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Bevezetes

Kutatomunkamat olyan interdiszciplinaris tudomanyteten kivantam végezni, ahol a
kémiai elméleti tudasomat és gyakorlati tapaszialat olyan rendszerek édllitasahoz
hasznalhatom, amelyek nagy érdeldsre szadmot tartdé orvosbioldgiai felhasznalasizeak
meg. Ezen alapelvek figyelembe vételével a kutatdf@m témaja 6tvozi a napjainkban
intenziven fejpdé nanotechnoldgia és képalkotd diagnosztika elj@irééa a biopolimerek
orvosbiologiai alkalmazasanak, az MR-kontrasztaokagfejlesztésének, valamint a
nanotechnoldgiai kutatasoknak a metszetében all.

Napjainkban noveky érdekbdés o©vezi a biokompatibilis, biodegradabilis
makromolekuldk egyre szélesebb koorvosbiologiai alkalmazasi leléstegeit. Ezen
makromolekuldk specialis tulajdonsagait alapul yéwee biopolimer alapu fejlesztések
megcélozzak a szovetregeneracio, implantacid, hgé@phordozok és mas rendszerek
Ujszefi megvilagitasat és bioldgiai felhasznalasi l16bégeit. Ezen kiemelt orvosbiolégiai
felhasznalasi terlletek egyike a kontrasztanyage#en bellil az MR-kontrasztanyagok
fejlesztése.

Az utobbi évtizedekben, a tudomany és a technikbsdésével néveky igény
jelentkezik a diagnosztikai eljardsok irant. Kiemfdntossaguva valt a betegségek korai
felismerése. Ezt segitehid hatékony, esetenként tumorspecifikus kontraszggwkya
alkalmazasa valik sziikségessé a pontos diagnoAkitésahoz. Ezen igények olyan T1,
illetve T2 MR-kontrasztanyagok fejlesztését tesghiikségesse, amelyek novelik az MRI
érzékenységét, & kontrasztot biztositanak a megfigyelt anatoméeidellenességeknél,
szervi elvéltozasoknal, ezéltal jobb detektalhajésé&ve lehéive.

A kontrasztanyagok fejlesztése soran is alkalmakhatnanotechnologiai vivmanyok.
A nano-mérdt anyagok meretikih adodoan specialis tulajdonsagokkal rendelkeznek,
melyek ebnyosen kiaknazhatok bizonyos felhasznalasi terkdete Kivald hordozok
lehetnek, térfogatukhoz képest nagy a fellletik, adkalmasak szamos hatdéanyag
megkotésere, szallitdsara, kibocsatasara.

Az elvarasok eés leh&tégek szem éft tartasaval kutatbmunkam soran olyan
biopolimer alapu nanorendszerekalitasat tiztem ki célul, amelyek tumorspecifikus MR-
kontrasztanyagként alkalmazhatok. A felhaszndlt pdlimerek kedveZ bioldgiai
tulajdonsagokat kolcsonoéznek azalitott nanorendszereknek, melyek mint nanohorkozoé
alkalmasak paramagneses, illetve szuperparamagndigendumok tumorspeficikus

széallitdsara.



Irodalmi attekintés

Biopolimerek

Jelen dolgozat kutatasi témaja altal leginkabb téttintudomanyteriletek 8k
ertelmezését alapul véve, biopolimernek tekirdthetzok a makromolekulak, amelyekeb él
szervezetek allitanaké&lés biodegradabilis tulajdonsaggal rendelkeznek.

Ezen kovetelményeknek megfelel a kitozan (CH), gmledeéaris poliszacharid, a
természetben nagy mennyiségbefiartuld kitin dezacilezett szarmazéka.

Biologiai szempontbol a CH szamos émyos tulajdonsaggal rendelkezik:
biokompatibilis, biodegradabilis, nem toxikus, mdd biopolimer, gombadl és
antibakterialis tulajdonsagu.

A biopolimer s#k értelmi definicidjanak szintén megfelel a poli-gamma-ghitzsav
(PGA), amely egy kulénleges anionos polipeptid, lgptey-amid koétéssel kapcsolodo D- és
L-glutaminsav egységek épitenek fel. A PGA vizben pldédd, biokompatibilis,
biodegradabilis, nem toxikus biopolimer. A PGA-tknaiorganizmusok termelik, bakterialis

fermentacidéval lehet &éllitani.

Biopolimer alapt nanorendszerek

A biopolimert (is) tartalmazé nanorendszerek, néspecskéek fejlesztésének és
kutatasanak szamos aga kulonboztéthetg. A biopolimer szerepe szerint ezen rendszereke
két nagy csoportba sorolhatjuk: (i) a biopolim@rhlakitjuk ki magat a nanorészecskét és
mellette mas polimerek/biopolimerek/egyéb anyagak részt vehetnek a rendszer
kialakitdsaban, illetve (ii) szervetlen nanoréskedsertl eballitasra (elésorban féem, fém-
oxid, vagy szén) és ezen nanorészecskék burkadésmik a biopolimerrel. Mindkét tipusu
nanorendszer fejlesztését nagy kutatoi éfitidd dvezi.

A szakirodalomban egyre ndvekvszamban jelennek meg az orvosbiologiai és
gyogyszertudomanyi felhasznalas céljara fejlesztigtin biopolimer alapl nanorendszerek,
amelyek biokompatibilisek, biodegradabilisek és abilasak valamely specialis
felhasznalasra, mint pl. hatéanyagok szallitaséara.

A CH és a PGA vizes kdzegben oldhato, reaktiv fioskecsoportokkal rendelkéz
biopolimerek. Megfeld korulmények kozott polielektrolitként viselkedheky melynek
kovetkeztében a két makromolekulabdl, ion-ion kihdsatassal kolloid rendszerek, pl.
részecskék, filmek, gélek, kompozitok keletkezhletne

A tudomany & irdnyvonalainak fefildésével és valtozdsdval a CH és a PGA
onrende#désével kialakithatd részecskék, éstyban nanorészecskék fejlesztését ovezi
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kitiintetett figyelem. A szakirodalomban szamos ddexdé CH/PGA nanorészecske
eloallitasarél és vizsgalatardl publikalnak, melyelssdlegesen hatéanyagok szallitasara
kerliltek kifejlesztésre. Szamos kozlemény szamol ezen nanorendszerekkel todén

génszallitasrol, kontrasztanyag-szallitasrol, vathegyéb hatdéanyagok szallitasarol.

Targetalt nanorendszerek

Az utébbi években egyre novekvudomanyos érdebtlés és kutatdi aktivitas 6vezi a
nanorendszerek kontrasztanyagként tdrtéalkalmazasanak leketegeit az orvosi
képalkotasban.

A nanorendszerek orvosi képalkotasban td@rtatkalmazasa lehé&téget teremt arra,
hogy javitsuk a felvételek diagnosztikus biztonsa@&ekenységét, kombinaljuk a kitlonboz
képalkot6 moddszereket, és ezaltabselitsilk a korai tumordiagnosztikdt és a hatékony
tumorterapiat.

A nanorendszerek alkalmazasa mellett egyre nagygyelem iranyul a kilonbdz
hatbanyagok, kontrasztanyagok ceélzott szallitas&zamos kutatas iranyul hatékony,
célzottan szallit6 rendszerek fejlesztésére, valamiazok alkalmazasara az
orvostudomanyban.

A hatékony tumortargetalas megvalositasa terémh eéédmenyek azt bizonyitjak, hogy
a hordozo alaprendszerhez iranyitd, célzoligandaptsolasaval megvalésithatd a megéelel
tumortargetalas. A célzo, specifikus ligandum réwermordozd rendszer hozzakdik a
tumorsejtek felszinén taladlhatd megfélaleceptorokhoz, megvaldsitva ezéltal a hivatott
célbajuttatast.

Kontrasztanyagok

A radiolégiaban a kontraszt a kép legvilagosablegsttétebb pontja k6zotti vilagossag
kulonbség. A kontraszt teszi letheé a vizsgald szamara az elvaltozasok felismerését.
kulonbo® képalkotd eljardsok soran gyakran sziikségess& eakn kontraszt ésitése,
amelyet Un. kontrasztanyagokkal érhetjik el.

»A kontrasztanyagok az egyes képalkoto eljarasotarsdhasznalt, jogi értelemben
gyogyszernek midslilc készitmények, melyek a detektalhatd jeleket mddési a
diagnosztikai hatékonyséagot javitjak.”

A kontrasztanyagokat harom nagy csoportba sorolkatjontgen-, ultrahang-, MR-
kontrasztanyagok. Ezek a fizikai és kémiai tulagimaikban kulonbdz anyagok, az
alkalmazott képalkotd eljaras kivanalmainak felklmeeg, és ésegitik, fokozzak annak

érzékenységét.



A nuklearis medicindban elterjedt pozitron emissztOmografia (PET), egyfoton-
emisszios komputer tomografia (SPECT) diagnosze#jarasok hatékonyan egészitik ki az
emlitett anatomiai vizsgalatokat. Ezen képalkofarésok a szervek, szovetekikdodését
jelenitik meg, hatékonyan kiegészitve a morfologiidltozasokat megjelefiiteljarasokat,
radiofarmakonok alkalmazéasaval.

A szoveti, szervi elvaltozdsok hatékony és minéidkbi diagnosztizaldsa érdekében
egyre elterjedtebbek a hibrid, mas néven faziésaké&pé modszerek is, pl. SPECT/CT,
PET/CT, PET/MR, stb. Ezen hibrid képalkotd eljaidsoran, az anatomiai és funkcionalis
elvaltozasok kombinalt diagnézisassdgiti az esetleges elvaltozasok és rendellendssége

minél korabbi és minél pontosabb felismerését.

MR-kontrasztanyagok

A diagnosztikai, képalkoté modszerek szerepénékoeiésével egyre ndvekiligyelem
fordul az eljarasok eérzékenységének novelése feléninél hatékonyabb diagnosztika
elérésére. A kontrasztanyagok fejlesztésének motmia egyrés#él azok mellékhatasainak
csokkentése, masréékrazok finomitasa, fejlesztése az elkészilt képéldgmységének
novelése céljabol.

A kontrasztanyagok fejlesztésének egyik ifanyvonalat alkotjdk a nanorendszerek,
amelyek a meéretikib adodo specialis tulajdonsagaik révén hatékonytresmtanyagok
lehetnek.

Napjainkban a magneses rezonancia képalkotdas (MRI) egyik legfontosabb
diagnosztikai képalkoté médszer. Szamdsgds tulajdonsaga kozé tartozik, hogy egy nem
invaziv modszer, j0 kontraszt és térbeli felbontd&sijpet ad a lagyrészeékr Kulonos
jelentbséggel bir tobbek kdzott a neuroldgia, kardiovakrisiés onkologiai tertileteken.

Az MRI nagy felbontasu, nagy érzékenysé&matdmiai képet ad a vizsgalt teribetr
Alkalmazasaval a szoOveti elvaltozasok, anatomiaideienességek jol detektalhatok a
vizsgalt terlletek proton denzitasanak kimutatdsgj@n, amely a szirke skalan jekent
kontrasztot eredményez.

Az MRI felbontasa és érzékenysége intravaszkukimgrasztanyagokkal novelldetA
legelterjedtebb MR-kontrasztanyagok a paramagnésesszuperparamagneses anyagok,
melyek képesek megvaltoztatni a homogén magneses tdalmozodnak a kiloénbéz
szovetekben, megvaltoztatjak azok relaxacios idegéezaltal szignalintenzitas-kilénbséget

hoznak létre a vizsgalt terileten.



Bar a Gd(ll)-ion szabad ionkéntésen toxikus, komplexalva nem meér§ezZppen
ezért mind a kis molekulatom&gmind a makromolekulds hordozok fejlesztését iriten
kutatoi érdekddés dvezi, etssorban az MR jelintenzitdsanak javitdsa céljabtbhdazonaltal
a kis molekulatomedg Gd-kelatok komoly hianyossagai (mint pl. rovid téakodasuk a
vérben, gyors kitrilésuk a vétbnem hagyhatok figyelmen kivl.

A hidnyossagok elkertlése és javitasa érdekébemaszdmakromolekulas hordozé
kerilt eballitasra a paramagneses Gd(lll)-ionok szallité&gleol. Idedlis esetben a polimer
alapu MR-kontrasztanyagok hosszU ideig keringenekémramban, célzottan a vizsgalt
szovetekben halmozodnak fel, é$sekontrasztot eredményeznek az MR-képekenslxtes
ezen anyagok degradalédnak és a vesén keresztilndk a szervezeth

Mig a Gd(lll) tartalmi MR-kontrasztanyagok a Tlasdcios idt csokkentik, addig a
szuperparamagneses vas-oxid nanorészecskék (SRIDRIyelaxacios iét roviditik, és igy
T2 MR-kontrasztanyagkeént alkalmazhatok.

A SPION intenziven kutatott teriilet az MR-kontrasatasa és a fém-oxid jellege miatt
egyarant. A SION tartalmi rendszerek alkalmasaknszaorvostudomanyi felhasznalasi
célra, mint pl. MR-kontrasztanyagok, magneségkebhelés (hipertermia), illetve célzott

gyogyszerhatdanyag-szallitas.

Targetalt MR-kontrasztanyagok

Az MR-kontrasztanyagra iranyuld fejlesztések célidték ki a hatékony, specialis
tulajdonsagokkal rendelkézendszerek létrehozaséat. Tovabbfejlesztésik tobalen folyik:
dualis kontrasztanyagok dglllitasa, gyogyszerhatéanyagot is szallitd konteasagok
fejlesztése an. ,teragnosztika” céljara, illetvegttalt kontrasztanyagokéélllitasa.

Az MR-képalkotasra fokuszalva idealis esetben atresmtanyagok specifikusak, a
célzott tumorsejtekben halmozdédnak fel, és MR-diébuknak kdszonhéen jol kiveheb
kontrasztot eredményeznek a vizsgalt tumor és e§ges kornyezete kozott, lebhwed téve
egy idbben elhiz6ddé MR-vizsgalatot is.

A tumorspecifikussag elérése érdekében a kontragg@khoz célzéligandum
kapcsolhatd, amely iranyitja a kontrasztanyagatlzott tumorsejtek adott receptoraihoz.

A tumortergpidban a folsav széles korben alkalmeazgzomolekula. Ezt alapul véve
intenziv érdelddés Ovezi a folsavval targetalt MR-kontrasztanyafgjlksztését. Irodalmaban
egyarant talalhatunk gadolinium tartalmi paramaggsesvalamint SPION tartalmu

szuperparamagneses kontrasztanyag fejlesztéqegkeléd.



Célkitizések

A daganatos betegségek szamanak novekedésével fegyosabb szerep jut a korai
diagnosztizalasnak, amely maga utan vonja a kéfimlkudodszerek, ezen belil az MRI
érzékenységének intenziv fejlesztését. Ennek eggikkdze a tumorszovetre specifikus
kontrasztanyagok alkalmazasa.

Az értekezésben bemutatott kutatomunka délja olyan ©nrendédésre képes,
biodegradabilis, biopolimer alapu nanoeszkozotalbdtasa és preklinikai tesztelése volt,
amelyek képesek a hozzajuk kapcsolt célzémolelédarnr a kivalasztott sejteket felismerni,
és az altaluk szallitott kontrasztanyagot szelektiezen sejtekbe juttatni.

A kutatomunka soran az alabbi konkrét célokatiik ki:

. paramagneses, illetve szuperparamagneses ligandurioipolimerek
Onrende#dése réven létrejott targetdlt nanorészecskékherténo
kapcsolasat, T1 és T2 MR-kontrasztanyagoéilétasa céljabdl;

. az MR-kontrasztanyagok teljes Korfizikai-kémiai karakterizalasanak
elvégzéset, a tulajdonsagokat befolyasolo téskyemeghatarozasat, az
Osszefluiggések feltarasat;

. az MR-kontrasztanyagok citotoxicitasanak vizsgélata és
sejtspecifikussaganak igazolasat kulorthoz folat receptorokat
overexpresszalé sejtvonalakon (MTT teszttel, koaliek mikroszképpal,
aramlasi citométerrel, MR-méréssel);

. a kontrasztanyagok MR-hatékonysdganak igazoldeatvivo tumoros
allatmodelleken: a vizsgalatokhoz optimalis korihygk és MR-
paraméterek, pulzusszekvencidk meghatarozasat, eorltalmozas
korilményeinek feltardsat, a szerveloszlas tanwwéasat;

. a T1 és T2 kontrasztanyagok relaxaciosikid gyakorolt hatasanak

tanulmanyozasat mind vitro, mindin vivo kortilmények kdzott.



Anyagok és médszerek

Felhasznélt anyagok

A kitozdnt (CH) a Sigma-Aldrich Kftél (Budapest, Magyarorszag), a peli-
glutaminsavat (PGA) a Vedan (Taichung, Taiwan) @égtsaroltuk. Felhasznalasétil
mindkét biopolimert tisztitottuk €s meghataroztuk naolekulatomegiket. A kitozan
viszkozitas szerinti atlagos molekulatomege ™ 320 kDa, a poli-glutaminsav tdémeg
szerinti atlagos molekulatomege,M 282 kDa volt. Tisztitds utan a biopolimerek tibdsat
MTT teszttel vizsgaltuk.

Az anyagtudomanyi szintézisekhem vitro és in vivo vizsgalatokhoz hasznalt
anyagokat a Sigma-Aldrich Kftétrendeltik, analitikai tisztasagban.

A folat receptor meghatarozashoz szilkséges LK2&t fia@ceptor ellenes éldleges
antitestet az Abcam-t6l (Cambridge, UK), a Cellquanlibrator kiteket a Biocytexét
(Marseille, Franciaorszag) rendeltik.

A nanorendszerei vitro vizualis megjelenitéséhez szilkséges AlexaFluordkecens
festékeket a Life Technologies Magyarorszag Kitréndeltik.

Kisérleti médszerek

A folsavas PGA (PGA-FA)elsallitasdhoz a PGA-t folsavval reagaltattuk vizes
kézegben, karbodiimides mechanizmussal. A PGA nubddtkioz kébédé FA molekulak
szamét UV-VIS spektrofotometriaval becsultik melgnga = 368 nm és admaxe = 283 nm
hulldAmhosszakhoz ésnaximalis adszorpcids értékek alapjan.

A nanorészecskék vizualis megjelenitését farettéve akitozant Alexa Fluor 546-
szukcinimidil-észter jlletve fluoreszcein-izotiocianat festékkekagaltattuk vizes kozegben.
A festett kitozan oldatot dializissel tisztitottuégenerdlt celluléz dializis zsakban desztillalt
vizzel szemben, a tisztasagat UV-VIS spektrofoteméit ellerdriztik.

A szuperparamagneses vas-oxid nanorészecskék (SPK2MYéziséin situ végeztik
folsavval méodositott PGA jelenlétében: FeGldatot kevertetés kdzben hozzacsepegtettik a
PGA-FA oldathoz, és a reakcitelegy pH-jat ezutdxrd, emeltik inert atmoszféra mellett.
Majd szilard FeCk4H,0-ot adtunk a reakcidelegyhez, intenziv kevertetéflett, nitrogén
atmoszféra alatt. A szilard vas-klorid bemérésa waeakcidelegy dmérsékletét 80°C-ra
emeltik, majd 5 perc mulva a reakcioelegy pH-jatmemiaoldattal 10-re emeltik. A
reakcioid 1 ora volt.

Kitozan és a polp-glutaminsav 6nrendefdéséta PGA/PGA-FA és a CH oldatok

TR
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készitettiink, melyek pH-jat a kivant értékre aftitk be. A nanorészecskékasallitasa az
azonos koncentraciéju oldatok 0sszedntésével tortézobaimérsékleten, intenziv
kevertetés mellett, a megjeldlt aranyok mellett.

A részecske Gd-komplexének képzéseran oOnrendédéssel dallitottuk a
nanorészecskét, majd 5 perc reakgididian, intenziv kevertetés mellett csepegtettikaae
megadott térfogat résznyi Gdldatot.

A SPION tartalmd nanorészecskedllitasa sordn a SPION tartalmi PGA-FA és a
CH biopolimerlél adott koncentracidju vizes oldatokat készitetiimlelyek pH-jat a kivant
O0sszeontéseével tortént, szobat@érsekleten, intenziv kevertetés mellett, a mefgjal@nyok

mellett.

Anyagtudomanyi vizsgalé modszerek
Nanorészecskék karakterizalasa

A nanorészecskeék fizikai-kémiai karakterizalasaasorizsgaltuk azok hidrodinamikai
méretét és méreteloszlaséat, valamint fellleti tidé&yéet duzzadt llapotban, tanulmanyoztuk
transzmittancigjat.

A részecskek hidrodinamikai atné@t dinamikus fényszorassal (DLS) hataroztuk meg,
egy 4mW-os hélium/neon lézerrel felszerelt Zetasidano ZS (Malvern Instruments Ltd.,
Grovewood, Worcestershire, UK) készulékkel, 633huttdmhosszon, T = 25 °C-on, 173°-0s
detektorszégnél.

A fellileti toltottséget, az elektroforetikus mozgélysagot szintén Zetasizer Nano ZS
készulékkel, automata moédban meértik. A rendszeli@ligasahoz nagytisztasagu MILLIQ
vizet hasznaltunk.

A szaradt, szilard &llapotu részecskék vizualis jelegitéséhez, valamint azok
meéretének meghatarozasahoz JEOL2000 FX-II transzias elektronmikroszképot, illetve
Hitachi 3000N szkenning elektronmikroszképot hafimn&. A mintakat szénréteggel bevont
G2400C tipusu rézhaléra cseppentettik. A felvételhtt készitett elemanalizist
elektronsugaras rontgenanalizissel végeztuk, egyi SLitiummal driftelt szilicium)
detektorral felszerelt Oxford Link-Isis tipusu egiadiszperziv rontgenspektrométerrel. A
felvételek alapjan készult részecskeméret-elosk#sBPSS 11.0 programmal értékeltik Kki.

A nanorészecskék atomi éermikroszkopos vizsgélatat (AFM) WITec alpha300 A/R
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készuléken végeztik. A nanorészecskéket tartalmantat 0,1 mg/ml-es koncentracioban
Uveglapra cseppentettiik, majd vakuum alatt szark@éts a mintakat aranyréteggel vontuk be.

A részecskéket tartalmazo vizes kolloid rendszérakszmittancia értékeit Hitachi U
1900 fotométerrel hataroztuk megg = 500 nm hullamhosszon, optikailag homogén
kvarckuvettaban, szob&mérsékleten.

A mintak gadolinium koncentraci6jat Thermo ScieatiKSeries | tipusu induktiv
csatolasu plazma tdmegspektrométerrel (ICP-MS)rbztigk meg. A mintabeviteli rendszer
Peltier Hitott (2 °C) utkodgdombos kuap alakiu kédkamradhoz csatolt Meinhard-tipus
koncentrikus porlasztobal allt. Az elemzés akeészitett mintak 6tszords higitasaibol, 0,5 M
HNOs-val tortént roncsolas mellett, bélsstandard (100 ng/ml Rh) é5'Gd izot6p
alkalmazaséaval tortént.

Magneses rezonancia képalkotas (MRI)

Az MRI méréseket egy SIGNA LX 1,5 T tipusu, alagéndszef 1,5 Teslas human
MRI berendezéssel készitettiik. Az eredmények désée LX ScanTools 2000 programmal
végeztik. (DE, Orvos- és Egészségtudomanyi CentRadiologiai Klinika)

A T1 sulyozott méréseknél a repeticios {dR) 420,0 ms, az ech6ddTE) 20,0 ms, a
szeletvastagsag 1,5 mm és a szeletek ko6zotti gyO6lsnm volt. A T2 sulyozott méréseknél a
repeticiés id (TR) 5520,0 ms, az ech6ddTE) 90,7 ms, a szeletvastagsag 1,5 mm és a
szeletek kdzotti tavolsag 0 mm volt.

Az MR-vizsgalatokat minden esetben ugy vegeztikyho képi megjelenités soran az
alacsony szignalintenzitasu részek sotét tonussamagas szignalintenzitdsuak vilagos
tonussal abrazolodtak.

A T1 relaxaciés i meghatarozasahoz inversion recovery spin echo zedds
hasznaltunk. A T2 relaxaciés ddmeghatarozasat az LX ScanTools 2000 programmal

végeztuk.

In vitro vizsgalo mddszerek
Kisérletekhez alkalmazott sejtvonalak

Kisérleteinket A2780/AD2780 (human petefészek kentia), HeLa (human méhnyak
karcindbma) és HeDe (epithelialis erddemajkarcindbma) sejtvonalakon végeztik. Az
A2780/AD sejteket Dr. T. C. Hamiltontol (Fox ChaSancer Center), a HeLa sejteket Frank
Ro6slI6l (Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelbergnédérszag), mig a HeDe sejteket
a Debreceni Egyetem Nukleédris Medicina Intézéitébr. Trencsényi Gyorgyt kaptuk. A
sejtek 5% CQ@tartalmi nedves atmoszféraban, 37 °C-on inkub&al vordos nélkili, 10%
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magzati borju szérumot tartalmazé RPMI 1640 (lmgen Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) tapoldatban noévekedtek. A passzalashoz a ragadien no¢ sejteket standard PBS
oldattal (Lonza) mostuk és tripszin-EDTA (0,05%$4in-0,025% EDTA) oldattal kezeltik.
Folat receptorok meghatarozasa

A Hela és A2780 human tumorsejtek felszinér lfalat receptorok szamat Cellquant
calibrator kit segitségével hataroztuk meg, LK2G&tfoeceptor ellenes éldleges antitest és
FITC-vel jelzett anti-egér IgG poliklonalis antitesegitségével.

Kontrollként olyan HelLa és A2780 sejteket haszmidfumelyek az etsleges LK26
antitestet nem, csak a masodlagos FITC-vel jetmattegér IgG poliklonalis antitestet kaptak.
A vizsgaland6 sejtek és a kalibracioként szolgal@ngyok fluoreszcencia intenzitasat
aramlasi citométerrel (BD FACScan Bioanalyzer Syst8D Bioscience, San Jose, CA,
USA) vizsgaltuk.

MTT toxicitas vizsgalat

A nanorészecskék és kontrasztanyagok esetlegeskusoxihatdsat a sejtek
életképességének vizsgalataval MTT mobdszer segitséghataroztuk meg. A 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromidMTT) sarga szith s0, melyet az 8lsejtek
mitokondrialis dehidrogenaz enzim segitségével &mdin szarmazekka alakitanak at. Mivel
ezt az atalakitast csak azb ébejtek képesek megvaldsitani, ezért a moédszernadka
vegylletek toxikus hatdsanak megdéllapitasara. 8szizis mértékét %-ban abrazoltuk a
kontroll sejtekhez viszonyitva.

Konfokalis mikroszkopos és aramlasi citometriassgalatok

A jelzett nanorészecskék sejtbe jutasat konfokatgkroszkoppal és aramlasi
citometriaval is vizsgaltuk. A sejtedr egy OLYMPUS Fluoview FV1000 fluoreszcens
mikroszkop UPLSAPO 60-szoros nagyitasu (numerikpertara: 1,35) olajimmerzios
objektivével készitettlink felvételeket. Az Alexadfreszcens festéket az argon-ion lézer
488 nm-es vonalaval gerjesztettik, az emissziogdigp egy 506-530 nm-es saisim
keresztil detektaltuk. Az Alexa546 festéket a Heléter 543 nm-es vonalaval gerjesztettik,
az emissziojat pedig egy 567-618 nm-es sédsekeresztil detektaltuk.

A nanorészecskekkel kezelt, lecentrifugalt sejteloreszcencia intenzitasat aramlasi
citométerrel (BD FACSArray BD Bioscience, San Jd&3A8, USA) vizsgaltuk. Az Alexa 546
festéket a riszer 532 nm-es lézerével gerjesztettik, a kiedkel ReFlex névprogrammal

végeztik.

In vivo vizsgalé médszerek
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Kisérleti allatok

A kisérleteket 18-22 g-os 5-6 hetessteény athymicus nude egereken (Balb/c, Charles
River), és 150-200 g-os beltenyésztett him Fish&t Patkanyokon végeztik. A nude
egereket az Orszagos "Frédéric Joliot-Curie” Suglirffiai és Sugaregészsegugyi Kutato
Intézetldl, a Fisher 344 patkanyokat a Debreceni Egyetemlddumis Medicina Intézetéb
kaptuk. Az allatokat konvencionalis laboratoriunrdmények kozott 21-25 °C allando
hémérseklet mellett olyan helyiségben tartottak, andl2 érankénti sotét-vildgos ciklusok
valtakozasa biztositott volt. Az allatokat sziszégikus diétaval (Charles River Kft., Godijll
Magyarorszag) etették és sterilizalt vizzel adtdim itattak. A kisérleteket a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak edélyével végeztiik.
In vivo toxicitas

A vizsgalat elvégzése soran az egereket harom dsapsztottuk, Ugy, hogy minden
csoportban 4-4 egér volt. Az élxsoport fiziologias sooldatot, a masodik csopatnn
targetalt nanorészecskét, a harmadik csoport pgadigtalt nanorészecskét kapott egy héten
keresztll mindennap. A fiziologias séoldat és aon@srecskék injektalasa utan mértik az
egerek testtomegeét.
Magneses rezonancia képalkotas in vivo
Patkany nitét

A miitéttel Fischer 344 patkanyok baloldali vesetokj&é #elaspoh (Germed,
Rudolstadt, Németorszag) korongon HeDe sejteketehtiink el, melybl a vizsgalathoz
szikséges tumor fégiott ki. Az MR-vizsgalatokat a tumorsejtek bellssgtaitan 10 nappal
végeztik, altatasban.
Egér tumor injektalas

Az in vivo tumor xenograft kisérleteinkben 0,1 ml térfogatdaiC® db Hela sejtet
tartalmazo szuszpenziot injektaltunk szubkutan aenegerek mindkét combjaba. Az
injektalashoz az egereket fellletesen elaltattulaiken-Xylazin keverékkel.

Az MR-vizsgalatot altatasban végeztilk, a kontraszg adagolasat kdvetnkubacios
id6 leteltével.

Az Aallatokat csak egy vizsgalathoz hasznaltuk feklynek végeztével az allatok
eutanaziaja 150 mg/ttkg (test tomeg kilogramm) [debliurat felhasznalasaval, vagy dietil-

éter belélegeztetésével tortént.

Statisztikai elemzés
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A kisérleti adatok minimum harom mérés atlag éséz@rtékeit tartalmazzak. Az
adatokat Studertt probéval értékeltiik. A szignifikancia szintnek €05 értéket allitottuk
be. Az eredményeket kbzépérték + standard devianifdjeztik ki.
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Eredmények

Biopolimer alapt nanohordoz6

El6tanulményaink sordn vizsgaltuk a kitozdn és palutamisav biopolimerek
onrende#dési folyamatait. Az ellentétes toltésunkcios csoportoknak kdszonBeh ezen
két biopolimer polielektrolit komplexek kialakulagsavén olyan hidrofil (nano)rendszerek
formélasara alkalmasak, amelyeket a funkcidés csobdk6z6tti ion-ion kdlcsonhatas tart
0ssze. Az ion-ion kélcsdnhatas nag§mgle, hogy biopolimerek a kolloid rendszer kialagita
utan is megtartjak eredeti, kedwdazoldgiai tulajdonsagaikat.

Tanulmanyoztuk a két biopolimer énrenddeési folyamatait vizes kézegben, pH = 3
mellett. Megallapitottuk, hogy az onrenddés soran keletkézindividualis részecskék,
illetve aggregatumok képdését pH = 3-on nagymértékben befolyasolja a biomrek
koncentracidja és aranya, valamint az 6sszedntsnsije.
keletkeztek, mely megallapitast részecskeméreta@szmittancia adatok is alatamasztottak.
Mindamellett megallapitottuk, hogy a kialakuld remdrek stabilitAsaban pH = 3 -on a
rosszabb oldhatosagu kitozan jatszik d@rerepet.

Az ersen savas kozegben formalt oOnrerddiz nanorendszerek felhasznalasa
szempontjabol tanulmanyoztuk a részecskék staddlitaa vizes kozeg pH-janak
fuggvényében. Megdllapitottuk, hogy a létrej6tt zeeskék mérete novekedett, fellleti
toltottsége csokkent, valamint a vizes kozeg opdlgs efsodott a kdzeg pH-janak
novelésével, és a rossz oldhatésagu kitozannaldktisben az 6nrendéré részecskék 6-os
pH felett kicsapodtak.

Az eredmények alapjan nyilvanvalovéa valt, hogy as3pH-n kialakitott dnrendéds
rendszerek érzékenyek a kdzeg pH-janak valtoztaadennek megfeléen alkalmasak
lehetnek szadmos savas vizes kdzefglhasznalasra, de kozel semleges pH mellett
kicsapddnak.

Kutatbmunkank kovetkéz lépéseként olyan oOnrend&d nanorendszer @éhllitdsat
valdsitottuk meg, ami pH 7,4-en stabil, s ezaltah vitro kisérletekben, valaminh vivo
intravénas alkalmazasra is megfélel

A polimerek pH-jat kilénb&z értékekre allitottuk, és az 6sszedntés utan ertnera
valtoztattuk, ilyen médon sikerilt izoténids korények kdzott stabil rendszertéllitanunk.

A PGA oldat pH-jat 9-9,5-re, a kitozan oldat pH-@0-ra allitottuk. A nanorészecskék
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formalasat az eddig is hasznalt Osszetntési saken@s polimer-aranyok mellett
tanulmanyoztuk.

Megallapitottuk, hogy a keletkézészecskék stabilak, a nanorendszerek pH-ja 6,3 és
8,1 kodz6tt valtozott az 6sszedntési aranyoknak etelgén.

A transzmittancia és hidrodinamikai méretek kdzégyertelnien megallapithato
tendencia nem volt megfigyelléetSzintén nem volt felallithaté egyértdindsszefliggés a
biopolimerek 6sszedntésének sorrendje, valamigsaecskeméret és transzmittancia értékek
kozott sem.

Mindazonaltal megallapithattuk, hogy a PGA és a LH aranyl 6sszeodntése esetén
keletkeztek a kisebb részecskék. Ez a biopolimaredekulatdmegének aranyaval, a
biopolimerek nanorészecskeén bellili orientaciojavalamint a kitozan poliszacharid voltaval
egyarant 6sszeflggésben lehet.

Az eredmények alapjan a tovabbi vizsgalatainkhokitazan és PGA 1:1 aranyu

0sszeontésével formalédd nanorészecskék tanulmasgolzelyeztik étérbe.

Targetalt nanorészecskék

Olyan, pH = 7,4-en stabil, célzémolekulaval ellatott Onrert@iz nanorendszert
allitottunk eb, amely célzottan a tumorsejtekben halmozodik felezaltal potencialis
tumorspecifikus nanohordozo.

A PGA biopolimerhez, annak karboxilcsoportjain leatél folsav molekulakat
kapcsoltunk, melyek célzéligandumkeént szolgélnakatforeceptorokat overexpresszalo
tumorsejtekhez. Spektrofotometriasan meghataroztuwigy éatlagosan 7 folsav molekula
kapcsolodik egy PGA makromolekula-lanchoz.

A vizsgalt onrendestdo részecskék atlagos mérete szaraz allapotban 38@&snh60 nm
kozo6tt volt, mig a hidrodinamikai méret 80 nm é9 I8n kozott valtozott, koszonken a
nanorészecskék duzzadt allapotdnak vizes kozedgberanorészecskék fellleti toltése, un.
mobilitasau = -2,09+£0,07 (m/s)(V/cm) volt, amely az alkalmdzpH értékeken teljesen
deprotonalédott COO¢és teljes mértékben protonalddott NHunkcids csoportok: —1:+0,67
aranyanak volt tulajdonithato.

A folat-targetalt 6nrendézé nanorészecskék hatékonysagat a nanorészeiursktko
internalizaciéjanak vizsgalataval teszteltik A27/AD/folat receptorokat overexpresszalo,
petefészek tumorsejt-vonalon, konfokalis mikrosziaip

Megallapitottuk, hogy a folsavval targetalt nanaseskék penetrdlodtak a

sejtmembranon 60 percen belll, és kit6ltotték aptiizma teljes térfogatat. Ezzel szemben
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azon nanorészecskék, amelyek nem tartalmaztak déisdv molekulat, nem, illetve
elhanyagolhat6 mértékben voltak fellelfiet citoplazmaban.

Elvégeztik ezen FITC-vel jelolt nanorészecskék aikdaciojanak kvantitativ
meghatarozasat is, a vizsgalt sejten bellli téljegeszcencia intenzitas kiszamitasaval. Azt
tapasztaltuk, hogy a folsavval rendelketargetalt nanorészecskék gyorsabban és §sent
mértékben halmozdédtak fel a célzott tumorsejtekbEmzel szemben a nem targetélt
nanorészecskék tumorsejten belili akkumulaciéjargfagolhato volt.

Ezek alapjan megallapitottuk, hogy a folsav narmméskéhez tortén
hozzakapcsolasaval elérbet hogy a nanorendszer, mint nanohordozé hatékonyan
akkumulalddjon folat receptorokat overexpresszahidrsejtekben.

A nanorendszer nem toxikus tulajdonsaganak alatZésdan vitro citotoxicitas ésn
Vivo toxicitas vizsgalatokat végeztiink. Aa vitro citotoxicitas tesztet A2780 sejtvonalon
MTT teszttel, mig ain vivo toxicitas vizsgalatokat egészséges, immunhianyde egereken
végeztik. Azt tapasztaltuk, hogy mind a folsav\alétalt nanorészecske, mind a folsav
nélkuli, nem targetalt nanorészecske nem volt kattnatté mértékben toxikus. A citotoxicitas
teszten, a sejttulélés soran nem mutatkozott kigEmba nanorészecskékkel kezelt és a
kontroll sejtek kozott. Azin vivo toxicitas vizsgalat soran, a nanorészecskek ialggat
kovetben az A&llatok mért testtbmegében sem tapasztaltsiikkenést, valamint nem
tapasztaltunk kilonbséget a targetalt és nem tdtgealamint kontroll allatok értékei kozott
sem. Ennek figyelembe vételével megallapithattdgyha biopolimerek dnrendédésevel
létrejov6 nanorészecskék az altalunk hasznalt vizsgalati seeddk szerint nem voltak

kimutathaté mértékben toxikusak.

Az onrende®dé nanorészecskek Gd-komplexei

A nanohordozé, mint MR-kontrasztanyag tovabbfejiesz érdekében az dnrenéidiz
nanorészecskéhez Gd(lll)-ionokat komplexalunk, dkédlva ezaltal egy MRI T1
paramagneses, tumorspecifikus, nanoniétentrasztanyagot.

A Gd(ll)-ionok hozzadadasa utan is minden esethiahilsrendszerek keletkeztek. Azt
tapasztaltuk, hogy azok az Onrengt¥z nanorészecskék, amelyek PGA-CH 2:1 aranyu
O0sszeodntésével formalodtak, a legkisebb hidrodikaimméreti rendszert alkottak, és a
Gd(llh-ionok hozzadadasanak méretet csokkertatasa is ebben az esetben volt a
legjelentsebb.

Tanulmanyoztuk a PGA-CH 2:1 ardnylu nanorészecskirodinamikai méretének
valtozaséat a hozzaadott Gd(lll)-ionok mennyiségétighivényében. Azt tapasztaltuk, hogy a
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részecskeméret a hozzaadott GdGhennyiségének novelésével csokkent, és 0,4
térfogataranyl hozzdadasa esetén minimumot mutatott

A mérési eredményeket 6sszegezve arra a megadlapipdtottunk, hogy a tovabbi
biologiai vizsgalatokhoz a PGA-CH 2:1+0,4Gd rendshasznaljuk.

Paramagneses MR-kontrasztanyag

Tumorspecifikus, paramagneses MR-kontrasztanyaljoitiéunk el a PGA és a CH
onrende#désével: a PGA-hoz folsavat, mint célzomolekulgidsaltunk kovalens kétéssel,
majd az oOnrendédés utan Gd(ll)-iont komplexaltunk a nanorészebské A
nanorészecskéhez kapcsolt FA révén a tumorspegiiglina juttatast kivantuk megvaldsitani,
mig a Gd(lll)-ion, mint paramagneses, MRI T1 ligand az MR-szignalintenzitast
befolyasolta.

Tanulmanyoztuk a PGA-FACH 2:1+0,4Gd Onrendédé nanorészecske méretét
duzzadt és szaraz allapotban. A nanorészecskéjoattadrodinamikai atméje d = 130+4
nm volt, viszonylag &K, 70 és 280 nm kozotti méreteloszlassal. SEM felvalapjan a
széraz nanorészecskék mérete 50 és 150 nm kotidizoth A nanorészecskék mobilitasa
u = -3,840,3 um cm/(V s) volt, azaz a fellleti é8ltpH =7,4-en negativ. A kialakult
nanorendszer stabil, enyhén opalos, a transzmidgta#rteke 85%. A nanorészecskék, mint
paramagneses MR-kontrasztanyag vizsgalatat fantoRrvigsgalattal kezdtik. A T1-
sulyozott MR-felvételek azt mutattak, hogy a delsdtiviz fekete tonusaval 6sszehasonlitva,

az eredeti, higitatlan nanorészecske vilagos, égleke szin intenzitdsa a nanorészecske

“ sz

V4

a higitatlan nanorészecske MR-képének szigndlinémazl783, a desztillalt viz MR-képének
szigndlintenzitasa 287 volt. A T1 relaxaciogadékek a vartnak megfetein a gadolinium
relaxaciés ideje T1-sulyozott moédban 2980 ms, miglakontrasztanyag nanorészecske
relaxacios ideje 244 ms volt.

A tumorspecifikus kontrasztanyag, valamint alkos@einek citotoxicitasat MTT
teszttel vizsgaltuk. A vizsgalt sejtek esetén aardési citometriai eredmények azt mutattak,
hogy a vizsgalt HelLa sejtek felszinén atlagosan6183 folat receptor van, az A2780
sejteken 790+9.
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A vizsgalat kimutatta, hogy a Hela sejtek érzékébgm reagéltak mind az
alapanyagok, mind a nanorészecske jelenlétérejtiilétes értékei a kontroll sejtek 100%-
hoz viszonyitva 95% fol6tt voltak, a CH-AF kivétedt, amely Hela sejten szintén
viszonylag magas, 88% sejttulélési értéket adothdslzonaltal az altalunk elvégzett MTT
teszt alapjan sem az alapanyagok, sem a nanorkszees voltak kimutathaté meértékben
toxikusak a vizsgalt sejtvonalakon.

A citotoxicitas vizsgalatot sejtszamlalassal egé#izik ki, amely megésitette az MTT
eredmeényeket.

A kutatomunka kovetkéz lépéseként bizonyitottuk az oGéllitott paramagneses
nanorészecskék tumorspecifikus internalizaciéjdnfékalis mikroszképos-, valamit aramlasi
citometrias vizsgalatokkal, folat receptorokat @xgresszalé sejtvonalakon.

A konfokalis mikroszképos felvételek igazoltak, agfolsav célzémolekulaval ellatott
nanorészecskék kiiltek a sejtmembranhoz és internalizalédtak a tadwojozott
tumorsejtekben.

A hatékonysag tumorspecificitasanak igazolasara kigtgészib vizsgéalatot is
vegeztunk: (i) kezeltik a sejteket folsavat nemtataraz6, azaz nem targetalt
nanorészecskével, valamint (ii) a sejtek targetatiorészecskével valo kezeléséttehzokat
szabad folsavval éfelitettiik. Mindkét kiegésZitvizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a
nanorészecskék tumorsejtekben téstérternalizacidja minimalis volt,& a sejtmembranon
tortérd adszorpcio is elhanyagolhaté.

Ezen internalizacios vizsgalatot aramlasi citorasteredményekkel is alatdmasztottuk,
mely vizsgalat soran kizarélag az &ejteket szamoltuk, a mért fluoreszcencia intészit
flggvényében.

Mindkét tanulmanyozott HelLa és HeDe sejt esetébeagasabb fluoreszcencia
intenzitast meértink, a fluorszcens skalan jélenjeleltolodast tapasztalva a folsavat
tartalmazo targetélt nanorészecskeével valo kezegérs mind a kontroll, mind a nem targetalt
részecskeével valo 6sszehasonlitasban.

A vizsgalatok kovetkex lépésekent igazoltuk, hogy a részecske altalisgalGd(111)-
ion is specifikusan a tumorsejtekben halmozédikHALa és HeDe sejteket gadolinium
tartalmd nanorészecskével kezeltik, majd a kezglisziszpenzidkat MR készllékben
vizsgaltuk.

Az MR-felvételeken lathaté szinbeli megjelenés,amg@ht a képek alapjan meért
szignadlintenzitds értékek is azt bizonyitottak, ynog folsav célzomolekulaval ellatott

nanorészecskek internalizalodtak és akkumulalodtagélzott tumorsejtekben, szallitva a
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paramagneses Gd(lll)-ionokat, s ezaltal jelentszignalintenzitas-valtozast okoztak és
intenziven fehér képi megjelenitést biztositottak T4 sulyozott MR-felvételeken.
Mindazonaltal a folatmentes nanorészecskével keafiézuszpenzié nem mutatott jetent
kulonbséget a kontroll sejtekkel valo 6sszehasisiin; ezzel alatdmasztva a folsav, mint
célzémolekula altal megvaldsulé tumorspecifikugingalizaciot.

Az MR-képeken a célbajuttatd folsav molekulat famezd nanorészecskékkel kezelt
Hela sejtek szigndlintenzitasa 1351, HeDe sejtel€éasd69 volt. Amennyiben a sejteket nem
targetalt nanorészecskével kezeltik, az MR-képesejtszuszpenzid nem fehér, szirkés
arnyalatd, a szignalintenzitasa csupan rendre SZ3L&, hasonléan a nanorészecskével nem
kezelt kontroll sejtszuszpenziok 480 és 441 szigteaizitas értékével.

A nanorészecskéln vivo teszteléséhez subcutan Hela tumoros 5-6 heist&ny
athymicus nude egereket, illetve Fischer patkanydetteket hasznaltunk, melyek bal
vesetokja ala HeDe sejteket dltettiink. A vizsgd&latd 0 nap tumornévekedés utan végeztik
el.

A folsavval targetalt 2PGA-FA:1CH-Gd paramagnesa#tiasztanyag nanorészecskék
in vivo halmozodasat i.v. adminisztraciét ké¥etl sulyozott MR-felvételek készitésével
tanulmanyoztuk, az inkubéaciéssidetelte utan. (A kontroll allatok 5% glikoz oldataptak
Iv.)

Az MR-felvételek alapjan megallapitottuk, hogy jetes tumor szignalintenzitas érték-
novekedeést tapasztaltunk a targetalt nanorészesiskéxelt allatok esetében, 6sszehasonlitva
a kontroll allatokkal. A kontroll és a kezelt tunmgmignalintenzitas értéke HeDe tumor esetén
rendre 396,8+7,3 és 595,2+3,4 volt, HeLa tumoréspedig 218 + 8 és 293 £ 14 a.u. volt.

Vizsgélataink soran az MR-felvételeket PET-vizstlkal egészitettiik ki*F-FDG
radiofarmakon i.v. alkalmazasat kofeh. Munkank soran MRI és PET képek fuzionalasaval
kombinaltuk az anatomiat és a funkciot, és fuziép létrehozasaval segitettlilé &l korai

tumordiagnosztikat €s a pontos lokalizaciot.

Szuperparamagneses MR-kontrasztanyag

SPION-t Allitottunk €l in situ folsavas PGA jelenlétében (PFS), és ezédasitott
biopolimer kitozannal torténonrendezésével allitottukéel szuperparamagneses T2 MR-
kontrasztanyag nanorészecskeket.

Tanulmanyoztuk a 2PFS:1CH és a 3PFS:1CH nanoréstebglrodinamikai méretét,
méreteloszlaséat, fellleti toltését és stabilithsArt tapasztaltuk, hogy a 2PFS:1CH

nanorészecskeék intenzitas szerinti atlag mérete G- nm volt, sitk méreteloszlassal, a

20



fellleti toltésuk pedigi = —1,99 (m/s)(V/cm); a 3PFS:1CH nanorészecskeanimitas szerinti
atlag mérete d = 90 nm,ideméreteloszlassal, a részecskék mobilitasa-2,07 (m/s)(V/cm)
volt. Megéllapitottuk tovabba, hogy a részecskébikdk, a méretiket tdbb hétig megtartjak.

A folsavval targetalt szuperparamagneses nanorgszlecinternalizacidjat Hela
sejteken teszteltik konfokalis mikroszkoppal ésméd@ai citométerrel. A konfokalis
mikroszkopos felvételek egyértelien igazoltak, hogy a folsavval targetalt onreridéz
szuperparamagneses nanorészecskék akkumulalodtékzatt HelLa tumorsejtekben. Ezen
eredményeket az aramlasi citometrias vizsgalat netege is alatdmasztotta. Jebient
fluoreszcencia intenzitds-novekedést tapasztaltniolsavval targetalt nanorészecskékkel
kezelt sejtek esetében, a kontroll sejtekkel tértésszehasonlitas soran. Viszont a kétféle
szuperparamagneses részecske fluoreszcencia tatnzived hatdsaban nem volt jelést
kulonbség, ami a kétféle nanorészecske hasonl6 ékiérinternalizaciojara utalt. A
2PFS:1CH-AF részecskékkel kezelt Hela sejtek FEkért47-szer, a 3PFS:1CH-AF
részecskékkel kezeltek FI értéke 44-szer nagyolitavmntroll HelLa sejtekhez viszonyitva.

A SPION-t szllit6 6nrendédé nanorészecskék T2 relaxaciosotidcsokkend
tulajdonsaganak bizonyitasara fantom MR-vizsgalatéeztink. Megallapitottuk, hogy
mindkét szuperparamagneses nanorészecskedelardrtékben csokkentette a T2 relaxacios
id6t, T2 MR-kontraszthatast valtott ki, amely a kémgjelenés soran egyre sttétebb tonussal
abrazolddott. A két nanorészecske relaxacid@g obokkend, szuperparamagneses hatasa
kozotti kilonbség nem volt jeleid: a 3PFS:1CH nanorészecskébers bbb SPION hatasa
nem volt szignifikansan ésebb.

A nanorészecskék szuperparamagneses, T2 relaxdéiossokkend tulajdonsagatn
vitro internaliz&ciot koveét MR-vizsgalatokkal is bizonyitottuk. A HelLa sejtszpenziokrol
készilt T2 sulyozott MR-felvételeken a kezelt sejszpenziok sotét tobnussal jelentek meg,
szemben a kontroll sejtek vilagosszirke szinévekdtal vizualisan igazoltak azééllitott
nanorészecskék tumorspecifikus szuperparamagnesgsasztanyagként torténhatékony
alkalmazhatésagat. A 2PFS:1CH és a 3PFS:1CH nammsiskkel kezelt sejtszuszpenziok
T2 relaxacios ideje 424 ms és 388 ms, mig a kdéeelkontroll sejteké 923 ms volt.

A szuperparamagneses nanorészecskekivo tesztelését HelLa tumoros 5-6 hetes
néstény athymicus nude egereken végeztik és kordrdlldeLa tumoros, nanorészecskével
nem kezelt egereket hasznaltunk.

Az akkumulalédott kontrasztanyag nanorészecskélenfeden csokkentették a
tumorszovet relaxacios idejét és ezaltal szignéhintasat, mely a T2 sulyozott MR-képen

egyértelniien lathatdé: a kezelt allat tumora jekésdgn sotétebb tonussal abrazolodott a
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kontroll allat tumoradhoz képest. A kontroll allaintoranak szignalintenzitas értéke 793+19
au. és relaxacios ideje 1018+23 ms volt, a kezkdt tumordnak szignélintenzitasa 582+13
au. és relaxacios ideje 602+15 ms volt.
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Megbeszélés

Kutatomunkdmat olyan interdiszciplinaris tudomanyeten végeztem, ahol
o0tvozodnek a napjainkban intenziven &6 nanotechnologia és képalkotd diagnosztika
eljardsai, a biopolimerek orvosbiolégiai alkalmamék, az MR-kontrasztanyagok
fejlesztésének, valamint a nanotechnoldgiai kutkidak az elterében all.

A nanohordoz6

Napjainkban noveky érdekbdés o©vezi a biokompatibilis, biodegradabilis
makromolekulakbdl feléptlnanorendszerek egyre szélesebhilkdikalmazasi lehéségeit.

A szakirodalomban egyre novekvszamban jelennek meg az orvosbioldgiai és
gyogyszertudomanyi felhasznalas céljara fejlesztigtin biopolimer alapl nanorendszerek,
amelyek biokompatibilisek, biodegradabilisek és abflasak valamely specialis
felhasznalasra.

A kutatbmunka soran a valasztasunk a kitozan ésokgpmma-glutaminsav
biopolimerekre esett, melyek biol6giai szempontbgtdmos &nyds tulajdonsaggal
rendelkeznek: biokompatibilisek, biodegradébilisesm toxikusak.

A CH és a PGA biopolimerek funkcidés csoportjaik é@v vizes kbdzegben
polielektrolitként viselkednek és kovalens kotéaldkitasa nélkul, 6nallé részecskéket, un.
polielektrolit komplexeket képesek formalni ion-ikdlcsbénhatason alapulé énrendeessel.

A kovalens koétés hianyabdl adédéan a polielektiainplexek Uj tavlatokat nyitottak meg a
részecskék formalasa, illetve ezen részecskéekikéhntthatdanyagok szallitasa teriletén.

A szakirodalomban szamos oOnrensidz CH/PGA nanorészecske ééllitasat és
vizsgalatat irtdk le, melyeket 6fegesen hatdanyagok megkotésére és szallitasara
fejlesztettek ki, targetalas megvalositasa nélkil.

Kutatomunkank megalapozasaként mi a CH és a PGAndebdésevel kialakithato
polielektrolit nanohordozé, mint alaprendszer ftdegsagait tanulmanyoztuk, hatéanyag
hozzdadas nélkil, valamint igyekeztiink feltarni anarendszer kialakuldsat befolyasolo
tényedket. Azt tapasztaltuk, hogy a CH és a PGA biopalekevizes oldatainak 6sszedntése
soran, pH = 3-on, nanorészecskéket tartalmazé epdalendszerek keletkeznek.
Megallapitottuk, hogy ilyen savas kortlmeények kdzdistabil, dnrendémlé nanorészecskek
allithatok eb. A nanorészecskék méretét befolyasolni tudtukbselidan a biopolimerek
onrende#dé rendszerek érzékenyek a kdzeg pH-janak valtoAmasnnak novelésével a

részecskék mérete névekedett, majd a rendszepbtéalett kicsapodott.
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A nanorészecskék stabilitasa a pH fliggvényébemivdl a felhasznalasi célnak
megfeleb pH-n elvart stabilitas fontos tényidez a nanorendszerek tervezése soran. Az i.v.
injektalassal alkalmazhat6 polielektrolit kompleanorészecskék pH-stabilitasardl pH = 6,0-
7,4 kozott szamol be a szakirodalom, de hatéanyagaks bevitele esetén a savas kdizeg
stabilitas az elvart. Ennek megféleh kutatomunkank kovetkéz lépéseként olyan
nanorendszert kivantunké@llitani a CH és a PGA onrendelgsével, amely pH 7,4-en
stabil, mert a tovabbiakban azokat vitro kisérletekben, valaminin vivo intravénas
alkalmazas soran kivantuk tesztelni.

A probléma megoldasara a kiindulasi paramétereggtkellett megvaltoztatni, hogy a
biopolimerek onrendéziése megtorténjen, kdzel semleges pH-n stabil Bamecskék
keletkezését eredményezve. Ennek medfetela PGA oldat pH-jat 9-9,5-re, a CH oldat
pH-jat 4,0-ra allitottuk. Tanulmanyoztuk a nanoetskék formalasat az 0Osszeontési
sorrendek, és biopolimer-aranyok valtoztatasa rtelle

A PGA és a CH kulénb@z pH-n tortéd 6sszedntése soran megallapitottuk, hogy
nanorészecskéket tartalmazo, opalos vizes rendsZarietkeztek, de a transzmittancia
ertékek és a hidrodinamikai meéretek tanulmanyozésen nem tudtunk egyeérteim
0sszefluiggéseket feltarni a kiindulasi paramétesek keletke& nanorészecskék tulajdonsagai
kozott.

Az eldallitott nanorészecskéket ugy kivantuk tovabb $efieni, hogy azokn vitro ésin
vivo kérilmények kozott a célzottan a tumorsejtekbdmbaddjanak fel, s ezaltal potencialis
nanohordozéva valhatnak hatéanyagok tumorspecikéatitasara.

A szakirodalomban elérhetszamos célzomolekula kdzil a mi vélasztasunk satol
volt, amely reaktiv funkciés csoportokkal rendelkekis molekula; elismert targetald
ligandum, amely képes a nanorészecskét a folapt@odkat overexpresszalo tumorsejtekhez
iranyitani, lehaivé téve ezaltal a tumorspecifikus célba juttatast.

Jelents kutatéi potencial foglalkozik a folsavval tardetananorendszerek
fejlesztésével, melyek kozo6tt megtalalhatok a biioper alapu nanorendszerek, de a
folsavval targetalt polielektrolit komplexek iroda még nem jeleés. A CH és a PGA
onrendeédésével létrejo¥, folsavval targetalt polielektrolit komplex nanszécskek
Ujdonsagot jelentenek a szakirodalomban.

Ezen kutatéi vonalon haladva, kutatdmunkank sor&elzad folsav molekulat a PGA
biopolimerhez kovalens kotéssel kapcsoltunk, mapkne folsavazott PGA és a CH

onrendeédésével allitottuk éla targetalt nanorészecskeket.
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Sikerilt folsavval targetalt, negativ fellleti &di, 80-180 nm mérét részecskéket
eléallitani a két biopolimer dnrendé&tésével. A folsavval torténtargetalds hatékonysagat
A2780 folat receptorokat overexpresszald tumorkejideszteltik. Konfokalis mikroszkopos
felvételekkel igazoltuk, hogy a folat-targetalt paészecskék mar 60 perc eltelte utan
kitoltotték a citoplazma teljes térfogatat; szembenfolsavat nem tartalmazé kontroll
részecskékkel, amelyek internalizicidja elhanyaagoéliolt.

A biztonsagos alkalmazhatésaghoz elengedhetetteriiiiségesn vitro citotoxicitas és
in vivo toxicitas vizsgalatokkal tAmasztottuk ala a nandszer nem toxikus tulajdonsagat.

lgazolast nyert, hogy sikertilt folsavval targetéiegativ fellleti toltég 6nrende&dd
nanorészecskéket édlllitani, és bizonyitani, hogy ezen nanorészecsk@k rendelkeznek
kimutathatd mérték toxicitassal, és képesek a tumorspecifikus inted@eiora, ezaltal

alkalmasak lehet, mint targetalt nanohordozo6 szamtsanyag szallitasara.

Paramagneses MR-kontrasztanyag

Kutatomunkam célja az volt, hogy az Onrerttléz targetalt nanorészecskékiMR-
kontrasztanyagokat allitsak6elEnnek megvaldsitdsahoz azalitott és tanulmanyozott
nanohordozéhoz Gd(lll)-ionokat komplexaltunk, kidtsa ezaltal egy MRI T1
paramagneses, tumorspecifikus, nanoniékeintrasztanyagot. Koncepcionk szerint a PGA
karboxilcsoportjai révén képes pozitiv ionok megsiére é€s ezaltal szallitasara. A
paramagneses MR-kontrasztanyag kialakitasahoz mnde®dott nanorészecskéhez utolag
adtuk a GdG oldatot, igy a Gd(lll)-ion a kész részecskében 6légzabad
karboxilcsoportokhoz tudott kapcsolédni.

A paramagneses fémion pontos ddisi helyét a nanorészecskéken nem vizsgaltuk
kulon. A nanorészecskék ééllithsa, anyagosszetétele alapjan tudhatoé volgy hazok
nagyszamu amino- és karboxilcsoportokat tartalmiazrigy kordbbi leirdsok alapjan
kijelenthety volt, hogy fémion a glutamat-peptid karboxilcsajmn keresztul kdtdik a
nanorészecskéhez. Ennek megtedal a paramagneses, Gd(lll)-ionokat tartalmazoé
nanorészecskek kozott azok vizsgalatat helyeztétérble, amelyekben a PGA részaranya
nagyobb volt a CH részardnyanal. Ezen részecslaikrea PGA szabad karboxilcsoportjai
képesek voltak stabilan megkoétni és szallitanirapagneses ionokat.

Tanulmanyoztuk a PGA részarany novelésének és dllddiok mennyiségének
hatasat a keletkézkontrasztanyag nanorészecskék meéretére. Mindlgtbess minimumot
ado osszefliggésgorbét tapasztaltuk, melyek osssdldita 2PGA:1CH+0,4Gd Osszetétel
részecske mutatta az optimalis tulajdonsagokat.
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A Gd(lll)-ion paramagneses tulajdonsagu, csokkantil relaxacios it, ezaltal MR-
kontrasztanyagként alkalmazhat6. Mindazonaltal @ldon szabad ionként ésen toxikus,
ezért szikséges komplexalt formaban tdrtéasznalata. Jelenleg a gyakorlatban szamos
kismolekulas  Gd(lll)-komplexet  alkalmaznak, melyekb a  Gd(lll)-ionokat
komplexkéepdkkel kotik meg. Ezen kis molekulatonmiedsd-kelatok komoly hianyossagai
nem hagyhatok figyelmen kivil. A hidnyossagok dlkese és javitdsa érdekében szamos kis
molekulatomeq, és makromolekulas hordoz6 fejlesztését dvezniitekutatoi érdekidés,
elsssorban az MRI jelintenzitasanak javitasa ceéljabal.

A makromolekulas MR-kontrasztanyagok fejlesztésélilbbeszamol a szakirodalom
polielektrolit komplexeken alapulé paramagneses RdRtrasztanyagokrol, de dillitott
kontrasztanyagok targetalasa, tumorspecifikus habmi@sanak ésegitése még nem elterjedt.
Biopolimer alapu, 6nrendédé polielektrolit komplexekkel tortéh targetalt Gd(lll)-ion
szallitasrol nem szamol be a szakirodalom. Ezerat&sit iranyvonal émozditasara
tumorspecifikus, paramagneses MR-kontrasztanyadjdottunk el a PGA és a CH
onrende#désével. A megvaldsitashoz a PGA-hoz folsavat, oeizémolekulat kapcsoltunk
kovalens kotéssel, majd az Onrenstbrs utan Gd(ll)-iont komplexaltunk a
nanorészecskéhez. A folsav révén a tumorspeciftiélisajuttatast kivantuk megvalositani,
mig a Gd(lll)-ion mint paramagneses MRI T1 ligandamMR-szignalt befolyasolja.

Sikerult 130+4 nm é&tlagos hidrodinamikai mérettedgativ fellleti toltéssel, és ¢ = 0,3
mg/ml biopolimer koncentracio mellett 85% transzamtiaval rendelkey Gd(lll)-ionokat
tartalmazo nanorészecskékeiadlitani.

lgazoltuk az dallitott kontrasztanyag nanorészecske paramagnegaglonsagat,
Gd(llh-ion tartalmat, nem toxikus tulajdonsagaslamint tumorspecifikus halmozddasat a
célzott sejtekben. Az eredmények alapjan elmondhiaity hogy a T1 MR-kontrasztanyag
nanorészecske alkalmas lehet paramagneses koatrgagkent tortéhalkalmazasra.

A paramagneses nanorészec8kévalamint annak alkoté eleméir MTT teszttel
igazoltuk, hogy nem rendelkeznek kimutathatdé mértékicitassal, igy alkalmasak tovabbi
in vitro ésin vivo hatékonysagi vizsgalatok elvégzéseére.

A specifikus internalizaciét konfokalis mikroszk&yovalamit aramlasi citometrias
vizsgalatokkal tAmasztottuk ala. Az eredmények mletiEk elvardsainknak: a folsav, mint
célzémolekula alkalmas és képes a nanorészecskéhjutéatasara és a folat-targetalt
nanorészecske szelektiven a folat receptorokaterpesszaldé tumorsejtekben halmozodik
fel.
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A vizsgalatok kovetkez lépésekent igazoltuk, hogy a részecske alkalm&si@l)-
ionok szallitaséara, és specifikusan eljuttatja aroils a tumorsejtekbe. Ezen vizsgalat
szlikségességét az is indokolta, hogy az altalufdligbtt nanorészecskékhez direkt modon
adtuk a
Gd(ll-ionokat, a PGA karboxilcsoportjainoz komp#dva, kulon komplexképz
alkalmazasa nélkil. A szakirodalomban fellethehakromolekulds paramagneses MR-
kontrasztanyagok tobbsége DOTA vagy DTPA komplex&gmasznal a Gd(lll)-ionok
megkotésere.

A Gd(lIN-ionok stabil, komplexalt szallitAsanak vitro igazolasara a HeLa és HeDe
sejteket gadolinium tartalmu nanorészecskével Kazeahajd a kezelt sejtszuszpenziokat MR
készilékben vizsgaltuk. A T1 sulyozott felvételakamyitottak, hogy a folsavval targetalt,
paramagneses ligandumot szallitd6 nanorészecskétifispgan a ceélzott tumorsejtekben
halmozodtak, és a szallitott Gd(lIl)-ionoknak kaszéten jelenbsen megvaltoztattak azok
szignalintenzitaséat, és ennek megfiel paramagneses kontrasztanyagként alkalmazhatok.

Ennek igazoladsara a paramagneses kontrasztanyagésaecskéin vivo teszteltik
HeDe tumoros patkany, és human Hela tumoros egélelie&en. Mindkét esetben
megallapitottuk, hogy a T1 sulyozott MR-felvételgtentts tumorhalmozast mutattak. A
vizsgalatokat a jelen gyakorlattdl eliéthosszabb inkubaciosdkkel (2 h, 24 h) végeztik
annak igazolasara, hogy a nanorendszer alapu MRasatanyag hosszabb ideig fellethat
szervezetben, tumorhalmozasélkdn elnydujtott.

A paramagneses targetalt kontrasztanyag nanorészémsulmanyozasa soran kapott
eredmeényeket 0sszegezve megallapitottuk, hogy WUdikelyan tumorspecifikus, stabil
onrende#dé nanorendszert &hllitani a CH és a PGA biopolimerekb amely optimalis
fizikai-kémiai paraméterekkel rendelkezik, nem kiathatdan toxikus, és specifikusan
internalizalodik a célzott tumorsejtekbein vitro és in vivo, és az altala szallitott
paramagneses ligandum réveén jalerdzignalintenzitas valtozast eredményez a T1 satyo
MR-felvételeken, megkonnyitve a tumordiagnosztikat.

Szuperparamagneses MR-kontrasztanyag

Kutatbmunkank sordan a PGA és a CH oOnrefidégzével olyan nanorészecskét
allitottunk eb, amely potenciadlis nanohordozo, és tovabbfejlesx& tumorspecifikus
paramagneses MR T1 kontrasztanyagga alakithatéat&satink soran vizsgalni kivantuk
annak lehdiségeit is, hogyan fejlesztldetezen polielektrolit komplex nanohordozébdl
tumorspecifikus MR T2 kontrasztanyag. Ennek megsitddahoz tanulmanyoztuk a SPION
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tartaima, PGA és CH onrend&eséevel létrejoy, folsavval targetalt nanorészecskeék
szuperparamagneses kontrasztanyagként aikalmazasanak letietégeit.

A SPION a gyakorlatban is elismert, T2 relaxacid¥t i befolyasolé6 MR-
kontrasztanyag. Az alkalmazasahoz viszont sziksageshany nm-es vas-oxid részecskék
stabilizalasa, melyet gyakran végeznek biopolimezbkKutatasaink soran a SPION-t in situ
allitottuk eb folsavazott PGA jelenlétében, és az igy létrej@gthdszer CH-nal tortén
reakciojaval alakitottuk ki a nanorészecskét, nili@ MR-kontrasztanyagot. A SPION
folsavval tortél targetalasarol, és annak KB sejteken td@rteizsgalatarél mar beszamol a
szakirodalom, de ezen rendszerekben folsavval tatgdipofii SPION-rol, illetve
poliakrilsavval stabilizalt SPION-hoz PEG-linkerdwresztil kapcsolt folsavval targetalt
SPION-rél olvashatunk. A SPION polielektrolit koregkkkel tértédl burkolasara, illetve
abban tortéd eloszlatasara, valamint azok folsavval toftéargetalasara nem talaltunk példat
a szakirodalomban.

Kutatbmunkank ezen fejezetében olyan folsavvaletaittynanorészecskéket allitottunk
el6 a folsavazott PGA-val burkolt SPION és a CH onemdésével, amelyet T2 MR-
kontrasztanyagkeént kivantuk tanulmanyozni és alkahm

Az altalunk eballitott paramagneses kontrasztanyag vizsgalataéansddorabban
bizonyitdst nyert, hogy a folsav képes targetalni Gmrende&dé nanorészecskét, de a
szuperparamagneses nanorészecskék esetében eamsg Ujbol sziikségessé valt, mivel a
SPION szintetizalasa PGA-FA jelenlétében, madmsdnisekleten tortént.

A konfokalis mikroszképos felvételek és az aramlasiometrias eredmények
egyértelniien igazoltdk, hogy a folsavval targetalt Onreddéz szuperparamagneses
nanorészecskék akkumulalédtak a célzott folat itecekat overexpresszald Hela
tumorsejtekben.

A szuperparamagneses hatas igazolasara fantominéwitro MR-felvételeket
készitettiink. A fantom MR-vizsgalat alapjan megdtiattuk, hogy a szuperparamagneses
nanorészecskék jeldist mértékben csokkentették a T2 relaxacids il2 MR-kontraszthatast
valtottak ki. Az in vitro T2 MR-vizsgalat soran targetalt szuperparamagneses
nanorészecskekkel kezelt Hela sejteket vizsgaltéek hasonlitottunk 6ssze kezeletlen
sejtekkel. A sejtszuszpenziok T2 relaxacio$i idzt mutattak, hogy a nanorészecskek
internalizalodtak a sejtekbe, odaszallitottak aCB¥Rt, és ezltal jelefis relaxaciés id
csokkeneést idéztekdh kontroll sejtekhez viszonyitva.

Az in vitro vizsgalatok utann vivo is bizonyitottuk az éhllitott szuperparamagneses

nanorészecskék tumorspecifitasat. HeLa tumoros egdecken teszteltilk a kontrasztanyag
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relaxacios id és szignalintenzitas-csokkénhatasat. A vizsgalat eredménye egyérteim
alatamasztotta, hogy a folsavval mint célzémolekalla elldtott kontrasztanyag
nanorészecskék halmozodtak a folat receptorokaterpeesszald Hela tumorsejtekben, a
SPION tartalomnak koészonléeh jelenssen csokkentették a tumorszovet relaxacios idsjét é

ezdltal szignalintenzitasat, mely a T2 sulyozott-k#pen egyérteliden lathato.
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Uj tudoméanyos eredmények

Poli-gamma-glutaminsav és kitozan onreriadisével olyan targetalt nanohordozét
allitottunk eb, amely pH= 7,4 —en stabil.

Kimutattuk, hogy a biopolimer alapu oOnrenfidZ nanorészecskék alkalmasak
paramagneses, illetve szuperparamagneses ligandeétmuitt szallitasara.

Megallapitottuk, hogy a paramagneses kontrasztangagrészecskék fizikai-kémiai
tulajdonsagai nagymértékben befolyasolhatok a bilmgoek aranyaval, az 6sszedntes
sorrendjével, a szallitott paramagneses ligandumngigegével, valamint a kdzeg

pH-javal.

MR-vizsgalatokkal = tamasztottuk alad, hogy a paramégs, illetve
szuperparamagneses kontrasztanyag nanorészecskékoriyan csokkentik a
relaxacios idt, és ezaltal MR-kontrasztanyagként alkalmazhatok.

Megallapitottuk, hogy a targetalt paramégnesesetvél szuperpramagneses
kontrasztanyag nanorészecskék hatékonyan intedi@dizak a célzott tumorsejtekbe

in vitro kdrtlmeények kozott.

Allati és huméan tumoros allatmodelleken igazoltuk targetalt kontrasztanyag

nanorészecskék hatékony tumorbeli halmozodasavo.

Megallapitottuk, hogy a paramagneses, illetve spgramagneses nanorészecskék

alkalmasak lehetnek targetalt MR-kontrasztanyagiiterd felhasznalasra.
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Osszefoglalas

Kutatbmunkam soran a kitozan és a poli-gamma-glmsen 6nrendgxlésével olyan
stabilis nanohordozot allitottunk 6el amely 100-120 nm hidrodinamikai méretfellleti
toltése negativ, valamint képes paramagneses &bk, illetve szuperparamagneses
SPION részecskék szallitasara. A nanohordozot @lkadpolimerek funkciés csoportjai
révén sikerult folsavat, mint célbajuttatd molekul&kapcsolni a nanohordozéhoz,
megvalositva ezéltal a targetélt kontrasztanyagmasaecskék éallitasat.

Elvégeztik a paramégneses MR-kontrasztanyag nameosdsek teljes kdr fizikai-
kémiai vizsgélatat, és feltartuk a nanorészecskéfijdonsagait befolyasolo tényiket.
Kimutattuk, hogy a biopolimerek koncentracidja, Zismtésének sorrendje és aranya,
valamint a kézeg pH-ja hogyan befolyasolja a nandbmd tulajdonsagait. Osszefiiggést
allitottunk fel a széllitott Gd(lll)-ionok mennyigé és a nanohordozd részecskék mérete
kozott. MR-mérésekkel igazoltuk a paramagnesesdetvé szuperparamagneses
nanorészecskék szignalintenzitast és relaxactidafolydsold hatasat.

Konfokalis mikroszképos, aramlasi citometrias, wailat in vitro MR-vizsgalatokkal
igazoltuk, hogy a folsavval targetalt paramagneseaetve szuperparamagneses
nanorészecskék specifikusan halmozédnak a tanubmétty folat receptorokat
overexpresszalo tumorsejtekben, szallitigdk az MRvalkigandumokat (Gd(lll)-ionokat, ill.
SPION-t), és ezaltal jelefd kontrasztot idéznekéehz MR-felvételeken.

HeDe tumoros Ficher 344 patkany, valamint HeLa tumonude egér modelleken
tesztelttk a paramagneses folat-targetalt nanarglezle halmozédasain vivo. MR-
felvételekkel igazoltuk, hogy az d&llitott nanorészecskék hatékony paramagneses
kontrasztanyagként viselkedtek, mindkét tanulmaattoallat- és tumormodell esetén. A
nanorészecskeék specifikusan halmozodtak a vizegalbrban, és jeleés kontrasztot hoztak
létre a kontroll allatokkal tortént 6sszehasonl#dsan.

A SPION tartalmu folat-targetalt nanorészecske mtMR-kontrasztanyag hatasat
vivo HelLa tumoros éstény athymicus nude egereken teszteltik. A T2ogoly MR-
felvételek alapjan megallapitottuk, hogy a folag&alt kontrasztanyag nanorészecskék
akkumulalodtak a tumorban, és jelésen csOkkentették a tumorszovet relaxacios idejét.

Osszegezve, sikeriilt olyan biopolimer alapi, tumecdikus paramagneses, illetve
szuperparamagneses  nanorészecske = MR-kontrasztédayagceballitani, amelyek

alkalmazasaval nagybarbségithet a korai tumordiagnosztika.
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