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1. Bevezetés

A szuperparamagneses vasoxid nanorészecskék
(superparamagnetic iron oxide nanoparticles - SPIONs)
kiilonleges tulajdonsagai révén — rejtelmeiket mar tobb mint
egy évtizede kutatjuk — egyedi lehetdségek nyilnak orvos
biologiai alkalmazasukra. Segitségiikkel megvaldsithatdo a
terapiaval kapcsolt diagnosztika (teranosztika), mivel igen
hatékony MRI kontraszt agensek és lokalis hipertermias
kezelésre is alkalmasak, valamint a SPION nano-
szerkezetekkel a hatéanyag szallitas is lehetévé valik. A
teranosztikai almot megvalositdo készitményeknek azonban
szigoru kritériumoknak, pl. a toxicitas, a kémiai stabilitds, az
egységes méret ¢s diszperzid stabilitas kell megfelelniiik. A
magneses nanorészecskék koziil a magnetit/maghemit a
leginkabb kutatott, ennek oka valoszintileg az, hogy
él6szervezetekben a vasoxidok eléfordulnak, metabolizmusuk
ismert. Az orvos biologiai alkalmazasuknal kizaro az
aggregacio biorelevans (féleg az adott pH, so6- ¢és
fehérjetartalom) kdzegben, inhomogén magneses térben, mivel
a nanorészecskék Osszetapaddsa nagy aggregatumokat hoz
létre, ami elzarnd a vérereket, igy végzetes kovetkezményekkel
jarna in vivo.

A magneses nanorészecskék orvosbiologiai alkalmazéasahoz
kapcsolodd kutatasok napjainkban igen népszeriiek. A
legutébb megjelent attekintd cikkek koziil csak néhanyat
emlitve, amelyekben  Osszefoglaljak a  magnetit
nanorészecskék  szintézisének  és  stabilizaldsanak
lehetdségeit,! a multifunkcios magneses nanorészecskékkel
a célzott hatdanyag szallitasi,> a modern theranosztikai®>*>
és a hipertermias® alkalmazashoz kapcsolédd ujabb
eredményeket, kutatdsi irdnyokat, a lehetdségeket ¢és
kihivasokat*, az in vivo és in vitro orvosbiologiai
alkalmazasok mellett az in silico tanulmanyokat’. A

mesterségesen  eldallitott  magneses  nanorészecskék
kornyezeti alkalmazasai, féleg a szennyezés akkumulacio és
magneses  szeparacio  mellett az  orvosbioldgiai

lehetdségeket, mint a hatéanyag szallitas, a hipertermia, a
radidterapia és a gén manipulacio, valamint a kapcsolodo
fizikai-kémia tulajdonsagokat, Ggymint a méretet, az alakot
¢s a magneses arculatot, tovabba az részecske aggregaciot és
ennek megel6zését, azaz a kolloid stabilitas novelés Gjabb
modszereit is targyaljak.® A kdzelmultban az egyiittmiikodd
partnereinkkel kozdsen mi is irtunk egy attekintést a
magnesesen ¢rzékeny nanorendszerek tervezésének és
szintézisének Ujabb iranyzatairol.”

Hol és mikor kapcsolodtunk a SPIONs teranosztikai céli
nemzetk6zi kutatdsdhoz? Természetes polikarboxilatok
(huminsavak) adszorpcidjat vizsgaltuk agyagasvany és oxid,
koztik  vasoxid  nanorészecskéken,  valamint a
feliiletmodositas részecske aggregaciora gyakorolt hatasat
tisztaztuk Osszetett kornyezetrelevans modell
rendszerekben. 2002-ben Miskolcon a Barany Sandor altal
szervezett nemzetkozi IAP (Interfaces Against Pollution)
konferencian a magnetit huminsav kodlesonhatast bemutatod
poszter'® egyik képén Vékas Laszl6 (Magnetic Fluid
Laboratory, Romanian Academy-Timisoara, Romania)
felfedezte, hogy magneses folyadékot Allitottunk el6.
Konnyli volt Neki, hiszen O akkor méar a magneses
folyadékok klasszikusanak szamitott nemzetkdzi szinten.
Szamara csupan az volt érdekes, hogy nekiink vizes
kozegben sikeriilt olyan tokéletesen diszpergalni a magnetit
nanorészecskéket, hogy inhomogén magneses térben az
egyedi részecskék nem, csak a sokasdguk mozdul el; azaz
kiils6 magneses térrel manipulalhaté a szuperparamagneses
vasoxid nanorészecskéket (SPIONs) homogén eloszlasban
tartalmazé folyadék, azaz a magneses folyadék. A
kornyezeti rendszerekhez kotddé nemzetkdzi szinten
elismert kutatasaimat csak 2 évvel késobb adtam fel a 10.
Magneses folyadék konferencidan Brazilidban (10th
International Conference on Magnetic Fluids, Guaruja, Sao
Paulo, Brazil - August 02 - 06 - 2004), ahova szerencsésen
egy 2 az l-ben utazassal jutottam el, mivel egy hét
elcsuszassal Sao Paulo-hoz kozel volt egy huminsavas
konferencia (12th Meeting of International Humic
Substance Society, Sao Pedro, Brazil - July 26-30, 2004) is,
ahova teljes koltségtéritéssel meghivtak (akkor az IHSS
International Board-janak a valasztott tagja voltam). Szoval
Guaruja-ban az O6cedn partjdn sétdlva, a szakma
kivalosagaival beszélgetve vilagosodott meg, hogy a vizes
rendszerek kolloid stabilitasa teriiletén felhalmozott
ismereteimet kivaloan tudom hasznositani e teriileten. Mivel
a huminsavak kémiailag rosszul definialtak, mas stabilizalo
agens kellett keresni. A korabbi hatarfeliileti egyensulyi
koncepcionk!!  és a fémoxid részecskék  feliileti
komplexalasara vonatkozd tapasztalataink!>'3 alapjan a
polikarboxilatokra esett a valasztas. A feliileti megkotédés
mennyiségét adszorpcios'¥, mindségét pedig feliileti
spektroszképia  (FTIR-ATR, XPS)!>1617  mérésekkel
jellemeztiik.

* Jelenlegi cim: Elelmiszermémoki Intézet, Mémdki Kar, Szegedi Tudoményegyetem, 6725 Szeged, Moszkvai krt. 5-7. e-mail: tombacz@chem.u-szeged.hu
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Meddig jutottunk? Felhivtuk a figyelmet, hogy a kolloid
stabilitas in vivo koriilmények kozott elvart szintre novelése
csak elektrosztérikus stabilizalassal lehetséges és hogy érdemes
a kolloid stabilitast koagulalas kinetikai mérésekkel jellemezni
a koltséges in vitro és in vivo vizsgélatok elétt'®. A SPIO
nanorészecskék feliiletén sok ponton kémiailag kotott
makromolekulds véddréteg Ovja meg a részecskéket az
aggregaciotol, biztositja az elvart kémiai és kolloid stabilitast
biorelevans koriilmények kozott'>171° A részecskék nem
kozvetleniil, hanem a feliiletiikon 1évd véddrétegen keresztiil
érintkeznek a kornyezetiikkel, kialakul az adott szerkezetii
bionano hatéarfeliilet,”® amitél fiigg a kolcsonhatasuk a
bioentititasokkal, foleg fehérjékkel, sejt membranokkal. A
mesterséges nanoanyagok tervezett vénds adminisztracidja
esetén (pl. MRI kontrasztanyagok) a hemokompatibilitasuk
vizsgalata elengedhetetlen, amit tobb cikkiinkben is
bemutatunk.'>!'®! Ami a SPIONs teranosztikai potenciéljat
illeti, az orvosbiologiai alkalmazasok a magneses mag, vagy a
mag és burkolat, vagy foleg a védoréteg tulajdonsagaitol
fiiggnek. Igy példaul a magneses mag tulajdonsagaitol fiigg
hipertermias hatékonysag, viszont a burkolat hidrofilitasa altal
is befolyasolt a kontraszt fokoz6 hatds az MR képalkotasban,
(pl. hidrofob réteg képes vizben rosszul oldodé molekulakat —
doxorubicint - szolubilizdlni) és a biofunkcié graftolasa (pl.
felileti —COOH csoportokhoz észter, vagy amid kotésen
keresztiil).

A vas-oxid nanorészecskék orvosbiologiai alkalmazasat célzd
intenziv kutato-fejlesztd munkank célja volt
szuperparamagneses, féleg magnetit és maghemit részecskék
szintetizalasa és polianionos véddréteggel valo boritasa annak
érdekében, hogy bioldgia matrixokban (pl. vérben) is stabililis,
diagnosztikai (MRI) és  terapids  (hipertermia  ¢és
hatdanyagszallitas) célokra alkalmas biokompatibilis magneses
folyadékot (MF) allitsunk eld. Jelen cikkben néhany érdekes
részletet idéziink fel korabbi munkainkbol.

2. Biokompatibilis szuperparamagneses vas-oxid nano-
részecskék (SPIONS) eléallitasa és jellemzése

2.1. Magneses vas-oxid részecskék szintetizalasa:
méretfiiggés a nano mérettartomanyban

A magnetit (Fe;O4) II-es ¢és Ill-as oxidacios allapott
vas-ionokat is tartalmazé ferrimagneses vas-oxid,
oxidacioval spontan maghemitté (y-Fe,O3) alakul, a
legelterjedtebb mdagneses vas-oxidok.?! A ~20 nm-nél
kisebb magnetit nanorészecskék szuperparamagneses
tulajdonsaguak, eldallitasukra sokféle (fizikai, nedves
kémiai és mikrobiologiai) szintézis modszer ismert, pl. egy
mostandban megjelent attekintd cikk® szerint. A nedves
kémiai eljarasok (ko-precipitacio, hdbomlas, hidrotermalis,
mikroemulzids, szonokémiai, mikrohullimmal timogatott)®
kozil legelterjedtebb a vas(Il)- és (I1I)-sok sztdchiometriai
keverékének (Fe’* + 2Fe’" + 40H™ < Fe;0, + 4HY)
ko-precipitacidja. Ez utobbi 3-17 nm-es jol kristalyosodott
magnetit nanorészecskék nagy mennyiségli eldallitasara
alkalmas, a részecskék azonban viszonylag széles
mérettartomanyban keletkeznek, a rendszer polidiszperz. A
szintézis modszert Zrinyi Miklés (Lagy anyagok
Laboratoriuma, Budapesti Miiszaki Egyetem) korabban mar

hasznalta magneses hidrogélek eldallitasara, munkatarsaitol
vettik at. Kidolgoztunk egy ultrahangos kezeléssel
intenzifikalt hidrotermalis Oregitési eljarast, amellyel
sikeriilt a részecskék méretét ndvelni és a mintdk
polidiszperzitasat csokkenteni.’> Az ujabb trendeket,
kiilonos tekintettel az egy- és tobbmagvi (single- and
multicore) SPIO nanorészecskék képzodésére kritikusan
elemeztiik a mostandban megjelent 4ttekintd cikkiinkben.’ A
szintézisek tervezésénél fontos, hogy milyen felhasznalasra
szanjuk a részecskéket. A tobbmagvi SPIONs kitinnek
nagy hipertermias hatékonysagukkal.??

A koprecipitacids modszerrel magnetit szintetizaltunk. A
frissen eldallitott nanorészecskék magnetit kristaly-
szerkezetét XRD modszerrel azonositottuk, méretét ¢és
morfologiajat TEM képpel jellemeztik (1. é&bra). A
részecskék szuperparamagneses tulajdonsagat a VSM
modszerrel mért magnetizaciés gorbék reverzibilitasa
(hiszterézis mentessége) mutatja (1. bra). Vizes kdzegben a
magnetit nanorészecskék feliileti aktiv helyei (=Fe-OH) a
pH-tdl fliggéen protonalddnak =Fe-OH + H* <> =Fe-OH,"
és deprotonalddnak =Fe-OH <> =Fe-O™ + H* vagy =Fe-OH +
OH™ < =Fe-O" + H,0. A kialakult feliileti toltéssiiriiséggel
aranyos nettd feliileti proton tobblet pH-fliggés kisérleti
pontjait és a feliileti komplexalasi modellel** illesztett?®
fliggvényeit?® az 1. brdn mutatom be.

2.2. A SPIONs utoélagos burkolasa polikarboxilatokkal

A csupasz SPION részecskék aggregalodnak épp a biologiai
rendszerekben leggyakrabban eléfordulé pH intervallumban
(pl. pH~7,3-7,4 a vérben). Ezért és a feliileti aktiv helyeik
reaktivitdsa, valamint a biologiai funkciok kapcsolasa
érdekében a részecskék feliiletét be kell fedni, ill. modositani
kell. Az irodalom szerint lehetséges a szintézis soran spontan
létrejovo feliileti réteg kialakulas (in situ coating), a szintézis
utani  (post-coating) adszorpcio, ill. a funkciondlis
molekulak kétése (grafting).* Mi az eldbbit preferaltuk, a jol
definialt SPION részecskék feliiletét kiilonféle szerves
polisavakkal burkoltuk.
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1. Abra A szintetikus magnetit nanorészecskék kristalyszerkezeti
azonositasa (rontgen diffraktogramm — bal oldal fent), méret és morfoldgiai
(TEM kép — jobb oldal fent), magneses (magnetizacios gorbe — bal oldal
lent), valamint pH-fiiggd feliileti toltéssiirtiség jellemzése (nettd proton
feliileti tobblet pH-fiiggés — jobb oldal lent).”® A magnetizacios mérések L.
Vekas laboratoriumaban (Magnetic Fluid Laboratory, Romanian
Academy-Timisoara, Romania) késziiltek.
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A SPIONs szintézise, tisztitasa és fentebb ismertetett
jellemzése utan a kereskedelemben kaphatd kis és nagy
molekulaju, sok karboxilcsoportot tartalmazd szerves
vegyiiletek, valamint Ivan Béla akadémikus Polimerkémiai
csoportjdban (MTA TTK, Budapest) szintetizalt, etoxi- és
karboxil ~ csoportot tartalmazé  fésiis  kopolimerek
adszorpcidjat vizsgaltuk (2. abra). Feltételeztiik, hogy a
feliileti kotés a polisavak karboxil csoportjain keresztiil jon
csoportjainak molaris mennyiségére vonatkoztattuk, ami
példaul poliakrilsav esetén megfelel a monomerek molaris
koncentraciojanak. Az adszorpciés izotermdk nagy
affinitasuak, a kis molekuldk (CA- citromsav, GA-
galluszsav) a felillet heterogén katalitikus hatdsara
polimerizalédnak.?’

Adsorption h of polyacids on
P(PEGMA-co-AA) — comb-like copolymer
PAM - poly{acrylic-co-maleic) acid

Adsorption isotherms oy~ 6. 6.5
0.01 MNaCl

PAA — polyacrylic acid
CA — citric acid
GA - gallic acid

PPEGMACo-AR) *

°
5
a

H-bond formation
PAA
Surface complexation
=Fe-OH + HOOC-R - =Fe-OOC-R + H,0
H-type isotherms
P[PEGMA-co-AA), PAM, CA and GA

Amount adsorbed, mmol/g

P

0 1 2 3 4
Equilibrium concentration, mmol -COOH/L

2. Abra Polisavak adszorpcidja magnetiten.'*'” A mennyiségi Gssze-
hasonlithatosag érdekében a nagy molekulaju polisavak egyensulyi
koncentracidjat €s adszorbealt mennyiségét is karboxilcsoport tartalmuk
anyagmennyiségére vonatkoztattuk.

A szerves anyagok foéleg —-COOH csoportjaikon keresztiil
1étrejott feliileti kotéseit FTIR-ATR (néhany példa a sav
eltolodasokra az 1. tablazatban lathatd) azonositottuk. A
szerves anyagok jelenlétét XPS spektroszkopidval is
bizonyitottuk,?’ valamint azt is, hogy a kimagasléan hidrofil
P(PEGMA-co-AA) féstis kopolimer (amit poli(etilén glikol)
metil éter metakrildit (PEGMA) makromonomer és akrilsav
(AA) kis molekulagji monomer kémiai kapcsolasaval
szintetizaltak) a magnetit feliileten a viz molekulak teljes
kiszoritasaval adszorbealodik.!” Az XPS spektrumokat
Kolozsvaron Rodica Turcu (National Institute R&D for
Isotopic and Molecular Technologies, Cluj-Napoca,
Romania) mérte és értékelte ki.

1. Tablazat. A karboxilcsoportok IR savjainak eltolédasa a polisavak
magnetiten torténé adszorpcidja (pH~6.5, 1=0.01 M) kivetkeztében. >

-1
- . . n Av (VadS/orbeéh — Vivabad )7 cm
Abszorpcids sav (cm™)

CA GA | PAA | PAM
C=0 (~1700) - - 17 23
COCH
C-OH (~1280) - - 0 0
aszim. (~1600) 58 0 0 7
COOr
szim. (~1400) 9 -11 0 4

2.3. A polikarboxilatokkal burkolt SPIONs fizikai-
kémiai és kolloid karakterizalasa

Az orvosbiologiai felhasznalashoz sziikséges, de nem
elégséges, hogy a vas-oxid részecskék ne legyenek
toxikusak; kémiai és kolloid stabilitassal kell birniuk in vivo
és kompatibilisnek kell lenniiik az adott test folyadékkal,

szovettel. Példaul MRI kontrasztanyag célra torténd
fejlesztésnél a vérrel vald kompatibilitds az elvart, tekintettel
az intravénas adminisztraciora. Fizikai-kémiai szempontbol
a vér adott pH-ju, fiziologias so, valamint valtozatos fehérje
és sejt tartalmu folyadék. fgy javasoltuk ezen paraméterek
hatasanak laboratoriumi vizsgalatat a SPION részecskék
modell diszperzidiban, mieldtt még a draga in vitro teszteket
elvégezésére sor keriilne.'®

A kémiai stabilitisa a SPION részecskéknek mar
laboratoriumi koriilmények kozott sem megfeleld citromsav
jelenlétében. Ez utdbbi, noha latszolag jo kolloidstabilitast
biztosit, korroziv hatast, mivel elésegiti a vas-ionok
kioldédasat; a makromolekulas védorétegek viszont gatoljak
az oldodast, passzivaljak a részecskéket.'®

A polisavak adszorpcidja a SPION részecskék feliiletén
spontan folyamat. Novekvd mennyiségiik jelenlétében a
magnetit pH-fiiggd részecske toltése és a kolloidstabitisa
jellegzetesen valtozik. Példaként egy érdekes anyagra, amit
magneses hialuront hidrogélek el8allitisara hasznaltunk,”® a
kondroitin-szulfatra vonatkozd eredményeket mutatom be a
3. 4bran?® A csupasz magnetit toltésmentes Aallapota -
izoelektromos pontja (iep) - pH~8 kortil van kitiind egyezésben
az 1. abran 1év6 pzc (point of zero charge) értékkel. Ennek
kornyezetében a részecskék elektrosztatikus taszitas hidnyaban
titkozésiikkor Osszetapadnak és kitlilepednek. A részecskék
pozitiv toltést hordoznak az iep-nél kisebb pH-kon az =Fe-OH
helyek  protonalodasa  miatt, mig  nagyobbaknal
deprotondlédnak és negativ toltéstiek leszek. Nyomnyi
mennyiségli  (0.05 mmol/g) CSA-t hozzdadva a pH<S
tartomanyban pozitiv toltésti magnetit részecskék feliiletén a
polianionok foltokban k&tédnek meg és az ellentétes toltésii
feltiletrészek iitkdzéskor Osszetapadnak, a mintdk a teljes
vizsgalt pH-tartomanyban aggregalddnak (3. abra, jobb oldal a
2. sor iivegeséi). A novekvd mennyiségli CSA a savas pH-k
fel¢ tolja el az iep-t, igy az aggregacios zdénat is, majd a
0,2 mmol/g mennyiségnél nagyobb CSA hozzaaddsa mar
elegendd a részecskék teljes beburkolasdhoz, igy azok
egységesen negativ toltéshordozova valnak a teljes vizsgalt pH
tartomanyban. A kialakult polianios réteg a sztérikus védd hatas
mellett elektrosztatikusan is stabilizalja a SPION részecskéket.
A kiilonb6z6 polisav/SPION rendszereknél analog viselkedést
tapasztaltunk, 41530

40 - CSA added = = —
S 304 (mmolig) ¢0.00 csaamnp "3 " il -
z ©0.05 CSA-loading

SN0 ep ¢ g mmol/g

© \ AO.

E 10 4 \ 40.40 00

e 0 r—— 005

10 3 9 10 11

220 | pH 0.1

c

i -

B-40 1 ) 04

-50

~stable aggregated
sample sample

1. Abra A névekvd mennyiségii kondroitin-szulfat A (CSA) jelenlétében
10 mM NaCl oldatban 24 6ra allas utan mért pH-fiiggé elektrokinetika
potencial (bal oldal) és kolloidstabilitas (jobb oldal).zg A hozzaadott CSA
a dimer egységek 1 g magnetitre vonatkoztatott anyagmennyisége. A
mintatarto tivegesékben a jol stabilizalt magnetit részecskék homogén
eloszlasuak, nem tiilepednek (s6tét folyadék), mig az aggregaltak
kitilepedtek (atlatszo folyadék, vékony fekete tiledék) az 1 nap alatt.
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A diszpergalt kolloidrészecskék hdomozgast végeznek,
itkozéseik soran oOsszetapadnak, koaguldlnak, ha nincs
kozottikk elektrosztatikus és/vagy sztérikus taszitds. A
kolloid tudomanyokban jol ismert, hogy a diszperziok
szembeni  ellenallasa  (sotlir6-képessége)  koaguldlas
kinetikai mérésekkel jellemezhetd,’! amit viszont nem vagy
csak elvétve alkalmaznak az orvosbioldgiai célokra
fejlesztett SPIONs esetén. A 4. abran bemutatom a gyors és
lassu koagulalas sebességi allandoja hanyadosaként definialt
és a koagulalas kezdeti szakaszdra jellemz6é DLS
részecskeméret  novekedési  sebességekbdl  szamolt
stabilitasi hdnyadosok®? s6 koncentracié fiiggését. A rajzolt
vonalak (pontozott, szaggatott, folytonos) rendre az egyes
rendszerek (csupasz MNP, PAA@MNP, PAM@MNP)
lasst  koagulalas  tartomdnydban mért pontjaihoz
illeszkednek, mig a log w=0 tengelyre esé viszont mar a
gyors koagulalashoz rendelhetdk.

14
* PAA 0.6\ ‘142
12 % mmovg |\
N
1 00 LR\
\ h
2 0’ 3 \ ‘\
g 06 PAM 0.6 09\ $1.18
1 mmolig \ )/
04 i \ \
\ k
02 i, ) \
\
0 -

109 Cnact (Cracs MM)

4. Abra Kolloid stabilitas: a stabilitasi hanyados logaritmusa (log W) a s0
koncentracio logaritmusanak (log cNaCl) figgvényében abrazolva a
csupasz (lires jelold) és a kiillonbozé fajlagos mennyiségben (PAA: 0,6 €s
1,12 valamint PAM: 0,6; 0,9 és 1,18 mmol COOH/g magnetit) hozzaadott
polisavakat tartalmazé magnetit szolok esetén pH~6,5-nél."

A gyors koagulalas beindulasdhoz sziikséges minimalis
elektrolit koncentracio, a kritikus koagulaltatd elektrolit
koncentracio (critical coagulation concentration - CCC),
amit a gyors és lassii koagulalas tartomanyara illesztett
egyenesek metszéspontja ad meg.

2. Tablazat A csupasz és polisavakkal burkolt magnetit részecskéket
tartalmazo szolok CCC értékei pH~6,5-n koagulalas kinetikai mérésekkel
meghatarozva

Polisavak@MNP Hozzaadott CCC, Cikk
mennyiség?, NaCl
mmol/g mM
Csupasz MNP 0 1 30
CA@MNP 03 70 '#
GA@MNP 2 20° 4
OA@MNP® ~2 208 +
PEG-OA@MNP? ~2 225 i
PAA@MNP 1,12 500 N
PAM@MNP 1,18 500 5
HA@MNP 1,5 300 B
PGA@MNP 2 500° K

A PAA, PAM ¢és HA hozzdadott mennyisége a polimerek COOH csoport
molokban megadott mennyiségére van vonatkoztatva.

YA GA hozzaadasatol szamitott 1 6ra llas mért.
‘OA — olajsav, OA@MNP olajsav kettésréteggel stabilizalt magnetit.
dplusz 5 mmol EO/g PLG1000 hozzaadas.

°A GA hozzidaddsa utan 2 hét allas utan mért (GA felileti polimerizacioja).

A 2. tablazatban mutatunk be néhany jellemz6 CCC adatot a
polisavakkal burkolt SPION részecskékre. Osszehasonlitas-
ként a csupasz magnetitre, azonos pH-n mért CCC értéket is
megadjuk. Az CCC értékek kétséget kizaréan bizonyitjak,
hogy a fiziologias koriilmények kozott, pl. vérben csak a
nagy molekulaji polisavak altal elektrosztérikusan
stabilizalt SPION  részecskék képesek  megtartani
egyediségiiket, a tobbi, koztik a széles korben kutatott
citromsavval burkolt (CA@MNP) magnetitet tartalmazo
minta is, gyors koaguldlassal destabilizalodik. A képzdédd
aggregatumok a laboratériumi  kisérletekben  csak
kiiilepednek, a véredényeket viszont elzarnak, ami végzetes
lenne. fgy ennek a korrekt kolloid stabilitasi vizsgalatnak is
be kellene keriilni a nanorészecskék részletes fizikai-kémiai
elemzései, a szabvanyositando tesztelési €s karakterizalasi
modszerei  kozé; ez  csokkentené a  kilonb6zo
laboratoriumok eredményei kozotti ellentmondasokat, ami
ma a nanotoxikologia egyik legnagyobb kihivasa.’?

2.4. A polisavakkal burkoelt SPION készitmények
biokompatibilitasa

A nanorészecskék toxicitasat in vitro sejtes kisérletekben,
ahol a sejtek életképességét, azaz a citotoxicitast, az oxidativ
stresszt, a gyulladasos reakciokat és a genotoxicitast
vizsgaljdk csaknem kizarélagosan.” Gyakran jellemzik a
nanorészecskék kolesonhatasat a sejtekkel, a részecskék
bekebelezését kiilonféle egészséges €s rakos sejtvonalakon,
talan leggyakrabban HeLa sejteken.

Egyitittmiikddo partnerek segitségével MTT tesztekkel (Zupkd
Istvan Szegedi Tudomanyegyetem, Gyogyszerhatastani ¢€s
Biofarmaciai  Intézet) bizonyitottuk, hogy a sejtek
¢letképességét a SPIONs jelenléte szignifikdnsan nem
befolyasolja.'>1® Berlini kék festéssel vizualizaltuk, hogy a csak
kissé eltérd polikarboxilat burkolatok kiilonboz6en hatnak
koleson a HeLa sejtekkel, a SPION részecskék behatolnak a
sejtek  belsejébe (dontéen a PAA@MNP) és/vagy
megkotddnek (CA@MNP, PAM@MNP) a sejtek feliiletén,'® a
pegilalt  fedorétegek (P(PEGMA-co-AA@MNP)) viszont
megakadalyozzak a sejt membrannal valé kolcsonhatést,'”
amint az az 5. abran lathato. Az Erlangeni Klinikai Egyetemen
Christina Janko (Prof. Christoph Alexiou, University Hospital
Erlangen, Section for Experimental Oncology and
Nanomedicine - SEON) dramldsos citometriaval Jurkat sejt
tenyészetben bizonyitotta, hogy a poligallattal burkolt SPION
részecskék (PGA@MNP) megbrzik az antioxidans hatdst, ami
a GA esetén kozismert.*

B ]

5. Abra He-La sejt tenyészet Berlini-kék festéssel (vas kimutatas). A
sejteket tovabb tenyésztették karboxilalt SPION részecskék nélkiil
(control) és azok (14.7 mg/L CA@MNP ¢és 10 mg/L
P(PEGMA-AA)@MNP) jelenlétében. A CA@MNP minta esetén a kék
szemesék a vasoxid részecskéket mutatjak a He-La sejtekben és azok
felszinén. A sotét foltok a kontrol és a P(PEGMA)@MNP tartalmu
sejttenyészetekben Berlini kék festék maradékok."”

125. évfolyam, 1. szam, 2019.



Magyar Kémiai Folyoirat 39

A vérrel valé kompatibilitas elvégzésének sziikségességére
egyik cikkiink'3 biraloja hivta fel a figyelmiinket. Javaslatara
a vér diagnosztikai rutinban alkalmazott iilepedési
vizsgalatokat végeztik el kiillonb6zo koncentracidju
karboxilalt SPION (PAM@MNP) jelenlétében a Szegedi
Tudomanyegyetem, Laboratoriumi Medicina Intézetében
Farkas Katalin segitségével, aki késobb bevezette a kenetek
vizsgalatat is>* Az intézet igazgatoja, Foldesi Imre
tamogatta a kutatast és javasolta tovabbi vizsgalatok (igy a
hemolizis, a fehér és vords vérsejtek életképessége, valamint
a human szérum fehérjékkel valo kolcsonhatasa) elvégzését.
A hemokompatibilitasi tesztek a higitas hatasatol eltekintve
semmilyen, pl. aggregaciora utal6 eltérést nem mutattak a
kontrolhoz képest az orvosbioldgiai alkalmazésra
kifejlesztett, fiziologias koriilmények kozott kolloidalisan
stabil karboxilalt SPION mintaink esetén. Azt viszont, hogy
a nem megfelelden stabilizalt részecskék aggregalddnak a
kenetek latvanyosan bizonyitottak (6. abra), ami az Interface
Focus RSC folyoirat 2016-ban megjelent ‘Multifunctional
nanostructures for diagnosis and therapy of diseases’
tematikus kotetének cimlapjara is keriilt.

Ha a szintetikus nanorészecskék biologiai kornyezetbe
kertilnek, pl. vérrel érintkeznek, feliiletiikon azonnal protein
korona képzédik, ami idSvel atrendezédik.’> Human
plazmaval végzett kisérletekben protein korona képzddést a
csoportunkban szintetizalt karboxilalt SPION részecskéken
Kenneth Dawson laboratoriumaban (Centre for Bionano
Interactions, University College of Dublin, Dublin, Ireland)
Hajdu Angéla vizsgalta el6szor,>® majd itthon is elkezdtiik.?”
A varakozasainknak megfeleléen a polikarboxilalt réteggel
fedett SPION részecskék hasonloan viselkedtek, a citrattal és
olajsav kettosréteggel stabilizaltak viszont eltérést mutattak.
Az utobbiakon preferalt volt a lipoproteinek adszorpcidja,®
mig kicsi plazma koncentracioknal a CA@MNP részecskék
aggregalodtak.®’
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6. Abra, EDTA antikoagulalt vérbél SPION mintik jelenlétében készitett
festett vérkenetek optikai mikroszkdpos képei: jol (bal oldal) és rosszul
(jobb oldal) stabilizalt SPION mintak, ez utobbin jol latszodnak a SPION
részecskék aggregalt halmazai (barna foltok) mind az eredeti, mind a
nagyitott képen egy monocitdhoz tapadva.

(Festés: May-Griinwald-Giemsa modszer, automata rendszer (Sysmex
SP4000i), CellaVisionTM DM96 analizis.)"’

3. Teranosztikai kilatasok

A SPION készitményeink diagnozis teriiletén valod
alkalmazhatosagat tekintve kérdés, hogy az MR
képalkotasban kontrasztfokozo dgensként igéretesek-e.
SPION részecskék esetén 4ltalanosan ismert,*® hogy a
lokalis magneses tér lényegesen megndveli a viz molekulak

protonjainak r2 relaxivitasat (részecskék koriili és a vizes
fazisban 1évé protonok kémiai cseréjére jellemzd), igy
tipikusan negativ kontrasztot ad, sotétiti a T2 sulyozott
képek érintett teriileteit. A vizsgalatokat 1,5 T klinikai MRI
késziilékkel Babos Magor (a Szegedi Tudoményegyetemen
mitkodé Euromedic Diagnostics Szeged Ltd. fizikusa)
inditotta el, ettdl kisebb és joval nagyobb magneses tereken a
relaxivitds méréseket pedig Banyai Istvan (Debreceni
Egyetem, Kolloid- és Kdornyezetkémia Tanszék) végezte
el.’? Késébbi méréseinket a klinikai MRI késziiléken Kaszas
Imre operadtor (DIAGNOSCAN Magyarorszdg Kft.)
segitette. Az azonos magneses magokat (~10 nm magnetit)
kiilonbozo karboxildlt védoréteggel fedett termékeinket
tesztelve megallapithatjuk, hogy a vastag, hidrofil,
polikarboxilat rétegek jelenléte miatt nagy r2 értékek
jellemzik a SPION termékeinket (3. tablazat).

3. Tablazat Karboxilalt SPION készitmények MRI kontrasztfokozo
hatasara jellemz6 r2 relaxivitas értékei klinikai késziilékben (GE Excite
HDxt, GE Medical Systems, Milwaukee, WI), konvencialis spin echo
képalkoto szekvenciat alkalmazva 10, 20, 30, 40, 60, 120, 180 and 240 ms
echo idokkel, 1.5 T magneses térben mérve.

Karboxilalt SPION minta | ; relaxivitds, mM's' | Cikk
CA@MNP 156 e
PGA@MNP 387 i
PAA@MNP 396 »
OA@MNP 437 =
PEG-OA@MNP 398 s
Resovist (dextran@MNP) 306 ¥

A daganatok monitorozasaban novelhet6 a SPION részecskék
MRI kontraszt hatékonysaga, ha tumor biomarker molekulakat
rogzitink kovalens kotésekkel a részecskékhez, amelyek a
tumorhoz iranyitjdk és ott felhalmozzak a magneses
részecskéket, igy a daganat allapotadban bekovetkezd
véltozasok az MR képeken kovethetdk.>® Ilyen molekulakat
még nem sikertilt rogziteni az altalunk szintetizalt karboxilalt
SPION részecskéken. Az Erlangeni Egyetemen Prof. Christoph
Alexiou SEON csoportjaval kooperalva viszont egy igen
érdekes  hatoanyagszallitast  valositottunk meg.  Egy
rekombinans szoveti plazminogén aktivatort (tPA, Actilyse®)
kapcsoltunk a PAM@MNP részecskék szabad -COOH
csoportjaihoz, amely ezaltal magnesesen iranyithatova,
szallithatova valt, ezzel 1ényegesen megnovelhetd az erekben
1év6 plakkok kozelében a tPA koncentracid, azaz a plakkok
feloldasanak hatékonysaga. A kovalensen kotott SPION-tPA
megdrizte aktivitasat, reaktivitasa és hossza tavu stabilitasa is
igen jo volt.** A rakgyogyaszatban kiterjedt kutatasok folynak
a bio- és kemoterapias hatéanyagok magneses célba juttatassal
val6o lokalizalt alkalmazasa, valamint ezek mas terapids
lehetdségekkel, pl. magneses hipertermiaval valdo kombinalt
terapiaja teriiletén a rakellenes szerek sulyos mellékhatasainak
csokkentése érdekében.®®

A SPION mag-h¢j rendszerek terapias alkalmazasai koziil a
magneses mag tulajdonsagaibol adédd  mdgneses
hipertermia a legigéretesebb. Magneses folyadékokat kiilsé
valtakozd magneses térbe helyezve a részecskék vagy csak
magneses momentumaik elfordulnak, relaxaciojuk (Brown
vagy Néel) hot termel.*14? SPION részecskéket szovetekbe
juttatva (pl. kozvetlen injektalassal vagy a tumort ellatd
artérian keresztiil) azok lokalisan felmelegithetok. Ennek
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mértékétdl és  idotartamatol  fliggben  bekdvetkezik
elsésorban a rakos sejtek nekrozisa, mivel ezek az
egészségesekhez viszonyitva fokozottan hdérzékenyek,
kevésbé viselik el a magasabb (>42 °C) homérsékletet. A
kiilonféle SPION mintak hétermeld képessége laboratériumi
mérésekkel tesztelhetd. A méréseket Szalay Istvan (Pannon
Egyetem, Fizikai Intézet) segitségével inditottuk el.
Példaként a 7. dbran bemutatok egy 110,7 kHz frekvencian,
kiilonb6zo erdsségli valtakozdé magneses térben mért
gorbesereget.

7 110.7 kHz
6 4 Magnetic field strength
(Ho), kKA/m
5 —19.59
(8] —16.39
L 11.46
[
< 3 —T7.28
—4.91

0 50 100 150 200 250 300
Time, s

7. Abra. Méagneses hipertermia kisérletek: P(PEGMA-co-AA)@MNPs
magneses folyadékok melegedési gorbéi 110,7 kHz frekvencian,
kiilonboz6 erésségli valtakozé magneses térben mérve.'”

Az abran lathato, hogy az adott (5 g/L) SPION tartalmu
magneses folyadék, ~110 kHz frekvencianal 5 perc alatt csak
17 kA/m-nél nagyobb magneses terek esetén éri el az in vivo
elvart minimum 5 °C emelkedést. Toményebb magneses
folyadékok melegedése intenzivebb, a magneses térerdsség
¢és a frekvencia novelésével hasonlo hatas érhetd el. Ez
utobbit azonban korlatozza elektromagneses hulldmok in
vivo alkalmazéasanak empirikus limitje (Brezovich kritérium:
térerd - frekvencia < 4.85 108 A/ms), amit altaldban nem
vesznek figyelembe a mintak laboratériumi tesztelésénél. Ez
utobbira nincs egységesen elfogadott mérési protokoll, igy a
kiilonféle laboratoriumokban, kulonféle miiszerekkel
meghatarozott adatok jelentds eltéréseket mutatnak.
Példaként sajat eredményeiket mutatjuk be: a melegedési
gorbék meredekségébdl szamolhaté SAR  (specific
absorption rate — fajlagos elnyelés) értek a P(PEGMA-
co-AA)@MNP) magneses folyadékra 50.3 W/g (323 kHz és
15.9 kA/m) a DM10 (nBnanoscale Biomagnetics, Zaragoza,
Spain), mig 17.44 W/g (329 kHz és 13.13 kA/m) a
magneTherm késziilékben mérve; a kiilonbség majdnem
haromszoros, joval meghaladja a térerék kiilonbségével
indokolhatdé mértéket. A  magneses hipertermiaval
foglalkozo6 RADIOMAG transzdiszciplinaris COST akcio
(COST TD1402, http://www.cost-radiomag.eu/) felismerte
ezt a problémat, egyik célja egy javaslat kidolgozasa a
magneses hipertermias mérések standardizalasara.

A SPION részecskék teranosztikai potencidljatoél az
alkalmazasig igen hosszl és rogos az Ut, nagyon sok draga in
vitro majd még dragabb in vivo vizsgalat elvégzésén
keresztiil vezet. Ezek értékeléséhez elengedhetetlen a
SPION termékek egységes fizikai-kémia karakterizalasa,
amitél ma még tavol allunk. A nanorészecskék tesztelési és
jellemzési  eljardsainak  szabvanyositdsa,  valamint
fizikai-kémiai tulajdonsagaik részletes elemezése és
atlathatova tétele csokkentené a kiilonbozo laboratoriumok
kutatasi eredményei kozotti eltéréseket, ami napjainkban a
nanotoxikoldgia egyik legnagyobb kihivasa.’®

4. Osszefoglalas

Az elmult két évtizedben a szuperparamagneses vas-oxid
nanorészecskék (SPIONs) terdpias ¢és diagnosztikai
(teranosztikai) célu fejlesztése nagy eldrelépést mutatott. A
mag-héj termékekben a magneses mag MRI kontraszt
agensként, magneses hipertermidban héforrasként miikodik,
alkalmas magneses hatdanyag szallitdsra, a polimer
védoréteggel pedig elérhet a biokompatibilitas, novelhet6 a
keringésben toltott id6 €s lehetévé valik funkcionalizacid
bio- és kemoterapias, valamint célzé6 molekulakkal. A Vizes
Kolloidok Kutatocsoportban nemzetkozi egytittmiikodéssel
tobb mint egy évtizeden at dolgoztunk a SPIONs
teranosztikai célu fejlesztésén. Sikeresen szintetizaltunk
SPIO nanorészecskéket, majd biokompatibilis
polikarboxilat ~ védoréteggel  stabilizaltuk  (mag-héj
nanoszerkezet). Széles pH-tartomanyban stabilis, megndvelt
sotlir6  képességli, ujszerii magneses folyadékokat
fejlesztettiink ki, amelyek nem aggregalddnak fiziologias
koriilmények kozott, igy nem okoznak elzarodast a
véredényekben pl. intravénas alkalmazas esetén. A SPION
készitményeink toxicitasat, hemokompatibilitasat, MRI
kontrasztfokoz6 ¢és hipertermias hatasukat hazai és
nemzetk6zi  egylittmikodésben  teszteltik.  Néhany
készitménylink MRI kontrasztfokozé hatdsa kimagaslo, a
polikarboxilalt —védoréteg reaktiv  csoportjai  pedig
alkalmasak biologiailag aktiv molekuldk és kemoterapias
hatéanyagok kapcsolasara.

Koszonetnyilvanitas

A kozleményben emlitett hazai és kiilfoldi partnereink
(Babos Magor, Farkas Katalin, Foldesi Imre, Ivan Béla,
Szalay Istvan, Zrinyi Miklos, Zupkoé Istvan és Christoph
Alexiou, Rodica Turcu, Ladislau Vékas) kozremiikodése, az
OTKA anyagi (A7 69109, NK 84014) és a RADIOMAG
COST Action (TD1402) szellemi tamogatasa nélkiil
eredményeink nem valésulhattak volna meg.
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Superparamagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) for theranostic purposes

The development of superparamagnetic iron-oxide
nanoparticles (SPIONs) for therapeutic and diagnostic
(theranostic) use has shown great progress over the past two
decades. In the core-shell products, the magnetic core acts as
an MRI contrast agent, heat source for magnetic
hyperthermia, suitable for magnetic drug delivery, and the
polymeric protective shell achieves biocompatibility,
increases circulation time and allows for functionalization
with bio- and chemotherapeutic and targeting moieties. The
Aqueous Colloids Research Group with international
cooperation has been working for more than a decade to
develop SPION products for biomedical use. SPIO
nanoparticles were successfully synthesized and stabilized
with a biocompatible polycarboxylate protective layer
(core-shell nanostructure). We have developed novel
magnetic fluids stabilized in a wide range of pH that cannot
aggregate under physiological conditions and so will not
cause blockage in blood vessels in case of e.g., intravenous
administration. The toxicity, hemocompatibility, MRI
contrast and hyperthermic effects of our SPION products
were tested in domestic and international cooperation. Some
of our products have noteworthy MRI contrast enhancing
effect, and the reactive groups in their polycarboxylate
protective shell are suitable for grafting biologically active
molecules and chemotherapeutic agents.

In the point 2.1, the size-dependent synthesis of magnetic
iron oxide particles in the nanosize range is shown. Fig. 1.
Identification of the crystal structure of synthetic magnetite
nanoparticles (XRD pattern — top left side), characterization
of size and morphology (TEM image — top right side),
magnetic (magnetization curve — bottom left side), and
pH-dependent surface charge density (net proton surface
excess as a function of pH — bottom right side).?® The
magnetization curves were measured in the laboratory of L.
Vekas (Magnetic Fluid Laboratory, Romanian Academy —
Timisoara, Romania).

The point 2.2 describes the post-coating of super-
paramagnetic iron oxide nanoparticles (SPIONs) by
polycarboxylates. Fig. 2. Adsorption of polyacids on
magnetite.'*!” (The amount of the macromolecular
polyacids is related to the moles of acidic groups. The lines
are drawn to guide the eyes.) Table 1. The sift of the IR bands
of COOH groups due to the adsorption of polyacids on
magnetite (pH~6.5, 1 =0.01 M),!5-16:30

In the point 2.3, we show the physicochemical and colloidal
characterization of polycarboxylated SPIONs. Fig. 3.

pH-dependent electrokinetic potential (left side) and
colloidal stability (right side) of the SPION dispersions
containing different amounts of chondroitin-sulfate (CSA) at
10 mM NaCl after standing for 24 h. Pictures were taken a
day after the pH setting between 3 and 10.2° The moles of
added CSA dimers are related to 1 g magnetite. In the vials,
the well-stabilized magnetite particles are homogeneously
dispersed, do not settle down (dark liquid), while the
aggregated particles are deposited (transparent liquid and
thin black sediment) during 1 day. Fig. 4. Colloidal stability:
the logarithm of stability ratio (log W) is plotted as a function
of the logarithm of salt concentration (log cyuc) for
magnetite sols in the absence of polyacids (open symbols)
and in the presence of PAA and PAM (0.6, 1.12 and 0.6; 0.9,
1.18 mmol COOH/g magnetite, respectively) (filled
symbols) measured at pH ~ 6.5.15 Table 2 summarizes the
CCC values for naked and polycarboxylated magnetite sols
at pH ~ 6.5, determined by coagulation kinetics.

In the point 2.4, biocompatibility of polycarboxylated
SPION products is described. Fig. 5. Prussian blue staining
of He-La cell culture. The cells were further cultured in the
presence of MNPs at 10 (P(PEGMA-AA)@MNP) and
14.7 mg/L (CA@MNP) concentrations, the latter used as a
positive stain reference. The dark dots in the control and
P(PEGMA)@MNP containing cell cultures are the residuals
of not fully dissolved Prussian blue crystals.!” Fig. 6.
Pictures of  blood smears prepared from
EDTA-anticoagulated blood with well-stabilized (left side)
and badly stabilized (right side) SPION products. The
aggregated SPIONs can be easily identified as brown spots
on the original picture and attached to a monocyte (inset on
the right side). (Staining: May-Griinwald-Giemsa method by
automated slide preparation system (Sysmex SP4000i);
analysis: CellaVisionTM DM96.)"°

In the point 3, the theranostic prospects are explained.
Table 3. The r2 relaxivities of SPION products with different
surface coatings determined at 1.5 T and 20 °C. A
conventional spin echo sequence with 10, 20, 30, 40, 60,
120, 180 and 240 ms echo time was used in a clinical
apparatus (GE Excite HDxt, GE Medical Systems,
Milwaukee, WI). Fig. 7. Magnetic hyperthermia
experiments: heating curves of P(PEGMA-co-AA)@MNP
magnetic fluids measured at 110.7 kHz frequency, in
different AC magnetic fields.!”
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