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1. Bevezetés, célKitiizés

Napjainkban fokozatosan novekszik az érdeklodés a magneses folyadékok irant a
gyakorlati felhasznélas szdmos teriiletén. Ennek oka az ilyen rendszerek azon kiilonleges
tulajdonsagéban rejlik, miszerint a folyadékban szétoszlatott méagneses nanorészecskék a
folyadékkal egylitt mozdulnak el kiils6 magneses tér hatasara, igy azzal manipulalhatdoak.

Vizes kozegli magneses folyadékok felhasznalasat elsdsorban a diagnosztizalasban
¢s a gyogyitasban tervezik. Az orvos-biologiai alkalmazast tekintve fontos, hogy a
szuperparamagneses részecske ne legyen toxikus, kémiailag stabil maradjon az alkalmazas
soran, valamint hogy egységes méretli és jol szétoszlatott legyen a kivant kdzegben. A
kutatasok 6 célja olyan méretszabalyozott részecskék eldallitasa, amelyek biokompatibilis
boritassal rendelkeznek. A szuperparamagneses vas-oxid nanorészecskék (pl. magnetit,
maghemit) hasznalata egyre szélesebb korli. Diagnosztikai vagy terapids célu alkalmazdsok
ismertek, pl. tumorok magneses hipertemidja, biokomponensek (oligonukleotidok, sejtek,
stb.) magneses szeparacidja a nanorészecskékhez kapcsolt felismerd molekulak
segitségével, biokémiai agensek (festékek, hatdoanyagok) magneses tér segitségével vald
célba juttatdisa ¢és a magneses folyadékok magneses magrezonancia (MRI)
kontrasztanyagként valo alkalmazasa. Ez utobbi esetben a vizes MF-k a jelenleg hasznalt
gadolinium-komplexet helyettesitenék. Eltéré érzékenységilk mellett elényds a
szervezetbarat 0sszetételiik, valamint az, hogy a kontrasztot ad6 nanorészecskék méretiiktol
fliggben mas és mas szovetben halmozodhatnak fel. A magneses részecskék képesek
melegiteni a kornyezetiiket valtakozd magneses tér hatdsdra. A mezd frekvencidjanak
koriiltekintd megvalasztasaval elérhetd, hogy domindnsan a nanorészecskéket gerjessziik,
¢s a szervezetben jelen 1évé magneses tulajdonsagokkal rendelkez6 hemoglobint tartalmazé
vorosvértesteket ne érje karosodas. A hipertermia a tumorterdpia egy biztatd modja,
rutinszerli alkalmazasa el6tt tobb technikai probléma var megoldasra. Ezek egyike a
sziikséges hdmennyiség lokalis és szelektiv megjelenése, ami megoldhatd célzottan bevitt
magneses részecskékkel.

Az €16 rendszerek vizes kozegliek, az életfolyamatok megfelelé pH-n (a vér pH-ja
~7,4) és elektrolit Osszetételnél, fiziologids koriilmények kozott mennek végbe. A vizes
magneses folyadékok kolloid stabilitdsa viszont a sztérikus taszitd és a magneses vonzo
kolcsonhatasok mellett fiigg a toltéshordozo részecskék kozotti elektrosztatikai taszitastol,
amelyet befolyasol az elektrolit koncentracio, a pH, a jelenlévé specifikus ionok
adszorpcidja.

Disszertaciom {6 célja az volt, hogy olyan magneses folyadékot allitsak eld, mely

citromsav (CA), poliakrilsav (PAA) és natrium-oleat (NaOA) molekuldkkal boritott
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magnetit nanorészecskéket tartalmaz, ¢és kolloid stabilitdsit megdrizze fiziologias
koriilmények kozott.

Munkam folyaman kerestem a valaszt az oxigén jelenlétében végbemend
valtozésokra a magnetit nanorészecskék szintézise soran. Terveztem a magnetit maghemit
atalakulds vizsgélatat, illetve hatdsdnak elemzését a nanorészecskék magneses
tulajdonsagaiban bekovetkezd valtozasokra.

Célom volt a magneses részecskék szisztematikus feliiletmodositasa 3 kiilonbozo,
de egységesen karboxil csoportot tartalmazd stabilizatorral, az ismert komplexképzd
citromsavval (CA), a makromolekulas poliakrilsavval (PAA), és a feliiletaktiv, amfifil
molekulaji Na-oleattal (NaOA). Igy vizsgalhattam a magnetit részecskék feliileti helyeivel
(=FeOH) elsédlegesen hasonld kémia kolcsonhatasba 1épd karboxil vegyiiletek
adszorpcidja altal létrejott elektrosztatikus, sztérikus, illetve a kombinalt elektrosztérikus
stabilizalasok kozti kiilonbséget. Dinamikus fényszorads és elektroforetikus mobilitas
mérésekkel terveztem vizsgalni a magnetiten megkotddd CA, PAA és NaOA
feliileti toltésallapotuk megvaltozasra.

Célul tliztem ki a stabilizalt magneses folyadékok eldallitasat és egy korrekt
koaguléalads kinetikai metodika kidolgozéasat, mellyel egyértelmiien megjosolhaté a
magneses nanorészecskék aggregacidja fizioldgias koriilmények kézott.

Terveztem az eldallitott magneses folyadékok tesztelését human adenokarcinoma
(HeLa) sejtvonalon, a citotoxikus és antiproliferativ hatasuk meghatarozasa céljabol.

A diagnosztikaban jelentds szerepet betoltd MRI késziilék (1,5 T) alkalmazésaval
terveztem vizsgalni a kiilonféle hidrofilitdsi magneses nanorészecskéknek a protonok
relaxécios sebességére gyakorolt hatdsat, 6sszehasonlitva a jelenleg alkalmazott kontraszt
anyaggokkal, a Gd tartalmu kelattal és a vas-oxid alapt Resovist-tal. Emellett ugyanezen
mintak térerésség fiiggd kontrasztképz hatasat is terveztem vizsgalni H'-NMR (magneses
magrezonancia spektroszkopia) késziilékeken (0,47 és 9,4 T).

Végiil célom volt a kiilonféle boritassal stabilizalt magneses nanorészecskék
hétermelését mérni valtakozé magneses térben egy hazilag Osszeallitott hipertermias

késziilékkel.

2. Kisérleti anyagok és modszerek
A magnetit nanorészecskéket lugos hidrolizissel allitottam eld, a keletkezett
szuszpenziot rontgen diffrakcios (XRD) vizsgalatok segitségével azonositottam,

részecskeméretét ¢és eloszlasat transzmisszids elektronmikroszképos (TEM) felvételek,
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dinamikus fényszoras méréssel (DLS) hatdroztam meg, illetve magneses tulajdonsagait és
maghemitté alakuldsat Mossbauer spektroszkdpiaval, vibracios magnetométerrel (VSM) és
gyengitett totalreflexids Fourier transzformacids infravords spektroszkopiaval (ATR-FTIR)
jellemeztem. A DLS, VSM ¢és ATR-FTIR modszereket a mar stabilizalt, feliilletmodositott
mintak jellemzése soran is alkalmaztam.

A magnetit nanorészecskéken adszorbedlt citromsav (CA), poliakrilsav (PAA),
illetve natrium-oleat (NaOA) mennyiségét adszorpcids sorozatok segitségével hataroztam
meg. Az adszorpcids sorozatok tagjait a 0,001 mol/L-s HCI oldattal szemben dializalt
magnetit szuszpenziokbol készitettem, CA, PAA vagy NaOA feliletmodosito
hozzaadasaval, valamint 0,1 vagy 1 M-os NaOH, HCI oldatokat hasznalva. Az egyensulyi
koncentraci6 meghatarozasat pH~6 mellett 0,01 mol/L NaCl jelenlétében egy napi allas
utdn centrifugalassal elvalasztott feliiluszokbol torténd spektrofotometrids analizissel
végeztem. A CA esetén a fotometrids mérésekhez enzimes Boehringer Mannheim reakciot
haszndltam. A magnetit nanorészecskék feliiletérdl a vas ionok kioldodéasat az egyensulyi
mérésével jellemeztem.

A magneses részecskék pH fliggd toltésallapotat a stabilizatorok nélkiil, valamint
azokat novekvOé mennyiségben tartalmaz6 hig szuszpenziok esetében is meghataroztam
elektroforetikus mobilitds mérésekkel (NanoZS, Malvern). Ezzel parhuzamosan mértem a
(DLS) segitségével.

Koagulalas kinetikai méréseket végeztem az MF-k sotlirésének kolloid stabilitds
elmélet szerinti korrekt mindsitésére a kiilonféle stabilizalt illetve a csupasz magnetitet
tartalmazd szuszpenziok esetén.

A Dbiokompatibilitdsi, citotoxicitdsi ¢€s antiproliferativ vizsgalatokat HeLa
méhnyakrdk sejtvonalon végeztem el, ¢és MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide) teszt segitségével értékeltem ki.

A stabilizalt magneses nanorészecskék kontrasztképzd hatdsat klinikai MRI (1,5 T;
GE Excite HD) késziiléken, illetve 20 MHz (0,47 T; Bruker MiniSpec Mq) és 400 MHz-es
(9,4 T; Bruker DRX400) H-NMR késziiléken mért T1 és T2 relaxacios eredményekbdl
hataroztam meg. A relaxacids sebességekbdl szamitott rl és r2 relaxivitas értékekkel
jellemeztem az eldallitott magnetit szuszpenziokat.

A hipertermias effektust egy hézilag dsszeallitott valtakozd magneses teret gerjesztd
tekercsbe mértem, detektalva az eldallitott magneses folyadékok altal fejlesztett hdt és

jellemeztem az adott magnetit szuszpenzidkat a specifikus abszorpcié mértékének (SAR)
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kiszdmoléasaval. A késziilék részei: oszcilloszkop (CS-4128), generator (TR-0458), erdsitd
(Philips, PM5175), tekercs ¢és digitalis héméré (GTH 175/MOP).

Kisérleti munkdm soran Fluka és Sigma-Aldrich gyartmanyu, analitikai tisztasagu
vegyszereket hasznaltam. A méréseket szobahOmérsékleten (25 + 1°C) és légkori

nyomason végeztem el.

3. Uj tudomanyos eredmények osszefoglalisa a tézispontokban
T1. Szintetikus magnetit nanorészecskék Mossbauer spektroszkopiai vizsgalata

A szintetizalt magnetit nanorészecskék liofilizalt és nitrogén atmoszféraban tarolt
mintainak Mossbauer spektroszkopiai mérései alapjan megallapitottam, hogy levegd
kizardsa mellett eldallithatok 4-12 nm méretli magnetit nanorészecskék, amelyeket
azonositottam és igazoltam, hogy atalakuldsuk maghemitté levegd jelenlétében igen rovid

1d6 alatt megkezdddik.
T2. Kiilonféle karboxil vegyiiletek adszorpcioja magnetit nanorészecskeken

A citromsav adszorpciojat vizsgalva megallapitottam, hogy az adszorpcios izoterma
nagy affinitasu (Giles osztalyozasa szerint H-tipust); a citrat 1 vagy 2 karboxil csoportjan
keresztiill kotodik a feliileti =FeOH helyekre, viz hidon keresztiil, kiilsé szféras
komplexképzddéssel. A nagy affinitdssal kotott citrat fajlagos adszorbeédlt mennyisége
CA adszorpcié adodhat egyrészt a kioldodo feliileti Fe-ionok miatt az ujabb kotések
létrehozasara  alkalmas helyek felszabadulasabol, masrészt a citrat  feliileti
oligomerizacidjabol. Az eldbbit alatdmasztja a feliiliszok sargas elszinezddése és a CA
koncentracioval ~0,45 mmol/L koncentracioig névekvd vastartalma, tovabba a tény, hogy a
a részecskeméret csokkenését mutatja. Az oligomerizacidt bizonyitjdk az ATR-FTIR
spektrumon 1734 cm™-nél és 837 cm™'-nél megjelend csucsok, ami a citrat OH csoportjain
keresztiil torténd kotések kialakuldsara utalnak.

A PAA adszorpci6és izotermdja Langmuir tipusu, a telitést az akrilsav
monomeregységekre vonatkoztatva ~0,35 mmol/g-nal érte el az izoterma. A poliakrilsav
karboxil csoportjai kemiszorpcioval kotddnek meg a magnetit feliiletén, a magnetit feliileti
OH csoport kicserélddésével (belsé szféras komplexképzddés ligandumcserével), melyet az
ATR-FTIR spektrumokon az Fe-OH cstcsok (3695 cm™) eltiinése mutat. A PAA karboxil
csoportjainak csak egy része kotddik meg a felilleten, a lanc tobbi része sztérikus

védoréteget biztosit a nanorészecskéknek. A magnetizacios gorbék telitési értékének
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csOkkenése a novekvd mennyiségli poliakrilsav jelenlétében a magneses mag méretének
csokkenését mutatja, mely feltételezhetéen vas kioldodasaval van Osszefliggésben,
hasonldan a citrattal stabilizalt rendszerekhez.

Az irodalomban kdzismert, hogy vizes rendszerekben az amfifil Na-oleat (NaOA)
kettosrétegben adszorbedlodva stabilizal. Megallapitottam, hogy az elsé lépcsdben (~1
mmol/g adszorbealt mennyiségig) az oleat karboxilat csoportjan  keresztiil
kemiszorbeélodik a feliileten, ezzel hidrofobizalva a magnetit részecskéket, majd a masodik
réteg (~2 mmol/g) hidrofoéb kodlcsonhatasokon keresztiil adszorbealodik. Az elsd réteg
kemiszorpcidjat aldtdmasztja az ATR-FTIR spektrumokon a feliileti Fe-OH csoportokra
jellemzé csucsok eltiinése 3965 cm™-nél hasonléan a PAA adszorpci6janal tapasztaltakhoz,
az amfifil molekuldk kettosrétegének felépiilést pedig bizonyitja az izoterman megjelend
két 1épcso.

crer

Az elektroforetikus mobilitds mérések bizonyitottak, hogy a fiziologids pH érték
mellett (pH=6-9) a citrat, a poliakrilat és a Na-oleat adszorpcidja a magnetit részecskék
feliiletén nagymértékben megvaltoztatja azok tdltésallapotat gy, hogy nagy negativ
tobblettoltés hordozoiva valnak a nanorészecskék, amit a CA, PAA és NaOA altal burkolt
részecskék esetén rendre mért -2; -3.3 és -4,5 10° m?/Vs mobilitas értékek bizonyitanak. A
pH~6 mellett pozitiv toltésti vas-oxid részecskék attoltddéséhez sziikséges hozzaadott anion
mennyiségek (CA ~0,15 mmol/g; PAA ~0,3 mmol/g; NaOA ~0,75 mmol/g) jo egyezést
mutattak mindhérom esetben a korabbi adszorpcios eredményekkel: a citrat esetében a nagy
affinitasi szakasz hatdraval (~0,13 mmol CA/g), a PAA adszorpcids izoterma telitési
értékével (~0,35 mmol PAA/g) és a Na-oleat izoterma elsé 1épcsdjének megjelenésével (~1
mmol NaOA/g). A részecskék hidrodinamikai atmérdjének a stabilizdtorok hatasara
bekovetkezd valtozasdit nyomon kovetve megfigyeltem, hogy mindharom vegyiilettel
elérhetd részecskeméretek pH-fiiggetlensége a pH 5 és 10 kozotti tartomdnydban. Mig
citrat és oleat alkalmazéasaval a kiinduldsi magnetit nanorészecskék hidrodinamikai mérete
a stabilizalds utdn nem valtozott, addig a poliakrilsavval burkolt magnetit részecskék
atlagos mérete a duplajara nétt, a polielektrolitok adszorpcidjanal altalaban kialakul6 vastag

hatarfeliileti réteg miatt.
T4. A magneses folyadékok sotiirése

A magnetit nanorészecskék sotiirésének kolloid stabilitas elmélet szerinti korrekt

mindsitése ¢és fiziologids koriilmények kozott (pH~7; 0,15 mol/L NaCl) varhato



crer

aggregaciojanak becslése céljabol végzett koaguldlds kinetikai mérések alapjan
megallapitottam:

- hogy az adszorbealt citromsav kis molekula révén nem képes elegendbéen nagy tavolsagot
tartani a magneses nanorészecskék kozott, csak elektrosztatikusan stabilizdlja a
jelenlétében aggregalodnak;

- tovabba, hogy a magneses folyadék a magnetit nanorészecskék feliiletén 1évo kettds oleat
réteg hatdsara viszont igen nagy (0,2-0,25 mol/L) s6 koncentracidkig képes megdrizni
stabilitasat;

- valamint a poliakrilsav adszorpciojat kovetéen a kiépiilt vastag és nagy negativ
toltésfelesleggel rendelkezd védoréteg hatdsara a kombindlt elektrosztatikus és sztérikus
stabilizalds nagymértékii sotlirést tesz lehetévé (0,3 mol/L).

Megallapitottam, hogy a mégneses folyadékok irodalméaban eddig nem alkalmazott
kolloid stabilitds mindsitési modszerrel jellemezhetd a vizes magneses folyadékok
elektrolitokkal szembeni viselkedése, és arra kovetkeztettem, hogy megbecsiilheté a
felhasznaland6 magneses folyadékok részecskéinek az in vitro koriilmények kozott

lejatszodo aggregaciodja.

TS. in vitro vizsgalatok HeLa sejtekkel

A méhnyakrak sejtvonalon végzett kisérletek bizonyitottak, hogy a vizsgalt
(citromsavval, poliakrilsavval és kettds Na-oleattal stabilizalt) magneses folyadékok egyike
sem rendelkezik citotoxikus vagy antiproliferativ hatassal, igy elmondhat6, hogy az
eléallitott magneses folyadékok biokompatibilisek. A CA-val boritott részecskék esetén
mikroméretli aggregatumokat azonositottunk a sejtek belsejében, a citoplazmatikus
régioban. Ez az eredmény megegyezik a korabbi koaguldlds kinetikai kisérletek
tapasztalataival, miszerint a higitott rendszerek esetén a citromsavval stabilizalt magneses
nanorészecskék fiziologias koriilmények kozott aggregalddnak. PAA védoréteggel és a
NaOA kettosréteggel stabilizalt magneses folyadékkal elvégzett tesztekben azonban a

sejtek belsejében ilyen mikroméretli aggregatumok képzddését nem tapasztaltunk.

T6. A kiilonféle hidrofil réteggel burkolt szuperparamagneses magnetit nanorészecskék

proton relaxivitdast csokkent6 hatasanak tesztelése MRI diagnosztikai céllal

A TI1 ¢és T2 relaxaciokbol MRI késziilékben (1,5 T) meghatarozott relaxivitas

értékek (r1= 8,9 mM's” és r2= 429,5 mM's™) alapjan a csupasz magnetit nanorészecskék
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proton relaxivitast csokkentd hatdsa kimagaslo. A citrattal, poliakrilattal és Na-oleattal
stabilizalt mintakban lényegesen kisebb (CA: 3,5 mM's™'; PAA: 3,9 mM's™ és NaOA: 1,1
mM's™) rl értékeket hatiroztam meg, hasonldan az 12 értékekhez (CA: 1557 mM's™;
PAA: 2324 mM'ls'l; NaOA: 240,2 mM'ls'l). A hidrofil toltéshordozo védoburokkal
feliiletmodositott szuperparaméagneses magnetit nanorészecskéket tartalmazod szuszpenzidok
relaxivitas értékeit Osszehasonlitva a jelenleg kontrasztanyagként hasznalt Gd-komplexszel
(r1=4,7 mM's™; r2=5,3 mM's™"), megéllapitottam, hogy azok r2 értékei joval feliilmiiljak,
az rl értékei viszont csak kismértékben térnek el a Gd-komplex adataitol.

A novekvd madagneses térerdsségeknél (0,47; 1,5 és 9.4 T) mért T1 ¢és T2
relaxéaciokbol a magnetit szuszpenzidra szamolt rl1 értékek rendre csokkennek (27,8 ; 8,9 és
0,5 mM's™), akarcsak a stabilizalt részecskéket tartalmazo magneses folyadékok esetében
(CA: 15,7;3,5¢s 0.8 mM™'s™; PAA: 17,7; 3,9 és 0,5 mM's™; NaOA: 4,5; 1,1 és 0,2 mM's”
Y. Ugyanolyan térerésségeknél meghatirozva, az 12 értékek azonban maximum gorbe
szerint valtoznak a térerdsség novekedésével a csupasz magnetit esetén (297,9; 429,5 és
301,8 mM™'s™) éppugy, mint a stabilizalt magneses folyadékoknal (CA: 143,9; 155,7 és
95,8 mM's™; PAA: 186,5; 232,4 és 154 mM's; NaOA: 176,4; 240,2 és 138,9 mM's™).

T7. A magneses hipertermias vizsgalatok

A véltakoz6 magneses tér hipertermias hatdsdnak mérésére Osszeallitott
berendezésben végzett kisérletek alapjan megallapithatd, hogy a magneses folyadékok
magnetit tartalmanak ndvekedésével a hd termelés intenzivebb lesz (0,1-1 g magnetit/10
mL koncentracié mellett 2,1 - 10 W/g Fe). A csupasz magnetit részecskék szuszpenzidihoz
képest (0,5 g magnetit/10 mL koncentraciok esetén 2,1 - 3,3 W/g Fe) a stabilizalt
mintakban (2,5 - 3,5 W/g Fe) a védorétegek jelenléte 1ényegesen nem befolyasolja a
héfelszabadulast. A termelddott hd mennyisége minden esetben kisebb volt (2,1-10 W/g
Fe), mint az irodalomban kozolt adatok (~10-200 W/g Fe).

Gyakorlati hasznositas lehetéségei

A szintetizdlt magnetit nanorészecskéket kiilonbozé karboxilcsoportokkal
rendelkezd molekuldk védorétegével stabilizaltuk. A fiziologids koriilmények kozott stabil
magneses folyadékok biokompatibilitasat bioldgiai tesztekkel bizonyitottam. Ezek a
magneses folyadékok kontrasztképzd hatasuk révén alkalmazhatova valhatnak a klinikai
MRI diagnosztizalasa, illetve terapids felhasznalasra hipertermids kezelések sordn. Az

elvégzett kisérletek alapjan tehdt elmondhatd, hogy sikeresen Aallitottunk eld olyan



magneses folyadékokat, melyek mind diagnosztikai, mind terdpias célra felhasznalhatdéak

lehetnek, azaz teranosztikara alkalmas anyagok lehetnek.
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Group Kft., akkreditalt tanfolyam, Budapest, 2008. februar 28.

13



