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1 BEVEZETES ES CELKITUZESEK

A PAMAM, poli(amido-amin) dendrimerek szabdlyos, elagazo szerkezetli
mesterséges molekuldk, melyek etilén-diamin ¢és akrilsav egységekbdl
¢épiilnek fel. Az 5. generaciés PAMAM dendrimer (G5.NH;) mar kdzel gomb
alaku, és szdmos protonalhaté termindlis primer és lanckozi tercier
aminocsoportot tartalmaz. Hidrofil karakter(i, vizes oldatbeli szerkezetét
tobbnyire neutron- ¢és rontgenszorassal valamint molekuladinamikai
szamitasokkal vizsgaljak, de ezek gyakran ellentmondanak egymaésnak.
Szintén a kutatdsok targyat képezi a dendrimerek méretének ¢és belsd
szerkezetének pH-fiiggd valtozasa.

A dendrimerek széleskorli alkalmazhatosagat a funkcios csoportok mellett
a molekula belsejében feltételezett liregek is novelik. Gyodgyszermolekulak,
katalizatorok, képalkotdsban hasznalatos agensek kothet6k kovalensen a
végcsoportokra, vagy épithetok be a molekula belsd, nanoméretii liregeibe. A
PAMAM dendrimerek polielektrolit jellegiik miatt toltéssel rendelkezd
részecskékkel elektrosztatikus kdlcsonhatasba 1épnek. Az ismert formuldk
azonban nehezen alkalmazhatok a toltott makromolekula viselkedésének
leirasara ellenionok jelenlétében.

A gybgyszerkutatasok sok esetben irdnyulnak a rakellenes hatdanyagok
G5 PAMAM dendrimerekkel valo szallitdsara. Az emlitett elényds
tulajdonsagok mellett a G5.NH, dendrimer mérete a hemoglobinéval kozel
azonos, ¢és a termindlis NH,-csoportok konnyen funkcionalizalhatoak,
lehetovée téve a sejtekbe vald bejutast.

Kismolekulak mellett nanorészecskék templéatjaként is alkalmazzdk a
PAMAM dendrimereket. Az arany nanorészecskéket, melyek rontgen és CT
(szamitogépes tomografia) képalkotd eljarasokban kontrasztanyagként,
katalizatorként vagy akéar génatviteli eljarasokban is alkalmazhatéak, a
dendrimerek sztérikus modon vagy kapszulazassal stabilizalni képesek. A
stabilizadlds moddja tobbek kozott fligg a dendrimer generacidjatdl és a
nanorészecske méretétol.

A doktori munkam soran célul tiztuk ki a G5.NH, dendrimer vizes
oldatbeli viselkedésének jellemzését. El6zOleg azt tapasztaltuk, hogy a pH-
nak jelentés hatasa van a dendrimerek méretére és szerkezetére. Ezért
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részletes tobbdimenzios, nagyfelbontasi NMR ¢és NMR relaxacios méréseket
terveztiink, hogy megallapitsuk a G5.NH, dendrimer szerkezeti valtozésait
pH-valtozas hatasara.

Célunk volt, hogy a G5.NH, dendrimer belsé szerkezetében feltételezett
tiregek 1étezését kisérleti uton igazoljuk, hiszen ezek meghatarozodak lehetnek
a dendrimereket jellemzd templathatast illetden. A novekvd viztartalmu
dendrimergél porusméretének meghatarozasara NMR krioporozimetrias és
diffiziometrias méréseket terveztiink.

A dendrimerek alkalmazasanak egyik kulcskérdése azok mindsége. A
PAMAM dendrimerek gyors analizisét méretkizarasos kromatografiaval
foszfat pufferben végezték. Kolcsonhatdst taldltunk a foszfationok és
dendrimerek kozott és ennek természetét kivantuk vizsgalni multinuklearis,
tobbdimenziés NMR  spektroszképiaval és pH-potenciometridval. A
foszfationok a véraramban is jelen vannak, ezért ennek ismerete a
gyogyaszati alkalmazas szempontjabol is igen fontos.

A doxorubicin (DOX) rakellenes hatéanyag bejuttatasa az €16 szervezetbe
torténhet  kiilonbozo  feliileti  csoportokkal — modositott PAMAM
dendrimerekkel. Az orvosi alkalmazas szempontjabol is fontos a
kolcsonhatéas vizsgélata, igy tovabbi céljaink kozott szerepelt acetil, hidroxil,
¢s karboxil végcsoporti G5 dendrimerek és DOX kozotti kolesonhatés
jellemzése kiilonb6z6 NMR modszerekkel.

Szamos irodalmi forras leirja, hogy a dendrimerek arany nanorészecskéket
stabilizalnak, azonban az 5. generacios PAMAM dendrimerek estében nem
egyértelmli a  stabilizaldas moddja.  Nagyfelbontdsu NMR-rel ¢és
diffiziometriaval terveztilk tisztdzni a kolcsonhatds természetét és a
stabilizalas jellegét. A dendrimerrel stabilizalt arany nanorészecskék
szintézise soran fontos 1épés a tolt6tt dendrimer Au"'-ionokkal valé reakcidja.
A kolcsonhatas helyének és jellegének (komplex- vagy ionpar képzddés)
meghataroz6 szerepe lehet a nanorészecskék stabilizdlasi modjaban és a
hibrid részecske GOsszetételében. Igy a  G5.NH, Au"-ionnal vald
kolesonhatasanak vizsgalatat is célul tiiztik ki.
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2 IRODALMI ELOZMENYEK

A dendrimerek szabalyos, faagszerlien eldgazo térbeli szerkezettel
rendelkezd, rétegekbdl felépiild, mesterséges makromolekuldk, jol
reprodukalhatéan eldallithatd monodiszperz szerves nanorészecskék. A
molekula kdzponti magjdhoz kapcsolddd monomer egységek generacidkat
épitenek fel, a kapcsolédasi pontokban pedig a szerkezet fadgszeriien
elagazik (1. abra). A mag nélkiili, fadgszeriien elagazdé molekularészek a
dendronok. Az elagazasi pontok €s a terminalis funkcids csoportok, valamint
a molekula belsejében feltételezett ,iiregek” lehetové teszik a dendrimerek
széleskorti felhasznalasat a komplexkémidban, az orvosi kémiaban és a
katalitikus reakciokban. A dendrimerek szerepe a gydgyszerkutatasban
jelentds, mert gyogyszermolekuldkkal kolcsonhatasba 1épve, mint
gyogyszerszallitd részecskék, szerepiik lehet a rak kemoterapias kezelésében.
A hatéanyag molekuldi, a detektalast segité egységek és a vektorok (célba
juttaté molekulak) kovalensen kothet6k a végesoportokra, vagy a feltételezett
nanoméretli liregekbe nem kovalens kotéssel épitheték be. A dendrimerek
mutatjak az Ggynevezett dendritikus katalizist, mely soran a katalizator és a
szubsztratum lokalis koncentracidja a makromolekuldban igen nagy, ¢és a
reakci6 a dendrimer molekula belsejében jatszodik le.'®

Dendron

Generaciok

Terminalis funkcids
«— csoportok

Mag

1. abra: A dendrimer molekula idealizalt, sikra levetitett szerkezete.’
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Elséként 1978-ban Vogtle ¢és munkatarsai irtak olyan ismétlédo
reakcidlépésekrol, melyek sordn jol meghatarozhato elagazd szerkezetii, un.
,kaszkad molekuldk” keletkeztek.” A ’80-as évek elején Denkewalter és
munkatarsai polilizin dendrimerek szintézisét szabadalmaztattak.*'" Az elsé
részletesebb jellemzés a Tomalia altal els6ként eldallitott poli(amido-amin)
dendrimerekrél“, valamint a Newkome altal kozolt arborol dendrimerekrél'
jelent meg 1985-ben. Tomalia ¢és munkatarsai az altaluk eldallitott
makromolekuldkat  szerkezetik  alapjan  ,,csillagszor6”  (starburst)
polimereknek (1. abra) nevezték el, €és 6k hasznaltdk el0szor a dendrimer
elnevezést (gordg dendron=fa, meros=rész). Ezeknek, az Aaltalunk is
alkalmazott, poli(amido-amin) (PAMAM) dendrimereknek (2. 4bra)
szimmetrikus szerkezetilkk van, benne nagyszaml eldgazdsi ponttal ¢&s
terminalis funkcios csoporttal. A dendrimer eléallitdsara divergens modszert
hasznaltak, vagyis egy kozponti iniciator (etilén-diamin, illetve ammonia)
magra ¢épitették rd az egymast kovetd rétegeket (generaciokat). Hasonld
modszerrel alitott elé Miilhaupt' és de Brabander'* poli(propilén-imin) (PPI)
dendrimereket. A divergens moddszer hatranya, hogy az egyes csoportok
esetleges mellékreakcidi hibas szerkezethez vezetnek, és az elsé rétegekben
megjelend hiba ,,6rokl6dik”, nem javithato. Frechet és Hawker'> aromas
poliéter bazisi dendrimereket mar konvergens modszerrel szintetizéltak,
vagyis a molekula szintézisét a kiilsé csoportokkal kezdték, majd a mag felé
haladva felépitették a dendronokat, amiket azutdn egy multifunkciés maghoz
kapcsoltak. Emiatt a modszer kevesebb szerkezeti hibalehetdséget rejt
magaban, és a molekula tervezhetdségét is megkdnnyitheti az, hogy a kivant
csoportok precizebben beépithetok a molekulaba. A dendrimerek fontos
csoportjat alkotjdk még a Moore altal eldszor szintetizalt fenil-acetilén
dendrimerek.'® A dendrimerek felsorolt alaptipusai a legismertebbek és a
leginkdbb kutatottak. Az 1990-es évek Ota természetesen szdmtalan altipust
¢és 0j tipust szintetizaltak, a koztes és terminalis csoportokat ugy alakitva,
hogy az eldallitott makromolekuldk minél szélesebb korben alkalmazhatdk
legyenek.’



Keéri Monika doktori (Ph.D) értekezése

2.1 PAMAM dendrimerek jellemzése

A poli(amido-amin) (PAMAM) dendrimerek etilén-diamin és akrilsav
egységekbdl eldallitott makromolekuldk, amelyek az eldgazasi pontokban
tercier N-eket, az d4gakon peptidkotéseket ¢€s termindlis (primer)
aminocsoportokat tartalmaznak. (2. dbra) Az emlitett csoportok miatt jol
szolvatalodnak vizben ¢és polaris oldoszerekben, hidrofil karakteriik miatt
nagyon jol oldodnak. A funkcids csoportok biokompatibilisek. A molekula
primer aminocsoportjai igen jol  funkcionalizalhatok  kiilonb6z6
felhasznalasokhoz. Az orvosi alkalmazasok szempontjabdl erre sziikség is
van, hiszen a primer aminocsoportok nagyobb koncentracioban karos
mellékhatast valthatnak ki, vagy akéar toxikusak is lehetnek. A primer ¢és
tercier aminocsoportok a pH csokkentésével protonaldédnak, igy egy
dendrimer molekulanak nagyszamu pozitiv toltése i1s lehet (pl.: egy 5.
generacios PAMAM dendrimernek 4-es pH-értéken mintegy 250 pozitiv
toltése van). A PAMAM dendrimerek széleskorii alkalmazhatosagat az un.
dendritikus sajatsdgoknak tulajdonitjdk: a kaszkadszerli szimmetrikus
struktira, a monodiszperzitds, a belsé ¢és kiils6 funkcids csoportok
reakciokészsége, a termindlis csoportok nagy szama, a belsé és kiilsé
funkcids csoportok nagy lokalis koncentracioja, a soft-hard kolloid karakter
és a szolvatalt dendrimer molekula pszeudofazisként valé viselkedése.'’
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2. ébra: 2. generacids (G2) PAMAM dendrimer felépitése és funkcios
csoportjai: tercier aminocsoportok (kék), peptidkdtések (zold) és primer
aminocsoportok (piros).
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A PAMAM dendrimerek elsé sikeres, divergens szintézisét a 3. abra
mutatja. Etilén-diamin és ammonia inicidtor mag amin funkcids csoportjadhoz
Michael-addicioval metil-akrilatot kapcsoltak, a keletkezd észtert etilén-
diaminnal amidaltdk, igy létrehozva a belsd rétegeket, generaciokat. Az
amidalas elotti, észter ,réteget” feles generacidonak (0,5; 1,5; 2,5 stb.)
nevezték el (3. abra).'" !®
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3. 4bra: Etilén-diamin (EDA) magva PAMAM dendrimer szintézise.'" "’

PAMAM dendrimer molekulak alakja, strukturdja:

A dendrimer molekuldk alakjat, méretét, oldatbeli viselkedését alapvetden
meghatarozza a dendrimer tipusa, felépitése €s generacidja. Generaciok
szerint az angol nyelvii szakirodalom besz¢l ,,alacsony” generacios (LGD,
Low Generation Dendrimer), ,kozép” generacios (MGD, Medium
Generation Dendrimer) és ,,nagy” generacios dendrimerekrél (HGD, High
Generation Dendrimer) (4. abra). PAMAM dendrimerek esetében a 3-6
generaciokat az MGD-hez soroljak, de a funkcionalizalt valtozatoknal ettol
esetenként eltérnek.'” A kis molekulatomegii LGD dendrimerek esetében a
molekula szerkezete teljesen atjarhato, igy a kiils6 és belsé funkcids
csoportok egyforman elérhetdéek. Ezzel szemben a HGD dendrimerek gomb
alaka, kevésbé atjarhatd, szimmetrikus szerkezetli nanorészecskék, melyek
lancvégi csoportjai sokkal konnyebben elérhetéek, igy az oldatukhoz adott
reaktansok elsoként a feliileti csoportokkal reagalnak, majd a molekula
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belsejébe diffundalva érhetik el a belsé funkcids csoportokat. Az MGD
dendrimerek mindkét csoport tulajdonsagaival jellemezhetdk, ¢és egyes
irodalmak a ,,soft” kolloidokhoz hasonl6 karaktertinek irjak le oket. 2017

LGD MGD

4. 4dbra: LGD (G2), MGD (G5) ¢és HGD (G7) etilén-diamin-magv(i, NH;-
végesoporti PAMAM dendrimerek térkit61td molekula modellje."”

A dendrimer molekuldk alakja 0-2-ik (GO0-G2) generdcional még
aszimmetrikusnak tekinthetd, 3-4-ik (G3-G4) generacional ellipszoid jellegii,
mig az 6todik generaciotdl (GS) kozel gomb alaku. Egy Gjabb generacio kb. 1
nm-rel noveli a molekula sugarat.”! Az 6todik generacional a kozel gdmb
alakii molekuldk jelentds részben atjarhatéoak. E molekuldkban a feliileti
csoportok mar meghatarozéak a dendrimer tulajdonsagait illetéen, de még
elérhetdk a belsd funkcids csoportok is. Szamitégépes molekulamodellezések
is igazoljak ezeket a sajatossdgokat, de bizonyos generaciokig az agak még
mozgékonyak, flexibilisek. A zegzugos, tlireges szerkezet a negyedik
generaciotol jellemzod, mig a 6. generaciotdl jol definialhatd belsd struktarat
mutatnak a szamitasok.'®

A PAMAM dendrimerek szerkezetét kisérleti uton elsOsorban kisszogl
rontgen- (SAXS) ¢és neutronszorassal (SANS) vizsgaltdk. Prosa ¢és
munkatarsai  kimutattdk, hogy G7-G10 PAMAM dendrimereknél
monodiszperz, gomb alaku részecskék feltételezhetdk, egységes stirliségli
belsé szegmensekkel.”> PAMAM dendrimerek metanolos oldataban G3-G4-
nél elagazo, csillagszerli szerkezet (soft sphere), mig a lényegesen nagyobb
méretli G9-10-n¢l a merevfalu (hard-sphere) szerkezet és a gdmb alak
jellemzd SAXS mérések szerint. G4 ¢és G8 kozott a szerkezet csillagszerli
jellege fokozatosan ,,hard-sphere” szerkezetté alakul.”



PAMAM dendrimerek vizes oldatbeli viselkedése és kélesénhatasa kismolekulakkal

A dendrimer molekuldk méretét alapvetden befolyasolja a kozeg. Jol
szolvatalé oldészer esetén a molekula szerkezete tdgabb, mig rosszul
szolvatald oldoszerben a terminalis csoportok visszahajlanak, igy a molekula
mérete kisebb.!” Kisérleti iton bizonyitottak, hogy a 4. generaci6 felett mar
érvényesiil ez a hatdas.®® A kozeg ionerdssége is fontos tényezd, hiszen
modellszamitdsok igazoljdk, hogy nagy ionerdsségi kozegben a
végcsoportok visszahajlanak a molekula belsejébe ¢€s ezaltal magban
tomorodoé (dense-core) szerkezet alakul ki. Kis ionerdsségnél a molekula
toltése kevésbé arnyékolt ellenionok altal, igy az elektrosztatikus taszitds
miatt az dgak kiterjeszkednek, és a szerkezet a héjban tomorodo (dense-shell)
modellel irhaté le (5. bra).”

5. dbra: A magban tomorddo (dense-core) €s a héjban tomorodo (dense-
shell) modell.”

Meltzer és munkatirsai a lancok dinamikdjat >C NMR relaxéacios
modszerrel tanulmanyoztak, ¢s a molekula belsejében lassabb mozgast
tapasztalva arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy az agak bizonyos mértékben
visszahajlanak.”® Karbamiddal funkcionalizalt és deuteralt G4 poli(propilén-
amin) dendrimer dimetil-acetamidos oldatanak SANS vizsgélata soran ugy
talaltak, hogy a végcsoportok elhelyezkedése széles maximumot mutatott a
sugarnak megfeleld tavolsagban, vagyis a terminalis csoportok a dendrimer
molekuldban szétszortan helyezkednek el, tobbnyire visszahajlanak a
molekula belsejébe, nem képeznek jol definidlhatd feliiletet. Ezek az
eredmények alatamasztjak a dendrimerek ,,dense-core” modelljét.”” Maiti és
munkatéarsai G3-11 dendrimerekre molekuladinamikai szdmitdsokat végezve
arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy még nagyobb generacidknal is jelentds a
dendronok visszahajlédsa és ezaltal a primer nitrogénatomok mennyisége a
molekula belsejében. A molekula mérete és a generaciok szama kozott a
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kovetkezd Osszefiiggés all fenn: Rg~N1/3.28 A visszahajlast mas molekula
dinamikai szimulaci6 is igazolta.29

A szimulaciés eredmények Osszességében azt mutatjak, hogy a semleges
dendrimerek felépitése ,,dense core” jellegli, vagyis a legnagyobb slirliség a
molekula magjaban tapasztalhatd, mely annak koszonhetd, hogy a dendrimer
flexibilis szerkezete lehetdvé teszi az agak visszahajlasat, igy a termindlis
csoportok a molekula belsejében megkdzelitleg egyenletesen oszlanak el.
Ezt az is alatdmasztja, hogy mig a molekulaméret (R, sugar) a generacioval
(N) a R~N'" osszefiiggés alapjan valtozik, addig a monomerek szima
exponencialisan nd a generaciok szamaval, igy a végcsoportok a kevés hely
miatt visszahajlanak a molekula belsejébe, kihasznalva a belsé generaciok
kisebb helyigénye miatti szabad teret. A dendrimerek oldatbeli
viselkedésének vizsgalatira végzett SANS kisérletek is aldtdmasztjadk az
elméleti eredményeket.”

A dendrimer molekulak méretének felsé hatarat az Un. limitalé generacio
szabja meg. A dendrimerek szerkezete egy bizonyos generacio felett nem
bovithetd tovabb monomer egységekkel a terminalis funkcids csoportok
sztérikus kolcsonhatasa miatt, mely PAMAM dendrimereknél a 10. generacio
felett jelenik meg.®® Ennek a magyarizata, hogy a terminalis csoportok
helyigénye a dendrimer sugaranak négyzetével ardnyos, mig a terminalis
ujabb generdcional a végcsoportok tobb feliiletet igényelnek, emiatt a
dendrimer kiilsé héja zstufoltabba valik. Ha a visszahajlé végcsoportokat is
figyelembe vessziik, akkor is elér a dendrimer mérete egy limitald generaciot,
amely feletti generacidoszdmnal a terminalis csoportok tovabbi Iétesitése
sztérikusan gatolt.

A PAMAM dendrimerek generaciofiiggd tulajdonsagait foglalja 6ssze a 6.
abra. Jol lathatd, hogy a kozép generdciotdl gomb alaktinak tekinthetdk a
molekuldk. A kozép generacios PAMAM dendrimerek szerkezete atjarhatd, a
molekula belsé része elérhetd lehet vendégmolekuldk szadmara. A nagy
generacio novekedésével, igy a belso rész egyre nehezebben megkdzelithetd.
Ezek a molekuldk inkabb ,,dense-shell” strukturaval jellemezhetok.
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m (m

m
Flexibilis szerkezet Kapszulazo tulajdonsag Merev feliiletli szerkezet
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Flexibilis nyitott
dendritikus struktura
Nincs bels6 szerkezet

Elérhet6 a molekula belseje Nem érhet6 el a molekula belseje

6. abra: PAMAM dendrimerek tulajdonsagai a generacio fiiggvényében
(Z=terminalis funkcios csoportok, G=generaciok szama).”

A dendrimerek méretmeghatarozasanak egyik modja lehet a molekula
diffuzios  egylitthatdjanak  mérése  diffizidé  kontrolldlt  magneses
magrezonancia (DOSY NMR) alkalmazasaval. A diffuzios egyiitthatobodl az
Stokes-Einstein-egyenlet (1) segitségével szamithatd6 a molekula
hidrodinamikai sugara. Ennek szabatos definicigja: annak a merevfali
gombnek a sugara, amelynek diffuzids egyiitthatja megegyezik a vizsgalt
molekula diffuzids egyiitthatdjaval.

__ kpT
o é6mnD

(1)

ahol Ry a hidrodinamikai sugar, kg a Boltzmann-allando, 7'a hémérséklet,  a

H

kozeg viszkozitasa és D a diffuzids egyiitthato.

Korabbi  kozleményiinkben beszdmoltunk a G5.NH, PAMAM
dendrimerek diffuzids egyiitthatdjanak koncentracid-fiiggésérél. A nulla
koncentraciora extrapolalt diffuzids egyiitthatobol szamitva a hidratalt
dendrimer hidrodinamikai sugara 3,05 nm-nek adodott, mig a gorbe
meredeksége arra engedett kovetkeztetni, hogy az 5. generacios PAMAM
dendrimerek hidrodinamikai szempontbdl merev fala gombi kolloidként
viselkednek.”!

Van Dongen és munkatarsai a kereskedelemben kaphato PAMAM
dendrimer vizes oldatdnak komponenseit izolaltdk, és a G5 PAMAM
monomer (65%) mellett a G2-G4 PAMAM dendrimereket és oligomereket
(G5 dimer, trimer, tetramer) talaltak.*> A G5 PAMAM hidrodinamikai sugara
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pH 7,4-en 3,1 + 0,1 nm-nek adddott, mely jO egyezést mutat az altalunk
meghatarozott mérettel (3,05 nm)’'. Az izolalt komponensek DOSY NMR
mérései azt mutattdk, hogy a hidrodinamikai sugar az egymadst kovetd
generaciok, a G5 monomer és az oligomer jellegli anyag korilbeliili
atomszamaval Ry~N""" aranyt mutat. Erdekes eredmény, hogy a szintézis
soran létrejott G5 PAMAM dendrimerek alkotta dimer, trimer és tetramer
molekuldk mérete a vartnal kisebbnek adodott (dimer: Ry=4,0 nm, trimer:
Ry=4,1 nm, tetramer: Ry=4,6 nm)”, amely a kapcsolodd molekulak
atfedésének és a kozos hidratburoknak a kovetkezménye lehet.

Ureges szerkezet és kismolekuldk kapszuldzdsa:

A dendrimer molekuldk dense-shell tipust modellje (5. abra) alapjan a
dendrimer bels6 szerkezete liregesnek vélhetd, vagyis a belsé hidratalt
vazban a generaciok novekedésével egyre slrisodd elagazd szerkezet
eredményeképpen iireg jelenik meg.’ Ez az iireg, mérettSl és a dendrimer
struktarajatol fliggden, akar egyfajta belsd feliiletet is definidlhat. Az tiregek
méretét befolyasolja a molekula konformacios flexibilitdsa, amit a dendrimert
felépitd egységek hatdroznak meg. Aromads csoportokbdl felépiild merev
szerkezetll dendrimereknél példaul kisérleti uton is igazolhaté a dense-shell
struktura.”® Bar a PAMAM dendrimereket felépité etilén-diamin egységek
igen flexibilisek, Tomalia ¢s munkatarsai az oldoszer szdmara elérhetd feliilet
modellezésével ugy tapasztaltdk, hogy mar a 6. generacioss PAMAM
dendrimer iiregeinek belsé feliilete is nagyobb mint a kiilsé feliilet."®

A dendrimer molekuldk gomb alakjuk és iireges szerkezetiik révén
alkalmasak lehetnek vendég (guest) molekuldk kapszulazésara. Ennek egyik
modja, hogy a végcsoportok térbeli kompresszidja révén tUgynevezett
»dendrimer-dobozt” (dendrimer-box) hoznak létre, azaltal, hogy a dendrimer
kiilsejét véddcsoportokkal latjak el, amik megakadalyozzadk a bejuttatott
struktaraja, valamint a vendégmolekula alakja hatarozza meg a kapszulazott
molekuldk szamat. Meijer ¢és munkatarsai példaul poli(propilén-imin)
dendrimerbe festékmolekulakat zartak ily modon.** A dendrimer molekulak
feliileti csoportjainak moddositdsaval egyfajta szolubilizalas érhetd el, a
kapszuldzott anyag (pl.: hidrofil festék) bevihetd olyan kozegbe (pl.: szerves
oldoszerbe), amelyben amugy nem oldhatd. A dendrimer dobozba kiilonb6zd
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katalizatorok is beépitheték. Crooks és munkatarsai szdmos kozleményben
szamolnak be dendrimerbe zart fém (Pd, Au) nanorészecskékrol.*>
Vendégmolekuldk nem kovalens médon vald kotése a dendrimer molekula
belsejében egyensulyi folyamat sordn is torténhet. Ez esetben a vendég
molekula diffazié révén, a hidrofil ¢és hidrofob kolcsonhatasok egyensulya
kovetkeztében kijuthat a tombfazisba, illetve bejuthat a dendrimerbe. (7.
abra)

7. abra: Kismolekuldk kapszuldzdsa a dendrimerben a ,,dendrimer doboz”
effektus (a) és dinamikus egyensulyi folyamat (b) révén.*!

Egy mas megkozelitésbol tekintve a dendrimerek belsejében megkotddd
molekuldkat, nem porusok vagy iiregek 1étezésérdl beszélhetiink, hanem egy
dendrimerek oldatban eltérd polaritasu pszeudo-fazist képeznek, amelyben az
oldészer molekuldi nagy szamban maradnak vissza. Ezek a nanoméreti
egységek nagyon erds elektrosztatikus kolcsonhatas, hidrogénkotés vagy
hidrofob ~ kolcsonhatdsok  révén  vendégmolekuldkkal  keriilhetnek
kapcsolatba.”” A PAMAM dendrimerek ionos karakteriik révén ionokat
(kationokat, fémionokat donor-akceptor kolcsonhatds révén, anionokat
protonalt allapotban) kothetnek meg és képezhetnek nanokompozitokat.” A
terminalis csoportokat moddositva apoléris illetve polaris karaktertiktol
fiiggben, a dendrimer molekuldk képesek kisebb molekuldkat feloldani,
szolubilizalni hidroféb kolcsonhatasok révén. Ez igen fontos a dendrimerek
gyogyszerszallitasban vald alkalmazasakor, hiszen ily modon a kis
oldhatosagu rakellenes hatdanyagok (pl: doxorubicin) oldatba vihetéveé
valnak."”

A PAMAM dendrimerek belsejében talalhat6 tiregek méretének becslésére
Li és munkatdrsai vizes oldatban vizsgaltdk a molekuldba bejutd
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vizmolekuldk mennyiségét. Modellszamitdsokkal és SANS mérésekkel is
belsejében jelentds mennyiségli viz taldlhato. A G5 PAMAM dendrimer
esetében az egy dendrimer molekuldban 1évd vizmolekuldk szama 556-nak
adodott, a viz 4ltal elfoglalt iireg mérete pedig a szamitas modjatol fliggden
16-21 nm’.* Egy 2012-es kozleményiinkben mi is beszamoltunk olyan NMR
diffaziomérésekbdl szamolt eredményekrdl, amelyek szerint modelltdl
fiiggden 3100-3700 vizmolekula mozog egyiitt egy 5. generacios PAMAM
dendrimer molekuldval. Ez a szdm magéban foglalja a dendrimer belsejében
talalhato vizmolekulakat és azokat is, amelyek a hidratdcioban vesznek részt.
A vizmolekuldk szdmabol és a mért diffuzios egyiitthatobol szadmitott
dendrimer térfogat 110-130 nm’® kozott alakul a modellté] és a modszertdl
figgben.’!

8. abra: Vizmolekulakkal t61tott PAMAM dendrimer szerkezete
molekuladinamikai szimulacié* (a) és kisérleti eredmények®’ (b) alapjan.

Lathat6 tehat, hogy a feltételezett liregek méretének mérése illetve
szamitdsa jelentésen fiigg az alkalmazott modszertél és modelltdl.
Mindazonaltal bizonyos, hogy olddszer- vagy vendégmolekuldk jelen
vannak/lehetnek a dendrimer molekuldk belsejében (8. 4abra), a
makromolekula €s a kismolekula kozott pedig hidrofob vagy elektrosztatikus
kolcsonhatas, esetleg hidrogénkétés alakul ki.'
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A pH  hatisa a PAMAM dendrimer molekulik méretére és
konfiguraciojara:

PAMAM dendrimereknél a kiils6 primer nitrogének és a belsé tercier
nitrogének protonaldédas sordn pozitiv toltésre tesznek szert, igy
elektrosztatikusan vonzzak az anionokat, deprotonaldédaskor pedig szabad
elektronparok keletkeznek, melyek bizonyos fémionok koordinacids
kotésében kaphatnak szerepet. Az azonos toltések erdteljes taszitasa
kovetkeztében a pH-valtozaskor bekdvetkezd protonalddas-deprotondlodas
jelentds szerkezeti valtozast, zsugorodast vagy az agak kiterjedését idézi
els.”” A protonalédas soran elséként a lancvégi primer aminocsoportok
protonalodnak (pK = 9,0), majd a pH-t csokkentve kezdenek protondlodni a
tercier aminocsoportok (pK =~ 5,8).* A dendrimerek kiilonbszs
orvosbiologiai alkalmazasa szempontjabol (pl.: gyogyszer- és génatvitel)
kiemelten fontos a pH-valtozds hatdsdra bekdvetkez6 méretndvekedés
ismerete. A 9. dbra mutatja a két makroallando felhasznalasaval szamitott
eloszlast. A pK pH-potenciometrids meghatarozasa mellett a dendrimerek
protonalédasa NMR titralassal is nyomon kévetheté. A dendrimer 'H NMR
spektrumain jol lathatdo a primer majd a tercier nitrogének melletti CH,-
csoportok kémiai eltolodasanak valtozéasa a nitrogének protonalddasa soran.*

1,0 1

GSN(T) G5
0,8 -

Moltort

0,0 . : .

1 3 5 7 9 11
pH

9. dbra: G5.NH, dendrimer protonalodasa. A G5Np) a primer
aminocsoportok, mig a G5N(t) a tercier aminocsoportok protonalodasat jelzi.

Szamos molekuladinamikai (MD) szamitast, atomisztikus szimuldciot
végeztek a  dendrimerek pH-fiiggd  szerkezeti valtozasainak a
vizsgalatara.”** 47 Lee és munkatarsai szimulacioval kimutattak, hogy pH
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10 felett a PAMAM dendrimereket gomb alak, és lazdn tomott szerkezet
jellemzi minden generdcional, mig kisebb pH-n (<4) rendezett a szerkezet, és
a generaciok novelésével egyre nagyobb iireg taldlhatdé a molekuldk
belsejében (10. dbra). A bazikus és semleges szerkezet térfogataban az 5.
generaciotol tapasztalhato ugrasszerti novekedés.**

(a) (b) (c)

10. abra: G6 PAMAM dendrimer MD szimuléacids konfiguracioja (a)ligos
(minden aminocsoport deprotonalt), (b)semleges (primer aminok protonaltak)
és (c)savas kozegben (minden aminocsoport protonalt).**

Maiti és munkatarsai®” *® szintén atomisztikus szimulaciot alkalmaztak a

G4-6 PAMAM dendrimer szerkezeti €s konformacios pH-fliggd valtozadsanak
vizsgalatara. Az 5. generacios dendrimernél azt tapasztaltak, hogy oldoszer
(viz) hatdsara a dendrimer 33%-0s duzzadast mutat, a pH csokkentésének
hatasara pedig 2,1 nm-r6l 2,5 nm-re n6 a mérete (R;). Ez utdbbi a protonalt
tercier és primer aminok kozotti elektrosztatikus taszitdsnak kdszonhetd,
mely hatdsdra a dendrimer belsé szerkezete elérhetdvé valik az olddszer
molekuldk szdmara (ligos kozegben 3 vizmolekula/tercier nitrogén, savas
kozegben 6 vizmolekula/tercier nitrogén). Mind savas, semleges €s lagos
kémhatasnal a kiils6 termindlis csoportok visszahajladsat figyelték meg,
(backfolding), még kis pH-n is a primer N-ek majdnem 40%-a a molekula
belsejében helyezkedik el. Nagyobb generaci6 (G8) esetén is
méretnovekedést tapasztaltak a pH-t 12-r61 3-ra csokkentve.*

Liu és munkatidrsai PAMAM G4.NH, dendrimer szerkezetének pH-fiiggd
konformacids valtozasait oldoszer és ellenion jelenlétében vizsgaltak
molekuladinamikai szamitasokkal.”® Ily modon sikeriilt reprodukalni korabbi
SANS mérésbdl szarmazé eredményeket’', melyek szerint a dendrimer
giracios sugara R, = 2,1-2,2 nm kozott mutat kismértékii novekedést a pH
csokkenésével. A csekély méretndvekedés ellenére jelentds konformacios
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valtozast tapasztaltak: nagy pH-n a dendrimer magja koriil nagy a siirtiség
(~1 nm), vagyis a dense-core modell érvényesiil, mig kis pH-n a dendrimer
kiils6 szférdjadban nagyobb a siirliség (~1,8 nm), azaz a dense-shell modell
jellemz8, a  dendrimer—viz—ellenion rendszerben  kialakuld  erds
intramolekularis  hidrogénkotések  miatt. A dendrimer  pH-fiiggd
méretvaltozasat tehadt a geometriai zsugorodas ¢és a kifelé iranyuld
tdmegatrendez6dés  egyiittesen  hatdrozza meg.”” Ujabb, szintén
hidrogénkotéseket figyelembe vevd MD szimuldcidk is igen kozeli
eredményt adtak a SANS mérésekhez. A dendrimer atomjainak térbeli
eloszlasat vizsgalva arra az eredményre jutottak, hogy kis pH-n a molekula
belseje atjarhatobb a vizmolekuldk szdmara a dendronok taszitds miatti
eltavolodasa kovetkeztében. ™

Az emlitett kisszogli neutronszorasi mérésekkel Chen és munkatarsai a
PAMAM dendrimerek pH-fiiggd szerkezeti, konformacids tulajdonsagainak
kisérleti uton valo vizsgalatat céloztak. Azt tapasztaltak, hogy G4 dendrimer
esetén a lagosrol savasra valtzotatva a kdzeg kémhatasat, a molekula giracios
sugara mintegy 4%-kal nd, mikdzben jelentds ellenion asszociacid ill.
kondenzaci6 torténik. Az ellenionok kozti kolcsonhatds és a dendrimer
feltehetden egy fokozatos belsd atrendezddésen megy at az aminocsoportok
protonalédasa soran.”!

A PAMAM dendrimerek méretének pH-fliggd meghatirozasat célzo
molekuladinamikai szamitasos eredmények ¢és a kisérleti tapasztalatok
kiilonbozoéségére van Dongen ¢és munkatdrsai nemrég megjelent
kozleménytlikben kinalnak magyarazatot. A kereskedelmi forgalomban 1évé
G5 PAMAM dendrimerbdl izolalt részecskék diffuzios egyiitthatojat DOSY
NMR technikaval vizsgaltak, a pH valtoztatasat a dendrimer kiilonb6zo,
deuteralt (ftalat és foszfat) puffer oldatokban valo feloldasaval érték el. A G5
PAMAM monomer esetében nem tapasztaltak jelentés méretnovekedést a pH
csokkenésével (Ry= 3,1 nm 11-es pH-n, Ry = 3,2 nm 3-as pH-n), mig a G5
dimerek esetében az Ry értéke 44%-os ndvekedést mutatott a protonalodas
kovetkeztében. Ebbdl arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a dendrimer
molekuldk korabbiakban leirt pH-fliiggd méretvaltozasat a kereskedelemben
kaphaté G5 PAMAM dendrimer melletti dimer €s oligomer molekulék hatasa
okozza. Az izolalt G5 monomer mérete a pH-val igen kismértékli valtozast
mutat, ahogy azt szamos, tokéletes szerkezeten alapulé molekuladinamikai
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szamitas is elére jelezte.’> Megallapitasaik nem egyeznek az altalunk
tapasztaltakkal: pH 3-11 tartomanyban a G5 PAMAM dendrimer diffuizids
egyiitthatoja jelentds ndvekedést mutat (kb. 6-7,5x10"" m*s™), aminek oka
szignifikdns méretcsokkenés is lehet. Mi a pH-t deuteralt HCI és NaOH
hozzaadasaval valtoztattuk, pufferoldatokat nem hasznaltunk.’’ Az 4llando
ionerdsség és a méretszamitashoz sziikséges pontos viszkozitas adatok hianya
miatt mi méretmeghatarozasra nem vallalkoztunk, csak a diffizidé adatokat
kozoltiik. Jelen munka soran fényt deritettink a G5 PAMAM dendrimer
foszfat pufferben bekovetkezd méret ¢€s szerkezeti valtozasaira, ami
megkérddjelezi van Dongen és munkatérsai kovetkeztetéseinek helyességét.

2.2 Ionok kolcsonhatasa dendrimerrel

A PAMAM dendrimerek pH-tdl fiiggden tobb szaz pozitiv toltésre is szert
tehetnek. 5. generacidos molekuldk esetében savas kozegben (pH = 3), ahol
minden tercier (124 db) és primer (128 db) aminocsoport protonalt, 256
pozitiv tdltés is kialakulhat, amennyiben tokéletesnek tekintjiik a szintézist. A
pH csokkenésével eldszor a termindlis aminocsoportok, majd a tercier
nitrogének protonaldédnak. A dendrimerek méretét €s polielektrolit jellegét
tekintve, oldatbeli szerkezetiik vizsgalata soran semmiképpen sem
hanyagolhat6 el a molekula ellenionokkal valo kdlcsonhatésa, az elektromos
kettésréteg megjelenése.

Polielektrolit molekuldk és ellenionok kozott az ellentétes toltések miatt
elektrosztatikus kolcsonhatds alakul ki. Az ellenionok eloszlasat a
hémozgasbol szarmazd energia €s az elektrosztatikus térbdl szarmazo
helyzeti energia viszonya hatdrozza meg. A potencial valtozasat toltott feliilet
kornyezetében a Poisson-Boltzmann-egyenlet (2) irja le.

-1

Vip=—) n'zeex Zie‘//J 2
W e 2 p( T (2)

ahol  a potencial, V> a Laplace operator, & a vakuumban mért dielektromos
permittivitds, ¢ a relativ permittivitas, n’ i-edik ion koncentricidja a
tombfazisban, z; i-edik ion toltése, e az elemi toltés, k£ a Boltzmann-allando, T
a homérséklet. Amennyiben a helyzeti energia kicsi a kinetikus energidhoz
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képest, a Poisson-Boltzmann-egyenlet analitikus megolddsa (a potencial
valtozasa a tdvolsaggal) a Debye-Hiickel-féle kozelitésre (3) vezet:

W =const exp(— loc) 3)
ahol x a Debye-Hiickel paraméter, x a feliilettél mért tavolsag. Merevfalu
gomb alaku kolloidoknal kis feliileti potencial esetén az ellenioneloszlast az
ezen az egyenleten alapuld kettdsréteg modellek irjak le kiilonbozo
részletességgel (Helmholtz-, Gouy-Chapman-, Stern-modell).

A polielektrolit molekulak és ellenionok koélcsonhatasanak leirasara sok
esetben alkalmas a Manning-féle elmélet.”® E szerint az ellenionok a
poliionos molekuldkon kondenzalodnak addig, amig a polielektrolit
szomszédos monomerjei kozti toltésslirliség egy bizonyos érték ala csokken.
A kondenzalt ellenionok egyensulyban vannak a polielektrolit molekulat
koriilvevd ionatmoszféraval, mely a Debye-Hiickel megkdzelitéssel irhato le.
Az ellenion kondenzicié akkor kovetkezik be, ha a polielektrolit
toltésstirtisége 1 vagy anndl nagyobb, amit a Bjerrum-hossz (az a tavolsag
egy adott kozegben, amelynél két elemi toltés elektrosztatikus energidjat a
hémozgas kompenzalja) ¢€és a makromolekula toltéssel rendelkezd
monomertavolsaganak hanyadosa ad meg (4). Ez alapjan tehat
polielektrolitok esetében tobbnyire a Coulomb-kodlcsonhatas dominal, hiszen
vizes kozegben a Bjerrum-hossz értéke ~0,7 nm, a monomertdltések

tavolsadga pedig ennél kisebb.
2

q Iy
= = —_— 4
d ckTB B @

ahol { a poliion linedris toltésslirlisége, g a toltés, ¢ relativ permittivitas, k a
Boltzmann-alland6, 7" a hdmérséklet, B a polimer molekula szomszédos
toltéseinek tavolsaga, /5 a Bjerrum-hossz.

PAMAM dendrimerek esetében kisérletileg és modellszamitasokkal is
bizonyithatd az ellenionok kotddése a szamos pozitiv toltéssel rendelkezd
makromolekuldhoz.™ pH-potenciometrids titralassal kimutattdk, hogy a
karboxil végcsoportu dendrimerek effektiv feliileti toltésstirtisége kisebb,
mint a szerkezet alapjan vart és a Poisson-Boltzmann-egyenletbdl szamolt
érték, amit az ellenion kondenzaciénak tulajdonitottak.”> Béhme és
munkatarsai G0-3 PAMAM dendrimer diffuzios és elektroforézises NMR
vizsgélataval hataroztak meg az effektiv toltést 3-as és 7,7-es pH-értéken, és
azt tapasztaltak, hogy a valds toltés a névleges toltés kb. 50-70 szazaléka pH-
tol és generaciotdl fiiggden. Ugyanakkor a valos toltések szdma nem valtozik
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jelentdsen a pH csokkentésével (pH=7,7 és 3 kozott). Nagyobb generacional
az effektiv toltések ardnya kisebb, amit azzal magyardztak, hogy nagyobb
generacional nagyobb az ellenion kondenzacié.*® Maiti és munkatarsai 3-7
generacios PAMAM dendrimerek esetében azt tapasztaltak, hogy a zéta
potencial csak lasst mértékben novekszik a generaciok szamaval, és nagy
generacional telitést mutat”® Ez ellentétes a névleges feliileti toltés
exponencialis viselkedésével, amely a protonalt terminalis csoportok
szamabol és a szimulalt ellenion-eloszlasbol lenne kovetkeztethetd. Ezt is a
dendrimeren kiviil 1évd ellenionokkal magyaraztak. Semleges pH-n tobb
generaciondl szimulaltdk az ellenion- és monomersiiriséget, és azt talaltak,
hogy az ellenionok jelenléte a molekula belsejében jelentds, kifelé haladva
kisebb. Ezt az agak visszahajlasaval magyardztak, ami miatt a monomerek
striisége is nagyobb a molekula belsejében. Huang ¢és munkatérsai
megallapitottak, hogy a dendrimerek ellenionokkal valé kolcsonhatisa a
Manning-elmélettel sem irhatdo le teljes mértékben.”” Gurtonvenko
eredményei szerint a Debye-Hiickel megkdzelités sem igazan alkalmazhato a
dendrimerek esetében, azok bels toltései és nagy atomsiirlisége miatt.
Szamos olyan kozlemény jelent meg, mely szimulaciokkal vizsgalja, hogy
az elektrosztatikus kolcsonhatdsok hogyan befolyasoljadk a dendrimerek
alakjat ¢és méretét. Maiti és Goddard ugy taldltdk, hogy az ellenion
kondenzaci6 noveli a dendrimer duzzadasat™, a pH csokkentésével nagyobb
duzzadas tapasztalhato.”® Blaak és munkatirsai szamitogépes szimulaciot
alkalmazva toltéssel rendelkezd dendrimerek (pl.: PAMAM dendrimerek
esetében a tercier €s primer aminocsoportok) kdlcsonhatasat vizsgaltak egy-
és kétértékii ionokkal. Ugy talaltdk, hogy a toltéssel rendelkezd csoportok
taszitdsa miatt tagul a szerkezet és ez lehetdséget ad az ellenionok
a toltéseket és ezaltal viszont csOkken a szerkezet tagulasa. Az egyértéki
ellenionok jelentdsen nem valtoztatjak a dendrimer méretét és strukturajat. A
kétértékli ellenionok ellenben csokkentik a dendrimer méretét, jobban
arny€koljak a monomerek toltését, és kevesebb is sziikséges a kétértekii
ionokbdl a toltéskompenzaciohoz, igy kisebb a sztérikus gatlas.® Ellenionok
jelenlétében tehat a PAMAM dendrimerek toltéssel rendelkezd csoportjainak
taszitdsa miatt duzzad a szerkezet, az ellenionok kondenzacidéjuk soran
viszont learnyékoljak a toltéseket, igy a szerkezet zsugorodasat idézik el6.”®
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23 A PAMAM dendrimerek orvosi alkalmazasa,
gyogyszerhatéanyaggal valé kolcsonhatasuk

Evrél évre egyre tobb tudomanyos kozlemény jelenik meg a dendrimerek
sz¢éleskorli orvosbioldgiai alkalmazasardl. A molekuldk mérete, kiillonb6zo
funkcids csoportjaik, vagyis az elagazasi pontok €s a terminalis csoportok,
valamint az tiregesnek vélt térbeli szerkezet kifejezetten alkalmassa teszik a
dendrimereket kiilonbozé hatéanyagok, gyodgyszermolekuldk, képalkotasban
hasznalatos agensek, stb. megkotésére, kapszulazasara, szallitasara.'’

A dendrimerek  gyogyszerszallitdisban valé  alkalmazhatosaganak
megitélésekor az egyik fontos tényezd a molekula toltése, a terminalis
csoportok mindsége. Tul sok pozitiv feliileti toltés esetén karosodik a
sejthartya, igy a terminalis NH,-csoporttal rendelkezd poli(amido-amin)
(PAMAM) dendrimerek, melyek mint lathattuk pH-t6l fliggben szamos
pozitiv toltéssel rendelkeznek, oldjak a sejthartyat, citolizist okoznak, ezért
citotoxikusnak minésiilnek.®! A citotoxicitis mértéke a generacidoszamtol és a
koncentraciotél is fiigg.® @ Bar az 5. generacios PAMAM dendrimerek
mérete kozelit a hemoglobin méretéhez, pozitiv toltésik miatt a
vorosvértestek sejthartyajaban 1évo fehérjékkel, lipidekkel kolcsonhatasba
1épnek, igy hemolitikus hatast valtanak ki.** A toxicitas lecsokkentésére
megoldast ad a , feliileti” NH,-csoportok semlegesitése PEGilalassal®
acetilezéssel®” ® hidroxilalassal® " vagy karboxilezéssel’” %, mely
eredményeként jelentdsen javul a molekula biokompatibilitasa. A
feliiletmodositott dendrimerek ily modon mar alkalmasak kiilonb6z6
gyogyszermolekuldk szallitdsara. A gyogyszerszallitds két alapvetd modja a
gyogyszermolekula kovalens megkotése a terminéalis csoportok altal, illetve a
korabban emlitett ugynevezett dendrimer fazisban torténd fizikai kotést
1étrehozé kapszulazas.'”

In vitro és in vivo kisérletek igazoljdk, hogy a kiilonb6zo
gyogyszerhatéanyagok dendrimer molekulakhoz kapcsoldsa jelentdsen
befolyasolja a gyodgyszermolekula vizoldhatdsagat és bioldgiai aktivitasat,
valamint a hatbanyag leadas sebességét.”” ™ Mivel szamos rakellenes
gyogyszerhatoanyag igen rosszul oldodik vizben, igy az apolaris
gyogyszermolekuldk kvazi ,,szolubilizaldsa” fontos elénye a dendrimeralapt
gyogyszerszallitasnak. Tobbek kozott vizsgaltdk a doxorubicin hatéanyag
kapszulazasat is liposzomakban, polimerekben, €s a terdpids index javulasat,
a toxicitas csokkenését tapasztaltak.”
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A dendrimerek és gyogyszermolekulak kozotti kolcsonhatds vizsgéalatara
szamos technika all rendelkezésiinkre. Az UV/lathatd spektroszkopia’®, az
elektron paramagneses rezonancia (EPR), a magneses magrezonancia’' ¢s a
folyadék kromatografia (HPLC)™® mind alkalmazhato a PAMAM dendrimer
alaptt gyogyszerszallito rendszerek host-guest sajatossagainak ¢és fizikai-
kémiai paramétereinek jellemzésére. Az NMR modszerek koziil az 'H és a
C NMR titralas, a kétdimenziés mag Overhauser hatas spektroszképia (2D-
NOESY) ¢és a diffuziometria (DOSY), bizonyult hatékony moédszernek a
host-guest kdlcsonhatasok vizsgalataban.””*! Chandra és munkatérsai tobbek
kozott NMR spektroszkdpiat alkalmaztak a funkcionalizalt poli(amido-amin)
dendrimer ¢és  gyogyszermolekula komplexének jellemzésére, ¢és
hidrogénkotések kialakuldsanak lehetéségét vetették fel.* Cheng és
munkatarsai pozitiv ¢és negativ toltésii ,,feliiletmodositott” PAMAM
dendrimerek, mint gazda (host) molekuldk, és négyféle savas karakter
gyogyszerhatéanyag, mint vendégmolekula (guest), alkotta komplexek
tulajdonsagait vizsgaltdk NMR technikdk alkalmazasaval. Megallapitottak,
hogy a kationos gydgyszermolekuldk csak elektrosztatikusan koétddnek az
anionos dendrimerek feliileti csoportjaihoz, mig az anionos vendégmolekulak
megoszlanak a kationos dendrimerek feliileti és belsd lireges régidja kozott
(11. 4bra).*

+ Kationos
gyogyszermolekula
Anionos
gyogyszermolekula
Toltés nélkdili
lgy6gyszermolekula

G4.5 PAMAM dendrimer G5 PAMAM dendrimer

11. dbra: Negativ és pozitiv feliileti toltéssel rendelkezé dendrimerek
kélesonhatasa kiilonboz6 gydgyszermolekulakkal. ¥
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Az egyik igen széles korben kutatott ¢s alkalmazott rakellenes
gyogyszerhatoanyag a doxorubicin (12. dbra), mely erds antitumor aktivitasa
mellett sulyos mellékhatasokkal és dozis-limitalt toxicitassal is rendelkezik.
Emiatt a doxorubicin alkalmazhatosagat tekintve igen fontos szerepet kapott
a tumor-célzott gyogyszerszallitoé rendszerek kifejlesztése.

12. abra: A doxorubicin-hidroklorid (DOX-HCI) szerkezeti képlete.

A doxorubicin ,,szolubilizalasara” és szallitasara tobbféle modszert is
kifejlesztettek  (pl.: hidrofob kolcsonhatasok révén polimer micella
belsejében™). Wang és munkatarsai 5. generacios PAMAM dendrimert
alkalmaztak a doxorubicin rakos sejtekhez vald széllitasara, oly modon, hogy
a dendrimert fluoreszcens izotiocianattal ¢és folsavval funkcionalizaltak
kovalens mddon, a molekula nyomon kovetése és célba jutasa céljabol, majd
a még szabad primer aminok acetilezését kovetden doxorubicinnal
reagaltattdk. Kimutattdk, hogy egy moddositott dendrimer molekula egy
doxorubicint képes kapszuldzni, és a létrehozott komplex stabilis ¢és
vizoldhat6.*> A doxorubicin '"H NMR spektruma igen jellegzetes csucsokat
mutat az alifas és az aromas kémiai eltolodas tartomanyban egyarant™, igy az
NMR spektroszkopia igen alkalmasnak tlinik a doxorubicindendrimer
komplexek jellemzésére, a gyogyszermolekula és a makromolekula kozti
kolesonhatés vizsgalatara.
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2.4 Az arany nanorészecskék és a PAMAM dendrimerek kozotti
kolcsonhatas

Az arany nanorészecskéket az utobbi idében igen széles korben kutatjak és
alkalmazzdk szamos eldnyds tulajdonsdguk miatt. Katalizatorként vald
alkalmazasuk mellett a rdkgydgyitasban, génatvitelben, valamint rontgen és
CT (szamitdégépes tomografia) képalkotd eljarasokban kontrasztanyagként
valo  felhasznalasat is  vizsgaljdk. Az arany nanorészecskék
biokompatibilisnek tiinnek, ¢és viszonylag konnyen kapcsolhatok a
felsziniikh6z mas molekulak (pl: bioszenzorok).® A PAMAM dendrimereket
gyakorlatilag felfedezésiik ota alkalmazzdk szervetlen nanorészecskék
templatjaként.*

A dendrimerek altal stabilizalt nanorészecskéknek két formaja ismert: 1. A
dendrimer molekula altal magaba zart (azaz intradendrimer) nanorészecskék
(DENSs, Dendrimer Encapsulated Nanoparticles); 2. A dendrimer molekulak
altal kozrefogott és stabilizalt (azaz interdendrimer) nanorészecskék (DSNs,
Dendrimer Stabilized Nanoparticles) (13. dabra). Az intradendrimer
nanorészecskék esetében a dendrimer molekuladk tireges jellegi szerkezetiik
miatt képesek a nanorészecskéket magukba foglalni. Az interdendrimer
nanorészecskék feliiletét pedig tobb dendrimer molekula stabilizalja.*" (13.
abra) PAMAM dendrimerekkel stabilizalt arany nanorészecskék esetében a
dendrimer terminalis primer aminocsoportjai szamos target molekuldval
funkcionalizalhatok, nvelve az alkalmazasi lehetSségeket.®
~0088000,

/

L5 o (e}

S

'\S\ O

T\ ¥ o TPy

 J P

-
[ ot
£ 6'0/ » % <1 ,_"| ‘j'\‘\\

DSN dpd Y a® DEN
70990 0F

13. abra: Ferrocenyl dendrimerek 4ltal inter- (DSN) és intradendrimer (DEN)
modon stabilizalt palladium nanorészecskék.”

Az arany nanorészecske — PAMAM intradendrimer (DEN) komplex
szintézise sordn az elsd lépésnek a fémionok és a dendrimer belsejében
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talalhato tercier aminok kozti komplexképzddést tételezik fel. Ezt kdvetden
redukaloszerrel (altalaban BHy') allitjak eld a semleges nanorészecskéket (14.
abra).*” A szintézis soran fontos az arany-dendrimer ardny, a dendrimer
koncentracio és a reakcidsebesség megfeleld optimalizalasa, hiszen ezek a
tényezdk befolyasoljak a keletkezd arany nanorészecskék szamat ¢s méretét.
Nagy dendrimer koncentracional (>2%) az arany sé redukcidja soran
csapadékképzddés torténhet, mig 0,12 (m/m)%-os koncentracié esetén
egyforma méretii aranykolloidok képzédnek.”'
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14. 4bra: Intradendrimer arany nanorészecske szintézise.”!

Azt, hogy a szintézis soran DSN vagy DEN képzddik-e, elsdsorban a
fémionok ¢és a dendrimer végcsoportjainak aranya donti el. Grohn és
munkatarsai  G2-G10 PAMAM NH, jelenlétében  Aallitottak  eld
aranykolloidot, és arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a dendrimer
generécioja is jelentésen befolyasolja a képzédé nanostruktira szerkezetét.”!
A G2-G4 dendrimerek kolloid stabilizatorként viselkednek, vagyis a
képzddd, viszonylag nagyméretli fém nanorészecskét tobb makromolekula
sztérikusan stabilizalja. A G6-G10 dendrimerek mar valdédi nanotemplatnak
tekinthetdk, az arany nanorészecskék a kiilonallé dendrimer molekuldk
belsejében képzddnek. Egy makromolekuldban egy fém részecske jon létre,
melynek mérete az egy dendrimer molekuldra jutd fémionok szamaval
kontrollalhato. G10 PAMAM dendrimereknél azt tapasztaltak, hogy tobb fém
kolloid is kialakul egy molekulan belil. A G5 PAMAM dendrimereket
illetden nem tudtak 4llast foglalni. Grohn megéllapitdsait aldtdmasztja
Hoffman és munkatarsainak a kozleménye’”, melyben G4 és G8 PAMAM
dendrimerek arannyal alkotott nanorészecskéit vizsgaljak TEM, AFM ¢és
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NICISS modszerekkel. Megallapitjadk, hogy a kisebb generacioju (G4)
dendrimer molekuldk korbeveszik az arany nanorészecskéket, mig a nagyobb

Kim és munkatérsai kvaterner trimetil-ammoniummal funkcionalizalt G4
¢s G6 PAMAM dendrimerekkel allitottak eld intradendrimer arany
nanorészecskéket. A részben funkcionalizalt PAMAM.NH, dendrimer
igy a szintézis soran kisméretli, 1-2 nm atméréji igen monodiszperz arany
nanorészecskék keletkeztek a dendrimer molekulak belsejében. A
nanorészecskék eldallitasakor az AuCly/dendrimer ardny 55-nek illetve 140-
nek adodott, mindkét esetben a szamolt méret és a transzmisszids
elektronmikroszkoppal mért a&tmérd jo egyezést mutatott, a keletkezett arany
nanorészecske sirliségét azonosnak feltételezve az arany siirliségével,
valoban 55 ill. 140 aranyatom alkotja a DEN részecskét. Utobbi esetében arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy az aurationok kapszulazasdban nem csak a
tercier aminok vesznek részt (hiszen itt 62 tercier aminocsoportra 140
auration jut), hanem az elektrosztatikus kolcsonhatasoknak is fontos szerepe
van.*’

Az arany nanorészecskék vizsgélati modszerei koziil a legelterjedtebb az
UV/lathato spektrofotometria. A fény fotonjainak hatasara az arany szabad
elektronjainak rezgése egy adott hullamhossznédl rezonanciat hoz létre a
plazmon rezonancia tartomdnyban. A rezonancia maximum értéke az arany
nanorészecskék méretétdl és alakjatol fligg, igy a modszer jol alkalmazhato a
részecskék jellemzése soran.”” A PAMAM dendrimer altal kapszulazott
gobmb alakti arany nanorészecskék UV/lathato spektruméan 510 nm
hullimhossz koriil jelentkezik a plazmon rezonancia sav.” Shi és
csoporttal rendelkezé (-NH,, -Ac, -GlyOH) PAMAM dendrimerbdl és 51
aranyatombodl 4ll6 nanorészecskébdl képzett DEN részecske hasonld
abszorpcids viselkedést mutat, mely hasonld méretre és méreteloszlasra
enged kovetkeztetni. A részecskék UV/lathatd spektruma a pH-valtozas (5,3-
8,5) hatidsara sem mutatott valtozast, igy az eldallitott részecskéket igen
stabilnak nyilvanitottak.

A fém nanorészecskék méretének, méreteloszlasanak meghatdrozasara
széles korben alkalmazzak a transzmisszios elektronmikroszkopiat.®® *- %
A TEM felvételeken azonban csak a fém nanorészecskék lathatok, az Oket
stabilizald dendrimer molekuldk nem. Az intra- (DEN) vagy interdendrimer
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(DSN) moédon Iétrehozott dendrimer-arany nanotemplat méretének
meghatarozasara megoldast jelenthet az NMR diffaziometria.’® Ez esetben
ugyanis a dendrimer molekula diffuzids egyiitthatojat hatdrozzuk meg,
melybdl gomb alaku részecskék esetén az Stokes-Einstein egyenlet (1.
egyenlet) alkalmazasaval szamithato a részecske hidrodinamikai sugara. Az
arany nanorészecske — dendrimer nanokompozit ily médon meghatarozott
méretébdl kovetkeztethetliink a nanorészecske stabilizdlasanak modjara is
(DEN vagy DSN). Gomez és munkatarsai hidroxil terminalis csoportot
tartalmazd6 G4 PAMAM dendrimerek altal kapszulazott palladium
nanorészecskék hidrodinamikai méretét PFGSE NMR diffiziomérésekkel
meghatdrozva arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy mivel a dendrimer mérete
a Pd nanorészecskével vald kdlcsonhatds sordn nem valtozik, igy biztosan
kizarhat6 annak a lehetésége, hogy tobb dendrimer stabilizal egy
nanorészecskét.”®

Az NMR az arany ¢és a dendrimer molekula kozotti kolesonhatas
jellegének és helyének felderitésében is segitséglinkre lehet. Ez esetben
fontos elkiiloniteni az arany nanorészecske szintézisének két 1épése soran
bekovetkezd kolesonhatast, vagyis (1) az Au'-ionok és a dendrimer
molekula kapcsolatat, valamint (2) a redukcidé utdn a toltés nélkiili Au-
atomokbo6l 4ll6 arany nanorészecske dendrimerrel alkotott nanostruktura
szerkezetét. A hidrogén-tetrakloro-auratot hozzaadva a PAMAM dendrimer
oldatahoz megfigyelték, hogy a dendrimer '"H NMR spektruma megvaltozik.
Lee Hoffman PhD értekezésében szamol be arr6l, hogy G4 PAMAM
dendrimer oldatdhoz Au"-ionokat adva (mintegy 100 ion/dendrimer
molekula), a dendrimer 'H NMR cslicsai nagyobb kémiai eltolodas felé
tolodnak.”® Ertelmezése szerint a csucsok kémiai eltolodas novekedésének
kiilonb6z6é mértéke arra utal, hogy a dendrimer kiilonb6zo funkcids csoportjai
(tercier amin, szekunder amid és primer amin) kiilonb6zé mértékben vesznek
részt az Au''-ionok komplexalasaban, hiszen az aranyion tobblet miatt nem
csak az elsédleges kotShelyek telitédnek. Shi és munkatarsai’> 7 aranyionnal
feltoltott G5.NH, PAMAM dendrimer 'H NMR spektrumat vizsgalva gy
talaltdk, hogy a terminalis primer aminokhoz ko&zeli protonok kémiai
eltolodasa valtozik meg jelentdsen arra utalva, hogy a primer aminocsoportok
ers kolesonhatasba 1épnek az Au™-ionokkal.

A G4-OH PAMAM dendrimerek esetében Gomez ¢és munkatarsai is
hasonl6 eredményre jutottak.38 A G4-OH(Pdss) és a G4-OH 'H NMR
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spektruma gyakorlatilag megegyezett, a G4-OH(Pd*")ss spektruma viszont
jelentés eltérést mutatott. Ellenben ramutattak arra, hogy az 'H NMR csticsok
intenzitdsa valtozik a fém nanorészecske hatdsara, mely a nanorészecske
kapszuldzasanak kovetkeztében kialakuld gatolt helyi mozgasnak és a
heterogenitdsnak  tulajdonithaté. Azt 1s megfigyelték, hogy az
intenzitdscsokkenés mértéke aranyos a Pd nanorészecske méretével (az
alkoto atomok szamaval).”’

Lathatjuk tehat, hogy a dendrimerek fém nanorészecskékkel alkotott
nanostrukturajat leir6 irodalom igen széleskorii, de az arany nanorészecskék
5. generacios PAMAM dendrimerekkel vald stabilizadlasanak modja az
irodalom alapjan nem egyértelmii. Szintén kérdéses, hogy a nanorészecskék
képz6dését megelézben milyen kolesonhatas alakul ki az Au-ionok és a
makromolekuldk kozott.
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3 KISERLETI KORULMENYEK ES VIZSGALATI
MODSZEREK

3.1 A felhasznalt vegyszerek

A Kkisérletek soran felhaszndlt 6todik generacios (G5) etilén-diamin
magvu, NHz-végesoportit  poli(amido-amin) (PAMAM)  dendrimert
(1205_06-E5.0-LD) a Dendritech cégtdl vasaroltuk (Midland, MI, USA). A
dendrimerek oldatat megtisztitottuk a benne IévO kisebb generacios
maradékoktol. Metanolos oldatukat beparoltuk, vizben oldéast kdvetéen
fagyasztva szaritottuk ¢€s igy taroltuk. Mindségiliket NMR-rel ellendriztiik.

A felhasznalt vegyszerek kereskedelmi forgalomban kaphatoak, analitikai
tisztasagiiak. Az NMR méréseknél oldoszerként hasznalt 99,96 %-os
izotoptisztasagi D,O-t, valamint a pH valtoztatdsahoz hasznalt DCI- és
NaOD-oldatokat a Sigma Aldricht6l szereztiik be. A foszfattartalmu mintédk
készitéséhez felhasznalt NaH,PO4-H,O-t a Merck, mig a Na,HPO4-ot a
Sigma Aldrich gyértotta.

A pH-potenciometrias titraldsokhoz a Sigma Aldrich altal forgalmazott
szilard KOH-ot, a Scharlau cégtdl beszerzett KCl-ot, a Mercktdl vasarolt
HCl-oldatot, pufferként pedig a Scharlau éltal forgalmazott KH-ftalat-oldatot
hasznaltuk.

Az arany(Ill)ionokkal és arany nanorészecskékkel végzett kisérletek soran
a HAuCls-oldatot a Reanal cég altal forgalmazott HAuCly ampulla vizben
valo feloldasaval készitettiik. A redukciohoz hasznalt NaBH4 az Aldrichtél
szarmazott.

A doxorubicin-hidrokloridot (DOX-HCl) a Beijing Huafeng
Pharmaceutical Co., Ltd. (Peking, Kina) gyartotta. A metanolt és a
semlegesitéshez hasznalt trietil-amint a Sinopharm Chemical Reagent Co.,
Ltd.-t6] (Kina) szereztiik be.

3.2 NMR mérések
3.2.1 Mintakészités

Az NMR kisérletekhez a dendrimert 99,96 %-os izotoptisztasagii D,O-ban
oldottuk fel (altalaban 10 mg/ml koncentracidban), Az NMR titralas soran a
pH éllitdsdhoz megfelelden higitott DCI- és NaOD-oldatokat hasznaltunk.
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Az NMR krioporozimetrias kisérletekhez 77,4 mg liofilizalt G5 PAMAM
dendrimert mértiink miianyag NMR csdébe, dry-box-ban, nitrogén atmoszféra
alatt, melyhez 1000-4000 mol vizet adagoltunk dendrimer moélonként, 4
1épésben. Az egyes adagolasi 1épések kozott legalabb 7 napot vartunk, mely
elegendonek bizonyult ahhoz, hogy a viz a gélbe diffundaljon, ezt kovetden
végeztiink NMR kisérleteket.

A foszfationok és G5 PAMAM dendrimer kdlcsonhatasanak vizsgélatdhoz
a dendrimer 10 mg/ml koncentracioju oldatat Na,HPO, ¢s NaH,PO4 H,O
hozzaadasaval készitettiik (cuxpos = ~0,1 M). A Na,HPO,4 és NaH,PO4-2H,0
aranyat az elérni kivant pH-értéknek megfeleléen valtoztattuk (pH = 2,2-
12,4), valamint a pH-t azonos ¢értéken tartva (pH=6,4) a teljes
foszfatkoncentraciot valtoztattuk.

A G5.NH, Au"-ionokkal valo kolcsénhatasanak jellemzéséhez 12,2 mg
dendrimert oldottunk fel 800 pl D,O-ban, amihez 600 pl 10 mg/ml

A doxorubicinnal (DOX) végzett kisérletekhez a shanghai Donghua
Egyetemen a G5 PAMAM dendrimer terminalis csoportjat 3 féle modon
funkcionalizaltdk, acetamid-, hidroxil- ¢és  karboxilcsoporttal. A
doxorubicinnal valé kdlcsonhatas lehetdségének vizsgalatdhoz 10 mg G5.Ac
dendrimert és 5 mg DOX-HCl-ot oldottunk fel 1 ml D,O-ban. Az igy kapott
savas minta (pH = 3) 500 pl-ét 0,5 pl trietil-aminnal (TEA) semlegesitettiik.

Erélyesebb koriilményeket alkalmazva, a kiilonb6z6 dendrimer—-DOX
komplexeket egy mar korabban leirt modszer alapjan’’ allitottuk elé: A
dendrimerek 10 mg-jat vizben (1,5 ml) oldottuk fel, majd trietil-aminnal
semlegesitett doxorubicin-hidroklorid metanolos oldatat (300 pl) adtuk a
dendrimeroldatokhoz tizszeres moélnyi mennyiségben. Kevertetést kdvetden
(~12 6ra) a dendrimer—DOX keveréket centrifugaltuk (7000 rpm, 10 perc),
majd a feliiluszoban maradt vizoldhaté dendrimer—DOX komplexet
liofilizaltuk. A szilard mintakat az NMR méréshez D,O-ban oldottuk.

A dendrimer templatii arany nanorészecskék szintézise szintén a shanghai
Donghua Egyetemen tortént az aldbbi mddon: A G5.NH, dendrimer
oldatihoz AuCly oldatot adtak kiilonbz6  (Au'"-ion)/(dendrimer)
molaranyban (25,50,75,100/1) jegesviz hdmérsékletén, majd az Au™-ionokat
natrium-tetraborohidriddel redukaltdk. A reakcidelegyet hatszor 3 napig
dializaltak 4 1 vizzel (Regeneralt celluloz dializis membran (molekula tomeg
hatar = 10000), Fisher), majd liofilizaltdk az arany—dendrimer
nanorészecskéket.”* A nanorészecskéket UV-lathato spektroszkopiaval és
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transzmisszios elektronmikroszkoppal jellemezték.”* A szilard dendrimer—
arany nanorészecskéket deutérium-oxidban (4-6 mg / 500 upl D,0)
diszpergaltuk, majd 5-10 perc szonikaldst kdvetéen 5 mm kiils¢ atmérdju
NMR csdbe mértiik.

3.2.2 NMR modszerek

A G5 PAMAM dendrimer kismolekuldkkal wvald kolesonhatasanak
vizsgalata soran az 'H és *'P 1D spektrumokat, valamint a kiilonbdzé 2D
spektrumokat (COSY, NOESY, HMBC, DOSY) Bruker DRX 400 MHz-es
NMR késziilékkel vettiik fel egy gradiens inverz szélessavu mérdfej
alkalmazaséval, a standard impulzusprogramok valamint TopSpin és XWIN-
NMR programok segitségével. A dendrimer °C spektrumat Bruker AM 360
spektrométerrel vettiik fel a direkt mérdfej eldnyeit kihasznalva. A méréseket
tobbnyire 300 K homérsékleten végeztiik. Ennek bedllitasat és stabilizalasat,
valamint a valtozé homérsékleteken végzett kisérleteknél a hémérsékletet
szabalyozasat egy Eurotherm egység végezte. A hiités egy Bruker BSCU 05
egység alkalmazasaval, hideg levegd befjasaval (*'P jelszélesség valamint a
dendrimer 'H spektrumanak hémérséklet fiiggése) vagy a krioporozimetris
kisérletek esetében alacsonyabb homérséklet eléréséhez folyékony nitrogén
segitségével tortént. A hémérsékletet glikolra €s metanolra kalibraltuk.”® A
mérések sordn mindig az aktualisan meghatarozott 90°-os impulzushosszt
allitottuk be.

A spektrumokat MestRec és MestreNova 8.10 szoftverekkel értékeltiik ki.
Az NMR titrdldsokat kovetden a kémiai eltolodasok pH-fiiggésébdl a
programmal végeztik.

A hasznalt NMR technikak:

Kémiai eltolodas spektroszkopia: 'H és *'P 1D spektrumokat vettiink
kiilsnbozé pH-n és foszfat-koncentraciénal. A dendrimer °C spektruma a
proton jelek azonositasat segitette.

COSY: A skaldrisan csatolt protonok kozotti korrelaciot mutatja.
Tobbnyire a geminalis (“Jun) és vicinalis (CJum) csatolasok lathatok a
spektrumon, de specialis koriilmények mellett a 4JHH és” Jun 1S detektalhaté.”

HSQC és HMBC: Kiilonbozd, skaldrisan csatolt magok kozotti
korrelaciét mutatja. A kétdimenzids spektrum keresztcsiicsa az egyik
dimenziéban a 'H kémiai eltolddds a masik dimenzidban a protonhoz
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kapcsolodé X mag (°C, °N) kozotti korrelaciot jeloli ki. A HSQC
moédszernél egykotéses korrelaciot detektalunk, mig a HMBC-nél a 'Jey
korrelaciok az impulzusszekvenciabol adoddan nem lathatoak, csak a két és
harom kotéstavolsagra 1évé atomok kozti koherencia jelenik meg.'” A G5
PAMAM dendrimer NMR jellemzése soran *C és "N proton korrelacios
spektrumokat vettiink fel.

NOESY: Az egymashoz térben kozel 1évd protonok kozott ad
keresztcsticsot a dipolaris csatolas eredményeképpen. Kiilonbozd keveredési
1d6 alkalmazasaval kovethetd a NOE felépiilés és meghatarozhatd annak
sebessége, ami a magok kozotti tavolsag fiiggvénye.'” A NOESY mérések
sordan a keverési id6 (mixing time) 150-200 ms volt, mig a NOE felépiilés
sebességét egy szélesebb, 50-200 ms-os keverési i1d0 tartomanyban
vizsgaltuk 0,26 foszfat/dendrimer aminocsoport aranynal.

DOSY: A DOSY az NMR aktiv magot tartalmazo részecskék, molekuldk
ugynevezett stimulalt spin-ekhot hozunk létre a 15. abran lathaté impulzus
szekvenciaval.

900

15. abra: A stimulalt spin-ekh6 impulzus szekvencia.

Az elsé 90°-0s impulzus utan alkalmazott gradiens egy fazisjelolést okoz
az NMR cs6 z-tengelye mentén. A masodik 90-fokos impulzus ezt z- tengely
menti longitudinalis informéciova kodolja. A difftizio id6 alatt a bekovetkezd
longitudinalis relaxaciot gyorsitja a diffuzio, mert kicserélddést okoz, a z-
irinyt magnesezettségek kozott. A kovetkezd 90°-os impulzus faziskodolt
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transzverzalis magnesezettséget hoz 1étre, amely féaziskodoltsdgat egy
masodik gradiens impulzussal megsziintetjiik, igy detektalhatd jelet, spin-
ekhot hozunk 1étre. A jel intenzitisvaltozasat a kovetkezd egyenlet irja le:'!

I1=1,/ 26_(2&?‘4Je_[yzéz(A_g)Dsz (5)

ahol D a mért diffuzios egyiitthatd, 6 a gradiens impulzus hossza, y a
giromagneses hanyados, A a diffuzi6 id6, G a gradiens nagyséaga, riddtartam,
ami alatt transzverzalis relaxacio zajlik, Ty idétartam, ami alatt longitudinalis
relaxacio is folyik.

A gradiens impulzus erdsségét noveltik nullatél 50 Gauss cm” (G)
értékig, egy kisérleten beliil altalaban 32 Iépésben. A mérést viz—nehézviz
elegyre kalibraltuk, mert a G abszolut értéke nem ismert elég pontosan.'” A
kisérletek soran az aldbbi paramétereket allitottuk be: a diffuzios idé A = 10-
15 ms (viz esetében), A = 40-70 ms (foszfation, dendrimer, nanorészecske
esetében), a gradiens impulzus hoszza 6 = 4 ms (viz esetén), 8 ms
(dendrimer, nanorészecske esetén), 10 ms (foszfationok esetén). A difftzios
egyiitthatot az (5) egyenlet alapjan nemlinearis legkisebb négyzetek
modszerével hatdroztuk meg. Egy tipikus DOSY mérés spektrumsorozata és
a kijelolt csucsok integralvaltozasara illesztett exponencidlis fiiggvény a 16.
abran lathatd. A diffuzidés egyiitthatd ismeretében az Einstein-Stokes-
egyenletet (1) alkalmazva szdmithato a részecske hidrodinamikai sugara.

\ N AN B+F*exp(-x*G)
WA— | /] — B= 629.299

: F= 13727
G= 5.88366e-07
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16. abra: Egy tipikus DOSY kisérlet spektrumsorozata (a) €s a kijelolt
csucsok integralvaltozasara illesztett exponencialis fiiggvény (b).
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NMR krioporozimetria: Az NMR krioporozimetria a néhany nm-t61 kb
200 nm-ig terjedd porusméret tartomanyban alkalmazhaté a podrusok
méretének és alakjanak meghatarozasara. A krioporozimetria alapja az a
jelenség, hogy a porusban 1évo folyadék olvadas- és fagyaspontja kisebb a
tombfazis€éhoz képest. Az olvadaspont-csokkenés mértéke forditottan aranyos
a porus méretével, vagyis minél kisebb a porus, anndl alacsonyabb a porusba
zart folyadék olvadaspontja. Ezt az Osszefliggést a Gibbs-Thomson egyenlet
modositott valtozata irja le:'*

nk,
ATm/f: m/f_TOZ_ . (6)

ahol AT,s az olvadas- és fagyaspontcsokkenés, mely a tombfazis (7)) és a
porusba zart folyadék (T.) fazisdtmeneti hdmérsékletének kiilonbségeként
irhat6 fel. K. a krioporozimetrids konstans, mely a kozegre jellemzd, n
geometriai tényezd, r a poérus mérete. Az NMR krioporozimetrids mérés
soran az olvadt fazist detektaljuk folyékony fazisi NMR-rel kiilonbozo
hémérsékleten. Spin ekhé alkalmazésaval érjiik el, hogy egy vizes diszperzio
'H NMR spektrumaban csak a folyadék allapota viz csucsat latjuk. A spin
ekho impulzus szekvencidban az els6 90°-os gerjeszté RF impulzus utan egy
180°-0s RF impulzussal refokuszaljuk a koherenciat. A két impulzus kozotti
varakozasi 1d6 (az Gn. ekhd 1dd), valtoztatasdval kiiszoboljiik ki a szilard
fazis jelét. A mérés soran a hoOmérsékletet csokkentve vesziink fel
spektrumokat egymas utan. A folyadék fazisu viz mennyiségének csokkenése
miatt csokkend jelintenzitast tapasztalunk. A kapott hdmérséklet — intenzitas
gorbe a fagyds- illetve, visszafel¢ valtoztatva a hdémérsékletet, az
olvadasgdrbét rajzolja ki.'®

A dendrimer gél minta porusméretének meghatarozasahoz a Carr-Purcell-
Meiboom-Gill spin ekhé szekvenciat alkalmaztuk. Az ekho id6t 0,5 ms-nak
hataroztuk meg. Tipikus kisérleteben a mintat -40 °C-ra hiitottiik le, majd 0,5
°C-onként 5°C-ig noveltik a homérsékletet egy program segitségével.
Minden hémérsékletvaltozast kovetden 5 perc varakozasi 1dot allitottunk be,
amely elegendOnek bizonyult ahhoz, hogy a minta atvegye a homérsékletet
(17. abra). A kapott FID-ek transzformalasat kovetden a vizjel integraljat
abrazoltuk a homérséklet fliggvényében. A poérusméret szamitasanal K.=30
nm K viz esetén, a geometriai faktor »=2, mivel a dendrimer gélben gomb
alaku porusokat feltételeztiink.
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100000 -
— 80000 R
5 2R
£ 60000 - @/
= ®
‘g 40000 - ! # 5 perc
4! 10 perc
20000 - 7Y P
- A 15 perc
0 ,Ml I I I I I I I ]

243 245 247 249 251 253 255 257 259 261

T (K)

17. abra: A vizjel integralja dendrimergélben kiilonb6z6 varakozasi idoknél a
hémérseklet fliggvényében, 3000 viz/dendrimer moélaranynal.

T relaxacio: A G5 PAMAM dendrimer protonjainak 7 relaxéacios idejét
inverzio-visszaépiilés 77 modszerrel hataroztuk meg. A 180°-os impulzust
kovetd 90°-os impulzus eldtti varakozasi i1d6 értékét 0,005-3 s kozott
valtoztattuk. Szelektiv gerjesztést is alkalmaztunk néhany esetben

3.3 pH-potenciometrias mérések
3.3.1 Mintakészités

A pH-potenciometrids meghatarozasok soran a mintakat ~0,2 M, pontosan
soran szilard KOH pasztilldkat oldottunk vizben argon alatt, hogy
karbonatmentes oldatot kapjunk. A titrdlt mintdkban az allandé 0,2 M

crer

hozzaadasaval allitottuk be. A dendrimer tartalmi mintdkhoz 40 mg
dendrimerbdl készitettiink torzsoldatot. A titralt mintdk &ssztérfogata minden
esetben 4 ml volt. Az oldatok elkészitéséhez haromszor ioncserélt MilliQ
vizet hasznaltunk.
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3.3.2 pH-mérés

A vizes kozegbeli pufferre kalibralt pH-méré (Metrohm 827 pH lab) altal
kijelzett értékek a D,0O-oldatokban pD értékeknek felelnek meg. A pD
értékeket pH-skalara az alabbi, irodalombdl vett modszer segitségével
szamitottuk &t:'™

pH=pD + 0,415 (7)

3.3.3 pH-potenciometrikus titralas

A mintak titralasa 0,2 M KOH-oldattal (¢ = 0,1919 M) 25°C-on, Ar
atmoszféraban, Metrohm 6.0234.100 kombinalt iivegelektroddal és Metrohm
736 GP Titrino titralokésziilékkel tortént. A foszforsavas és az G5.NH,
dendrimeres minta titralasat kovetden novekvd foszfat-koncentracional
(BmM - 18 mM) hatdroztuk meg a protonalddasi allandokat. A titralasi
adatokat Hyperquad 2008 programmal értékeltiik ki. A stabilitasi allandok és
a képzodd részecske Osszetételének ismeretében a koncentracio-eloszlasi
gorbéket a MEDUSA programmal szerkesztettiik meg.
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4 EREDMENYEK

4.1 NH;-végcsoportui G5 PAMAM dendrimerek szerkezetének
jellemzése, kolcsonhatasa az oldoszerrel és annak ionjaival

4.1.1 'H NMR spektrum azonositisa, szerkezet jellemzése

A G5.NH; dendrimer kiilonb6z6 kémiai kdrnyezetben 1évé protonjainak
'"H NMR spektrumon valé azonositisdhoz a 18. abran lathato jelolést
alkalmaztuk. A dendrimer egy dendronjanak CH,-csoportjait, az eldgazasokat
nem figyelembe véve, 1-24 szamozassal jeloltiik. A CH,-csoportokat kémiai
kornyezetiiket tekintve 6 kategdridba sorolhatjuk az abran kiilonb6z6 szinnel
jeldlve: tercier nitrogén elotti és utani, amid nitrogén el6tti és utani, valamint
az utols6 amid nitrogén utani és a primer nitrogén eldtti csoportok. A
csoportok jelolését és a protonok szdmat a 18. abra tabldzata tartalmazza. A
tovabbiakban a dendrimer protonjainak azonositdsara a kiils6 hat CH,-
csoport szamozasat hasznaljuk. Igy a 19-es tipusi CH,-csoport jeldli az
0sszes amid nitrogén utani protont (3, 7, 11, 15, 19), a 20-as tipusu proton
jelenti a tercier N eldtti protonokat (4, 8, 12, 16, 20), a 21-es tipus a tercier
nitrogének utani CH,-csoportoknak (1, 5, 9, 13, 17, 21) felel meg, mig a 22-
es az amid nitrogén el6tti protonoknak (2, 6, 10, 14, 18, 22). A lancvégi,
primer nitrogén elotti 23-as €s 24-es tipusu CH,-csoportok a dendrimer
belsejében nem ismétlédnek.

| | | |
o dmi H : -
!|r, I |-, .)Li/l_
N R Nt \/Y SN, /1 - x/“\l e ,/’\/I\v”ﬁ/‘\/\-u.
2] ~ [4] [7] }L | I [ N_Gd | I
W | ) | 1\ !
| | | : !
GO | Gl | G2 ! G3 | G4 | G5
Tercier N utani H ' 504 db | Tercier N elétti H 248 db
Amid N el6tti H 504 db Utols6 amid N utani H 256 db
Amid N utdni H 248 db Primer N el6tti H 256 db

18. abra: A G5.NH; dendrimer egy dendronja, és a CH,-csoportok jelolése és
a protonok szama.
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A vizes (D,0) kozegben feloldott G5NH, (pH=10,48) 'H NMR
spektruman (19. abra) a vartnak megfelelden 6 jelcsoportot latunk, melyek a
dendrimerben eldéforduld 6 féle kémiai kornyezetben 1év6 protonoktdl

szarmaznak.
oy 21 22
24
19 20
\ ‘ ‘ ‘ ‘ \ ‘ ‘ ‘ ‘ \
;p.i?(ll) 3.00 250
19. abra: G5.NH, 'H NMR spektruma
(10 mg/ml G5.NH,, D,O, pH = 10,48, T'= 298 K).
6 féle CH,-csoport 23 74
B 21
JC—O 20 d 19 22

20. abra: G5.NH, C (inverse gated decoupling) NMR spektruma
(10 mg/ml G5.NH,, DO, pH = 10,48, T =298 K).

B I
p— —
—_— ==
= — = s
—150
! —— _— —_—
Lppm (t:

| i i i i ]
300 250
ppm (12)

21. dbra: G5.NH, HMBC NMR spektruma
(10 mg/ml G5.NH,, D,O, pH = 10,48, T'= 298 K).
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A jelcsoportok azonositasa *C és HMBC NMR spektrumok (20. 4bra és
21. abra) alapjan tortént, mely utobbi az egymastdl 2 vagy tobb kémiai
kotéssel elvalasztott H- és C-atomok kozti korrelaciot jeloli. Segitségiinkre
volt a molekula COSY spektruma is (23. dbra), mely a skaldrisan csatolt
protonok (19-20, 21-22 és 23-24-es) kozott mutat korrelaciot.

A jelazonositas megersitéseként "N HMBC spektrumot (22. 4bra) is
készitettlink a G5.NH, 10,48-as pH-értékii toményebb oldatarol, mely a
molekuldban el6forduld harom féle tipust nitrogén €s a nitrogénatomoktol
tobb kotés tavolsagra elhelyezkedd protonok kozotti korrelaciot adja meg. Az
alkalmazott 60 ms-os felépiilési id6 a N-t61 3 kotés tavolsagra elhelyezkedd
protonokkal vald korrelacionak kedvez, igy ezek a keresztcsiicsok nagyobb
intenzitastak (pl.: NH,- primer nitrogén és 23-as CH,-csoport, -NH- amid
nitrogén ¢és 24-es CHj-csoport). A nitrogének azonositdsdhoz hisztamin-
dihidroklorid "N HMBC spektrumét vettiik fel, mely segitett az NH- és NH,-

’ ;- r Lo e L1z r o 1
tipust nitrogének kémiai eltolodasanak meghatarozasaban.'®

19, #3 21 [ 3% 50 22
| —_— —N
- P _N_
| =50
- L — = _NH

T T T T T T T T T T T
350 3.00 2550
ppm (t2)

22. abra: A G5.NH, dendrimer ’N HMBC spektruma (40 mg/ml G5.NH,,
D,0, pH=10,4, T=298 K, késleltetési id6 60ms).

A térbeli szerkezetet NOESY 2D NMR spektrum (23. 4dbra/b) segitségével
hatdroztuk meg. A NOESY spektrumon megjelend dipolaris csatolést jelzo
keresztcsucsok a térben egymashoz kozel 1évé protonokat jelolik ki. Ez
esetben a COSY keresztcsicsokhoz (23. abra/a) képest tovabbi
keresztcsuicsok (piros karikaval jelolve) a térben egymashoz kozel 1év6 19-
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21, 19-22, 20-21 és 20-22-es (vagyis a tercier N-ek koriili) protonok kozott
jeleznek dipolaris csatolast, vagyis térbeli kozelséget (24. 4bra). Ennek
alapjan megallapitottuk, hogy a dendrimer bels6é szerkezetét vizes kdzegben
sajat pH-n az NH,-végcsoport jelentésen nem befolyasolja.

COSY b) NOESY

—3.50

:ppm (1

3.50 3.00 2.50 3.50 3.00 2.50
ppm (t2) ppm (t2)

23. abra: G5.NH, COSY (a) és NOESY (b) NMR spektruma
(10 mg/ml G5.NH;, D,0O, pH=6,41, T'= 298 K, NOE keveredési id6 150 ms).

NH

24 /J
H,N
2 _\_N Qx NH
23 )‘/
O
th

24. abra: G5.NH; dipolérisan csatold protonjai.

2
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4.1.2 GS5S.NH; dendrimer kolcsonhatasa vizmolekulakkal, dendrimer
gél porusainak jellemzése

A PAMAM dendrimer molekuldk belsd szerkezete molekuladinamikai
szamitasok szerint iiregesnek tekintheté.”® Az iiregek létezésének kisérleti
igazolasa és méretének meghatarozasa fontos az alkalmazéas szempontjabol,
hiszen az iireges szerkezet révén képesek lehetnek vendégmolekuldkat
kapszuldzni, vagy nanorészecskék szintéziséhez templatot képezni. A
dendrimerek belso iiregeinek jellemzésére vizsgaltdk a molekuldba bejutd
vizmolekuldk mennyiségét.”> Korabban mi is meghataroztuk, hogy egy
G5.NH, dendrimer molekulaval 3700 vizmolekula mozog egyiitt.*’

A dendrimer belsd szerkezetét és vizmolekulakkal valo kolcsonhatdsat
krioporozimetrias modszerrel jellemeztiik. Arra probaltunk valaszt taldlni,
hogy van-e a dendrimer molekulaban olyan hely, amit a vizmolekuldk
elényben részesitenek. A liofilizalt, szaritott G5.NH, dendrimerhez ndvekvd
mennyiségben vizet adva dendrimergélt hoztunk létre. A négy kiilonb6zd
viztartalmu minta (1000-4000 mol viz/dendrimer mol) krioporozimetris
mérése soran felvett olvadasgorbéket mutatja a 25. abra.

120 -
100 - IR, S o
Y,
b 4 2
80 - 4 N
° g : G5.NH, : Viz
3 0 s &1 : 1000
i S 1 : 2000
= 0 o1 : 3000
1 1 : 4000
20 -
O n ‘ an T T T T 1
230 240 250 260 270 280 290
T (K)

25. abra: Kiilonb6z0 viztartalma dendrimergélek olvadasgorbéi, a vizjel
integral a hdmérséklet fliggvényében.
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Amennyiben 1000 vizmolekula van jelen dendrimer molekulanként, a viz
olyan iiregekben taldlhato a gélben, melyekben az olvadaspont 240 és 252 K
koril alakul. A viz mennyiségét novelve (2000 vizmolekula/dendrimer) csak
az a viz detektdlhatd, melynek 250 K az olvadaspontja. 3000 vizmolekula
esetében emellett az olvadaspont mellett megjelenik még egy olvadaspont
273 K-hez kozel, mely azt jelzi, hogy mar jelen van egy olyan vizréteg is,
amelynek nulla az olvadaspont csokkenése. Még tobb vizet adagolva (4000
vizmolekula/dendrimer), a gél elvesziti a koherens strukturajat, folyni kezd,
¢s az olvadasgorbékrol eltlinnek a porusokra jellemzo jellegzetes
olvadaspontok, csak a szabad vizet tudtuk detektalni.

Minden hémérsékleti értéknél kiszamitottuk a porusméretet a (6) egyenlet
segitségével. A kapott kumulativ pérusméret-eloszlasi gorbéket numerikusan
derivaltuk ¢és a 26. abran lathaté differencidlis porusméret-eloszlasi
g6rbékhez jutottunk.'™ ' 17 Az 4bran folyamatos vonal jeldli a legjobban
illeszked6 paraméterekkel szamolt Gauss-eloszlast.

140 -
120 - *y
: * G5.NH, : Viz
100 [% * o e 1:1000
o * ” 4 Gauss
5 80 - + % o ¢ & 1 :2000
- * Y Gauss
N P AR 4 * o .
60 | o 3 & 1 :3000
3 * * * * Gauss
. @ 1 : 4000
40 - » 0“, 121;;417 $ Gauss
20 - o . $
0 L " ¢ ""“; “‘3 teo o0
1 2 2 3 3 4 4 5 5
r, (nm)

26. abra: Kiilonbozd viztartalmu dendrimergélek differencialis porusméret-
eloszlasi gorbéi.

A porusméret-eloszlasi gorbék alapjan, a porusok alakjat gdmbnek
feltételezve, két jol definidlhatdé pérusméret jellemzi a dendrimergélt (26.
abra). Amennyiben csak 1000 vizmolekula van jelen dendrimer
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molekuldnként, 1,8 nm és 2,7 nm sugara poérusok is detektalhatoak. Ha a
vizmolekuldk szdma 2000-re nd, csak 2,5 nm sugarl porusok talalhatok a
gélben. 3000 vizmolekula esetén még mindig ez a porusméret jellemzd, de az
eloszlas szélesebb. Amennyiben 4000 vizmolekulat adagolunk dendrimer
molekulanként, az eloszlas gorbe nagyon széles, de még mindig lathato egy
nem olyan jol definidlhatdé maximum 2,6 nm koril. Ez esetben a
makromolekulék koriili folyamatos vizréteg jelenléte jellemzo.

A kiilonbozd viztartalmi mintakban megmértiik az tiregekben 1év6 viz
diffuzios egyiitthatojat szobahOmérsékleten, kiilonb6zo diffuzidés 1dot
alkalmazva. A 27. édbra a poérusban 1évd viz relativ, szabad vizhez (D =
2,3x10” m® s7) viszonyitott diffizids egyiitthatoja lathaté a diffizids id6
fliggvényében.

0,50 1 G5.NH, : Viz
¢1 : 1000

0,40
@1 : 2000
Al : 3000

5 0,30 +
0,20 +
00000 o o
0,10
*eOe ¢ o o *
0,00 T T T T T T 1
0 30 60 90 120 150 180 210
A (ms)

27. 4bra: A viz diffuzidja kiilonb6zd viztartalma dendrimergélben a difftizios
1d6 fiiggvényében.

A viz molekulak diffiizios egyiitthatdja ndvekszik a viz mennyiségével, de
legnagyobb koncentraciondl is kisebb a szabad viz diffuzios egyiitthatdjanal,
¢s értéke fliggetlen a difftizios 1d6tdl. Ez azt jelenti, hogy a rendszer a gatolt
diffuzios tartomanyban van, és a porus fala atjarhat6 a vizmolekulak szamara,
vagyis Osszefiiggd a gél poérusrendszere.'™ ' A diffizios egyiitthatd
ismeretében, a (8) egyenlettel kiszamithatdé az az atlagos tavolsag, amit egy
vizmolekula megtesz a dendrimergélben adott idotartam alatt. A
mintakészités és a mérés kozott eltelt legkevesebb idé 1 hét volt. 1000
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vizmolekula/dendrimer ardnynal mozognak leglassabban a vizmolekuldak
(D=1,4x10"" m* s™"), ebben az esetben a vizmolekulak egy hét alatt megtett
atlagos uthossza ~1 cm-nek adodik. Ez igazolja azt, hogy a varakozasi id6
alatt megtortént a viz diffizidja a dendrimergélbe.

ahol x az uthossz (m), D a diffizios egyiitthatd (m” s™), 7 az id§ (s).

Az eldz6 megallipitast és a mérés reprodukalhatosagat igazolja a 28. abra
is. Lathat6, hogy a 3000 vizmolekula/dendrimer ardanyt minta
porusméreteloszlasa gyakorlatilag nem mutat valtozast 3 honap alatt.

35 1 * G5.NH, : Viz=1 : 3000
0 G5.NH, : Viz=1 : 3000,
30 1 ﬂ 3 honappal kés6bb
os d.
Oe
2541 oy R
o
= ¢ 4
< 20 T a
< -
3 15 o R
1]
10 - L%
a
a
54 g o
0 T T T T T 1
2,0 2.5 3,0 3,5 4,0 4.5 5,0
r, (nm)

28. abra: A 3000 vizmolekula/dendrimer ardnyu minta porusméreteloszlasa a
mintakészitést kovetden és 3 honap elteltével.

A krioporozimetrids eredmények tehat azt mutatjdk, hogy a
dendrimergélben a viz 3,6 és 5,2-5,6 nm atméroju tliregekben talalhatd. Az
5,2-5,6 nm-es porus egészen addig megmarad, mig a dendrimer teljesen
megtelik vizzel. A 3,6 nm 4tmérsjii pérusok gdémbi térfogata 24 nm’-nek
adodik, amely kozeliti a Li és munkatarsai altal megadott 16-21 nm’
értéket.” Az ~5.4 nm-es iiregek térfogata 82 nm’, amit dsszevetve az 4ltalunk
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mért 110-130 nm® hidratalt dendrimer térfogattal®', megallapithatjuk, hogy az
ekkora méretli pérus nem egy molekula belsejében alakul ki.

Azt feltételezziik, hogy legalabb két dendrimer molekula fogja kdzre az
tiregeket, a 29. dbra szerint. A 4000 vizmolekula/dendrimer aranyt elérve a
jol definidlhatdo porusok eltlinnek, mivel a G5.NH,; molekuldk koriil
Osszefiiggd vizréteg képzdodik, €s az iiregbe zart viz mennyisége ehhez
viszonyitva lecsokken. Emiatt ugy feltételezziikk, hogy a meghatarozott
méretl liregek hig oldatban is jelen vannak.

29. abra: Két G5.NH; dendrimer molekula altal kdzrefogott, vizzel telt
porusok.

A 29. abran lathat6 modell alapjan az 5. generaciés PAMAM dendrimerek
esetében nem olyan jol definialhaté belsd iireg, mint nagyobb generaciok
esetében. Ez igazolja, hogy a kozépgeneracids dendrimereket nem merev
felilletli, hanem atjarhatd szerkezet jellemzi (6. abra),”® mely inkabb a
magban tomorodé (dense-core) modellel jellemezhetd. A molekula
belsejének elérhetdsége teszi lehetdvé, hogy ezek a makromolekuldk
alkalmasak lehetnek kismolekulak, nanorészecskék kapszulazasara. A
G5.NH; esetében azonban Grohn €s munkatarsai nem tudtak egyértelmiien
allast foglalni az arany nanorészecskék kapszulizasa mellett.”' gy az
altalunk alkotott modell bizonyos esetekben segithet a dendrimerek templat
hatasanak értelmezésében.

Osszességében tehat meghataroztuk a G5 PAMAM dendrimergélben
talalhatd porusok méreteloszlasat: 1000 vizmolekula/dendrimer aranynal 1,8
¢s 2,6 nm sugaru porusokat talaltunk; 2000 és 3000 vizmolekula/dendrimer
aranynal mar csak a nagyobb porusok vannak jelen. 4000
vizmolekula/dendrimer ardny esetén mar meghataroz6 a dendrimer
molekuldkat koriilvevd 6sszefliggd vizréteg. Az eredmény j6 egyezést mutat
az altalunk korabban meghatarozott, modelltél fiiggéen kb. 3700-as
hidratacios szammal. A viz diffuzios egyiitthatgja minden esetben kisebb,
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mint a tombfazisu vizé, vagyis a rendszer a gatolt diffuzids tartomanyban
van, a poérusok Osszefiiggdek, faluk atjarhato a viz szdmara. A pérusméretek
alapjan, figyelembe véve a dendrimer kb. 6 nm-es sugarat, megallapitottuk,
hogy a porusokat a dendrimer molekuldk kozrefogjak.

4.1.3 GS5.NH; dendrimer kolcsonhatasa oxoniumionokkal

A PAMAM G5.NH; dendrimer potenciometrias titrdldsa sordn kapott
titralasi gorbe (30. 4bra) illesztésével két csoportallandot tudtunk
meghatarozni, melybdl az egyik a tercier (pKn(r)=5,7(2)), a masik a primer
N-ek (pKne=8,9(2)) protondlodasahoz rendelhetd. Az illesztéssel a
protonaldédd csoportok szama is megadhatd: 119 db tercier illetve 123 db
primer nitrogént taldltunk, azaz a dendrimer gyakorlatilag megfelel a
megadott szerkezetnek (teljesen szabélyos szerkezet esetén: 126 db tercier €s
128 db primer N).

12

10

2 -
000 005 010 015 020 025 030 035

Vkon (ml)
30. dbra: A G5.NH; dendrimer titralasi gorbéje
(ckon=02M,71=0,2M, T=298 K).

A kilénbozd pH-értékii dendrimeroldatok 'H NMR spektrumain a
protonok csucsainak kémiai eltolodasat vizsgalva a pH fliggvényében (31.
abra) jol lathato, hogy a tercier N-ekhez kozeli protonok(19, 20, 21, 22, kék
szinnel jeldlve) illetve a primer N-ekhez kozeli protonok (23, 24, sarga
szinnel jeldlve) jelcsoportjai egyiitt mozognak. Mig a primer nitrogének
koriili protonok kémiai eltoléddsa a pH 8-10 tartomanyban mutat jelentds
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valtozast, addig a tercier nitrogének koriili protonok jelcsoportjai kisebb pH-
tartomanyban (pH 4-7) ,,vandorolnak”, és jelkettdzddést mutatnak.
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31. abra: A G5.NH, dendrimer 'H NMR spektruma a pH fiiggvényében
(10 mg/ml G5.NH,, D,0, T=298 K).

A 23-24 CH,-csoportokhoz tartozd csucsok kémiai eltolodasat a pH
fliggvényében abrazolva titralasi gérbéhez hasonlo abrat kapunk (32. abra),
melynek inflexios pontjat illesztéssel szamitva a ldncvégi primer nitrogének
protonalddasi allanddjat kapjuk. A két gdrbébdl szamitott érték 8,71 és 8,70,
melyek kozelitenek a pH-potenciometrids mérésbdl szadmitott 8,9-es pK-
értékhez.

A 19-22 CHy-csoportokhoz tartozd cstcsok kémiai eltolodasat a pH
fliggvényében dbrazolva a gorbe inflexios pontja a tercier nitrogének pK-
értékét adja meg (33. abra). Ez esetben a megkett6z6dott csucsok (20, 21, 22)
mindkét tagjat figyelembevettik. A 19-es protonokhoz rendelt csucs
jelszélessége megnd a protonalddas pH-tartoméanyaban, de megkett6z0dés
nem figyelhetd meg. A megkett6zddott csucsok nagyobb kémiai eltolodast
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tagjahoz rendelhetd protonok kevésbé arnyékoltak, az ezekhez kozeli tercier
nitrogének protonalddasi allanddja nagyobb (pK = 5,96), vagyis erdsebben
kotik a protonokat.

3,80 -
23
3,60 1 pK=8,71
3,40 - .
£ 3,20 - 24
&
© 300 pK=8,70
2,80 -
2’60 T T T T 1
4 6 8 0 12 14
pH

32. abra: A 23-24 CH;-jelek kémiai eltolodasanak pH-fiiggése
(10 mg/ml G5.NH,, D,0O, T'= 298 K).

pK=5,92

pK=5.91
AT =574
pK=6,03
pK=5,78

10 12 14

33. abra: A 19-22 CH;-jelek kémiai eltolodasanak pH-fiiggése
(10 mg/ml G5.NH,, D,0, T'= 298 K).

Az NMR titrdlds megerdsiti, hogy a pH-potenciometridval mért
protonalodasi allandok koziil a pK=5,7 a tercier, mig a pK=8,9 a primer
aminocsoportok protonalddasahoz rendelhetd. Felmeriil az a kérdés, hogy a
protonalodas pH-tartomanyaban megfigyelt kismértéki jelkett6z6dés mivel
magyarazhato. Erre a tovabbi eredmények tekintetében kapunk majd valaszt.
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4.2 NH;-végcsoporti G5 PAMAM dendrimer ionokkal,
kismolekulakkal valo kolcsonhatasanak vizsgalata

4.2.1 Foszfationok beépiilése a G5.NH; dendrimer molekulaba

"H NMR spektrum valtozdsa foszfationok hatdsdra

A G5.NH; vizes oldatban 6 koriili pH-értéken felvett 'H NMR spektruma
foszfationok jelenlétében jelentdsen modosul (34. abra). A dendrimer tercier
nitrogénje koriili protonok csticsai (19, 20, 21, 22) nagyobb kémiai eltolodas
értekeknél jelentkeznek, mely az adott protonok koriili kisebb magneses

arnyekolast jelenti.
HN 24
3 ‘\—H 22
23
a) '
22 21\\N
G5.NH, — foszfat 20
pH =62 19

b)

G5.NH, — foszfat
pH=5,8

c)
G5.NH,
pH = 6,04

41 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26
f1 (ppm)

34. dbra: A G5.NH, 'H NMR spektruma foszfat jelenlétében (a, b) és
nélkiile (C) (10 mg/g GSNHL DZO, Cpro4:0,1 M, PO4/N(T+P):1,5, 7=298 K)

Emellett megfigyelhetd, hogy az el6zdéekben leirt semleges koriili pH-n
tapasztalt jelmegkett6z0dés a foszfationok jelenlétében jelentdsebb. A
tovabbiakban a nagyobb kémiai eltolodast jelet ,,a” jelzéssel, a kisebb kémiai
eltolodasu jelet ,,b”-vel jeldljiik. Kisebb mértékben a 19-es tipusii protonok
csucsa is tagolodik, de ez esetben nem tudtunk egyértelmiien két kiilon jelet
detektalni.
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A jelenség értelmezésére elsdként a foszfat tartalmi dendrimer COSY
spektrumdt vizsgaltuk meg (35. abra), de a kett6z6dott jelek kozott nem
észleltiink keresztcsucsot, igy ezek nem AB dublettek.

ppm (11

ppm (12)

35. dbra: A G5.NH, COSY spektruma foszfat jelenlétében (10 mg/g G5.NH;,
CHXpo4:0,023M, DQO, pH:6,4, T7=298 K)

Masik feltevésiink szerint a csticsok szétvalasat kémiai cserefolyamat
okozhatja. Ennek igazolasara vizsgaltuk a spektrumot hémérsékletvaltozas
hatdsara (36. abra). A hdmérséklet novelésével a spektrum felbontéasa javul a
kisebb rotacids-korrelacids idé miatt, de a csucsok jelszélessége €s a kettévalt
csucsok kémiai eltolédasanak kiilonbsége nem valtozik. A cstcsok
kettévalasat tehat nem a szabad ¢és a foszfationnal kolcsonhatasban allo
tercier nitrogének kozeli protonok kiilonbozdsége okozza. Megallapithatd
azonban, hogy a tercier nitrogén — foszfation kolcsonhatas a gyors kémiai
csere tartomanyaba sorolhato, mivel egy jelet latunk a spektrumon.
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W
M
M

ppm (t1)

36. abra: A G5.NH, 'H NMR spektruma hémérsékletvaltozas hatasara
foszfat jelenlétében (10 mg/g G5.NH,, cuxpos= 0,023 M, DO, pH=6,4, T =
279-322 K).

A jelek kett6z6dését nagy valdszintiséggel a dendrimer kisebb €s nagyobb
Ezt az elképzelést alatdmasztja, hogy szelektiv gerjesztéses NMR kisérlet
soran a kettévalt csucsok egyik tagjat gerjesztve a csucs masik tagja nem
reagal a gerjesztésre (37. abra).

328 324 320 3.16 3.12 3.08 3.04 3.0
1 (ppm)

3.80 370 360 350 340 330 320 310 3.00 29 280 270
fl (ppm)

37. dbra: A G5.NH; 20-as protonjainak szelektiv gerjesztése
(10 mg/g G5.NH;, cuxp04=0,023 M, D,0, pH=6,4, T'= 298 K).
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A cstcsokhoz tartozo protonok 77 relaxacios idejét meghatirozva
kimutathat6, hogy a kettévalt csucsok (20, 21, 22) nagyobb kémiai eltolodasu
»a  tagja gyorsabban relaxal (1. tablazat). Feltételezhetd, hogy ezek a
protonok a molekula kiilsé részében helyezkednek, a lokalis rotacios-
korrelacios idejiik rovidebb. Ezt alatdmasztja az is, hogy a nagyobb kémiai
eltolodasu jelek felbontasa jobb.

1. tablazat: A G5.NH; dendrimer protonjainak 7 relaxacids ideje.

CH,-proton | 7; relaxacios idé (s)
23 0,679
24 0,687
19 0,395
‘q’ ‘b’
22 0,401 0,425
21 0,331 0,391
20 0,335 0,405

Tovdabbi NMR vizsgalatok

A tovabbiakban a pH-véltozas hatdsat vizsgaltuk a G5.NH, — foszfat
rendszerre, mely soran az azonos foszfat (0,1 M) és dendrimer (10 mg/ml)

"H NMR spektrumok pH-fiiggé valtozdsa:

A kiilonbozé pH-értékii foszfatos dendrimeroldatok 'H NMR spektrumait
Osszehasonlitva megtigyelhetd, hogy a dendrimer jellemzése soran leirtakhoz
hasonldan, a tercier N-ekhez kozeli protonok (19, 20, 21, 22, kék szinnel
jelolve) illetve a primer N-ekhez kozeli protonok (23, 24, sarga szinnel
jeldlve) jelcsoportjai egylitt mozognak ¢€s kiilonb6z6 pH-tartomanyban mutat
jelentds valtozast a csticsok kémiai eltolodésa (38. abra).
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19 23 21 24 20 22
380 370 360 350 340 330 320 310 300 290 280 270 260 250
fl (ppm)
38. abra: A G5.NH, 'H NMR spektruma pH-valtozas hatasara foszfat
jelenlétében (10 mg/ml G5.NH,, cuxpos = 0,1 M, , 7=298 K).
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39. dbra: A G5.NH; 23-24-es tipusu protonjainak kémiai eltolodasa a pH
fiiggvényében (10 mg/ml G5.NHy, cpxpos = 0,1 M, 7=298 K).
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A 39. abra a lancvégi primer nitrogének melletti 23-24-es tipust protonok
pH-fliggd kémiai eltolodasat mutatja. A mért értékek illesztése soran kapott
csoportalland6 a foszfationok jelenlétében nagyobb, azaz a primer nitrogének
erdsebben kotik a protonokat. A gorbék illesztésekor két pK-értékkel értiik el
a legjobb eredményt, a masodik pK-értekeket (6,36 ¢és 6,39) a tercier
aminocsoportok protonalédasanak hatdsaként értelmeztiik.

4
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3’6 laa a 4 a pK:6 70

A 19
34 - s e
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40. dbra: A G5.NH; 19-22-es tipust protonjainak kémiai eltolodasa a pH
fliggvényében (10 mg/ml G5.NH;, cpxpos = 0,1 M, 7=298 K).

A lanckozi tercier nitrogének protondlodasa a tercier N koriili CH,-
csoportokhoz (19-22) tartozé csucsok eltolodasa alapjan kovethetd (40. abra).
A bizonyos pH-tartomdnyban kettévald csticsokhoz a gorbéket kiilon-kiilon
illesztve, két pK-értéket szamoltunk. A nagyobb kémiai eltolodasu, kevésbé
arnyékolt (’a’) protonok kozeli tercier nitrogén protondlodasi allandoja
atlagosan pK = 6,75, mig a ’b’ tag kémia eltolddasainak illesztése pK =~ 6,5-
Os érteket ad. A 2. tdblazat szemlélteti a csoportallandok értékét az Osszes
csucs kémiai eltolodas értékébdl szamitva foszfat jelenlétében és anélkiil. Jol
lathatd, hogy a tercier nitrogének protonalddasi allanddja is jelentdsen
nagyobb foszfationok jelenlétében.
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2. tdblazat: A primer €s tercier aminocsoportokra jellemz6 protonalodasi
allandok (10 mg/ml G5.NHa,, caxpos = 0,1 M, 7=298 K).

Cstics 19 20a  20b 21a 21b 22a 22b 23 24
DK foszfattal | 6,70 6,74 6,50 6,77 649 691 657 969 972
K foszfs

pR- doszlatl 5 o) 591 574 594 575 603 578 871 8.0
nélkiil

Az eddigi eredmények alapjan a tercier aminocsoportokhoz kozeli
protonok NMR jeleinek protonalodas sordn torténd megkett6zodését a
kovetkez0 modell alapjan értelmeztiik. A dendrimer szerkezetét harom
zonara osztottuk (41. dbra):

A kiilsé z6nat a termindlis helyzetben 1év0 primer aminocsoportok
alkotjak.

Az atmeneti zOnat az 6tddik generacio 19, 20, 21 és 22-es protonjai
alkotjak. E protonok 'H NMR jelei a kisebb arnyékoltsig miatt
nagyobb kémiai eltolodasnal jelentkeznek. A hozzdjuk kozellévd
tercier aminocsoportok bdazicitdsa is nagyobb (pK = 6,75). A T
relaxaciojuk rovidebb (77 = 0,33-0,4 s), a kisebb korrelacids idé miatt.
Proton jeleik felbontédsa jobb.

A belsé zonat az 1-4 generacid 1-18-as protonjai jelentik, melyek
szdma megegyezik az atmeneti zona protonjaiéval. Ezek a protonok
kisebb kémiai eltolodast jelet adnak, és a mellettiik 1évé tercier
aminocsoportok pK-értéke is kisebb (pK = 6,5). Relaxécidjuk lassabb
(T, = 0,39-0,43 s) a protonaldédasi pH-tartomanyban, mint az d&tmeneti
z6na protonjaié.
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41. abra: A G5.NH, dendrimer 3 zdnas szerkezete.

3P NMR spektrumok pH-fiigg6 valtozdsa:

NMR titralassal, a foszfat *'P jelének kémiai eltolodasat vizsgalva a pH
figgvényében, a foszfationok protonalodasa is nyomon kovetheté. A *'P jel
kémiai eltolodésa alapjan a foszfationok mésodik pK-ja 7,3 (42. ébra).

4.5 -
4 - pK=7,3
351 pK=11
31 (pK,=12,14)
| ¢ Foszfat mért
25
i 2 1 ®»  Foszfat+dendrimer
5‘1,5 1 meért
o ) = Foszfat illesztett
0,5 - == Foszfat+dendrimer
0 : : : illlesztett . .

0 2 4 6 pH 8 10 12 14

42. abra: A foszfationok *'P kémiai eltoloddsa dendrimer jelenlétében és
nélkiile a pH fliggvényében (10 mg/ml G5.NH,, cyxpos = 0,1 M, 7=298 K).
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A 42. 4bran jol lathato, hogy dendrimer jelenlétében a 4-7 kozotti pH-
tartomanyban rosszul illeszthetdé gorbe a mért pontokra. A legjobb
eredménnyel elvégzett illesztésbél a HPO, -ionok protonalodasara 7,1-es
pK-érték, mig a PO, -ionoknal 12,14-es protonalodasi allandd szamolhato,
bar ez utdbbi érték a 12-es pH-érték feletti mérési pontok hidnya miatt igen
bizonytalan.

A foszfat *'P-jelének vonalszélességét vizsgalva a pH fiiggvényében
érdekes valtozast tapasztaltunk. Mig foszfat pufferben a vonalszélesség nem
mutat jelentds valtozast a pH-val (43. abra), addig a dendrimer jelenlétében
egyértelmii maximumot mutat az dbra semleges koriili pH-értéken. Ez arra
utal, hogy ebben a pH-tartomanyban a foszfat specialis kolcsonhatasba 1ép a
dendrimer  molekulaval.  6,4-es  pH-értéknél a  vonalszélesedés
hémérsékletfiiggést nem mutatott.

12 - ®Foszfat+Dendrimer ¢ Foszfat 20
@N/ " é‘ 15 -
2" ¥
% L n %10 4 — = = = g =
2 )
£ . i g 5-
S . 5
> g ® P’ 0‘. L >

. o * o
0 T T T T T O T T T T 1
0 2 4 6 8 10 260 270 280 290 300 310
pH T (K)

43. 4bra: A foszfationok pH-fliiggé *'P vonalszélessége a dendrimer
jelenlétében ¢€s anélkiil, illetve a vonalszélesség a hdmérséklet fiiggvényeben
(10 mg/ml G5.NH,, cuxpos=0,1 M, 7=298 K, illetve pH=6,4, T = 268-303 K).

A vonalszélesedést tehat nem kémiai cserefolyamat okozza, hanem
relaxacios folyamat. A dendrimer molekuldaval kdélcsonhaté foszfationok
(semleges koriili pH-n) lassabban mozognak, igy a transzverzalis relaxacio
felgyorsul, és megnd a vonalszélesség.
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Diffuzios egyiitthato valtozasa a pH-val:

A diffazidmérések eredményét a 44. dbra szemlélteti. Jol lathato, hogy a
deuteralt viz diffiziés egyiitthatdja nem valtozik jelentdsen a tiszta D,O-¢hoz

képest (1,93x10° m’™ kék vonallal jeldlve), mivel a dendrimer
(At 3!

2,0E-09 9,E-11
1,8E-09 - AR A AR R R + 8E-11
]
1,6E-09 | "= + 7.E-11
-09 - ] u L [
1,4E-09 o a | 6m11
% 12E-09 - ]
g T S.E-11 =
=~ 1,0E-09 - <
g~ 1 4E11 A
2 8,0E-10 | z
o | 26y Z
£ 6,0E-10 - 3E-11 w
Q ~
4,0E-10 1 + 2E-11 &
#D(D20+G5.NH2) (m2/s)
2,0E-10 - D(PO4+G5.NH2) (m2/s) || LE-11
0.0E+00 ‘ ‘ % D(GS5.NH2) (m2/s) 0,5+00
1 3 5 pH 7 9 1

44. dbra: A G5.NH,— PO4— D,O rendszerben mért difftizios egylitthatok a
pH fiiggvényében (10 mg/ml G5.NH,, cuxpos= 0,1 M, T=298 K, Agsnm = 70
ms, 5G5.NH2 =& ms, AP04 =40 ms, 51304: 10 ms, AH20: 10 ms, 51-[20: 4 ms).

A foszfationok diffuzioja nem mutat jelentds eltérést a pH valtozasaval,
amely arra utal, hogy a mért pH-tartomanyban a foszfationok azonos
mennyisége mozog egylitt a makromolekuldval. A sarga vonallal jelolt
szabad foszfat diffizids egyiitthatojahoz képest (7-8x107"° m*s™) dendrimer
jelenlétében jelentésen lelassul a foszfat mért diffuzidja a dendrimer
molekulaval egytitt mozg6 foszfationok miatt.

A dendrimer diffuzidja azonban pH = 5,8-7,8 kozott maximumot mutat
(7,2-7,6x10"" m?s™), feltehetd, hogy ebben a pH-tartomanyban foszfat
jelenlétében a molekula mérete kisebb. Ez igazolja Blaak €és munkatarsai
allitasat, miszerint kétértékli ellenionok csokkentik a dendrimer méretét,
learnyékoljak a monomerek toltését.”
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A foszfat nélkiili dendrimer diffizioja ezzel szemben a pH csokkenésével
folyamatosan csokken a 7,510 -6x107"" m*s™ tartomanyban, ami a savas
pH-n protondlt aminocsoportok taszitdsa okozta méretndvekedéssel
magyarazhato.’'

Az eddigi eredmények arra utalnak, hogy pH = 6-8 tartomanyban
valamilyen specialis kolcsonhatas jon 1étre a dendrimer €s a hidrogénfoszfat-
ionok kozott (45. dbra). pH 6-8 kozott a foszfationok feltehetéen a dendrimer
belsejében taldlhatoak, ahol a tercier aminocsoportok pozitiv toltését
kompenzaljak és csokkentik az azok kozti taszitast. Ezaltal a makromolekula
mérete csokken, diffuzids egylitthatdja pedig nd. A részben protonalt tercier
aminocsoportok és a HPO,4” illetve H,PO4 -ionok kozétt az elektrosztatikus
kolesonhatas mellett H-kotés is kialakulhat.

45. abra: Foszfationok beépiilése a G5.NH, dendrimerbe (pH = 6-8).

Ebben a pH-tartomanyban °'P jelszélesedést is tapasztaltunk, amit a
dendrimerben 1év6 foszfat gyorsabb relaxacioja okoz.

pH 6 alatt és pH 8 felett a foszfationok egylitt mozognak a dendrimerrel,
de kiviil helyezkednek el, hiszen a dendrimer diffuizigja, mérete nem mutat
jelentds eltérést, a foszfationok diffizidja pedig itt is lassabb a szabad
foszfaténal. Feltehetden egy gyengébb elektrosztatikus kdlcsonhatés 1ép fel a
HPO,*-ionok és a részben protonalt primer aminocsoportok (liigos kozeg),
valamint a H,PO, és a dendrimer protonalt csoportjai kdzott (savas kozeg).

A pH 6-8 kozti kolcsonhatds tovabbi vizsgalatira ebben a pH-
tartomanyban folytattunk vizsgalatokat.

u
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Kolcsonhatasok semleges kozegben

A PAMAM G5.NH, dendrimer foszfationokkal wvalé kolcsonhatasat
vizsgalva a legels§ tapasztalatunk az volt, hogy a dendrimer 'H NMR
spektruma foszfationok hozzaadasara megvaltozik. Mivel a tovabbi kisérletek
azt mutattak, hogy a kolcsonhatas az 6-8 pH-tartomanyban a legerdsebb, igy

crer

crer

mintaban a foszfor illetve a dendrimerben 1év0 tercier (N(t)) és primer (Np))
nitrogének aranya (PO4/N(1+p)) 0,26, 1,6 és 10 legyen.

Az ily modon elkészitett mintik 'H NMR spektrumat a 46. 4bra
szemlélteti. A foszfatmentes dendrimer proton spektruméhoz képest a tercier
nitrogén koriili protonok (19, 20, 21, 22) csucsainak kémiai eltolodasa
megnd, mig a primer nitrogénekhez kozeli protonok csucsai kozel azonos
kémiai eltolodasnal detektalhatok.

PO,/N.,=10

PO, /Ny p=1.6
PO,/Np,p=0.26

23 24 22a
G5.NH, 19 I
2 20a20b

22b

‘ 3.‘80 ‘ 3.‘70 ‘ 3.‘60 ‘ 3.‘50 ‘ 3.‘40 ‘ 3.‘30 ‘ ?1.‘2(0 ‘ )3.‘10 ‘ 3.‘00 ‘ 2.‘90 ‘ 2.‘80 ‘ 2.‘70 ‘ 2.‘60 ‘ 2.‘51
ppm
46. abra: A G5.NH, '"H NMR spektruma névekvo foszfatkoncentracional
(10 mg/ml G5.NH,, cuxp04=0,02; 0,14 ; 0,9 M, PO4/N(r+p= 0,26; 1,6 ; 10,

pH = 6,4, T=298 K).

A legnagyobb foszfatkoncentracional felvett spektrumon a valtozas kisebb
mértékl, feltehetden annak koszonhetden, hogy a tul nagy foszfation felesleg
mar nem befolyasolja jelentdsen a makromolekula szerkezetét, viszont az
ionerdsség jelentésen valtozik. Ez esetben a jelek tagoltsdga kisebb, mely
gyorsabb relaxaciora utal. Ennek pontos okat még nem talaltuk meg.
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3.50 3.00 2.50
PO4/N(r+p)
=0,26
j —3.00
- 3.50
:ppm (t1
PO4/N(r+p)
=1,6
i - 3.00
g L350
ﬁ Cppm (t1
I I I ‘ I I I I ‘ I I I I ‘
3.50 3.00
ppm (t2)

47. dbra: A G5.NH,; NOESY spektruma novekvd foszfatkoncentracional (10
mg/ml G5.NHa, cyxpos4=0,02 és 0,14 M, pH=6.4, keveredési id6 150 ms).

Eléfordulhat, hogy a nagy ionkoncentracidé miatt a végcsoportok
visszahajlanak a molekula belsejébe és ezaltal magban tomorddd (dense-
core) szerkezet alakul ki A tdmorebb szerkezet miatt pedig megné a
csoportok rotacios-korrelacios ideje.*
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A dendrimer térbeli szerkezetében bekdvetkezd valtozasokat a foszfation-
koncentracié novekedésével NOESY NMR mérések segitségével vizsgaltuk
(47. é4bra). Lathatd, hogy a 19-22-es tipusu protonok kozti keresztcsucs
intenzitdsa foszfation hozzdadésara csokken, majd nagyobb foszfation-
koncentracional el is tlinik. Novekvd mennyiségli foszfat hatdsara tehat a
tercier N-hez kozeli protonok kissé tavolabb keriilnek egymastol, vagyis a
dendrimer belsé szerkezete tagul.

A NOE keresztcsucsok felépiilésének sebessége a korrelacioban 1évo
protonok tavolsagarol adna informaciot. Ezek a vizsgalatok azonban nem
jartak sikerrel.

Az eredmények tehat arra engednek kovetkeztetni, hogy a foszfationok
semleges kozegben a tercier nitrogénekhez kotddnek specifikusan.

A 3. tdblazatban a diffuziomérések eredményeit foglaltam Ossze. A
dendrimer diffGizidés egyiitthatoja a foszfatkoncentracid ndvelésével
kismértékli novekedést mutat, vagyis a HPO4 -ionok hatdsara mérete kissé
csokken.

3. tdblazat: A G5.NH; — PO4 — D,0 rendszerben mért diffuzios egytitthatok
kiilonb6z6 foszfatkoncentracio esetén (10 mg/ml G5.NHa, cpxpos= 0,02 és
0,14 M, PO4/N(r+p=0,26 és 1,6, pH = 6,4, T'=298 K).

2. .
_ D(G5.NH;) | D(D,0) | p@poz) | HPO« egyitt
PH =64 (m?/s) (m*/s) (m*/s) mozog a
dendrimerrel
nSzabad” részecske | 5 2 g1 | 1 934107 | 7,92¢1070 -
vizes oldatban ’ ’ ’

Dendrimer + foszfat o
vizes oldatban 6,57x10" | 2,06x10° | 4,08x101° v
PO4/N(T+]>) = 0,26

Dendrimer + foszfat 36%
vizes oldatban 6,83x10"" | 1,87x107 | 534x10™"° 145 c(i)b
PO4/N(T+P) = 1,6

A viz diffuziés értéke nem mutat szignifikdns eltérést. A szabad
fosztathoz képest Duposy. €rtéke jelentdsen lecsokken a dendrimer mellett,
mely azzal magyarazhatd, hogy a HPO, -ionok egy része a
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makromolekuldval egyiitt mozog. Az aldbbi szamitassal (9) megadhat6 a
diffaziés egyiitthatokbol a dendrimerben egyiitt mozgd foszfationok
szazalékos mennyisége.

D, = xDPO4DD + xP04DP04 ©

ahol Dy a foszfation diffuzios egyiitthatoja dendrimer jelenlétében, xppos a
foszfat moltortje a dendrimerben, Dp a dendrimer diffazids egylitthatdja, xpos
a szabad forszfat moéltortje mig Dpos a szabad foszfat diffuzids egyiitthatdja.

Kisebb foszfatkoncentracional (PO4/Nr+p) = 0,26, ¢ = 0,02 M) 52,26 %-
nak, mig nagyobb koncentracional (PO4+/Nr+p) = 1,6, ¢ = 0,14 M) 36%-nak
adodott a dendrimer belsejében 1évé HPO, -ionok szazalékos mennyisége,
mely 35 illetve 145 db foszfationnak (ill. H,PO4-nak) feleltethetdé meg
dendrimer molekulanként. Ez azt jelenti, hogy 1,6-szoros foszfatfelesleg mar
teliti a dendrimert foszfationokkal.

A foszfationok helyének megallapitasaira a dendrimer molekula
belsejében, tovabbi NMR vizsgélatokat végeztiink. A 2D HOESY kisérlet a
kiilonb6zé magok kozotti mag Overhauser effektuson alapszik, igy képes a
térben kozel 16v6 *'P és 'H magok kozotti korrelacio kimutatisara. A
nagyobb foszfattartalma (0,14 M) mintan végeztink HOESY méréseket
kiilonb6z6 keveredési idokkel (d8 = 0,5-2 s), a spektrumok kiértékelése sordn
azonban a >'P jel csak a viz 'H jelével adott egyértelmii keresztcstcsot.

A szaturdci6 transzfer differencia (STD) kisérlet sordn a dendrimer
protonjeleit besugarzasat kovetden a telités spindiffuzioval atterjed az egész
molekulara és a vele kolcsonhatasban 1évo foszfationokra. A kotott és az
oldatban 1év6 szabad foszfat kozotti cserefolyamat kovetkeztében a foszfat
jelének intenzitdsa lecsokken. Ezt a jelet egy tavoli frekvencidn torténd
besugarzasnal felvett referencia spektrumhoz hasonlitjuk. Harom kiilonb6z6
pH-n (pH = 10,6; 6,5; 2,7), kétféle foszfat/dendrimer aranynal (PO4/N(t+p) =
1,6; 10) és tobbféle beallitassal (loop counter) végeztiink kisérleteket, de
reprodukélhaté eredményt nem sikeriilt elérni. Ennek oka az STD mérés
sajatsadgaiban keresendd. Célszerli nagy ligandumfelesleg mellett végezni a
kisérletet. A telitésatvitel akkor sikeres, ha a kotott és szabad ligandum
kozotti cserefolyamat megfeleld sebességli. Ha erésen kotddik a ligandum,
vagyis lasst a csere, akkor a relaxacid végbemegy a telitésatvitel eldtt. Ha tul
gyors a csere (gyenge a kotés), akkor nem megy végbe a telitésatvitel
megfeleld mértékben. Feltehetden az altalunk vizsgalt rendszer e feltételek
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valamelyikének nem felelt meg. Bar ismereteink szerint mas kutatocsoportok
sem jartak sikerrel a *'P-"H STD-vel,'"" tervezziik a kisérletek folytatasat, és
egy alkalmas impulzusprogram kidolgozasat.

A foszfatkoncentracio-fiiggés soran tehat azt tapasztaltuk, hogy a
koncentracio novelésével egyre kisebb a dendrimer mérete a belsd protonalt
csoportok kozti taszitds csokkenése miatt, mig a tercier aminok
kornyezetében tavolodnak a dendrimer agai. A PO4/N(1+p)=1,6 (cros=0,14
M) aranynal a dendrimer feltoltédik foszfationokkal. Ezek az eredmények
alatdmasztjak, hogy a foszfationok a tercier aminocsoportokkal kertiilnek
specifikus kolcsonhatasba.

pH-potenciometrids eredmények

Az NMR mérések alapjan feltételezett kdlcsonhatas tovabbi jellemzésére
pH-potenciometrids méréseket végeztiink. A kordbbi mintdkkal részben
minden esetben a tercier aminocsoportok értékei mutattak jelentds eltérést.

A titralasi gorbéket a 48. dbra szemlélteti Osszesitve. A foszforsav és
G5.NH; dendrimer titraldsa sordn szamitott csoport allandokat feltiintettem
az abran.

o] 103
11 | ‘
NIy
9 |
8 |
7 -
T
6 |
e — foszforsav
5 A —— dendrimer
4 - ——dendrimer+po4_0,5
dendrimer+po4_1
3 A dendrimer+po4_1,6
2 ——dendrimer+po4_3
1 T T T

0 0,5 1 1,5 ml

48. abra: A foszforsav és a kiilonb6zo foszfattartalmt G5.NH, dendrimerek
titralasi gorbéi (0,2 M KOH, 7=0,2 M KCI, T= 298 K).
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A 49. dbra a G5.NH, dendrimer és a foszfat eloszlasi gorbéjét mutatja
kiilon rendszerként. A specifikus kdlcsonhatas pH tartomanyaban (pH = 6-8)
a tercier aminocsoportok nagy része deprotonalt, mig a primer

aminocsoportok gyakorlatilag teljes mennyiségben protonalt allapotban
vannak.

0,0 . . . . .
1 3 S 9 11

49. abra: A G5.NH, dendrimer és a foszfation protonalodasa. A G5Np) a
primer aminocsoportok, mig a GSN(r) a tercier aminocsoportok
protonalddasat jelzi.

A kiilonb6z6 PO4/N(r+py ardnnyal (0,5, 1, 1,67, 3) elkészitett mintak
titralasi gorbéinek kiértékelése soran, minden esetben arra az eredményre
jutottunk, hogy a kiindulasi részecskéket (a kiilonb6zé mértékben protonalt
PO,>, valamint a tercier és primer N-ek) feltételezve a rendszerben, azok
logP és mennyiségi értékeit szamitva az illesztés soran, a tercier N értékei
mutattak jelentds eltérést. Ez az NMR mérésekkel egybevagdan arra enged
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kovetkeztetni, hogy a foszfationok jelenléte a tercier N-ek protonalddasat
befolyasolja jelentds mértékben.

Amennyiben egy NH,PO, 0Osszetételli részecske jelenlétét feltételezziik,
amely tehat nagy valoszinliséggel N)H,POs, Ugy a mért gorbék jol
illeszthetéek 19,0-19,6-0s logf értékkel. A részecske maximalis mennyisége
azonban minddssze 5,8-7,8% (10%-t6]l szokas szignifikdnsnak tekinteni a
részecske jelenlétét). Az 50. dbra a dendrimer tartalmu részecskék eloszlasat
mutatja az 0j részecske figyelembevételével.

1’0 N(T)H

50. abra: A dendrimer tartalmu részecskék eloszlasa a pH fiiggvényében,
PO4/N(r+p) = 3 ardnynal.

Az 1 részecskét pH-tol fliggden egy protonalodott Nt és egy HPO,*-ion,
vagy egy deprotonalodott Nty és egy H,PO4-ion alkotja, melyek
hidrogénkotésen keresztiil kapcsolodnak (51. 4bra). Igy bizonyosan

allithatjuk, hogy az NMR mérések soran, 6-8 pH-tartomanyban tapasztalt
jelenségek ennek a kdlcsonhatasnak koszonhetoek.

/ on” \0- / o’ P\o-

51. abra: A foszfationok ¢€s a tercier aminocsoportok lehetséges
kapcsolodasa.
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4.2.2 GS5.NH; dendrimer ionpar képzése Au-ionokkal

Az utobbi id6ben intenziven kutatjdk a PAMAM dendrimerekkel
stabilizalt arany nanorészecskéket’® *® *° melyek példaul rontgen kontraszt-
anyagként vagy génatvitelre alkalmazhatok®” * °*. A dendrimer altal
kapszulazott arany nanorészecskék (DEN) szintézise soran az els6 1épésnek a
fémionok ¢és a dendrimer belsejében taldlhatdo tercier aminok kozti
komplexképzddést tételezik fel* Az o6todik generaciés PAMAM
dendrimerek (G5.NH,) esetében azonban a stabilizdldss modja sem
egyértelmii az irodalom szerint.”'

Az arany — dendrimer nanorészecskék szintézisét mi is elvégeztik a
kovetkezé modon (1. 3.2.1 fejezet). A dendrimer molekuldkhoz Au'™-ionokat
adtunk, majd az ionokat redukaltuk NaBHs-del. A kialakulé arany
nanorészecskék (AuNP) és hibrid részecskék (AuNP és dendrimer)
szerkezetére €s méretére minden bizonnyal hatassal van az arany(IIl)ionok és
a dendrimer molekulak kozotti kolesonhatas. Igy a hibrid részecske precizebb
jellemzése érdekében vizsgaltuk a szintézis elsd 1épését, az Au"-ionok (a
reakcid korlilményei kozott [AuCl(OH)4.]-ionok)'"? koélcsonhatasat a
G5.NH; molekulakkal.

Az Au"-ionok ndvekvé koncentricidja mellett felvettik a G5.NH,
dendrimer 'H NMR spektrumat, mely az 52. 4bran lathatd. Az Au'
mennyiségét a dendrimer termindlis aminocsoportjainak szazalékdban adtuk
meg. A HAuCly csokkenti a kozeg pH-jat, és mint korabban lathattuk, a
dendrimer protondlodasa sordn a jelek kémiai eltoléddsa bizonyos pH-
tartomanyokban jelentésen megvaltozik, ami konnyen az Au" jelenlétének
tulajdonithat. A kisérlet soran, a pH hatésat is igazolva, az 55% Au'"-iont
tartalmazo oldatot (pH = 6,4) visszalugositottuk (pH = 7,4), és a 37%-o0s
oldattal (pH = 7,5) kozel azonos spektrumot kaptunk.

68



Keéri Monika doktori (Ph.D) értekezése

73% Au
pH=6.6 23 19 20

55% Au 23 19 04 21 20 22
pH=7,7
55% Au 21 2
23 24
pH=6,7 19 20
37% Au 20 22
24 21
pH=7,8 23 19
18% Au 73 19 o4 . 20 22
pH=8,9
E5 PAMAM NH, 23/\ 19 24/ \ 21 20 22
pH=10,1

4,0 3‘.9 3‘.8 3‘.7 3‘.6 3‘.5 3‘.4 3‘.3 3‘.2 3‘.1 3‘.0 2‘.9 2,8 2,7 2,6 i.S i.4
f1 (ppm)
52. abra: G5.NH, dendrimer '"H NMR spektruma arany(IIT)ionok jelenlétében
(24 mg/ml G5.NHy, Au""/N1.»=0,18-0,73, pH = 10,1-6,6, T = 298 K).

" hatasat a protonjelek kémiai eltolodasara a pH

Megvizsgaltuk az Au
fliggvényében (53. abra). A 23-as és 24-es CH,-csoportok protonjai semleges
kozeli pH-n kisebb kémiai eltolodast mutatnak. Ebben a pH-tartoméanyban a
G5.NH; termindlis aminocsoportjai protonaltak, szimos pozitiv toltést adva a
molekulanak. A jelek kémiai eltolodasanak csokkenése az arany(Ill)ionok
hatasara nagyobb arnyékoltsagot jelez, amit az [AuCIl(OH)s] anionok és a
dendrimer NH; -végcsoportjai kozotti ionparképzédéssel magyaraztunk. A
kolcsonhatas sordan az —NH;'-r6l a protonok az [AuCl(OH)4] irdnyaba
mozdulnak, igy novelve az NH>" melletti CH,-csoportok arnyékoltsagat. A
19-22-es CH;-csoportok kémiai eltolodasa kevésbé valtozik az Au™
jelenlétében. Ez is ionpar képzddésre utal, mivel a tercier aminocsoportoknak
csak egy része protonalt pH = 6 felett (pK = 5,7). Hozzénk hasonloan
Antonietti és munkatarsai sem tapasztaltak klasszikus donor-akceptor
kolcsonhatast, azaz klasszikus értelemben vett komplexképzdést az Au™ és

polimer molekulak kozott a tetrakloro-aurationok redukciojat megelézden.

-ionok
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z ® G5.NH, + Au™ T 387 ® G5.NH, + Au™
= g
& 38 - S 36 -
o ° 19
ik S 23 3,4 A
34 - 32 -
hdddA—4—y u
[ 3
A 24
3,0 - X 2.8 -
°
L YN 2,6 -
2’6 T T T 1 2,4 T T T T T 1
5 7 9 11 13 1 3 5 7 9 11 13
pH pH

53. abra:A G5.NH, dendrimer "H NMR jeleinek kémiai eltolddas valtozasa a
pH fliggvényében, Au"-ionok jelenlétében () és nélkiiliik (24 mg/ml illetve
10 mg/ml G5.NH,).

Az Au™ hatésara a G5.NH, dendrimer diffuziés egyiitthatoja (D = 5.9-
6,4x10"" m? s, Au''-koncentraciotol fiiggden) nem valtozik szamottevéen.”'
1:1 ardnynal (100%) azt tapasztaltuk, hogy az aranyionokat a dendrimer
redukalta.

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az [AuCl,(OH)s4] komplexek
valosziniileg a G5.NH; " termindlis csoportokhoz kotédnek, és ha redukaljuk
Oket, akkor a redukcié kezdetén az elemi gocképzddés és a gocndvekedés
sebességének viszonya hatdrozza meg a kialakul6 aranykolloidok méretét.
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4.2.3 Kiilonb6z6 moédon funkcionalizalt G5 PAMAM dendrimerek
kolcsonhatasa doxorubicinnal (DOX)

A shanghai Donghua Egyetemen Xiangyiang Shi és kutatocsoportja a
doxorubicin (DOX) rékellenes gydgyszerhatdéanyag kiillonbozé végesoporth
PAMAM  dendrimerekkel alkotott adduktumat allitotta eld. A
gyogyszerhatdéanyag kioldddasi kinetikdjat €s a rakos sejtekre kifejtett gatld
hatasat vizsgaltak. A mi résziink ebben a munkaban a doxorubicin-dendrimer
kolcsonhatés jellemzése volt, amire NMR modszereket alkalmaztunk. Ebben
az esetben az alap G5.NH, dendrimer nem alkalmazhat6 toxicitdsa miatt,
ezért harom funkcionalizalt dendrimert allitottunk el6:

- acetamid végcsoportu G5S.NHCOCH; (G5.Ac),

- hidroxil végcsoport, glicidollal funkcionalizalt
G5.N(CH,CH(OH)CH,0OH), (G5.GlyOH)
- karboxil végcsoportt, borostyankdsavval funkcionalizalt

G5.NHCOCH,CH,COOH (G5.SAH) molekulakat.

Ezekbdl egy meghatarozott protokoll szerint a kinai kollégak
preparatumokat készitettek, mi megvizsgaltuk a DOX tartalmukat és a DOX-
szal vald kolcsonhatas természetét.

Az eldallitott adduktumok vizsgalata el6tt eldszor a kolcsonhatas
lehetdségét tanulmanyoztuk. Ehhez a DOX-ot nagy koncentracidban (5
mg/ml) kevertilk 0ssze a G5.Ac dendrimerrel, és tanulmanyoztuk a
viselkedését.

Doxorubicin

A doxorubicin (pH = 3) 'H NMR spektruma az 57/a. édbran lathatd. A
molekula (54. abra) protonjainak NMR cstcsait az irodalom alapjan
azonositottuk.*® A minta DOX-HCI D,0-ban val6 feloldasaval késziilt.

A doxorubicin DOSY NMR kisérlettel meghatdrozott diffazids
egyiitthatdja D = 1,95 10" m* s™ (A = 30 ms, 0 = 6 ms).

71



PAMAM dendrimerek vizes oldatbeli viselkedése és kélcsonhatdasa kismolekulakkal

54. abra: A doxorubicin (DOX-HCI) szerkezeti képlete, pirossal jelolve az
'H NMR spektrumon jelet add protonok.

A G5.NHCOCH; (G5.Ac) — DOX egyensulyi rendszer

Az 5. generacios PAMAM dendrimer lancvégi aminocsoportjait
acetilcsoporttal funkcionalizalva olyan dendrimert kapunk, melynek
terminalis csoportja toltésnélkiili acetilcsoport, mig a belsé tercier aminok
pH-tol fiiggden pozitiv toltésliek lehetnek. A G5.Ac szerkezeti képletét az 55.
abra szemlélteti. A dendrimer szerkezetébdl addddéan 5 féle kémiai
kornyezetben 1évé protont kiilonbdztethetink meg. Az ezekhez tartozo 'H
NMR csticsokat (56. abra) az irodalom alapjan azonositottuk.'"

A
SN /N\/\N<\/C\N/\/N\C/
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23 25
CH;

ﬁ
O

55. dbra: A G5.Ac lancvégi szerkezeti képlete.

ppm (t1)

56. abra: A G5.Ac 'H NMR jelei (G5.Ac — DOX minta, 7 =298 K).
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A G5.Ac doxorubicinnal készitett, savas kémhatast (pH = 3) vizes (D,0)
oldatinak 'H NMR spektrumat az 57/b. abra mutatja. Az oldatot trietil-
aminnal (TEA) lugositottuk (pH = 8), az igy felvett proton NMR spektrum az
57/c. ébrén lathatd. A savas mintdhoz képest a ligos minta NMR spektrumén
az aromas régioban megjelend cstcsok kiszélesedtek, valamint bizonyos
jelek intenzitasaranya kissé valtozott. Ez arra utal, hogy a doxorubicin
relaxacios ideje gyorsabb, feltehetden a makromolekulaval kolcsonhatasba
1ép enyhén lugos kozegben. A kismérték(i valtozast a dendrimer jeleinek
kémiai eltolodasaban a pH valtozasanak tulajdonitjuk.

’ N

19 22 05
23 21 |ho
b) 24
8-COCH, 5'-CH,
1locH,
5 9 9
7‘.5 7‘.0 6.5 6.0 5‘.5 5“0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 l‘.5 l‘

f1 (ppm)

57. abra: A DOX (a), a savas (pH = 3) G5.Ac — DOX (b) és a lugos
(pH~9,5) G5.Ac — DOX — TEA (c) '"H NMR spektrumanak Ssszehasonlitasa
(5 mg/ml DOX, 10 mg/ml G5.Ac, D,0, T=298 K).

A kolcsonhatas mértékének tovabbi vizsgalatira NMR diffuziometrias
kisérleteket végeztiink. A tobbkomponensii rendszerekben meghataroztuk a
komponensek jelein mérhet6 diffuzios egyiitthatokat. A G5.NH, dendrimeré
6,26x10"" m* s'-nak, a DOX jelen mérhetd érték 1,54x10™"° m* s'-nak
adodott enyhén ligos kozegben, mig pH = 3-on 1,7x10™"° m* s™'-nak (A = 40
ms, 0 = 8 ms). Ezek a szabad doxorubicin diffiizios egylitthatdjanal kisebbek
(1,95x10" m* s, de a dendrimerénél nagyobbak, ami arra utal, hogy a
doxorubicin molekuldknak csak egy része mozog egyiitt a dendrimer
molekulaval. Annak, hogy enyhén lugos kozegben a DOX lassabban mozog,
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az lehet az oka, hogy a trietil-amint tartalmazé mintaban a DOX részben még
protondlt dallapotu, a dendrimer tercier nitrogénjei viszont teljesen
deprotonaltak, igy erdsebb a kolcsonhatas, mint protonalt allapotban.

A DOX ¢és GS5.Ac kozotti kolcsonhatds helyének beazonositasara 2D
NOESY spektrumot vettiink fel. A NOESY spektrumok lagos és savas pH-n
is hasonl6 eredményt adnak, az 58. dbra a G5.Ac — DOX — TEA rendszerrdl
felvett spektrumot szemlélteti. Piros korrel jeldltem a COSY spektrumban
nem talalhat6 keresztcsticsokat, vagyis amelyek dipolaris csatolast mutatnak.

WAL

!

I

I

Lppm (t1)

L - L L B B LI - L L - \“ ]
7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0
ppm (t2)

58. dbra: A G5.Ac — DOX — TEA rendszer NOESY spektruma, piros szinnel
jelolve a doxorubicinhez tartozo keresztestucsok, fekete téglalappal a
dendrimer keresztcstcsai (5 mg/ml DOX, 10 mg/ml G5.Ac, D,0, T=298 K,
keveredési id6 500 ms).

A doxorubicin protonjai kozti keresztcsucsok a szerkezetre vonatkozdan
azt mutatjak, hogy a szénhidrat gytirii a 9 és 10-es protonokhoz van térben
kozel. A DOX és a dendrimer protonjai egymassal nem adnak keresztcsucsot,
azaz a DOX pozicidjarél nem kaptunk informaciét. A DOX protonjainak a
diagonalis cstcsokkal azonos fazisti keresztcsucsai azonban arra utalnak,
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hogy a doxorubicin molekuldk nem kismolekulaként viselkednek (igy anti-
fazist keresztcsucsokat adnanak), hanem a makromolekula részét képezik. A
kolcsonhatas valdszintileg van der Waals tipustl. Az oldatban kotott és szabad
DOX molekuldk is vannak, a koztiik 1évé kémiai csere gyors az 'H NMR
1d6skalan, igy nem latunk hozzdjuk rendelhetd szeparalt csucsokat. A
cserefolyamattal fazisatvitel torténik, NOE transzfer, amely kompenzalja a
szabad DOX kismolekula ellentétes NOE fazisat.'"

A kisérlet alapjan megaéllapithaté, hogy a DOX bizonyos mértékben
részévé valhat a makromolekulanak, azaz van esély arra, hogy szintézis
koriilmények kozott be lehet juttatni a hatdanyagot a dendrimerbe.

Ennek elérésére a doxorubicint metanolban oldottuk fel és
semlegesitettilk, majd ezt a dendrimerek vizes oldatdhoz adagolva 24 6ran
keresztiil szobahdmérsékleten kevertik. Az elegyet dializaltuk és
liofilizaltuk. A kapott szildrd anyagot Debrecenben elemeztiik, mig a masik
részével a bioldgiai kisérleteket Shanghai-ban végezték. Mindharom szilard
preparatumot D,O-ban oldottuk fel ¢és tanulmanyoztuk az NMR
spektrumaikat.

a.) DOX — G5.NHCOCH; (G5.Ac)

A DOX — G5.NHCOCH; szilard minta vizes oldatarél (D,0) felvett 'H
NMR spektrumon (59. adbra) megjelennek a doxorubicinra jellemzé kémiai
eltolodastt igen kis intenzitasu jelek, melyek sok esetben atlapolnak a
dendrimer cstcsaival. Az aromds tartomanyban (7,3-8,3 ppm) azonban jol
latszik, hogy a doxorubicin jelei szélesednek, és 11 jelcsoport is megjelenik 8-
8,3 ppm kozott. Egy honap elteltével a kisebb kémiai eltoloddsu aromas
jelcsoport eltlint a spektrumrol és mas jelek intenzitasa is megvaltozott (59.
abra).

A NOESY spektrumon a kis doxorubicin-koncentracié miatt nem lathato
keresztcsics a DOX proton jelei kozott. Csak a dendrimer tercier
aminocsoportja koriili protonok mutatnak korrelaciot. Igy a kolcsonhatas
helyét nem tudtuk meghatéarozni.
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59. abra: A doxorubicin "H NMR spektruma (a), G5.Ac dendrimer
jelenlétében a feloldast kdvetden (b), és egy honap elteltével (c)
(dializalt minta, 7= 298 K)

A DOSY kisérlet kiértékelése soran meghataroztuk az 'H NMR jelekhez
rendelhetd diffuzids egylitthatokat, és a kémiai eltolodas fliggvényében
abrazoltuk azokat (60. é&bra). A dendrimer jeleihez rendelt diffuzids
egyiitthatok (az 4bran iires négyzettel jelolve) atlaga 5,75x107"' m* s, A
doxorubicin bizonyos proton jeleinél (2-4 ppm, aromas tartomany) szdmolt
diffuzios egyiitthatok értéke kozelit a dendrimeréhez.

Az erélyesebb reakciokoriilmények kozott tehat a doxorubicin molekuldk
egy része a dendrimerhez erdsen kotott, €s egyiitt mozog azzal. Az ilyen
modon kotott €s a tobbi doxorubicin molekula kdzott a kémiai csere lassi az
'H NMR id8skalan, igy szeparalt csucsokat latunk a spektrumon.

A lazabban kotott (vagy szabad) DOX jelek egy honap utani eltlinésének
magyarazatat nem tudjuk megadni. Elképzelhetd, hogy a szabad doxorubicin
bomlik'", és csak lassan potlodik a dendrimerbél.
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60. dbra: A G5.Ac — DOX rendszerben mért diffiizids egyiitthatok a
kémiai eltolodas fliggvényében, a doxorubicin jelein () és a dendrimer
jelein (¢), (A =50ms, 6 = 10 ms, 7= 298 K).

b) DOX - G5.N(CH;CH(OH)CH;0H), (G5.GlyOH)

Az 06todik generdcios poli(amido-amin) dendrimer molekula lancvégi

csoportjait glicidollal funkcionalizalva a terminalis csoport hidroxilcsoport
lesz (61. abra), a dendrimer mérete pedig kis mértékben nd. A funkcionalizalt
molekula '"H NMR spektrumanak (62. abra) azonositasa Shi és munkatérsai

kozleménye alapjan tortént.''® A 23-23" illetve a 24-24" a glicidollal

funkcionalizalt €s a nem funkcionalizalt molekula protonjait jeloli.

H 27

HO OH
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1 Zy 26
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\ o200 210 23 H\;
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61. abra: A G5.GlyOH lancvégi szerkezeti képlete.

77



PAMAM dendrimerek vizes oldatbeli viselkedése és kélesénhatasa kismolekulakkal

f\
21

19 | \ 25 22
| |
27 23,23 24 20
26 WWV w
—/_‘/\/
‘ ‘ 4.‘00 ‘ ‘ ‘ ‘ 3.“50 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ 2.“50 ‘ ‘

I
3.00
pm (t1)

62. abra: A G5.GlyOH 'H NMR jelei
(G5.GlyOH — DOX dializalt minta, 7= 298 K).

A dendrimerhez doxorubicint adva az '"H NMR spektrumon (63. bra) kis
intenzitdsu csucsok jelennek meg az aromds tartomanyban (8-8,5 ppm),
valamint a dendrimer jeleivel atfedésben is. Az 5,8 és 6,4 ppm-nél lathatod
jelek valamilyen szennyezd anyaghoz tartoznak, csak egymadssal adnak
COSY keresztcsucsot.

b) 'I' ‘ ’M

| . - M |‘ f x_,/"‘*"""*

] M, - . J A A
o - e o Y VPR W R

W ol

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5
f1 (ppm)

63. abra: A DOX (a), a G5.GlyOH — DOX (b) 'H NMR spektruménak
0sszehasonlitasa (5 mg/ml DOX, T'= 298 K).

A minta NOESY spektruman (64. abra) a kis doxorubicin-koncentracio
miatt csak a dendrimer molekula térben kozel 1évO protonjai mutatnak
korrelaciot. Negativ fazisi keresztcsucsot adnak a szintézis soran
visszamaradt trietil-amin (TEA), mint kismolekula CH,- és CHjs-protonjai.
Pozitiv a fazisa a makromolekula keresztcsiicsainak. A dendrimer—
doxorubicin kdlcsonhatést illetden azonban a NOESY spektrum nem nyujt
informaciot.
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64. dbra: A G5.GlyOH — DOX NOESY spektruma
(keveredési 1d6: 150 ms, 7= 298 K).

A 65. abran lathat6, hogy a doxorubicin csucsaihoz rendelt diffuzios
egylitthatok megkdzelitik a G5.GlyOH-ra mért értékeket, bar a kis intenzitasu
csticsoknal a .meghatarozas igen pontatlan.

Osszességében tehat a glicidollal funkcionalizalt, hidroxid terminélis
csoportt G5 PAMAM dendrimerbe erdteljesebb reakciokoriilmények kozott
igen kis mennyiségli doxorubicin juttathatd be. A koélcsonhatas a kismolekula
¢s a makromolekula kozott adataink alapjan nem jellemezhetd, de a
kapszulazott gyogyszermolekulédk egyiitt mozognak a dendrimerrel.
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65. abra: A G5-GlyOH — DOX minta 'H NMR jeleire jellemzé diffuziods

egylitthatok a kémiai eltolodas fiiggvényében, a doxorubicin (@) és a
dendrimer jelein (<), (A =50 ms, 6 = 10 ms, 7'= 298 K).

¢) DOX - G5.NHCOCH,CH;COOH (G5.SAH)

A borostyénkc’isavval funkcionalizélt G5 PAMAM dendrimer (GS SAH)

amlnocsoport pK = 6,69) semleges kozeli pH-n szdmos negativ toltest (~117)

hordoz a molekula ,feliiletén”, a belsd tercier aminocsoportok toltése

nagyrészt semleges.’!
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66. dbra: A G5.SAH dendrimer lancvégi szerkezete és a CH»- csoportok

Szamozasa.
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A dendrimer 'H NMR spektrumat (67. 4bra) dolgozatunkban
azonositottuk.’’ Doxorubicin jelenlétében a spektrumon megjelennek a
gyogyszermolekulara jellemz0 kis intenzitast csucsok (68. abra).

I I I
3.50 3.00 2.50
ppm (t1)

67. abra: A G5.SAH 'H NMR jelei (G5.SAH — DOX minta, 7= 298 K).

"
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68. abra: A DOX (a), a G5.SAH — DOX (b) '"H NMR spektrumanak
Osszehasonlitasa (7 =298 K).

Az aromas kémiai eltolodas tartomanyban két jelcsoport is feltlinik,
melybél a nagyobb kémiai eltolodasu jelekre a dendrimerhez kozelitd
diffazios egyiitthatot (5,62 x 107! m* s™) allapitottunk meg (69. 4bra). Ezek a
doxorubicin  molekulak  erdésen  kotddnek a  dendrimerhez, a
makromolekuldval azonos sebességgel diffundalnak, és lassu cserefolyamat
van koztiik és a tobbi gydgyszermolekula kozott. Elképzelhetd, hogy ezt az
erdsebb kolcsonhatast a deprotonalt tercier aminocsoportok és a doxorubicin
molekulan taldlhaté hidroxilcsoportok kozott kialakuld hidrogénkotések
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okozzak. A NOESY spektrumon ez esetben is csak a dendrimerre jellemz6
keresztcsucsok lathatok, a kismolekuldval valdé kolcsonhatds helye nem
azonosithato.

A masik aromas jelcsoport (7,5-8 ppm) esetében megallapitott diffuziods
egyiitthatd ~9,7x10™"" m” s™ (69. abra), ami a szabad diffuzids egyiitthatotol
(1,95x10"° m* sT) kisebb érték. Ez a diffiizios egyiitthato feltehetéen
gyengébben kotott és szabad DOX molekuldkra jellemz6 atlagérték. A
kozottiik 16v6 kémiai csere gyors az 'H NMR id8skalan, igy nem latunk
hozzajuk rendelhetd szeparalt csucsokat.
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69. abra: A G5.SAH — DOX minta 'H NMR jeleire jellemzé diffizios

egytitthatok a kémiai eltolodas fliggvényében a doxorubicin () és a
dendrimer jelein (<), (A =50 ms, 6 = 10 ms, 7'= 298 K).

A doxorubicin cukor gytirtijéhez kapcsolodd aminocsoport (protonalddasi
allandoja pK = 8,15) semleges kozeli és enyhén lugos kozegben részben
protonalt allapoti, mig az aromas gylrithoz kapcsolodo hidroxilcsoport pK-ja
10,16.""7 Igy kialakulhat elektrosztatikus kolcsonhatds a pozitivan toltott
doxorubicin molekulak és a negativ toltésti dendrimer kozott.
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A Kkisérleteink azt mutatjak, hogy a doxorubicin citosztatikum képes
adduktumot képezni a PAMAM dendrimerekkel. Legkevésbé a glicidol
szarmazékkal, mig nagyobb mértékben az acetil és karboxil végcsoportu
dendrimerekkel. A szokdsos kapszuldzasi reakcidkoriilmények kozott
azonban viszonylag kevés DOX juttathatd be a dendrimerekbe. Ennél
hatékonyabbak a DOX ,csomagolasira” egyéb polimerek''® és a
liposzomak.'"’

A kolcsonhatasok természetének tisztdzdsa egy hosszabb kutatasi projekt
lesz, amit jelenleg is folytatunk a kinai partnereinkkel.
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4.3 Arany nanorészecskék kolcsonhatasa G5.NH, dendrimerrel

A nanotechnologidban igen elterjedt arany nanorészecskék (AuNP)
biokompatibilitasat kiilonb6z6é molekuldkhoz valé kapcsolassal probaljak
javitani. Tobbek kozott G5.NH, dendrimerekkel intra- és interdendrimer
modon stabilizalt arany nanorészecskéket (un. hibrid részecskéket) allitanak
elé, és vizsgaljak kontrasztanyagként valo alkalmazhatosagukat.®’ % 120

Kiilonboz6 arany-dendrimer ardnynal vizsgaltuk a létrejott hibrid
nanorészecskéket. Az arany nanorészecskék és a G5.NH, dendrimerrel
alkotott hibrid részecskék mért és szamolt fizikai-kémiai tulajdonsagait
szemlélteti a 4. tablazat. A fém nanorészecskék atlagos mérete (d, nm) a 25:1,
50:1, 75:1 és 100:1 arany dendrimer kiindulasi ardnynal sorra 1,9, 2,2, 2,5 és
2,6 nm-nek adodott a korabban végzett TEM vizsgalatok alapjan.’® A
nanorészecskék méretét a kinai kollégdk UV/Iathatd spektroszkopiaval is
igazoltak.'”'. A 4. tablazat legmeglepSbb adatai az egy AuNP-ben 1évé arany
atomok szama (na,), ami lényegesen eltér a kezdeti aranyoktol (mau").
Szintén korabbi mérések azt is igazoltdk, hogy a dendrimer primer
aminocsoportjainak szama kevesebbnek mérhetd a szokasos modszerekkel az
arany nanorészecskék jelenlétében, vagyis a terminalis csoportok mintegy
fele nem hozzaférhetd a szok4sos biokémiai reagensek szamara.”

4. tablazat: Az eldallitott arany €s hibrid nanorészecskék fizikai-kémiai
tulajdonsagai (7' = 298 K).

Au/G5.NH, Atl. S;ﬁ_ll)ad Szamolt d
arany” | TEM d 2 | AWAuNP | D (m*s?) H
(na III) (nm)94 csoportok (1a0) (nm)

" szama’? Au

0 n/a 123,3 n/a 6,510"® | 62
25 1,9 67 210 5310 7,6
50 2,2 61,3 330 5,6 10" 7,1
75 2,5 55,3 480 5310 7,6
100 2,6 51,6 541 5,710 7,0
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Az arany nanorészecskék dendrimeren beliili elhelyezkedésének tovabbi
vizsgélata céljabdl a dendrimerrel stabilizalt arany nanorészecskéket ujra
feloldottuk (D,O) és nagy felbontasit NMR méréseket végeztiink. A
mintakrol felvett "H NMR spektrumokat a 71. dbra mutatja. A dendrimer
terminalis helyzetben 1évd 23-as €s 24-es CH, csoportjanak (70. dbra) proton
jelei nagyobb kémiai eltolddas felé tolddnak, mig a tobbi nem valtozik. Ez az
arany nanorészecske kozelségére utal, vagyis az a dendrimer kiilsé részében
talalhato.

70. abra: A G5.NH; lancvégi szerkezete és a CH,-csoportok szdmozasa.

Au":G5.NH,
23

22
100:1

21

23 719 24 20 2
50:1
23 A 19 24 21 20 22
25:1
24 20
23 | 19 21 2
0:1

36 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24
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71. bra: Az arany hibrid nanorészecskék vizes oldatanak (D,0) 'H NMR
spektruma. A legalsd az arany nanorészecskék nélkiili dendrimer spektruma.
Felfelé haladva 25, 50, 75 és 100 Au-iont adagoltunk dendrimerenként a
minta készitése soran.

Az arany nanorészecskék stirliségét azonosnak tekintve a tombfazisu arany
stirlisségével (pau = 19,32 g cm™)'? kiszamoltuk a TEM méretbdl az
aranyatomok atlagos szdmat az adott méretli nanorészecskében (4. tablazat,
Au/AuNP = n,,). Az arany nanorészecskéket alkotd atomok szama (n4,) 5-8-
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szorosa annak, mint amit a kezdetben hozzdadott Au"-ionok mennyisége
alapjan (na, ) varnank. Egyes irodalmak szerint az arany nanorészecskék
felépitése, kristalyszerkezete eltérhet a tombfazisu aranyétol, bar ezeknél a
vizsgalatoknal tiolcsoportot tartalmazo —stabilizatort alkalmaztak.'* '**
Azonban az ebbdl adodo siirliségkiilonbséget figyelembe véve is 3-5-szor
tobb aranyatombol all a nanorészecske, mint az egy dendrimerre jutd
aranyionok szdma. Ez azt jelentheti, hogy egy nanorészecske nem egy
dendrimerhez kapcsolddik, hanem tobb dendrimerre jut egy arany
nanorészecske, illetve lehetnek szabad dendrimer molekulak is a rendszerben.

Az NMR diffiziometrias kisérletek azt mutattak, hogy a hibrid
nanorészecskék atlagos diffiizios egyiitthatoja (D, m” s) kisebb a szabad
dendrimerénél (4. tdblazat). A diffuzios gorbék egy exponencidlis gorbével
jol illeszthetdek voltak (16. dbra), nem tudtuk elkiiloniteni a szabad és a
hibrid részecskét alkoté dendrimer molekuldkat. Ennek alapjan gyors kémiai
cserefolyamat feltételezhetd a diffizios NMR iddskalan a részecskék kozott.
A 71. abra, az NMR spektrumokon is csak egy-egy jelcsoport jellemzi a
dendrimer adott protonjait, vagyis a cserefolyamat a kémiai eltolodas
kiilonbség iddskalajan is gyorsnak tekinthetd.

Ezeket a megfontolasokat tekintetbe véve a mért diffuzios egyiitthatokat a
szabad dendrimer ¢és a hibrid nanorészecske diffuzids egylitthatjanak
atlagaként értelmeztiik. Az alabbi modellt alkalmaztuk, melyben
kulcsfontossagu, hogy n szamu dendrimer molekula taldlhatdé a hibrid

részecskében:
gyors
D,Au+D* <> D, ;D*Au+D (10)

ahol n az egy arany nanorészecskével (Au) kolcsonhatasban 1évo
dendrimerek (D) szama. gy a mért atlagos diffiizios egyiitthato:

D, = XpDp + X1, Dpy, (11)
ahol xp és xpa, a szabad és hibrid részecskében kotott dendrimer moltortje,
mig Dp ¢és Dpay azok diffuzids egyiitthatdja. A hibrid nanorészecske
diffazios egyiitthatojanak (Dpay) helyére behelyettesitve az Einstein-Stokes-
egyenletet (1. egyenlet) a 12. formuldhoz jutunk:
k,T
=XpDp + Xy, — (12)
6721R 4,

D

mért
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ahol kz a Boltzmann-éallandd, T a hémérséklet, n a kdzeg viszkozitasa, Rpay
pedig a hibrid nanorészecske hidrodinamikai sugara. Ebbdl kifejezhetd az
Rpau, @ hibrid nanorészecske sugara:

R = XpaksT 3
o 67777(D _'xDDD) =

mért
Amennyiben a dendrimerhez kezdetben hozzaadott Au™-ionok dendrimer
molonkénti mennyiségét (na, ") elosztjuk az arany nanorészecskéket alkotd
atomok szdmaval (n4,), az eredmény megadja, hogy a dendrimer molekuldk
mekkora hanyada van kolcsonhatasban arany nanorészecskével. Ha azt
feltételezziik, hogy a hibrid nanorészecskékben n = 1-5 dendrimer talélhato
(D1Au — DsAu osszetétel), akkor a hibrid részecskében kotott dendrimer

moltortjét az alabbi modon szamolhatjuk ki:

n Au(IIT)

Xpgyy =N——— 14
DA ", (14)
Ezt és az el6z6 (13, 14) Osszefliggést felhasznalva kiszdmoltuk minden
Au"/dendrimer aranynal a kotott dendrimer moltortjét és a keletkez6 hibrid

nanorészecske méretét kiillonbozo osszetételek (1:1 — 1:5) esetén (5. tablazat).

5. tablazat: A kotott dendrimerek moltortje és a hibrid nanorészecske mérete
kiilonboz6 arany-dendrimer és arany nanorészecske-dendrimer arany esetén.

25:1 50:1 75:1 100:1

AuNP/ XD(G) d (nm) XD(G) d (nm) XD(G) d (nm) XD(G) d (nm)
GS.NH,

1:1 0,12 | -11,2* | 0,15 | 71,7 | 0,16 | -34,0* | 0,18 | 18,5

1:2 0,24 27,5 {030 11,4 | 031 | 151 |037| 9,3

1:3 0,36 | 12,8 [045| 89 |047| 10,2 | 0,55 | 17,9

1:4 0,48 | 10,1 | 0,61 80 [063| 88 |0,74| 17,4

1:5 0,60 | 895 (0,76 | 7,56 | 0,78 | 8,09 | 092 ]| 7,12

*A negativ atmérd azt jelzi, hogy az 1:1 arany nanorészecske—dendrimer
Osszetétel nem lehet helyes.
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Példaul, ha 25 arany(Ill)iont adtunk egy dendrimerhez, és feltételezziik,
hogy 2 dendrimer fog kozre egy arany nanorészecskét, akkor

XDAu — 2x25/210 = 0,24 XD = l-xDAu = 0,76
Rpau =0,24x1,38x107°x298/(6x3,14x1,1x107%(5,3x1071-0,76x6,5x10'")) =
=13,8 nm d=27,5nm

A hibrid nanorészecske kiszamitott méretének realitasa (5. tdblazat) ¢és az
irodalom alapjan hatdroztuk meg az arany nanorészecskét stabilizald
dendrimer molekulak szamat.

Egy makromolekula monomer diffazidés egylitthatdjahoz (D)) és
méretéhez (R;) képest a dimer diffuzios egylitthatéjanak (D;) és méretének
(Ry) becslésére kétféle elméleti megkozelités ismeretes. (1) Az egyik a
dimert egy ellipszoidként kezeli (tengelyek aranya 2:1), amely a két gomb
alaka molekula 6sszekapcsolddasaval jott 1étre. Ez esetben D,/D, = 0,706 ,
vagyis Ro/R; = 1/0,706 = 1,42 a Stokes-Einstein egyenletnek megfelelden (1.
egyenlet).'” (2) A dimert olyan gombnek tekintve, amelynek térfogata a
monomer térfogatanak kétszerese, D,/D; = 0,79, Ry/R; = 1,27.'27127 Bzt a két
modellt alkalmaztuk a D,Au 6sszetételli hibrid molekula lehetséges méretbeli
sz¢élsoértekeinek meghatarozasakor. Mivel a G5.NH, sugara 3,07 nm (4.
tablazat), Rpyg értéke 4,36 (1-es modell) nm és 3,9 nm (2-es modell) kozott
véltozik. Igy a D>Au hibrid részecske atméréje 7,8 - 8,7 nm-nek véarhatd. A
masodik modell segitségével kiszdmolhatdo a D3Au, DsAu és DsAu hibrid
részecskék mérete is, mely rendre 8.8, 9,8 és 10,5 nm-nek adodik. Van
Dongen ¢és munkatérsai kisérleti Giton is meghataroztdk kiilonb6zé G5.NH»
oligomerek hidrodinamikai atméréjét.’> A 2-4 dendrimerbél allo oligomerek
esetén a méret 8-9,2 nm-nek adodott.

Az elméleti és kisérleti eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a
D;Au, D;Au, DsAu Osszetételeknél kapott eredmények nem redlisak (5.
tablazat). A D;Au és D,Au Osszetételnél szamolt atmérdk tal nagyok, DsAu
Osszetételnél viszont tal kicsik. A hibrid részecskék mérete alapjan tehat
megallapithatjuk, hogy az altalunk vizsgalt rendszerekben a Ds;Au vagy a
D4Au hibrid részecske Osszetétel a legvalosziniibb.

Szamos irodalom szerint G5.NH, jelenlétében 2-3 nm nagysagu arany
nanorészecskék képzoédnek,*® @ ¥ 9% 121 128 melyek az alkalmazas soran
intradendrimer nanorészecskeként (DEN) viselkednek. Grohn €s munkatéarsai
szerint 2-4 generacios (G2-4) dendrimerek esetében interdendrimer arany
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nanorészecskék képzddnek, vagyis a dendrimer molekuldk sztérikusan
stabilizalnak, G6 felett pedig kapszulazas torténik.”' Az 6tddik generacios
dendrimerrel eldallitott nanorészecske jellemzését azonban nehézkesnek
talaltak. Eredményeink szerint egy G5.NH, molekula nem képes az 1,8-2,6
nm méretli arany nanorészecskék kapszulazasara, a templat hatas nem olyan
erételjes, mint nagyobb generacidknal. Ezt alatamasztjdk a korabban
bemutatott NMR krioporozimetriai mérések, melyek alapjan 3,6 és 5,2-5,6
nm atmérdjii poérusokat talaltunk dendrimer gélben. Ertelmezésiink szerint
legalabb két dendrimer fog kozre egy-egy iireget.

Az eredmények tehat azt mutatjak, hogy a G5.NH, dendrimerrel eléallitott
arany-tartalmi hibrid nanorészecskék atmenetet képeznek a sztérikus
stabilizalas ¢és a kapszuldzds kozott. Sztérikus stabilizalds esetén sokkal
nagyobb aranynanorészecskék képzddnének, tobb dendrimert adszorbealva a
feliileten. Az '"H NMR méréseink alapjan azonban (71. 4bra) a dendrimer
részben kapszuldzza arany nanorészecskéket. Az, hogy a primer
aminocsoportok mintegy 50 %-a nem elérhetdé mas reagens szdmara, is
igazolja azt a modellt, miszerint egy arany nanorészecskét 3 vagy 4
dendrimer fog kozre, részben kapszuldzva azt, a 72. abra szerint.

72. 4bra: 3 és 4 dendrimer altal kapszulazott arany nanorészecskek.

Osszességében megallapitottuk, hogy kiilonbdzd — arany-dendrimer
aranynal 3-4 G5.NH, molekula 4ll kolcsonhatasban egy arany
nanorészecskével, melynek mérete 2-3 nm. A képzddd hibrid nanorészecske
mérete 8-10 nm a trimer és tetramer dendrimerekhez hasonloan. A
stabilizalas mddja atmenetet képez a kapszulazas €s a sztérikus stabilizalas
kozott.
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5 OSSZEFOGLALAS

A dendrimerek szabalyos, tervezhetd szerkezetiik és funkcids csoportjaik
révén felfedezésiik ota az érdeklddés kozéppontjaban allnak. A poli(amido-
amin) dendrimerek tovabbi kedvezd tulajdonsaga, hogy hidrofil karakteriiek,
valamint tercier €s primer aminocsoportjaik protonalodasaval szamos pozitiv
toltéssel rendelkezhet egy-egy molekula. A funkcidés csoportok ¢és a
G10) PAMAM dendrimerekhez kiilonbozéd  gyogyszerhatoanyagok,
nanorészecskék, képalkotasban hasznalatos 4gensek, kontrasztanyagok,
vektor molekuldk kothetdk kovalens vagy nem kovalens médon. Ez lehetdvé
teszi a dendrimerek széleskorti felhasznalasat a komplexkémidban, az orvosi
kémidban ¢és kiilonbozé katalitikus reakciokban egyarant. A PAMAM
dendrimerek vizes oldatbeli viselkedésének és a kiillonbozd részecskekkel
val6 kolesonhatas jellegének ismerete kiemelt jelentdséggel bir.

Az emlitett megfontolasok alapjan doktori munkam sorén célul thztiik ki
az 5. generacidos NHy-végcsoporti PAMAM dendrimer (G5.NH;) oldatbeli
viselkedésének, oldoszerrel (H,0), kisméretli ionokkal (H;0", Au', PO>),
molekulakkal (doxorubicin) és kolloidokkal (kiilonb6zé méretli arany
nanorészecskék, AuNP) valé kolcsonhatasanak vizsgalatat. A G5.NH,
szamos primer aminocsoportja révén toxikus hatasu az ¢€l0 szervezetre, igy
ecetsav- (G5.NHAc), ¢s borostydnkdsav-anhidriddel (G5.SAH) illetve
glicidollal  (G5.GlyOH) funkcionalizalt valtozatanak  kdlcsonhatasat
vizsgaltuk doxorubicinnal.

Munkéank sordn a makromolekulak protonalodasi folyamatait és a
foszfationokkal valo kdlcsonhatast pH-potenciometrias titralassal vizsgaltuk.
A dendrimerek oldatbeli szerkezetének vizsgalatdira ¢és az inokkal,
kismolekulakkal, kolloidokkal val6é kolcsonhatdsok jellemzésére kiilonb6zo
1D és 2D NMR technikdkat ('H, C, "N NMR spektrumok és COSY,
NOESY, HSQC, HMBC, DOSY) alkalmaztunk.

Azonositottuk a G5.NH; dendrimer kiilonb6zd kémiai koérnyezetben 1évo
protonjait az '"H NMR spektrumon, és megallapitottuk, hogy az az
irodalomban szamos esetben helyteleniil szerepel. A makromolekula teljes
kort NMR jellemzését elvégezve kimutattuk, hogy a NOESY spektrumon
megjelend dipolaris csatoldst jelzd keresztcsucsok a tercier nitrogének koriili
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protonok kdzott mutatnak térbeli kozelséget. A molekula nitrogénatomjait is
azonositottuk >N NMR spektrumon.

A dendrimer struktaraban feltételezett liregek 1étezését, méretét teljesen 1j
szempontbol vizsgaltuk NMR krioporozimetrias mérésekkel.
Megallapitottuk, hogy 1000 vizmolekula/dendrimer ardnynal 1,8 és ~2,6 nm
sugaru poérusok talalhatdbak a dendrimergélben, mig 2000 ¢és 3000
vizmolekula/dendrimer aranynal mar csak a nagyobb poérusok vannak jelen.
A 4000 vizmolekula/dendrimer arany esetén mar nem definidlhato jol a
porusos szerkezet, jelentds részben a tombfazist viz detektalhatd. Ezek az
eredmények jO egyezést mutatnak az altalunk kordbban meghatérozott, kb.
3700-as hidrataciés szdmmal. A diffuziomérések szerint a porusok fala
atjarhatd a viz szamadara, és a rendszerben gatolt diffizio jellemzd. A
méretviszonyok alapjan megallapitottuk, hogy egy-egy lireget legalabb két
dendrimer egyiittesen hoz létre.

A G5.NH; dendrimer potenciometrias titraldsa soran kapott titralasi gorbe
illesztésével két csoportallandét tudtunk meghatarozni, melybdl az egyik a
tercier (pKner) = 5,7(2)), a masik a primer nitrogének (pKne) = 8,9(2))
protonalddasdhoz rendelhetd. A protonaldodd csoportok szdma (119 db Nir)
illetve 123 db N(p)) azt mutatja, hogy a dendrimer gyakorlatilag megfelel a
gyartd altal megadott elméleti szerkezetnek. A kiilonbozé pH-értéki
dendrimer-oldatok 'H NMR spektrumain a tercier illetve a primer N-ekhez
kozeli protonok csticsainak kémiai eltolodasat vizsgalva a pH fliggvényében,
bizonyitottuk a pK-értékek hovatartozasat, és az adott aminocsoportok
protonalodéasara jellemz6é pK-értékeket ezen a modon is meghatdroztuk
(pKn(r) = 5,76 illetve 5,96; pKnep) = 8,7).

Tobbréti NMR ¢és pH-potenciometrids kisérletekkel igazoltuk, hogy a
foszfationok pH = 6-8 kozott a dendrimer belsejében is megtalalhatoak. A
dendrimer szerkezetének elagazasi pontjaiban 1évé tercier nitrogénatomokhoz
feltehetden hidrogénkotéssel kotddnek, a pH-val és foszfatkoncentracioval
valtoz6 mértékben, valtoztatva ezaltal a makromolekula méretét, struktara;jat,
toltését. Az emlitett pH-tartomany alatt és felett a foszfationok a dendrimerrel
egyiitt mozognak, de a makromolekuldn kiviil, a protonalt primer
aminocsoportokkal vannak elektrosztatikus kolcsénhatasban. A '"H NMR
jelek felhasadasa és a relaxacios mérések alapjan a dendrimer szerkezetét 3
z6nara osztottuk (kiilsd, atmeneti és belsd), melyekben a protonok eltérden
viselkednek.
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A dendrimer templata arany nanorészecskék képzddésében fontos szerepe
van a szintézis elsé 1épését alkot6 Au" — dendrimer kdlcsonhatasnak. Az
Au"-jonok ([AuCl,(OH)4]) jelenlétében, az egyre savasabb kozegben csak
a dendrimer kiilsé protonjainak '"H NMR csticsai mutattak kémiai eltolodas
véltozast, a nagyobb arnyékoltsig alapjan pedig Np)' - Au™ ionpar
kialakulasara kovetkeztettiink. A dendrimer stabilizalt aranykolloidok
képzddését tehat nem eldzi meg komplexképzddés.

A kemoterapeutikumként szamon tartott doxorubicin a diffiziometrias
eredményeink alapjan képes adduktumot képezni a kiilonb6z6 moddon
funkcionalizalt PAMAM dendrimerekkel (G5.Ac, G5.SAH, GS5.GlyOH).
Erdsebb kolcsonhatast a G5.Ac és a G5.SAH dendrimerekkel tapasztaltunk.
A szokésos kapszulazéasi reakciokoriilmények kozott azonban viszonylag
kevés DOX juttathat6 be a makromolekulékba.

Megallapitottuk, hogy a szabad és az arany nanorészecskét tartalmazéd
dendrimerek kozott gyors cserefolyamat all fenn. Az atlagos diffuzio
egyltthato értekekbdl, kiilonb6zd dendrimer arany nanorészecske aranynal
kiszdmoltuk a hibrid nanorészecskék méretét. A hibrid részecskék 7-9 nm-es
atméréje olyan struktara kialakuldsadval magyarazhaté, melyben 3-4
dendrimer molekula fogja kdzre az arany nanorészecskéket. A mintak 'H
NMR spektrumai alapjdn megéllapithatd, hogy az arany nanorészecskével
vald kdlcsonhatas a makromolekula kiils protonjait érinti. Kovetkeztetésiink
szerint a vizsgalt hibrid nanorészecskék atmenetet képeznek a kapszulazott és
sztérikusan stabilizalt AuNP-k kozott.

A doktori munkam soran elért eredmények hozzajarulhatnak a PAMAM
dendrimerek kiilonb6z0 célu felhasznalasaihoz, valamint bemutatjak a
legkiilonb6z6bb NMR moddszerek alkalmazhatosagat kolloid rendszerek,
polielektrolit jellegi makromolekuldk vizsgalatara.
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6 SUMMARY

Dendrimers have been in the center of interest since their discovery due to
their symmetric and designable structure. Poly(amidoamine) (PAMAM)
dendrimers have hydrophilic character and with the protonation of their
primary and tertiary amino groups, the molecules can possess several positive
charges. Because of the functional groups and the supposed cavities inside
the macromolecule, PAMAM dendrimers are able to covalently or non-
covalently bind drugs, nanoparticles, imaging and contrast agents and vector
materials. It makes their extensive application in host-guest chemistry,
medicine and catalytic chemistry possible. From this point of view the
knowledge of the behavior of PAMAM dendrimers in aqueous solution and
their interaction with different particles is a question of great importance.

The aim of our work was to study the characters of fifth generation
PAMAM dendrimers with -NH, terminal groups (G5.NH;) in solution and
their interaction with the solvent (H,O), small ions (H30+, Aum, PO43'),
molecules (doxorubicin) and colloids (gold nanoparticles, AuNP, of different
size) in detail. As GS5.NH; is toxic, for the experiments with DOX
functionalized dendrimers were used.

In our work, the protonation processes of the macromolecules and the
interaction with phosphate ions were investigated with pH potentiometric
titration. Different 1D and 2D NMR methods (IH, 13C, SN'NMR and COSY,
NOESY, HSQC, HMBC, DOSY) were used to characterize the structure of
the dendrimer in aqueous solution and to get more insight into the
interactions.

We performed the 'H NMR assignment of the protons being in the same
chemical environment of the G5.NH,, and determined that there are mistakes
in the assignment in the literature. During a comprehensive NMR
characterization we determined that the protons around the tertiary amines
are close to each other in space according to the cross peaks in the NOESY
spectrum showing dipolar coupling. Also the nitrogens of the dendrimer were
assigned in the "N NMR spectrum.

We investigated the supposed cavities in the structure of the dendrimers
from a brand new point of view using NMR cryoporometry. We observed
pores in the gel with 1.8 and ~2.6 nm radii at 1000 water/dendrimer ratio. At
2000 and 3000 water/dendrimer ratio only the larger pores appeared. At the
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largest (4000 H,O/G5.NH;) water content mainly the bulk water could have
been detected. These results are in good accordance with the hydration
number of 3700 of G5.NH,, published in our paper previously. According to
diffusion experiments the wall of the pores are penetrable for water, and
restricted diffusion characterizes the system. From the determined pore size
and the size of the dendrimer molecule we determined that one cavity is
defined by at least two dendrimers.

With pH potentiometric titration we could determine the group constant of
the G5.NH, dendrimer for the primary (pKnp) = 8,9(2)) and tertiary amines
(pKnem) = 5,7(2)) as well. The number of the protonated groups (119 tertiary
and 123 primary amino groups) shows, that the structure of the
macromolecule measures up to the theoretical structure. We carried out NMR
titration experiments as well, and from the '"H NMR chemical shifts of the
protons near the tertiary and primary amines as a function of pH we found
similar pK values (pKnr)y = 5,76 and 5,96; pKney = 8,7) to the pH
potentiometry.

A wide range of NMR and pH potentiometric experiments proved that
phosphate ions are inside the dendrimer from about pH 6 to 7.5. They bind to
the tertiary amines in the branching points supposedly by H-bonds and
changes the size, structure and charge of the macromolecule. The bound
amount of phosphate ions varies with pH and phosphate concentration.
Below and above the mentioned pH range phosphates move together with the
dendrimer, but they are outside and electrostatic interaction occurs with the
protonated primary amines. From the duplication of "H NMR peaks and
relaxation measurements we localized three zones (outer, transition and inner
zones) in the dendrimer structure where protons behave differently.

In the synthesis of dendrimer templated gold nanoparticles the Au
dendrimer interaction has an important role. In the presence of Au™ ions
([AuClx(OH)4«]") only the terminal protons of the G5.NH, dendrimer showed
'H NMR chemical shift difference. On the basis of the higher shielding we
concluded ion pair formation between the protonated primary amines and
Au"-jons. Thus we found no complex formation before the formation of
dendrimer templated gold nanoparticles.

M ons-

I

Doxorubicin, a widely used chemotherapeutic agent, is able to form
adduct with functionalized G5 PAMAM dendrimers according to our
diffusion NMR results. Acetylated (G5.Ac), hydroxylated (G5.GlyOH) and
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carboxylated (G5.SAH) dendrimers were investigated to eliminate the toxic
effects of the terminal amino groups of G5.NH,. Under the conventional
reaction conditions a relatively small amount of DOX can be encapsulated by
the macromolecules.

We found fast exchange process between the free dendrimers and the
bound dendrimers interacting with AuNPs. From the average diffusion
coefficients we determined the size of the hybrid nanoparticles at different
G5.NH,/AuNP ratio. We explained the size with a model of 3-4 dendrimer
molecules surrounding and stabilizing the AuNP. The 'H NMR spectra
showed interaction in the outer part of the macromolecule. We discussed that
the measured hybrid nanoparticles form a transition state between the
encapsulated (DEN) and sterically stabilized (DSN) gold nanoparticles.

The achievements of my PhD thesis can contribute to the different
utilizations of G5 PAMAM dendrimers. The results even show how a wide
range of NMR methods can be used for the characterization of colloid
systems and polyelectrolyte macromolecules.
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