Pannon Egyetem
Vegyészmeérnoki- €s Anyagtudomanyok Doktori Iskola

Biokompatibilis polimer alapu,
kemoterapeutikumokat tartalmazo
gyogyszerhordozo nanorészecskék

DOKTORI (PhD) ERTEKEZES TEZISEI

Keészitette:

Babos Gyorgy
okleveles kornyezetmérnok

Témavezeto:

Dr. Feczké Tivadar
tudomanyos fomunkatars

2023



Bevezetés és célkitiizés

A rosszindulati daganatok hagyomanyos, kemoterapias kezelését stilyos mellékhatasok
kisérhetik, illetve a rakellenes hatdanyag ellen rezisztencia alakulhat ki a tumorsejtekben.
Ennek kikiiszobolésére az alkalmazott kemoterapeutikumokat nanorészecskékbe kapszuldzva,
gyogyszerhordozo6 rendszerként, célzott modon lehet a tumoros szovetbe juttatni. A hatéanyag-
leadas szabalyozhato és tervezhetd, segitségével a kioldodas a célszovetben valosithatdo meg. A
hagyomanyos, szisztémas adagolashoz képest jelentds doziscsokkentés érhetd el ily modon, igy
nagymértékben  visszaszorithatok a nemkivanatos mellékhatdsok. Tobb, eltérd
hatdsmechanizmusu szer egyiittes alkalmazasaval a rezisztencia kialakulasanak elmaradésa
remélhetd.

Kiilonb6z6 biodegradabilis polimerek segitségével nanorészecskéket készitettem
poli(tejsav-glikolsav) kopolimerbdl (PLGA), polihidroxi-alkanoat (PHB) szarmazékokbol,
poli(vinil-alkohol)-bol (PVA), melyekbe doxorubicin és sorafenib kemoterapias hatéanyagokat
mikrokapszulaztam. A nanorészecskék feliiletét kiilonb6z6é anyagokkal (masodrendii kotések:
poloxamerek,  polivinil-alkohol,  kovalens  kotéssel — kapcsolas:  polietilén-glikol,
tumorpenetracios peptid) modositottam a nagyobb stabilitas, szelektiv célzas és a hosszabb
vérkeringésben elérhetd felezési id0 érdekében. A dinamikus fényszorasmérés, UV-vis
spektrofotometria és folyadékkromatografia segitségével vizsgaltam az eldallitott
nanorészecskék fizikai-kémiai tulajdonsagait (méret, osszetétel).

Vizsgéaltam a mikrokapszulazott gyogyszerek nanorészecskékbdl vald kioldodasanak
sebességét, valamint a gyogyszerhordozé rendszer hatékonysagat €16 sejtkultirdkon. Mértem a
raksejtek (HT-29 és HepG2 sejtvonal) nanorészecske felvételét feliilletmodositas el6tt €s utan,
illetve a nanorészecskékbdl kioldodd kemoterapeutikumok citotoxikus hatasat az eredetivel

megegyez0 mennyiségii szabad gyogyszervegylilethez képest.



Kisérleti munka

Kutatasaim soran kemoterapias hatdoanyagok mellékhatasainak ill. a tumorsejtekben az
egyes hatdanyagok ellen kialakuld rezisztencia kialakuldsanak kikiiszobolése érdekében
kiilonbozé polimereket felhasznalva biokompatibilis és biodegradéabilis gydgyszerhordozé
nanorészecskéket készitettem. A személyre szabott terapia kivanalmainak megfeleléen
kiilonb6zé anyagokbol, kiilonbozoé részecskeméretekben ¢€s eltérd hatdanyagtartalommal
rendelkez6 gyogyszerhordozé rendszerek 1étrehozésa volt a cél.

Metatézissel eldallitott, jol definialt szerkezetli, vizben nem old6dé PVA polimerbe
mikrokapszulaztam sorafenib hatdanyagot magas kapszulazasi hatékonysaggal ¢és
hatéanyagtartalommal. Vizsgaltam a nanorészecskék tumorsejtek altali felvételét, mely
kedvezd eredményt mutatott. Citotoxicitasi teszteken a kapszulazott hatdanyag az eredeti, tiszta
hatéanyaghoz hasonlé hatékonysagot mutatott.

Hagyoményos PLGA és PEG-ilalt PLGA polimerekkel allitottam el6 elészor sorafenib
¢s doxorubicin hatdanyagokat egyiittesen tartalmaz6é polimer nanorészecskéket. A
hatdéanyagtartalom leaddsa doxorubicin esetében az elvarasoknak megfeleld iitemben ment
végbe, mig sorafenib esetében, vérplazma kozegben a hordozd matrix csak visszafogott
iitemben lassitotta a gyogyszer felszabadulasat. HT-29 sejtvonalon végzett vizsgéalatok azt
mutattak, hogy a PEG-ilalt PLGA alapu hordozokat a tumorsejtek jelentdsen nagyobb aranyban
vették fel. A citotoxicitdsi tesztek alapjan mindkét tipusi gyogyszerhordozd rendszer
koncentracidaranyos hatast mutatott, de a PEG-ilalt valtozat esetén Iényegesen kifejezettebb
volt a hatas.

A PEG-ilalt PLGA alapt nanorészecskék feliiletét iRGD tumor penetracios peptiddel
modositottam, majd vizsgaltam a fizikai-kémiai paraméterek valtozasat, illetve a biologiai
hatasokat. A nanorészecskék mérete a varakozasnak megfelel6 mértékben emelkedett, azonban
igy 1s 22%-kal nagyobb aranyban vették fel a tumorsejtek a modositott nanorészecskéket.

PHB alapt polimerbdl allitottam el doxorubicint és sorafenibet egyiittesen tartalmazo
gyogyszerhordoz6 nanorészecskéket magas hatdoanyagtartalommal. A gyogyszer felszabadulasi
profiljat kinetikai folyamattal irtam le.

A PHB alapt nanorészecskéket PEG-ilaltam, majd vizsgaltam a feliiletmodosités fizikai,
kémiai ¢és biologiai hatdsait. A nanorészecskék mérete kis mértekben novekedett,
hatdéanyagleaddsuk azonban lassult. A PEG-ilalt nanorészecskék a hagyoményos véltozathoz

képest fokozott citotoxicitassal rendelkeztek.



Uj tudomanyos eredmények, tézisek

. Jol definialt szerkezetli, metatézissel eldallitott, vizben rosszul old6dd polivinil-alkohol
polimerrel eldszor mikrokapszulaztam sorafenib hatoanyagot magas kapszulazasi
hatékonysaggal (93,6 %) ¢és hatéanyagtartalommal (12,0 %). Az igy eldallitott
nanorészecskéket a raksejtek jo hatékonysaggal bekebelezték, és koncentraciofiiggd
citotoxicitast mutattak HT-29 adenokarcinéma sejteken. (S2)

. Biodegradabilis poli(tejsav-glikolsav) (PLGA) és PEG-ilalt PLGA polimerekkel el6szor
allitottam elé sorafenib és doxorubicin hatéanyagokat egylittesen tartalmazd polimer
nanorészecskéket. A nanorészecskék vérplazmaban doxorubicin esetén 1 héten at elnyujtott
hatdéanyaleadast, mig a tumorra jellemzd savas pH esetén gyors hatdanyagfelszabadulast
mutattak. A sorafenib hatéanyag a PLGA nanorészecskékbdl vérplazmaban gyorsan
felszabadult, mig a PEG-ilalt PLGA lassitotta a felszabadulasat. Savas kdzegben mind a kétféle
hordoz6 polimerben lassult a sorafenib felszabadulasa. HT-29 adenokarcindoma sejtek
Iényegesen nagyobb mennyiségben vették fel a PEG-PLGA-bol, mint a PLGA-bol készitett
nanorészecskéket. Ez magyardzza, hogy bar mind a két hordozobol koncentraciofiiggd
citotoxicitast tapasztaltam, de a PEG-PLGA gydgyszerhordozé nanorészecskék
hatékonyabbnak bizonyultak a HT-29 adenokarcindbma sejteken végzett citotoxicitas
vizsgalatban. (S1)

. PEG-ilalt PLGA gyogyszerhordozd nanorészecskék iRGD tumor penetracids peptiddel valo
sikeres feliiletkezelését dinamikus fényszorassal végzett részecskeméret vizsgalattal igazoltam,
melynek sordan a 197,4 nm atlagos hidrodinamikai atmérdjii részecskék mérete 225,2 nm-re
novekedett. Az iRGD-vel feliiletmodositott részecskéket HCT-116 vastagbélrak sejtek 22 %-
kal nagyobb aranyban vették fel a feliiletkezelésen at nem esett nanorészecskékhez képest. (S1)
. Elséként allitottam el6 polihidroxi-butirat (PHB) hordozo polimerrel sorafenib és doxorubicin
rakellenes szereket egyiittesen tartalmazd monodiszperz gydgyszerhordozd nanorészecskéket
magas kapszulazasi hatékonysaggal. A doxorubicin felszabaduldsat haromfazist kinetikai
folyamattal irtam le, mely a kezdeti lemosddasbol, a polimer degradaciobol, végiil a lassu
diffaziobol tevodik 6ssze. A sorafenib gyorsabban, kétfazisti folyamatban szabadult fel a
polimerbdl: a kezdeti lemosddast a polimer degradacié kovette. (S3)

. A sorafenib és doxorubicin hatéanyagokat tartalmaz6é PHB nanorészecskék PEG-ilalasaval az
€16 szervezet makrofagjai szamara nehezebben felismerhetd monodiszperz gyogyszerhordozo
nanoanyagot allitottam eld. A doxorubicin hatdéanyag felszabadulasa a nanorészecskékbdl ez

esetben is haromfazisu kinetikaval volt jellemezhetd, azonban mind a vérplazmaban, mind a



tumorra jellemz0 savas kozegben a PHB-tal készitett nanorészecskéknél nagyobb kioldodasi
sebességgel. A PHB nanorészecskékbdl a sorafenib rendkiviil gyorsan oldodott ki, amit a
nanorészecskék PEG-ildlasa lassitott. A PEG-ildlt PHB nanorészecskék fokozott

citotoxicitassal rendelkeztek HCT-116 vastagbélrak sejtvonalon. (S3)
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