Uj tipusu poli(aszpartamid) alapi hatéanyag konjugatumok és
gélek kifejlesztése orvosi és gyégyszerészeti célokra

Doktori Tézisek

Juriga David

Semmelweis Egyetem

Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola

[ SEMMELWEIS
| EGYETEM

* 1769 N

Témavezetd: Dr. Zrinyi Mikl6s, MTA tagja, egyetemi tanar
Hivatalos biralok: Dr. Nemes Péter, DSc., egyetemi tanar
Dr. Budai Marianna, PhD., egyetemi adjunktus

Szigorlati bizottsag elndke: Dr. Torok Tamas, DSc., professor emeritus
Szigorlati bizottsag tagjai:  Dr. Klebovich Imre, DSc., egyetemi tanar
Dr. Huszthy Péter, DSc., egyetemi tanar

Budapest
2018



1 Bevezetés

Polimerek orvosi és gyogyszerészeti alkalmazasaira
szinte szadmtalan példat talalhatunk egészen a csomagold
anyagoktol kiindulva, a kiilonb6z6 implantatumok és
gyogyszerformuldk segédanyagain at, a korszerli sztentekig
vagy hatéanyag leadd rendszerekig bezarolag. Eppen ezért
nem meglepd, hogy napjaink gydgyszerészeti é€s
orvosbioldgiai kutatdsainak a kdzéppontjdban is kiillénbozd
polimerekre ¢épiild anyagok allnak. Ezek kozil is a két
leginkabb kutatott alkalmazas a gyogyszerészet teriiletén a
hatéanyag hordozod rendszerek, mig az orvosbiologiai
kutatasok kozott a mesterséges szovetépitéshez hasznalt
szovettamaszok kiépitése. Ilyen jellegli alkalmazasoknal
fontos, hogy a polimer molekula biokompatibilis, vagyis a
szervezetbol nem valtson ki immunvalaszt, és biodegradabilis,
tehat a szervezet altal lebonthaté legyen. Ezeket a polimereket
nevezhetjiik biopolimereknek.

llyen biopolimerekre ¢épiilé gyogyszerhatoanyag-
hordoz6 rendszerek segitségével novelhetjiik a hatéanyag
hasznosulasat a szervezetben, illetve vizoldhatdsagat vagy
éppen lipofilitasat, valamint képesek vagyunk elérni a
hatbéanyag terapias célponthoz vald eljutasat és szabalyozott
leadasat. Ennek segitségével csokkenthetjiik az alkalmazott
hatéanyag mennyiségét igy az altala kivaltott mellékhatasokat
is, mikdzben a terapia hatékonysagat nagymértékben
megnovelhetjiik. A polimer-hatbanyaghordozé rendszerek
egyik csoportja a polimer-hatéanyag konjugatumok, amelyek
esetében a hatéanyag kovalens kotéssel kapcsolodik a hordozo
polimer molekulahoz. Ezek a makromolekularis el6-hatdéanyag
formulak 6nmagukban inaktivak, a hatdanyag felszabadulasa a
célszervben valamilyen normal metabolikus folyamat vagy a
kornyezet valamely tulajdonsaganak (pl.: pH, hémérséklet)
megvaltozasara adott valaszreakcid hatasara torténhet. A



konjugatumokbol elektrosztatikus szalhtizas alkalmazésaval
nano-szalas rendszereket allithatunk el6, amelyek tovabb
ndvelhetik a hatdanyag hasznosulasat a szervezetben.

Biopolimerekre épiil6 anyagokat alkalmazhatunk
szOvettamaszként a szovetmérnokség teriiletén. A folyamat
soran a paciens sajat reprodukciora képes sejtjeinek
izolalasaval, majd a szovettamaszon torténd szaporitasaval
allithatjuk el a kivant mesterséges szovetet, amelyet ezutan
visszaiiltethetiink a sériilt teriiletre. A szovettdmaszoknak
hasonl6 tulajdonsagokkal kell rendelkeznie, mint a természetes
extracellularis matrixnak (ECM), amely a kotoszoveti sejteket
koriilvevé egy kollagénbdl és egyéb polimerekbdl allo 3
dimenzids halézat. Az ECM a kismolekulak illetve a sejtek
szamara atjarhatd, dinamikusan valtozé rendszer, amelynek
egyik feladata, hogy a sejtek szdmara tamasztérendszert
biztositson osztodasuk soran. Ehhez hasonld anyagok a
polimer hidrogélek, amelyek egy 3 dimenzios polimer térhalod
és az azt kitoltd viz vagy vizes oldat elegye. Ebbdl kifolyolag
rendelkeznek mind a folyadékok (pl.: kis molekuldk szamara
atjarhatoak), mind pedig a szilard anyagok (pl.: alaktartoak,
deformalhatoak) tulajdonsagaival, igy szovettamaszként
alkalmazhatoak lehetnek. Mivel a hidrogélek tulajdonsagait az
alkalmazott polimer hatarozza meg, ezért fontos a megfeleld
polimer kivalasztasa.

A fehérjékhez hasonld kémiai szerkezetii szintetikus
poli(aminosav)-ak alapjaul szolgalhatnak mind konjugatumok,
mind pedig hidrogélek szintéziséhez, azonban ezen
biopolimerek szintetikus uton torténd eldallitasa nehézkes és
koltséges. Kutatasaim ezért az egyik egyszeriien eldallithato
poli(aminosav), a poli(aszparaginsav) és szarmazékainak az
el6z6ekben bemutatott alkalmazasara fokuszaltak.



2 Célkitiizés

PhD kutatomunkam f6 célja volt a poli(aszparaginsav)
és szarmazékainak gyogyszerészeti és  orvosbiologiai
alkalmazasanak vizsgalata. Célkitlizéseim az alabbi pontokban
foglalhatdak ossze:

1. Kiilénb6zé kémiai 6sszetételi poli(aszpartamid)-dopamin
konjugatumok szintézise ¢és fizikai tulajdonsagainak
vizsgalata. A dopamin leszakadasi kinetikdjanak
feltérképezése kiilonboz6 enzimek jelenlétében.

2. A konjugitumokat felhaszndlva nano méret tartomanyba
esO szalas implantaitumok eldallitasa elektrosztatikus
szalhtzassal. A formuldzas hatasanak vizsgalata a
dopamin leszakadas kinetikdjara, illetve a szélas
rendszerek in vitro citotoxicitasanak vizsgalata.

3. Kiilonb6z6 kémiai  Osszetétell és  rugalmassagu
poli(aszparaginsav) alapu hidrogélek szovettamaszként
valé alkalmazhatosaga MG-63 oszteoblaszt tipusu sejtek
tenyésztéséhez. A gélek  stabilitasanak, illetve
biodegradabilitasanak vizsgalata a sejttenyésztés soran
alkalmazott koriilmények kozott.

4. Az elozoekben hasznalt gélek szovettimaszként vald
alkalmazhatosdga human periodontalis ligamentum
(PDL) eredetli Ossejtek esetén. A kritikus paraméterek
valtoztatdsa a sejtek életképességének ndveléséhez.

5. Dopaminnal modositott poli(aszpartamid) alapu gélek
alkalmazhatosaga human PDL 0Ossejtek tenyésztéséhez.

3  Modszerek
3.1 Poliszukcinimid (PSI) és poli(aszpartamid)

alapu konjugatumok és polimerek eloallitasa
A poli(szukcinimid)-et L-aszaraginsav  termikus

s

°C-n, foszforsav katalizator jelenlétében (1. abra). A nyers



polimert ezutdn dimetilformamidban oldottam majd vizben
csaptam ki. A sziirést kovetden a polimert nagy mennyiségl
vizzel mostam a semleges pH ecléréséig. Elozetes
eredményeink alapjan a PSI 4tlagos molekulatomege 26 és 31
kDa koz¢ esett [1-3].
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1.abra: PSI szintézise és modositasa dopaminnal, dopaminnal és
aminoetanollal, illetve RGD tripeptiddel

A PSl-ben talalhato ismétlodo egység, a szukcinimid
gylrit konnyedén modosithatd primer amin csoportot
tartalmazd  vegyiiletekkel = szobahOmérsékleten.  Ennek
koszonhetéen, amin  csoportot tartalmazo  hatéanyag
alkalmazasaval poli(aszpartamid) alapti polimer-hatéanyag
konjugatumokat szintetizalhatunk. Kutatomunkdm soran
dopamin hatdanyagot kapcsoltam a PSI lanchoz kiilonb6z6
mennyiségben, illetve a dopamin mellett 2-aminoetanolt
alkalmaztam a konjugatum vizoldhatésaganak novelésére (1.
abra). A mintdk nevében talalhatdé GF (graftolasi fok) a
monomer/dopamin molaranyat jellemzi. A dopamin tartalmi



konjugatumokon kiviil Arg-Gly-Asp (RGD) tripeptiddel
kiilonb6z6 mértékben mddositott polimereket is szintetizaltam,
amelyeket poli(aszparaginsav) gélek eldallitasahoz hasznaltam
fel (1. abra). Az elGallitott polimerek kémiai szerkezetét
FTIR-ATR illetve 'H-NMR ¢és ‘H-'H COSY NMR
technikakkal igazoltam.

3.2 Dopaminnal modositott konjugatumok

formulazasa elektrosztatikus szalképzéssel

A hazilag elkészitett elektrosztatikus szalképzéshez
hasznalt késziilék egy fecskend6bdl, tompa fém Hamilton
tihegybdl, egy fecskendéopumpabol és egy egyenaramu
tapegységbdl allt. A pozitiv polus (13-15 kV) a fémtiire, mig a
negativ polus egy a tiivel szemben elhelyezett alufoliaval
beboritott  gylijtdé lemezre volt kapcsolva [3]. Az
elektrosztatikus szalképzés soran a mintdk oldhatosagatol és
kémiai Osszetételétdl fiiggden kiilonbozo oldoszereket illetve
oldoszer keverékeket alkalmaztam a konjugatumok kiilénb6z6
gyljtélap tavolsdga minden minta esetében 15 cm volt. Az
elkészitett szalas rendszereket ezutan pasztazd
elektronmikroszkopiaval, kétfoton és atomer6
mikroszkopidval vizsgaltam. A szalas mintdk kémiai
Osszetételét FTIR-ATR spektroszkopiaval jellemeztem.

3.3 Por illetve szalas konjugatumok fizikai
tulajdonsagainak  (oldhatdsag, oldhatésag
kinetika, lipofilitis, membran permeabilitas)
jellemzése
A por allagd  konjugatumok  oldhatosaganak

meghatarozasahoz 0,1 g konjugatumot helyeztem 11 mL ultra

tiszta vizbe, majd mértem az oldatok abszorbanciajat
spektrofotométerrel 280 nm-n 24 és 48 ora utan. A mintak



lipofilitdsdnak vizsgalatahoz elkészitettem a mintdk telitett
vizes oldatat majd ugyanolyan térfogata n-oktanollal kevertem
Ossze az oldatot egy razotolcsérben. A keveréket 6sszeraztam
majd 24 és 48 ora utan meghatdroztam spektrofotometrias
méréssel a koncentraciokat a két fazisban, amelyek aranya
megadja a mintak lipofilitasat. Mivel a csak dopamin tartalmt
konjugatumok  oldhatésaga fligg az  id6t6l, ezért
meghataroztam a por illetve nano-szalas konjugatumok
oldhatosag kinetikajat vizben, illetve pH=7,5-es foszfat
pufferben (PBS). Ehhez por mintak esetében 0,3 g mig szalas
mintak esetében 0,05 g mintat helyeztem a kdzegbe és 48
ordig mértem az oldat abszorbanciajat. A membran
permeabilitas jellemzéséhez PAMPA technikat alkalmaztam.
Ehhez 0,5 mg szalas mintat helyeztem a mikrotiter lemezbe,
membran modellként pedig izolecitin dodekanban készitett 20
m/m%-s oldatat hasznaltam. A membran permeabilitas
membran mindkét oldalan 4 és 28 ora elteltével
spektrofotometrias uton.

3.4 Dopamin leszakadasi kinetikajanak
meghatarozasa por, illetve szalas
konjugatumokrol

A dopamin leszakadasi kinetikdjanak a méréséhez a
por, illetve szalas konjugatumokat egy 3,5 kDa-s dializalo
hartyaba helyeztem. Ezutdn a mintdkra 6 mL PBS illetve
Bromelain vagy a-Kimotripszin PBS-ben készitett oldatat (3
mg/mL) helyeztem, mig a dializalé hartyan kiviilre 60 mL
PBS-t toltottem. A leszakadt dopamin mennyiségét a kiilsé
folyadék spektrofotometrias vizsgalatdval hataroztam meg 48
oran keresztiil.



3.5 Szalas konjugatumok citotoxicitasanak

vizsgalata

A szalas konjugatumok citotoxicitasanak
vizsgalatdhoz human eredetii periodontalis ligament (PDL)
ssejteket alkalmaztam. A kisérletek soran 10000 sejt/cm?
sejtstiriséggel dolgoztunk 96 lyukdl mikrotiter lemezen. Az
els6 kisérlet sorozatban 1 pM - 1 mM koncentracid
tartomanyban vizsgaltuk a szabad dopamin, illetve a PSI-DA-
AE 1:2 konjugitumra kotott dopamin hatdsat a sejtek

srer

crer

masodik kisérlet sorozatban a kiilonb6z6 szalas konjugatumok
hatéasat vizsgaltam azonos koncentracion (250 uM), azonban
itt a sejtek morfologidjat kétfoton mikroszkoppal
tanulmanyoztam.

3.6 Poli(aszparaginsav) alapu gélek szintézise

Mivel a PSI koénnyedén reakcioba vihetd primer amin
csoportokat tartalmazé vegyiiletekkel, igy diaminokkal
keresztkotések hozhatdak 1étre a polimer lancok kozott géleket
szintetizalva. A PSI illetve a modositott PSI keresztkotéséhez
két féle diamint, 1,4-diamonbutant (DAB) illetve cisztamint
(CYS) alkalmaztam. A PSI géleket ezutan enyhe lugos
hidrolizisnek tettem ki, igy poli(aszparaginsav) (PASP)
géleket kaptam. A gélekben ezutan a tiol csoportokat dititreitol
(DTT) alkalmazéasaval alakitottam ki. Munkdm soran
létrehoztam kiilonb6zé mértékben dopamint, RGD-t, illetve
tiol oldallancot tartalmaz6 PASP géleket (2. abra).
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3.7 PASP gélek degradaciojanak vizsgalata

A kiilonbozd keresztkotoket tartalmazd PASP gélek
degradaciojat  két  kisérletben végeztem. ElGszor a
sejttenyésztéshez hasznalt illetve a sejtek altal termelt enzimek
(Diszpaz, Tripszin-EDTA, Kollagenaz 1I) jelenlétében
vizsgaltam hidrogél korongok tomegvaltozasat 48 napig. A
masodik kisérlet sorozatban g¢l hengereket készitettem és
vizsgaltam a tomegiik, illetve a rugalmassagi moduluszuk
valtozasat a sejttenyésztés soran alkalmazott tapoldat
jelenlétében 18 napig.

3.8 PASP gélek szovettamaszként valé
alkalmazhatésaganak vizsgalata

A gélek szovettamaszként vald alkalmazhatosdgahoz
két féle sejtet (MG-63 human oszteoszarkoma sejt, illetve
huméan PDL 6ssejt) hasznaltam. A mérésekhez gélkorongokat
készitettem, amelyek felszinére 20000 sejtet iiltettem ki 200
uL szuszpenzidoban. MG-63 sejtek esetében az 1., 3., és 6.,
napon mig PDL 0ssejtek esetében az 1., 3., 7., és 14., napon



mértem a sejtek életképességét WST-1 modszerrel. A sejtek
dimenzids szerkezetét kétfoton mikroszkép segitségével
hataroztam meg.

4  Eredmények

4.1 Dopamin leszakadas Kinetikdajanak leirasa por
konjugatumok esetében (T1)

A dopamin leszakadési kinetikajanak leirdsahoz a
szintetizalt konjugatumokat két csoportra osztottuk: az
aminoetanolt is tartalmazo mintak pillanatszeriien oldodtak
vizben, mig a csak dopamint tartalmaz6 mintdk oldhatosaga
fuggott az idotol. Mivel a dopamin leszakadasa az oldat
fazisban 1év6 konjugatumrdl torténik, ezért az elsd esetben egy
1 Iépéses hidrolizisrdl, mig a masodik esetben egy konszekutiv
folyamatrél (oldodds majd hidrolizis) beszélhetiink. gy az
els6 eset felhasznalhato arra, hogy meghatarozzuk a
leszakadasi reakcio rendjét, mig a masodik esetben pedig
megallapithatjuk, hogy a polimer oldhatosaga vagy a dopamin
leszakadasa a sebesség meghatarozo 1épés. Azonban a
dopamin bomlik a reakcio koriilményeken, ezért a reakcid
id6beli lefutasanak ismerete elengedhetetlen a pontos kinetikai
modell kidolgozasdhoz. A 3. abran lathat6, hogy a dopamin
bomlasa linedrisan fiigg az idotol, igy ez egy nulladrendi
reakcioval irhato le (3. a abra). A csak dopamint tartalmazd
konjugatumok  oldhatéosaga linearisan fligg az id6
négyzetgyokétol, ezért az oldhatosag kinetikajat a Higuchi féle
oldhatosag kinetika jellemzi (3. b abra). A dopamint és
aminoetanolt is  tartalmazé  konjugatumok  esetében,
amennyiben a reakcid sebessége egyenesen aranyos a
leszakadt dopamin mennyiségével folyamat elsérendii kinetika
szerint jatszodik le. A 3. ¢ abran lathat6 differencialegyenlet
ezt az esetet szemlélteti, és lathatd, hogy az elméleti és a



kisérleti adatok jo egyezést mutatnak. Rosszul oldodo
konjugatumok esetében a dopamin leszakadas egy Higuchi
féle diffuzioval és az azt kdvetd elsérendii leszakadasi
kinetikaval irhatd le. Ezt végteleniil hossza mérési iddokre
megoldva a 3. d abran 1évé egyenletet kapjuk, ahol latszik,
hogy a logaritmikus tagot abrazolva az id6 fiiggvényében a
mérési pontokra jo egyezéssel egyenes illeszthetd, amely
igazolja a kinetikai leiras helyességét (3. d abra).
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4.2 Elektrosztatikus szalhuzassal eléallitott
dopamin tartalma Kkonjugatumok vizsgalata

(T2)

A pasztazd  elektronmikroszkopids  felvételeken
lathato, hogy homogén, hibahely mentes szalakat allitottam el
a konjugatumokat felhasznalva, amelyek atmérdje a




nanométeres tartomanyba esik (4. a abra). A formulazas
hatassal lehet a konjugatumok oldhatdséag kinetikdjara, amely
befolyasolhatja a dopamin leszakadas kinetikajat. A dopamin
leszakadas kinetikai mérésekbdl 1athatd, hogy a dopamin joval
gyorsabban szabadul fel a szalas konjugatumokrol, mint a por
allagi mintak esetében (4. b abra). Emellett az is
megfigyelhetd, hogy a dopamin leszakaddsa 26 dra elteltével
hirtelen  megnd, amely a-Kimotripszin jelenlétében
jelentésebb, mint PBS-ben. Ez a hirtelen koncentracio
novekedés a  szalas  konjugatumok  makroszkopikus
szétesésének ¢és hirtelen feloldodasanak lehet a kovetkezménye
(4. b abra). Lathatd, hogy az a-Kimotripszin jelenléte
nagymértékben meggyorsitja a dopamin leszakadasat illetve
megnoveli a felszabadult dopamin mennyiségét (4. b abra). A
hatéanyag hasznosuldsat a sejtmembranon vald atjutdsa is
befolyasolja. A PAMPA vizsgalatok alapjan elmondhato, hogy
a dopamin mesterséges membranon vald atjutasat, a csak
dopamint  tartalmaz6  konjugatumok (GF=1 ¢és 4)
nagymértékben megndvelik, a DA-AE ¢és a szabad
dopaminhoz képest. Ez annak koszonhetd, hogy ezek a
konjugatumok  kevesebb  hidroxil csoport oldallancot
tartalmaznak, mint a PSI-DA-AE 1:2. A GF=4-es és a GF=1-
es minta kozotti kiillonbséget feltehetéen szintén ez okozza (4.
¢ abra). A citotoxicitasi vizsgalatok alapjan elmondhato, hogy
sem a dopamin sem a konjugatumra kotott dopamin nem
citotoxikus 1-100 uM koncentraci6 tartomanyban. 250 és 500
uM koncentracional azonban a dopamin mar citotoxikus
hatas(, azonban a konjugatumra kotott dopamin még ebben a
tartomanyban sem csokkenti a PDL 0dssejtek életképességét.
Magasabb koncentracional mind a szabad mind pedig a kotott
dopamin citotoxikus (4. d abra).
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4.3 MG-63 oszteoszarkdma sejtek tenyésztése
kiilonboz6 PASP géleken illetve a gélek
stabilitasa (T3)

Az 5. a abran lathatd, hogy a csak -cisztamin
keresztkotot tartalmazd PASP gélkorongok PBS-ben stabilak,
hiszen tomegilk nem valtozik 42 nap utan sem. Tripszin-
EDTA, illetve Diszpaz jelenlétében a korongok tomege
monoton novekszik, ami kismértékli degradaciora utal.
Kollagenaz II jelenlétében a korongok tomege nagymértékben
megnétt mar par nap utan majd a gélkorongok teljesen
feloldodtak (5. a abra). A gélek degradacioja jellemezhet6
mind a rugalmassdgi moduluszuk, mind pedig a
duzzadésfokuk valtozasaval. A halolancok koncentracidja (v¥)
a két értékbdl meghatarozhato, a mechanikai tulajdonsagokat
jobban reprezentald mennyiség. A tapoldatban a gélhengerek
halélanc koncentracigja a csak DAB keresztkotot tartalmazo
gélek esetében nem valtozott, mig a csak CYS keresztkotot
tartalmazo gélek mar 5 nap utan feloldodtak. A vegyesen CYS
és DAB keresztkotot tartalmazo gélek halolanc koncentracidja
lecsokkent, azonban a gélek nem oldodtak fel, amibdl a
diszulfid hidak felnyilasara kovetkeztethetiink (5. b abra). A
kiilonb6z6 géleken mért életképességi mutatokbol lathato (5. ¢
abra), hogy a sejtek megtapadasat és életképességét a tiol
csoportok jelenléte és a gélek rugalmassagi moduluszanak
ndvekedése (PASP-CYSE,-DAB,) nagymértékben
megndveli. Emellett elmondhato, hogy a sejtek életképessége
a 3. napra megnovekedett mindegyik minta esetében. A
kétfoton mikroszkopos kép alapjan elmondhato, hogy a sejtek
képesek bejutni a tiol tartalmi gélkorong belsejébe (5. e abra).
Az RGD-vel modositott tiol tartalmu gélek életképességi
mutatoi alapjan megfigyelhet6, hogy az RGD mennyisége
illetve jelenléte a gélekben nincs jelentds hatassal az életképes



sejtek mennyiségére sem 1 sem pedig 6 nap utan (5. d abra).
A féziskontraszt mikroszképos felvételek azonban mutatjak,
hogy az RGD jelenléte segiti a sejtek klaszterekbe

rendez6dését, ami egyfajta oszteogén viselkedésre utal (5. f
abra).
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5.abra: PASP-CYS gélkorongok tomegvaltozdsa kiilonbézé enzimek
Jjelenlétében (a),gélhengerek degradacioja tapoldatban (b), sejtek
életképessége kiilonbozé PASP (c) és RGD tartalmu géleken (d),
Sejtek haromdimenzios elhelyezkedése a gélkorongon 2 foton
mikroszkopiaval vizsgalva (e) és klaszterekbe rendezédése
faziskontrasz mikroszkopos felvételeken(f)

44 PDL éssejtek tenyésztése Kiillonbozé tiol
csoportot tartalmazo PASP géleken (T4)

A 6. a dbra alapjan elmondhato, hogy a tiol csoportok
mennyiségének a ndvelése pozitiv hatassal van a sejtek
¢életképes sejtek mennyisége a 14. napra nagymértékben
megné minden minta esetében. Az oszteogén iranyu
differenciacios  kisérletek  alapjan  elmondhatd, hogy



nagymennyiségi tiol csoport a sejtek spontdn oszteogén iranyu
differenciaciojat indukalja (6. b abra).
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tartalmu géleken (c) és 3 dimenzios elhelyezkedése dopamin tartalmu
gélkorongon
45 PDL ossejtek tenyésztése kiilonb6z6
mennyiségben dopamint tartalmazo géleken

A legnagyobb életképességi mutatot a minden 20.
monomeren dopamin oldallancot tartalmazo gél esetében
mértiilk (6. ¢ abra). A dopamin emellett indukalta a sejtek
vertikalis migracidjat és proliferaciojat, amit a 6. d abran
lathaté 3 dimenzios kétfoton kép igazol. A sejtek 170 um
mélyen képesek voltak behatolni a gél matrixba, ami kozel 5-6
sejtréteget jelent.

5 Kovetkeztetések

Biopolimerekre épiilé polimer-hatdéanyag
konjugatumok  illetve  hidrogélek egyre inkdabb a
gyogyszerészeti €s orvosbioldgiai kutatasok kdzéppontjaban
allnak. Ilyen jellegi alkalmazasokra a poli(aminosav)-ak



megfeleléek lehetnek, hiszen szerkezetik nagymértékben
hasonlit a szervezetben is megtaldlhatdé fehérjékhez.
Kutatdomunkamban sikeresen allitottam eld
poli(aszparaginsav)-ra épiil6 dopamin tartalmi hatéanyag
konjugatumokat, illetve vizsgaltam poli(aszparaginsav) gélek
szovettamaszként vald alkalmazhatosagat.

A konjugatumok esetében a dopamin leszakadasi
kinetikajat vizsgaltam, amely nagymértékben fiigg a
konjugatum dopamin tartalmatol, oldhatosagatol illetve
kiilonb6z6 enzimek jelenlététdl. A kinetika jellemzéséhez egy
részletes kinetikai leirast dolgoztam ki, mind jo, mind pedig
rossz vizoldhatosaggal rendelkezé konjugatumokra. A 3. ¢
abran lathatd, hogy j6 vizoldhatdsaggal rendelkezd
konjugatumok (PSI-DA-AE) esetében a kisérleti adatok és az
elméleti modell jo egyezést mutat. A diffuzidval egybekotott
leszakadasi  kinetika jol hasznalhatd, rosszul 0ldodo
konjugatumok esetében a hatdanyag leszakadasi kinetikajanak
leirasara (3. d abra). Az clektrosztatikus szalképzés
segitségével homogén, hibahelyektél mentes nano-szalas
konjugatumokat allitottam el6 (4. a abra). A formulazassal a
dopamin leszakadds kinetikdja meggyorsithato, ami a
megnovekedett fajlagos felilletnek koszonhetd. A szalak
makroszkopikus szétesésével egy két 1épcsds hatdanyag leadas
érhet6 el (4. b abra). A konjugatumok megnévelik a dopamin
membranon vald atjutasat, mivel lipofilebbek, mint a szabad
dopamin (4. ¢ abra). Emellett lathato, hogy a konjugatumra
kotott dopamin kevésbé citotoxikus, mint a szabad dopamin
(4. d abra).

Poli(aszparaginsav) gélek mechanikai illetve kémiai
Osszetétele nagy hatassal van mind az MG-63, mind pedig a
PDL  Gssejtek  életképességére és a  gélen  torténd
elhelyezkedésére. A gél keménységét novelve, ¢és tiol
csoportokat 1étrehozva a polimer lancon az MG-63 sejtek



adhézioja és proliferacidja nagymértékben megnovekszik (5. ¢
abra). Ez abbol adodik, hogy az MG-63 sejtek kemény szoveti
sejtek, igy a keményebb szdvettamaszon jobban képesek
szaporodni. A sejtek képesek beintegralédni a polimer
térhaloba (5. e abra), illetve az RGD jelenléte a polimer
gélben indukalja a sejtek klaszterekbe vald szervezddését, ami
oszteogén viselkedésre utal (5. d és f abra). A degradécios
kisérletek azt mutatjak, hogy a csak cisztamint tartalmazo
gélek mind enzimek jelenlétében, mind pedig a sejttenyésztés
soran alkalmazott tapoldatban feloldédnak (5. a és b abra). A
gélek feloldodasa a tiol csoportok felnyilasanak a
kovetkezménye, amit mind a kollagenaz II, mind pedig a
tapoldatban taldlhaté L-cisztein jelenléte indukal. A PDL
Ossejtek esetében a tiol csoportok tovabbi novelésével tovabb
novelhetd a sejtek adhézidja (6. a abra). Emellett lathato,
hogy a sejtek szdma a 14. napig ndvekszik, amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a tiol csoportok eldsegitik a sejtek
differencialédni a géleken, amelyet nagymennyiségii tiol
csoport jelenléte onmagaban indukal (6. b abra). A dopamin
jelenléte is jotékony hatdssal van a sejtek életképességére (6. C
abra), amennyiben minden 20. monomer tartalmaz dopamint.
A nagyobb mennyiségii dopamin alkalmazasaval (GF=10 vagy
15) csokken a gélek keménysége, illetve a dopamin a
citotoxikus koncentraci6 felé emelkedik a gélekben, ami
sejthalalhoz vezet. A dopamin emellett képes indukalni a
sejtek  vertikalis migracigjat, igy a sejtek képesek
beintegralodni akar 5-6 sejtréteg vastagsagban a polimer
matrixba (6. d abra).

A dolgozat j tudoményos eredményei a kdvetkezo
pontokban foglalhatok Gssze:



1. Sikeresen allitottam eld olyan

poli(aszpartamid)-dopamin konjugatumokat, amelyek
elnyujtott hatdéanyag leadast biztositanak. (T1)
2. Sikeresen dolgoztam ki egy hatéanyag

leszakadasi kinetikai leirast kovalens polimer-hatéanyag
konjugatumokra, amely hasznalhat6 lehet mind rossz, mind
pedig j6 vizoldhat6sagl konjugatumok esetében. (T1)

3. Sikeresen allitottam el6 homogén, nano-szalas
poli(aszpartamid)-dopamin konjugatumokat, amely
formuldzasa nagy hatassal van a hatéanyag leszakadas
kinetikajara. Az irodalomban els6ként vetettem Ossze a
hatéanyag leszakadas kinetikajat tomb, illetve szalas
konjugatumok esetén. (T2)

4. Bebizonyitottam a poli(aszpartamid)-dopamin
konjugatumok biokompatibilitasast human PDL &ssejtek
hasznalataval. (T2)

5. Meghataroztam poli(aszparaginsav) gélek
azon paramétereit, amelyek novelik a stabilitasukat, illetve
csokkentik biodegradabilitasukat az in vitro sejttenyésztés
koriilményein. (T3)

6. Megallapitottam, hogy a gélek
keménységének a ndvelése és a tiol csoportok jelenléte
elényos hatassal van mind MG-63 mind pedig human PDL
hogy az RGD peptid szekvencia nem csak a sejtek letapadasat,
de klaszterekbe vald rendezddését is indukalja. (T3)

7. Rémutattam, hogy a  tiol  csoport
mennyiségének a novelésével a gélekben eldidézhet6 PDL

8. Megallapitottam, hogy a dopamin beépitésével
a gélekbe a PDL 6&ssejtek horizontalis migracidja eléidézhetd
illetve novelhetd a gélek sejtek altali degradacidja. (TS)
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