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1. Bevezetés és célkizések

Napjaink dinamikusan fejtlé6 tudomanytertlete a nanotudomany. Egyre noé&ekv
figyelem 6vezi a nanoanyagokat, a nanotechnol6gitetiink kiilonboé teriletein
talalkozunk a nanoanyagokkal foglalkozé tudomanigaotatasok vivmanyaival, az
informatikatdl az orvostudomanyig, az élelmiszenipla gydgyszeriparig.

Napjainkban azokat a részecskeket tartjuk nanocekeknek, amelyek mérete egy
vagy tobb dimenziéban 100 nm alatt van. A nanoigskak Ujszdr tulajdonsagokat
hordoznak, amelyek megjelenése altaldban egy usitikéret alatt jelentkezik, mely
méret 100 nm. A nano- €s nem nanorészecskek kieatt huzhato éles hatar. Az
Ojszeni, altalaban mérdit fliggdé tulajdonsdgok megjelenése anyagi @siEg
fliggvénye is, ezért a meérethatar 100 wijétval nagyobb, ill. kisebb is lehet.

A tudomany, a technika féflésével ndoveky igény mutatkozik a mikro-, majd
nanorendszerek tervezésére, létrehozasara. Ezdmizpmosan, a kornyezettudatos
magatartas kialakuladsaval a bioanyagokbol, biopaiekl®l eléallithatd rendszerek
kifejlesztése kertlt étérbe. Tudomanyos értelemben a bioanyag jelenzEdesk o,
értelmezése tudomanyterutetis flgg.

Napjaink biopolimerekre épéil kutatdsainak egyik alapvet célja olyan
nanorendszerek létrehozasa, amelyek nagy hatélkggsishasznalhatok geén, illetve
gyoégyszer-hatéanyagok célba juttatdsara, szabélyokmlddédasara, valamint
szOvetregeneralasra. Tudomanyos eértekik abbank,refiogy biokompatibilis
rendszerek, nem valtanak ki immunreakciot a szetben, és biodegradabilisak, azaz
bioldgiai uton lebonthatok.

A funkciés csoportokkal rendelkézviopolimerek alkalmasak lehetnek arra, hogy
fizikai, illetve kémiai mobdositassal, térhalosilssnanomérdi részecskéket
alkossanak. Ezen elgondolas alapjan valasztottuknaimocsoportokkal rendelk&z
kitozant, valamint a karboxilcsoportokkal rendekkehialuronsavat é€s a pol-
glutaminsavat nanorészecskékoalitasara. A kitozan egy megujulé természetes
anyagnak, a kitinnek szarmazéka; biokompatibilimdégradabilis biopolimer. A

hialuronsav olyan bioanyag, melyet a® é&lzervezetek termelnek, megtalalhaté az
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izlleti folyadékban, extracellularis matrixban, mé&n biokompatibilis és
biodegradabilis biopolimer. A poli-glutaminsav extracellularis poliaminosav, mely
biotechnolodgiai Uton nagy tisztasaggal allithato el

Kutatadsaink soran ceéluliztik a kitozanbol, ill. a hialuronsavbol szarmaxizes
k6zegben stabilis nanorészecskalabitasat. Vizes kézegben, vizoldhaté karbodiimid
felhasznalasaval, savamidkotés kialakitasa révetramolekularisan kivantuk
térhaldsitani a kitozant, és a hialuronsavat nazeeskek kialakitasa céljabol.

Céljaink kozott szerepelt a térhalés nanorészecskEH;etes vizsgalata, a keletkez
rendszerek szerkezetének, méretének, oldatbelilket&sének tanulmanyozasa.
Osszefiiggéseket kivantunk feltarni a poliszachariolekulatomege, a térhalositas
mértéke, valamint a térhalos részecskék tulajdanskgzott azért, hogy értékes
informacidkat nyerhessink a nanorészecskék alkélatézagarol.

Tovabbi céljaink kozott szerepelt olyan nanorészékceballitasa vizes kdzegben,
amelyek a kitozan és a hialuronsav, illetve a l&tozes a poli-glutaminsav
biopolimerek ionos kdlcsbénhatason alapuld onrebdézével jonnek létre. Célul
tiztlk ki a nanorészecskék részletes vizsgalatata égszecskék tulajdonsagait
befolyasoldo tények feltarasat, hogy optimalizalni tudjuk az Onrenttéz

nanorendszerek tulajdonsagait a részecskék széldsikiogiai felhasznalasa végett.

2. Vizsgalati és szintézis médszerek
2. 1. Felhasznalt anyagok és szintézismodszerek

A kitozant dikarbonsavakkal (borostydisav, almasav, bo#sav, poli-(etilén
glikol)bisz(karboximetil)éter), és trikarbonsavva(citromsav), a hialuronsavat
2,2'(etiléndioxi)bisz(etilamin)-nal térhaldsitottukA reakciokat vizes kozegben
végeztik, szobdimeérsékleten, vizoldatd 1-[3-(dimetilamino)propiHe8lkarbodiimid
metiljodid reaktans jelenlétében.

A kis molekulatomety kitozant oxidativ degradacioval Aallitottuk 6el
szobalbmérsékleten, a hialuronsav savas hidrolizisét magasérsékleten (7AT)

hajtottuk végre.
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A polielektrolitok Onrendeiése réven létrejév nanorészecskek dlllitasa
szobalbmérsékleten, vizes kdzegben (pH = 3,0) tortént &Helpdtrolitok vizes

oldatainak 6sszedntésével.

2. 2. Alkalmazott miszeres modszerek

A poliszacharidok térhalésodasanak mertékét, vaiamitérhalés nanorészecskek
szerkezetét NMR spektroszkdpiaval vizsgaltt;NMR és**C-NMR spektrumok,
valamint *H-'H korrelaciés (COSY), ésH-"*C HETCOR kétdimenzids mérések
felhasznélasaval.

A részecskék hidrodinamikai atnég@t dinamikus fényszéoras fotometriaval
hataroztuk meg, a mérési eredményeket NNLS (norativeg constrained least
squares/legkisebb négyzetek) modszerrel értékkitiik

A szaradt, szilard allapotu részecskék vizualis jelegitéséhez, valamint azok
méretének meghatarozasdhoz transzmissziés elekkmaszkopiat hasznaltunk.

A részecskeéket tartalmazo vizes kolloid rendszérakszmittancia értékeit Unicam
SP 1800 fotométerrel hataroztuk még; 480 nm, illetvé. = 500 nm hullamhosszon,
optikailag homogén kvarckivettaban.

Az elektroforetikus mozgekonysagot, -mobilitast &baven ZetaPALS zeta
potencialmés készilékkel végeztilk, a nanorészecskék mobilitAgatmM-os KCI

inert elektrolit jelenlétében hataroztuk meg.

3. Uj tudomanyos eredmények

Nanorészecskék @hallitasa és vizsgalata a kitozan térhaldsitasaval

3. 1. Megvalositottuk a kitozan intramolekularis térhatasat tobbérték

karbonsavakkal, vizes kdzegben, vizoldhat6 kanmidliielhasznalaséaval.
A kitozan tobbérték karbonsavakkal (borostyaséavval, almasavval, bafkavval,
citromsavval, poli-(etilénglikol)bisz(karboximeterrel) végrehajtott térhalositasa
soran a kitozadn aminocsoportjai reagalnak a tésfftélokarboxilcsoportjaival, és
kondenzacios reakcioban savamid-keresztkétés alkkuMegallapitottuk, hogy a
peptidszintézisek révén ismertté valt technika kmtgan alkalmazhaté a kitozan

modositasara, térhaldsitasara, savamidkotés Kiadalkial. Megvizsgaltuk a kefott
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térhalds nanorészecskék tulajdonsagait: szerkezetérhalossag mertekét, oldatbeli

viselkedését, méretét duzzadt és széaraz allapotban.

NH, COOH
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1. &bra A kitozan térhalésitasanak sémaja

3.2. Megallapitottuk, hogy a térhalos kitozan nasmecskék méretét a kozeg pH-ja
befolydsolja, és sem a térhaldsitas méridké&em a térhalositd hidrofil jellegét
nem flgg.
Meghataroztuk a térhalds kitozan nanorészecskéktéffatmesit, melyek 290 nm és
340 nm kozott voltak vizes kdzegben, és 60 nm — B3Okozott valtoztak szilard
allapotban. Megallapitottuk, hogy adott pH eseténaaorészecskék méretét nem
befolyasolta jeleriis mértékben sem a térhaldsitas aranya, sem adsitbahidrofil
jellegének valtozasa. A kbzeg pH-janak valtoztataeean azonban a térhalositod
minésege kuldonb&zrészecskemeéret-valtozast okoz.
Megallapitottuk, hogy a térhalositas mértéke, haiésitd hidrofil jellege és a kdzeg
pH-ja befolydsolja a térhalds kitozan nanorészdadkéartalmazo vizes rendszerek

transzmittanciajat.

3.3. Megallapitottuk, hogy a kitozan molekulatonmegécsdokkenésével hatékonyan
csOkkenthéta terhalés nanorészecskék merete.
Kllonb6z molekulatdmety kitozanokat allitottunk él oxidativ degradéaciéval.

Megvizsgaltuk a kitozan molekulatdtmegének hatasdkepzdé6 nanorészecskeék
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tulajdonsagaira. Megallapitottuk, hogy a kitozanlekolattmegéil flggetlentl a
térhalos részecskék méreteloszlasa bimodalis. Abkianérdt részecskék talsulya
mellett nagyobb mérétrészecskék is élordulnak minden esetben. Meghataroztuk a
kisebb mérdt térhalds részecskék effektiv hidrodinamikai atijgr ami a kitozan
molekulatomegél figgéen 50 nm és 120 nm kdzott valtozott. Degradaltzi@ninol
kiindulva sikerilt 100 nm alatti effektiv hidrodimékai atmeéji, valodi

nanorészecskéketé@llitani.

Nanorészecskék éhallitasa és vizsgalata a hialuronsav térhalositasav
3.4 Megvalésitottuk a  hialuronsav  intramolekularistérhalésitasat a
2,2'(etiléndioxi)bisz(etilamin)-nal, vizes kodzegbenvizoldhatd karbodiimid
felhasznalasaval.
A térhalésitas soran a hialuronsav karboxilcsopbrijeagalnak a térhalosito
2,2'(etiléndioxi)bisz(etilamin) aminocsoportjaivads savamid keresztkotés alakul ki.
Megmutattuk, hogy a peptidszintézisek révén ism@extélt technika hatékonyan

alkalmazhat6 a hialuronsav moédositasara, térhagist savamid kotés kialakitasaval.
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Megvizsgaltuk a kéemdott térhaldos nanorészecskek tulajdonsagait: szetrée a
térhaléssag mertékét, oldatbeli viselkedését, rdemdtizzadt és szaraz allapotban.
Megallapitottuk, hogy a nanorészecskéket tartalmazés rendszerek opalossaga,
transzmittancia értéke fliggetlen a hialuronsav déeomegéil és a kbzeg pH-jatol,

a térhalositas mértéke hatarozza meg.

3.5. Megmutattuk, hogy a térhalés hialuronsav nasmecskék mérete hatékonyan

csOkkenthét a hialuronsav molekulatomegének csokkentésével &rhalositas

mértekének novelésével.
Kilénb6z molekulatomed hialuronsavakat allitottunk &I savas hidrolizissel.
Megvizsgaltuk a térhalés hialuronsav nanorészecskééretét a hialuronsav
molekulatdmegének és a térhaldsitds mértékének véinggben. A fényszéras
fotometriai mérések alapjan megallapitottuk, hogydulalis eloszlasban, intra- és
intermolekularis kotések is létrejonnek a hialueongérhaldsitdsa soran. A szam
szerinti megoszlast alapul véve azonban a nagytinéesezecskék elhanyagolhatok.
Meghataroztuk a hialuronsav nanorészecskék effdktirodinamikai atmér adatait,
melyek 30 nm és 180 nm koz6tt valtoztak vizes kbeeg €s 150 nm alatt voltak

szilard allapotban.

Nanorészecskek élllitasa és vizsgalata polielektrolitok 6nrendefdésével

3.6. Megallapitottuk, hogy a kitozan és a hialuan®nrendeddésével létrejay

részecskék instabilisek és nagyméelet
Nanorészecskeéket allitottunkéed kitozan és a hialuronsav dnrentizsével vizes
kozegben (pH = 3,0), szob@&hérsékleten, a polielektrolit oldatok O0sszeodntéséve
Nagyobb polielektrolit-koncentraciok mellett csapkkivalast tapasztaltunk.
Megmutattuk, hogy kis polielektrolit-koncentracidgkellett is a két poliszacharid
onrende#dése nagymeérgét €s szeles meéreteloszlasi rendszerek |étrejottét
eredményezi. Mindkét polielektrolit poliszacharidelyben a girik konformacioja
miatt a szabad rotacidé gatolt, ami kihatassal lehéitrej6\ rendszer stabilitasara,

méretére.
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3.7. Megallapitottuk, hogy a rossz oldhatdésagu Zéto szabad aminocsoportjai

stabilizaljak a kitozan — poli-glutaminsav dnrendéds nanorészecskéket.
Nanorészecskeéket allitottunkéeh kitozan é€s a poli-glutaminsav dnrendédésével
vizes kozegbhen (pH = 3,0), szoldakérsékleten, a polielektrolit oldatok
0sszeontésével. A polielektrolitok funkcidscsoportjkozott  kialakuld  ionos
kolcsonhatas hidrofil nanorendszerek létrejottétedarényezi a polimerek
onrende#désével. Megallapitottuk, hogy a rossz oldhatésdgidozan szabad
aminocsoportjai stabilizaljak a kialakult nanorésteket, mivel abban az esetben, ha
a létrejov ion-ion kolcsdnhatas utdn nem maradnak szabad oasoportok, a
kitozannal egyitt a kialakult nanorendszer is iniditavalik és kicsapodik — nagyobb

polielektrolit-koncentraciok mellett.

3.8. Megallapitottuk, hogy a biopolimerek aranya,tsszedntés sorrendje, valamint
a kozeg pH-ja befolydsolla az oOnrend&éz kitozan - poliy-glutaminsav
nanorészecskék hidrodinamikai meéretét és a részeesktartalmazo vizes
rendszerek stabilitdsat.
Megvizsgaltuk a keépwott nanorészecskék tulajdonsagait: oldatbeli kesitsét,
méretét duzzadt és szaraz allapotban, elektrokoietmobilitasat. Megallapitottuk,
hogy a biopolimerek aranya, az 0sszeOntés sorrendjmmint a kdzeg pH-ja
hatarozza meg nanorészecskéket tartalmazo vizedszemek opalossagat.
Meghatéaroztuk az onrendily nanorészecskék effektiv hidrodinamikai atépét,
melyet a polielektrolitok aranya, az 6sszetntésesaolje, és a kdzeg pH-ja mellett a
sbhatas és a polielektrolitok koncentracidja is olygfsolja, ami igazolja a
polimolekularis o6nrendémés kialakulasat: a polielektrolitok koncentracuagi
csokken az egyes részecskéket alkotd makromolelszaikna. Megmutattuk, hogy a
kialakult nanorészecskék fellleti toltottségét domhértékben a kitozan szabad
aminocsoportjai hatarozzak meg. Azon pH érték tplitol a nanorészecske felileti
toltottsége negativ, a rendszer instabilissa valllegallapitottuk, hogy a kialakult
nanorészecskéket a kitozan protonalt aminocsopstghilizaljak. Amennyiben a pH-
emelés hatasara a kitozdn aminocsoportjai teljestéki¥en deprotonalédnak, a

részecskek aggregaldédnak és kicsapodnak.
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X

PGA

CH PGA nanokomplex

3. abra
A PGA és a kitozan linearis lancai kozott kialak@lrendeédés vazlatos rajza
(a: PGA-hoz dntve a kitozant, b: a kitozanhoz 6@\WRGA-t, pH = 3,0)

4. Az eredmények varhatd gyakorlati alkalmazasa

Kutatasaink soran a nanorészecskéket biokompatibilibiodegradabilis
biopolimereklsl allitottunk eb.

A poérusos nanorészecskék kovalens térhalositassaldkotés kialakitasaval,
biokompatibilis térhaldsitok alkalmazasaval keletk&k. A részecskék -
szerkezetikl adodéan - alkalmasak lehetnek hatéanyagok szadtly
kibocsatasara. A biopolimerek molekulatdmegévédivié a térhalositas mértekének
valtoztatasaval a nanorészecskék meérete, porustidlazdelhasznalasi igények szerint
valtoztathato.

A Dbiopolimerek kedveZz biologiai tulajdonsdga sérilhet a keresztkotések
kialakitasaval. A probléma kikliszobolése érdekétlgan onrendeds részecskeket
allitottunk eb, amelyekben a biopolimerek megtartjdk biokompki#sukat,
biodegradabilitasukat. Az altalunk o&éllitott kitozan — poliy-glutaminsav
onrende#dé nanorészecskék alkalmasak lehetnek DNS széllé#asamdamellett

biodegradabilisek.
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El6zetes eredményeinkre alapozwavitro ésin vivo kisérleteket végzink, melyek
soran szeretnénk bizonyitani adadlitott nanorendszerek biokompatibilitdsat, majd a
szallitéeszkozkent vald optimalis felhasznalhatos@gmpontjabol modositjuk a

nanorészecskéket.



10

Doktori (PhD) értekezés téezisei



Bodnar Magdolna: Biopolimer alapt nanorendszerelahitasa és vizsgalata

1. Introduction and objectives

Nanoscience is a dynamically developing area. Residlscientific research, based
on nanomaterials, can affect a variety of aspedts;h include informatics, the food

industry and medicine to name just three.

Particles below 100 nm in one of more dimensioresragarded as nanoparticles.
They possess novel properties. These properiigi® @ the size, but also, of course,

depend on the material composition.

There is increasing interest in designing sub-nmicrand nanosystems. In
therapeutics there is particular interest in deuielgp such systems composed of
biopolymers. These systems would have the advasitaigbeing biocompatible, non-
immunogenic and biodegradable. Potential applioatiof these carriers and implants
would be gene- and targeted drug-delivery anddigsigineering.

Biopolymers with reactive functional groups poss#ss potential to form nano-
sized particles by physical or chemical modificasipand cross-linking reactions. In
the present studies, chitosan, hyaluronic acidpgy-glutamic acid were chosen to
prepare nanoparticles. Chitosan is a polyaminenawable natural polysaccharide,
biocompatible and biodegradable and is preparegh fchitin. Hyaluronic acid is a
polycarboxylic acid is a biocompatible and biodeigtale biomaterial and is one of the
major components of the extracellular matrix of mective tissues. Hyaluronic acid is
present in synovial fluid of joints, in the vitrepbody, in the umbilical cord and in
scaffolding that comprises cartilage. Pebglutamic acid is an extracellular
polyamino acid with functional carboxyl groups, @idommpatible, biodegradable
biopolymer and can be prepared by bacterial feratiemt.

The aim of this work was to create stable nanoglaedi based on chitosan and
hyaluronic acid in aqueous media. We wanted toselio& chitosan and hyaluronic
acid intramolecularly by using water soluble caibod as coupling agent to produce

amide linkages.

11
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One of our objectives was to analyze the structiirthe nanoparticles, determine
their size and study the solubility of these paitite systems. We wanted to explore
the relationship between the molecular weight offygaccharides and the ratio of
cross-linking, in order to assess their suitabiiilycommercial applications.

An additional aim of our work was to create sedexsbled nanoparticles, i.e.
lacking covalent cross-linkers between chitosan &gdluronic acid, as well as
between chitosan and pojyglutamic acid. In other words, these particles Mdae
cross-linked by ion-ion interactions between fumaeél groups of these biopolymers.
We wanted to study the properties of these naniopest determine the factors
influencing the properties of nanoparticles, andtinoge the properties of

nanoparticles for potential biological-therapewplications.

2. Experimental section
2. 1. Applied materials and experimental methods

Cross-linked chitosan nanoparticles were prepasethe carbodiimide technique.
Dicarboxylic acids (tartaric acid, succinic acid, allm acid, poly-(ethylene
glycol)bis(carboxymethyl)ether), and tricarboxylacid (citric acid) were used as
cross-linking agents. Hyaluronic acid was croskdih with
2,2'(ethylenedioxy)bis(ethylamine). Cross-linkingeactions were performed in
aqueous media, at ambient temperature. Water goluf8-(dimethylamino)propyl]-3-
ethylcarbodiimide methiodide (CDI) was applied aadensation agent.

Low molecular weight chitosan was prepared by axredadegradation with NaNO
at ambient temperature. Acidic hydrolysis of hyahic acid was performed at high
temperature (7T).

Nanoparticles based on self-assembly of polyelbteg® were produced at room
temperature, in aqueous media (pH = 3.0), by mixamgueous solutions of

polyelecrolytes.
2. 2. Instrumentation
The cross-linked polysaccharide systems were aedlygtructurally with NMR

spectroscopy'H, *H-'H COSY and'H-'*C HETCOR NMR spectra were obtained on

12
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a Bruker AM500 MHz instrument. Ratio of cross-lingiwas calculated based on the
integral values of signal usirtgl NMR spectra.

Hydrodynamic diameter of cross-linked nanoparticles determined by dynamic
laser light scattering. The average hydrodynamaenditers were calculated by NNLS
(Non Negative Least Squares) method.

Transmission electron microscopy was used to chenae the size and morphology
of the dried nanopatrticles.

Transmittance values of aqueous solutions contginanoparticles were measured
with a Unicam SP 1800 Ultraviolet Spectrophotomateoperating wavelengths bf
=480 nm ofl = 500 nm in optically homogeneous quartz cuvettes.

Electrophoretic mobility of the nanoparticles wasasured in the presence of 1.0
mM KCI at 25 °C in an AQ-517 cell with ZetaPALS @khaven) apparatus.

3. Results

Preparation and characterization of cross-linked citosan nanoparticles

3. 1. Intramolecular cross-linking of chitosan withr and tricarboxylic acids as

cross-linking agents was performed in aqueous medsing water soluble

carbodiimide.

Cross-linking modification of chitosan was perfodndy reacting polyvalent
carboxylic acids (tartaric-, malic-, succinic- acitfric acids as well as poly(ethylene
glycol)bis(carboxymethyl)ether) to form amide bonfitem amino groups of the
chitosan polysaccharide and carboxyl groups otctbhss-linkers. It was demonstrated
that the carbodiimide technique can be appliectiefiily to form amide bonds for
cross-linking modification of chitosan polysacchari
The following properties of cross-linked nanopdescwere investigated: structure,

ratio of cross-linking, solution properties and #ee in swollen and dried states.
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Figure 1. Schematic representation of the synthesis of dnolssd chitosan.

3.2. It was established that (i) the size of thesstlinked chitosan nanoparticles

depended on the pH of the solution, (ii) was inaejeat of the ratio of cross-linking

and (iii) the hydrophilic character of the crossiier influences patrticle size.
Hydrodynamic diameter of cross-linked chitosan memticles was shown to vary
between 290 nm and 340 nm in aqueous media, aihe irmnge of 60 nm and 300 nm
in the dried state. It was concluded, that theoraticross-linking and the hydrophilic
character of cross-linker were not major factora iked pH which influenced the size
of nanoparticles significantly. However, when thé was changed, the particle size
was affected by the particular cross-linker used.
It was further determined that the ratio of crae&ihg, the hydrophilic character of
cross-linker and the pH of the solution affect trensmittance of aqueous systems

containing cross-linked chitosan nanoparticles.

3.3. It was established that the size of crosselihkanoparticles can be reduced by

decreasing the molecular weight of chitosan.

Chitosans of different molecular weights (55 kD@Q kDa, 190 kDa) were prepared
by oxidative degradation. The influence of molecwieight on the properties of the
chitosan nanoparticles was investigated. It wasbéished that the size-distribution of

nanoparticles is bimodal and is independent of rti@ecular weight of chitosan.
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Smaller particles were dominant based on the digion by number, but the larger
particles were observed in all cases. The effedtixdrodynamic diameters of smaller
cross-linked nanoparticles was determined, andrdbpg on the molecular weight of
the chitosan, was found to vary between 50 nm &tdriim. Small, real nano-sized
particles were prepared successfully from degradeisans with 100 nm effective

hydrodynamic diameter.

Preparation and characterization of cross-linked hgluronan nanoparticles
3.4 Intramolecular cross-linking of hyaluronic acidas accomplished with
2,2'(ethylenedioxy)bis(ethylamine) as a cross-higkagent in agueous media using
water soluble carbodiimide.
In the course of the cross-linking process, thé@aylic groups of hyaluronic acid
react with the amino groups of the cross-linkeprimduce cross-linked amide bonds.
Thus, it was shown that the carbodiimide technicae be applied efficiently to form
amide bonds for cross-linking modification of thghuronic acid polysaccharide.
The following properties of cross-linked hyaluronigcid nanoparticles were
investigated: structure, ratio of cross-linkinglusion properties and their size in the
swollen and dried states. It was concluded thabffeescence and the transmittance
values of aqueous systems containing nanopartivees independent of the molecular
weight of hyaluronic acid and the pH of the medilut the cross-linking ratio did

influence these properties.
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Figure 2. Schematic representation of synthesis of crosedrkyaluronic acid

3.5. It was established that the size of crosselihkyaluronan nanoparticles can be

reduced by decreasing the molecular weight of hyalic acid and by increasing

the ratio of cross-linking.
Hyaluronic acids with different molecular weigh&)(kDa, 100 kDa, 210 kDa) were
prepared by acidic hydrolysis. The influence of esolar weight of hyaluronic acid
and the ratio of cross-linking on the size of tlagticle was investigated. Based on the
results of laser light scattering measurementsa$ Wetermined that intermolecular
and intramolecular cross-linking can occur in tbhearse of cross-linking of hyaluronic
acid, which appears in the bimodal size distributibhe number of large particles is
negligible comparing to the small particles basedte size distribution by number.
Effective hydrodynamic diameters of hyaluronan rmarticles were found to vary

between 30 nm and 180 nm in agqueous media anthi@sd50 nm in the dried state.
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Preparation of nanoparticles by self-assembly of pgelectrolytes

3.6. It was concluded, that the self-assembled systems prepared from chitosan

and hyaluronic acid are instable with large size.
Self-assembled nanoparticles were prepared frontosdn and hyaluronic acid
polysaccharides in aqueous media (pH = 3.0), atnrdemperature by mixing
polyelectrolyte solutions. Precipitation was obgervby using polyelectrolyte
solutions at high concentrations. It was shown sietftassembly of these biopolymers
results in huge particles with broad size distifuindependent of the concentration
of polyelectrolytes. It was concluded that becalgth of these polyelectrolytes are
polysaccharides, the interactions between the padgrare much less favorable than

was observed to occur between chitosan and PGAiew).

3.7. It was concluded, that the residual amino gowf poorly soluble chitosan

stabilize the self-assembled nanoparticles prepafean chitosan and poly-

glutamic acid.
Self-assembled nanoparticles were prepared frotosamn and poly-glutamic acid in
agueous media (pH = 3.0), at ambient temperatureanbyng the polyelectrolyte
solutions. Hydrophilic nanoparticles can be obtdibg self-assembly of biopolymers
based on the ion-ion interactions between functignaups of polyelectrolytes. It was
concluded that the residual amino groups of thelpamluble chitosan stabilize the
prepared particulate systems, otherwise in casal @mino groups of chitosan were
bound, the self-assembled nanosystem precipitateidg uhigh polyelectrolyte

concentrations.

3.8. It was determined that the ratio of biopolymearder of addition and the pH of
medium influence the hydrodynamic size and ovemadrphology of the self-
assembled chitosan — pohglutamic acid nanoparticles and the stability of
aqueous colloid systems.
Properties of nanoparticles were investigated:tswluproperties, size in swollen and
dried state, electrophoretic mobility. It was obser that the ratio of biopolymers,

order of addition and the pH of the solution affée opalescence of aqueous systems
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containing nanoparticles. It was also observed that effective hydrodynamic

diameter of self-assembled nanoparticles can béueinéed by the ratio of

polyelectrolytes, order of addition, salt effed| pf the solution and the concentration
of polyelectrolytes. These results confirmed timathie process of polymolecular self-
assembly the number of macromolecules that comploseparticles decreased by
decreasing the concentration of polyelectrolytesittfermore, it appeared that the
residual amino groups of chitosan affect the swrfatharge of nanoparticles
appreciably. At higher pH values, when the nanagladg were negatively charged, the
system precipitated. It was concluded, that théogmated amino groups of chitosan
stabilized the prepared nanoparticles. Therefoyejnbreasing the pH, the amino
groups of chitosan completely deprotonated, caugiagoarticles to aggregate and to

precipitate.

CH PGA nanokomplex

Figure 3. Schematic representation of the complex formatemvben the linear

chains of PGA and chitosan.

(a: chitosan solution was added to the PGA solutioi, GA solution was added to the chitosan

solution, pH = 3.0)
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4. The potential practical application of our resuts

In these studies, nanoparticles were prepared tvaoompatible, biodegradable
biopolymers. Porous nanoparticles were preparedidayg biocompatible covalent
cross-linkers to produce amide bonds. The nanapesti— proceeding from the
structure — can be applied for controlled drug asée Porosity and size of
nanoparticles can be adjusted by changing the mldlecweight of starting
biopolymers and the ratio of cross-linking.

In vivo degradation of such covalent cross-linked biop@ssncan result in
unpredictable fragments. To overcome this probsetirassembled, ionically cross-
linked particles were prepared. Self-assembled penticles prepared from chitosan
and polyy-glutamic acid can be used for siRNA and DNA delyweln vitro andin
vivo experiments can confirm the non-toxic and biocatiibpe properties of particles,
which are necessary steps to establish the apphcaf these nanoparticles as drug

and nucleic acid delivery systems.

19



20

Doktori (PhD) értekezés téezisei



Bodnar Magdolna: Biopolimer alapt nanorendszerelahitasa és vizsgalata

5. Tudomanyos kdzlemények és konferencia-részvétel@ublications)

5.1. Az értekezés témajahoz kapcsol6dd kozleméRybkcations connected to this
thesis):

1. Magdolna Bodnér, John F. Hartmann, Janos Bprbél
Nanoparticles from Chitosan
Polymer Preprint2004 45(2)307-308.

2. Magdolna Bodnar, John F. Hartmann, Janos Borbely
Nanoparticles from Chitosan
Macromolecular Sympos2005 227, 321-326.
IF: 0,913

3. Magdolna Bodnar, John F. Hartmann, Janos Borbely
Preparation and Characterization of Chitosan-BasedNanopatrticles
Biomacromoleculef005 6, 2521-2527.
IF: 3,618

4. Bodnar Magdolna, Dardczi Lajos, Borbély Janos
Térhalos kitozan nanorészecskék édllitasa és jellemzése
Mianyag €s GumR005 42(8), 316-319.

5. Magdolna Bodnar, John F. Hartmann, Janos Borbely
Synthesis and Study of Cross-Linked Chitosan-N-Po{gthylene glycol)
Nanoparticles
Biomacromolecule2006,7(11),3030-3036.
IF: 3,618 (2005)

6. Magdolna Bodnar, Lajos Daroczi, John F. Hartmaanos Borbely
Synthesis and study of crosslinked chitosan-N-polgthylene glycol)
nanoparticles
Polymer Preprint22006 47(1) 460-461.

7. Istvan Hajdu, Magdolna Bodnar, Genovéva Filipcdehn F. Hartmann, Lajos
Daroczi, Miklés Zrinyi, Janos Borbély
Nanoparticles Prepared by Self-assembly of Chitosaand Poly+y-glutamic
Acid
Colloid and Polymer Scien@907,(kozlés alatt)
IF: 1,263 (2005)

8. Magdolna Bodnar, Istvan Hajdu, Genoveva Filgpdsajos Daroczi, John
F.Hartmann, Janos Borbely
Nanoparticles Prepared by Self-assembly of Chitoseaand Poly-gamma-
glutamic acid
Nanotech Conference Publicatiob807,(2), 143-146.

21



Doktori (PhD) értekezés téezisei

5.2. Az értekezés témajahoz kapcsoldédo konfereészetelek (Lectures and posters
connected to this thesis):

1. Bodnar MagdolnaBorok Imre, Borbély Janos
Poliszacharidok modositasa
IX. Nemzetk6zi Vegyészkonferencia, Kolozsvér, Ramdavember 14-18003.
(eléadéas/lecture)

2. Fleischer Radu Judit Eva, Novék Levente, Reiited€, Bodnar Magdolna,
Borbély Janos
Biopolimerek modositdsa nanostruktara kialakitasa éljabol
IX. Nemzetk6zi Vegyészkonferencia, Kolozsvar, Ramdavember 14-18003.
(eléadéas/lecture)

3. Uveges Andrea, Bodnar Magdalorbély Janos
Makromolekulas nanorendszerek elallitasa
Mechanoplast I. Orszagos Doktorandusz Konferer@iglapest, Junius 12004.
(eléadas/lecture)

4. Magdolna Bodnar, John F. Hartmann, Janos Bprbel
Nanopatrticles from chitosan
17th Polymer Networks Group Meeting, Bethesda, M8, August 15-19004.
(poszter/poster)

5. Magdolna Bodnar, John F. Hartmann, Janos Byprbel
Nanoparticles from chitosan
228th ACS National Meeting, Philadelphia, USA, Aid2-262004.
(poszter/poster)

6. Bodnar Magdolna, Borbély Janos
Nanorészecskek éhllitasa kitozanbol
IX. Szemcseméret-analitikai, Kbrnyezetvédelmi égeBlonoldgiai Szimpdzium,
Balatonfiired, Szeptember 52004.
(poszter/poster)

7. Magdolna BodnaMelinda Szaloki, Veres Adrienn, Imre Borok, JaBasbely
Synthesis of polymeric nanoparticles
2nd European Students Conference on Physical, Gzgand Polymer Chemistry,
Bécs, Ausztria, September 152004.
(eléadas/lecture)

8. Magdolna Bodnar, John F. Hartmann, Janos Byrbel
Nanoparticles from chitosan
2nd European Students Conference on Physical, Gzgand Polymer Chemistry,
Bécs, Ausztria, September 152004.
(poszter/poster)

22



Bodnar Magdolna: Biopolimer alapt nanorendszerelahitasa és vizsgalata

9. Magdolna Bodnar, Janos Borbely
Chitosan-based crosslinked nanoparticles
International Symposium on Polymer Conetworks, @etsMembranes,
BudapestSeptember 11-13005.
(poszter/poster)

10. Magdolna Bodnar, Lajos Daroczi, John F. Hartmdanos Borbely
Synthesis and study of crosslinked chitosan-N-polgthylene glycol)
nanoparticles
231st ACS National Meeting, Atlanta, USA, March2®4006.
(poszter/poster)

11. Magdolna Bodnar, AL Kpiksen, John F. Hartmann, B Nystrom, Janos Borbely
Preparation and characterization of chitosan nanopsicles crosslinked with
poly(ethylene glycol)

8" International Hydrocolloids Conference, TrondheMorway, June 18-22
2006.
(eléadas/lecture)

12. Tunde Rente, Magdolna Bodnar, John F. Hartm3amgs Borbely
H%/aluronic acid-based crosslinked nanoparticles
8" International Hydrocolloids Conference, TrondheNuorway, June 18-22
2006.
(eléadas/lecture)

13. M. Bodnar, I. Hajdu, G. Filipcsei, L. Darocii,F. Hartmann, J. Borbely
Nanoparticles Prepared by Self-assembly of Chitosaand Polyy-glutamic
Acid
NSTI Nanotechnology Conference, Nanotech, SantaGTA, USA, May 20-24
2007.

(poszter/poster)

14. Magdolna Bodnatstvan Hajdu, Genoveva Filipcsei, John F. Hartmdramara
Minko, Janos Borbely
Formation and characterization of polyelectrolyte omplexes based on self-
assembly of chitosan and poly-glutamic acid
EPF, Portoroz, Slovenia, July 22007
(eléadas/lecture)

15. Magdolna Bodnadohn F. Hartmann, Janos Borbely
Preparation and Characterization of Chitosan-basedNanopatrticles
9" Conference on Colloid Chemistry, Siéfok, Okt6b&r2D07,
(elbadas/lecture)

23



Doktori (PhD) értekezés téezisei

5.3. Egyéb publikacios tevékenység (Publicationsomonected to this thesis):

1. Bodnar Magdolna, Culpepper Matthew, Borok Inardczi Lajos, Borbély Janos
Foszfinszarmazékot tartalmaz6é makromolekularis kolbidok eléallitasa
emulzidban
Mianyag €s GumR003 40(8),268-271

2. Toth Zoltan, Bodnar Magdolna
Kisérletek a kémia tankdnyvekben
Iskolakultura,2004 14 (1),106-112.

3. Magdolna Bodnar, Mohamed Fawzi, Janos Borbely
Nanoparticles Formed by Poly-gamma-glutamic acid ath Lead lon
Complexation
Polymer Preprints2006 94, 402-403.

4. Magdolna Bodnar, Anna-Lena Kjoniksen, John &tiann, Lajos Daroczi, Bo
Nystrom, Janos Borbely
Nanoparticles Formed by Complexation of Poly-gammautamic Acid with
lead lons
Nanotech Conference Publicatiod807,(1), 309-312.

5. Magdolna Bodnar, Anna-Lena Kjgniksen, Reka Moldahn F. Hartmann, Lajos
Daroczi, Bo Nystrom, Janos Borbély
Nanopatrticles formed by complexation of poly-gammaglutamic acid with
lead ions
Journal of Hazardous Materigl2007(kdzlés alatt)
IF: 1,544 (2005)

6. Magdolna Bodnar, Tamara Minko, John F. Hartmdanos Borbely
Fluorescent Nanoparticles Based on Chitosan
Nanotech Conference PublicatioB807,(2), 279-282.

5.4. Egyéb konferencia-részvétel (Lectures anceposiot connected to this thesis):

1. Magdolna Bodnar, John F. Hartmann, Janos Byrbel
Preparation of core-shell nanoparticles from chibsan
Polymer Gels and Networks, Praga, Csehorszag, Ja$42005.
(poszter/poster)

2. Magdolna Bodnar, Mohamed Fawzi, John F. Hartmdanos Borbely
Nanoparticles formed by poly-gamma-glutamic acicdand lead ion
complexation
231st ACS National Meeting, Atlanta, USA, March2®84006.
(poszter/poster)

24



Bodnar Magdolna: Biopolimer alapt nanorendszerelahitasa és vizsgalata

3. Andrea Uveges, Magdolna Bodnar, John F. Hamimaenos Borbely
Polymeric nanoparticles by crosslinking polymeriation
231st ACS National Meeting, Atlanta, USAgrch 24-292006.
(poszter/poster)

4. M. Bodnar, A.-L. Kjgniksen, J. F. Hartmann, Lardczi, B. Nystrém, J. Borbely
Nanoparticles Formed by Complexation of Polw-glutamic Acid and Lead

lons
NSTI Nanotechnology Conference, Nanotech, SamtaOCA, USA, May 20-24

2007.
(poszter/poster)

5. M. Bodnar, T. Minko, J. F. Hartmann, J. Borbely
Fluorescent Nanoparticles Based on Chitosan
NSTI Nanotechnology Conference, Nanotech, SantaGTA, USA, May 20-24

2007.
(poszter/poster)

6. Zsolt KeresztessWlagdolna Bodnar, Elizabeth Ber, Istvan Hajdu, Mhang,
John F. Hartmann, Tamara Minko, Janos Borbely
Self-Assembling Nanoparticles for Targeted Drug Délery
9™ Conference on Colloid Chemistry, Siéfok, Okt6b&r2D07.
(eléadéas/lecture)

7. Istvan Hajdu, Magdolna Bodnar, Dezso Kazup, ZstGtresztessy, John F.

Hartmann, Janos Borbely
Self-Assembled Nanoparticles for Intracellular DNADelivery
9" Conference on Colloid Chemistry, Siéfok, Okt6b&r2D07,

(poszter/poster)

5.5. Szabadalom (Patents)

1. Janos Borbely, Magdolna Bodnar

Nanoparticles from Chitosan
U. S. Patent, Serial No. 11,091,940 (Filed: Maré) 2005)

2. Janos Borbely, Magdolna Bodnar, Reka Melindalnslo Ildiko Schriffertne

Denyicska
Pb** ion Binding by Cross-linked Polyacid-Based Nanopdicles
U. S. Patent, Serial No. 60/737,606 (Filed: Nolerni7, 2005)

3. Janos Borbely, Magdolna Bodnar, Istvan HajoanJ-. Hartmann

Polymeric Nanoparticles by lon-lon Interactions
U. S. Patent, Serial No. 60/833,672 (Filed: July 2006)

25



Doktori (PhD) értekezés téezisei

4. Janos Borbely, Magdolna Bodnar, Tunde Rerdé&d|Schriffertne Denyicska
Hyaluronic Acid-Based Cross-linked Nanoparticles
U. S. Patent, Serial No. 11/645,094 (Filed: Decen#i# 2006)

26



