuzas elott.

Polimer-hatéanyag konjugatumok:

PSI-DA GF1 (GF: graftolasi fok); PSI-DA GF2; PSI-DA ;

PSI-DA-AE (AE: aminoetanol); PSI-Dox konjugatum.

Hatoanyaggal t6ltott szalas rendszerek:

Pred/PVA; Pred/~=1; Dox/~%1; Pred/

A kiilonb6z6 polimerek, hatdéanyagok, illetve polimer-

hatéanyag konjugatumok fizikokémiai tulajdonsagainak

megfeleld oldészert alkalmaztam (dimetil-szulfoxid, dimetil-

formamid, tetrahidrofuran, etanol, viz) az elektrosztatikus

szalhuzasra alkalmas viszkozus oldat eldallitasa érdekében.

Az elektrosztatikus szalképzd késziilék harom részegységbol

all: nagyfesziiltségi tapegység (fesziiltség: 10-20 kV),

pumpara csatlakoztatott fém tii (térfogataram: 0,3-1 ml/h), és a

foldelt, alufoliaval boritott céltargy (10-15 cm tavolsagban),

amelyre a képzodott szalak érkeznek.

3.2. A szalas strukturak fizikokémiai és mechanikai
jellemzése

A hatéanyag jelenlétét, illetve az elektrosztatikus szalképzés
kémiai szerkezetre gyakorolt hatasat Fourier-transzformacios
infravoros  spektroszkopiaval (FT-IR, Jasco FT/IR-4700A,
ATR Pro ONE, JASCO Ltd.) vizsgaltam.

A PSI-Dox konjugatum esetében a moddositas sikerességét
magneses magrezonancia spektroszkopiaval (NMR, Agilent
Technologies, Palo Alto, CA, USA) is vizsgaltam.



Az elektrosztatikus szalképzés hatdanyag kristalyszerkezetére
gyakorolt hatasat rontgendiffrakcioval (XRD, PANalytical
X’Pert3 Powder diffractometer, Malvern Panalytical B.V., The
Netherlands) hataroztam meg a prednizonnal toltott szalak
(Pred/PVA, Pred/PSlI, Pred/PCL) esetén.

pasztazd  elektronmikroszkopiaval —(SEM,  Quanta400F)
késziilt felvételek alapjan hatdroztam meg.

A halok mechanikai tulajdonsagait egyiranyu, elmozdulas
kontrollalt huzast biztositdé késziilékkel vizsgaltam (Instron
5942, USA).

3.3. Hat6éanyag tartalmua szalas rendszerek
oldhatésaganak és hatéanyag kioldodasi profiljanak
vizsgalata

Vizsgéltam a PSI-DA hatdanyag-hordozé konjugatumok
oldhatosagi kinetikajat, valamit a DA, Dox és Pred-tartalmu
halok esetén a hatoanyag felszabadulasanak kinetikajat
bioldgiailag relevans koriilmények kozott.

A PSI-DA konjugatumok oldhatosag-vizsgalata soran, illetve a
Pred-nal toltott PVA (Pred/PVA), PSI (Pred/PSl), PCL
(Pred/PCL), valamint a Dox-nal t6ltott PSI (Dox/PSI) szalak
esetén a hatoanyag felszabadulas vizsgalat soran a szalas
mintakat egy selyem filterbe helyeztem.

A hatdanyag felszabadulas vizsgalata soran a konjugatumok
(PSI-DA és PSI-Dox), illetve a Dox-szal toltott PSI szalak
(Dox/PSI) esetében, a szalas mintakat dializis membranba
helyeztem (3,5 kDa), a membranon atjutd6 hatéoanyag
abszorbanciajat UV-Vis spektrofotométerrel hataroztam meg
(Agilent 8453, Agilent Technologies, USA).

A kioldokozeg PSI-DA konjugatumok esetén 37°C-0s, pH 7,4-
es foszfat pufferoldat (PBS) volt. Ebben az esetben a DA
felszabadulasat  o-kimotripszin  enzim  jelenlétében is
vizsgaltam.

A Pred és Dox-tartalmi mintak esetén (Pred/PVA, Pred/PSl,
Dox/PSI, Pred/PCL, PSI-Dox) a pH 7,4-es PBS oldat mellett,
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pH 6,5-6s PBS oldatban is vizsgaltam a hatoanyag
felszabadulas profiljat.

3.4. Hatbéanyag tartalmu szalas mintak sejtekre
gyakorolt hatasanak vizsgalata in vitro koriillmények
kozott

A PSI-DA konjugatumok sejtekre gyakorolt hatasanak

vizsgalatdhoz human foggyokérhartya eredetii ssejt (PDLSC)

tenyészeteket és human neuroblasztoma eredeti SH-SY5Y
sejtvonalat hasznaltam.

Ezeken a sejttipusokon a dopamin 1-es és 2-es receptorok

(D1R, D2R) jelenlétét immuncitokémiai moddszerrel,

fluoreszcens mikroszkop segitségével (Nikon Eclipse E600,

Nikon Instruments) vizsgaltam, a sejtek konjugatumok

jelenlétében mutatott  életképességét WST-1  reagens

segitségével hatdroztam meg.

A Pred (Pred/PVA, Pred/PSI, Pred/PCL) és Dox-tartalmu

(Dox/PSI és PSI-Dox) szalas mintak esetében MDA-MB-231

tripla negativ eml6tumorsejtek életképességét CellTiter Glo

reagens segitségével hataroztam meg.

(faziskontraszt mikroszkopia (Nikon Eclipse TS100, Nikon,

Japan; Axio Observer Al, Zeiss, Germany), kétfoton

mikroszkopia (Femto2d, Femtonics, Hungary)) figyeltem

meg.

A konjugatumok (PSI-DA és PSI-Dox) sejtek altal torténd

internalizaciojat konfokalis mikroszkép segitségével (Nikon

Eclipse Ti2), illetve aramlasi citometriaval (CytoFLEX S,

Beckman Coulter, Inc. USA) vizsgaltam.

A Pred-tartalmi  szalas mintdk (Pred/PVA, Pred/PSI,

Pred/PCL) MDA-MB-231 sejtek citokin-termelésére gyakorolt

hatasait LEGENDplex kit-tel  vizsgaltam (BioLegend

LEGENDplex (13 plex), San Diego, USA), aramlasi citometria

segitségével.



4. Eredmények

4.1. Fizikokémiai és mechanikai karakterizalas (T1., T4.)
Az FT-IR eredmények alapjan a kiilonboz6 graftolasi fokkal
rendelkezé PSI-DA konjugatumok, illetve a PSI-DA-AE 1:2
konjugatum esetén a moddositas sikeres volt, illetve az
elektrosztatikus  szalképzéssel torténd formulazas nem
befolyasolta a konjugatumok kémiai szerkezetét (KT1).

A Pred-tartalmi PVA, PSI és PCL halok esetén az FT-IR
eredmények alatamasztjadk a Pred jelenlétét a szalakban. A
Dox-tartalmu mintak esetében (PSI-Dox konjugatum és Dox-
nal t6ltott PSI szalak (Dox/PSI)) bizonyitottuk a Dox jelenlétét
a szalakban, a konjugacio sikerességét a *H-NMR spektrum
igazolja. A XRD mérések eredményei alapjan az
elektrosztatikus szalképzés hatasara a Pred kristalyos
szerkezete amorffa alakul (KT2). A SEM és 2-foton
mikroszkopos felvételek alapjan elmondhato, hogy a
polimerhez konjugalt DA ndvekvd mennyisége kisebb atlagos
szalatmérdt eredményez (1. tablazat) (KT1).

1. tablazat. PSI-DA konjugdtumok szdlatmérdje és mechanikai paraméterei.

Minta Szalatmers [nm] Faﬂa[g,\?;fgigblras Kez?i]t f;{}ﬁi;"”sz
613172 0.039 = 0.008 0.448 = 0.061
PSI-DA GF2 179+27 0.022 £ 0.007 0.490 £ 0.066
PSI-DA GFL 78+ 15 0.010 = 0.005 0303 = 0.130

A mechanikai vizsgalatok alapjan a PSI-DA konjugatumok
esetén a magasabb DA-tartalom (GF4<GF2<GF1) csokken6
fajlagos teherbiroképességet eredményez, azonban a haldk
kezdeti modulusz értéke fiiggetlen a dopamin-tartalomtol
(KT1).

A Pred bejuttatasa PSI és PCL szalakba nem befolyasolja
jelentésen az atlagos szalatmérét, viszont PVA esetében az

atlagos szalatmérdé né az alkalmazott Pred mennyiségével (2.
tablazat) (KT2).



2. tablazat: Prednizon-tartalmii PVA, PSI és PCL szdlak szdalatmérdje és mechanikai

paraméterei.
Poli Pred- SzAl4tmérd Fajlagos Kezdeti
olimer tartalom (nm] teherbiras modulusz
[Nm*g] [Nm*(mm-g™)]

Neat 157 £ 61 0.151 + 0.006 2.794 + 0.339
PVA 0.5% 212 +56 0.164 + 0.009 1.972+0.212
1% 497+ 117 0.081 + 0.005 0.650 + 0.104
Neat 584 +113 0.233 £+ 0.009 0.701+0.019
0.5% 426 + 84 0.126 + 0.005 1.680 + 0.099
1% 616+ 102 0.136 + 0.009 2.373+0.270
Neat 583 £ 255 0.018 + 0.004 0.007 +0.001
0.5% 546 £ 261 0.139 + 0.004 0.043 +0.003
1% 610 +299 0.165+0.012 0.050 + 0.006

A Pred-tartalmi szalak tekintetében PVA esetén magasabb
Pred koncentraci6 alacsonyabb fajlagos teherbird képességhez,
kezdeti moduluszhoz és maximalis megnyulashoz vezet. PSI
esetében a novekvé Pred-tartalom hatasara a fajlagos
teherbiroképesség csokken, de a kezdeti modulusz novekszik.
PCL esetén az alkalmazott Pred mennyisége egyenesen
aranyosan noveli a fajlagos teherbird képességet, a kezdeti
moduluszt és a maximalis megnyulast (KT2).

Dox bejuttatasanak hatasara a PSI szalak atlagos atméréje
csokken (Dox/PSI: 467 £ 107 nm; PSI-Dox (545 + 90 nm) a
hatéanyagmentes PSI szalakhoz (584 + 113 nm) képest, de a
kiilonbség nem jelentds (KT2).

4.2. Hatbéanyag-tartalmu szalas rendszerek
oldhat6saganak és hatéanyag-kioldédasi profiljanak
vizsgalata (T2., T5., T4))

A hidrofob poliszukcinimid oldhatosaga szignifikansan né a

dopamin-konjugalas kovetkeztében: 42,3%; 7,6% és 6,6%

oldodott be a PSI-DA GF4, GF2, GF1 konjugatumokbol (1.

abra).
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1. abra: PSI-DA szdlas konjugdtumok oldhatosdaga foszfat pufferben (4) és DA-

felszabaduldsi profilja (B, C, D).
A GF4-es konjugatum esetén a szabad szukcinimid gyirik
hidrolizise 8 ora elteltével hirtelen megemelte a beoldddott
konjugatum mennyiségét. A PSI-DA konjugatumok elnytjtott
hatoanyag felszabadulast biztositanak 7,4-es pH-ju PBS-ben: a
GF4-es konjugatumrol szabadul fel a legtobb dopamin 65 6ra
elteltével (20,5%), ezt koveti a GF2 (14,5%) és a GF1 (13,4%)
konjugatum. A kinetikai vizsgalat alatamasztja, hogy a
dopamin-felszabadulas a szalak feliiletér6l torténik és nem a
konjugatumok beoldodasa a limitalo 1épés (KT1). A DA-
felszabadulds a-kimotripszin enzim jelenlétében 65 ora
elteltével: 49,2% (GF4); 38,1% (GF2); 451% (GF1)
szignifikansan magasabb, mint enzimmentes kdrnyezetben
(KT1).

A PSI-Dox konjugatum esetében a hatéanyag és a polimer
kozotti kémiai  kotés  észrevehetéen elnyujtottabb  Dox-
felszabadulast biztosit (200 h utan pH 6,5 esetén 13,8%, mig
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pH 7.4 esetén 30,7%) a Dox-nal toltott szalakhoz (Dox/PSI)
képest (200 h elteltével pH 6,5 esetén 23,2%, mig pH 7,4
esetén 87,5%) (2. abra) (KT2).

Dox/PSI PSI-Dox
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2. dbra: Hatéanyag felszabadulds Dox-na toltétt PSI szdlak (Dox/PSI) és Dox-nal
konjugalt PSI szalak (Dox-PSI) esetén.

Mind a konjugalas, mind a toltés esetén a hatéanyag

felszabadulas gyorsabb és teljesebb pH 7,4-es pufferoldatban,
mint pH 6,5-6s oldatban (KT2).

A hidrofil PVA kezdetben pillanatszerii, majd rovid id6n beliil
végbemend (6-8 h) Pred-felszabadulast biztosit, mig a
hidrofob PSI és PCL elnyujtottabb hatéanyag leadasi profillal
rendelkezik (3. abra) (KT2).
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3. dbra: Pred-felszabadulds Pred-nal toltott PVA, PSI és PCL hal6kbol.

A PVA ¢és PSI esetén a pH 7,4-es pufferoldatban a Pred-
felszabadulas gyorsabb (6 h elteltével: 100% (PVA); 27,4%
(PSI)), mint a pH 6,5 pufferoldatban (6 h elteltével 86,8%
(PVA) és 15,3% (PSI)), viszont PCL esetében nem szamottevo
ez a kiilonbség (KT2).
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4.3. Hatéanyag tartalmi szalas mintak sejtekre
gyakorolt hatasanak vizsgalata in vitro koriillmények
kozott (T3., T4, T5))

Az immuncitokémiai vizsgalat alapjan megallapithato, hogy

mind a PDLSC sejtek, mind az SH-SY5Y sejtek tartalmaznak

DIR ¢és D2R dopamin receptorokat, igy alkalmasak a DA-

tartalmu szalas mintak vizsgalatara (4. abra) (KT1).

PDLSC SH-SY5Y

4. dabra: DIR és D2R receptorok jelenlétének immuncitokémiai vizsgalata PDLSC és
SH-SY5Y sejteken. A sejtmag kékkel lathaté (DAPI), mig a DA receptorok zélddel, a
sejtek citoplazmdjaban. Mérce.: 20 um minden esetben.

Az in vitro életképesség vizsgalatok alapjan a PSI-DA-AE 1:2
konjugatum a szabad dopaminhoz képest magasabb
koncentracioban alkalmazhato citotoxikus hatds nélkiil a
humén foggyokérhartya eredetli Ossejt (PDLSC) tenyészetek
¢s az SH-SYS5Y human neuroblasztoma sejtvonal esetében.
200 uM DA 72 oéra alatt elpusztitjia az 6sszes PDLSC sejtet,
illetve gatolja az SH-SY5Y sejtek novekedését. Ezzel szemben
200 uM PSI-DA-AE 1:2 konjugatum nem toxikus a PDLSC
sejtekre nézve ¢és nem csokkenti az SH-SYS5Y sejtek
proliferacios képességét. Ezen feliil mind a PDLSC, mind a
SH-SY5Y sejtek képesek proliferalni a szalas PSI-DA
konjugatumok jelenlétében a kezelés 24 orajarol a kezelés 72
Orajara még relativ magas, 300 uM DA-ra vonatkoztatott
koncentracioban alkalmazva is (5. abra) (KT1).
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5. abra: Szdlas PSI-DA konjugdatumok PDLSC és SH-SYS5Y sejtekre gyakorolt hatdsa
24 és 72 h kezelés kovetden. “Szignifikans kiilonbség az adott napi kontrollhoz képest.
#Szignifikans kiilonbség a 24 oras kezeléshez képest.

A konjugatumok  elnyqjtott  hatéanyag  leadasanak
koszonhetéen nem csak a DA-tartalmu  konjugatumok
esetében érvényes az a megallapitas, hogy a sejtek konjugalt
formaban nagyobb koncentracioban képesek toleralni az
alkalmazott, szabad forméban citotoxikus hatéanyagot, hanem

Dox-szal konjugalt minta esetében is (6. abra).

# = 72h

~ w s

Q o =}

[=] =] =3
*

Relativ életképesség [%)
-
o
o

N [

Kontroll PSI Dox/PSI PSI-Dox Dox

6. dbra: Szalas Dox-tartalmu mintak MDA-MB-231 sejtekre gyakorolt hatdsa 24 és 72
h kezelés kivetSen. "Szignifikans kiilonbség az adott napi kontrollhoz képest.
#Szignifikans kiilonbség a 24 ords kezeléshez képest.

Az ugyanakkora koncentracioban (1 uM) alkalmazott szalas
PSI-Dox  konjugatum  kevésbé  citotoxikus  (relativ
életképesség: 1119% és 254% 24 és 72 bra utan) az MDA-MB-
231 sejtekre nézve, mint a Dox-nel toltott PSI halok (Dox/PSI)
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(relativ életképesség: 68% és 23% 24 és 72 kezelés utan)
(KT2).
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7. dbra: Szdlas PSI-DA konjugdtumok internalizacidjanak vizsgalata konfokadlis
mikroszkopiaval (A) és aramlasi citometriaval (B). Mérce: 10 um minden esetben (A).
A 7. A abran homogén (voros) fluoreszcens jel figyelhetd
meg a sejtek citoplazmdjaban, ami a PSI-DA konjugatumok
internalizaciojat bizonyitja. A PSI-DA konjugatumok sejtek
altali felvétele kvantifikalhaté aramlasi citometriaval (7. B
abra). Az eredmények alapjan a brillantkrezilkék (BCB)
festékkel jelolt konjugatumok fluoreszcens intenzitasa a
kezeletlen sejtek (Kontroll) és a csak festékkel kezelt (BCB)
sejtek kozott talalhatd, ami a konjugatumok PDLSC és SH-
SYSY sejtekbe torténd bejutasat igazolja (KT1).

14



B
Dox Dox ;
600 | Kontroll
500 | 1
£ 400 |
£ i
200 | PSI-Dox
PSI-Dox PSI-Dox g |
=] |
200 | Dox
100 |
0!
0 10? 100 104 10° 10°

Fluoreszcens intenzitas

8. dbra: Szdlas PSI-Dox konjugdtum internalizaciojanak vizsgadlata konfokalis
mikroszkopiaval (4) és aramlasi citometriaval (B). Mérce: 10 um minden esetben (4).

PSI-Dox konjugatummal kezelt sejtek esetében a Dox
bejutasat jelzoé (lila) fluoreszcens jel szintén megfigyelheté az
MDA-MB-231 sejtek esetében is. Habar a PSI-Dox
konjugatum eldsegiti a Dox internalizaciojat az aramlasi
citometria eredmények alapjan (8. B abra), szignifikansan
kevesebb hatéanyag képes bejutni a sejtek magjaba (8. A
abra), tehat a konjugalt formaban 1évé Dox nem képes erds
citotoxikus hatas kifejtésére (KT2).

A citokin-profil vizsgalat alapjan a Pred csokkenti 6 féle, az
MDA-MB-231 sejtek altal termelt citokin (IL-1p; IL-6; IL-10;
IL-18; IL-33; MCP-1) szintjét, ami igazolja a
gyulladascsokkentd hatasat az implantalhatd nanoszalas
struktarak esetén is. 400 uM Pred-nal torténé kezelés esetén a
relativ citokin-szint a felsorolt citokinekre: 49,2; 56,8; 68,0;
81,5; 63,9; 55,6% (KT2).
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5. Kovetkeztetések

A biokompatibilis, elektrosztatikus szalképzéssel eléallitott,
nanoszalas hatéanyag hordoz6 rendszerek nagy fajlagos
feliiletiiknek és a hatéanyag emelkedett biohasznosulasahoz
vezetd amorf kristalyszerkezetiiknek koszonhetden igéretes
jeloltek lehetnek kiilonbozd gyogyszeres terapiak esetén. A
hatéanyag polimerhez torténd konjugalasaval elkeriilhetd a
hatéanyag inaktivadloddsa a funkcidjanak betdltése elott,
valamint degradacioja és gyors kiiiriilése is a szervezetbdl.

A fentebb bemutatott eredmények alapjan elmondhatd, hogy
az eléallitott kiilonféle komplex polimer-hatéanyag rendszerek
biokompatibilitasuknak és szabalyozhat6 hatoanyag leadd
képességiiknek kdszonhetden a késobbiekben alkalmazhatoak
lehetnek klinikai terapiaban, lokalisan kifejtve hatasukat. Ezek
a nanoszalas rendszerek megnovelhetik a gydgyszeres terapia
hatékonysagat, ugyanis segitségiikkel csokkenthetd az
alkalmazott dozis mennyisége, illetve hasznalatuk soran
kevesebb mellékhatassal kell szamolunk a tradicionalis
gyogyszerekhez viszonyitva.

Disszertaciom legfébb, 1j tudomanyos eredményei a
kovetkez6d pontokban foglalhatok Gssze:

T1.: Sikeresen el6allitottam dopaminnal (DA) konjugalt
poliszukcinimidet (PSI-DA) kiilonb6z6 graftolasi fokokkal
(GF: 1, 2, 4) elektrosztatikus szalképzéssel. A polimerhez
konjugalt dopamin ndvekvé mennyisége kisebb atlagos
szalatmérot eredményez (GF4: 613 £ 172 nm; GF2: 179 + 27
nm; GF1:78 + 15 nm), mely alacsonyabb fajlagos teherbiro
képességgel jar (GF4: 0,039 + 0,008 Nm?-g*; GF2: 0,022 +
0,007 Nm2-g; GF1: 0,010 + 0,005 Nm?-g?). A halok kezdeti
modulusz értéke fiiggetlen a dopamin-tartalomtol, az értékek
0,3 és 0,5 N-mm™? kozott talalhatok az Osszes PSI-DA
konjugatum esetében (KT1).

T2.: A hidroféb poliszukcinimid oldhatosaga szignifikansan
né a dopamin katekol-csoportjanak kovetkeztében: 42,3%;
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7,6% és 6,6% oldodott be a GF4, GF2, GF1 konjugatumokrol
ilyen sorrendben. A GF4-es konjugatum esetén a szabad
szukcinimid gytrtk hidrolizise 8 ora elteltével hirtelen
megemeli a beoldodott konjugatum mennyiségét. A PSI-DA
konjugatumok elnyujtott hatdanyag felszabadulast biztositanak
foszfat pufferben: a GF4-es konjugatumrol szabadul fel a
legtobb dopamin 65 ora elteltével (20,5%), ezt koveti a GF2
(14,5%) és a GF1 (13,4%) konjugatum. A kinetikai vizsgalat
alatdmasztja, hogy a dopamin-felszabadulds a széalak
feliiletérél torténik és nem a konjugatumok beoldodasa a
limitalo 1épés. A dopamin-felszabadulas a-Kimotripszin enzim
jelenlétében 65 ora elteltével: 49,2% (GF4); 38,1% (GF2);
45,1% (GF1) szignifikansan magasabb, mint enzimmentes
kornyezetben (KT1).

T3.: Bebizonyitottam, hogy a PSI-DA-AE 1:2 konjugatum a
szabad dopaminhoz képest magasabb koncentracioban
alkalmazhatd  citotoxikus  hatds nélkil a  human
foggyokérhartya eredetii 6ssejt (PDLSC) és az SH-SY5Y
human neuroblasztéma sejtvonal esetében. 200 uM DA 72 6ra
alatt elpusztitja az 6sszes PDLSC sejtet, illetve gatolja az SH-
SY5Y sejtek novekedését. Ezzel szemben 200 uM PSI-DA-
AE 1:2 konjugatum nem toxikus a PDLSC sejtekre nézve ¢s
nem csokkenti az SH-SYSY sejtek proliferacios képességét.
Ezen feliil mind a PDLSC, mind a SH-SY5Y sejtek képesek
proliferalni a szalas PSI-DA konjugatumok jelenlétében a
kezelés 24 orajarol a kezelés 72 orajara (300 pM DA-ra
vonatkoztatott koncentracioban alkalmazva).
Immuncitokémiai modszerrel megallapitottam, hogy a PDLSC
sejtek rendelkeznek DIR ¢és D2R dopamin receptorokkal.
Aramlasi citometriaval és konfokalis mikroszkopiaval
kimutattam, hogy a PSI-DA konjugatumok képesek bejutni
mind a PDLSC mind az SH-SY5Y sejtekbe (KT1).

T4.:  Megallapitottam, hogy a prednizon (Pred)
poliszukcinimid (PSI) és e-polikaprolakton (PCL) szalakba
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torténd juttatasa nem befolydsolja jelent6sen az atlagos
szalatmér6t (PSI: 420-460 nm; PCL: 540-610 nm). Polivinil-
alkohol (PVA) esetében az atlagos szalatméré egyenesen
aranyos az alkalmazott Pred mennyiségével: 157 + 61 (0%
Pred); 212 + 56 (0,5% Pred) és 497 + 117 nm (1% Pred).
Magasabb Pred koncentracié alacsonyabb fajlagos teherbird
képességhez (0,151 £ 0,006 (0% Pred); 0,164 + 0,009 (0,5%
Pred) és 0,081 + 0,005 Nm?g! (1% Pred)), kezdeti
moduluszhoz (2,794 + 0,339 (0% Pred); 1,972 + 0,212 (0,5%
Pred) és 0,650 = 0,104 Nm?-(mm-g™) (1% Pred)) és maximalis
megnyulashoz (7,8 + 0,7 (0% Pred); 3,8 + 0,2 (0,5% Pred) és
2,6 + 0,2 mm (1% Pred)) vezet.

PSI esetében a névekvd Pred-tartalom hatasara (0; 0,5; 1%) a
fajlagos teherbiroképesség csokken (0,233 + 0,009; 0,126 +
0,005; 0,136 + 0,009 Nm?-g?), de a kezdeti modulusz
novekszik (0,701 + 0,0019; 1,680 + 0,099; 2,373 + 0,270
Nm?-(mm-g?)).

PCL esetén az alkalmazott Pred mennyisége (0; 0,5; 1%)
egyenesen aranyosan noveli a fajlagos teherbird képességet
(0,018 + 0,004; 0,139 + 0,004; 0,165 + 0,012 Nm?g?), a
kezdeti moduluszt (0,007 = 0,001; 0,043 £+ 0,003; 0,050 +
0,006 Nm?-(mm-g?)) és a maximaélis megnyulast (7,6 + 0,3;
35,4 +0,9; 44,8 £ 0,7 mm).

A hidrofil PVA kezdetben pillanatszerii, majd rovid idén beliil
végbemené (6-8 h) Pred-felszabadulast biztosit, mig a
hidrofob PSI és PCL elnyujtottabb hatdanyag leadasi profillal
rendelkezik. A PVA és PSI esetén a pH 7,4-es pufferoldatban
a Pred-felszabadulas gyorsabb (6 ora elteltével: 100% (PVA);
27,4% (PSI)), mint a pH 6,5 pufferoldatban (6 ora elteltével
86,8% (PVA) és 15,3% (PSI)), viszont PCL esetében nem
szamottevo ez a kiilonbség.

A Pred csokkenti 6, MDA-MB-231 sejtek altal termelt citokin
(IL-1B; IL-6; IL-10; IL-18; IL-33; MCP-1) szintjét, ami
igazolja a gyulladascsokkentd hatasat az implantalhato
nanoszalas strukturdk esetén. (400 pM Pred-nal torténd
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kezelés esetén a relativ citokin-szint a felsorolt citokinekre:
49,2; 56,8; 68,0; 81,5; 63,9; 55,6%.) (KT2).

T5.: Sikeresen konjugaltam doxorubicint (Dox) PSI
polimerhez (PSI-Dox konjugatum), majd elektrosztatikus
szalképzéssel nanoszalakat formuldztam ezekbdl, illetve
doxorubicinnel toltdtt PSI-szalakbol (Dox/PSl).

A PSI-Dox konjugatum esetében a hatdéanyag és a polimer
kozotti kémiai kotés észrevehetéen elnyujtottabb Dox-
felszabadulést biztosit (200 6ra utan pH 6,5 esetén 13,81%,
mig pH 7,4 esetén 30,67%) a Dox-nal toltott szalakhoz képest
(200 ora elteltével pH 6,5 esetén 23,15%, mig pH 7,4 esetén
87,53%). Mind a konjugalas, mind a toltés esetén a hatdoanyag-
felszabadulas gyorsabb és teljesebb pH 7,4-es pufferoldatban,
mint pH 6,5-6s oldatban, ami a PSI hidrolizisének a
kovetkezménye.

Az ugyanakkora koncentracioban (1 pM) alkalmazott szélas
PSI-Dox  konjugatum  kevésbé  citotoxikus  (relativ
¢letképesség: 111% és 254% 24 ¢és 72 ora utan) MDA-MB-
231 sejtekre nézve, mint a Dox-nel t6ltott PSI halok (Dox/PSI)
(relativ életképesség: 68% és 23% 24 és 72 kezelés utan), ami
az elnytjtott hatdbanyagleadas, illetve a kiilonb6z6, sejtek altali
internalizacids mechanizmus kdvetkezménye.

Habar a PSI-Dox konjugatum eldsegiti a Dox internalizacidjat
az MDA-MB-231 sejtek esetében, szignifikansan kevesebb
hatéanyag képes bejutni a sejtek magjaba, ezért a konjugalt
formaban 1évé Dox nem képes erds citotoxikus hatas
kifejtésére (KT2).
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