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1. Bevezetés
Kutatbmunkamat olyan interdiszciplinaris tudomanyteten kivantam végezni, ahol a

kémiai elméleti tudasomat és gyakorlati tapasziaiat olyan rendszerek Gallitdsdhoz
hasznalhatom, amelyek nagy érdeldsre szamot tartd orvosbioldgiai felhasznalasizeglk
meg. Ezen alapelvek figyelembe vételével a kutatd@m témaja 6tvozi a napjainkban
intenziven fejpdé nanotechnolégia és képalkoté diagnosztika elj#irdéa a biopolimerek
orvosbiologiai alkalmazdsanak, az MR-kontrasztaokagfejlesztésének, valamint a
nanotechnoldgiai kutatasoknak a metszetében all.

Napjainkban noveky érdekbdés Ovezi a biokompatibilis, biodegradabilis
makromolekuldk egyre szélesebb kdrvosbiologiai alkalmazasi lelistegeit. [1,2] Ezen
makromolekuldk specialis tulajdonsagait alapul vyéwee biopolimer alapu fejlesztések
megcélozzak a szovetregeneracio, implantacio, hgé@gphordozok és mas rendszerek
Ujszeti megvilagitasat és biologiai felhasznalasi |ébégeit. [3,4] Ezen kiemelt
orvosbioldgiai felhasznalasi terlletek egyike a tkasetanyagok, ezen belil az MR-
kontrasztanyagok fejlesztése. [5,6]

Az utobbi évtizedekben, a tudomany és a technikbbdésével noveky igény
jelentkezik a diagnosztikai eljarasok irant. Kietnintossaguva valt a betegségek korai
felismerése, a minél hatékonyabb kezelések megedapként. Ezt segitefichatékony,
esetenként tumorspecifikus kontrasztanyagok alkedsen valik szikségessé a pontos
diagnozis felallitasdahoz. Ezen igények olyan Tigtve T2 MR-kontrasztanyagok fejlesztését
teszik szikségessé, amelyek novelik az MRI érzé&dédget, e¥fs kontrasztot biztositanak a
megfigyelt anatomiai rendellenességeknél, szervivalezdsoknal, ezéltal jobb
detektalhatésagot téve letieé. [7,8]

A kontrasztanyagok fejlesztése soran is alkalmakhatnanotechnol6giai vivmanyok.
A nano-mérdt anyagok meretikib adodoéan specialis tulajdonsagokkal rendelkeznek,
melyek ebnydsen kiaknazhatok bizonyos felhasznalasi terkidete Kivald hordozok
lehetnek, térfogatukhoz képest nagy a fellletik, adkalmasak szamos hatdéanyag
megkotésére, szallitdsara, kibocsatasara. [3,4]

Az elvarasok eés leh&tégek szem éft tartasaval kutatbmunkam soran olyan
biopolimer alapu nanorendszerekdlitasat tiztik ki célul, amelyek tumorspecifikus MR-
kontrasztanyagként alkalmazhatok. A felhaszndlt pdlicmerek kedveZ biolégiai
tulajdonsagokat kolcsonoznek azalitott nanorendszereknek, melyek mint nanohorkozé
alkalmasak paramagneses, illetve szuperparamagndigendumok tumorspeficikus

szallitasara.



2. Irodalmi attekintés
2.1. Biopolimerek

A tudomany kulonbék teriletein a biopolimer sz6 jelentése mas és rahstl A
Tudomanyos és Koznyelvi Szavak Ertelifi&@z6tara szerint a biopolimer ,Hosszu, lancézer
képddmény, mely lehet helikalis elrendefigésll. rendezetlen.” Ez a megfogalmazas tal
altalanos.

Tag értelemben véve biopolimernek nevezzik azokatismétbds egységekdl
kovalens kotéssel felégiimakromolekulakat, amelyeketoétzervezetek allitanakéelllyen
példaul a celluloz, a keméngjt a kitin, a proteinek, a DNS vagy az RNS. Ezen
makromolekulakat altalaban cukor, aminosav vagyeaikd monomeregységek épitenek fel,
sok esetben meghatarozott struktirakban.

Mas értelmezés szerint a biopolimerek biokompasibilés biodegradabilis
makromolekuldk. Ezen kovetelményeknek szamos, etitos Gton is élallithatd polimer
felel meg, s ezéltal az értelmezés bonyolddik.][Midemellett jelents kutatoi potenciél is
dolgozik azon vilagszerte, hogy kulonidofelhasznalasi céloknak megfdlelenzimatikus
aton lebomlo szintetikus polimert allitsord el

A jelen dolgozat kutatasi témaja altal leginkablntétt tudoméanyteriletek 8k
értelmezését alapul véve biopolimerek azok a maétekalak, amelyeket élszervezetek

allitanak eb, és biodegradabilis tulajdonsaguak.

2.1.1. Kitozan
Az utébbi évtizedekben egyre noveékfigyelem ovezi a kitozant, és szamos kutatas

szamol be annak lehetséges modositasairél ésZakiiasi lehdiségeibl. [9]

R =H or COCH3

1. &bra: A kitozan szerkezetének sematikus abraja
(Progress in Polymer Science 37 (2012) 1457-1475)

A kitozdn (CH) egy linearis poliszacharid, a termeiben nagy mennyiségben

eléforduld kitin dezacilezett szarmazéka. A dezacseZélyamat kovetkeztében a kitozan



tulajdonképpen g3-(1-4)-2-acetamido-D-glikdz és [(1-4)-2-amino-D-glikéz egységek
kopolimerje, amelyben az egységek random médon bakk eloszlasban fordulnakée(l.
abra). A kitozan lancon belul ezen két monomeregys®lardnya adja meg a kitozan
dezacilezettségének mértéket (DD), amely legal@§b. §10]

A DD a molekulatomeg mellett a legfontosabb paraméamely szignifikdnsan
befolyasolja a kitozan fizikai, kémiai és bioldgitilajdonsagait és ezéltal felhasznalasi
lehetiségeit is. [11]

A kitozan kénnyebb kezelhttégét teszi lehé&te, hogy savas kdzegben oldadik (pl.
s6savban, ecetsavban) és az aminocsoportok prot@sa@ révén nagy toltésssed,
pozitivan toltétt poliszacharidda alakul. Minden zdeilezett monomeregységen egy
aminocsoport és két hidroxilcsoport éhet, melyek révén a kitozan konnyen maodosithato,
funkcionalizalhato.

Biologiai szempontbdl a kitozannak szamasgbs tulajdonsaga van: biokompatibilis,
biodegradabilis, nem toxikus, megujulé biopolimegombaté €és antibakterialis
tulajdonsaggal.

A kitozant és szarmazeékait széleskdudomanyos és ipari érdékles ovezi, pl. a
fémmegkotés, viztisztitas, élelmiszeripar, gyoggsthb. teriletén. [12]

Napjainkban intenziv kutatasok folynak a konnyeazaderhed kitozan felhasznalasi
lehetiségeinek kiszélesitésére. J6 adszorpcios tulajganséiatt fémmegkotésre [13,14],
viztisztitasra [15], valamint j0 filmképz tulajdonsdga miatt kilénbéz tulajdonsagu
membranok, hartyak, filmek [16] fejlesztésére Isenés kutatasi difeszitések iranyulnak. A
legnagyobb figyelem és érdékies a kitozan gyodgyaszatban bettliheterepét dvezi, ezen
belll a hatéanyagok becsomagolasa, szallitAsasgévatregeneralas keriloadrbe. [17] A
kitozanbdl kialakitott rendszerek, részecskeék, diknes hidrogélek alkalmasak hatéanyagok
(pl. kontrasztanyagok, gydgyszerhatoanyagok, DNSSRszekvenciak, stb.) szallitasara

[18,19], valamint hatékony szOvetregeneralasra?[P0,

2.1.2. Poli-gamma-glutaminsav

A poli-gamma-glutaminsav (PGA) egy kulonleges anmipolipeptid, amelyet-amid
kotéssel kapcsolodé D- és L-glutaminsav egysegdtersgk fel (2. abra). A polipeptid
sztereokémiai strukturgjat illegn 3 tipust kilonbdztetliink meg: a D-glutaminsawséeggkil
feléplilb homopolimert, az L-glutaminsav egységékfelépilb homopolimert és a D- és L-

glutaminsav egysége&brandom madon felépélkopolimert. [22]



A PGA-ban a polimer lancot a glutaminsav egységeknino ésy-karboxilcsoportjai
kozotti kovalens kotés tartja 6ssze, amely monogységgenként egy szabad karboxilcsoport
jelenlétét eredményezi. A szabad karboxilcsopogokkarbonsav jelleget kdlcsondznek a
polipeptidnek, kialakitva annak polianionos tulajdagat, és szamos masoémslos
sajatossaggal is birnak. [22] A karboxil funkci@®portok reaktivak, konnyen maédosithatok,

mely altal a PGA széles korben alkalmazhatéva {30,

0
H
COOH n

2. abra: A poli-gamma-glutaminsav monomeregyséegének s&omatibraja
(Bioresource Technology 79 (2001) 207-225)

A PGA vizben jol old6do, biokompatibilis, biodegédmlis, nem toxikus biopolimer.
[24] A PGA-t mikroorganizmusok termelik, bakterglfermentaciéval lehet @&llitani. A
PGA-t el$ként két magyar tudos (lvanovics és Bruckner) ital& Bacillus anthracis
tokanyagébdl, de napjainkban szélesebb kdrbennadizaidk eBacillus subtilist és aBacillus
licheniformist ay-polipeptid ebéllitaséra. [23,25]

A PGA-t széles kdr ipari felhasznalas és egyre novékkutatasi érdekidés ovezi, a
kedve®d fizikai, kémiai és bioldgiai tulajdonsagainak kosheten. A polipeptidbl és
szarmazékaibol kdnnyen képezhetrészecskék [26], kompozitok [27], hidrogéljei [38
vizmegkod tulajdonsédggal rendelkeznek, j6 fémmegk{iz9] és flokkulaldszer [30]. Ezen
tulajdonsagait felhasznalva a PGA-t nagy mennyiseghlkalmazza és dolgozza fel a
kozmetikai és élelmiszeripar, az agrargazdasagamiat a gyogyszeripar és az

orvostudomany. [23,24,29]

Chemical Structures MD Simulation Models Self-assembly of Test Complexes
‘\,.\\,..\,._\,._‘ eaBu  Chitosan
Chitosan (CS)

> b ona —>

N ONYUN (b SUMI
' Lﬁmr)k' o =%y vPGA

Poly(y-glutamic acid)(y-PGA) CSIDNA Coated with 1+-PGA

3. abra: Kitozan/DNS/PGA 6nrendédo polielektrolit komplex sematikus abraja
(Biomaterials 33 (2012) 3306-3315)



Az utébbi években jelets kutatdi érdekidés mutatkozik olyan PGA-bol kialakithato
részecskék, hidrogélek éélllitasara, amelyek alkalmasak lehetnek gyogysh@éahgagok
szallitaséra, kibocsatasara, valamint alkalmazhabévetregeneralasra. [27,28] Szamos
kézlemény szamol be PGA alapu nanorészecskek fRiliglektrolit komplexek (3. abra)

[32], illetve hidrogélek fejlesztés#dr[27,28], valamint ezek orvosbioldgiai felhaszrs#d!
[23,24].

2.2. Biopolimer alapu nanorendszerek

A biopolimert (is) tartalmazé nanorendszerek, néspecskék 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 nanoréskétallitunk eb (elsssorban fém, fém-oxid,
vagy szén) és ezen nanorészecskék burkolasa toréériopolimerrel. Mindkét tipusu
nanorendszer fejlesztését nagy kutatoi éfitkdd dvezi.

A biopolimer alapu nanorendszereket is tobb szemygbesoportosithatjuk: a rendszert
alkoto biopolimerek miéisége €s mennyisége, az esetleges ,adalékanyagniihosiendszert
Osszetartd kémiai kotések rigege szerint, stb.

A szakirodalomban egyre ndvekvszamban jelennek meg az orvosbiologiai és
gyogyszertudomanyi felhasznalas céljara fejlesziigein biopolimer alapu nanorendszerek,
amelyek biokompatibilisek, biodegradabilisek és abilasak valamely specialis

felnasznalasra, mint pl. hatbanyagok szallitd$ra,17]

S e = A R

\) { | 3
| ~ N\ | (. __ Chitosan
| Biopolymer | J 9] L
_ I chitosan | /) ~ D
~UE I | '%’ - PMAA
UHCFDSS-llmREG Crosp-linked bd 5 =i (JF‘;I]CH]C(H’L‘}
Hybri AN0 g0 L e
; | /—\J/\/ ! "-.y(me. 100 1nm) 4 i g
A v ! iti
X | pH-sensitive |
pH-induced | PMAA | Stable
structural changes M e structure

4. dbra Fizikailag és kémiailag térhalositott kitozanipatakrilsav hibrid nanogélek
szerkezetének és felhasznalasanak sematikus abraja
(Nano Reviewes 1 (2010) DOI: 10.3402/nano.v1i0.5730

A biopolimer alapu nanorendszerekalitdsa altalaban kovalens és/vagy ionos kotések

létrehozasaval érhetel (4. abra). Szamos kutatds iranyul olyan biopeti alapu
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nanorendszerek fejlesztésére, amelyekben kovaledgesdk kialakitasaval térhalos
részecskéket hoznak létre, makroszkopikus gétidgez nélkil. A szakirodalomban egyarant
megtalalhaté a kitozan [33], hialuronsav [34], mglitaminsav [31], keményit[35], guar-
gumi [36], és szamos egyéb biopolimer [37,38] naspecskék keletkezését eredmeétiyez
kovalens térhalésitas leirasa. A kutatasok besz@kobzen nanorészecskék hatdanyag-
szallito és -kibocsato tulajdonsagairdl is. [39]

A biopolimerekisl kialakithatdé specidlis nanorészecskéket, un. heggrendszereket
jelentbs mértékben kutatjdk a kedweszerkezeti struktira hatékony kiaknazasa vegett (5
abra). [40,41]

PEG
Corona

Lipid
A B monolayer
Lipid 99900000
ﬁé‘xm% bilayer ~GOSG0S50
i i Paoly
S‘? ‘thu? , o.:m’r
Oy ? B Drug
J e - _i
L‘fl f.g Monoclonal
. 19 y S0 antibodies
¢ w X Molecular
e targeting o
Y L . ) agents
100-700 nm 10-400 nm Aptamers ?{

5. abra: Lipid-polimer hibrid nanorészecske mag-héj szeekének sematikus abraja lipid

kettosréteggel (A) és lipid monoréteggel (B) burkolva
(Nanomedicine: Nanotechnology, Biology and Medicn@013) 474-491)

A mag-héj szerkezet kivaloan alkalmas hatdéanyagatsdimagolasara és szallitasara
azéltal, hogy a legalabb kétrétegtruktira megvédi a magba becsomagolt hatéanyagot
kornyezetédl, igy hatékonyan szallithatd. Altalaban hidrofékyégyszer-hatdanyagok
szallitasat valositjak meg ilyen modon, elkertilmeak vizes kézegben tori@kicsapodasat.
[42]

A mag-héj rendszerek kialakitdsa soran a kovalditéskés az ionos kolcsonhatas
egyarant fontos szerepet jatszhat. [43] Mag-héjkezet alakithat6é ki biopolimere&bugy,
hogy hidrofob oldallancot kapcsolnak hozza kovadensnajd az igy létrej@vgraftolt amfifil
polimer 6nrendeidik, kialakitva a szamara termodinamikailag statiihktarat. [44]

Hasonlo szerkezétrészecskék formalédnak (amfifil) blokk kopolimebékis. [45] A
diszperzids kozeg hidrofilitasatdl figen rendeddik a szerkezet mag-héj struktiraja (6.

abra).
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PEG-PCL-PEG

Triblock Nanoparticles Cs-Coated Nanoparticles
6. abra: Kitozannal burkolt triblokk kopolimerek mag-h&eskezetének sematikus abraja
(Polymer 53 (2012) 5723-5736)

Két- vagy tobblépéses reakcioban biopolimeétékiblyan mag-héj szerkezet is
kialakithato, amelynek magjat térhalds biopolim@rdszer [46] vagy pl. dendrimer [47] adja,
és erre burokként kertil a biopolimer héj. Ezen lezaatekben a mag kialakitdsa soran a
kovalens kotés jatszik fontos szerepet, mig a ¢vdpdlasdban a mag és a héj biopolimerjei
kozotti ionos kdlcsbnhatas a meghatarozo.

A részecskék formalasa, a részecskekkel tértBatdbanyag-szallitas terlletén Uj
tavlatokat nyithatnak meg a polielektrolit komplkx&2] A reaktiv funkcidés csoportokkal
rendelke® hidrofil biopolimerek vizes kbdzegben polianionkémagy polikationként
viselkedhetnek. Az ellentétes toéliesunkciés csoportok kozotti ion-ion kdlcsdnhatas
kovetkeztében ezen polielektrolitok kolloid rendsket formalhatnak, melyeket

polielektrolit komplexeknek nevezziik.

— Polyanion
— Polycation
K=(=)/(+)
Aggregation
K<1 K ~1 K>1

7. dbra Kitozan-alginat polielektrolit komplex szerkezetd sematikus abraja
a részecskeék fellleti toltésének fliggvényében
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(International Journal of Biological Macromoleculs$ (2014) 353-367)

A reakciékorilmények fliggvényében ezen rendszeaiesthek hidrogélek [48], filmek
[49], membranok [50], vagy részecskék [51]. A Igtvé polielektrolit komplexek éinye és
hatranya egyarant a kovalens kotés hianyabol eredodositatlan biopolimerek migik
eredeti, kedvex bioldgiai tulajdonsagaikat, igy egystien kialakithatok a biokompatibilis,
biodegradabilis rendszerek; mindazonéltal az ore#ds rendkivil érzékeny, egyarant
befolyasoljak a biopolimerek fizikai-kémiai paramet (pl. molekulattmeg, toltégsiség) és
a reakcio kortulmeények (pl. a kdzeg sokoncentraciqgbl-ja, a biopolimerek aranya,

koncentracidja) (7. abra). [12]

2.2.1. Kitozan/poli-gamma-glutaminsav nanorendsaere

A kitozan és a PGA vizes kdzegben oldhato, redkitikcios csoportokkal rendelké&z
biopolimerek. Megfeléd korilmények kozott polielektrolitként viselkedheky melynek
kovetkezteben a két makromolekulabdl ion-ion kohteiassal kolloid rendszerek, pl.
részecskék, filmek, gélek, kompozitok keletkezhletne

A tudomény & iranyvonalainak fefldésével és valtozasaval a kitozan és a PGA
onrende#désével kialakithatd részecskék, éstyban nanorészecskék fejlesztését ovezi
kitintetett figyelem. A szakirodalomban szamos ddexdé CH/PGA nanorészecske
eléallitasat és vizsgalatat irtak le, melyeketélegesen hatdéanyagok szallitasara fejlesztettek
ki. Szamos kozlemény szamol be ezen nanorendsatrébkérd génszallitasrol [52,53],

kontrasztanyag-szallitasrol [54], valamint egyétbaayagok [55,56] szallitdsarol.

! sxan e Chitosan

=]
=
>

(10/1)/0

(10/1)/4

: 1 z
{(101y12 [(10/1)i40

8. abra: A (CH/DNS)/PGA komplexek szerkezetének sematidusja, a biopolimerek

aranyainak figgvényében
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(Molekularis dinamikus szimulaciéval, vizes kézeghe
(Biomaterials 33 (2012) 3306-3315)

Kitozdnbdl és PGA-bdl olyan nanorészecskéket éko e, amelyekkel a DNS
[52,53] (8. abra), illetvesiRNS [57] hatékonyan szallithatdé. A nanorendseéehozasanak
alapja az ellentétes téliesnakromolekulak k6zott kialakuld ion-ion kdlcsondmat A kitozan
képes megkodtni a DNS, illetve siRNS lancokat, ézta kotést nem befolyasolva — a kitozan
a PGA-val is afs kblcsOnhatasba lép. A DNS-t szallitdé nanorendszezecskemérete 130-
140 nm volt, mig az siRNS-t szallito részecskék@®-200 nm. Mindkét kutatdécsoport
kimutatta, hogy ezen harom komponiekemplexek sejtek altali felvételét a komplexek PGA
tartalma befolyasolja: a PGA tartalom ndveléséwsdjtek altali felvétel ndvelhét

DNS szallithsara alkalmas, kitozdn és PGA alapu, g-héq szerkezét
nanorészecskélris beszamol a szakirodalom. [52] A nanorendszagjat a kitozan és DNS
komplexe adja, melyet a PGA héjként borit be. Aanandszer mérete ~120 nm, melyet a
kitozan és a PGA ko6zotti ion-ion kdlcsOnhatas ta$ze. Ezen nanorendszerek vizsgalata
soran is igazolast nyert, hogy a nanorészecskékkséjtali felvétele a PGA biopolimer
részaranyaval fokozhato.

Az oOnrende&dé nanorendszerek radiologidban hasznalhatd konaraggot,
képalkotast éisegitt mas anyagokat, ionokat, molekulakat is képeseKlitsrd [5] Sajat
kutatomunka keretében allitottunkbets vizsgaltunk kitozan és a PGA Onreridigsével
kialakitott olyan nanorészecskéket, amely&RTc radionuklidot szallitottak, és ezaltal
SPECT radiofarmakonként alkalmazhatok. [54]

Széleskai kutatdsok folynak a kitozan és a PGA Onreddészével kialakithatd
nanorészecskék hatdanyag-szallité tulajdonsagaliaknazasara is. A szakirodalomban
talalunk példat inzulin [55], lizozim [58], vagy ®orubicin [56] szallitaséara.

CH-PGA onrendeié nanorendszerrel alakitottak ki a szajon at szédivetulint.
[55,59,60] Olyan nanorendszereket allitottak @melyek oralis bevitel mellett is cstkkentik
a Vvér glukoéztartalmat. Mas kutatdsokban a vizsghlatoran azt tapasztaltdk, hogy a
tripolifoszfattal maodositott dnrendéznanorendszerek stabilabbak, mint a tripolifoszfat
nélkuliek, és ezaltal alkalmasabbak az inzulinisrsgallitasara.

Tripolifoszfattal moédositott és anélkili 6nrendenanorészecskéket éallitottak
lizozim szallitsara is. [58] A lizozim molekulak&GA-val és kitozdnnal burkoltdk, és
némely esetben a nanorendszert tripolifoszfattalesgaltattdak. Az antibakteridlis hatas

vizsgalata soran azt tapasztaltak, hogy az antbaks spektrum szélessége, valamint az
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antibakterialis aktivitas mértéke a lizozim csonlagaval, a biopolimerek sorrendjével van
Osszefliggéshben.

Az oOnrende&dé nanorészecskék alkalmasak kemoterapias szerekitészah is.
Doxorubicin szallitasat valdsitottak meg a kito&&sna PGA biopolimerek énrendegsével
létrejow6 nanohordozéval. [56] Kimutattak, hogy a pozitité&i doxorubicin és a negativ
toltédi PGA kdzotti ion-ion kdlcsonhatas eredményeként m&m jon Iétre részecske, ehhez
a kitozan biopolimer hozzaadéasa is szikséges. figom ion-ion kdlcsbnhatason alapuld,
150-630 nm kozotti részecskéket hoztak létre. TrmAnloztak a sejttulélést a biopolimerek
koncentracidja és a részecskemeéret fliggvényébdrtapasztaltak, hogy a legkisebb méret
és legnagyobb doxorubicin tartalmu részecskék tkediek a legjelerdsebb citotoxicitassal.

A szakirodalomban szadmos kdzlemény szamol be a&ités a PGA dnrendiigsével
létrejow6 olyan hidrogélekil és pordézus matrixokrol is, amelyek alkalmasaketabk
szOvetregeneralds vagy csontpotlas céljara tortéaelhasznalasra. [48,61,62] Ezen
szerkezeteket is a két biopolimer funkcidos csopokipzotti ion-ion kdlcsdnhatas tartja 6ssze.

A két biopolimer koélcsonhatasdn alapulva olyan irétr hoztak létre, melynek
porusmeérete 30-100 um kozott valtozik. [27] Megdliast nyert, hogy a matrix fizikai
tulajdonsagai, mint pl. a feluleti hidrofilitasajzzadasi tulajdonsaga, mechanikai szilardsaga,
hatékonyan befolyasolhaték a matrixot alkotdé biopetek aranyaval, igy megvalésitva a
konkrét felhasznélasi célnak megfélallajdonsagu matrixot.

A két biopolimer mellett karboximetil-cellulézt isfelhasznalva harmadik
komponensként olyan antibakterialis matrixot hozketke, amely alkalmas lehet fogaszati
csonthiany, illetve csontelégtelenség kezeléséré2] [ A biopolimerek ion-ion
kolcsdnhatasaval kialakitott hidrogélt liofilizattédmajd az igy nyert 100-500 pm porusméret
matrixot tanulmanyoztak az adott felhasznalasiatézt tapasztaltak, hogy a rendszer a
fizikai, antibakterialis és biokompatibilis tulajdeagai alapjan potencialis jelolt lehet

fogaszati felhasznélasi célokra.

2.3. Targetalt nanorendszerek

Az utébbi években egyre novekvudomanyos érdebtiés és kutatdi aktivitas dvezi a
nanorendszerek kontrasztanyagként tdrtéalkalmazasanak leletegeit az orvosi
képalkotasban.

A nanorendszerek orvosi képalkotdsban tdrtétkalmazasa leh&étéget teremt arra,

J T A4

hogy javitsuk a felvételek diagnosztikus biztonsa@@ekenységét, kombinaljuk a kitlonboz

15



képalkotdé modszereket, és ezaltabsepitsiik a korai tumordiagnosztikat és a hatékony
tumorterapiat.

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

A hatékony tumortargetalas megvalositasa teréh eélédmények azt bizonyitjak, hogy
a hordozo alaprendszerhez iranyitd, célzoligandaptgolasaval megvalésithatdé a megéelel
tumortargetalas. A célzo, specifikus ligandum réwermordozd rendszer hozzakdik a
tumorsejtek felszinén talalhaté megféletceptorokhoz, megvaldsitva ezaltal a célbajigtata
Szamos célzéligandum ismert, pl. monoklondlis asték [63], peptidek [64], transzferrin
[65], szomasztatin [66], aptamerek [67], folsav,f88, melyek megfelél célzo tulajdonsagat
preklinikai és klinikai vizsgalatok bizonyitjak.

Szamos kozlemény eredménye is igazolja a folsaveajetalt nanorendszerek
hatékonysagat. Micellakat [70], dendrimereket [71ljposzOémakat [72], fém alapu
nanorendszereket [73] és polimer alapu nanorenelszief74] mutat be a szakirodalom, mint
folsavval targetalt nanohordozokat.

A legujabb tanulmanyok eredményei igazoljak, hogyansos tumorsejt-tipus
overexpresszal folat receptorokat (pl. émpetefészek, méhnyak, kolorektélis, vese, orr-
garat), szemben a legtdbb egészséges sejttel, knfdigzinén ezen receptorok nem, vagy
csak kis mértékben detektalhatok. A kis molekulagim folsav nagy folat receptor
affinitdssal rendelkezik [75], receptor-mediélt eaidozis révén internalizalodik [76], s ezéltal
hatékony célzéliganduma lehet a hatbanyagot, kextmayagot szallit6 nanorendszereknek.

2.3.1. Folsavval targetalt biopolimer alapu nanor@szerek

Az elmult évtizedekben jeletd kutatdi érdekidés iranyult a sejtek fellletén talalhatod
folat receptorok és az ezeket hatékonyan célz@vofelé. A szakirodalomban fellelliet
eredmények kozott olvashatunk a folat receptorokoiznairdl [77], a sejtek felszinén valo
elhelyezkedésukt és eloszlasukrdl [75], kdlcsbnhatasukrol a folsdyvalamint a folsavval
tortérd hatékony célzasukrol.

A folat receptorokra iranyul6 kutatasi eredménykepgn napjainkban tényként szamol
a szakirodalom a folat receptorok folsavval téétéatékony célzasaval.

A folsav egy vizben oldédé vitamin, hétkbznapi mewd- vagy B-vitamin, kémiai

elnevezése &-2-[(4-{[(2-amino-4-hydroxipteridin-6-il)metilJanmo}fenil)formamido]
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pentandisav, mas nevéh(4-{[(2-amino-4-oxo-1,4-dihidropteridin-6-il)mejdmino}benzoil)
-L-glutaminsav.

Jelents kutatasi potencidl foglalkozik a folsavval tadet nanorendszerek
fejlesztésével. A targetalt dendrimerek [71], medel[70], liposzémak [72], fém vagy fém-
oxid nanorendszerek [73] fejlesztése mellett egydeekw figyelem 6vezi a biopolimer
alapu, targetélt nanorendszerek [74,7lesztését. A folsav kapcsolasaval megvalositott
hatékony célz6 tulajdonsag mellett ezen rendszéiekompatibilisek, biodegradabilisak,
funkciés csoportjaik révén egysden modosithatok, alkalmasak szamos kuléaboalekula
szallitasara, valamint nano mérettartomanyldanesretiik miatt hosszabb ideig keringenek a
véraramban.

A folsavval targetalt biopolimer alapu nanorendskekozott taldlhatunk pl. albumin
[79], hialuronsav [80], kitozan alapu rendszereflédi], valamint biodegradabilis szintetikus

polimer [82] alapu részecskéket egyarant (9. abra).

PEG

Lipid shell

{ “—Fnlic acid
&

o PLGA core

___.— Drug
‘v_? T‘-‘\J A ~

9. abra: Folsavval targetalt nanorendszer sematikus rajza
(European Journal of Pharmaceutics and Biopharniasedl (2012) 248-256)

BSA modositasaval olyan 90 nm mérehag-héj részecskéket allitottalé,eamelyek
alkalmasak doxorubicin célzott szallithsara. [83]fodsavat ebbb dextranhoz kapcsoltak,
majd ezt a molekulat kotottek a BSA-hoz. A létréjoszerkezet magjat a BSA és a
doxorubicin alkottdk, mig a dextrdn képezte a dvédukjat, feliletén a célzd folsav
molekulakkal. A nanorendszétrigazoltak, hogy kisebb toxicitasu a szabad dokminnél,
eés emellett szignifikansan nagyobb a tumorellenatada — koszonh@n a gyogyszer
becsomagolasanak és a folat-targetalasnak.

Hialuronsavbol — szintén mag-héj szerkezet kiadaiéital — olyan 200 nm méiet
nanorészecskéket allitottak6elamelyek alkalmasak a hidroféb tulajdonsagu pechit
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becsomagolasara és célzott szallitasara. [80] Alurbiasavat hidrofob oktadecil
oldallancokkal lattak el. Az igy keletk&z graftolt molekula ©nrendédik egy
termodinamikailag kedvébb mag-héj szerkezet, polimer micella kialakitakawselynek
hidrofob magja alkalmas a paclitaxel biztonsago#llisasara. A nanorészecskéket utolag
folsavval reagaltattdk (karbodiimid technikaval)egwaldsitva ezaltal a hialuronsav alapu
nanorendszer ket célzo tulajdonsagat: a folsav révén a folat reweg célozhatok, mig a
hialuronsavval a CD44 receptorok.

A biopolimer alapu, folsav célzomolekulat tartalmdropolimerek k6zott a kitozannak
van az egyik legjeletisebb irodalmi hattere. [84-87]

Eléallitottak és tanulményoztak olyan kitozan alapindezereket, amelyekben a
kitozdnhoz linkeren (EDBE) keresztul kapcsoltdkossdvat. A kutatok beszamoltak ezen
200-250 nm-es rendszerek antioxidativ hatasarol], [Getve vankomicin szallitd
tulajdonsagarol [85].

Folsavval moédositott kitozannal DNS is szallithai®b6] A 120 nm mérét
nanorészecskéket komplex koacervacioval allitattdka kitozanhoz kdzvetlenil kapcsoltdk
a folsav célzémolekulat (karbodiimid technikavahajd a mdédositott biopolimert DNS-sel
elegyitették. lon-ion kdlcsbnhatas révén nano-nignedzitiv fellleti toltéé folat-targetalt
nanorendszer jott létre.

A kitozanbdl olyan 6nrendézmag-héj micelldkat is létrehoztak, amelyek szintén
alkalmasak hidrofob gydégyszerhatbanyagok célzddtliszsara. [70] A kitozant hidrofil és
hidrofob oldallancokkal lattak el, s az igy léttej@mfifil szerkezet 6nrendédott. A 135 nm
méreti részecskéket utdlag folsavval reagaltatték, igwamgalva a célzémolekulak felszinen
tortérs elhelyezkedését.

Sajat kutatas keretében kitozanbdl onreddégsel olyan folsavval targetélt
nanorendszert hoztunk létre, amely alkalmas rativwdigandum célzott szallitasara. [54] A
kitozan és a folsavval médositott PGA biopolimedekendeédésével stabil nanorészeskéket
hoztunk létre és sikerrel jelsItifR™Tc radioizotéppal. A tanulmanyunkban igazoltuk, hag
folsavval célzott nanorészecskék jetentmértékben halmozodtak a célzott tumorsejtekben és
biztonsaggal szallitottak a SPECT-akiiVTc-t. Az eredmények alapjan elmondhattuk, hogy
a kialakitott célzott nanorendszer potencialis STE&tliofarmakon lehet.

A szakirodalomban olvashatunk olyan kitozan alaparidh rendszesl is, amelyben
karbodiimiddel a kitozanhoz kozvetlenll kapcsolsé&wval alakitottak ki nanorészecskéket,

melyekkel szén nanocstveket funkcionalizaltak gélfiszs megvalositasa céljabol. [87]
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A természetes biopolimerek mellett egyre nagyobeimet kapnak a kutatas és az
alkalmazas terén is a biodegradabilis, szintetigomerek. [82] Ezen polimerek egyik
jelentbs képvisadje a PLGA, amely egy biodegradabilis kopolimer. Ezmlimer célzott
szallitasa is kutatas targyat képezi. Olyan 100 neéinkisebb PLGA-PEG részecskéket
allitottak eb és hasonlitottak 6ssze, amelyek egyik szarmaz€da-wel targetalt, a masika
pedig folsavval. [88] A nanorészecskék fellletémekgalata soran a kutatok azt tapasztaltak,
hogy a hasonld6 modonddlllitott két rendszer kdzil a jobb vizoldhat6 tdtaysagu PLGA-
PEG-RGD célzomolekulainak kdzel 100%-a a felszitaddhato, mig ez az arany a PLGA-
PEG-FA esetén a folsavra nézve csupan 20%. Ezemyakrakozotti kulonbségek is
hozzjarulhattak ahhoz, hogy a célz6 tulajdonséizsizehasonlitasa soran is jetsntltérés
novelésével nbvekedett a célzott sejtek altaliétdly mig a folsavval targetalt részecskék

esetében atlagosan 50%-0s értek volt mérhet

2.4. Kontrasztanyagok
2.4.1. Kontrasztanyagok, radiofarmakonok. Altalanissnertet’

A radiolégidban a kontraszt a kép legvilagosabb legsotétebb pontja kodzotti
vildgossag-kulonbség. A kontraszt teszi lékét a vizsgald szamara az elvaltozasok
felismerését. [89] A kulonbézképalkotd eljarasok soran gyakran szikségessk gaén
kontraszt efsitése, amelyet an. kontrasztanyagokkal érhetjik el

A kontrasztanyagok az egyes képalkotd eljardsokarsdhasznalt, jogi értelemben
gyoégyszernek mibslilb készitmények, melyek a detektalhatd jeleket mdddsi a
diagnosztikai hatékonysagot javitjak.” [90]

A kontrasztanyagok olyan vegyuletek, amelyek allkalésaval a keletkéz kép
kontrasztosabb lesz, melynek kovetkeztében a tamyorott terlleteken az anatomiai
rendellenességek, a szoveti struktlrak, szervitekésok jobban detektalhatéva valnak.

A specialis tulajdonsagu kontrasztanyagok kulowvlhdertékben lépnek kblcsénhatasba
a vizsgalt szervek szoveteivel, kulonBomértékben halmozodnak, ezaltal valtoztatjak a
vizsgalt tertiletek kontrasztjat és kbnnyebb detektasagot tesznek leléet.

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

erzékenységet.
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A rontgen-, ultrahang- és MR-képalkoto eljarasokraso a kontrasztanyagok
hasznalatanak indikacioi vannak, esetenként azéamait elvaltozasok a kontrasztanyag
alkalmazasa nélkil is kimutathatok.

A nuklearis medicinaban elterjedt pozitron emisszidbmografia (PET), egyfonotos
emisszidés komputer tomogréafia (SPECT) diagnoszifjarasok hatékonyan egészitik ki az
emlitett anatémiai vizsgalatokat. ,A nuklearis nudd nyilt radioaktiv izotGpokat
(radiofarmakonokat) diagnosztikus vagy terapiasactdlhasznalé 6néllé orvosi szakterilet.”
[91]

A nukleéris medicindban hasznalt PET és SPECT fanktis képalkotd eljarasok a
szervek, szovetek iRodését jelenitik meg, hatékonyan kiegészitve a fotagiai
elvéltozasokat megjeleitljarasokat. Ezen funkciondlis képalkot6 eljarémakszikségesek
a radiofarmakonok, melyek a PET esetében pozisogarzo izotépokkal jeldlt vegytliletek,
mig a SPECT esetében gamma sugarakat kibocsabpaddal jeldlt anyagok.

A szoveti, szervi elvaltozdsok hatékony és minéidkbi diagnosztizaldsa érdekében
egyre elterjedtebbek a hibrid, mas néven flzidsalké&pd moddszerek, pl. SPECT/CT,
PET/CT, PET/MR, stb. Ezen hibrid képalkotd eljaidsoran, az anatomiai és funkcionalis
elvaltozasok kombinalt diagndzisassdgiti az esetleges elvaltozasok és rendellendssége

minél korabbi és minél pontosabb felismerését.

2.4.2. Nanorendszer alapu kontrasztanyagok

A diagnosztikai képalkoté modszerek szerepénégoelesével egyre novekvigyelem
fordul az eljardsok érzékenységének novelése faléninél hatékonyabb diagnosztika
elérésére. A kontrasztanyagok fejlesztésének motmka egyrés#l azok mellékhatasainak
csokkentése, masréskrazok finomitasa, fejlesztése az elkészilt képtriasatfeloldasanak
novelése céljabol.

A kontrasztanyagok fejlesztésének egyék ifanyvonalat alkotjdk a nanorendszerek,
amelyek a méretikh adodd specialis tulajdonsagaik révén hatékonytresmtanyagok
lehetnek.

A szakirodalomban szamos Ujskekontrasztanyag é&éllitasat leir0 kozlemény
olvashat6, melyek k6zott a CT- és az ultrahangiaetiedz MR-kontrasztanyagok fejlesztése
kap nagy hangsulyt.

A nanorészecskékre épulCT-kontrasztanyagok fejlesztésében legjéissibbek a
jodozott szarmazekokra [92-94] és az arany nanecékekre iranyuld kutatasok [95-97]. A

jod tartalmua rontgen-kontrasztanyagokat ma is jeltéen alkalmazza az orvostudomany, de a
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mellékhatasok cstkkentése és az érzékenyseg néveéléekében szamos UGjdzeljod
tartalmd CT-kontrasztanyag fejlesztése folyik. Aaldmdalom beszamol jodozott lipitly
amely 50-150 nm liposzéma részecskékké onreiuille£92], jddozott monomerek emulzios
kopolimerizaciojaval élallitott nanorészecskélr [93], hidrofob jodozott olajok ~100 nm
meéreti emulziécseppekbe tértémecsomagolasarol [94].

A CT-kontrasztanyagok kozott egyre novékvérdekbdés kiséri az arany
nanorészecskék fejlesztését. Szamos kozlemény bzBemonéhdny nm méiet arany
részecskék éébllitasardl, fellleti stabilizalasarol, valamintegzCT-kontrasztanyagként vald
alkalmazasarol. [95-97] Az arany nanorészecskékllébsa egyszéen kivitelezhei, a
kutatési tertlet kihivasa ezen nanorészecskékligédsa, a biztonsagos alkalmazas elérése
celjabol.

A nano mérettartomanyba déesultrahang-kontrasztanyagok fejlesztése terén nagy
hangsulyt kap az uan. Ureges (hollow) részecskél, [@8krobuborékok elallitasa és
stabilizalasa [99], valamint ezen rendszerek tofgladsztésével dudlis kontrasztanyagok
[95,100], illetve multifunkcionalis kontraszt- éépias anyagok [101,102] fejlesztése.

2.4.2.1. MR-kontrasztanyagok

Napjainkban a magneses rezonancia képalkotdas (MRI) egyik legfontosabb
diagnosztikai képalkotd modszer.6By0s tulajdonsagai kdzzé tartozik, hogy nem invaziv
modszer, és jo kontraszt és térbeli felbontasutkaga lagyrészeét.

A magneses rezonancia jelensége az atommag impuwmentumanak nevezett
tulajdonsagan alapszik. A szervezetben nagy szanpdanléwb pératlan nukleonszamu
hidrogénatomok és magneses térbe helyezve nagyfrekvenciaju radéhakkal
gerjeszthdik, majd gerjesztés utan az energiat kisugarozzdlkexalédnak. A kisugarzott
radiohullamokat a berendezés felfogja, képpontk&ni és elemzi, majd képpé alakitja.

Az utObbi évtizedekben az MRI rendkivil gyorsandidy képalkoté modszer, mely
kilonos jeleniséggel bir tébbek kozott a neuroldgia, kardiovakzial és onkologiai
tertleteken.

Az MRI nagy felbontasu, nagy érzékenygegnatomiai képet ad a vizsgalt teridetr
Az MRI alkalmazasaval a szoveti elvaltozasok, amaéddrendellenességek jol detektalhatok
a vizsgalt tertletek proton denzitdsanak kimutatapjan, amely a szlrke skalan jetent
kontrasztot eredményez. A megjalekontraszt alatt azon szignalintenzitds-kilonbségek

ertjuk, amelyek lehévé teszik a diagnoézist.
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Az MRI felbontasa és érzékenysége intravaszkukimgrasztanyagokkal novellietA
legelterjedtebb MR-kontrasztanyagok a paramagnésesszuperparamagneses anyagok,
melyek képesek megvaltoztatni a homogén magneses tdalmozoédnak a kilonbéz
szovetekben, megvaltoztatjak azok relaxacios idegéezaltal szignalintenzitas-kilénbséget
hoznak |étre a vizsgalt tertleten. [103,104]

Az MR-képalkotasban kétféle relaxaciét kilonboatktineg: az egyik a T1, a masik a
T2 relaxacio. A T1 (spin-racs) relaxacié az elemagmes (proton) és kodrnyezete kozotti
kblcsonhatasra, mig a T2 (spin-spin) relaxacio Bme magnesek (protonok) kozotti
kolcsdnhatasra utal.

Szdmos kutatas eredménye szamol be a gadoliniumt paraméagneses fémion
komplexeinek dlallitdsarol, vizsgélatarol, és MR-kontrasztanyagkértért alkalmazasarol.
[6,105] Bar a Gd(lll)-ion szabad ionkéntéeen toxikus, komplexalva nem mérf§e&ppen
ezért mind a kis molekulattmi&gmind a makromolekulas hordozék fejlesztését iriten
kutatéi érdekddés Ovezi, etssorban az MRI jelintenzitdsanak javitasa céljahits,107]
Mindazonaltal a kis molekulatom&gGd-kelatok komoly hianyossagai — mint pl. révid
tartozkodasuk és gyors kitrtlésik a éérfgyors kivalasztodasuk a vesén keresztil) — nem
hagyhaték figyelmen kivdil.

A hidnyossagok elkeriilése és javitdsa érdekébemoszdanakromolekulds hordozét
allitottak eb a paramagneses Gd(lll)-szallitds céljabol. Ezgesteések kozott fellelhék
proteinek [108], poliszacharidok [5], vizoldhatdllénének [109], szén nanocsdvek [110],
dendrimerek [111], liposzOmak [112], polimer mié&ll[113], és szamos egyéb természetes
és szintetikus biokompatibilis polimer [114] vagyliplektrolit komplex [115].

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-ok fejlesztése intenziven kutatott terideok MR-kontraszt hatasa és fém-
oxid jellege miatt egyarant. A SPION tartalmi remedek alkalmasak szamos
orvostudomanyi felhasznalasi célra, mint pl. MR+kasztanyagok [116], magneses
hokezelés (hipertermia) [117], illetve célzott gyopgehatdanyag-szallitas [118].

Intenziv kutatas iranyul SPION-okdédllitasara, vizsgalatara, fellleti modositasara és
stabilizalaséara, felhasznalési leksgigeire. [119] Szdmos makromolekulardl bizonyogodot
be, hogy alkalmas SPION-ok burkolaséra és ezHhbllzalaséara. llyen polimer pl. a kitozan
[120], dextran [121], alginat [122], illetve t6bbas szintetikus [123,124] vagy természetes

polimer [125]. A stabilizalast eredményezburkolas mellett nagy figyelmet kap a
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szakirodalomban a SPION szdllitasa is, amelyresipmakat [126], mikrobuborékokat [100],
nano- [127] és mikrorészecskéket [128] fejleszketie

Idealis esetben a polimer alapi MR-kontrasztanyabo&sz( ideig keringenek a
véraramban, célzottan a vizsgalt szovetekben haldmak fel, és és kontrasztot
eredményeznek az MR-képeken. Bldés ezen anyagok degradalédnak és a vesén keresztl

kitrilnek a szervezebh [129]
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2.4.2.2. MR-kontrasztanyagok biopolimer alapu nanodiszerekd

A paramagneses Gd(lll)-iont szallit6 makromolekulasorendszerek kdzott kilonkoz
szerkezdt nanohordozok éhllitasardél és vizsgalatardl szamol be a szakimdaEBallitasra
kerlltek nano mérettartomanyba 6esnanorészecskékké formalodoé polimer micellak
[113,130], polielektrolit komplexek [115], térhaldanorészecskeék [131,132].

A polimer micellak és a polielektrolit komplexekl&tkezésének is az dnrenddeés az
alapja. A polimer micelldk formalédasanaktajtoereje a kedvébb termodinamikai allapot
elérése. A polielektrolit komplexek onrenddését az ellentétes toltegpolielektrolitok
k6zotti ion-ion kdlcsdnhatas iranyitja.

PEG®b-poli(L-lizin) blokk kopolimerek ©Onrendéziése révén polimer micellak
eloallitasarél szamoltak be japan kutatok. [130] Aiperhez kovalensen kapcsoltak a
Gd(llh-iont komplexald DTPA-t, és ezaltal 40 nm me# részecskék, valamint 225 nm-es
aggregatumok keletkeztek. Kimutattak, hogy a palimmicellak hatékony MR-
kontrasztanyagok, melyek éorban a majban, 1épben, vesében, és a tanulmé&hgoitm26
tipusu tumorban halmozédnakvivo.

Kitozan és dextran-szulfat onrenddésével polielektrolit komplexek jénnek létre.
[115] Ezen nanorészecskék paramagneses MR-korargsgiga alakitasat tobbféle mdédon
valositottak meg. Készitettek olyan részecskékeglyekben a polielektrolitokhoz ion-ion
kdlcsbnhatassal kapcsoltdk a paramageses Gd(fit)-idlletve eballitottak olyan
kontrasztanyagot is, amelyben a Gd(lll)-iont koglé DTPA-t a kitozanhoz kapcsoltak
kovalensen, karbodiimeddel, majd ezt a polimer bpdtl reagaltattak az ellentétes tdités
dextran-szulfattal, j6 kolloid stabilitasi nanorészkékké tortéh Onrendeédés soran.
Kimutattadk a keletkez polielektrolit komplexek megfelél MR-aktivitdsat, igazoltak nem
toxikus jellegét, valamint tanulmanyoztak biodigaiciojat.

A kitozan részvételével olyan polielektrolit kompdt is létrehoztak, amelyben a
negativ toltés biopolimer DNS volt. [133] Ezen nanorendszer dsateis kovalensen
kapcsoltak a kitozdnhoz a Gd(lll)-iont komplexald'BA-t, és ez a biopolimer hordozo
onrende#dott a DNS makromolekulaval, 30-150 nm részecskig@eta létre.

Biopolimer alapu, térhalés paramagneses kontragatma is talalhatdo példa a
szakirodalomban. A térhalésitassal kialakithat@aonészecske, de a biopolimerek kovalens
modositasa révén azok veszithetnek kedlmdaldgiai tulajdonsagaikbol.

Glutaraldehiddel térhalésitott, DTPA-val komplex&d(lll)-iont szallité kitozan és
HSA nanorészecskék éélllitasarol és vizsgalatarol is beszamol a szakimd. [132] Az

emulzidban dallitott térhaldés kitozan alapu paramagneses ksmi@aayag esetében
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tanulmanyoztak a reakcié korilmeények hatasat akesé kontrasztanyag tulajdonsagaira. A
térhalds HSA esetében a valasztott technikavalri?dnérel részecskéket allitottakéglés
tanulmanyoztak a toxicitasat, tumorbeli felvételét.

A paramagneses Gd(lll)-ion szallitasara alkalmasiorendszerek fejlesztésével
szemben a SPION esetébenéstsban annak fellleti stabilizalasara, feluleti Kold&sara
helyedott a 6 szakmai hangsuly.

A SPION e6fs MR-aktivitasu, €lallitdsa egyszéen és pontosan kivitelezléetviszont
aggregaciora hajlamos. A stabilitas elérése érdakéd fellletét moddositani, burkolni
szlikseéges, illetve a SPION-t eloszlatni valamely alkalmas nanorendszerben. [119,134]

A biopolimerekkel stabilizalt SPION rendszerek ében tdbb olyan tanulmany is
olvashatd, amelyben az6éllitds és fizikai-kémiai karakterizdlas mellett gt@ténik a
képadott rendszerin vitro, illetve in vivo tesztelése is, szuperparamagneses MR-
kontrasztanyagként tortérielhasznalas céljabdl. [121, 135,136]

A SPION, mint néhany nm-es részecske biopolimelekkeers stabilizaldsat altaldban
egy- [121,136] vagy kétlépéses [135,137] reakciakbajtjak végre. Egylépéses in situ
eléallitas soran a SPION részecskéket a biopolimenjélében allitjak élFe(ll)- és Fe(lll)-
ionokbol kulonbd#d modon. Megtalalhatd a szakirodalomban a SPIONtinedsallitasa és
burkolasa pl. kitozan [136], dextran [121,135] vagginat [138] jelenlétében. Egy adott
szintézissel kitozan jelenlétében gamma-sugarzédktk eb a SPION-t, és a keletk&z
stabil 90 nm-es részecskéketvitro ésin vivo is tesztelik. [136] Dextran, valamint alginat
jelenlétében tortéh in situ eballitas soran tanulmanyoztak a keletkezstabil
szuperparamagneses rendszerek tulajdonsagait @oktéh aggregacios hajlamat, stb) az
tapasztaltak, hogy adott biopolimer koncentracetdss létezik egy olyan kritikus biopolimer-
SPION arany, amely alatt nem keletkeznek szepa¥sitecskék, aggregacio figyelbeheg.
[121] Az alginét esetében a biopolimer koncentijaciak hatdsat tanulméanyoztak. [138] Azt
tapasztaltak, hogy az alginat koncentraciojanakel@®ével nagyobb métetrészecskék
keletkeznek.

Szamos tudomanyos kdzlemeény szamol be biopolimstadiilizalt SPION kétlépéses
szintéziséfl. [135,137] Ezen esetekben kilon reakcidban tiktanrSPION edallitasa, majd
utélag torténik annak beburkoldsa, eloszlatdsa.AhiBpolimerrel emulzidéban burkoltdk be
az ebzéekben adallitott SPION-t. [124] PEG-PAsp blokk-kopolimerreizes kézegben

keverték dssze a SPION-t, hosszukas alaku, stlbiianorészecskeket eredményezve [123].
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Kétlépéses reakciokbandéallitott szuperparamagneses térhalds nanorészedkkek
beszamol a szakirodalom. Térhalés hialuronsav lesetéa mar meglév keresztkotott
biopolimerhez utélag keverték a SPION-t, mikbzb&nnBn mérdi részecskék keletkeztek.
[125]

Tripolifoszfattal térhalositott kitozanban elosplatSPION-t Ggy allitottak é| hogy a
kitozan és a SPION elegyéhez utélag adtédk a té&stiéto [137] Azt tapasztaltak, hogy a
SPION nélkuli térhalds kitozan 150 nm méreészecskéinek mérete 120 nm-re csokken a
SPION jelenlétének kdszonkben, mely méret kis mértékben valtozhat a SPION
azok kival6 MR-aktivitassal rendelkeznek és CR-25B@r fibroblast sejtvonalon

tanulmanyozva nem toxikusak.

2.4.2.3. Targetalt MR-kontrasztanyagok

A szakirodalomban szamos paramagneses és szupeguaeses MR-kontrasztanyag
eléallitdsat és vizsgalatat publikaltdk. Ezen fejlések célulizték ki a hatékony, specialis
tulajdonsagokkal rendelkézendszerek létrehozasat. Tovabbfejlesztésik tobhlan folyik:
dualis kontrasztanyagok d&llithsa [100,139,140], gyogyszerhatéanyagot is lligza
kontrasztanyagok fejlesztése un. ,teragnosztikaljae [102,141,142], illetve targetalt
kontrasztanyagok [143-146]cdllitasa.

Az MR-képalkotasra fokuszalva idedlis esetben atresmtanyagok specifikusak, a
célzott tumorsejtekben halmozodnak fel, és MR-d@ébsuknak koszénhéen jol kivehed
kontrasztot eredményeznek a vizsgalt tumor és egges kornyezete kozott. Lebhed
tesznek egy idben elhtizédé MR-vizsgalatot is.

A tumorspecifikussag elérése érdekében a kontragg@khoz célzéligandum
kapcsolhato, amely iranyitja a kontrasztanyagoélaott tumorsejtek adott receptoraihoz. A
célzomolekuldk kozoétt talalhatok kis molekuldk (plolsav) [73], peptidek [143],
monoklonalis antitestek (pl. herceptin) [144], tNe egyéb ligandumok [145].

A tumorterapidban a folsav széles korben alkalnazétzomolekula. [146,147]
Kordbban ugyanis tobb kutatas szamolt be arrdl, yh@gamos human tumorsejt
overexpresszal folat receptorokat a felszinén éslemegfelélen nagy affinitdst mutat a
folsav molekulara nézve. [75,77] Mindazonaltal agészséges sejtek tobbsége csak

korlatozott szamban expresszal folat receptorokelsainén.
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A folsavval targetalt MR-kontrasztanyagok irodalrmab talalhatunk gadolinium
tartalmd paramagneses [148-150], valamint SPIONtaltati szuperparamagneses
kontrasztanyagra [140,151] is példat.

Amerikai kutatok olyan 6todik generacios (G5) PAMAdéndrimerél szamoltak be,
amely DOTA komplexképavel megkotott Gd(lll)-ionokat szallit, folsavval rggetalt, és
ezaltal tumorspecifikus MR-kontrasztanyagként atiedhatd. [148] A targetalt
paramagneses dendrimer hatasat folat receptorokedxpresszalé KB sejtvonalon tesztelték
in vitro ésin viva Megallapitottak, hogy a folsav targetalas hat§onmikodott: a folatos
nanorendszer specifikus és szignifikans tumor-haédéast mutatott.

Szintén DOTA komplexké@wel megkotott gadoliniumot szallitd folat-targetalt
liposzémakrol is ir a szakirodalom. [149] A 100 esrészecskéket tartalmazo nanorendszert
IGROV-1 sejtvonalon tesztelték, és azt tapasztaltddgy a folsavval tortén targetalas
kovetkeztében négyszer jobb tumor-halmozas valheté

DOTA-val komplexalt gadolinium iont szallit az ddavval targetalt csillag kopolimer
is, amely specidlis amfifil struktirajanak kdszdtdlea micellava zarddik, és ezaltal paclitaxel
becsomagolasara is alkalmas. [150] A multifunkcien@anorendszert folat receptorokat
overexpresszald HelLa sejtvonalon tesztelitékvitro, valamint egészséges allatmodellen
vizsgaltdk annak biodisztriblciojat. A gyogyszedaatyagot is szallit6 paramagneses
targetélt nanorendszer alkalmazaséaval ugyanis neaziv médon nyomon kovettieannak
halmozddasa és eloszlasa a szervezetben.

Folsavval targetalt lipofil SPION &hllitasardl és vizsgalatarol szamoltak be koreai
kutatok. [151] Az edallitott 5,5 és 11 nm méfetfolsavazott rendszerek tanulméanyozasa
soran azt tapasztaltak, hogy a KB sejtekben joinbabdnak a részecskék, és az altaluk
kivaltott relaxacios ivaltozas aranyos a vas-tartalommal.

Poliakrilsavval stabilizalt SPION-hoz PEG linkerkaresztil kapcsoltak a folsavat, és
az igy létrejov nanorendszer hatékonysagat tesztelték FR(+) é3 RR(sejteken. [140] Azt
tapasztaltak, hogy a folsavval targetalt rendszeign#fikAnsan nagyobb mértékben
halmozodott az FR(+) sejtekben, mint a folsav nélkinig az FR(-) sejtek esetén a
nanorészecskék halmozodasa nem fuggott a folsanléghl; mely kilénbség ain vitro

MR-felvételeken is megmutatkozott.
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2.5. Célkitizések

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

Az értekezésben bemutatott kutatomunka délja olyan onrendédésre képes,
biodegradabilis, biopolimer alapu nanoeszkozokalbdtasa és preklinikai tesztelése volt,
amelyek képesek a hozzajuk kapcsolt célzémolel@varnr a kivalasztott sejteket felismerni,
és az altaluk szallitott kontrasztanyagot szelektiezen sejtekbe juttatni.

A kutatobmunka soran az alabbi konkrét célokatiik ki:

. paramagneses, illetve szuperparamagneses liganduiiopolimerek
Onrende#ddése révén létrejott targetdlt nanorészecskékherténtod
kapcsolasat, T1 és T2 MR-kontrasztanyagéklétasa céljabdl;

. az MR-kontrasztanyagok teljes Kkorfizikai-kémiai karakterizalasanak
elvégzéset, a tulajdonsagokat befolyasolo téskyemeghatarozasat, az
0sszefluggések feltarasat;

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

. a kontrasztanyagok MR-hatékonysdganak igazoldeatvivo tumoros
allatmodelleken: a vizsgéalatokhoz optimélis korihyek és MR-
paraméterek, pulzusszekvencidk meghatarozasat, eorhalmozas
koérilményeinek feltarasat, a szerveloszlas tanwoéasat;

. a Tl és T2 kontrasztanyagok relaxaciosgskid gyakorolt hatasanak

tanulmanyozasat mind vitro, mindin vivo kéralmeények kozaott.
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3. Anyagok és mddszerek

3.1. Felhasznalt anyagok

A kitozant a Sigma-Aldrich Kft.é vasaroltuk. Felhasznalasé#l nagytisztasagua 0,01
M-os sOsavban oldottuk, 5 pm-estsin (Ultra Cruz, Santa Cruz Biotechnology Inc.,
Heidelberg, Németorszag)istik, nagytisztasagu MILLIQ vizzel szemben dialiak majd
a szilard anyagot liofilizalassal nyertik ki. A d&an hatarviszkozitasat Ostwald-féle
viszkoziméterrel hataroztuk meg. A hatarviszkozigatek felhasznalasaval a viszkozitas
szerinti atlagos molekulatomeget a Mark-Houwink esggt alapjan szamitottuk. [152] A
kitozan viszkozitas szerinti atlagos molekulatomige= 320 kDa volt.

A poli-y-glutaminsavat (PGA) a Vedan (Taichung, Taiwan) t@égrasaroltuk.
Felhasznalas &t nagytisztasagu MILLIQ vizben oldottuk, 5 pm-esgirén sirtlk,
nagytisztasagu MILLIQ vizzel szemben dializaltukajch a szilard anyagot liofilizalassal
nyertik ki. Az atlagos molekulatomegének meghatisazvizes kozeég méretkizarasos
kromatografiaval (SEC), Waters Ultrahydrogel 208@lopon tortént, PBS-ben, 7,4-es pH-n,
poli-akrilsav sztenderdek felhasznalasaval. A paliutaminsav témeg szerinti atlagos
molekulattmege M = 282 kDa volt. Tisztitds utan a biopolimerek titéisat MTT teszttel
vizsgaltuk.

Az  anyagtudomanyi  szintézisekhez = hasznalt  1-[3-€tiamino)propil]-3-
etilkarbodiimid metiljodidot, folsavat, gadoliniuthj-klorid hexahidratot, vas(lll)-klorid
hexahidratot, vas(ll)-klorid tetrahidratot, fluoregin-izotiocianatot és dimetil-szulfoxidot a
Sigma-Aldrich Kft.-6I (Budapest, Magyarorszag) rendeltik, analitikaztiisagban. A
reakciok soran hasznalt soOsavat, natrium-hidroxidatartium-kloridot, gltkozt,
ammoniaoldatot, valamint a;Njazt a VWR International Kftét (Debrecen, Magyarorszag)
rendeltuk.

Az in vitro vizsgélatok elvégzése soran hasznalt tripsziiignetliamin-tetraecetsavat
(EDTA), RPMI 1640-t, magzati borjuszérumot (FBS)atmum-azidot, MTT reagenst,
formaldehidet, valamint a PBS és citrat puffer slieséhez szilkséges anyagokat a Sigma-
Aldrich Kft.-t6l rendeltik, analitikai tisztasagban.

A folat receptor meghatarozashoz sziikséges LK2&t fiaceptor ellenes édleges
antitestet az Abcam-tél (Cambridge, UK), a Cellquanlibrator kiteket a Biocytexét
(Marseille, Franciaorszag) rendeltik.

A nanorendszereia vitro vizualis megjelenitéséhez szikséges AlexaFluordkzcens

festékeket a Life Technologies Magyarorszag Kitréndeltik.
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Az in vivo vizsgalatok soran hasznalt Nembutal, Ketamin, Xiplanatrium-barbiturat

és dietil-éter anyagokat a Sigma-Aldrich Kfil4#tendeltiik analitikai tisztasagban.

3.2. Kisérleti modszerek
3.2.1. A PGA reakcioja folsavval

A PGA-t (m = 60 mg, n = 0,465 mmol) egy 150 ml-&s6poharba mértik, és 100 ml
desztillalt vizet adtunk hozza. A felolddédas utarotdatot jegesiiéssel 4 °C-raitottik.

13

mg) bemértik egy penicillines Gvegbe és 5 ml diélttvizben oldottuk. A felolddédas utan

Az ekvivalensnyi 1-[3-(dimetilamino)propil]-3-eti#kbodiimid metiljodidot (m

jégen Hitottik.

Az oldatokat hidegen 0Osszeontottik, majd egy Oor@dgen, egy Ora hosszat
szobalbmeérsékleten kevertettik.

A folsavat (m = 21,3 mg, n = 0,0446 mmol) feloldétty = 4 ml DMSO-ban. A két 6ra
kevertetés utan a folsav oldatot hozzacsepegtetttdGA-karbodiimid reakcioelegyhez. A
reakcio ideje 24 6ra volt, szokiahérsékleten (10. abra).

A folsavval modositott PGA-t (PGA-FA) tartalmazodatot dializissel tisztitottuk,
regeneralt celluloz dializis zsadkban (Dialysis TgpCellulose Membrane 43 mm x 27 mm,
Sigma-Aldrich) desztillalt vizzel szemben 7 napig.

A PGA molekulakhoz k&idé FA molekuldk szaméat UV-VIS spektrofotometriaval
becsiltik meg &maxx = 368 NM és Amaxe = 283 nm hullamhosszakhozéemaximalis

adszorpcios értekek alapjan.

o

YA T g
FN\ H = N)\NHZ COOH n HN '

HO—C—

: C—CH,CH— Hm‘c‘: c CH,CH— ‘c‘: OH
N |
o)
n

10. abra: A PGA folsavval tortéa jelolésének sematikus abraja

3.2.2. A kitozan festése Alexa Fluor 546-szukcinditiészter festékkel

Méagneses kevével ellatott 10 ml-esdzépoharba bemértiink m = 2 mg (0,0124 mmol)
kitozant és 2 ml desztillalt vizet adtunk hozza.pAliszacharid oldédasat 0,1 M sésav
adagolasaval segitettilk. A feloldodott kitozan sawv@latanak pH-jat 6,5-re allitottuk be
0,1 M NaOH oldattal.
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A kitozan oldathoz (V = 2 ml, ¢ = 1 mg/ml) kevedstkdzben hozzaadtunk V =ub
Alexa-546-szukcinimidil-észter  festéket. A festéseakcioideje 24 o6ra volt,
szobalbmeérsékleten (11. abra).

A megfestett kitozant (CH-AF) tartalmazo oldatotldiissel tisztitottuk regeneralt

celluloz dializis zsakban desztillalt vizzel szemBenapig.

NH,
’\FCFﬁ* (CH)sNH— Na* "
A\ o] o] cl

11. abra: A kitozan reakcioja Alexa Fluor 546 festékkel

3.2.3. A kitozan festése fluoreszcein-izotiociapatFITC)

A kitozant (m = 10 mg, n = 0,0620 mmol) desztill&itben (V = 10 ml) szolubilizaltuk,
az oldédasat 0,1 M soésavval segitettik, végul datghH-jat 6,5-re allitottuk 0,1 M NaOH
oldattal.

A FITC-t DMSO-ban oldottuk, ¢ = 1 mg/ml koncentidjci oldat keletkezése mellett. A
kitozan oldathoz intenziv kevertetés mellett V 925 FITC oldatot csepegtettiink. A festés
reakcio ideje 24 Ora volt, szokiahérsékleten. [60]

A FITC-vel jeldlt kitozan oldatot dializissel tistttuk regeneralt celluléz dializis
zsakban desztillalt vizzel szemben 3 napig, a assgat UV-VIS spektrofotométerrel

ellendriztik.

3.2.4. Szuperparamagneses vas-oxid nanorészecskekKN) szintézise

A SPION-t in situ allitottuk €l folsavval médositott PGA jelenlétében. A PGA-FA-t
(m =13 mg) desztillalt vizben (V = 30 ml) oldottukz oldédas utédn az oldat pH-jat 0,1 M-os
sosavval 2,6-ra allitottuk.

A FeCk-ot desztillalt vizben oldottuk fel, ¢ = 0,22 mg/rkbncentracioju oldat
keletkezése mellett. A feloldédas utan a vas-klaidatot (V = 18 ml) kevertetés kdzben

hozzacsepegtettik a PGA-FA oldathoz, és a realkggepH-jat ezutan 7,0-ra emeltik
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0,1 M-os NaOH-val. Ezutan a reakciéelegyet 15 gergirogéngaz atbuborékoltatasaval,
inert atmoszféra alatt kevertettik.

Kovetked lépésben m = 15 mg FegdH,O-ot mértink ki és adtunk a
reakcioelegyhez szilardan, intenziv kevertetés attelhitrogén atmoszféra alatt. A szilard
vas-klorid bemérése utan a reakcioelegmérsekletét 80°C-ra emeltik, majd 5 perc malva a
reakcidoelegy pH-jat ammaoniaoldattal 10-re emelfiikeakcidid 1 6ra volt. A reakcidelegyet
hagytuk lefilni, majd a SPION tartalmu, folsavval modositott RG (PFS) regeneralt

celluloz dializis zsakban, desztillalt vizzel szemb7 napig dializaltuk.

3.2.5. Kitozén és a poji-glutaminsav 6nrendefdése kilonbd# pH-n

A poli-y-glutaminsavat (PGA) és a kitozant (CH) desztiNaéitben, szobaimérsékleten
oldottuk fel. A PGA oldat pH-jat 0,01 M-os NaOH-altal allitottuk be 9,5 értékre, a CH
oldat pH-jat 0,05 M-os HCI-oldattal allitottuk beD4ertékre. A nanorészecskekdalitasa az
azonos koncentraciéju oldatok 0Osszedntésével tortézobaimérsékleten, intenziv
kevertetés mellett, a megjeldlt aranyok mellett.

PGA-CH 2:1 jeldlés jelentése: 2 térfogatrész PGA-hdagoltunk 1 térfogatrész CH-t.

3.2.6. Részecske Gd-komplexének képzése

A GdCk-ot desztillalt vizben, szobaémérsékleten oldottuk fel, ¢ = 0,4 mg/ml
koncentracidban.

Az elkészitett PGA vagy PGA-FA oldatot (c = 0,3 mgg/pH = 9,5) és a CH oldatot
(0,3 mg/ml, pH = 4,0) intenziv kevertetés melleizobakimérsékleten ontottik Ossze, a
megjeldlt térfogataranyokban. 5 perc reakddidan, intenziv kevertetés mellett csepegtettiik
hozza a megadott térfogatrésznyi gadolinium oldd®t abra), majd a reakcioelegyet tovabbi
5 percig intenziven kevertettuk.

PGA-CH 2:1+0,4Gd jel6lés jelentése: 2 térfogatié&A-hoz adagoltunk 1 térfogatrész
CH-t, majd 0,4 térfogatrész Gd(lll)-ion oldatot.

Kitozan Poli-y-glutaminsav gi:’@*“\_‘ N
v 0Gd>*
CRAr B ' Y
N/ AY FA S\ <3

Onrendez6dé Nanorészecske MRI kontrasztanyag

12. abra Paramagneses MR-kontrasztanyd@kitasanak sematikus abraja
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3.2.7. PFS és kitozan onrendggest

A SPION tartalmi T2 Mkkontrasztanyag nanorészecskéabitdsdhoz a dializiss
allitottuk. A kitozan oldat koncentracié szintén 0,3 mg/ml-re, plk&t viszont 0,05 Mos
HCl-oldattal 4,0 értékre allitottuk be A nanorészecsk#llitasahoz a PFS és a kito:z
oldatot intenziv kevertetés mellett dntotossze 2:1, illetve 3:1 térfogatinyban gy, hogy
PFS oldathoz ontottik kitozan oldatc (13. abra).

Polikation

13. dbra Szuperparamagneses l-kontrasztanyag é&éllitasanak sematikus abr

3.3. Anyagtudomanyi vizsgalémaodszere
3.3.1. Nanorészecskék karakterizali

A nanorészecskeék fizik-kémiai karakterizalasa soran vizsgaltuk azok hiohaahikai
méretét és méreteloszlaséat, valamint fellleti tidéyet duzzadt allapotban, tanulméanyo:
morfolégijat szaraz allapotban, illetve meghatrkoa nanorészecskékettalmazo6 oldatok
transzmittanciajat.

A részecskek hidrodinamikai atné@t dinamikus fényszorassal (DLS) hataroztuk n
A méréseket 4 m\Ws hélium/neon lézerrel felszerelt Zetasizer Nan® @Malvern
Instruments Ltd., Grovewood, Worcestershire, UK)szi#ekkel végeztik. A léze
hullamhossza 633 nm. A részecskék meéretének mdrése25 °C- on, a részecskéer
visszaszort fény intenzitasabol, 1-os detektorszégnél, automata médban torténtiiszen
sajat programjaval.

A fellleti toltottséget, az elektroletikus mozgékonysagot szintén Zetasizer Nanc
készulékkel, automata médban meértik. A rendszeli@ligasahoz nagytisztasagu MILLI
vizet hasznaltunk.

A szaradt, szilard &llapotu részecskék vizualis jelegitéséhez, valamint az
méretének  meghataro&mwz  transzmisszios (TEM) és  szkenning (Sl
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elektronmikroszkopiat hasznaltunk. A felvételekeEQL2000 FX-II transzmisszios
elektronmikroszképpal, illetve Hitachi 3000N szkexgelektronmikroszképpal készitettik.
A mintdkat szénréteggel bevont G2400C tipusu rérhatseppentettiik. A felvételek alatt
készitett elemanalizist elektronsugaras rontgeimssel végeztik, egy Si-Li (Litiummal
driftelt szilicium) detektorral felszerelt Oxford ink-Isis tipust energiadiszperziv
rontgenspektrométerrel. A felvételek alapjan késmtdzecskeméret-eloszlasokat SPSS 11.0
programmal értékeltiik ki. A nanorészecskék atondi mikroszkopos vizsgélatat (AFM)
WITec alpha300 A/R készuléken végeztik. A nanoEsaxket tartalmazo mintat 0,1 mg/mi-
es koncentracioban Uveglapra cseppentettik, mdyduvd alatt szaritottuk és a mintakat
aranyréteggel vontuk be.

A részecskéket tartalmazo vizes kolloid rendszérakszmittancia értékeit Hitachi U
1900 fotométerrel hataroztuk meg = 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) utk6dgdombos 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.

3.3.2. Magneses rezonancia képalkotas (MRI)

Az MR-méréseket egy SIGNA LX 1,5 T tipusu, alagéndszeif 1,5 Teslds human
MRI berendezéssel készitettik. Az eredmények Kkeékd&ét LX ScanTools 2000
programmal végeztiuk (DE, Orvos- és Egészségtudan@amtrum, Radiologiai Klinika).

A T1 sulyozott méréseknél a repeticios {dR) 420,0 ms, az ech6ddTE) 20,0 ms, a
szeletvastagsag 1,5 mm és a szeletek kozotti &yOlsnm 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 kozotti tavolsag O mm volt. [108, 153] BMR-vizsgalatokat minden esetben ugy
vegeztik, hogy a képi megjelenités soran az algcsrgnalintenzitasu részek sotét tonussal,
a magas szignalintenzitasuak vilagos ténussal alidtak.

A T1 relaxaciés i meghatarozasahoz inversion recovery spin echo zedds
hasznaltunk. A mérésnél az inverziogkdTl) 50, 100, 200, 400, 800, 1400, 2200, és 3600
ms voltak, a repeticios ddTR=4000 ms, az ech6ddTE=9 ms volt. A szeletvastagsag 1,5

mm, a szeletek kozotti tavolsag 0 mm volt. A T2axélcios i@ meghatarozasat az LX
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ScanTools 2000 programmal végeztik. A mérésekrepeticios id (TR) 4000,0 ms volt, az
eché idk (TE) 12,8, 25,7, 38,5, 51,4, 64,2, 77,0, 89,92,10115,6, 128,4, 141,2, 154,1,
166,9, és 179,8 ms voltak. A szeletvastagsag 2 mmszeletek kdzotti tavolsag 0 mm volt.
[138,150]

3.3.2.1. Nanorészecskék MR-vizsgalata

A ¢ = 0,3 mg/ml koncentracioban elkészitett 2PGAFIH-Gd, illetve 2PFS:1CH és
3PFS:1CH nanorészecskéket MRI készilékben vizégalrg. A nanorészecskékthigitasi
sort készitettiink, a paramagneses nanorészecskbasd80Qug/ml koncentraciotol 9 pg/ml
koncentracidig, a SPION tartalmu részecskék eset&bagig/ml koncentraciotol 4,7 pg/mil
koncentracibdig. A koncentraciésorozatokat MRI kdskiien mértik le agy, hogy a sorozat

veégere desztillalt vizet tettiink.

3.4.In vitro vizsgalé médszerek
3.4.1. Kisérletekhez alkalmazott sejtvonalak

Kisérleteinket A2780/AD2780 (human petefészek keneia), HeLa (human méhnyak
karcinoma) és HeDe (epithelidlis erddetnajkarcinoma) sejtvonalakon végeztik. Az
A2780/AD sejteket Dr. T. C. Hamiltontdél (Fox Chasancer Center), a HelLa sejteket Frank
Rosl6l (Deutsches Krebsforschungszentrum, Heidelbergp@dérszag), mig a HeDe sejteket
a Debreceni Egyetem Nuklearis Medicina Intézéttébr. Trencsényi Gyorgyt kaptuk. A
sejtek 5% CQ@tartalmi nedves atmoszféraban, 37 °C-on inkub&ével voros nélkili, 10%
magzati borju szérumot tartalmazé RPMI 1640 (lmgem Life Technologies, Carlsbad, CA,
USA) tapoldatban noévekedtek. A passzalashoz a ragadien no¢ sejteket standard PBS
oldattal (Lonza) mostuk és tripszin-EDTA (0,05%$zin-0,025% EDTA) oldattal kezelttk.

3.4.2. Folat receptorok meghatarozasa

A Hela és A2780 huméan tumorsejtek felszinér fatat receptorok szamat Cellquant
calibrator kit segitségével hataroztuk meg. A vétathoz 4x10 HelLa és A2780 sejtet
vettink fel 30 pl, 1% FBS-t és 0,1% azidot tartadtBBS-ben, majd a sejtekhez 10 pl LK26
folat receptor ellenes éldleges antitestet adtunk 20 pg/ml tomeénységbentabza sejteket
30 percig inkubaltuk 4°C-on. Az inkubacié utan gsseiszpenziot mostuk, majd a sejtekhez
FITC-vel jelzett anti-egér 1gG poliklonalis antites adtunk, és Ujabb 30 percig, 4°C-on
inkubaltuk. Az inkubacié utan a sejteket lecengdliuk, 1% szérumot és 0,1% azidot

tartalmazo PBS-sel mostuk és FACS cstvekbe helyeEtizel parhuzamosan a kitbendév
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gyongyokhoz szintén FITC-vel jelzett anti-egér Ig@liklonalis antitestet adtunk, majd 30
percig, 4°C-on inkubaltuk. A gyongyok fellletén e#vé mennyisé, pontosan
meghatarozott szamu egér IgG van, igy ezek segite€g kalibraciés egyenes felvahet

Kontrollként olyan HeLa és A2780 sejteket haszmidiumelyek az etsdleges LK26
antitestet nem, csak a masodlagos FITC-vel jetaattegér IgG poliklonalis antitestet kaptak.
A vizsgalandd sejtek és a kalibracioként szolgal@ngyok fluorescencia intenzitasat
aramlasi citométerrel (BD FACScan Bioanalyzer Syst8D Bioscience, San Jose, CA,
USA) vizsgaltuk. [154]

3.4.3. MTT toxicitas vizsgalat

A nanorészecskék és kontrasztanyagok esetlegeskusoxihatdsat a sejtek
eletképessegének vizsgalataval MTT mobdszer segits€ghataroztuk meg. A 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromidMTT) sarga szith s0, melyet az 8lsejtek
mitokondrialis dehidrogenaz enzim segitségével &mdn szarmazékka alakitanak at. Mivel
ezt az atalakitast csak ad &ejtek képesek elvégezni, ezért a modszer alkaheggiletek
toxikus hatasanak megallapitasara.

MTT vizsgalat A2780 sejteken: a sejtek egy 96 lyskjitenyészt lemezre (Cellstar,
Greiner Bio-One, Mosonmagyarovar, Magyarorszag) ydmiik, 10.000 sejt/lyuk
toménységben. 24 o6ra mulva a médiumot eltavolitpttmajd friss médiummal a
nanorészecskéket 12 kulénlbokoncentracioban (147 ng/ndtt 0,3 mg/ml-ig) a sejtekre
helyeztiink. A kontroll sejtek azonos térfogatusnsédiummal lettek kezelve. [155]

MTT vizsgélat HelLa sejteken: a Kkisérlet ¢elmapjan a sejteket egy 96 lyuku
sejttenyés#t lemezre (Cellstar, Greiner Bio-One) osztottuk,08.&ejt/lyuk tomeénységben,
100 pl fenolvordés nélkali RPMI-ben. A mintat 24 ¢6raig 5%0, tartalmu nedves
atmoszféraban, 37 °C-on inkubaltuk. A koévetkerapon a sejtekre 10l nanorészecske
alapanyagot, vagy nanorészecskét tettlink, majdraigy inkubaltuk. A kezelést kouvin a
sejtekdl eltavolitottuk a fellliszot, majd 10 pl MTT oldatc = 5 mg/ml) adtunk a sejtekhez
lyukanként. Harom ora elteltével a sejtek lyukankEp0 pl DMSO-t kaptak, majd lemértik
az optikai denzitast 492 nm hullamhosszon Micr@plReader segitségével. A citosztazis
mertékeét %-ban abrazoltuk a kontroll sejtekhezongitva. [80, 156]

3.4.4. Sejtszamlalas
A kisérlet el§ napjan a HelLa sejteket két darab nyolc lyuku Lak-T CC2 fedlemez
alju mikroszkép kamraba tettiik ki, 20.000 sejt/lydknénységben, 30d fenolvorés nélkuli
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RPMI-ben. A mintat 5% C@tartalmu nedves atmoszféraban, 37 °C-on inkubakdkora
mulva mind a két nyolc Iyuka fétemez alju kamrabol két-két lyukban az &ejteket
Birker-kamrdban megszamoltuk. A maradék 6 lyukrzalkegyik kamra friss médiumot, a
masik pedig friss médiumot és nanorészecskét kapotkbvetkedr napon mind a két
kamrabol a két-két lyukban 18\él6 sejteket Ujra megszamoltuk, a maradék lyukak pkig
médiumot, vagy friss médiumot és nanorészecskétakapA sejtszamlalast négy napig
folytattuk, az eredményeket grafikonon abréazoltuk.

3.4.5. Konfokalis mikroszkopos vizsgalatok

A jelzett nanorészecskék sejtbe jutasat konfokatgkroszkoppal és aramlasi
citometriaval is vizsgaltuk. A konfokalis mikroszkgdeal tortént vizsgalatok esetében a kisérlet
elsh napjan a Hela sejteket Lab-Tek Il CC2dkanez alju mikroszkép kamrakba tettik ki,
20000 sejt/lyuk toménységben, 3@0 fenolvorés nélkili RPMI-ben. A mintat 5% GO
tartalmd nedves atmoszféraban, 37 °C-on inkubaMésnapra kitapadtak, és szubkonfluens
réteget alkottak a fétemezen.

A masodik napon a jelolt részecskék hozzaadasth &lsejtek egy részét folsavval
telitettik. A telités menete: 10,8 mg folsavat lidetunk 1 ml DMSO-ban. Eldih az oldatbdl
kivettink 4ul-t, és hozzaadtuk a sejtekhez. Egy érat inkubahéjd az inkubacié utan adtuk
a sejtekhez a jelolt részecskéket.

A részecskék hozzaadasa utan a sejteket Ujabbaggy inkubaltuk. [88,140]

A harmadik napon a sejteket kdzvetlentl a mikroppisdvizsgalat ékt mostuk, igy
eltavolitottuk azokat a részecskéket, amelyek namottpk be a sejtekbe, (nem
internalizalodtak). A membrant az élssztalyu & hisztokompatibilitdsi komplex (MHC 1)
glikoproteinekre specifikus W6/32 monoklondlis &edthez kapcsolt Alexa Fluor 488
festékkel festettik [157]. A jelolés ugy torténbgy a kamrakban Iévsejteket élsz6r 400ul
PBS-sel, majd 40Ql citrat pufferrel, majd Gjra 40Ql PBS-sel mostuk. Ezutan 100 PBS-
hez 3,3ul antitest oldatot (c = 5@g/ml) adtunk. A jel6lést jégen, 40 percig, sttétben
végeztik. A mintakat ezutan kétszer PBS-sel mosto&jd 1%-0s formaldehid-PBS-sel
fixaltuk.

A sejtek6l egy OLYMPUS Fluoview FV1000 fluorescens mikrospgkdPLSAPO 60-
szoros hnagyitasu (numerikus apertara: 1,35) olagmis objektivével készitettiink
felvételeket. Az Alexad88 fluorescens festéket agom-ion lézer 488 nm-es vonalaval

gerjesztettik, az emisszidjat pedig egy 506-530esnsavsiron keresztil detektaltuk. Az
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Alexa546 festéket a He-Ne lézer 543 nm-es vonalgegesztettik, az emissziojat pedig egy
567-618 nm-es savéhn keresztil detektaltuk.
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3.4.6. Aramlasi citometrias vizsgéalatok

Az aramlasi citometrids internalizacios vizsgalamk a Hela sejteket 24 Iyuku
sejttenyészt edénybe (Cellstar, Greiner Bio-One) helyeztikepszam lyukanként 50000
sejt volt, a médium 1000l fenolvords nelkidli RPMI. Ezutan a mintat 24 odéeresztil 5%
CQO, tartalml nedves atmoszféraban, 37 °C-on inkubadkhukovetkesd napon a sejteket 0,3
mg/ml koncentracigju, Alexa Fluor 546 festékkebjehanorészecskével kezeltiik, és 24 6raig
inkubaltuk. A kezelést kovéen a sejtekil eltavolitottuk a feliliszot, a sejteket PBS-sel
mostuk, majd tripszin-EDTA (0,05% tripszin-0,025%D™A) oldattal kezeltik. A
tripszinezést 10 perc elteltével 10% magzati bagdsmot tartalmazé RPMI-1640-nel
allitottuk le. A sejteket ezutan lecentrifugalti#BS-sel mostuk és FACS cstvekbe helyeztik.
[73,140] A sejtek fluoreszcencia intenzitdsat aeminicitométerrel (BD FACSArray BD
Bioscience, San Jose, CA, USA) vizsgaltuk. Az Alddb festéket a fiszer 532 nm-es

lézerével gerjesztettik, a kiértekelést a ReFlexi peogrammal végeztik.

3.4.7. Sejtek ékészitése MR-vizsgalatokhoz

Az el napon 75 calapteriilet sejttenyés#t edénybe kitettiink 2xftHeLa sejtet
fenolvoros nélkili RPMI-ben. A sejteket 24 oraigkubaltuk 37 °C-on, 5% CfOtartalmu
nedves atmoszféraban. A sejtek masnapra kitapasitazubkonfluens réteget alkottak.

MR-vizsgalatra 3 kilonbd@zmintét vittlink:

Az el flaskaban |é¢ sejtekethez folsavval targetalt 2PGA-FA:1CH-Gd
nanorészecskét adtunk, a masodik flaskabal kejtekhez folatmentes 2PGA:1CH-Gd
nanorészecskét adtunk. A harmadik flaskabaé $&jteket kontrollként hasznaltuk.

A részecskék hozzdadasa utan a sejteket Ujabbagmyg mkubaltuk, majd a harmadik
napon a sejtekib tripszin kezeléssel sejtszuszpenziot keészitettiAk szuszpenziot
lecentrifugaltuk (7 min 1100 RPM), majd citrat perifel mostuk, és ujra lecentrifugaltuk. A
centrifugalas utan a sejteket 200 ul steril FA-RE&%; egy 5 mm atméi, és 2 cm magas
Uveghengerbe vettik fol.

A felvételek értékeléséeneél a ROI-nak (region oéiast) az Uvegésbelsejében egy 4,5

mm atmédjii, 63,6 mni teriileti kort valasztottunk.

3.5.1In vivo vizsgalé modszerek
3.5.1. Kisérleti allatok

A kisérleteket 18-22 g-os 5-6 hetessteny athymicus nude egereken (Balb/c, Charles
River), és 150-200 g-os beltenyésztett him Fishet Patkanyokon veégeztik. A nude
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egereket az Orszagos "Frédéric Joliot-Curie” Suglirffiai és Sugaregészsegugyi Kutato
Intézetkdl, a Fisher 344 patkanyokat a Debreceni Egyetemldduwis Medicina Intézetéb
kaptuk. Az allatokat konvencionalis laboratoriunrdmények kozott 21-25 °C allando
homérséklet mellett olyan helyiségben tartottak, ahdl2 érankénti sotét-vilagos ciklusok
valtakozasa biztositott volt. Az allatokat sziszégikus diétaval (Charles River Kft., Godill
Magyarorszag) etették és sterilizalt vizzel adtdim itattdk. A kisérleteket a Debreceni
Egyetem Munkahelyi Allatkisérleti Bizottsaganak edélyével végeztiik. [158]

3.5.2. In vivo toxicitas

A nanorészecskék &lszervezetre gyakorolt esetleges toxikus hatasét szerettiik
volna deriteni. Ennek érdekében nude egerekewivo toxicitds tesztet végeztink. A
vizsgalatot Ugy végeztik, hogy az egereket haroopartra osztottuk, ugy, hogy minden
csoportban 4-4 egér volt. Az élsoport fiziologias sooldatot, a masodik csopatnn
targetalt nanorészecskét, a harmadik csoport pgadigtalt nanorészecskét kapott egy héten
keresztll mindennap. Majd a fiziol6gias s6oldatésanorészecskék injektalasa utan mértik

az egerek testtbmegét. [159]

3.5.3. M&gneses rezonancia képalkotas in vivo
3.5.3.1. Patkany ritét

A miitéttel Fischer 344 patkanyok baloldali vesetokj@ #belaspof (Germed,
Rudolstadt, Németorszag) korongon HeDe sejteketehtiink el, melybl a vizsgalathoz
szilkséges tumor fégott ki.

Elss 1épésben 4 mm atnt#ti GelaspoR korongokat sterilizaltunk, majd a korongra
10 pl fizioldgias séoldatban i®eDe sejtet helyeztiink. Az allatokat 60 mg/kg Natabi.p.
adasaval elaltattuk, a bal oldali lumbalis tajéksdortelenitettiik, fextlenitettik, a
retroperitoneumot lumbalis metszéssel megnyitotték, az dlhizott vese tokja ala a
tumorsejteket tartalmazé Gelasfokorongot helyeztilk. A sebeket sebészi 6ltéssealizAr
[160] Az MR-vizsgalatokat a tumorsejtek belltetégsén 10 nappal végeztik. A vizsgalat
soran a tumoros patkany 200 ul specifikus konteayztg nanorészecskét kapott intravénasan
24 oraval az MR-vizsgalatd@t. A 24 oras inkubacié utan az allatokat 60 mglegnbutal i.p.
adasaval elaltattuk, az MR-vizsgélatot altataskagegtik.

3.5.3.2. Egér tumor injektalas
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Az in vivo tumor xenograft kisérleteinkben 0,1 ml térfogatdari® db Hela sejtet
tartalmazé szuszpenziot injektaltunk szubkutan aenegerek mindkét combjaba. Az
injektalashoz az egereket fellletesen elaltattutamen-Xylazin keverékkel (0,1 ml/10 g egér
testtomeg).

A tumoros Aallatok specifikus kontrasztanyag narmwéskét kaptak intravénasan 2
oraval a vizsgalat étt. Az inkubacios id letelte utan az allatokat 60 mg/kg Nembutal i.p.
adasaval elaltattuk, az MR-vizsgélatot altataskégegtik.

Az Aallatokat csak egy vizsgalathoz hasznaltuk feklynek végeztével az allatok
eutanaziaja 150 mg/ttkg (testtomeg kilogramm) Nebitarat felhasznalasaval, vagy dietil-

éter belélegeztetésével tortént.

3.6. Statisztikai elemzés

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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4. Eredmények

4.1. Biopolimer alapu nanohordozé
4.1.1. Nanorészecskék, a kitozan és a peajilutaminsav onrendefdésével pH 3 értéken

A biopolimerek kdzo6tt szamos olyan makromolekulalbatd, amelyek szabad, reaktiv
funkcids csoportja van. Ezen funkcidés csoportokéréwa vizoldhatd biopolimerek vizes
kézegben polielektrolitként viselkednek. A polieiehit biopolimerek, toltéttségiknek
készbnhaten ion-ion kdlcsdnhatas révén szamos stabil, bigladitilis, biodegradabilis
kolloid rendszer kialakitdsara alkalmasak. lly modehetség van nanorendszerek, filmek,
polielektrolit komplexek, illetve hidrogélekdllitdsara.

Elétanulmanyaink soran vizsgaltuk a kitozan és pajiutamisav (PGA) biopolimerek
onrende#dési folyamatait. Az aminocsoportjainak koszotikat a kitozan polikationként,
mig a karboxilcsoportjai révén a PGA polianionkérgelkedhet, megfelél korilmények
kozott. Az ellentétes toltésfunkcios csoportoknak kdszonbieh ezen két biopolimer
polielektrolit komplexek kialakulasa révén olyanafo)rendszerek formalasara alkalmas,
amelyekben a rendszert a funkcids csoportok komdttion kélcsonhatas tartja 6ssze. Az
ion-ion kolcsonhatas nagyéelye, hogy a biopolimerek a kolloid rendszer kidiaga utan is
megtartjak eredeti, kedvébioldgiai tulajdonsagaikat.

Kutatomunkank soran arra torekedtink, hogy a kitozés poliy-glutamisav
onrende#désével hidrofil részecskéket, lefley nanorészecskéket allitsunk.el

Tanulmanyoztuk a két biopolimer énrenddési 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 6sszeontesnsije. (14. abra).
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14. dbra: APGA-CH 1:1 6nrendéilb nanorészecske TEM felvétele és méreteloszlasa.

42



Ve

keletkeztek, mely megallapitast részecskeméreta@szmittancia adatok is alatamasztottak.
Mindamellett megéallapitottuk, hogy a kialakulé remdrek stabilitAsdban pH = 3-on a
rosszabb oldhatésagu kitozan jatszik dorszerepet. Amennyiben az onrenghbssel
létrejow6 rendszerekben a kitozan részardnya meghaladta A lB&aranyat, stabilabb
részecskék keletkeztek. A jelenséget azzal magydazhogy a kitozan oldatban
maradasahoz szikséges a szabad aminocsoportokételemelyek a nanorészecske-
formalddas utan stabilizaljak a kitozant és ezatadndszert.

Az ersen savas kozegben formalt oOnrerddiz nanorendszerek felhasznalasa
szempontjabol tanulmanyoztuk a részecskék staddlitaa vizes kozeg pH-janak
flggvényében. Megallapitottuk, hogy mind a létrtejészecskék mérete, fellleti toltdttsége,
mind a vizes kdzeg opalossaga jebsen valtozott a kozeg pH-janak ndvelésével.

A kozeg pH-janak és a kiindulasi biopolimer koncéaibnak a novelésével a
részecskék hidrodinamikai mérete novekedett, tddlza sanomeéteres részecskék keletkeztek
(15. abra).

Q 250
= . IS IS
5 200 *
=)
@ 150 - 8
= - ]
< A A
‘E 100 A
< A €0.75 mg/ml
'-§ 50 W0.375 mg/ml
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pH

15. dbra: A CH-PGA 2:1 részecskék hidrodinamikai mérete aekizH-janak és
biopolimerek koncentracidjanak fuggvéenyeben.

A kdzeg pH-janak novelésével az onrertitiézrészecskék mérete mellett azok fellleti
toltéttsége is valtozott. A pH novelésével a depmétdodasi folyamatok kerultek éeérbe.
Mind a PGA karboxilcsoportjai, mind a kitozan amssoportjai deprotonalodtak, melynek
kovetkeztében az oOnrendeld rendszerek fellleti toltottsége drasztikusan leksit, és

negativva valt (16. abra).
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A rossz oldhatésagu kitozan oldatban maradaséattarglt aminocsoportjai biztositjak.
A deprotonalédasi folyamat azt vonta maga utanyhaditozan oldhatésaga lecsdkkent,
majd az onrendérl részecskékkel egyitt a kitozan 6-os pH felettdpéslott.

3,5

2,5 * *

15

0,5 A ®CH-PGA 2:1 I

0,5 3 4 5 6 7

Mobilitas (m/s)(V/cm)
=

-1,5

pH

16. abra: ACH-PGA 2:1 6nrendéab nanorészecske elektroforetikus mobilitasa a pH

fuggvenyében. (Mérési kortlmeények: ¢ = 0,375 mg/ml.

Ezen Kkisérleti tapasztalatok alapjan megallapiottouogy a kitozan és a pol-
glutaminsav biopolimerek képesek részecskéket fimman-ion koélcsdnhatason alapuld
onrende#déssel, kovalens kotés kialakitasa nélkil. Felt&rtszamos oOsszeflggést a
létrejov6  Onrende#ds rendszerek tulajdonsdgai és a reakcido korulménkékott.
Nyilvanvaléva valt, hogy a 3-as pH-n kialakitottréndesdo rendszerek érzékenyek a kdzeg
pH-janak valtoztatasara: alkalmasak lehetnek saveess kozef felhasznalasra, de jelen

eléallitasi paraméterek mellett, kbzel semleges pHetiddicsapodnak.

4.1.2. Nanorészecskék, a kitozan és a pajlutaminsav Onrendefdésével
kulonboz' pH-kon

Kutatbmunkank kovetkéz lépéseként olyan oOnrend&® nanorendszer &éhllitdsat
terveztik megvalésitani, ami pH7,4-en stabil, s ezaltah vitro kisérletekben, valaminh
vivointravénas alkalmazasra is megfélel

El6zetes eredményeink alapjan megallapitottuk, hogyaeas kortlmeények kozott
eléallitott, 6bnrendeddott nanorendszer pH-ja csak bizonyos hatarok kozitoztathatdé a
nanorendszer stabilitAsanak megtartdsa melletezésl a modszerrel pH 7,4-en nem
tudtunk megfeldl méreti és stabilitasu részecskéket |étrehozni.

A probléma megoldasara a polimerek pH-jat kulowb@értékekre allitottuk, és az
0sszeobntés utan ezt mar nem valtoztattuk. llyenom&ikerilt semlegeshez kozeli végsH
érték mellett stabil rendszertééllitanunk. A PGA oldat pH-jat 9-9,5-re, a kitozaldat pH-
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jat 4,0-ra allitottuk. A nanorészecskek formalésaeddig is hasznalt 6sszebdntési sorrendek,

és polimeraranyok mellett tanulmanyoztuk (1. téaihz

1. tAblazat: Az 6nrendeédé PGA (c = 0,3 mg/ml, pH = 9,5) — CH (c = 0,3 mg/pH = 4,0)

nanorészecskeék transzmittancia, meéret €s pH értéke

Minta PGA-CH PGA-CH PGA-CH | CH-PGA CH-PGA CH-PGA
(a biopolimerek aranya) 1:2 1:1 2:1 2:1 1:1 1:2
Transzmittancia 82 87 96 87 81 92
(500 nm)

Méret (nm) 192 147 285 175 162 360
pH 6,3 7,4 8,1 6,3 7,4 8,1

A PGA és a kitozan kulonb6ézH-kon tortéd 6sszedntése soran megallapitottuk, hogy
a keletked részecskék stabilak, a nanorendszerek pH-ja 6,8,Bskdz6tt valtozott az
0sszeodntési aranyoktol fugen.

Az 1. tablazat eredményei alapjan megallapithatiogy a PGA és a kitozas 1:1 aranyu
Osszebntése esetén keletkeztek a legkisebb résékecskEz a biopolimerek
molekulattmegének aranyaval, a biopolimerek namecskén bellli orientacidjaval,
valamint a kitozan poliszacharid voltaval egyardsgzefliggésben lehet.

Mindazonaltal a transzmittancia és hidrodinamikaéretek kozott egyértelien
megallapithat6é tendencia nem figyetheteg. Megallapithattuk viszont, hogy a PGA:CH 1:1
aranyu nanorészecskéhez viszonyitva, a PGA régzarak novekedésével nagyobb miret
részecskék keletkeztek, mely részecskék vizes aldavésbé opalos volt. Viszont azon
esetekben, amikor a PGA részaranya nem haladtaaméigpzanét, hasonlé métiekisebb
részecskéket tartalmazo, kissé opalosabb rendskeletkeztek. Az opalossag ndvekedése a
rosszabb oldhatésagu kitozan aranyanak novekedésevmagyarazhatd, de egyertéim
0sszefliggés nem tarhato fel. Szintén nem éllitehtdgyértelnti 6sszefliggés a biopolimerek
0sszeodntésének sorrendje, valamint a részecskeésdrainszmittancia értékek kozott sem.

Mindazonaltal az eredmények alapjan a tovabbi valzdginkhoz a kitozan és PGA 1:1

aranyu 6sszeontésével formalodo nanorészecskékni@amynzasat helyeztukaérbe.

4.1.3. Targetalt nanorészecskék létrehozasa a HKiozés a poliy-glutaminsav
onrendezdésével
Olyan, 0,3 mg/ml koncentraciéju, pk 7,4-en stabil, célzomolekulaval ellatott

onrende#dé nanorendszert kivantunk oééllitani és vizsgalni, amely célzottan a
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tumorsejtekben halmozdédik fel, s ezaltal nanohadsidz valhat kontraszthatast kivalto
ligandumok, illetve gyogyszerhatéanyagok tumordjlec szallitaséra.

A PGA biopolimerhez annak karboxilcsoportjain ketét folsav molekulakat
kapcsoltunk, melyek célzoligandumként szolgalnakatforeceptorokat overexpresszald
tumorsejtekhez. A folsav molekulakat savamid kakskarbodiimid mechanizmust
alkalmazva kapcsoltuk a polianionhoz. Spektrofotini@san meghataroztuk, hogy atlagosan
7 folsav molekula kapcsolodik egy PGA makromolelélachoz.

A vizsgalt onrendestdo részecskék atlagos mérete szaraz allapotban 3€@&snh®0 nm
kozott volt (17. abra), mig a hidrodinamikai mégft nm és 180 nm kozott valtozott,

készbnhaten a nanorészecskék vizes kdzegben kialakult dualagotanak.

19,46 nm

17. dbra CH-PGA-FA 1:1 Oonrendézld nanorészecskék AFM felvétele, a harmadik

dimenziot szemléltétszinsavval. (Mérési korilmények: ¢ = 0,3 mg/ml)

A biopolimerek kilonbd& pH-ju oldatainak 6sszedntésekor keletkeanorészecskek
elektroforetikus mobilitasau = -2,09+0,07 (m/s)(V/cm) volt, amely az alkalmdzpt
értékeken teljesen deprotonalddott CO& teljes mértékben protonalddott NHunkcids
csoportok —-1:+0,67 aranyanak volt tulajdonithato.

A folat-targetalt 6nrendézd nanorészecskék hatékonysagat, a nanorészecskéhez
kapcsolt folsav célzd hatdsat, a nanorészecakékitro internalizaciojanak vizsgélataval
teszteltik A2780/AD, igazoltan folat receptorokaterexpresszald, petefészek tumorsejt-
vonalon, konfokalis mikroszkoppal. (A konfokalis kroszkoppal tortéh vizsgalatokhoz a
nanorészecskeéket fluorescensen, FITC-vel jel6ltik.)

Megallapitottuk, hogy a folsavval targetalt nanaseskék atjutottak a sejtmembranon
60 percen belll, és kitoltottek a citoplazma teljgsfogatat. Ezzel szemben azon
nanorészecskék, amelyek nem tartalmaztak célzoaviolsnolekulat, nem, illetve

elhanyagolhato mértékben voltak felleliet citoplazmaban (18. abra).
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nem targetalt 6nrendez6dé nanorészecske

RN

0 perc 0 perc 3 perc 30 perc 60 perc

folsavval targetalt onrendezodo nanorészecske

0 perc 0 perc 3 perc 30 perc 60 perc

18. &bra: A2780 tumosejtek konfokalis mikroszkdpos fetelei nem targeté-, valamint
targetalt dnrendézlé nanorészecskékkel tori@kezelés utan, az ddfiiggvényébel

Elvégeztik a FITGel jeldlt nanorészecskék akkumulaciojanak kvatitit
meghatarozasat, a vizsgalt sejten bellli teljesréiszcencia intezitas kiszamitasave

Azt tapasztaltuk, hogy a folsavval rendeliketargetalt nanorészecskék gyorsabba
jelens mértékbermalmozodnak fel a célzott tunsejtekben. Ezzel szemben a nem tart
nanorészecskék tunsmjten bellli akkumulacidja még 6lerc elteltével is elhanyagolhe
(19. abra).

Ezek alapjan megallapithatd, hogy a folsav nanessk&hez tortén
hozzakapcsolasaval elérbet hogy a nanorendszer mint nanohordozd hatéko

akkumulalddijon folat rezptorokat overexpresszalé tursejtekben.

200

150

100

Akkumulacio (a.u.)

50

0 20 40 60 80
1dé (perc)

19. dbra FITC-vel jeldlt folsavval targetalm ) és nem tardietd) 6nrendeé&dd
nanorészecskék akkumulacioja A2780 sejte

Az elédllitott, targetalt nanorészecske hatékony intéréeidja mellett fontos anne

toxicitasa is. A nan@szecske biokompatibilis, biodegradabilis biopeliek ior-ion
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kélcsonhatasan alapuld 6nrend@zsével jon létre, mégis sziikséges kisérleti erayeké&el
is alatdmasztani a nanorendszer nem toxikus v

In vitro citotoxicitas és<in vivo toxicitds vizgéalatokat végeztink a nanorendszer |
toxikus voltanak igazolasarAz in vitro citotoxicitas tesztet A2780 sejtvonalon MTT tedz
mig azin vivotoxicitas vizsgalatokat egészséges, immunhianyds egereken végeztik. A
tapasztaltuk, hogy sem a falsval targetalt nanorészecske, sem a folsav néklkgin targetal
nanorészecske nem vdlimutathaté mértében toxikus A citotoxicitas teszten, a sejttulél

soran nem mutatkozott kildnbség a nanorészecské&kkelt és a kontroll sejtek k6z24

120
1o %ﬁ#ﬁf

80

oOra alatt (20. abra).

60

=8= Lontroll (izotdnids sdoldat)

—4= nem targetilt nanorészecske

Sejttilélés (%)

40

== folsavval targetalt nanorészecske

20

0

0,0001 0,001 0,01 0,1 1

Nanorészecske koncentricié (mg/ml)
20. abra Folsavval targetalt és nem targetalt dnrefidénanorészecskek citotoxicité
A2780 sejtvonaloi24 oras inkubalas utan.
(Mérési korulmények: Az adott nanorészecske koméeiitk mellett abrazolt kontroll sejtt

azonos mnnyisédi izotonias sooldatot kaptak.)

Az in vivo toxicitds vizsgalat sordn, a nanorészecskék ingesda koveten mértik a:

allatok testtomegét (21. abra)

30

o it

=== Lontroll {izotonids sdoldat)

[
=

Testtémeg (g)

~—g= nem targetalt nanorészecske

—
=

8- folsavval targetilt nanorészecske

0 1 2 3 4 5 6 7 8
Injektalast koveto napok szama

21. abra Folsavval targetalt és nem targetalt onrefidénanorészecskek toxicita

immunhianyos nude egereken.
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A vizsgalat alatt testtomegikben nem tapasztaltwskkkenést, valamint nem
tapasztaltunk kuldnbséget a targetalt és nem #ltgetnorészecskével injektalt, valamint
kontroll allatok értékei kozott sem.

Az altalunk végzett vizsgalati modszerek eredménjagpjan megallapithattuk, hogy a
biopolimerek 6nrendézlésével létrejo¥y nanorészecskék az altalunk hasznalt vizsgalati

modszerek alapjan nem voltak kimutathaté mértékbrikusak.

4.2. Az 6nrende#dé nanorészecskéek Gd-komplexei
4.2.1. A megfeld rendszer kivalasztasa

A biopolimerekidl felépilb, nem toxikus, folsavval targetalt nanorészecskat mi
nanohordoz6é alkalmas lehet kilénBdzonok, molekuldk célzott szallitasara. Ennek
megvalositasara tett torekvésink az volt, hogy aomardozét MR-kontrasztanyagga
fejlesszuk.

A PGA karboxilcsoportjai révén képes pozitiv ionokegkttésére, és ezaltal
szallitaséra.

Koncepcidnk szerint az dnrendeld nanorészecskehez Gd(lll)-ionokat komplexaltunk,
kialakitva ezaltal egy MRI T1 paramagneses, tunemijgus, nanomérétkontrasztanyagot.

Az dnrende#ds nanorészecskéhez utélag Gg@datot adtunk, igy a gadolinium-ion a
kész részecskében teszabad karboxilcsoportokhoz tudott kapcsolédni.

A nanohordozéhoz komplexalt Gd(lll)-ionok megvatatrak annak tulajdonagait és
viselkedését, igy sziksegessé valt a kivant paemekitek megfelél paramagneses T1

kontrasztanyag kivélasztasa.

2. tablazat: Az 6nrendeédé PGA és CH nanorészecskék Gd-komplexeinek trantzmig,
meéret és pH értéke (Mérési kérulmények: PGA: ¢c3=rg/ml, pH = 9,5; CH: ¢ = 0,3 mg/ml,
pH = 4,0; Gd*: ¢ = 0,4 mg/ml)

Minta+0,5 Gd(Ill ) | PGA-CH PGA-CH PGA-CH | CH-PGA CH-PGA CH-PGA
1.2 11 2:1 2:1 11 1.2

Transzmittancia 85 80 85 89 74 75

(500 nm)

Méret (nm) 220 167 162 208 176 222

pH 4,93 6,11 7,49 4,93 6,27 7,38

A 2. tdblazatban lathato, hogy a Gd(lll)-ionok héadasa utan is minden esetben stabil
rendszerek keletkeztek. A PGA-CH 1:2, és CH-PGA raifitak kivételével a gadolinium
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hozzaadasa utan opalosabb rendszer keletkezik, biebyyitja, hogy a részecskék és a
gadolinium kozott megtorténik az ion-ion kolcsordtsatA PGA-CH 1:2, és CH-PGA 2:1
mintak esetében azért nem tapasztalhatjuk, hogndseer opalosabb lesz, mivel ezekben az
esetekben a PGA 0sszes karboxilcsoportjat lefegkalkétszeres mennyisegitozan, igy a
teljesen viztiszta Gdgbldat hozzaadasa utan nem torténik kémiai kolctdshasak egy
egyszeii higitas, mely a transzmittancia érékek kismdirévekedését eredményezi.

Ezen tulajdonsadgok figyelembe vételével olyan Odegtdé nanorendszereket

teszteltiink tovabb, amelyekben a PGA részaranyatdoyymint a CH-é.

450
400
350

250 —
o L A
" <

150
100
50
0

—B- Nanorészecske

== Nanorészecske+Gd

Hidrodinamikai &tmér 6 (nm)

1PGA-1CH 2PGA-1CH 3PGA-1CH 4PGA-1CH 5PGA-1CH

22. abra Onrendeédsé nanorészecskék és Gd-komplexeik hidrodinamikaetééek

valtozasa a PGA részaranyanak fliggvéenyében

Azt tapasztaltuk, hogy azok az Onrentbéz nanorészecskék, amelyek PGA-CH 2:1
aranyu osszeontésével formalddtak, a legkiseblodilnamikai mérdt rendszert alkottak, és
a Gd(llN-ionok hozzadadasdnak méretet csOkkehiatasa ebben az esetben volt a
legjelentsebb (22. abra).

A paramagneses kontrasztanyag nanorészecskék &sandbran a nanohordozohoz
utdlag adott Gd(lll)-ionok hatasara lecsokkent neirea nanorészecskék tébb hétig
megtartottak, melyl azok stabilitasara kovetkeztettiink. Ez alapjaitéfeleztiik, hogy a
Gd(lIh-ionok komplexalt formaban maradnak a nasaseskében.

A megfeleb paramagneses kontrasztanyag eléréséhez tanulmdkywPGA-CH 2:1
aranyu nanorészecske hidrodinamikai méretének 24d&a a hozzaadott Gd(lll)-ionok
mennyiségének fliggvényében. Azt tapasztaltuk, leoggszecskeméret a hozzaadott GdCl
mennyiségének novelésével csokkent, és 0,4 tédugatl hozzaadasa esetén minimumot

mutatott (23. abra).
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Hidrodinamikai &tmér 6 (nm)

23. dbra PGA-CH 2:1 onrendézd nanorészecskék hidrodinamikai mérete a hozzaadott
Gd(ll)-ionok fuggvényében
(Mérési korulmények: PGA: ¢ = 0,3 mg/ml, pH = 9&4: ¢ = 0,3 mg/ml, pH = 4,0;
Gd(ll): ¢ = 0,4 mg/ml)

A mérési eredményeket 6sszegezve arra a megadlapipdtottunk, hogy a tovabbi
biologiai vizsgalatokhoz a PGA-CH 2:1+0,4Gd rendsZeasznaljuk. Az igy kialakult
rendszer fizikai-kémiai paraméterei alkalmassaikkteszaramagneses nanorészecskéket arra,

hogy mint potenciélis MRI T1 kontrasztanyagot fefieiik és teszteljik tovabb.

4.3. Paramagneses MR-kontrasztanyag@llitdsa és vizsgalata
4.3.1. Paramagneses MR-kontrasztanyag fizikai-kénviasgalata

Tumorspecifikus, paramagneses MR-kontrasztanyadabtnk elb a PGA és a
kitozan 6nrenddg@ésével: a PGA-hoz folsavat, mint célzOmolekulgbdsaltunk kovalens
kotéssel, majd az onrendeigs utan Gd(lll)-iont komplexaltunk a nanorészehske A
konfokalis mikroszképos felvételek sikeres elkéssat érdekében a kitozanhoz fluorescens
festéket, Alexa Fluor 546 szukcinimidil észtert gsptunk.

A nanorészecskéhez kapcsolt FA révén a tumorskesificélbajuttatast kivantuk
megvalositani, mig a Gd(lll)-ion, mint paramagnes®&Rl T1 ligandum az MR
szignalintenzitast befolyasolja.

Tanulmanyoztuk a PGA-FA-CH 2:1+0,4Gd Onreriaz nanorészecske méretét
duzzadt és széraz allapotban. A nanorészecské&ogatlidrodinamikai atméje d = 130+4

nm volt, viszonylag 9K, 70 és 280 nm kozotti méreteloszlassal. A szammrészecskek
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24. abra: A PGA-FA-CH 2:1+0,4Gd paramagneses kontrasztanyag hidrotiaa

méreteloszlasa (a) és SEM felvétele

A nanorészecskék mobilitasa u-3,8 £0,3 um cm/(V syolt, azaz a fellleti tolté
pH =7,4-en negativ.

A kiindulasi biopolimer oldatok termodinamikailagtabilak, valodi oldatok
transzmittancigjuk A=500 nm) ~100%. Viz<altuk ezen makromolekuldk onrenddéséve
létrejov® nanorészecskéketartalmazo kolloid rendszer transzmittancigjat. Aaldkult
nanorendszer stabil, enyhén opalos, a transzmidt@nieke 85%

Az onrende&dé nanorészecske ((lll)-ion tartalmat a TEM és M felvételek
elkészitése soralemanalizissemutattuk ki. Emellett szikséges vazoln a nanorendszer
altal szallitott paramagneses ionnaltMR szignaintenzitas értékeire gyakorolt hatasé

A paramagnesegontrasztanyag nanorészecske -vizsgalatat ugynevezett fantc
vizsgalattalkezdtik. A nanorészecsk## koncentracidosorozatot készitettink, melynel§
eleme az eredeti higitatlan nanorészecske pg/ml), az utols6 eleme pedig desztillalt
volt. A nanorészecskéket tartalmaz6é koncentracidsonpaatos G(lll) -ion tartalmat ICP-
MS mddszerrel meghatarok meg (3. tablazat).

A T1-sulyozott MRfelvételek azt mutedk, hogy a szirkearnyalatos skalédesztillalt
viz fekete tonusavailsszehasonlitva az eredeti, higitatlan nanorészdebiren vilagit, és
nanorészecske koncentraciojanak figgvényebeozik az MRfelvételen a intenzitas. Az
MR-felvételeken megjeléhintenzitdsokt szamszdien is kifejeztik a. szignéintenzitas és

T1 relaxacios id értékekkel.
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3. tdbldzat A paramagneses kontrasztanyag nanorészecske lyiizsti MR-felvételei,

szigndlintenzitas és T1 relaxaciogédtiékei kiilonbd& nanorészecske koncentracié mellett.

Nanorész.
konc.

(pg/mi)

300

225

150

75

38

19

0 (d.vi

Gd(ll)-konc
(ng/ml)

MR-kép

18,20

14,12

9,88

4,98

&

2,53

1,29

0,64 <0,005

Szignal-
intenzitas
(a.u.)

1783

1767

1665

1366

771

436

28]

T, relaxacios
idé
(ms)

244

265

504

1047

1566

2161

298

A mért értékek azt mutatjdk, hogy a nanorészecgkea benne |év gadolinium

V4

higitatlan nanorészecske MR-képének szignalini@seifl783, a desztillalt viz MR-képének

szigndlintenzitasa 287. A T1 relaxaciossédékek a vartnak megfeteln a gadolinium

tartalmd nanorészecskék koncentracidjanak novekgdEssokkennek. A desztillalt viz

relaxaciés ideje T1-sulyozott moédban 2980 ms, miglakontrasztanyag nanorészecske

relaxacios ideje 244 ms.

A tablazatban foglalt eredmények alapjan a vizsgatamagneses kontrasztanyag

nanorészecske relaxivitagar34,6 1/(mM s).

A tabldzat alapjan elmondhat6, hogy a gadoliniumtali@i T1 kontrasztanyag

nanorészecske jeléisen noveli a szigndlintenzitast, €s nagymeértékbsikkenti a T1

relaxaciés idt, mely tulajdonsagai réven fehér toénussal jelemiédg az MR-képeken, és

ezaltal alkalmas lehet paramégneses kontrasztaégatikteid alkalmazasra.

A Gd(lll)-ionok stabil komplexaltsaganak igazoléséais végeztink fantom MR-

vizsgalatot: a paramagneses nanoreszecskéket &ijtp dializaltuk, majd azok Gd(lll)-ion

tartalmat T1 MR méréssel ellénetik. Azt tapasztaltuk, hogy a mintak szignalirtiasa

nem valtozott jelerdisen, azaz a nanohordoz6 Gd(lll)-ion tartalma nedklaent kimutathat6

mértékben. A vizsgalattal sikerllt alatdmasztanunkGd(lll)-ionok stabil komplexalt

formajat.
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4.3.2. Paramagneses kontrasztanyag in vitro vizatgl
4.3.2.1. Alapanyagok és a kontrasztanyag citottégorizsgélata

Az eldallitott paramagneses kontrasztanyeg vitro €s in vivo hatékonysaganak
vizsgalata €itt tanulmanyoztuk a tumorspecifikus kontrasztanyadamint alkotorészeinek
citotoxicitasat. Az 6nrendédé nanorészecskét feléfpibiopolimerek — az irodalom szerint —
biokompatibisek, biodegradabilisek és nem valtanalkmunreakciét a szervezetben. Ennek
igazolasara a kontrasztanyag és az azt félgpkotérészek hatasat a sejtek életképességére
MTT teszttel vizsgaltuk, valamint sejtszamlaladsakteltiik a kontrasztanyag nanorészecske
citotoxicitasat az id fuggvényeben. Az alapanyag biopolimerek koncerdjad,3 mg/ml
volt, a Gd(lll)-ion koncentracié 0,4 mg/ml, a koedeztanyag nanorészecske koncentracidja
0,3 mg/ml volt (25. abra).

A folsavval targetalt nanorészecskék citotoxicitds#t receptorokat overexpresszalo
tumorsejt vonalakon vizsgaltuk, amihezézleg meghataroztuk az adott sejtek folat
receptorainak szamat. A fluoreszcencia intenzitdsaéreceptorszam kozotti kalibraciot
Cellguant calibrator segitségével végeztik. Az &antitometriai eredmények azt mutattak,
hogy a Hela sejtek felszinén atlagosan 1876+13 fet@ptor van, az A2780 sejteken 7909.
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25. 4bra A paramagneses kontrasztanyag nanorészecsKeoé&részeinek citotoxicitas
vizsgélata kilonbdzsejtvonalakon. (MTT teszt; inkubaciogic4 h)

A vizsgalat kimutatta, hogy a Hela sejtek érzékbbgm reagaltak mind az
alapanyagok, mind a nanorészecske jelenlétérejtiiléies értekei a kontroll sejtek 100%-0s
ertékéhez viszonyitva 95% folott voltak, a CH-ARvéelével, amely HelLa sejten szintén

viszonylag magas, 88%-o0s értéket adott. Mindazah&t altalunk elvégzett MTT teszt
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alapjan sem az alapanyagok, sem a nanorészecskevokak kimutathatd mértékben

toxikusak a vizsgalt sejtvonalakon.

—a—Kontroll Hela

1 —=—2PGA-FA:1CH-AF-Gd %

Sejtszam (x10°)

O - N W ~ 01 O

I1d6 (nap)
26. abra A paramagneses nanorészecskeével kezelt HeL& gegiiferacioja a kontroll

sejtekkel 6sszehasonlitva, a# fiilggvényeben.

A citotoxicitas vizsgalatot sejtszamlalassal egésizik ki (26. abra). Vizsgaltuk a
paramagneses kontrasztanyag nanorészecskével kdielta sejtek talélését és
0sszehasonlitottuk a kontroll sejtek tulélésévett Papasztaltuk, hogy nem volt jelést
kulonbség a kezelt és a kontroll sejtek kozott. iZsgalat megéisitette, hogy az édllitott
paramagneses nanorészecske nem rendelkezik kimmdtathértéli toxicitassal, s ezen

tulajdonsaga figyelembe vételével alkalnmagitro ésin vivo kisérletek elvégzésére.

4.3.2.2. Paramagneses kontrasztanyag tumorspegiiikarnalizacioja

Az elsdllitott paramagneses nanorészecske célzomolekilddisavat is tartalmazott.
Mindazonaltal ezen nanorészecskék tumorspecifiknternalizacidjat szikséges volt
bizonyitani. A specifikus internalizaciét konfol&li mikroszkdpos, valamit aramlasi
citometrias vizsgalatokkal igazoltuk folat receplkat overexpresszald sejtvonalakon.

A részecskék nyomonkovetidsege erdekében azokat fluoreszcensen festettidpekk
készitésekor minden esetben azonos beallitasakatos ebsitést hasznaltunk.

A konfokalis mikroszképos felvételek igazoltak, jagfolsav célzomolekulaval ellatott
nanorészecskék kiidtek a sejtmembranhoz és internalizdlodtak a taéwjozott

tumorsejtekben (27. és 28. abra).
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a)

27. dbra Hela sejtek konfokélis mioszkdpos felvétele folsav célndlekulat tartalmaz

2PGA-FA:1CH-AF-Gd nanorészecskeével (a), célzomolekulat nem taatadn2PGA:1CI-
AF-Gd nanorészecskével (b), valamint a sejtek foldaiveers elstelitését koveien
folsav célzanolekulat tartalmaz6 2PC-FA:1CH-AF-Gd nanorészecskével (c) tort

kezelése utan.

28. abra HeDe sejtek konfokalis mioszkopos felvétele folsav célndlekulat tartalmaz
2PGA-FA:1CH-AF-Gd nanorészecskével (a), cémolekulat nem tartalmazo 2PGA:1+-
AF-Gd nanorészecskével (b), valamint a sejtek foldaaveers eldtelitését kdveden
folsav célzanolekulat tartalmaz6 2PC-FA:1CH-AF-Gd nanorészecskével (c) tort

kezelése utan.
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A hatékonysag tumorspecificitasanak igazolasara Kkigflgészid vizsgalatot i
végeztink: (i) kezelttlk a sejteket folsavat nemtataraz6, azaz nem target
nanorészecskével, valamint (i) a sejtek targem@horészecskével vald kezelésétteh
receptorokat szabad folsavvabtelitettiik. A folsavas telitésre azért volt sziksiggy a
nanorészecskeék specifikus, folat receptorhoz kapdsdelvételét igazquk. Ha a daganatc
sejteken 1é¢ folat receptorokat folsavval telitjuk még a folaavartalmazo részecsk
hozzdadasa @t, akkor a nanorészecske nem képes a receptordkttini. Ez a kisérlet a:
is modellezi, hogyan viselkedik a nanoréske a fol& receptorokat nem owexpresszalé
sejtekkel szemben.

Mindkét kiegészit vizsgalat soran azt tapasztaltuk, hogy a nanocékek
tumorsejtekben tortén internalizdcidja minimdlis volt, & a sejtmembranon tortéi
adszorpcio is elhanyagolha

A kapott erdmeény megfelelt az elvarasainknak és bizonyitditeyy ha a részecski
nem tartalmaznak folsavat, ami kapcsoldodni tud &tfaeceptorokat overexpressz
tumorsejteken l&y folat receptorokhoz, akkor a részecske nem vagy kbtodik a
sejtmembranhoz, ygaz internalizacié nem vagy jéval kisebb mértéktigtenik meg

A konfokalis mikroszkopos vizsgalatok a nanoréskéksnternalizaciojanak vizual
megjelenitését is szolgalta. Ezen internalizaciézsgéalatot aramlasi citometri
eredmeényekkel ialadtdmasztottuk, mely vizsgalat soran kizarélaglazsejteket szamoljuk,

mert fluoreszcencimtenzitas fliggvéenyéb (29. abra).
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29. abra Hela (a) és HeDe (b) sejtek aramlasi citometidizise, targetalt 2P(-
FA:1CH-AF-Gd nanorészecské valo kezelés hataséra, 6sszehasonlitva a nemah
2PGA:1CH-AF-Gd nanorészecskével tortékezeléssel és a kontroll sejtek

Mindkét tanulmanyozott Hela és HeDe sejt esetébaagasabb fluoreszcenc
intenzitast mertink, a fluoreszcencia intenzitkalan jelends jeleltolodast tapasztalva
folsavat tartalmazo targetalt nanorészecskeével kat@lés utan mind a kontroll, mind a n

targetalt részecskével vald 6sszehasonlitasbanerddmény alatdmasztotta a konfok
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mikroszkopos eredmeényeket, mely szerint sikeriétfoeceptor-specifikus nanorészecskéket
eléallitani.

A konfokalis mikroszképpal készitett felvételek a& aramlési citometrias vizsgélatok
egyértelniien bizonyitottak, hogy az altalunk elkészitett eéskék specifikusan a daganatos
sejtekben internalizalodnak. A TEM felvételnél kdlszlemanalizis, az ICP-MS mddszerrel
készilt elemanalizis, illetve a nanorészecskék ofantMR-vizsgalata egyértelfen
bizonyitotta, hogy a nanorészecskék tartalmaznaklifmnt. A vizsgalatok kovetkex
lépésekeént igazolni volt szikséges, hogy a réseealsil szallitott Gd(lIl)-ion is specifikusan
a tumorsejtekben halmozodik. Ennek igazolasara haHes HeDe sejteket gadolinium
tartalmd nanorészecskével kezeltik, majd a kezglisziszpenzibkat MR készillékben

vizsgaltuk.

4.3.2.3. Paramagneses kontrasztanyag in vitro MiRgélata

A gadolinium tartalmd nanorészecskékkel kezeletit a kontroll HeLa és HeDe
sejtszuszpenziokrdl készilt T1 sulyozott MR-felatevizualisan igazoljak az @llitott
nanorészecskék tumorspecifikus paramagneses kotaingagként tortéh hatékony
alkalmazhatésagat.

A sejteket folsavval targetalt 2PGA-FA:1CH-Gd nasaecskével, illetve folatmentes
un. nem specifikus 2PGA:1CH-Gd nanorészecskéveklkdz és 6sszehasonlitottuk a
kontroll sejtekkel. Az MR-felvételeken lathatd dzéhi megjelenés, valamint a képek alapjan
mert szignalintenzitas értékek is azt bizonyitqttdegy a folsav célzomolekulaval ellatott
nanorészecskék internalizalédtak és akkumulélodtagélzott tumorsejtekben, szallitva a
paramagneses Gd(lll)-ionokat, s ezaltal jelentszignalintenzitas-valtozast okoztak és
intenziven fehér képi megjelenitést biztositottak TA sulyozott MR-felvételeken.
Mindazonaltal a folatmentes nanorészecskével keegiézuszpenzié nem mutatott jetent
kuldnbséget a kontroll sejtekkel vald 6sszehasisititin; ezzel aldtdmasztva a folsav, mint
célzomolekula altal megvalosulé folat receptor-#jecs internalizaciot.

HeDe sejtek esetén a gadolinium iont tartalmazdgetalt 2PGA-FA:1CH-Gd
nanorészecskéek emelik a sejtszuszpenzio szignaditdsat 869-re, és fehéren vilagitanak az
MR-felvételen. A folsavmentes nanorészecskék hatasaignalintenzitasra nem jelést
hasonl6 a kontroll sejtekéhez: rendre 511 és 44ldemzitométer skalan. Ezen
szignalintenzitasbeli kilonbség szintén egyértetminbeli eltérést mutat a T1 sulyozott MR-

felvételeken (30. abra).
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a. b- c.

30. abra HeDe sgszuszpenziok T1 sulyozott M-felvételei folsavval targetalt 2P (-
FA:1CH-Gd nanorészecskév- (a), és folatmentes 2PGA:1CBd nanorészecskével (
tortérd kezelés utan, valamint kontroll sejtek

Az MR-képeken a célbajuttatd folsav molekulat tartalmaaaorészecskékkel kez
Hela sejtek szignalintenzitdsa 1351. Amennyiben a seftakm targetaltanorészecskével
kezeltik, az MRképen a sejtszuszpenzié nem fehér, szirkés arayalagzignalintenzitas
csupan 523, hasonléan a nanorészecskével nem Kkereibll HeLa sejtszuszpeio 480

szignalintenzitas értekévgdl. abra.

a. b. c.

31. abra Hela ®jtszuszpenzidk T1 sulyozott N-felvételei folsavval targetélt 2P (-
FA:1CH-Gd nanorészecskév- (a), és folatmentes 2PGA:1CBd nanorészecskevel (

tortérd kezelés utarvalamint kontroll sejtek (c).

4.3.3. Paramagneses kontrasztanyag in vivo vizsi
4.3.3.1. In vivo patkany MRRzsgalatol

Az in vivo kisérletekhez Fischer patkany modelleket haszngltumelyek bal vesetok]
ala HeDe sejteket UltettlinA vizsgélatokalO nap tumardvekedés utan vegeztik

A folsavval targetalt 2PG-FA:1CH-Gd paramagneses kontrasztanyag nanorésze
in vivo halmozodasat i.v. admintraciot kovet T1 sulyozott MRfelvételek készitésév
tanulmanyoztuk, 2 h inkubécids id letelte utdn (32. 4bra)(A kontroll allatok 5% gliko:
oldatot kaptak i.v.)

Az MR-felvételek alapjan megallapituk, hogy jelenis tumor szignintenzitas érték-
novekedeést tapasztaltunk a targetalt nanorészesiskéxelt allatok esetében, 6sszehason
a kontroll allatokkal. A kotroll és a kezelt tumor szigrintenzitas értéke: rendi397+7 és
59513 volt, mely értékek kozotti kulonbség szigaafisnak adddott (p<0,00:
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32. abra: HeDe tumoros Ficher 344 patkany T1 sulyozott MRd#le 5% glikéz oldat i.v.
injektalasat koveten, kontroll (a), és targetélt paramagneses karttragag nanorészecskek
i.v. injektalast koveten (b); valamint a kontroll és a kezelt HeDe tunkaspamszdisitett

szignalintenzitas értékeit bemutatd diagram (c).

Az eredmény igazolta a paramagneses kontrasztamyagvo hatékonysagat. A
folsavval targetalt 2PGA-FA:1CH-Gd nanorészecskdaternalizalodtak a tanulményozott
folat receptorokat overexpresszalé célzott tumtekbgn. A szdllitott paramagneses
ligandum révén a kontrasztanyag nanorészecskékattiegtattak a tumor szignalintenzitasat,
amely jol elkilonibvé valt a kérnyed szovetekdl. Az igy kapott MR-felvételek pontos
informéciot adnak a vizsgalt allat anatémigjaréegkionnyitve a tumor lokalizaciéjat.

Vizsgélataink soran az MR-felvételeket PET-vizstlkal egészitettiik ki*F-FDG
radiofarmakon i.v. alkalmazasat kofen. A metabolizmusra égillPET nem ad pontos
informaciot a tumor helyzetélr de megafsiti annak meglétét: szinkddolasu képrészletek
megjelenésével mutatja az esetlegeséforluld tumor fokozott metabolizmusat.

Munkank sordn MRI és PET képek fuzionaldsaval kowdbik az anatomiat és a
funkciot, és fuzids kép létrehozasaval segitettidkaekorai tumordiagnosztikat és a pontos

lokalizaciot (33. abra).
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33. abra Targetalt paramagneses kontrasztanyaggal kee€ieHumoros patkany modell T1
sulyozott MRI-felvétele (a), PET-felvétele (b), aalint fuziés MRI-PET-képe (c).

4.3.3.2. In vivo egér MR-vizsgalatok

Az in vivo vizsgalatok masodik szakaszaban human dradetoron kivantuk tesztelni
a paramagneses kontrasztanyag nanorészecskeét. lmegeklositasa HeLa tumoros 5-6 hetes
néstény thymus nélkili nude egereken tortént. Kotldéolt HeLa tumoros, nanorészecskével
nem kezelt nude egereket hasznaltunk. Az MR-viasgatedménye megfelelt am vitro
vizsgalatok alapjan elvartaknak, miszerint a folsdvtargetalt kontrasztanyag nanorészecske
internalizalodott a folat receptorokat overexpréfsz HelLa tumorsejtekben. Az
internalizalodott és akkumulalédott nanorészecshigkaltaluk szallitott gadolinium ionok
révén jelenis relaxacios id, és ezdltal szignalintenzitds-valtozdst okoztakcézott
tumorszovetben. Ez a szignalintenzitas-valtozasémeglynien abrazolddik az allatokrol
készult T1 sulyozott MR-képen. A kontroll allathd@pest jelerits szignalintenzitas-
emelkedés figyelnét meg a nanorészecskével kezelt egér tumorszovetgbéraval a
kontrasztanyag intravénas injektalasa utan. A kdirdtlatban 1% tumor szignalintenzitasa:
218 = 8 a.u., mig a kezelt allat tumoranak szigmahzitasa 293 + 14 a.u. volt (34. abra).
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Kezelt Komntroll
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Eezelt Eontroll
34. abra Subkutan HelLa tumoro$stény nude egér T1 sulyozott I-felvétele

2PGA-FA:1CH-Gd kontrasztanyaggal tortént kezelés utan, a kibiéiattal
0sszehasditva (a), és a tumorok szigiintenzitds értékeit bemutadiagram (b).
A szines tumdeep a kezelt tumor szigrintenzitasbeli valtozasat reprezentalja, a mege

piros szin dominanciajaval.

4.4. Szuperparamagneses M-kontrasztanyag vizsgalata

A szuperparamagneses -oxid nanorészecskék (SPION) az Iképalkotasban
képesek megvaltoztatni a homogén neses teret, szignalintenzités T2 relaxacios
idévaltozast okoznak, T2 kontrasztanyagként alkalmizii.

Kutatomunkank soran kontrasztanyagolka#litasara és fejlesztésére fokuszaltt
El6éllitottuk és részletesen tanulmanyoztuk az ©nrelddéz nanorészecske ala
paramagneses T1 Mkontrasztanyagokat. Mindamellett  kutatdsokat  folytattur
onrende#do, szuperparamagses nanorészecskek, mint T2 MBatrasztanyagok é&dllitasa
€s vizsgalata temakdrében is.

A szuperparamagneses |-kontrasztanyag &dllitAsa és vizsgalata sordn e
eredmeényeket hazai és nemzetkdzi konferenciakomttolitbe de publikdldsuk még ne

tortént meg.
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4.4.1. Szuperparamagneses MR-kontrasztanya@iitasa és fizikai-kémiai vizsgalata
(A 4.4.1. fejezet eredményei Csikds Zsuzsanna fa)inka

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,
méreteloszlasat, fellleti toltését és stabilitasdrt tapasztaltuk, hogy a 2PFS:1CH
nanorészecskeék intenzitas szerinti atlag mérete G- nm volt, sitk méreteloszlassal, a
elektroforetikus mobilitasuk pedig = -1,99 (m/s)/(V/icm); a 3PFS:1CH nanorészecskek
intenzitas szerinti atlag mérete d = 90 nniiksméreteloszlassal, a részecskék mobilitasa
-2,07 (m/s)(Vicm) volt. Megallapitottuk tovabba,gyoa részecskék stabilak, a méretiiket

tobb hétig megtartjak.

4.4.2. Szuperparamagneses kontrasztanyag tumoréigasi internalizaciojanak in vitro
vizsgalata

A folsavval targetalt szuperparamagneses nanorgezlecinternalizacidjat Hela
sejteken teszteltik konfokalis mikroszképpal ésrddai citométerrel.

A konfokdlis mikroszképos felvételek egyértélem igazoltdk, hogy a folsavval
targetélt dnrendédé szuperparamagneses nanorészecskék akkumulalodiékat Hela

tumorsejtekben (35. abra).

a) b)k
35. abra: 2PFS:1CH (a), és 3PFS:1CH (b) nanorészecskékkeltkdelLa sejtek konfokalis
mikroszkopos felvétele.
(Mérési korulmények: a sejtmembranban kifejezett@®IHylikoproteineket Alexa 488-W6/32
monoklonalis antitesttel (z6ld), a nanorészecsk8keta 647 fluoreszcens festékkel (lila)
festettik.)
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A halmozoddas vizudlis megjelenitése mellett annaki@két €s a szelektivitast aramlasi
citométerrel tanulmanyoztuk. A célzott HelLa sejtdidsavval targetélt szuperparamagneses
nanorészecskékkel inkubéltuk, majd vizsgéltuk arlszcencia intenzitas (FI) mérése soran

jelentke? jeleltolédast és azt 6sszehasonlitottuk a konsegjtekkel (36. abra).
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36. abra Folsavval targetalt szuperparamagneses nanoskstde| kezelt HeLa sejtek
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a)

aramlasi citometriai analizise (a), és az anatilepjan mért fluoreszcencia intenzitas értekek

diagramja (b).

A vizsgélat eredménye aldtdmasztotta a konfokaligkraszképos eredményeket.
Jelends fluoreszcencia intenzitds novekedést tapaszialtum folsavval targetalt
nanorészecskeékkel kezelt sejtek esetében, a kioswjtekkel tortet 6sszehasonlitas soran. A
kétféle szuperparamagneses részecske fluoreszaetemaitast néveél hatasaban nem volt
jelents kilonbség, ami a kétféle nanorészecske hasonitgékinénternalizacidjara utalt. A
2PFS:1CH-AF részecskékkel kezelt Hela sejtek FEkért47-szer, a 3PFS:1CH-AF
részecskékkel kezeltek FI ertéke 44-szer nagyohlitavantroll HeLa sejtekhez viszonyitva.

Eredményeink bizonyitottak a folsavval targetalnar@szecskék internalizaciéjat a
célzott tumorsejtekbe. A kutatds kovetkeepésében azt kivantuk igazolni, hogy az
onrende#dé nanorészecskék altal szallitott magneses vasiatafli-e szuperparamagneses

tulajdonsagat, és ezaltal alkalmazhaté-e mint T2RhdRtrasztanyag.

4.4.3. Szuperparamagneses kontrasztanyag MR-vizdgal

A SPION-t széllit6 onrendédé nanorészecskék MR-kontrasztanyagként tértén
alkalmazhatésdganak alapfeltétele a nanorészecskgk relaxacios it csokkend
tulajdonsaga. Ennek bizonyitasara fantom MR-vizggalvégeztink (4. tablazat).

A 2PFS:1CH és a 3PFS:1CH nanorészecskétdncentracio sorozatot készitettiink, és
tanulmanyoztuk a T2 MR-képi megjelenésre és a Taxaeios idre gyakorolt hatasat. Azt
tapasztaltuk, hogy mindkét nanorészecske — mar Igerkoncentricidban is — jeléist
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meértékben cstkkentette a T2 relaxacias,idmely a képi megjelenés soran egyre sotéetebb
tonussal abrazolédott. A két nanorészecske relagsddit csokkend, szuperparamagneses
hatdsa kozotti kilonbség nem volt jetsita 3PFS:1CH nanorészecskéberd &bb SPION
hatasa nem volt szignifikdnsanssebb. A két nanorészecske T2 relaxacids asokkend
hatasaban egyedil a mért legnagyobb nanorészeaskeerikracio mellett volt jelebs
kiloénbség.

A fantom MR-vizsgalat alapjan megallapitottuk, hogyndkét szuperparamagneses
nanorészecske jeldéist mértékben csokkenti a T2 relaxacioét,id2 MR-kontraszthatast valt
Ki.

4. tablazat A szuperparamagneses kontrasztanyag nanorésZEzsidyozott MR-felvételei

és T2 relaxacios ikrtékei kiilonbog nanorészecske koncentracié mellett.

Nanorész. konc.
(ng/ml)

75 37,5 18,8 9,4 4,7 0 (d.v.)

.1

2PFS:1CH

T, relaxacios id

10 13 62 109 172 2410
(ms)

3PFS:1CH

T, relaxacios id

4 12 59 112 172 2410
(ms)

Az in vitro internalizacios vizsgalatok igazoltdk a SPION-talst targetalt
nanorészecskéek célzott tumorsejtekben tértékkumulacidjat; a fantom MR-vizsgalatok
igazoltak ezen nanorészecskék szuperparamagneses,relaxacios it csokkend
tulajdonsagat. A kutatomunkank kovetkdepéseként bizonyitani kivantuk, hogy a targetalt
nanorészecskék altal szallitott SPION is akkumdi&l@ célzott sejtekben és ott is kifejti
hatasat. Ennek igazolasara a HelLa sejteket SPItaNalmazo nanorészecskekkel kezeltik,
majd a kezelt sejtszuszpenziokat MR készllékbespaituk.

A Hela sejtszuszpenziokrol készilt T2 sulyozott KéREtelek vizudlisan igazoltak az
eléallitott nanorészecskék tumorspecifikus szuperpagmeses kontrasztanyagként todtén
hatékony alkalmazhatésagat (37. abra).
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a) b)
37. abra: HelLa sejtszuszpenziok T2 sulyozott MR-felvételésdwval targetalt
szuperparamagneses 2PFS:1CH (a), és 3PFS:1CHndrgésaecskékkel tortdrinkubacio

utan, valamint a nem kezelt kontroll sejtek (c).

Az MR-felvételeken lathatd, hogy a szuperparamagmeasanorészecskéekkel kezelt
sejtszuszpenzidk fekete tonussal jelennek meg alidzott MR-felvételeken, szemben a
kezeletlen kontroll sejtek vilagosszirke szinév&k MR-felvételeken lathatdé szinbeli
megjelenés igazolja, hogy a targetalt nanorészkkskégyiitt az altaluk szallitott SPION is
internalizalodik a célzott tumorsejtekben, és kifazuperparamagneses tulajdonsagat. A
vizualis megjelenéshez parosulé T2 relaxaciGskben is jelenis valtozas torténik, ami
alatdmasztjia a SPION tartalml szuperparamagnesesrasaecskék tumorspecifikus
internalizacidjat. A 2PFS:1CH és a 3PFS:1CH nae@skékkel kezelt sejtszuszpenziok T2

relaxacios ideje 424 ms és 388 ms, mig a kezelktatroll sejteké 923 ms.

4.4.4. Szuperparamagneses kontrasztanyag in vizegalata

Az in vitro vizsgalatok utann vivo is bizonyitani szerettik volna, hogy asalitott
szuperparamagneses nanorészecskék a tumorban tdmakz ott kifejtik relaxacios - és
szignalintenzitas-csokkeht hatasukat, mellyel nagyban megkdnnyitik azok gl
azonositasat. Ennek érdekében a vizsgalatokat Heharos 5-6 hetesdstény athymicus
nude egereken végeztik és kontrollként HeLa tumarasorészecskéevel nem kezelt egereket
hasznaltunk.

A vizsgélat eredménye egyértdlen aldtdmasztotta azt, hogy a folsavval mint
célzémolekulaval ellatott kontrasztanyag nanoresksc felhalmozdédtak a folat receptorokat
overexpresszald HelLa tumorsejtekben. Az akkumutdtékontrasztanyag nanorészecskék
jelensen csokkentették a tumorszoévet relaxacios idsjé&zéltal szignalintenzitasat, mely a
T2 sulyozott MR-képen egyértetian lathatd. A kezelt allat tumora jelésén sotétebb a
kontroll allat tumorahoz képest. Mig a kontroll alltumoranak szignalintenzitas eértéke
793+19 (a.u.) és relaxacios ideje 1018+23 ms valldig a kezelt allat tumoranak

szignalintenzitdsa 582+13 és relaxacios ideje 68214 (38. abra).
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Relaxaciésidé (ms)

Kontroll Kezelt

38. abra Subkutan HelLa tumoro$istény athmicus nude egér T2 sulyozott Mfelvétele
2PFS:1CH kontrasztanyaggal tortént kezelés utgra(kdntroll allattal 6sszehasonlitva (
A szines kép a kezelt tumor szigintenzitasbeli valtozasat reprezentalja, a megfe
sotétebb kék szinek dominanciajaval (c, d). A diaga tumorok relaxacios idejének értél
mutatja a kontroll és kezelt &llatok esetéber
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5. Megbeszélés

Kutatomunkdmat olyan interdiszciplinaris tudomanyfieten 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.

5.1. A nanohordozo

Napjainkban noveky érdekbdés o©vezi a biokompatibilis, biodegradabilis
makromolekulakbdl feléptil nanorendszerek egyre szélesebhildikalmazasi lehéségeit.
[1,2] A szakirodalomban egyre noveékvszamban jelennek meg az orvosbiologiai és
gyogyszertudomanyi felhasznalas céljara fejlesziigein biopolimer alapu nanorendszerek,
amelyek biokompatibilisek, biodegradabilisek és abflasak valamely specialis
felhasznalasra [1,2,17]. Ezen biopolimerek kozotegtalalhaté pl. a kitozan [33], a
hialuronsav [34], poli-glutaminsav [31], dextrin/[[3 guar-gumi [36], stb.

Kutatomunkank soran a valasztasunk a kitozan és ol-g@mma-glutaminsav
biopolimerekre esett, melyek biologiai szempontbetamos €nyos tulajdonsaggal
rendelkeznek: biokompatibilisek, biodegradabilisekem toxikusak. A kitozant a Kkitiéb
allitjak elb, megujulé biopolimernek tekinthet[17], mig a poli-gamma-glutaminsavat
bakterialis fermentacioval leheiaéllitani [25].

A kitozan és a pol~glutaminsav biopolimerek funkcids csoportjaik néveizes
kézegben polielektrolitként viselkednek és kovalekdtés kialakitasa nélkul, ©6nalld
részecskeéket, un. polielektrolit komplexeket kégdeemalni ion-ion kdlcsdnhatdson alapuld
onrende#déssel. [46-48] A kovalens kotés hianyabdl adoddaolielektrolit komplexek Uj
tavlatokat nyitottak meg a részecskék formalasketvé ezen részecskekkel toen
hatéanyagok szallitdsa tertletén. [45]

A szakirodalomban széamos oOnrengtlz CH/PGA nanorészecske déllitasat és
vizsgalatat irtdk le, melyeket 6t legesen hatdéanyagok megkotésére eés szdllithsara
fejlesztettek ki [52-56], targetalas megvalositasikil.

Kutatbmunkank megalapozasaként mi a CH és a PGAndebdésével kialakithatd
polielektrolit nanohordozé, mint alaprendszer tudasagait tanulmanyoztuk, hatéanyag
hozzaadas nélkil, valamint igyekeztink feltarni anorendszer kialakulasat befolyasolo
tényedket. Azt tapasztaltuk, hogy a CH és a PGA biopalekerizes oldatainak dsszetntése

soran, pH = 3-on, nanorészecskéket tartalmazé spébmdszerek keletkeznek. [46]

68



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.

A nanorészecskék stabilitasa a pH fliggvényébemivdl a felhasznalasi célnak
megfeleb pH-n elvart stabilitas fontos tényiez a nanorendszerek tervezése soran. Az i.v.
injektalassal alkalmazhaté génszakaszt szallito /RBA polielektrolit komplex
nanorészecskéek pH-stabilitasarél pH = 6,0-7,4 kégdmol be a szakirodalom [52,53], de
hatéanyagok ordlis bevitele esetén a savas koztgbilitds az elvart [55,59]. Ennek
megfeleben kutatomunkank kévetkézepéseként olyan nanorendszert kivantuklBtani a
CH és a PGA oOnrendédésével, amely pH 7,4-en stabil, mert a tovabbiakban azolkat
vitro kisérletekben, valamim vivo intravénas alkalmazéas soran kivantuk tesztelni.

A probléma megoldasara a kiindulasi paraméteregpetkéllett megvaltoztatni, hogy a
biopolimerek 6énrendéziése megtorténjen, stabil nanorészecskék keletkeeésiményezve
kozel semleges pH-n. Ennek megféésl a PGA oldat pH-jat 9-9,5-re, a kitozan oldatjpH-
4,0-ra allitottuk. Tanulmanyoztuk a nanorészecdéinalasat az dsszeontési sorrendek, es
biopolimer-aranyok valtoztatasa mellett.

A PGA és a kitozan kulonb6zpoH-n tortéd 6sszedntése soran megallapitottuk, hogy
stabil nanorészecskék keletkeztek, melyek pH-jaés,38,1 kozott valtozott az dsszebntési
aranyoknak megfeléén. Az dsszebntések soran stabil nanorészecslagkatinazo, opalos
vizes rendszerek keletkeztek, de a transzmittagdiékek és a hidrodinamikai méretek
tanulmanyozasa sordn nem tudtunk egyéfteltsszefliiggéseket feltarni a kiindulasi
paraméterek és a keletlkezanorészecskék tulajdonsagai k6zott.

Mindemellett megallapitottuk, hogy a PGA és a CH a&ranyu 0sszebdntése esetén
keletkeztek a legkisebb méia€szecskék, ezért a tovabbi vizsgalatainkhoz #€RGA 1:1
aranyu 6sszeodntésével formaldédé nanorészecskélknamyozasat helyeztikda€rbe.

Az eléallitott nanorészecskeket ugy kivantuk tovabb $efleni, hogy azokn vitro ésin
vivo kérilmények kozott a célzottan a tumorsejtekbdmbaddjanak fel, s ezaltal potencialis
nanohordozéva valhatnak kontraszthatast kivaltaniidymok, illetve gyogyszerhatéanyagok
tumorspecifikus szallitasara.

A szakirodalomban elérheszamos célzémolekula [58-64] koziul a mi valasziksa

folsav volt, amely reaktiv funkcios csoportokkalndelke®d kis molekula; elismert
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célzéligandum, amely képes a nanorészecskét a faddeptorokat overexpresszalo
tumorsejtekhez irdnyitani, letie® téve ezaltal a tumorspecifikus célba juttafast.71]

Jelents kutatéi potencial foglalkozik a folsavval tardetananorendszerek
fejlesztésével, melyek ko6zott megtalalhatok a biioper alapi nanorendszerek [74,78], de a
folsavval targetalt polielektrolit komplexek irod& még nem jeles. Mansouri és mtsai
folsavval modositott kitozannal ion-ion kdlcsonlat&ven szallitottak DNS-t, 120 nm-es,
pozitiv fellleti toltéssel rendelkéznanorészecskék keletkezésével. [86] A CH és a PGA
onrendeédésével létrejo¥, folsavval targetalt polielektrolit komplex nanszécskek
Ujdonsagot jelentenek a szakirodalomban.

Ezen kutatdi vonalon haladva, kutatomunkank soréa oglz6 folsav molekulat a poli-
gamma-glutaminsav biopolimerhez kovalens kotéssgicgoltunk, majd ezen folsavazott
PGA és a CH onrendédéseével allitottuk éla targetalt nanorészecskéket.

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 ald a nandszer nem toxikus tulajdonsagat.
Megallapitottuk, hogy az A2780 sejtvonalon a sktés soran nem mutatkozott kilonbség a
kontroll, a folsavval targetélt nanorészecskéveleke illetve a folsav nélkili, nem targetalt
nanorészecskével kezelt sejtek kozott; mely eregimadapjan megallapithaté a vizsgalt
részecskék nem (kimutathaté meétigtoxikus tulajdonsaga. A vivo toxicitas teszt soran a
nanorészecskékkel kezelt allatok testtomegét merA# tapasztaltuk, hogy a kezelés
hatasara az allatok testtomege nem csokkent, éaslisem volt.

Ezen vizsgalatokkal igazolast nyert, hogy sikefdlsavval targetélt, negativ fellleti
toltédi, 6nrende&dé nanorészecskéketédllitani, €s bizonyitani, hogy ezen nanorészecskék
nem rendelkeznek kimutathatdo meéékoxicitassal, és képesek a tumorspecifikus
internalizaciora, ezaltal alkalmasak lehet, mintgé#alt nanohordoz6 szamos hatéanyag

széallitdsara.
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5.2. Paramagneses MR-kontrasztanyag

Kutatbmunkdm célja az volt, hogy az Onrertitkz targetalt nanorészecskékbViR-
kontrasztanyagokat allitsak 6elEnnek megvaldsitdsahoz azalitott és tanulmanyozott
nanohordozéhoz Gd(lll)-ionokat komplexaltunk, kidtsa ezéltal egy MRI T1
paramagneses, tumorspecifikus, nanoniétentrasztanyagot. [101,102] Koncepcidnk szerint
ugyanis a PGA karboxilcsoportjai révén képes pozitinok megkotésére és ezaltal
szallitasara. [21] A paramagneses MR-kontrasztankiaipkitasdhoz az Onrendelbtt
nanorészecskéhez utélag adtuk a Gdidatot, igy a Gd(lll)-ion a kész részecskéberd lév
szabad karboxilcsoportokhoz tudott kapcsolodni.

A paraméagneses, Gd(lll)-ionokat tartalmazd naneeszk kozott azok vizsgalatat
helyeztik edtérbe, amelyekben a PGA részaranya nagyobb voitoadk részaranyanal, a
Gd(llh-ionok stabil szallitasdhoz ugyanis szikségt olyan szabad karboxilcsoportok
jelenlétére, amelyek képesek voltak megkétni eBiteré a paramagneses ionokat.

A paramagneses fémion pontos ddiisi helyét a nanorészecskéken nem vizsgaltuk
kulén. A nanorészecskék séllithsa, anyagosszetétele alapjan tudhat6é volgy hazok
nagyszamu amino- és karboxilcsoportokat tartalmiazigg korabbi leirasok alapjan [54,161]
kijelenthet volt, hogy fémion a glutamat-peptid karboxilcsapon keresztul kdidik a
nanorészecskéhez.

Tanulmanyoztuk a PGA részarany novelésének és dllddiok mennyiségének
hatasat a keletkézkontrasztanyag nanorészecskék meéretére. Mindlgtbess minimumot
ado 6sszeflggesgorbét tapasztaltuk, melyek osez@ldta 2PGA:1CH+0,4Gd Osszetétel
részecske mutatta az optimalis tulajdonsagokat.

A Gd(ll)-ion paramagneses tulajdonsagu, csokkantil relaxacios it, ezaltal MR-
kontrasztanyagként alkalmazhat6. Mindazonaltal éIkdbn szabad ionként ésen toxikus,
ezért szikséges komplexalt formaban tdrtéasznalata. Jelenleg a gyakorlatban szamos
kismolekulas Gd(lll)-komplexet  alkalmaznak, melyekb a  Gd(lll)-ionokat
komplexképakkel kotik meg. Mindazonaltal ezen kis molekulat@iheésd-kelatok komoly
hianyossagai — mint pl. rovid tartozkodasuk és gyddilralesik a vérd (gyors
kivalasztodasuk a vesén keresztll) — nem hagyh@gyelmen Kkivil. A hianyossagok
elkertilése és javitasa érdekében szamos kis matékutg, €s makromolekulas hordozoé
fejlesztését dvezi intenziv kutatdi érdékéds, el§sorban az MRI jelintenzitdsanak javitasa
céljabdl. [106,107]

A makromolekulas MR-kontrasztanyagok fejlesztésélilbbeszamol a szakirodalom

polielektrolit komplexeken alapulé paramagneses RbRtrasztanyagokrél [115,133], de
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eléallitott kontrasztanyagok targetalasa, tumorspagsfihalmozodasanak éskegitése még
nem elterjedt. Elallitasra kerilt folsavval targettalt dendrimefi48], - liposzémaval [149],
vagy - csillag kopolimerrel [150] szallitott Gd(Hion, de biopolimer alapl, donrendeid
polielektrolit komplexekkel tortéh targetalt Gd(lll)-szallitasr6ol nem szamol be a
szakirodalom. Ezen kutatasi iranyvonadmbzditasara tumorspecifikus, paramagneses MR-
kontrasztanyagot Allitottunk éela PGA és a CH Onrendi&igsével. A megvalositashoz a
PGA-hoz folsavat, mint célzémolekulat kapcsoltuokd&ens kdtéssel, majd az dnrentilzs
utan Gd(lll)-iont komplexaltunk a nanorészecskéhazfolsav révén a tumorspecifikus
célbajuttatast kivantuk megvalositani, mig a Gp{dh mint paramagneses MRI T1
ligandum az MR-szignalt befolyasolja.

A paramagneses kontrasztanyag nanorészecske aptinifiszetétele 2PGA-
FA:1CH+0,4Gd-nak adodott. A nanorészecske 130x4atlagos hidrodinamikai mérettel,
negativ fellleti toltéssel, és ¢ = 0,3 mg/ml bioper koncentracid mellett 85%
transzmittanciaval rendelkezett.

lgazoltuk az diallitott paramagneses kontrasztanyag nanorészqumieenagneses €s
nem toxikus tulajdonsagat, valamint tumorspecifikabnozodasat a célzott sejtekben.

MR-felvételekkel igazoltuk a nanorészecskék Gd{bh tartalmat: a nanorészecske
szignalintenzitas & és a T1 relaxaciés déd csokken, ami fehéren vilagitd kontrasztot
eredményezett az MR-felvételen. Ezen eredményekjamaelmondhato volt, hogy a
gadolinium tartalmi T1 kontrasztanyag nanorészecak@lmas lehet paramagneses
kontrasztanyagként tortéralkalmazasra.

A paramagneses nanorészec8kévalamint annak alkotdé eleméir MTT teszttel
igazoltuk, hogy nem rendelkeznek kimutathatdo mértékicitassal, igy alkalmasak tovabbi
in vitro ésin vivo hatékonysagi vizsgalatok elvégzésere.

Az in vitro hatékonysagi vizsgalatokat folat receptorokat expresszalé HelLa és
HeDe tumorsejt vonalakon végeztik el. [147] A sfiees internalizaciot konfokalis
mikroszkopos, valamit aramlasi citometrias vizstpkal tamasztottuk ala. Az eredmények
megfeleltek elvarasainknak: a folsav, mint célzGkuola alkalmas és képes a nanorészecskék
tumorspecifikus célbajuttatasara és a folat-tatget@norészecske szelektiven a folat
receptorokat overexpresszald tumorsejtekben haldikél.

A vizsgalatok kovetkez |épéseként igazolni volt szikséges, hogy a rékeealkalmas
a Gd(llN-ionok széllithsara, és specifikusan ¢ditj@ azokat is a tumorsejtekbe. Ezen

vizsgalat szikségességét az is indokolta, hogytan@k eballitott nanorészecskékhez direkt
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modon adtuk a Gd(lll)-t, a PGA karboxilcsoportjaghkomplexalva, kilon komplexkéz
alkalmazasa nélkil. A szakirodalomban fellebhehakromolekulds paramagneses MR-
kontrasztanyagok tdbbsége DOTA [148,149] vagy DTP¥5132] komplexképi hasznal a
Gd(llN-ionok megkotéseére.

A Gd(lIN-ionok stabil, komplexalt szallitAsanak vitro igazolasara a HeLa és HeDe
sejteket gadolinium tartalmu nanorészecskével Kazeahajd a kezelt sejtszuszpenziokat MR
készilékben vizsgéltuk.

A T1 sulyozott felvételek bizonyitottdk, hogy a daVval targetalt, paramagneses
ligandumot szallité nanorészecskék specifikusaglzott tumorsejtekben halmozaodtak, és a
szallitott Gd(lll)-ionoknak kdszonhin jelenbsen megvaltoztattdk azok szignalintenzitdsat,
és ennek megfelédn paramagneses kontrasztanyagként alkalmazhatok.

Ennek igazolasara a paramagneses kontrasztanyagesaecskéin vivo teszteltik
HeDe tumoros patkany, €és human Hela tumoros egélelie&en. Mindkét esetben
megallapitottuk, hogy a T1 sulyozott MR-felvételgtentts tumorhalmozast mutattak. A
targetélt kontrasztanyaggal kezelt A&llatok tumdjesej halmoztdk a paramagneses
nanorészecskéket, és jelgntszignalintenzitas-valtozast mutattak az MR-falleien. A
vizsgalatokat a jelen gyakorlattol eli¢thosszabb inkubaciosdkkel (2 h, 24 h) végeztik
annak igazolasara, hogy a nanorendszer alapu MRasatanyag hosszabb ideig fellethat
szervezetben, tumorhalmozasa&hidn elnydjtott. Ezen vizsgalatok alapjat szolgataon
korabbi sajat munkank is [54], amelyben igazoltalbarende&ds nanorészecskék elnyujtott
tumorhalmozodasat.

A paramagneses targetalt kontrasztanyag nanoré&szémsulmanyozasa soran kapott
eredmeényeket Osszegezve megallapithatd, hogy H#ikeiyan tumorspecifikus, stabil
onrende#dé nanorendszert @&llitani a CH és a PGA biopolimerakb amely optimalis
fizikai-kémiai paraméterekkel rendelkezik, nem kiathatdan toxikus, és specifikusan
internalizalodik a célzott tumorsejtekben vitro és in vivo, és az altala szallitott
paramagneses ligandum réveén jalerdzignalintenzitas valtozast eredményez a T1 satyo

MR-felvételeken, megkdonnyitve a tumordiagnosztikat.

5.3. Szuperparamagneses MR-kontrasztanyag

Kutatbmunkank sordan a PGA és a CH oOnrefidégzével olyan nanorészecskét
allitottunk eb, amely potencialis nanohordoz06, és tovabbfejlesx& tumorspecifikus
paramagneses MR T1 kontrasztanyagga alakithatéat&satink soran vizsgalni kivantuk

annak lehdiségeit is, hogyan fejlesztlietezen polielektrolit komplex nanohordozobol
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tumorspecifikus MR T2 kontrasztanyag. Ennek megitddahoz tanulmanyoztuk a SPION
tartalmu, PGA és kitozan oOnrendegsével létrejo¥, folsavval targetalt nanorészecskék
szuperparamagneses kontrasztanyagként aikalmazasanak letietégeit.

A SPION a gyakorlatban is elismert, T2 relaxacid¥t i befolyasolé MR-
kontrasztanyag. Az alkalmazasahoz viszont sziksagashany nm-es vas-oxid részecskék
stabilizalasa, melyet gyakran végeznek biopolimezkkmint pl. kitozannal [136], dextrannal
[121], alginattal [138]. Kutatasaink sordn a SPIOM- situ allitottuk eb folsavazott PGA
jelenlétében, és az igy létrejott rendszer kitoahrdrterd reakciojanak kévetkeztében
alakitottuk ki a nanorészecskét, mint T2 MR-kordtasyagot. A SPION folsavval torién
targetalasardl, és annak KB sejteken tdrtéizsgalatardl mar beszamol a szakirodalom
[140,151], de ezen rendszerekben folsavval targigiéfil SPION-rdl, illetve poliakrilsavval
stabilizalt SPION-hoz PEG-linkeren keresztil kapicstlsavval targetalt SPION-rol
olvashatunk. A SPION polielektrolit komplexekkelt&n burkolasara, illetve abban tortén
eloszlataséara, valamint azok folsavval toététargetaldsara nem taldltunk példat a
szakirodalomban.

Kutatomunkank ezen fejezetében olyan folsavvaletattynanorészecskéket allitottunk
el6 a folsavazott PGA-val burkolt SPION és a CH Onemdésével, amelyet T2 MR-
kontrasztanyagként kivantuk tanulmanyozni és alkahn

Az altalunk eballitott paramagneses kontrasztanyag vizsgalataéansddordbban
bizonyitast nyert, hogy a folsav képes targetalni Garende&dé nanorészecskét, de a
szuperparamagneses nanorészecskék esetében eamwdéasg Ujbol sziikségessé valt, mivel a
SPION szintetizalasa PGA-FA jelenlétében, madasénsékleten tortént.

A konfokalis mikroszképos felvételek és az &ramlasiometrias eredmények
egyértelniien igazoltdk, hogy a folsavval targetalt Onrerddéz szuperparamagneses
nanorészecskék akkumulalodtak a célzott folat itecekat overexpresszald Hela
tumorsejtekben. [147] A vizsgalatok soran azt igallapitottuk, hogy a kétféle dsszetétel
(2PFS:1CH, 3PFS:1CH) szuperparamagneses részelkegkesfcencia intenzitdst nogel
hatasaban nem mutatkozott jelenkilonbség, ami a kétféle nanorészecske hasont@kiné
internalizacidjara utalt.

A szuperparamagneses hatas igazolasara fantominésitro MR-felvételeket
készitettink. A fantom MR-vizsgalat alapjan megdtiattuk, hogy mindkét
szuperparamagneses nanorészecske gslantértékben csdkkenti a T2 relaxaciost,idl2
MR-kontraszthatast valt ki. Mindazonaltal a relagaadok azt mutattak, hogy a tébb SPION
hatasa nem szignifikansabldeebb, azaz a 2PFS:1CH és a 3PFS:1CH Osstetésziecskék
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hasonlo mértekben befolyasoltak a magneses texeh Eegallapitast &siti azin vitro T2
MR-vizsgalat is, amelyben targetalt szuperparamsgmenanorészecskékkel kezelt HelLa
sejteket vizsgéltunk és hasonlitottunk 0ssze kdealesejtekkel. A sejtszuszpenzidk T2
relaxaciés idi azt mutattdk, hogy a nanorészecskék internalitalo a sejtekbe,
odaszallitottak a SPION-t, és ezéltal jetsnitelaxacios idl csokkenést idéztek el kontroll
sejtekhez viszonyitva. A kétfajta Osszeti@t&@PION tartalmi nanorészecske hatasanak
kilénbsége nem volt jeledd. Ez arra utalt, hogy mar a 2PFS:1CH részecskanigyi
szuperparamagneses ligandumot szallit, ami elégexmd altala maximalisan kivalthato
relaxacios id valtozashoz.

Az in vitro vizsgalatok utann vivo is bizonyitottuk az éhllitott szuperparamagneses
nanorészecskék tumorspecifitasat. HeLa tumoros egdecken teszteltilk a kontrasztanyag
relaxacios id és szignalintenzitas-csokkénhatasat. A vizsgalat eredménye egyérteim
alatdmasztotta, hogy a folsavval mint célzomolekalla ellatott kontrasztanyag
nanorészecskék halmozodtak a folat receptorokaterpeesszald Hela tumorsejtekben, a
SPION tartalomnak koészonlben jelenssen csokkentették a tumorszévet relaxacios idsjét é

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

5.4. Uj tudomanyos eredmények

. Poli-gamma-glutaminsav  és  kitozan Onrerddigsével olyan targetélt
nanohordoz6t allitottunk & amely pHx 7,4 —en stabil.

. Kimutattuk, hogy a biopolimer alapd onrenélé& nanorészecskék alkalmasak
paramagneses, illetve szuperparamagneses ligandeétruitt szallitasara.

. Megallapitottuk, hogy a paramagneses kontrasatamanorészecskék fizikai-
kémiai tulajdonsagai nagymeértékben befolyasolhatblopolimerek ardnyaval, az 6sszedntés
sorrendjével, a szallitott paramagneses ligandunmgigégével, valamint a kdzeg pH-javal.

. MR-vizsgalatokkal tamasztottuk ald, hogy a pamgmedes, illetve
szuperparamagneses kontrasztanyag nanorészecs&kértyan csokkentik a relaxaciogigd
és ezaltal MR-kontrasztanyagkeént alkalmazhat6k.

. Megallapitottuk, hogy a targetalt paramagnesdletvé szuperpramagneses
kontrasztanyag nanorészecskék hatékonyan inteat@lizak a célzott tumorsejtekbevitro
kéralmények kozott.

. Allati és huméan tumoros allatmodelleken igazoltuktargetalt kontrasztanyag

nanorészecskék hatékony tumorbeli halmoz6dasato.
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. Megallapitottuk, hogy a paramagneses, illetve psgaramagneses

nanorészecskék alkalmasak lehetnek targetélt MR-&satanyagként tortérfelhasznélasra.
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6. Osszefoglalas

Kutatbmunkam soran a kitozan és a poli-gamma-glmsen 6nrendgzlésével olyan
stabilis nanohordozot allitottunkéglamely 100-120 nm hidrodinamikai méreds fellleti
toltése negativ, valamint képes paramagneses &bk, illetve szuperparamagneses
SPION részecskék szallitasara. A nanohordozot @lkadpolimerek funkcids csoportjai
réven sikerult folsavat mint célbajuttaté molekiapcsolni a nanohordozohoz, megvalositva
ezaltal a targetalt kontrasztanyag nanorészecdkéakitsat.

Elvégeztik a paramagneses 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 T1 méréssel igazoltuk a nanorészecskérpagneses, szignalintenzitast néyel
valmint T1 relaxacios it csokkend tulajdonsagat.

A SPION tartalmu targetalt nanohordozo6 esetén fan#R-vizsgalatokkal igazoltuk a
szuperparamagneses, T2 relaxaciés edokkend hatast.

Konfokalis mikroszképos, aramlasi citometrias, wailat in vitro MR-vizsgalatokkal
igazoltuk, hogy a folsavval targetalt paramagnesedietve szuperparamagneses
nanorészecskék specifikusan halmozédnak a tanubmatty folat receptorokat
overexpresszald tumorsejtekben, szallitjak az MR+alkgandumokat (Gd(lll)-ionokat, ill.
SPION-t), és ezaltal jelef’ kontrasztot idéznekéehz MR-felvételeken.

HeDe tumoros Ficher 344 patkany, valamint HeLa tumonude egér modelleken
tesztelttk a paramagneses folat-targetalt nanarglezle halmozodasain vivo. MR-
felvételekkel igazoltuk, hogy az d&lllitott nanorészecskék hatékony paramagneses
kontrasztanyagként viselkedtakvivo, mindkét tanulmanyozott allat- €s tumormodell éset
A nanorészecskék specifikusan halmozodtak a vizdgéhorban, és jeleés kontrasztot
hoztak létre a kontroll allatokkal tortént 6sszetmigas soran.

A SPION tartalmu folat-targetalt nanorészecske mtMR-kontrasztanyag hatasat
vivo HelLa tumoros #éstény athymicus nude egereken teszteltik. A T2 ozoly MR-
felvételek alapjan megallapitottuk, hogy a folagedalt kontrasztanyag nanorészecskék

akkumulalodtak a tumorban, és jelésgn csokkentették a tumorszovet relaxacios idejét.
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Osszegezve, sikerllt olyan biopolimer alapl, tumecgikus paramagneses, illetve
szuperparamagneses  nanorészecske  MR-kontrasztiayagaeballitani,  amelyek
alkalmazaséaval nagybartskgithet a korai tumordiagnosztika.

7. Summary

Stable nanocarriers were successfully prepareceliyassembly of chitosan and poly-
gamma-glutamic acid biopolymers. These nanopastictve 100-120 nm hydrodynamic size,
negative surface charge, and are able to transparamagnetic Gd(lll) ions or
superparamagnetic SPIONs. Folic acid as targetiolgceule was successfully coupled to the
biopolymers via their functional groups to realihe preparation of targeted contrast agent
nanoparticles.

Full physico-chemical characterization of paramaigneMR contrast agent
nanoparticles was performed, and factors thatenite the parameters of nanoparticles were
defined. It was established that concentrationratid of biopolymers, the order of addition
and the pH of the environment effect the propemtiesanocarriers. The transported Gd(lll)
ions changed the size of nanocarrier particles, MRmeasurements confirmed that the
nanoparticles are paramagnetic and can increasgghal intensity and raduce T1 relaxation
time.

In case of SPION-containing targeted nanocarriéianmm MR measurements were
performed to confirm the superparamagnetic efféctamoparticles, which can reduce the T2
relaxation time. SPION content of nanoparticles wasasured and their effect on T2
relaxation time was determined.

Confocal microscopic, flow cytometric ama vitro MR investigations were carried out
to confirm that folate targeted paramagnetic argegraramagnetic nanoparticles specifically
accumulate in the studied tumor cells overexpreskilate receptors, transport the MR active
ligands (Gd(lll) ions, SPIONs) and therefore thegn ccause significant contrast in MR
images.

HeDe tumor bearing Ficher 344 rat models and Heinaot bearing nude mice were
used to test the accumulation of paramagneticddkaigeted nanoparticl@s vivo. Based on
the MR images it was confirmed that the developadoparticles behaved as effective
paramagnetic contrast agent for both studied anamdl tumor models. The nanoparticles
specifically accumulated in studied tumors and edusignificant contrast compared to

control animals.
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In vivo investigation of SPION-loaded folate targeted meambcles as T2 MR contrast
agents was performed using HelLa tumor bearing e dlymic nude mice. Based on the T2-
weighted MR images it was established that folatgeted contrast agent nanoparticles
accumulate in tumor and significantly reduce tHaxation time of tumor tissue.

Summarizing, biopolymer-based, tumorspecific pa@mec or superparamagnetic
nanoparticulate MR contrast agents were succeggitgipared, which can facilitate the early

tumor diagnosis.
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10. Készonetnyilvanitas
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munkamat.
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Kdszdnodm a Biofizikai és Sejtbioldgiai Intézetbengihzd munkatarsaimnak a munkam
kezdeti szakaszdban nyujtott dnzetlen segitségudllyel bevezettek az in vitro vizsgalatok

vilagaba.

Kdszonet illeti minden volt és jelenlegi kollegamat kisérletek soran nyujtott
tanacsaikert, segitségukért, valamint a magyar é&silféldi kollaboracios partnereket az
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Ezen felll kdszonettel tartozom csaladomnak a tatdsgrt, batoritasert, valamint
paromnak, Dr. Bodnar Magdolnanak, aki a nyugodtadsahattér biztositasan kivil a

disszertaciom alapjaul szolgal6 kisérletekbenvékenyen részt vett.
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11. Fuggelék

Az értekezés alapjaul szolgalo kdzlemények kulonlgomatai
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