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1. Bevezetés

Az €10 szervezet orvosi beavatkozasok, kezelések soran,
implantaciés ~ mutétek  eredményeképpen,  valamint
gyogyszerek alkalmazasakor hosszabb-rovidebb ideig
idegen anyagokkal, un. bioanyagokkal érintkezik. Annak
érdekében, hogy ezen beavatkozasok a célnak megfeleléen
alakuljanak, arra is sziikség van, hogy az ¢l6 szervezet
reakcidja, a Dbiovdlasz ne vezessen gyulladashoz,
trombozishoz ¢és egyéb klinikai tiinetekhez. Az ¢él6
rendszer/bioanyag hatarfeliileten lezajldé  molekularis
folyamatok hatarozzak meg, megfelel6 lesz-e a feliileti
biokompatibilitds, vagyis az ¢l6 szervezettel valo
dsszeférhetéség.!

A kivant funkciotol fiiggden fémek, keramiak, polimerek,
kompozitok koziil valaszthatunk bioanyagot.>? Az orvosi
gyakorlatban legnagyobb mennyiségben hasznalt polimerek
altalaban apoldris, vagy mérsékelten polaris jellegiiek.* A
kedvez6 tombfazisbeli tulajdonsagok és az elényods kémiai
inertség mellett ez olyan tulajdonsag, ami elésegiti a nem
kivanatos fehérje adszorpciot. Ezért az utobbi évtizedekben
elfogadotta valt, hogy a felileti biokompatibilitas
ndvelésének altalanos modja a polaritds fokozasa, amitdl a
nem specifikus fehérje adszorpcid visszaszorulasat varjuk.
Ezaltal az €16 szervezettel érintkezésben 1évé milanyag
feliileteken csokken a valdsziniisége olyan folyamatoknak,
mint az opszonizacié, fibrinogén adszorpcio, baktérium
megtapadas, stb.

Mindezek a makroszkopikus méretli bioanyag eszkozokre
vonatkoz6 megfontolasok kiilondsen érvényesek a korszerti
gyogyszethordozd rendszerekre, mikro- és nanokapszulakra,
melyek kis méretik miatt nagy fajlagos feliiletet
képviselnek, ezaltal még nagyobb szerephez jutnak a
hatarfeliiletei kdlcsdnhatdsok.>

A Dbioldgiai rendszerek oOsszetettsége indokolja, hogy a
rendszerbe foglalt biologiai tesztek mellett kisérleti és
elméleti  modelleken is  vizsgaljak az  alapvetd
kolcsonhatasokat. Az igy szerzett ismeretek hasznosak a
fejlesztés soran, a feliileti tulajdonsagok és a biovalasz
kozotti specialis 0sszefiiggések feltarasaban.

2. Polimerek feliiletmodositasa
A feliileti biokompatibilitds ndvelése a bioanyagok elsd

s
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évtizedes tevékenység eredményét értékelve arra a
kdvetkeztetésre jutottak,® hogy sok esetben a hidrofil, de
toltéssel nem rendelkezd feliilet kialakitasa a jo6 megoldas.
Ez biztositja a vizes kdrnyezetbe valo illeszkedést, valamint
az oldott biomolekuldk, féként fehérjék minimalis
adszorpcidjat. A tanulmanyozott lehetdségek kozott az egyik
leginkabb megfeleld a poli(etilén oxid)-bol (PEO) képzett
bevonat. A PEO kedvez6 tulajdonsaga, hogy nem toxikus,
vizben jol oldddd, hidrofil polimer. A feliileti PEO-bevonat
mitkodése erdsen fiigg attdl, hogyan sikeriil kialakitani a
PEO réteget,’” milyen stabil, milyen vastag, milyen a
szerkezete vizes kdrnyezetben, milyen a molekula stirtiség,
milyen a lanchossz és a mobilitas.

.....

a Pluronic alkalmazésa, ami poli(etilén oxid)-poli(propilén
oxid)-poli(etilén oxid) blokk-kopolimer. A Pluronic idealis
feliiletmodosité adaléknak tekinthetd, mivel felépitésébol
kovetkezden jol adszorbealodik hidrofob feliileteken. Egy
masik eljaras, a keverékképzés soran megallapitottuk, hogy a
Pluronic adalék nagymértékben dusul a politejsav (PLA),
politejsav/glikolsav polimerek (PLGA) feliileti rétegében,
ezaltal igy is megvalosithato a feliiletmodositas.'® A polimer
felillet hidrofilizalasdnak mértéke kovethetdé volt a
nedvesedés méréssel, mig a feliileti réteg pontos kémiai
Osszetételének meghatarozasara rontgen sugar-fotoelektron
spektroszkopiat hasznaltunk. Azt talaltuk, hogy a médositott
feliilet hidrofil jellege az alkalmazott Pluronic dsszetételétol,
valamint mennyiségétdl fiigg, igy ezekkel szabalyozhato.!!

A lehetséges orvosbiologiai alkalmazas felveti a feliileti
hidrofilitds  vizes  (biologiai)  kornyezetben  vald
tartdssaganak  kérdését, tekintve a  Pluronic  jo
vizoldhatosagat. Ennek  részletes, szisztematikus
tanulmanyozasahoz tobb Osszetételre, filmvastagsagra
kiterjedé vizsgalatokat terveztiink, amelyben az XPS és
ellipszometria modszereket egyiittesen alkalmaztuk.'!
Amint az 1. Abra mutatja, a Pluronic adalék hatasara
jelentésen csokkent a marha szérum albumin (BSA)
adszorpcidja, de ehhez bizonyos film vastagsag is sziikséges
volt. A vékony (25 nm vastagsagt) film Pluronic tartalma
nem volt elegendd a BSA adszorpcid tartos
visszaszoritdsara, mig 90 nm-es filmvastagsagnal ¢és
nagyobb Pluronic koncentracional mar eredményes volt a
feliilet hidrofilizalasa.
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1. Abra: Fehérje adszorpcié PLGA vékonyrétegeken a rétegvastagsag és a
PLGA film Pluronic tartalméanak fiiggvényében.

Annak bizonyitasa, hogy a kidolgozott feliiletmodositas
valéban noveli-e a polimer feliileti biokompatibilitdsat,
biologiai vizsgalatok sziikségesek. Ugyanakkor széles
korben elfogadott, hogy a biokompatibilitas elso, sziikséges
feltétele a nem specifikus fehérje adszorpcié minimalis
értéke.® Bzt az elvet alkalmazzék az utdbbi évtizedekben
megjelend kolloidalis gyogyszerhordozok mindsitésének
esetében is.!?

3. Biodegradabilis polimer gyogyszerhordozé

A PLGA-t, mint biodegradabilis polimert tobb orvosi
alkalmazasaban nagy fajlagos feliiletti formaban hasznaljak.
Ilyen a vékony sebvarrd, rogzitd cérna, vagy a szervezetbe
épithetd, nagy porozitast (80-90 %) szovettamasz. Ezekben
az esetekben a felileti biokompatibilitdis még
hangstilyosabb, ¢és alapvetéen befolyasolja a bioanyag
sikeres miikodését. Ez érvényes a PLGA-boIl eldallitott
nanoméretli részecskékre is, amelyek hatébanyagot képesek
hordozni és szallitani a szervezet kivant helyére. Ha az ilyen
kolloidalis gyogyszerhordozo altal képviselt idegen feliilet
megjelenésére a szervezet biovalasza nem megfeleld, és igy
a részecskék rovid idon belil kilirilnek, nem tud
megvalosulni az elnyujtott hatdéanyag leadas és a célba
juttatds. Elengedhetetlen tehat, hogy a hatarfeliileti
kolcsonhatasokat a  biologiai rendszerrel a célnak
megfelelden alakitsuk: minimalis legyen a nem specifikus
fehérje  adszorpcid,  ugyanakkor  olyan  feliileti
tulajdonsdgokkal rendelkezzen a nanorészecske, hogy
affinitdst mutasson a sejtmembranhoz, az alkalmazastol
fliggden legyen jo az adhézidja a nyalkahartyahoz, at tudjon
jutni a sejt membran lipid kettésrétegén.

A PLGA, mint biodegradabilis, biokompatibilis polimer a
kolloidalis gydgyszerhordozdék egyik legalkalmasabb
anyaga. Az ebbdl késziilt mikro- és nanorészecskék a
belefoglalt hatéanyagot el tudjak juttatni a szervezet
kiilonb6z6 részébe, és ott a hordozd lebomlasa altal
megvalosulhat a fokozatos hatéanyag felszabadulds. A
hordozé bomlastermékei az emberi szervezetben
metabolizalhatok. A 2. Abra 150 nm atlagos atmérdji,
nanoprecipitacié modszerével eléallitott PLGA részecskéket
mutat.

nm

2. Abra: Nanoprecipitacioval el6allitott PLGA nanorészecskék atomi erd
mikroszkopos felvétele.

Az eldallitas, tarolas, valamint az alkalmazas soran donto
jelentdségli, hogy a részecskék diszpergalt allapota
megmaradjon. A megfeleld Pluronic feliileti réteg a
részecskéken a sztérikus stabilizalas altal biztositani tudja a
kolloid allapotot, gétolja az aggregaciét. Osszehasonlito
vizsgalatok soran meghataroztuk, mely Pluronic-ok
mutatnak kielégito stabilizal6 hatést, és ez mennyire tartds a
szervezetben fenndllo koriilmények kozott.!> A 3. Abra
mutatja, hogy a PLGA részecskék legnagyobb feliileti
boritottsagat (legkisebb zeta potencidl értékét) harom fajta
Pluronic molekulaval lehetett elérni, melyek koziil kett6 a
legnagyobb molekulatomegii, egy pedig a leginkabb
hidroféb jellegti.
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3. Abra: Kiilénbozé Pluronic-kal stabilizalt PLGA nanorészecskék zeta

A kolloidalis gyogyszerhordozo célbajuttatasa a feliilet¢hez
rogzitett, specifikus biologiai kolcsonhatasra  képes
molekulaval érhetd el. Ennek feliileti kapcsolasat elésegiti,
ha a nanorészecske tovabbi reakciokra képes funkcids
csoportokat  tartalmaz.  Eldallitottuk a  Pluronic
blokk-kopolimer végcsoportjaiban amino-funkcids
valtozatat. Ezt a Pluronic szarmazékot alkalmazva azt
talaltuk, hogy a szterikus stabilizald hatds megmarad,
mikézben a reaktiv feliileti csoportok tovabbi kémiai
kapcsolasi reakciokba vihetok.'4
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A kiilonbozd 0Osszetételii és funkcionalitasu Pluronic-ok
mellett egy 0j, mas tipust, hiperelagazasos polimert is
alkalmaztunk a  PLGA  nanorészecskék  feliilet-
modositdsara.!> Kiilonbozé lanchossziisagl alkilcsoportot
tartalmazé  amfipatikus  hipereldgazasos  poliglicidol
molekulak koziil vizsgalataink soran kivalasztottuk azt,
amellyel a részecskék sztérikus stabilizdlasa kielégitéen
megvalosul.

4. Abra: DPPC monoréteg AFM képei penetraci6 el6tt (A), illetve
antibakterialis polimerrel t6rténd kélcsonhatast kovetden (B).

4. Hatéanyag jelolt molekuldk membranaffinitasa

A Langmuir-mérlegben vizes fazis feliiletén lipid
molekulakbol eléallitott fluid monoréteg mar régdta bevalt
rendszer a hatéanyagok penetraciés képességének
jellemzésére.'® A mérés koriilményei, a lipid réteg
Osszetétele, feliileti koncentracidja és a hémérséklet jol
szabalyozhatéak, a kolcsonhatdas mértékérél pedig
kvantitativ  informaci6 nyerhetd. Az ilyen modon
meghatarozott membranaffinitas elsd, sziikséges feltétele
annak, hogy a hatdéanyag valamely sejtfelvételi
mechanizmus segitségével be tudjon jutni a sejt
belsejébe.!”! A monoréteg modellként leggyakrabban
alkalmazott vegyiilet a sejtmembran egyik f6 lipid
komponense, a dipalmitoil-foszfatidilkolin (DPPC), mig
antibakterialis anyagok tesztelésekor mas, altalaban negativ
toltést, vagy specifikus lipideket (pL
dipalmitoil-foszfatidilglicerin, kardiolipin, szfingomielin) is
tartalmaz a rendszer.

Az MTA-ELTE Peptidkémiai Kutatocsoporttal és az MTA
Enzimologiai Intézetével egylittmiikodésben antibakterialis,
elsésorban a Mycobactérium tuberculosis (Mtb) elleni
szamos, Uj hatdanyag jel6lt molekula membranaffinitasat
hatdroztuk meg.'*1%-2* Ezzel a modszerrel szelektalni tudtuk
a nagyszamu vegyiilet koziil azokat, amelyek varhatoéan jo
hatast tudnak elérni, mivel mutatnak affinitast a baktérium
lipidrétegéhez. A lipid modelliink ebben az esetben
tartalmazta az Mtb sejtmembranjanak fontos épitéelemét, a
mikolsavat.>> A kivélasztott hatéanyag jeldltek tovabbi
modositasat, a gazdasejtre specifikus peptid konjugatum
tervezését €s szintetizalasat az MTA-ELTE Peptidkémiai
Kutatdcsoport munkatérsai végezték.

Egy masik munkaban, melyet egy eurdpai konzorcium
keretében (NanoBond FP7) végeztiink, szilard anyagok,
textiliak feliiletét antibakterialis tulajdonsagava
alakitottuk.?®?” A feliilet funkcionalizalasara kifejlesztett
amfipatikus polimereket lipid modell rendszerrel vald
kolcsonhatasuk alapjan is mindsitettiik. A baktérium sejtfalat
roncsolo hatés (in vitro tesztek) és a lipid monorétegekbe valo
penetracid mértéke, valamint moddja kozott Osszefliggést
talaltunk. A modell vizsgalatok alapjan megallapitottuk, hogy
az antibakteridlis polimer kationos jellege ¢és amfifilitasa,
valamint oldhatosaga egyiittesen hatdrozza meg az optimalis
szerkezetet. A lipid réteg rendezettségének valtozasa, a
polimerrel valo erds kolcsonhatas, a penetracio egyértelmiien
megfigyelhetd volt a rétegekrdl készitett atomi erd
mikroszkopos felvételeken (4. Abra).

5. Gyogyszerhordozo6 nanorészecskék membranaffinitasa

A hatoanyagtranszport korszerli eszkozei, a kolloidalis
gyogyszerhordozok alkalmazasakor a sejt nem a
hatéanyagmolekulaval ,talalkozik”, hanem sok esetben a
hordozdéval egyiitt kell bejutnia a sejtbe. Elsék kozott
kezdtiik alkalmazni a Langmuir-mérleges penetracié mérést
a hatdéanyag hordoz6 nanorészecskék membranaffinitasanak
jellemzésére.'*?® Feltehetd, hogy ezek az objektumok, kb
100-150 nm-es atmérdjiik miatt mas mechanizmussal fognak
atjutni a sejtmembran lipid kettdsrétegén, mint a molekularis
konstrukcidok, de a hatas eléréséhez itt is feltétel a
membranhoz valé kotédés (5. Abra).

5. Abra: DPPC monoréteg AFM képe PLGA nanorészecskékkel valo
kolesonhatast kovetden.
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A membranaffinitast a részecske feliileti tulajdonsagai szabjak
meg. Ennek tanulményozésa soran  affinitdsnoveld
feliiletmodositasokat dolgoztunk ki. Ezek egyik modja a
stabilizalashoz hasznalt Pluronic molekuldk végcsoport
funkcionalizalasa volt (Pluronic-amin), igy kationos jelleget
adva a feliileti rétegnek.® A 6. Abran az eredeti PLGA
nanorészecske, valamint a Pluronic-kal, illetve
Pluronic-aminnal stabilizalt részecskék membranaffinitasat
hasonlitottuk 6ssze. A Pluronic-kal valo feliileti boritas noveli a
részecske membranaffinitasdt, ami a kationos polimer
jelenlétével tovabb fokozhatd. A tisztdn Pluronic-aminnal
boritott részecskék mutattdk a legnagyobb affinitast a lipid
réteghez, ugyanakkor elonyds, hogy a két polimer egyiittesen is
alkalmazhat6, igy biztositani lehet a rendszer kolloid
stabilitasat. Ez a konstrukcio igéretes gyogyszerhordozo a lipid
membrannal vald kedvez0 kolcsOonhatasa, valamint a
feltiletmodosito réteg hangolhato kialakitdsa miatt.

A sejtmembran egyszertsitett modelljei kozott a szilard
hordozén kialakitott lipid kettdsréteg szerkezeti tulajdonsagai
jobban kozelitik az ¢€l6 sejt membran felépitését. Ezt a kisérleti
modellt hasznalva a  membranaffinitas, illetve a
nanorészecskékkel vald kolesonhatas mértéke, és a bekovetkezd
szerkezeti valtozasok mas modszerekkel, pl. érzékeny
tomegmérési modszerrel, kvarc kristaly mikromérleges (QCM)
technikdval kovethetéek,® és nagyfelbontasu képalkotd
modszerekkel kombinalva tanulmanyozhatoak.
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6. Abra: Pluronic-kal illetve Pluronic-aminnal stabilizalt PLGA
nanorészecskék penetraciojanak mértéke DPPC monorétegbe és a
nanorészecskék zeta potencialja.

A sejtmembran modellje liposzéma kiteriiléssel eldallitott
lipid kettosréteg volt (7. Abra). A részecskék kotddése a
tomegnovekedés mellett a réteg atomi erd mikroszkopos

vizsgalataval is kimutathat6 volt. Kiemelkedd membranaffinitast
tapasztaltunk a hipereldgazasos poliglicidollal boritott PLGA
nanorészecske esetében. Ennek az 0j nanoszerkezetii
gyogyszerhordozénak az is eldnyds tulajdonsaga, hogy
nagyszamu, tovabbi kapcsolasra, funkcionalizalasra lehetdséget
kinalo feliileti hidroxil csoporttal rendelkezik.
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7. Abra: A rezonancia frekvencia véltozasa az id6 fuggvényében QCM
mérés soran. A mérés 1épései: 1. alapvonal felvétele SiO, feliileten;

2. liposzoma diszperzi6 adagolasa; 3. ipid kettds réteg képzddése;

4. nanorészecskék injektalasa; 5. mosas pufferrel.
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Biocompatibility and membrane affinity, interfacial interactions studied by model systems

Two aspects of biorelevant interfacial phenomena, the
surface biocompatibility and membrane affinity of
polymeric biomaterials were discussed in the present paper.
Surface modifications of biodegradable polyesters,
poly(lactic acid) (PLA) and poly(lactic-co-glycolic acid)
(PLGA) were developed by forming poly(ethylene oxid),
PEO-containing layer. Different polymer layers were
studied by XPS and ellipsometry measurements to determine
the effect of Pluronic component on bovine serum albumin
(BSA) adsorption. Significant increase in surface
hydrophilicity was achieved leading to reduced protein
adsorption which contributes to enhanced biocompatibility.

Applying surface modifications to polymeric drug delivery
nanoparticles (NPs) the macromolecular coverage offers the

steric stabilization of the colloidal drug loaded particles.
Meanwhile, the tuning of surface properties by changing the
chemical composition can improve the membrane affinity of
the drug carrier particles. Additionally, providing that
significant number of functional groups is available in the
surface layer that allows further chemical coupling of
various ligands to accomplish targeted drug delivery.

To characterize the membrane affinity of a colloidal drug
carrier, Langmuir-balance measurement using lipid
monomolecular layers were carried out. These nanocarriers
with diameter of 100-150 nm probably show different
molecular interactions and transport route than the molecular
construction. The adhesion to the membrane surface
however, is a first crucial step in the process which is tested
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in the penetration ability measurement. With the aim to
increase the membrane affinity and potential of targeted drug
delivery the end group derivative of Pluronics was
synthesized in a straightforward way to obtain
Pluronic-amines. This method allows modulation of the
charge character of the NPs’ surface and provides functional
groups for chemical reactions useful for targeting while
retaining the aggregation stability of the system. Presence of
the positively charged end groups was detectable with
electrophoretic mobility measurements. The Pluronic-amine
coated NPs showed the highest membrane affinity into the
DPPC layer while controllable properties of the surface layer
can be achieved by combined application of the Pluronics
with different compositions.

Adhesion/adsorption of the biodegradable PLGA NPs were
studied at another model cell membrane (SLB) composed of
lipid bilayer formed on a solid support. The influence of
NPs’ surface properties on the interfacial interactions was
evaluated comparing various amphiphilic block copolymers
(Pluronics) as well as amphiphilic monoalkyl hyperbranched
polyglycerols (Cn-HbPGs). Cn-HbPGs were successfully
applied as surface modifiers and stabilizers in the
preparation of PLGA NPs with outstanding colloidal
stability due to the orienting interaction of the hydrophobic
alkyl segment. The Pluronic- and C18-HbPG coated NPs
were applied to SLB obtained on quartz crystal microbalance
(QCM) sensor surface by liposome spreading. Degree and
type of adhesion of NPs were determined by

nanogravimetric measurements in combination with the
visual analysis of the surfaces using atomic force
microscopy (AFM). Comparison of different Pluronic
surface coatings led to the conclusion that the length of the
PEO chains in the Pluronic molecules has marked effect on
the stability of the NPs and their interactions with lipid
systems. Stabilization of NPs by C18-HbPG resulted in the
highest membrane affinity which is an initial requirement for
cellular uptake, followed by Pluronic105 with medium
polarity within the Pluronic series applied here.

In parallel to the characterization of the drug carrier
nanoparticles, the membrane affinity of various bioactive
compounds has also been studied. Using both of the mono-
and bilayer lipid model membrane measurements large
number of drug candidates were managed to screen and
promising compounds were selected acting against
Mycobacterium tuberculosis, the pathogen of tuberculosis.

These types of model experiments have also proved useful in
the assessment of amphiphilic cationic polymers applied as
antibacterial coating on various textile materials. On the
basis of the membrane affinity results the chemical structure
involving conformational properties of the alkyl chain
grafted poly(ethylene imine) derivatives was found to be
important in the molecular interactions playing role in
antibacterial ~ behaviour of  amphipathic  cationic
polyelectrolytes.
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