Beszamol6 az Allami Eotvos Osztondijasként végzett

Ujtipusi biodegradabilis poli(aminosav) alapt polielektrolit
komplexek alkalmazasa endoszomalis hatéanyagszallitasban

palyazatomrol

Allami E6tvos 6sztondijas munkamat 2021. aprilis 1. és augusztus 31. kozott Prof. Anna
Salvatival egylittmiikodve (University of Groningen, Faculty of Science and Engineering,
Nanomedicine & Drug Targeting — Groningen Research Institute of Pharmacy) végeztem. A
Covid-19 jarvany miatt a University of Groningen nem tudott személyesen fogadni, igy a
munkat tdvegyiittmiikodés keretein beliil valositottuk meg. Ennek sordn havonta 2 alkalommal
videohivas keretein beliil konzultaltunk az eredményekrdl és a tovabbi kisérletekrol.

Mivel a kisérleteket a Semmelweis Egyetemen végeztem, ezért a munkatervben ismertetett in
vitro sejtes kisérleteket nem allt modomban elvégezni. Emellett a munkatervben emlitett
hatéanyag (doxorubicin) beszerzése nehézségekbe iitkdzott, igy nem volt lehetdségem
polielektrolit-doxorubicin konjugatumok szintézisére. A munka soran féként a polielektrolit
komplexek (PEC-ek) stabilitasanak novelésével foglalkoztam, illetve a munkatervben
megjelolthoz képest mas sejtvonalat (155BR Human Fibroblast) alkalmazva vizsgaltam a PEC-
ek eldallitasdhoz haszndlt polielektrolitok hatasat a sejtek életképességére. Célom volt ujtipusu
polielektrolitok szintézise (negativ toltésii poliaspzaraginsav (PASP) és pozitiv toltést
polikation (PSI-DMAP)), amelyek alkalmazhatoak lehetnek a PEC-ek stabilitasanak
ndvelésére, valamint a polielektrolit ardny hatasanak a vizsgalata a PEC-ek stabilitasara.
Elézetes eredményeink azt mutattak, hogy a poli(aszpartamid) alapa PEC-ek szintéziséhez a 5-
8 pH tartomény a legkedvezobb (1. dbra). Ebben a pH tartomanyban mind a polikation, mind
pedig a polianion megfeleld toltéserdséggel rendelkezik ahhoz, hogy a két polielektrolit oldat

Osszekeverésével nanométeres tartomanyba es6 PEC-ek alakuljanak ki.
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1.4bra: PEC-ek atlagos méretének (d) és polidiszperzitasi indexének (PDI)
valtozasa a reakciokozeg pH-janak fiiggvényében

Ezek alapjan pH 5-6s kozeget alkalmazva kapjuk a legkisebb méretli és legsziikebb
méreteloszlassal rendelkezé részecskéket. Eppen ezért a polianion/polikation ardny
valtoztatasanak hatasat a részecskék méretére €s zeta potencidl értékére ph 5-0s koriilmények

kozott végeztem el (2. abra és 1. tablazat).
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2.abra: PEC-ek méretének és PDI-jének fiiggése az ellentétes toltési polimerek
molaranyatol az eloallitasuk utan kiilonboz6 idopontokban



A 2. abran bemutatott eredmények alapjan elmondhatd, hogy kialakult PEC-ek mérete
nagymértékben fiigg az ellentétes toltésti polielektrolitok moélaranyatdl. Amennyiben két mol
polianiont keveriink 1 mol polikationhoz a kialakult PEC-ek mérete nagymértékben lecsokken
¢s nem valtozik az eldallitastol szamitott 9. napra sem. Emellett az is megfigyelhetd, hogy a
PDI minden mérési napon 0,2 alatt van, ami arra utal, hogy a kialakult komplexek mérete sziik
tartomanyon beliill mozog.

1. Tablazat: Kiilonb6z6é PEC-ek zeta-potencial értéke a szintézisiik utan

ZETA POTENCIAL ZETA (mV)
PASP (polianion) -12,21
Polimer PSI-DMAP (polikation) 44,67
PSI-DMAP-DA10
o . 45,59
(polikation konjugatum)
1-1+ -12,83
PEC 2-1+ -24,59
1-2+ 26,56

A tablazatban bemutatott adatok alapjan elmondhatd, hogy a kialakult komplexek zeta-
potencial értéke nagymértékben fligg az alkalmazott polielektrolitok molaranyatol. A
komplexek zeta-potencial értékeit 6sszevetve a kiindulasi polielektrolitokéval megfigyelhetd,
hogy amennyiben az ellentétes toltésii polielektrolitokat 1:1 ardnyban alkalmaztuk a zeta-
potencial érték megegyezett a kiindulasi polianion zeta-potencial értékével. Ebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a PEC-ben a PASP helyezkedik el kiviil és a PSI-DMAP pedig beliil.
A 2-/1+ ardny esetében a zeta-potencidl érték kétszeresére valtozott, amibdl arra
kovetkeztethetiink, hogy ebben az esetben két PASP molekula helyezkedik a PEC feliiletén. Ez
valosziniileg a polikation nagyobb térkitoltése miatt lehetséges. A megndvekedett stabilitas a
negativabb zeta-potencial értéknek koszonhetd, illetve a negativabb zeta-potencial eldsegitheti
a PEC-ek sejtekbe valo bejutasat és az endoszoOmaban torténd szétesését is.

A PEC-ek szintézisét nagymértékben befolyasolja a toltéssel rendelkezd molekuldk
koncentracidja. Magas ionkoncentraci6 megakadalyozhatja a PEC-ek szintézisét, hiszen
learnyékoljak a polimer molekulan 1év6 toltéseket. Eppen ezért a szintézis kozegben a lehetd
legalacsonyabb ionkoncentraciot alkalmaztam. A kialakult PEC szuszpenzi6 azonban igy nem

alkalmazhato in vitro kisérletekhez, ezért vizsgaltam a PEC-ek stabilitasat a sejtes kisérletek



soran alkalmazott tapoldatban valamint a tapoldat alapjat képezo foszfat pufferben (PBS) (3.

abra).
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3.abra: Kiilonb6z6é PEC-ek méretének és PDI-jének valtozasa PBS-ben és tapoldatban

A 3. abran lathatdo eredmények jol mutatjak, hogy a 2-/1+ arannyal rendelkez6 komplex
kiindulasi mérete kisebb mint az 1-/1+ arannyal rendelkez6 komplexé. Emellett megfigyelhetd,
hogy az 1-/1+ aranyt komplexek nagymértékii aggregaciot szenvednek PBS-ben, illetve
tapoldatban, mig ez sokkal kisebb mértékli a 2-/1+ aranyt komplex esetében. Ennek
valosziniisithetd oka a negativabb zeta-potencial érték, ami nagyobb stabilitast biztosit a PEC-
eknek. Azonban az aggregacio még itt is jelentds, a 290nm-es atlagos atméré PBS-ben 673nm-
re, mig tapoldatban 738nm-re ndvekszik. Azonban az eredmények arra engednek kovetkeztetni,
hogy az arany pontositasaval létrehozhaté lehet egy olyan rendszer, amely izotonids
koriilményeken is stabil marad.

A stabilitas novelésének céljabol a pozitiv toltéssel rendelkezd polimereken tovabbi modositast
hajtottam végre. A stabilitas noveléséhez 1-aminohexanolt, illetve 1-pentilamint alkalmaztam
a pozitiv toltést biztosito DMAP mellett (3. abra).
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3.abra: Pentilaminnal (PSI-PA-DMAP) és aminohexanollal (PSI-AH-DMAP) médositott
polikationos polimerek
A polimeren talalhat6 alkillancn (PSI-PA-DMAP), illetve hosszulanca alkoholos oldalcsoport
(PSI-AH-DMAP) novelhetik a polielektrolit komplexek stabilitasat azaltal, hogy a PEC
feliiletén 1évo toltéseket learnyékoljak. Az oldalcsoportok mennyiségét a szintézisek soran
valtoztattam, ezaltal minden 3., 5., és 10. monomert mddositottam az adott oldalcsoporttal. A
tobbi szukcinimid monomert ezutan a pozitiv toltést biztosit6 DMAP-al moédositottam. A
polimerek citotoxicitasat in vitro sejtes kisérletekkel vizsgaltam.

In vitro sejtes kisérletek soran vizsgaltam az el6z6ekben bemutatott polielektrolitok hatasat a

ey
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4.abra: 155 BR Human fibroblaszt sejtek életképessége (a) és fazis kontraszt
mikroszkopos felvétele (b) 72 oraval a Kkiiiltetés utan, kiilonb6z6 polikationok
jelenlétében. A polimerek elnevezésében a szamok az aminohexanollal valamint a
pentilaminnal médositott monomerek mennyiségét mutatjak (AH esetében minden 3.,
mig PA esetében minden 5. monomer volt modositva). Az abran lathaté scale bar 100
pm-nek felel meg.

A 4. a, dbran megfigyelhetd, hogy a polikationok kémiai szerkezete, illetve koncentracioja
nagymértékben befolyasolja az életképes sejtek mennyiségét. Megfigyelhetd, hogy az oldallanc
modositas, mind pentilaminnal mind pedig aminohexanollal, csokkentette a polikationok
citotoxicitasat mindkét koncentracio esetében. Ez valdsziniileg a kisebb ionerdsségnek tudhatod
be. Az eredmények alapjan az is elmondhato, hogy a koncentracié novelése minden esetben
csokkentette az életképes sejtek mennyiségét (4. a, abra). Ezt a 4. b, abran lathaté faziskontraszt

mikroszkop felvételek is igazoljak. A valtozas az aminohexanollal modositott minta esetében



volt a legkisebb, amely szintén a kevesebb kationos csoportnak, valamint a polimer polarosabb
jellegének tulajdonithatd. Emellett megfigyelhetd, hogy 0,1mM-os koncentracié mellett mind
a PSI-AH3-DMAP, mind pedig a PSI-PA5-DMAP polimerek esetében a kontrollhoz kozel
azonos ¢letképesség volt mérhetd, amely mutatja, hogy ez a két polikation nem citotoxikus
ebben a koncentracioban. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a moddositds nem csak a PEC
stabilitdsara lehet hatdssal, de az egészséges sejtekre gyakorolt citotoxikus hatas is
csokkenthetd. Ezen modositott polimerek PEC készitésében torténd alkalmazasat jovébeni
kisérletek soran tervezem.

A projekt soran kapott eredmények alapjan elmondhatd, hogy a poliaszpartamid alapt
polikationok és a negativ toltésii poli(aszparaginsav) alkalmazasaval eléallithatdak nanométer
mérettartomanyba esd PEC-ek. Ezek stabilitdsa nagymértékben fligg a szintézis sordn
alkalmazott pH-t6l valamint a negativ és pozitiv toltésii polimerek aranyatél. Amennyiben 2-
/1+ molaranyt alkalmazunk a kialakult PEC-ek Kisebb mérettel rendelkeznek, valamint a
kialakult nanoszuszpenzié 9 nap utan is stabil. Ezek a részecskék negativabb zeta-potencial
értékkel rendelkeznek, amely elGsegiti sejtbe torténd bejutasukat, valamint noveli stabilitasukat
izotonias koriilményeken. A polikationokon alkalmazott stabilitast névelé oldalcsoportok

csOkkentik a polimerek citotoxicitasat, amely ndvelheti a PEC szelektiv hatdsat terapia esetén.

Budapest, 2021. szeptember 28.

(Dr. Juriga David, 6sztondijas)



