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ZAROJELENTES

Az OTKA 4ltal timogatott, PD76401 azonosit6 szamu "'Poliaminosav gél alapu
hatéanyag-leado6 rendszerek fejlesztése" cimi kutatas szakmai zarébeszamoloja

Napjaink gybégyszer-technologiai kutatasainak célkeresztjében allnak a szabalyozott
hatéanyag-leadé rendszerek. Ezek a készitmények képesek a hatdanyagot a szervezetben a
kivant helyen, id6ben, valamint tervezett kioldddasi kinetikaval leadni. A hatdanyag
felszabadulasat a szervezetben megtaldlhaté kornyezeti paraméterek (pl.: pH, hémérséklet,
redox potencidl, illetve enzimkoncentracid) megvaltozasa indukalja. Ezen rendszerek
segitségével noOvelhetd a hatdoanyagok biohasznosuldsa ¢€s csokkenthetok a karos
mellékhatasok.

A multireszponziv — azaz tobbféle kiilsé kornyezeti hatdsra érzékeny — polimerek és
polimer gélek szerepe felértékelodott a fejlesztésekben. ElsOsorban a kornyezet
hémérsékletére és/vagy pH-jara jelentds térfogatvaltozassal valaszoldo polimer gélek
fejlesztése keriilt elotérbe, de a tobbi kornyezeti paraméterre vald érzékenység kiaknazasaban
is jelentds a potencial. A reszponziv tulajdonsdgok mellett elengedhetetlen, hogy a polimer
gélek biokompatibilisek és bioldgiailag lebonthatok legyenek. Ezen kdvetelmények miatt
tlinik igéretesnek az aminosavakbdl felépiil6 polimer gélek szintézise és alkalmazasa.

1. A kornyezet redox potencialjara érzékeny polimer gélek

Kutatocsoportunk az eléallitott gélek alappolimeréiil a poliszukcinimidet (PSI) valasztotta,
eld. A kutatomunka ezen részfeladata soran olyan géleket tanulmanyoztunk, amelyek a
benniik kialakitott diszulfid hidak révén érzékenynek bizonyultak redukélo-/ oxidalészerek
jelenlétére, ezaltal a kornyezet redox potencidljaval szabalyozhatoé a lebontasuk, térfogatuk.
A PSI nukleofil modositasaval és térhaldsitasaval, majd ezt kdvetd hidrolizisével kémiailag
keresztkotott poliaszparaginsav (PASP) géleket kaptunk. A gélek pH-érzékenységét a PASP
alapvaz biztositotta. Két kiilonbozé rendszert vizsgaltunk: cisztaminnal térhaldsitott
poliaszparaginsav gélt (PASP-SS), valamint cisztaminnal és diaminobutannal keresztkotott
gélt (PASP-SS-DAB). Gyakorlati szempontbol a redox reakcido reverzibilitdsanak
megvalositasa volt kitlizott feladataink legfontosabbika.

1.1.  Reverzibilis szol-gél atmenet

A kutatomunka sordn mddszert dolgoztunk ki cisztaminnal keresztk6tott PASP alapu gélek
szintézisére. A PSI ciszteaminnal torténd modositdsaval tiol oldallinccal moddositott
poliszukcinimidet (PSI-SH) allitottunk eld, melynek hidrolizisével tiol modositasu
poliaszparaginsavat (PASP-SH) kaptunk. Mindkét polimer diszulfidhidak Iétrehozasan
keresztiil térhaldsithatd a levegd oxigénjének, illetve egyéb kémiai oxidaldszerek hatasara.
A térhalds polimerek jo oldoszeriikben duzzadtak, igy szerves kozegli PSI valamint vizes
kozegli PASP géleket tudtunk eldallitani, melyek redukaloszer hozzdadasakor feloldodtak.
A kapott polimeroldatok oxidaloszer alkalmazasaval ujra gélesithetdek. A kétféle polimer
koziil a késobbi biologiai alkalmazéasokat szem eldtt tartva a poliaszparaginsav alaput
vizsgélatuk részletesen.

A redukalt allapotban 1év0, tiol csoportokat tartalmazo poliaszparaginsavat (PASP-SH)
széleskortien jellemeztiik fliggetlen analitikai moddszerekkel. Ellman-moédszerrel torténd
analizissel és NMR vizsgalatokkal megallapitottuk, hogy az oxidaciora érzékeny tiol
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csoportok aranya szabalyozhat6 a preparacid soran alkalmazott polimer koncentracioval
valamint a mddositd molekuldk és a PSI aranyaval. Az Ellman tioltartalom meghatarozasi
modszert kiterjesztettiik polimer gélek tiol tartalmanak meghatarozasara is.

Raman spektroszkopia segitségével igazoltuk, hogy a redukalt allapotban jelenlévd tiol
csoportok oxidacio hatasara diszulfidhidakka alakulnak, igy alakitva ki a kémiai térhalot.
A mérési paraméterek optimalizalasaval sikeriilt a tiol csoportokra szelektiv Raman cstcsot
mennyiségi analizisre hasznalni. Az igy kapott polimer Osszetétel jo korrelacioban volt a
klasszikus analitikai modszerekkel mért eredményekkel, azokat fliggetlen kalibracioként
felhasznalva az altalunk kifejlesztett modszer lehetové teszi, hogy mintaeldkészités nélkiil €s
nem invaziv médon Raman spektroszkopiaval hatarozzuk meg az oldallancok mennyiségét.
Egyuttal a modszer alkalmas a tiol-diszulfid atalakulas kdvetésére és mennyiségi jellemzésére
is.

Az eléallitott redox érzékeny rendszerek varhatéoan injektalhatd polimer oldatokként
alkalmazhatok. A gélesedés folyamatat reoldgiai mérésekkel kovettik (l.a &bra), és
megallapitottuk, hogy a gélesedési id6t az oldat polimer koncentracidja és az oxidaldszer
mennyisége hatdrozza meg. A reologiai ¢s Raman spektroszkopids mérések igazoltdk a
folyamat reverzibilitasat.

Az oxidalt allapotban 1évd, diszulfidhidas polimer géleket duzzadéasfok és péasztazo
elektronmikroszkopias mérésekkel jellemeztiik. Megallapitottuk, hogy a duzzadéasfok a
poliaszparaginsav pKa értékeinek kornyezetében nagymértékii novekedést mutat, illetve a
térhaldo erdsen lugos kozegben feloldodik. A gélek poérusszerkezete szintén pH-fliggést
mutatott, és a savas kozegben megfigyelt kompakt szerkezet a pH ndvekedésével erdsen
porusossa alakul, mely elénydsen alkalmazhatd pH-érzékeny, gasztrointesztinalis készitmény
fejlesztésére.
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1. abra: a) Oxidacio hatasara a folyékony polimer oldat (PASP-SH) alaktarto géllé alakul (PASP-SS);
b) redukaloszer (DTT) hatasara oldodik ki a modell hatéanyag a PASP-SS gélbdl, ekdzben a gél feloldodik,
A: a hatéanyag csak kismértékben oldodik ki DTT nélkiil; B: a hatéanyag ugrasszerii kioldédasa DTT hatasara,
C: a DTT konverzidja az id6 fliggvényében

A tioltartalmu poliaszparaginsav alkalmasnak bizonyult 0,5-1,0 mm rétegvastagsagi
polimerfilmek oOntésére, melyekbdl mechanikailag stabil géllapok alakithatéak ki oxidacid
hatdsara. Az oxidacio sordn in situ hatdéanyag-bevitel valosithatdo meg. Az in vitro hatéanyag-
kioldodasi kisérletek alapjan az eldallitott polimer gélek a kornyezet redoxpotencidljara
érzékeny, célzott hatdanyag-leadast tesznek lehetévé (1.b abra). Az eredmények alapjan — a
tervezett polimer a tiolcsoportok miatt varhatdo adheziv sajatsdgokat figyelembe véve — a
polimer a szervezetben kialakuld redox hatdsok 4ltal szabalyozott hatdéanyag-leado
implantatumok alapjat képezheti.
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(Gyarmati B, Vajna B, Némethy A, Laszlo K, Szilagyi A: Redox- and ph-responsive cysteamine-modified
poly(aspartic acid) showing a reversible sol—gel transition, Macromol Biosci 13: (5), pp. 633-640, 2013

Gyarmati B, Némethy A, Szilagyi A: Reversible disulphide formation in polymer networks: a versatile
functional group from synthesis to applications, Eur Polym J 49: (6), pp. 1268-1286, 2013)

1.2. A kornyezet redox potencidljanak valtozasdra reverzibilis duzzaddsfok valtozassal
reagalo gél

A redox érzékeny keresztk6té molekula mellett a redukéloszereknek ellenalld keresztkotd
molekuldkat (diamino-butan, DAB) is tartalmazd6 PASP-SS-DAB géleket is szintetizaltunk.
Az inert keresztkot6t is tartalmazo gélek esetén a redox érzékenységet a gélek
duzzadasfokanak ¢és mechanikai tulajdonsagaiknak valtozasaval jellemeztiik. A géleket
redukald, majd oxidalé kozegbe helyeztik. A duzzadasfok nagymértékben ndvekedett
redukalt allapotban, mig eredeti allapotara csokkent oxidacidé hatisara, amely bizonyitotta a
tiol-diszulfid atalakulast (2.a abra); a folyamat szignifikdnsnak és megfordithatonak bizonyult.
A rugalmassagi modulusz mérésével a redox reakcio szintén kovethetd volt (2.b abra).

Tovéabbfejlesztettik a tanszéken kidolgozott elméleti leirdst a polielektrolit gélek
duzzadasara. A Brannon-Peppas — Peppas altal megadott modellt kiterjesztettiik gyakorlatilag
a teljes pH skéléara és nagy ionerdsségekre is. Az elmélet segitségével meghataroztuk PASP-
SS-DAB gélek jellemz6 termodinamikai paramétereinek értékét mind a redukcid eldtt, mind
utdna (2.c abra). Az Ellman tioltartalom meghatarozasi és Raman mikroszkopids modszerrel
igazoltuk, hogy a cisztaminnal és diaminobutannal keresztkotott gélek reverzibilis duzzadéasa
tiol-diszulfid cserereakcion alapszik.
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2. abra: A PASP-SS-DAB g¢él a) redukcio hatasara duzzad, oxidacié hatasara szinerizal (8sszehtzodik);
b) rugalmassagi modulusza redukcié hatasara csokken, oxidacié hatasara né. A folyamat megfordithato.
c) A gélek duzzadasfoka pH érzékeny és jelentdsen fligg a gél redox allapotatol

A gélben oldott anyagok transzportja reverzibilisen valtozik redukalé-/ oxidaloszerek
hatasara. In vitro hatoanyag-leadasi kisérleteket igazoltuk, hogy redukélé kozegben a redox
hatdsra nem érzékeny hatdanyag kioldodasi sebessége jelentdsen felgyorsult az oxidalt
allapothoz képest. A permanens keresztkotot is tartalmazéd diszulfidhidas gél tehat alkalmas
jelolt redox hatdssal szabalyozott, glutation-medialt célzott hatéanyag-hordozo
készitményeket fejlesztésére.

(Gyarmati B, Némethy A, Szilagyi A: Redox sensitive poly(aspartic acid) based hydrogels with a reversible
swelling-shrinking response, késziil6 kézirat;

Gyarmati B, Némethy A, Vajna B, Szildgyi A: Redox-responsive poly(amino acid) hydrogels, 9™ International
Gel Symposium — Gelsympo 2012, Tsukuba, Japan, 2012)

1.3.  Poliaszparaginsav alapu gélek valodi térhalositasi fokanak meghatdarozdsa

A térhalés polimer gél legfontosabb jellemzdit, igy a duzzaddsi tulajdonségait
¢és rugalmassagat alapvetden meghatarozza a szintézis sordn 1étrejovo kémiai kotések szama,
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igy ennek ismerete elengedhetetlen. A leggyakrabban alkalmazott modellek nem teremtenek
lehetdséget a fizikai és kémiai kolcsonhatasok megkiilonboztetésére, és a beldlik szamitott
eredmények a modellparaméterek bizonytalansdga miatt csak becslésre alkalmasak.
Kutatémunkank soran diaminokkal utélagosan térhalositott poliaszparaginsav hidrogélek
kémiai térhalopont-siiriségének meghatarozasara dolgoztunk ki modszert. Meghataroztuk a
gélesedés alatt a polimerrel nem reagélo, illetve csak egyik aminocsoportjaval kapcsolodo
térhalositd molekuldk szamat. Ehhez a primer aminocsoportokkal szelektiven reagéald 2,4,6-
trinitrobenzol-szulfonsavat (TNBS) hasznaltuk. A gélesedés soran nem reagald térhalositd
molekuldk mennyiségét a gélbdl kimosva direkt modon mértiik. A térhaléhoz kapcsolddo, de
nem keresztk6té molekuldk mennyiségét visszaméréssel hatdroztuk meg. A mellékreakcio
kikiiszobolésének érdekében a reakcidkozeg lecserélésével tovabbfejlesztettik a mérési
modszert, mely alkalmassa teszi a TNBS t lassabb, akar heterogén fazisu mérések esetén is.

(Gyarmati B, Hegyesi N, Szilagyi A: A 2,4,6-trinitrobenzene-sulfonic acid based assay for quantification
pendant amines in aspartic acid based polymer gels, késziil6 kézirat;

Gyarmati B, Hegyesi N, Faludi G, Némethy A, Szilagyi A: Quantitative analysis of amine groups in 1,4-
diaminobutane cross-linked polysuccinimide gels, AMSALS2012 - International Symposium on Advanced
Macromolecular Systems Across the Length Scales, Siéfok, 2012)

2. Hoémérséklet- és pH érzékeny polimer gélek

Humanbiologiai alkalmazasokban a multireszponziv polimer gél méatrixokra komoly igény
mutatkozik. Célunk volt, hogy létrehozzunk egy, a kornyezeti pH- és hdmérséklet valtozasara
érzékenyen reagald polimer gélt. Ezt két eltérd tulajdonsagt polimer egy rendszerbe torténd
kombindldsaval kivantuk elérni. Ehhez a testhdmérséklet kozeli fazisatalakuldssal rendelkezd
hémérsékletérzékeny polimert, a poli(N-izopropil-akrilamidot) (PNIPAAm), illetve a pH-
érzékeny poliszukcinimidet (PSI) valasztottuk, melynek elhidrolizalt forméja a
poliaszparaginsav (PASP) polielektrolitként pH- €s ionerdsség érzékeny. A kétféle polimer
tulajdonsdgai két modon kombinalhatok: tgynevezett egymasba hatold térhalok (IPN) vagy
kotérhalok létrehozasaval.

2.1. Homérséklet- és pH érzékeny kotérhalos gélek

A kotérhalok kialakitasanal az egyik vézalkotd polimerre épitjik fel a masik polimert.
Elsoként a PSI-t allitottuk eld polikondenzacios reakcioval. A PNIPAAm kiépitése a PSI
vazon a PSI lancmoddositasaval volt megvaldsithatd, ennek soran allil-amint addicionaltattunk
a vazra. A lelogo kettds kotések mar lehetové tették, hogy gyokos polimerizacioval a
NIPAAm-ot a PSI-hez kapcsoljuk. A gélesitést DMSO-s kdzegben hajtottuk végre, a reakcio
eredményeként j6 mechanikai tulajdonsagokkal rendelkezd géleket kaptunk. Vizsgaltuk, hogy
a lancmodositas mértéke hogyan befolyasolja a gélesedést, illetve a 1étrejott polimer gélek
tulajdonsagait. Tanulmanyoztuk a polimer szerkezetnek a gél fizikai-kémiai tulajdonsagaira
gyakorolt hatasat. Megallapitottuk, hogy a hdmérsékletérzékenység csak abban az esetben
jellemzi a rendszert, ha a gélt alkot6 vazban a PNIPAAm/ PSI arany 1-nél nagyobb. Az
alapvazat alkot6 PSI-/-PNIPAAm térhalo érzékenyen reagalt a kdrnyezeti pH megvaltozasara
1s. A lancalkoté szukcinimid gyturik pH > 6,5-nél felnyiltak és a vézalkotd6 PSI
poliaszparaginsavva alakult at.

A kotérhdlok szintézisét vizes kozegben is megvalositottuk (3. abra), mert a NIPAAm
polimerizacidja vizes fazisban jobb mindségii hidrogéleket eredményez, mint nemvizes
kozegben. A vizben nem oldddé PSI vizoldhatosagat a folanc etanol-aminnal torténd kémiai
modositasaval lehetett megoldani. Allil-amin oldalcsoportok beépitésével pedig biztositottuk,
hogy a PSI részt vegyen a NIPAAm gyokds mechanizmust polimerizéciojaban, kialakitva
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ezzel a multireszponziv PSI-/-PNIPAAm hidrogélt. Az ezt kovetd lugos hidrolizis soran
kaptuk meg a PASP-/-PNIPA Am hidrogélt.
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3. abra: PASP-/-PNIPAAm hidrogélek szintézise vizes kdzegben

A szintézist kovetden a kotérhalds szerkezeti hidrogélek egyensulyi duzzadasfokanak
valtozasat vizsgaltuk kiilonb6z6 kornyezeti paraméterek mellett. Tanulmanyoztuk a
kivalasztott gél duzzadasfokanak valtozasat az alkalmazott duzzasztoszer ionerdsségének
figgvényében. Megallapitottuk, hogy az ionerdsség novekedésével a gélek duzzadasfoka
csokken. Mikrokalorimetrias (DSC) mérésekkel bizonyitottuk, hogy a PNIPAAm-ra jellemzd
fazisatalakuldsi hdmérséklet az ionerdsség novelésével szintén csokken.

DSC, valamint duzzadasfok méréssel vizsgaltuk a gélek homérsékletérzékenységét
kiilonboz6 allapotokban (PSI-/-PNIPAAm, PASP-/-PNIPAAm). Megallapitottuk, hogy a
PNIPAAm fazisatalakulasi homérsékletét befolyasolja a masik véazalkotd polimer allapota,
valamint az alkalmazott duzzasztdszer és annak ionerdssége. A mérési eredmények igazoltak,
hogy a hidrogélek valoban érzékenyeken reagdlnak a nemcsak a kornyezeti pH, de a
hémérséklet megvaltozasara is, azaz multireszponziv tulajdonsdgot mutatnak.

A PASP-/-PNIPAAm hidrogélekbdl torténd hatdéanyag-kioldodas vizsgalatokat diklofenak-
natrium nem szteroid tipust gyulladdscsokkentdvel végeztiik. Az altalunk kifejlesztett PASP-
[-PNIPAAm multireszponziv hatéanyag-hordoz6 rendszer a gyomorsav pH-jdn magéaban
tartja a diklofendk-natriumot, kialakitva ezzel egy védelmi funkciot a gyomorban. A pH-t a
vékonybélben taladlhatdo értékre emelve a PASP-I-PNIPAAm hidrogélek kismértékben
megduzzadnak, valamint a diklofendk-natrium oldhatésdga is megnd, ez a hatdanyag
felgyorsul6d leadasat idézi el6. A PASP-/-PNIPAAm hidrogélek alkalmazasdval a hatdanyag-
leadas tehat gyakorlatilag nem megy végbe a gyomorban ¢és lelassul a vékonybélben. Az
azonos modon alkalmazott, hagyomanyos hatoanyag-lead6 rendszerekhez képest igy
novelhetd a hatastartam és csokkenthetd a mellékhatdsok veszélye. Az in vitro citotoxicitas
vizsgalatok eredményei nem zartdk ki a gél jovobeni huménbioldgiai felhasznalasdnak
lehetdségét.

(Némethy A, Solti K, Kiss L, Gyarmati B, Deli M, Cséanyi E, Szilagyi A: pH- and temperature-responsive
poly(aspartic acid)-I-poly(N-isopropylacrylamide) conetwork hydrogel, Eur Polym J, in press, 2013;

Némethy A, Solti K, Gyarmati B, Szilagyi A: Poli(n-izopropilakrilamid)-I-poliaszparaginsav hidrogélek
szintézise és tulajdonsagainak vizsgalata, XXXV. Kémiai Eléadoéi Napok konferenciakiadvany, pp. 168-171.,
2012)
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2.2.  Homérséklet- és pH érzékeny egymdsba hatolo térhalok (IPN)

Egy méasik mdédja a pH- ¢és a homérsékletérzékeny tulajdonsdgok 6tvozésére, ha a két
polimert IPN rendszerként tarsitjuk egymassal. Az egymasba hatold térhalok (IPN-ek) elénye
az egyedi polimerek altal alkotott gélekénél, hogy egy sokkal jobb mechanikai
tulajdonsagokkal rendelkezd matrixot hozhatunk létre. A polimerekre egyedileg jellemzd
tulajdonsagok kedvezé modon 6tvozhetdk egy rendszeren beliil.

A PSI diaminokkal, a NIPAAm pedig biszakrilamid térhdlosité molekula jelenlétében
térhalosithato. DMSO-s kozegben, idében elvalasztva hoztuk 1étre az IPN gél vazat alkoto két
térhalositott polimert.

Megallapitottuk, hogy a térhaldsitds mértékének és a polimer koncentracionak mindkét
alkotd esetén akkoranak kell lenni, hogy dnmagukban is j6 mindségli géleket adjanak, ezen
felil megfigyeltiik, hogy a térhalossag mértéke nem kiilonbozhet szdmottevéen. Tovabba
megallapitottuk, hogy a hdmérsékletérzékenység csak abban az esetben jellemzi a rendszert,
ha a PNIPAAm/ PSI ardny nagyobb, mint egy.

A kotérhdld vizsgalatdhoz hasonldoan kivalasztottunk egy mechanikai tulajdonsagaiban,
illetve pH- és homérsékletérzékenység szempontjabol kedvezd IPN gélt. Vizsgaltuk a gélek
duzzadasfokanak pH- és hdmérsékletérzékenységét. Vizsgaltuk a PNIPAAm fazisatalakulasi
homérsékletének valtozasat az ionerdsség fiiggvényében. DSC és duzzadasfok mérésekkel
tanulmanyoztuk a fazisatalakuldsi homérsékletek valtozasat az alkalmazott duzzasztdszerek
fliggvényében.

(Némethy A, Németh Cs, Gyarmati B, Szilagyi A: Synthesis and swelling properties of novel pH- and
temperature-responsive PASP/PNIPAAm IPN gels, késziilo kézirat;

Németh Cs, Némethy A, Tatraaljai D, Gyarmati B, Szilagyi A: Poly(N-isopropylacrylamide)/poly(aspartic
acid) interpenetrating networks, AMSALS2012 - International Symposium on Advanced Macromolecular
Systems Across the Length Scales, 2012

2.3. Feény- és pH érzékeny polimer gélek

Az aminosav gélek oly modon is multireszponzivva tehetdk, ha a pH érzékenységiik mellet
fény besugarzasanak hatdsara valtoztatjak tulajdonsagaikat. Munkénk sordn a BME Szerves
Kémia és Technoldgia Tanszékével egyiittmiikodve fényérzékeny molekulat (spirobenzopiran
szarmaz¢ék) allitottunk eld. Ezt az altalunk eldallitott PASP-/-PNIPAAm kotérhalok
PNIPAAm léncaiba beépitettiik. A kromofor fényindukalt szerkezeti atalakulasaval az
eléallitott gélek duzzadasfokat azonban nem sikeriilt befolyésolni.

3. Kizardlag aminosavakbdl felépiilé polimer gélek

Az emberi szervezetben oralis gyogyszerhatéanyag hordozoként felhasznalhato
biokompatibilis ¢és biologiailag (enzimek altal) lebonthatdé hatdanyag-leaddé rendszerek
fejlesztésénél eldtérbe kertilnek a kizarolag aminosavakbol eldallitott gélek.

3.1.  Poliaszparaginsav-l-zselatin kotérhalok

A poliszukcinimid-/-zselatin  kotérhdlokat a természetes aminosavakbol felépiild
polimerbdl, a zselatinbol és az altalunk szintetizalt poliszukcinimidbdl allitottuk eld. Olyan
kémiai térhalos rendszert kaptunk, ahol a polimer lancokat (PSI) 6sszek6té molekuldk maguk
is polimerek (zselatin). Az eldallitott gél egyszerre mutatta a PSI gélekre és a zselatin gélekre
jellemezd pH-fiiggést, emellett a normal zselatin géleknél lényegesen jobb mechanikai
tulajdonsdgokkal rendelkezett. Megallapitottuk, hogy a gélek egyensulyi duzzadéasfokanak
pH-fliggése hasonl6 a PSI-DAB géleknél tapasztaltakhoz, azonban a duzzadasfok ndovekedése
kevésbé ugrasszeri. Ennek oka valdsziniileg a zselatin savas mellékcsoportokat tartalmazo
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aminosavaiban (glutaminsav, aszparaginsav) keresendd. Lugos kozegben a gélben talalhato
szukcinimid gytirtik felnyilnak, hidrolizdlnak; a létrejové PASP lancok polielektrolitként
viselkednek, ezéltal a gélek duzzadéasfoka jelentdsen megnd. A PASP-/-zselatin gélek savas
kozegben szinerizalnak (térfogatuk csokken). Megallapitottuk, hogy a PSI-t és zselatint
kiilonb6zé ardnyban tartalmazo gélek duzzadasfoka ¢és rugalmassagi modulusza
nagymértékben fligg az egyes dsszetevok koncentraciojatol.

(Némethy A., Gyarmati B, Gyenes T, Pukanszky B, Szilagyi A: Preparation and characterization of
poly(aspartic acid)-gelatin co-networks, 73rd Prague Meeting on Macromolecules, 2009)

3.2.  Enzimatikusan lebomlo poliaszparaginsav hidrogélek szintézise és vizsgdlata

A részfeladat soran célunk egy szabdlyozott hatdanyag-leadasra alkalmas aminosavakbol
felépiild polimer hidrogél eldallitasa volt, melybdl a hatéanyag nem olddodik ki mindaddig,
mig a gél keresztkotéseit egy bizonyos enzim nem hasitja, melynek sordn a gélmatrix
degradalodik. Mivel a szervezetben az enzimek specifikus helyeken fordulnak eld,
optimalizalhat6 a hatéanyag kioldodasanak helye, a matrixbol valo kioldodas pedig elnyujtott
leadast eredményezhet. A gél aminosav épitdeleminek koszonhetden varhatéan nem fog a
szervezetben kedvezdtlen véalaszreakciot kivaltani.

Ezt a célt tripszinspecifikus keresztkoto-molekulat tartalmazd poliaszparaginsav gél
eléallitasaval valositottuk meg. Elsd 1épésként egy olyan tetrapeptid szekvenciakat terveztiink,
melyek N-termindlisa szabad, C-termindlisan pedig védetlen oldallanct lizin talalhato, igy
alkalmas a gél alapvazaul szolgalo poliszukcinimid (PSI) térhaldsitasara, ezen feliil tartalmaz
specifikusan tripszin altal hasithatd kotést. Nyolc kiillonbozé peptidszekvencia kertilt
eldallitasra, végiil a H-Phe-Arg-Phe-Lys-OH (FRFK) szekvencidju tetrapeptidet valasztottuk
(a peptidszintézisek az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoportjaval egyiittmiikodésben
torténtek). Preparéacios eljarast dolgoztunk ki PSI tetrapeptiddel torténd térhalositasara, mely
g€l lugos hidrolizisével poliaszparaginsav gélt allitottunk elé (PASP-FRFK gél). Sikerrel
allitottunk el6 egy kizarolag aminosavakbol 4llo, transzparens, jo mechanikai
tulajdonsagokkal rendelkezd polimer hidrogélt.

Igazoltuk az eldallitott gél tripszin altali bonthatdsagat. A kisérlet soran a PASP-FRFK gél
6 ora alatt teljesen feloldddott (4.a dbra), mig a negativ kontrollmintdn nem tapasztaltunk
degradaciora utald valtozast. Bizonyitottuk, hogy a gél enzimspecifikus keresztkotéseinek
koszonhetden tripszinnel bonthat6.

A tervezett humanbiologiai felhasznalds miatt elengedhetetlen volt vizsgalni a gél
alapanyagainak in vitro citotoxicitasat, illetve citosztatikus hatasat. Az MTA-ELTE
Peptidkémiai Kutatocsoporttal egyiittmiikodésben végzett mérések eredményei nem zartak ki
a gél jovébeni humanbioldgiai felhasznalasanak lehetdségét. Kisérletet végeztiink a PASP-
FRFK gél hatéanyag-lead6 rendszerként vald alkalmazhatdsdganak bizonyitasara fluoreszcens
modell-hatoanyaggal. A kisérlet eredményébdl megéallapithaté volt, hogy a PASP-FRFK gél
tripszines kozegben elnyujtott kioldodasi kinetikdval adja le a hatéanyagot, mig a negativ
kontrollmintakbol a kioldédas minimalis volt (4.b abra). Elmondhat6 tehat, hogy az altalunk
szintetizalt PASP-FRFK gél a jov6ben szabdlyozott hatdéanyag-leadas céljara alkalmas lehet.

(Szilagyi BA, Némethy A, Magyar A, Szilagyi A: Enzimatikus iiton lebomlé poliaminosav gélek szintézise és
vizsgalata, XVII. Nemzetk6zi Vegyészkonferencia, Kolozsvar, 2011)
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4. abra: a) PASP-FRFK gél emésztése tripszines kozegben; b) FITC-dextran modell hatéanyag kioldddasa
A: PASP-FRFK gélbdl tripszines kozegben; B: PASP-FRFK gélbdl tripszin nélkiili kézegben, C: PASP-SS nem
tripszin érzékeny gelbdl tripszines kozegben

4. Osszefoglalas

A projekt f6 célja szabalyozott €s elnyljtott hatdoanyag-leadd rendszerek fejlesztése volt,
melyeket aminosavakbol felépiild multireszponziv polimer gélekkel valositottunk meg.
A poliaszparaginsav alapvaz pH érzékenységét a keresztkotd vagy a masik polimer alkoto
hémérséklet-, redoxpotencial- vagy enzim érzékenységével kapcsoltuk oOssze. Analitikai
modszereket dolgoztunk ki, fejlesztettiink tovabb polimer gélek tulajdonsagainak jellemzésére.
Hatdéanyag- ¢és egyéb modellvegyiiletek szabalyozott kioldoddsat szamos paraméter
fliggvényében részletesen jellemeztilk. Bioldgiai vizsgdlatok alapjan a szintetizalt gélek
igéretesek, jovObeli orvosbioldgiai alkalmazasuk lehetséges elsdsorban gasztrointesztinalis
hatoanyag-leado rendszerként vagy implantaitumként, vagy olyan esetekben, ahol az in situ
gélesedés elonyos.

5. A palyazat hasznossaga

A paélyazat lehetdvé tette, hogy a BME Fizikai Kémia és Anyagtudomanyi Tanszékén
2008-ban létrejott Lagy Anyagok Kutatocsoport szakmai és anyagi helyzete stabilizalodjon.
A kutatasban a kezdetektél résztvevé két £6 PhD hallgato (Gyarmati B. és Némethy A.) mar a
disszertacidojuk elkészitésén dolgozik. 2012-ben a csoportnak 4 f6 diploméazd hallgatoja
kutatott a palyazat t¢émdjaban, 6k a BME TDK konferenciajan munkajukkal 3 db els6 és 1 db
harmadik helyezést nyertek el. A palyazat elOsegitette egyiittmiikodések Iétrejottét mind
magyar (SzTE Gyodgyszertechnologiai Intézet, MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoport),
mind kiilfoldi partnerekkel (Institute of Materials Research and Engineering, Szingapur;
Institut Polytechnique de Bordeaux, Franciaorszag). A témateriileten végzett kutatdmunka
nemzetkdzi elismerést szerzett a csoportnak, 2012-ben sikeres nemzetkdzi konferencia
(AMSALS 2012, ,Nanostrukturdlt rendszerek alkalmazdsa a szabalyozott hatdanyag-
leadasban™) szervezésében vehettiink részt, melynek a palyazat vezetd kutatdja fészervezdje
¢s tarselndke volt.
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A palyazathoz kozvetleniil kapcsolhatéan 3 db kozleményiink jelent meg nemzetkozi
folydiratban és tovabbi 3 db kézirat késziil jelenleg. Hazai és nemzetk6zi konferencidkon 7 db
eldadast €s 14 db posztert mutattunk be a palyazati id6szak alatt.



