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1. Bevezetés

Az elmult évtizedekben jelentds szerepet kapott a bioldgiai uton lebomld polimerek
alkalmazasa a gyogyaszatban, mivel minimalis toxicitas €s kiemelkedden j6 biokompatibilitas
jellemzé rajuk. Megoldast jelent a daganatos megbetegedések ellen, mivel a molekula
méretének szabalyozhatdsdgaval irdnyitott és elnyujtott hatdanyag leadéasra képesek, ami azt
jelenti, hogy a célszervbe tudjak juttatni a hatdéanyagot, ezzel is kimélve a szervezetet [1]. A
kordbbi hatékony gyogyszereknél problémat jelentett a megfeleld dozisban vald
alkalmazhatosdg a toxikus mellékhatdsok miatt. A biodegradabilis polimer nanorészecskék
éppen ebben kiilonboznek elddjeiktdl. Képesek elnyujtott és iranyitott hatdoanyag leadasra,
ami csOkkenti a kezelés gyakorisagat, ezaltal kevésbé megterheld az emberi szervezet
szamara. Sajnos napjainkban még a legtobb gyodgyszer nem képes erre, ezaltal nagyobb
mennyiségben kell a hatdanyagot a szervezetbe juttatni, hogy a célszervhez megfeleld
koncentracioban jusson el [2].

A biokompatibilitas elengedhetetlen tulajdonsaga egy gyogyszerhordozé rendszernek. Ez
azt jelenti, hogy a szervezetben nem valt ki gyulladaskeltd, mérgez6 hatast vagy
immunolégiai valaszreakciokat. Gyogyszerhordozo rendszereknek altaldban természetes vagy
szintetikus polimereket valasztanak. Ezek egyik tipusa a kolloid részecskék, melyek mérete a
nanométeres tartomanyba esik. A nanorészecskék elonye, hogy a sejtfelvétel 15-250-szerese a
mikrométer méretli részecskékhez képest, és kis méretének koszonhetden nem zarja el a
legvékonyabb hajszalereket sem [3].

Tobbféle polimert is kiprobaltak mar ilyen célokra, de a legalkalmasabbnak a politejsav
(PLA) és a poliglikolsav (PGA), illetve a tejsav és glikolsav kopolimer (PLGA) bizonyult.
Legfobb eldnye, hogy biokompatibilis, nem toxikus, mivel tejsavra és glikolsavra hidrolizal,
melyek metabolizalhatok a szervezetben. Az ilyen polimerek kiilonb6z6 hatdéanyagok,
fehérjék €s hormonok szallitasara is alkalmasak [4,5].

A polimer nanorészecskék szerkezete tobbféle lehet. Vannak nanogdmbok ¢és
kapszulaszeriiek, melyeknek a belsejében taldlhatd a hatdéanyag, de lehetnek matrixszeriiek,
melyeknél a hatdoanyag a matrix anyagban talalhat6. Eléallitasuk torténhet nanoprecipitacios
eljarassal, mellyel a nanométeres mérettartomanyba es6 részecskék hozhatok 1étre [1].

A szaklaboratéoriumi munkdm sordan nanoprecipiticioval foglalkoztam ¢és ezzel a

modszerrel probaltam meg elérni tobbféle hatdanyag kapszulazasat.



2. Irodalmi attekintés

2.1 Eloallitasi modszerek

Nanoprecipitdacio

A nanoprecipitacios modszert Fessi és munkatarsai fejlesztették ki a *80-as évek végén és
’90-es évek elején nanorészecskék eldallitdsara, mely egy konnyen kivitelezhetd, egyszeri és
jol reprodukalhat6 eljaras a nanométeres mérettartomanyba eso részecskék eldallitasara [6].

Nanoprecipitacid soran két fazis érintkezik egymassal, egy vizes, mely a stabilizatort
tartalmazza és egy vizzel elegyedd szerves fazis, mely a kapszulazandd hatdéanyagot és a
polimert foglalja magaba. Szerves oldoszerként az acetont hasznaljak legaltalanosabban,
mivel parologtatassal konnyen eltavolithatd ¢és hivatalosan is engedélyezett olddszer a
gyogyszerészeti alkalmazasokban [7]. Nanoprecipitacidé soran csak vizzel -elegyedd
oldoszerek hasznalhatok, melyeknél a diffuzid sebesség elég gyors a spontan emulzio
kialakitasdhoz [8]. A folyamat ugy jatszodik le, hogy a szerves fazist a vizes fazisba adagolva
az elegyités soran a polimer olddszere fokozatosan kiszorul, a polimer kicsapodik, és ekdzben
a hatéanyag a polimer belsejébe keriil. Tulajdonképpen egy olddszercsere torténik, mely soran
nanométeres mérettartomanyba esd részecskék spontdn keletkeznek. Az igy késziilt
részecskek jol reprodukalhatok. Robosztus modszer és nem sziikséges hozza bonyolult és
draga berendezés [1]. Megoldhato altala a méretnovelés is, vagyis meghatarozott
részecskeméret érhet6 el és elkeriilheto a toxikus oldoszerek hasznalata, ami felettébb fontos
egy gyogyszer formula megtervezésénél.

Nem rég kifejlesztettek egy mikrofluidikai eljarast is a PLGA nanorészecskék
Lhagyiizemi” eldallitdsdra, hogy nagy mennyiségben hozzanak [étre kontrollalhato és
reprodukélhaté fizikai-kémiai tulajdonsagi nanorészecskéket, ellentétben a tombfazisbeli
szintézisekkel. A mddszer minél nagyobb kitermelésének elérésével foglalkozik Jong-Min
Lim és kutatdcsoportja [9].

Tobb  kutatéesoport foglalkozik a nanoprecipitacioval eldallitott hatéanyaghordozok
fejlesztésével, az egyik cél a minél nagyobb kapszulazasi hatékonysag €s hatéanyagtartalom
elérése. Tobb kiilonbozd polimerrel is miikddik az eljaras, azonban a gyakorlatban ez lesziikiil
a leggyakrabban alkalmazott PLA-ra és a PLGA-ra [1]. A kiilonb6z6é méretii részecskék
eldallitasa végett valtoztattak a rendszer paraméterit, igy példaul az oldoszer, a stabilizator €s
a polimer fajtijat és mennyiségét. Polimerként PLGA-t, PCI-t (polikaprolakton), PCA-t
(policianoakrilat) stb., stabilizatorként Pluronic F68-at, dextran-t, Tween 20-at, illetve PVA-t



(polivinilalkohol) hasznaltak. A kiilonb6z6 komponensek kombinaldsaval 100-560 nm-ig
terjed6 mérettartomanyba eso részecskéket allitottak eld [6].

Meglepden kevés cikk sziiletett egy Ilényeges témaval, mégpedig az eldallitott
nanorészecskék sterilizdlasaval kapcsolatban. Ez els6sorban a parenterdlis alkalmazas soran
lényeges szempont. Ha ily modon szeretnénk alkalmazni, mindenképpen meg kell felelnie a
gyogyszerkonyvben elbirtaknak. Meglehetdsen nehéz alkalmas modszert talalni rd, mivel
autoklavot hasznalva az észter kotést tartalmazo részecskék hidrolizis Utjan degraddlodhatnak.
Héérzékeny polimerek 1évén még tovabb csokken a valaszthatd technikak szama. igy esett a
valasztds a 0,22 pum-es pérusméreti membrannal vald steril szlirésre, mivel a joval kisebb
méretli (200 nm alatt) nanorészecskék a sziirén atjutnak, mig a nem kivanatos organizmusok
azon fenn akadnak. Ez a mddszer kivaldan alkalmas kémiailag és termikusan érzékeny
polimerek részecskék sterilizalasara, mivel nincs karos hatdsa a polimerre, vagy a
hatéanyagra. Ezen feliil egyszerli, gyors és hatékony eljaras a sterilizalasra [10]. Ebbdl a

szempontbdl is fontos, hogy meghatarozott méretli részecskéket tudjanak eldallitani.

Emulzios modszer

Az emulzios modszer a legnagyobb irodalmi hattérrel rendelkezo €s leginkabb alkalmazott
technika ebben a t¢émakorben. Abban kiilonbozik a nanoprecipitaciotol, hogy a folyamat soran
vizzel nem elegyedd oldoszert alkalmaznak szerves fazisként, és nagyobb (mikro
mérettartomanyba es0) részecskék allithatok eld. Ezaltal mas a lebomlasi €s a hatéanyag
felszabadulasi ideje, a szerkezete porusosabb. Ezzel a modszerrel is kiilonb6zd vegyliletek
,csomagolhatok™ a polimer részecskébe [6].

Hasonl6an a nanoprecipitacidhoz, itt is egy vizes és egy szerves fazis érintkezik egymassal.
Az egyszerli emulziés mddszer soran a polimert és a kapszuldzandé hatéanyagot feloldjak egy
vizzel nem elegyedd, illékony szerves oldoszerben, példaul diklérmetanban, etilacetatban
vagy kloroformban. Ezt a szerves oldatot nagy mennyiségli, stabilizatort tartalmazd vizes
fazishoz keverik. A kapott emulzidt a szerves olddszer elparologtatasa céljabol kevertetik, és
ennek eredményeképp egy vizes szuszpenziot kapnak. Ezzel a technikaval leginkdbb a
hidrofob molekulak kapszuldzasa valosithatd meg.

Az emulzidés modszerek masik csoportja a dupla emulzids eljaras, mely sordn V/O/V (viz-
az-olajban-a-vizben) rendszereket allitanak eld, mellyel a hidrofil vegyiiletek kapszuldzasa
oldhat6 meg. Az alkalmazott hatdanyagot a vizes fazisban feloldjak, majd az oldatot intenziv
kevertetés mellett a polimert tartalmazo, vizzel nem elegyedd szerves oldatba emulgeéljak. Az

igy létrejott emulziot nagy mennyiségli stabilizatort tartalmazd vizes fazisba keverik, ¢€s
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ezaltal Iétre jon a kettds emulzid. A szerves olddszer elparologtatisa utan megkapjak a
vizoldhat6 hatdéanyag polimer matrixban 1évé vizes diszperziojat [6,11,17].

T. Niwa munkéja soran 1,2-1,5 um mérettartomanyba es6 részecskéket allitott eld intenziv
kevertetés €s nagynyomasti homogenizator segitségével hidrofil és hidroféb hatéanyag
molekuldk kapszulazasakor. A gyengén vizoldhato (hidrofob) molekula esetében kloroformos
rendszert hasznalva szerves fazisként, ¢és PLGA (50:50)-t polimerként, 2,48%-o0s
hatéanyagtartalmat ért el [12].

A mddszer jol reprodukalhatd, viszonylag olcsé technika mikrométeres mérettartomanyba

eso részecskék eldallitasara.

Kisozasos modszer
A kis6zdsos mddszer mind az emulzids mind a nanoprecipitacios technika egy részlépése
lehet, mely soran elektrolitot adnak a vizes fazishoz, ezaltal a szerves olddszer kicsapodik.
Ibrahim MgCly-ot hasznalt aceton kisézasara, és igy ért el nanoméretli részecskéket.

Megallapitotta, hogy a két fazis elegyitése soran a keverési sebesség valtoztatasaval vagy a

crer

crcr

nm-ig valtozé nanorészecskéket, sziik részecske méreteloszlassal. PVA-t (polivinilalkohol)
tartalmazo, elektrolittal vagy nem-elektrolittal telitett vizes oldatot adott a polimert tartalmazo
szerves fazishoz folyamatos kevertetés mellett. A telitett vizes fazis meggatolta a szerves
oldoszer keveredését a vizzel, ez a kis6zasos Iépés. Kis6zo agensként MgCl-ot és Mg-
acetatot hasznalt [14,15].

A modszer elénye, hogy nem hasznal feliiletaktiv anyagot €s klorozott oldoszert, ezzel is

csokkentve a toxicitas lehetdségét, a kapott termék konnyen rediszpergalhato [6].



2.2 Polimer gyogyszerhordozo, PLGA
Leggyakrabban alkalmazott polimer gyogyszerhordozé a PLA (politejsav) és PGA

(poliglikolsav) kopolimerizaciojaval 1étrehozott PLGA (tejsav és glikolsav kopolimere).

Q o'
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1.4abra A politejsav (PLA) és a tejsav-glikolsav kopolimere (PLGA)

Kivalo biokompatibilitdsa, mechanikai szilardsdga és bioldgiai Gton vald lebonthatdsaga
miatt valt ennyire népszertivé [16]. Polikondenzacidval és gylirii-nyitdsos polimerizacioval is
szintetizalhat6 vegylilet. Degradacioja sordn tejsav és glokilsav keletkezik, ami a szervezet
szamara nem toxikus. Fontos megérteni a degradacié6 mechanizmusat, hiszen ez altal valosul
meg az elnyujtott hatdanyag leadas. Kétféle moédon degradalédhat a molekula; tombfazisbeli
¢s feliileti erozid altal, mely sordn a polimerben taldlhatd észter kotés hidrolizise (2. dbra)
kovetkezik be. A szervezetben enzim katalizalt hidrolizis Utjan bomlik le tejsavra és
glikolsavra [17]. A hatdéanyag leadasnal fontos paraméter a polimer részecske mérete és
alakja, ami biztositja az egységes hatoanyag leadast, ezért torekszenek minél sziikebb
méreteloszlasu részecskék eldallitasara. A nanoméretli gyogyszerhordozdkat kiilonbozo

modon lehet a szervezetbe juttatni, példaul: oralisan, intravénasan €s parentenalisan [18].
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2.abra A PLGA hidrolizise

Masik fontos paraméter az eldallitott nanorészecske polaritdsa, mivel a PLGA részecske
feliilete tilsagosan hidrofob, ha bekeriil a szervezetbe, a fehérje adszorpcidé miatt rovid Gton
kitiril onnan. Ennek elkeriilésére, modositani kell a polimer feliiletét, mely eredményeképp

mar kevésbé lesz hidrofob. A hossza keringési id6 lehetdvé teszi, hogy a nanorészecske



eljusson a célzott szervbe, és ott megfeleld koncentracioban leadja a hatdoanyagot. A PLGA
toltésének megvaltoztatasaval is kedvezdbb keringési 1d6t érhetiink el. A nanorészecske
feliiletét polietilén-glikol (PEG) réteggel lehet boritani. Altala minimalizalodik a fehérje
adszorpcio, ezaltal novekszik a véraramban eltoltott 1d6, csokken a hatdanyag karos
mellékhatasa, melldzni lehet a toxikus segédoldoszereket, €s igy megnovekszik a célzott
hatéanyag leadasi képesség [16,19,20].

A Pluronic® markanéven forgalmazott PEO-PPO-PEO poli(etilén-oxid)-poli(propilén-
oxid)-poli(etilén-oxid)-dal (3. dbra) eredményesen lehet a feliiletmodositast megvalositani. Az
amfifil karaktere miatt feliiletaktiv tulajdonsdgot mutat, emiatt hasznalhatjdk hidrofob
feliiletek bioanyagok stabilizalasara. A PEO-PPO-PEO blokk kopolimerben 1évé hidrofob
szegmens a molekulat a polimer felszin¢hez rogziti. A hidrofil PEO lancok hidrofil jellegtivé

valtoztatjak a nanorészecskét azaltal, hogy a diszperzios kozegbe hatolnak [21].
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3.abra Pluronicok altalanos 0sszetétele

2.4 A tuberkulézis

A tuberkuldzis, mas néven glimdkor, vagy tbc évszazadok Ota hatalmas pusztitast végzo
bakterialis fertdzés, melyet a Mycobacterium tuberculosis (Mtb) baktérium okoz.
Leggyakrabban a tiidét tamadja meg, de a kozponti idegrendszerben is karosodast okozhat.
Altalaban a nem megfelel higiénias koriilmények idézik el6, és sajnos a Fold lakossaganak
kozel egyharmada fertézott a baktériummal. Evente kozel masfél millié ember halalat okozza
[22,23].

Kezelésére eldszor szteptomicint (STM) hasznaltak, majd ezt felvaltotta az izoniazid (INH)
nevll hatéanyag. Kezdetben a kezelési 1d6 rendkiviil hosszu volt, majd a folyamatos
fejlesztéseknek héla végiil mar csak 6 honapra csokkent ez az idétartam. A kezelés soran
felvetddik egy igen komoly probléma, miszerint a Mth, miutdn a makrofagok bekebelezik,
képes gatolni a gazdasejt bizonyos funkcioit, és ott hosszu ideig életképes marad [19,24].

Tobbféle antituberkulotikum létezik, és ezek kombindldsaval hatékonyan gyogyithatd a

tbc. Ugyanakkor rezisztens és multirezisztens torzsek fejlddtek ki, melyekre az eddigi



gyogyszerek hatastalanok. A halalesetek 13%-at a multirezisztens torzsek okozzak. Eppen
ezért sziikségessé valt tovabbi hatdanyagok felfedezése €s kifejlesztése.

A hatdéanyagok fejlesztésének egyik lehetdsége, hogy a mar ismert tulajdonsagu
vegyiileteket baktériumhoz célzottan kotddé molekularészekkel, peptidszekvenciakkal
konjugaljak, amivel fokozhat6 a specifikussaguk és a sejtfelvételiik [19].

Az elmult évtizedben nagy jelentOségre szert tevd biodegradabilis polimer nanorészecske
alapt hordoz6 rendszerek alkalmasnak bizonyulhatnak az antituberkulotikumok szallitisara.
Altaluk megvalésithatd az elnydjtott hatéanyag leadas és a célszervhez megfeleld
koncentracidban torténd eljuttatdsa a hatdoanyagnak, mely csokkenti a kezelés gyakorisagat,
ezzel csokkentve az esetleges karos mellékhatasokat [20,22].

Az Eotvos Lorand Tudoményegyetem Hatarfeliileti- és Nanoszerkezetek Laboratorium
kutatocsoportja sikeresen kapszuldzott PLGA nanorészecskébe INH-t és INH-konjugalt
turberkul6zis elleni hatéanyagokat, mellyel INH-ra nézve 0,5%-0s, INH-konjugaltra nézve

43%-o0s hatéanyagtartalmat értek el [20].



3. Célkituzés

A TBS5 csaladba tartoz6 hadrom uj antituberkulotikum hatéanyag jeldlt molekula PLGA
nanorészecskékbe torténd kapszuldzasara teszek kisérletet. A valasztott hatdéanyagok a
TB501, TB503 és a TB517, melyeket az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatdcsoportban
szintetizaltak. Ezek a molekuldk in vitro kisérletekben hatdsosnak bizonyultak
Mycobacterium tuberculosis ellen.

A kolloidalis gyogyszerhordozo rendszereket nanoprecipiticiés modszerrel tervezek
késziteni, mivel ezt a modszert az ELTE Hatarfeliileti- és Nanoszerkezetek Laboratoriumaban
mar sikeresen alkalmaztdk hasonld célokra. Az eléallitott gydgyszerhordozdé méretének és
felileti tulajdonsagainak jellemzésére dinamikus fényszorodas mérést, valamint
elektrokinetikai potencial mérést alkalmazok.

Keresem a megoldast, amivel novekedés érhetd el a gydgyszerészeti szempontbol két
fontos paraméterben, a hatdéanyagtartalomban és a kapszuldzasi hatékonysagban. A célom az,
hogy megismerjem hatéanyag molekulak polaritasa és a kapszulazhatosaguk kozotti
kapcsolatot. A tapasztalatok alapjan modositom a nanoprecipitacid koriilményeit ugy, hogy a
PLGA nanorészecskék hatdanyagtartalmaban ndvekedést érjek el.

Probalok magyarazatot talalni a kis hatéanyagtartalomra az oldhatésaggal valo 6sszefliggés
alapjan.

Ezekbdl informaciot kapok a részecske méretére, hatdanyagtartalmara, végiil pedig a
gyogyszerhordoz6d elektrokinetikai potencialjanak valtozasabol kovetkeztetek a hatdanyag

térbeni helyzetére.
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4. Kisérleti rész

4.1 Felhasznalt anyagok

Nanorészecskék eldallitasara, hatdanyag meghatarozésara:

PLGA 50/50, tejsav/glikolsav kopolimer 50% tejsav és 50% glikolsav arany, M=40 000-
75 000 Da, Sigma-Aldrich, Németorszag

Pluronic® F127, My=12600 g/mol, PEO-PPO-PEO blokk kopolimer 101/45/101 monomer
arany, BASF Hungaria Kft., Magyarorszag

Aceton 99,95% a.r., Molar Chemicals Kft., Magyarorszag

NaCl tisztasag: > 99,8 % a.r., Sigma-Aldrich a.r, Németorszag

TBS hatéanyag csoport, MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport

Kétszer desztillalt viz, vezetoképessége < SmS, feliileti fesziiltsége > 72 mN/m23°C-n

Uvegeszkdzok tisztitasahoz:
hidrogén-peroxid:kénsav frissen készitett 1:2 térfogataranyu elegyét hasznaltam.
Hidrogén-peroxid 30% technikai Molar Chemiclas Kft., Magyarorszag

Kénsav 96% laboratériumi célra Molar Chemicals Kft., Magyarorszag

4.2 TBS csalad, mint hatéanyag jelolt molekulak

Harom hatéanyag jeloltet (TB501, TB503, TB517) (4. és 5. é&bra) valasztottam ki a
kisérletek céljabol. Ezeket az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport szintetizalta, ¢€s
bocsatotta rendelkezésemre. Ez a harom hatéanyag molekula az ugynevezett in silico modszer
alapjan sziiletett meg, mely azt jelenti, hogy szamitogépes algoritmusok alapjan megjosolhato,
hogy melyek azok a vegyliletcsaladok, amik egy adott cél baktérium életfunkcidihoz
nélkiilozhetetlen enzimet képesek blokkolni [19].

A molekuldk bizonyos paramétereit szamitogépes programok alapjan hatdroztam meg.
Ilyen tényez6 az oktanol/viz megoszlasi hanyados (logP), melyet a Molinspiration nevii on-
line programmal becsiiltem meg. Ennek az értékét fontos tudnunk, mivel ez a
gyogyszerkémiaban a gyodgyszerek szervezetbeni sorsat alapvetéen meghatdrozo lipofilitas
szamszerl jellemzésére szolgal [25]. A hatdéanyagok antituberkulotikus hatasat kisérletileg

hataroztak meg, melyet minimalis inhibicids koncentracio (MIC) értékkel jellemeztek.
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4. abra TB501szerkezeti képlete 5. abra TB503 szerkezeti képlete

Hat6anyag neve | logP :L\g/lrgl
TB501 2,776 | 20
TB503 3,407 | >100
TB517 1,559 | >100

1. tablazat A hatdanyagok logP és MIC értéke

A hatéanyagok bakteriosztatikus hatasanak kvantitativ jellemzésére a minimalis inhibicids
koncentraciét hasznaljadk. Minimum Inhibitory Concentration-MIC: az a minimalis
antibikrobidlis koncentracid, melynél a mikroorganizmusnak lathato novekedését nem

¢észleljiik egy €jszakan at torténd inkubalas utan [26].

4.3 Mintakészités

I.  Oldatkészités

A nanoprecipitdcié soran egy vizes és egy szerves fazis elegyedik egymdssal, a viz
kicsaposzerként is funckiondl. A vizes féazis tartalmazza a stabilizatorként alkalmazott
felilletaktiv anyagot, a Pluronoic® F127-et, a szerves fazis pedig a polimerként hasznalt
PLGA (50:50)-et és a hatdéanyagot. A kisérlet soran valtoztattam a vizes €s a szerves fazis
aranyat, szerves fazisként acetont hasznéltam, régzitett stabilizator és a PLGA koncentracid
mellett.

A hatdanyagot és polimerként alkalmazott PLGA (50:50)-et acetonban oldottam fel.
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térfogatarany
vizes fazis szerves fazis (szerves:vizes)
/ml
. térfogat | F127 | térfogat | PLGA | TB501 | TB503 | TB5017
minta
/ml /mg /ml / mg / mg / mg / mg
1. 1,5 15 0,94 0,89 1,22 )
l.a 15 15 1,5 15 0,92 * - - 1:10
2. 4,5 4,5 1,5 15 1,76 1,74 2,3 1:3
3. 4,5 4,5 1,5 15 - 7,57 - 1:3
4. 15 - 1,5 15 - - - 1:10

* Az 1.a esetben a hatéanyag mellé 15 mg F127-et mértiink be a szerves fazisba

2. tablazat Az eldallitott gyogyszerhordozod részecskék paraméterei.

Héarom recept alapjan dolgoztam, melyekben fokozatosan noveltiik a bevitt hatdbanyag
tomegét, és valtoztattam a szerves és vizes fazis aranyat.

Az elsd recept soran kisérletet tettem arra is, hogy ha a Pluronic® F127-et a szerves
fazisban a hatdanyaggal egyiitt oldom, milyen hatassal van a nanorészecskék stabilitasara,
illetve észlelhetd-e barmiféle kiillonbség.

Egy maésik kisérlet azt a célt szolgalta, hogy megmutassa, sziikség van-e a stabilizatorra.

Ennek adatait az 2. tablazat utolso sora tartalmazza.

II.  Elegyités
Azt kovetden, hogy az anyagok feloldodtak a megfelelé fazisokban, a két oldatot
elegyitettem. A stabilizatort tartalmazé vizes fazist 20 ml-es szcintillacios iivegbe mértem,
keverdbabat raktam bele, majd a tomegét lemértiik négy tizedes pontossaghh mérlegen. Ezutan
a vizes fazist magneses keverdre helyzetem ¢és 500 fordulat/perc-es kevertetés mellett,
Hamilton fecskendds automata adagoldval 3 pl/s sebességgel beleengedtem a hatdéanyagot és

a PLGA (50:50)-et tartalmaz6 acetonos oldatot.

II.  Tisztitas

Az acetonos oldatot elszivofiilke alatt magneses keverdvel kevertettem, mig az aceton el
nem parolgott. Az aceton elparologtatasa utan az esetleg elparolgott vizet pétoltam.

Ezutan a vizes szuszpenzidt 15 ml-es centrifugacsObe ontdttem, €s 6000 g-n 10 percig
centrifugaltam, hogy az esetleg aggregaldodott polimer részecskéket és a kicsapddott
hatdéanyagot elkiilonitsem a nanoszuszpenziotol. A kililepedett résztdl elvalasztottam a
feliiluszot és szétosztottam megfeleld szamu kisebb, 2 ml-es centrifugacsovekbe. Ezeket

haromszor centrifugadltam 12000 g-n, 23°C-on, 20 percig, majd a feliiliszokat eltavolitottam
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¢és kétszer desztillalt vizzel rediszpergaltam a részecskéket, ezaltal a kozeget fokozatosan
kétszer desztillalt vizre cseréltem. A tobbszords tisztitds soran minimum 10*-szeresére higult
a nanorészecskéket tartalmazod szuszpenzid kozege. A kész vizes nanoszuszpenzidkat
egyesitettem, ezutan dinamikus fényszorodasméréssel méretmeghatarozast végeztem.

Megmeértem a részecskék zeta-potencidljat €s a nanoszuszpenzid egy részét liofilizaltam.
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4.4 Vizsgalati modszerek
4.4.1 Hatéanyagtartalom és kapszulazasi hatékonysag

A PLGA nanorészecskék hatdanyagtartalmat UV-lathaté spektrofotmetrias modszerrel
hataroztam meg. A méréseket Analytic Jena Specord 40 nevii UV-lathato spektrofotométerrel
készitve kalibral6 oldatsorozatot készitettem.

A mérés elso 1épéseként felvettem a tiszta aceton abszorpcids spektrumat referenciaként,
utdn megallapitottam a maximalis elnyelés helyét. Ez alapjan 340—450 nm tartomanyban
felvettem az abszorpcids spektrumokat, és meghatarozott abszorpcids csticsok értékeire
kalibral6 egyenest szerkesztettem. A kalibraldst mind harom hatéanyag molekuldnal
elvégeztem. Minden egyes mintanal harom parhuzamos mérést végeztem 25°C-on.

A liofilizalt nanoszuszpenzié adott mennyiségét (1 mg) 1 ml acetonban oldottam, és az
elézéleg meghatarozott kalibralo-egyenes segitségével a hatdanyag koncentracidjat
fotometridsan megmértem. Ebbdl kiszamitottam a PLGA nanorészecske hatéanyagtartalmat.

A kapszuldzasi hatékonysdg megmutatja, hogy a rendszerbe bevitt hatéanyag héany
szazalékat sikeriilt a PLGA részecskébe juttatni, melyet a liofilizalt szuszpenzid tomegébdl, a
hatéanyagtartalombdl és a bemért hatéanyag mennyiségbdl szamitottam ki.

A hatoéanyagtartalmat és a kapszulazasi hatékonysagot az alabbi Osszefliggések alapjan

szamoltam ki.

m(hatoanyag a nanorészecskékben)

kapszulazasi hatékonysag =
P ysag m(ésszes bevitt hatoanyag)

m(hatéanyag a részecskékben)
m(PLGA nanorészecske)

hatéanyagtartalom =

4.4.2 Dinamikus fényszoras méreés

A PLGA nanorészecskék hidrodinamikai atmérdjét ¢és méreteloszlasra utald
polidiszperzitast dinamikus fényszordédas méréssel hataroztam meg. A mérést Brookhaven

dinamikus fényszorodas mérd berendezéssel (5. dbra) végeztem [27].

15



A miuszer alkalmas dinamikus és sztatikus fényszorodas mérésére. Lehetove teszi polimer

rendszerek altalanos jellemzését. Mozgasban 1évd részecskék esetében a Doppler-effektus

crer

crer

elemzését a térerd autokorrelacios fliggvény altal végezziik el:

g(vy=Aexp(-I),

ahol 7 a korrelacios id6, 1/I" pedig a relaxacios idS. I'=Dgq*, ahol D a kollektiv diffizios

allando, ¢ pedig a szorasi vektor:

qg=4nn/Asin(6/2) ,

ahol n a kdzeg torésmutatdja, A a lézer fényforras hulldimhossza, 6 a szorasi szog.
Ha a részecskék gomb alakuak ¢és a fény intenzitdsanak fluktuacioja csakis transzlacios

diffuzio kovetkezménye, akkor méretiik az Einstein-Stokes egyenlet alapjan szamithato:

D():kB 173 TU’]d 5

ahol k a Boltzmann-allando, T a hémérséklet, n a kozeg viszkozitasa, d a részecske
atmérdje [27].
A hidrodinamikai atméré meghatarozasan kiviil informaciot kapunk a méreteloszlas

szélességére is a polidiszperzitas index (PD) meghatarozasaval.

PD=(c/d)’,
ahol ¢ a standard deviaci6 és d az atlagos részecske atmeérd [19].
A meéréseket 90°-o0s szorasi szognél, 488 nm-en, 25°C-on vizes kdzegben tizszeres higitas
mellett végeztem. A részecskeméret és polidiszperzitas index meghatirozdsa a tisztitott

nanoszuszpenzidval tortént, mintanként harom parhuzamos méréssel.
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6.abra A fényszorodasmérd berendezés elvi rajzal*”!

4.4.3 Az oldhatosag vizsgalata

A TB503 hatoéanyag jelolt molekulanak vizben vald oldhatosdganak meghatarozasara
oldatsorozatot készitettem és megmértem az abszorbanciajukat. Els6 1épésként felvettem egy
kétszer desztillalt vizes referencia abszorbanciat, majd megmértem az oldatokat. Az elsé
tajékozodod mérés utdn megallapitottam a maximalis elnyelés hulldimhosszat (416 nm). Majd a
kivalasztott hullamhossztartomdnyban folytattam a meghatarozasokat. Az oldatokat
felkeverve és iilepedés utan is megmértem.

A méréseket Analytic Jena Specord 40 nevii UV-lathatd spektrofotométerrel

végeztem.

4.4.4 Elektrokinetikai potencial meghatarozasa

A szilard és a folyadék fazis egymashoz viszonyitott elmozduldsakor egy vékony

folyadékréteg a szilard részecskével egyiitt mozdul el. A szilard részecskékkel egyiitt illetve
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az attol fiiggetleniil mozgd folyadékrétegek hataran mérhetd potencidl az Gn. zeta-potencial
[27].

A 1ézer Doppler elektroforézis soran a feliileti toltéssel rendelkezd kolloid részecskék
mozgkényosdgat hatarozzuk meg a Doppler-effketust kihasznalva. A fény szorédik a
mozgasban 1év0 részeke feliiletérdl és igy a frekvencidja eltolédik. Ezt az eltolodast
interferometrikus modszerrel tudjuk mérni. A gyakorlatban koherens lézerpar nyaldbot
haszndlunk, melyek a forrasbol szarmaznak. A toltott részecskéhez érve a szorodd nyaldb
eltériil, a masik nyaldb viszont valtozatlanul atmegy a cellan. A cellat elhagyva a két nyalab
keresztezi egymas utjat. A toltott részecskék mobilitasa a kovetkezd Osszefiiggés alapjan
szamithato:

USV/E |
ahol u. az elektroforetikus mozgékonysag, E egységnyi elektromos térerd, v. pedig a
vonatkoztatott mozgési sebesség. Az elektroforetikus mozgékonysagbol az elektrokinetikai
potencial kiszamithat6 [19,27].

A Kkisérleteket Malvern Zetasizer NanoZ tipusu késziilékkel végeztem. A mintakat NaCl
oldattal beallitott allando, 2 mM-os ionerdsség mellett 25°C-on vizsgaltem. Mintanként

harom parhuzamos mérést végeztiink.

+ . e Tk

= + = + -
+
- +
= .
+
) Nernst
+ potencial

Részecske koriili elektropotencial

Zeta-potencial

; — Kettos réteg
Kottt réteg fe
(Stern réteg) | | — Diffiz réteg
I
Elektro-
negativ

részecske

Pozitiv ionok koncentracioja
Negativ ionok __ T
koncentracioja ! L

7. abra a Zeta-potencial®*!
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4.4.5 Liofilizalas

A mintak tartositasara liofilizalast alkalmaztam. A liofilizalas vagy més néven fagyasztva
szaritds, tartositasra szolgald viztelenités. A folyamat sordn el6szor megfagyasztjdk a
viztelenitendd anyagot, majd vakuumot idéznek el6 (csokkentik a nyomast). A folyamat soran
a részecskék szerkezete nem sériil, ezért alkalmas a kolloidalis gyogyszerhordoz6 rendszerek
tartositdsdra. Ezzel a moddszerrel a nanorészecskék fizikai-kémiai tulajdonsagainak

megorizhetdek, és megfeleld stabilizalas esetén a részecskék rediszpergalhatoak is.
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5. Eredmények és értékelésiik

5.1 Hatoanyag meghatarozas és kapszulazasi hatékonysag

Mivel a f6 célom a hatéanyagok PLGA gyogyszerhordozoba vald foglalasa volt, az

eldallitott nanorészecskék meghatarozott hatoanyagtartalmat és kapszulazasi hatékonysagat

Osszefoglalva mutatom be a 4. tablazatban.

E két paraméter meghatarozasahoz az egyes hatdanyagokra kapott maximalis elnyelésnél

felvett kalibracios gorbéket hasznaltam. A maximalis elnyeléseket a kiilonb6z6 hatdoanyag

molekuldk esetén a 3. tdblazat mutatja.

3. tablazat A harom hatdéanyag molekula spketrumbol megkapott elnyelési maximum

A hatodanyagok kalibracios egyenesei a 8., 9. és a 10. dbrakon lathatoak.

Hatéanyag neve | Ama/nm
TB501 385
TB503 385
TB517 387

0.8 4
E 06
2
o, dq
=T
0.4
] E quation y=a+bx
0.2 Adj. R-Sgquare| 059738
i B Intercept
0.0 4 B Slope
T t T . T 7 T T T F T T
0,000 0,002 0,004 0,008 0,008 0,010
c(a/l)

8. abra A TB501 acetonos oldatanak abszorbanciaja a koncentracio fiiggvényében
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1.2 o
1.0 4
0.8 +
E 064
w
o
) 4
=
0.4 -
] Equation y=a+ b*
024 Adj. R-Sguare 0,99941
Value Standard Error
1 B Intercept -0,00118 0,0055
004 B Slope 51,08773 0,83451

T ; T - T ; T ; T ; T ; T ; |
0.000 0.002 0.004 0.006 0,008 0.010 0.012 0,014
c (g/)
9. abra TB503 acetonos oldatanak abszorbancidja a koncentracié fiiggvényében

1.0 4
0.8 A
0.6
E
8
- 0.4 4
02 Equation y=a+b%
’ Ad. R-Square | 0,00944
4 Value Standard Error
B Itercept | 0,00608 0,00477
0.0 4 B Slope &7 57647 0,4507
T k T d T v T d T
0,000 0,005 0.010 0.015 0,020
¢ (gh)

10. 4bra TB517 acetonos oldatanak abszorbancidja a koncentracié fiiggvényében

Az egyes feloldott mintdk spektruma a valasztott hullimhossz tartoményban a 11., 12. és
13. 4bran lathatd. A hadrom hatdéanyag megndvekedett elnyelési spektruma azt mutatja, hogy
novekvé mennyiségii hatéanyagot sikeriil a nanorészecskékbe juttatni a kisérleti paraméterek

valtoztatasaval.
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11. abra TB501 hatéanyagtartalma az 1. és 2. minta készitési modszer alapjan késziilt PLGA nanorészecskékben
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12. abraTB503hatoanyagtartalma az 1., 2. és 3., minta készitési modszer alapjan késziilt PLGA

nanorészecskékben
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13.4bra TB517 hatoéanyag tartalma az 1. és 2. minta készitési modszer alapjan késziilt PLGA nanorészecskékben

Az els6é minta készitési mdodszer esetén mind a hatdanyagtartalom mind a kapszuldzési
hatékonysag értekek igen kicsik (4. tablazat). A hatéanyagtartalom még a 0,3%-ot sem érti el.
A 2. mintdk készitése soran alkalmazott valtoztatas, kisebb szerves/vizes fazisarany, kétszeres
hatéanyag mennyiség a vart javulast eredményezte, a még mindig kicsi hatéanyagtartalom 3-
4-szeresére novekedett.

A harom hatéanyag koziil a legnagyobb, 1% koriili hatéanyagtartalmat mutat6 TB503
esetében tovabbi modositast végeztem az eldallitds paramétereiben, ami tovabbi, ezuttal 2-
szeresre novekedett hatdanyagtartalmat eredményezett. Ez a valtoztatas a bemért hatéanyag
tomegének 8,5-szeresére valdo novelése volt (figyelemre méltd, hogy ez nem csokkentette
jelentdsen a kapszulazasi hatékonysagot).

Tovabbi jellemzéje még az eldallitott hatéanyag hordozoknak, hogy a kapszulazasi
hatékonysag alacsony, 1-2% koriili érték. Ha a prepardcid sordn a nem kapszulazott
hatéanyagot kinyerjiik és ujra felhasznaljuk, az javithat az eljaras sikerességén.

Fontos Osszefliggés lathatd a harom anyag kapszulazasi hatékonysaga ¢és a molekulak
becsiilt logP értéke kozott. Mindegyik minta készitési modszerénél érvényes az, hogy a
nagyobb logP-vel rendelkezd TB hatéanyagok jobban kapszulazhatéak a PLGA

nanorészecskékbe.
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1. minta 2. minta 3. minta
HT | KT | HT | KH | HT | KH | logP
(%) | (%) | (%) | (%) | (%) | (%)
TB501 | 0,14 | 0,60 | 0,7 | 1,9 - -
TB501*| 0,12 | 0,52 | - - - -
TB503 | 0,24 | 1,16 | 0,9 | 1,84 | 2 | 1,26 | 3,407
TB517 | 0,2 | 045 | 0,6 | 1,58 | - - 1,559

2,776

4. tablazat Hatoanyagtartalom (HT %), kapszulazasi hatékonysag (KT %) és logP értékek a harom hatéanyag és

kiilonboz6 mintakészitési paraméterek esetén

A 4. tdblazat adatai alapjan azt is megallapithatjuk, hogy az F127 stabilizator hatéanyag
mellé valé bemérése szemmel lathatoan nem befolydsolta a hatéanyagtartalmat vagy a
kapszuldzasi hatékonysagot. Masik észrevétel a 4. szamll minta alapjan, hogy stabilizator

nélkiil a minta rovid idon beliil aggregalodott.

5.2 Részecske méret

A hatéanyagtartalmi PLGA részecskéknek meghataroztam az atlagos méretét és a
poldiszperzitasat. A DLS (Dynamic Light Scattering) mérések eredményét az 5. tablazat

foglalja 0ssze.

Hatoanyag | 1. minta 2. minta 3. minta
neve d/nm PD d/nm PD d/nm PD

TB501 133 0,09 128 0,17 - -
TB501* 136 0,08 - - - -
TB503 136 0,08 127 0,12 130 0,16
TB517 135 0,09 116 0,12 - -

5. tablazat A hatéanyagottartalmazo PLGA részecskék atlagos atmértdje (d) és polidiszperzitas indexe (PD)

A nanoprecipitacioval eldallithatd részecskék mérete 135 nm korili érték, néhany nm-es
ingadozassal. Ebbdl latszik, hogy reprodukalhatéoan lehet a nanorészecskéket eldallitani. A
kiilonb6zd hatdanyag bemérések esetén azt tapasztaltam, hogy a hatdéanyag jelenléte nem
befolyésolja a hatéanyag nélkiili polimer nanorészecskék méreteit. A polidiszperzitas értékek
alapjan megallapithato, hogy mindegyik rendszer sziik méreteloszlasu.

A tiidébe kozvetleniil 100-200 nm kozotti részecskék juthatnak csak be, igy a mért adatok

megfelelnek ezen elvarasoknak.
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5.3 Az oldhatdésag hatasa a hatéanyagtartalomra és a kapszulazasi hatékonysagra

Az egyik lehetséges oka annak, hogy kis hatdéanyag tartalmti PLGA részecskéket kaptam, a
hatéanyag vizben valé oldhatosaga lehet. A TB501, TB503 és TB517 a becsiilt logP értékiik
szerint (4. dbra) hidrofob jellegli anyagok, de bizonyos mértékben olddédhatnak a vizben is.
Tekintve a hatdanyag kis mennyiségét és a vizes fazis térfogatat, ez befolyasolhatja a
megoszlasat a PLGA ¢és a vizes fazis kozott. Ezért megprobaltam a TB503-as molekuldra
meghatarozni a vizben valé oldhatosagat. Ehhez széles koncentracid tartoméanyban (0,0015 g/l
- 0,2 g/l) készitettiink oldatokat, és mértiilk az abszorbanciajukat. Koriilbeliil 0,2 g/1-t6l volt
lathat6 az oldat aljan kiiilepedett hatéanyag.
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14. abra A TB503 oldhatosaganak mérése

Ezeket a rendszereket felkeverve és iilepités utan is megmeértiik. A 14. abran az iilepitett
rendszerek elnyelése van feltiintetve.
Az abszorbancia koncentracié fliggésébdl €s a rendszer megfigyelésébdl azt allapithatjuk

meg, hogy a TB503 vizben val6 oldhatésaga koriilbeliil 0,1 g/1.
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Minta VV}Z‘;; fléZiS mTB/SS;,gmért cTBSO;,;i/zles fizis
1. 15 0,89 0,059
2. 4,5 1,74 0,387
3. 4,5 7,57 1,68

6. abra TB503 bemérés és koncentracid a vizes fazisban a harom mintakészités esetén

Amint a 6. tdblazat mutatja, az 1. minta esetében a rendszerbe bevitt TB503 fel tud oldddni
a jelenlevd vizes fazisban, igy érthetd a PLGA nanorészecskék rendkiviil kicsi, 0,24%-0s
hatéanyagtartalma. A 2. és 3. minta esetében mar meghaladja a bevitt TB503 mennyisége a
vizben valo oldhatosagot, és valoban novekedett is a kapszulazodas mértéke 4- illetve 8-
szorosara (4. tablazat), bar nem olyan nagymértékben, mint ami a bevitt hatdanyag
mennyiségébdl kovetkezhetne. A nem kapszuldzodott hatdanyag egy része feltehetden
kicsapodott a vizes fazisban, és a tisztitasi Iépések soran tavolitottam el.

Ahhoz tehat, hogy ndvelni tudjuk a PLGA nanorészecske hatdéanyagtartalmat — egyrészt
tekintettel kell lenniink a vizben vald oldhatosagra, masrészt eld kell segiteni a hatéanyag
PLGA-val val6 kolcsonhatasat. Az adott hidrom TB vegyiilet hidrofobitasanak ¢és
kapszulazhatdsaganak 6sszehasonlitasabol arra kovetkeztetiink, hogy ennek modja a molekula
hidrofébitasanak novelése. Ez példaul alkil lanc konjugaldsaval, vagy komplexalassal

megvalosithato.

5.4 Elektrokinetikai potencial meghatarozasa

Az eloéallitott nanorészecskék feliileti toltését az elektroforetikus mobilitds mérésével
vizsgaltam. A 7. tablazatban az eldallitott hatdanyagot tartalmazé PLGA nanorészecskék

elektrofoterikus mobilitasat (i) és az abbol szamolt zeta-potencialjat (¢) tiintettem fel.

1. minta 2. minta 3. minta

eloallitasi eloallitasi eloallitasi

modszer modszer modszer
HT |KH | @ 10% | ¢/ | HT |KH| p10% | &/ |HT |KH| p10% | &/
(%) | (%) | m®*V'sT | mV | (%) | (%) | m*V's! | mV | (%) | (%) | m*V's! | mV
TB501 | 0,14 (0,60 -1,744 |-22,210,70(1,90| -0,909 |-11,6 | - - - -
TB501*|0,12 /0,52 | -1,805 -23 - - - - - - - -
TB503 | 0,24 (1,16 -1,729 |-22,1{0,90|1,84| -1,01 -12,9 12,00/1,26| -0,645 | -8,23

TB5017/0,20(0,45| -1,36 |-17,3 0,60 |1,58| -0,768 |-9,81 | - - -

7. tablazat Az eldallitott részecskék elektroforetikus mobilitasal (), zeta-potencialja (£)
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A 7. tablazat értékei alapjan megallapithatjuk, hogy a hatdéanyag tartalom novelésével és a
vizes fazis térfogatdnak csokkentésével (1.-t61 3. minta eldallitdsi modszerig) az
elektroforetikus mobilitasbol szdmitott zeta-potencial ért¢kek mindharom hatéanyag molekula
kapszulazasa soran kisebb negativ értéket vesznek fel. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a
PLGA részecske feliileti toltése a TB molekula abszorpcidja miatt valtozott meg.

A hatdéanyag molekuldk tercier-amin csoportokat tartalmaznak, melyek pH 5-6s kozegben
protonalodnak. Az eredetileg a PLGA lancvégei miatt nagyobb negativ zeta-potencialt mutatd
részecskek feliiletén megkotédd pozitiv toltésii hatdbanyag molekuldk a zeta-potencial
eltolodasat eredményezik.

A hatbéanyagok zeta-potencial értékei kozti hasonldsag (1. minta eléallitasi modszer TB501
¢s TB503 kozott) és kiillonbség (1. minta eléallitdsi modszer TB501/TB503 és TB517 kozott)
(7. tablazat) a toltésekkel magyarazhatd. A TB501 és TB503 hasonl6 értéke két szabad pozitiv
toltésének, mig a TB517 eltérd értéke a molekula négy pozitiv toltést mutatd csoportjanak
tulajdonithato.

A molekulak becsiilt méretének ismeretében szamitast végeztem arra, hogy az adott
hatébanyagokbol milyen mennyiség felel meg a PLGA részecske monomolekulas
boritottsaganak. Egyetlen PLGA részecske a szamitashoz felhasznalt adatai a 8. tablazatban

lathatoak.

1 PLGA részecske adatai
atmérdje (nm) 136
térfogata (nm’) | 1317090
felszine (nm”) 58107

tomege (ng) | 1,58%10°

8. tablazat Egy darab PLGA nanorészecske adatai

1. minta eldallitasi modszer | 2. minta eldallitasi modszer | 3. minta eldallitasi modszer
n / mol A/ am? n / mol 4/ om? n / mol 4/ m?
TB501 | 5,067*107% 5492 2,386%10™%° 25862 - -
TB503 | 9,324*107% 10107 3,498%10° 37917 7,77%107% 84224
TB517 | 5,460%107%! 3288 1,69%102° 29592 - -

9. tablazat A hatéanyag molekuldk anyagmennyisége () és az adszorpcids rétegként szamitott helyigénye (4)

egy PLGA nanorészecskére vonatkoztatva

27




A ChemDraw nevii program segitségével meghataroztam a TB vegyliletekre egy molekula
méretét, és ebbdl az altala elfoglalt teriiletet. Ez a TB501 és TB503 esetén 1,8 nm*-nek, mig a
TB517 molekula esetén 3 nm” adédott. Az adott hatbanyag tartalom alapjan kiszamitottam,
mekkora feliiletet foglalna el a PLGA részecske feliiletén adszorbalodva az egyes mintaknal a
hatdanyag, feltételezve, hogy a PLGA belsejébe nem zarddott.

A 9. tadblazat adatai azt mutatjak, hogy a monomolekulas rétegként elképzelt hatdéanyag
helyigény csak a 3. minta készitési eljardssal kapszuldzott TB503 haladja meg a PLGA
részecske feliiletének nagysagat. Ez a TB503 anyag 3 mintdja. Ezek alapjan elmondhatd, hogy
ebben az esetben a TB503 hatdéanyag a PLGA részecske belsejébe biztosan keriilt.

Ezt a kovetkeztetést a 15. abra is aldtdmasztja, ahol a hatéanyagtartalom fiiggvényében

abrazoltuk a zeta-potencialt.

15

20 4

-25

0.0 0.5 1.0 1.5 2.0 245
HT %

15. abra A zeta-potencial a hatdéanyag tartalom (HT%) fiiggvényében TB503 esetén

A zeta-potencidl valtozasa az 1% hatéanyagtartalomndl, a nagyobb mértéki feliileti
megkotddés miatt még jelentds. A tovabbi 2%-ra novekedett hatdanyagtatrtalomnal a kisebb
mértékii a feliilettel kapcsolatos valtozas. Ez tehat arra utal, hogy a 3. mintandl mar a PLGA

nanorészecske belsejébe is keriilt kapszuldzott hatéanyag.
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Szakdolgozat 6sszefoglalo

Biodegradabilis kolloid részecskék eléallitasa és alkalmazasa hatoanyag
bevitelre

Hanyecz Noémi, kémia alapszakos hallgato

ELTE TTK Kémiai Intézet, Fizikai Kémiai Tanszék

Témavezets:  Dr. Kiss Eva, egyetemi tanar
ELTE, Fizikai Kémiai Tanszék

Konzulens: Gyulai Gergé, tudomanyos segédmunkatars
ELTE, Fizikai Kémiai Tanszék

Szakdolgozati munkam soran hatéanyag jelolt molekuldk nanoprecipitacios modszerrel eldallitott,
PLGA alapu, kolloidalis gyogyszerhordozoba torténd kapszulazasaval foglalkoztam. A hatéanyag
harom, Mycobacterium tuberculosis ellen hatasos molekula volt: TB501, TB503, TB517.

Meghataroztam az eléallitott gyogyszerhordozdo PLGA részecskék gydgyszerészeti paramétereit, a
hatéanyagtartalmat ¢és a kapszulazhatéosagi hatékonysagot, valamint méret- ¢€s zeta-ponetcial
meghatarozassal jellemeztem a rendszereket. A dinamikus fényszérassal mért atlagos atméré 130 nm-
nek adodott, ami abba az elényds mérettartomanyba esik, amely rendszerek tetszdleges méddon
adagolhatoak.

Osszefiiggést talaltam a harom anyag kapszuldzhatosiga és a logP-vel jellemzett hidrofobitdsa
kozott, bar mindharom molekula esetében kicsi volt a hatdéanyagtartalom és a kapszulazhatosagi
hatékonysag is. Ezek ndvelése érdekében mddositottam a nanoprecipitacio koriillményeit. A modositas
a szerves/vizes fazis térfogataranyanak novelése, valamint a hatdéanyag szerves fézisbeli
kétszeres ndvekedést értem el a PLGA nanorészecskék hatéanyagtartalmaban.

Bemutattam, hogy a sikeres hatéanyagtartalom novekedés a (kdzepesen) hidroféob hatéanyagok
vizben vald oldhatosagaval van Gsszefliggésben. A mennyiségi viszonyok és a zeta-potencial értékek
elemzésébdl azt a kdvetkeztetést tudtam levonni, hogy a hatéanyag részben adszorpcioval a feliilethez
kotodik, részben a nanorészecske belsejében helyezkedik el.

A mérési eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a nanoprecipitaciéval eldallitott PLGA
részecskékbe torténd kapszulazhatosadg novelhetd az optimalis eldallitasi paraméterek megtalalasaval,

de feltehetden tovabb javithat, ha a molekula hidroféb jellege is novekszik.
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Preparation of biodegradable colloid nanoparticles and use as drug delivery
systems
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In the course of my thesis work I prepared PLGA based drug loaded nanoparticles using the
nanoprecipitation method. Three drugs candidates were chosen because of their effectiveness against
Mycobacterium tuberculosis: TB501, TB503, TB517.

I determined the pharmacological parameters, the drug content and the encapsulation efficiency of
the prepared PLGA particles. I also characterized the particles by their size, size distribution and zeta-
potential. The hydrodynamic diameter of the particles was around 135 nm, an ideal size range for all
kind of administration.

A connection was found between the drug content of the particles and the hydrophobicity of the
molecules characterized by their logP. Relatively low encapsulation parameters were obtained for all
three drug molecules. To increase the drug content and encapsulation efficiency the formulation
conditions have been modified. The changes involved the increase of the organic/aqueous phase ratio
and the concentration of the drug in the organic phase. In the case of TB503 an eightfold increase in
drug content was achieved.

I demonstrated that the improvement of the drug content is incorporated with the water solubility of
the relatively hydrophobic drugs. Taking into consideration the quantities of the drug, the size of the
particles and their zeta-potential values, it was concluded that the drug molecules are partially present
on the surface of the PLGA nanoparticles, but are also partially incorporated into the polymer matrix.

According to the results it was possible to improve the encapsulation of the drug candidates into
PLGA particles prepared with the nanoprecipitation method by changing the formulation conditions.

The similar result could be also achieved by increasing the hydrophobicity of the drug.
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