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Allné llosvai Mdria Agnes Tézisek

I. Bevezetés

A nanotechnologia napjaink egyik meghatarozd tudomanyteriilete, amelynek
eredményeként 1), specidlis tulajdonsagokkal rendelkezé nanorészecskék hozhatok 1étre.
Ezeknek a nanorészecskéknek a makroszkopikus anyagokétol eltérd, kiilonleges fizikai €s
kémiai tulajdonsagaik szamos innovativ alkalmazast tesznek lehetévé. Az elmult években
nagy népszeriiségnek Orvendenek a magneses nanorészecskék. Ezek olyan részecskék,
amelyek legaldbb egy dimenzidja 100 nm alatti részecskemérettel rendelkezik, illetve
magneses tér jelenlétében ferro- vagy paramagneses tulajdonsagokat mutatnak. Az, hogy
melyik tulajdonsag dominal, a részecskék alakjatol és méretétdl is fiigg. A paramagneses

jelleg bizonyos mérettartomanyban szuperparamagneses tulajdonsagga is valhat.

A para- és szuperparamagneses anyagok olyan részecskék, amelyek csak kiilsé magneses
tér hatdsdra mutatnak magneses tulajdonsagokat, viszont a tér megsziintetése utan elveszitik
magnesezettségiiket. Ezen feliil a szintetizalt részecskékre olyan kiilonleges tulajdonsdgok
jellemzdéek, mint a biokompatibilitas, koltséghatékony szintézismddszerek, nagy kdtderdk a
részecskék és bevonatok kozott. A nanorészecskék egyik legfontosabb jellemzdje a feliiletiik
funkcionalizdlhatosdga. Azzal, hogy a részecskék feliiletén funkcids csoportokat €s/vagy
bevonatokat alakitunk ki, ndvelhetjiik a részecskék vizes kozegben vald diszpergalhatosagat,
ezaltal a kolloidok stabilitasat is. Ezen célra jol alkalmazhatok az amin-funkcionalizalt
nanorészecskék, amelyek megfelelé valasztdsnak bizonyulhatnak a kedvezd feliileti
polaritasuk és vizes kozegben vald diszpergalhatosaguk miatt. A stabilitds novelésére
A ferrit nanorészecskék toxikus hatdsanak csokkentése céljabol indokolt megakadalyozni a
nehézfémionok kioldodasat, ennek érdekében olyan komplexképzd alkalmazasa javasolt,
amelynek segitségével egy kémiailag inert és biokompatibilis réteg alakithatd ki a méagneses
nanorészecskék feliiletén. A poroszkék vagy berlini kék néven ismert, vas(IIl)-
hexacianoferrat(Ill) komplex egészségligyi alkalmazasat annak kdszonheti, hogy kivételes
kémiai stabilitdsa miatt nem mérgezd. A hosszu ideji eltarthatésag érdekében egyre
elterjedtebb a szilard formdji, ujraoldhatd/diszpergalhatd injekcidok alkalmazasa és

fejlesztése.

Kihaszndlva a felsorolt tulajdonsagokat, a magneses nanorészecskék kiillonb6zo
teriileteken felhasznalhatok, legyen sz6 katalizator hordozok gyartasarol, az elektronikaban

magneses ellenallasok alkalmazéasarol, szepardcios eljardsokrol (pl. szennyviztisztitas
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magneses adszorbenssekkel, sejtek roncsoldsat kovetéen DNS-megkdtés), hulladékkezelés
tertiletén (vashulladék-szétvalogatasa) vagy orvosbiologiai alkalmazéasokrol (pl. méagneses
rezonancia képalkotasban (MRI) alkalmazott kontrasztanyagként, magneses hipertermia,
célzott gyogyszerszallitas) stb. Dolgozatomban olyan ujfajta magneses nanorészecskéket
mutatok be, amelyek feliiletén amincsoportok talalhatok, kiilonb6z6 szintézismodszerekkel
késziiltek, illetve bevonatokat tartalmaznak. Munkam soran szeretném Osszevetni a 1étrejott
tulajdonsagokat és kivalasztani azokat a részecskéket, melyeket MRI-kontrasztanyagként
teszteliink. A tesztelni kivant részecskék legfobb kritériuma, hogy vizes kdézegben jol

eloszlathatdak legyenek, valamint stabil diszperzidt képezzenek.

Irodalomkutatdsom soran azt tapasztaltam, hogy elenyészé azon nemzetkdzi publikaciok
szdma, amelyben ferrit (kiilonosen cink-ferrit) nanorészecskéket alkalmaztak MRI-
kontrasztanyagként in vivo vizsgalatokban. A publikdciok tobbsége technikai és anyagi
korlatok miatt megall az in vitro korilmények kozott végzett vizsgalatoknal. Jelen munka
elsddleges célja az volt, hogy olyan madagneses nanorészecskéket szintetizaljak &s
stabilizaljak, amelyek biztonsdggal ¢és hatékonyan hasznosithatok az in vivo MRI-

diagnosztikéban.

Szintén elenyész0 azon tudomanyos kozlemények szama, amelyek a poroszkék-
komplexek atmenetifém-ferritekkel torténd egyiittes alkalmazasat vizsgaljak. Ebbol adodik
az a tudashiany, amely miatt jelenleg nem 4all rendelkezésre kelld kitekintés arra
vonatkozoan, hogy a poroszkék-komplexszel stabilizalt atmenetifém-ferritek milyen
hatékonysaggal €s milyen kockdzatok mellett alkalmazhatok az MRI-diagnosztika teriiletén.
Tovabba hidnyzik egy olyan szisztematikus Osszehasonlitas is, amely a kontrasztanyag-
fejlesztés szempontjabol, atfogd modon értékeli az adott kémiai Osszetételli magneses
nanorészecskék morfologiai és méretbeli sajatossagait. Kutatomunkdmmal ezekre a nyitott

kérdésekre keresem a valaszt.
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I1. Célkitiizés

Doktori  kutatomunkam  f6  célkitizése  olyan  atmenetifém-ferrit  alapu
MRI-kontrasztanyagok szintézise és fejlesztése volt, amelyek nem rendelkeznek toxikus
hatassal, és hosszu ideig eltarthatok mindségromlas nélkiil. Ennek érdekében célul tiiztem ki
az amin-funkcionalizalt magneses nanorészecskék eldallitasara alkalmas, poliol kdzegii
szintézismodszerek szisztematikus megvaldsitdsat és Osszehasonlitasat harom kiilonb6zo
kisérleti moddszer (koprecipitacid, mikrohulldmt szintézis ¢€s szolvotermalis eljaras)
alkalmazaséaval. A kisérletek soran vizsgalni kivantam a kiilonb6z6 atmenetifém- (Cd, Ni,
Zn, Co, Mn) ¢és alkalifoldfém- (Mg) tartalmu spinell ferrit nanoszerkezetek kialakithatosagat.
Terveztem az eléallitott nanorészecskék morfologiai, szerkezeti, feliileti és magneses
tulajdonsagainak részletes jellemzését olyan korszerli technikdkkal, mint a HRTEM, XRD,
SAED, FTIR, DLS, zéta-potencidl mérés és VSM vizsgalatok. Ezen mérések elsddleges
szempontja a megfeleld terméktisztasdg, a kis részecskeméret, a kedvezd magneses
tulajdonsadgok és a kolloidstabilitas ellenérzése volt, hogy a nyert informacidok alapjan
kivalaszthassam a legmegfelelobb nanorészecskéket az  MRI-kontrasztanyagok

eloallitasahoz.

Mivel a kisérleti kontrasztanyagok esetében kulcsfontossagu, hogy ne rendelkezzenek
mérgezd hatassal, célként fogalmaztam meg a nehézfém-ionok potencialis kioldodasanak
megakadalyozasat. Ennek megvalositasara egy kémiailag inert és biokompatibilis poroszkék
[vas(IIl)-hexacianoferrat(Il)] védoréteg szonokémiai Gton torténd kialakitdsat terveztem a
magneses nanorészecskék feliiletén. A hossza tavu eltarthatosag biztositdsara olyan
polimermatrixba agyazott, liofilizalassal beszaritott kontrasztanyagok eldallitasat tliztem ki
célul, amelyeknél a szilard hordozd egyben a sztérikus stabilizator szerepét is betdlti a vizes
kolloid forma visszaoldasakor, biztositva a diagnosztikai alkalmazashoz sziikséges hosszl
keringési 1d6t. Végezetiil, a Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbiologiai Intézetével
vald szakmai egyiittmiikodés keretében célul tliztem ki az eldallitott anyagok in vitro
toxikologiai vizsgéalatdit human embrionalis vesesejteken (HEK293), valamint az MRI-

diagnosztikai hatékonysag igazolasat in vivo kisallat-kisérletek soran.
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II1. Alkalmazott Kisérleti és vizsgalati modszerek

Kutatdomunkam sordn magneses nanorészecskék eldallitdsaval foglalkoztam, szam szerint
18 mintat készitettem kiilonboz6 eldallitasi modszerekkel. Ebben a fejezetben ismertetem a
kisérleteim soran felhasznalt anyagokat, a magneses nanorészecskék eldallitasi folyamatait,

illetve a jellemzésiikh6z alkalmazott modszereket.

3.1. Felhasznalt anyagok

Kisérleteim sordn az [. tablazatban foglaltam Ossze a magneses nanorészecskék

eldallitasdhoz hasznalt vegyszereket:

1. tablazat: Felhasznalt anyagok

Elnevezés Képlet Gyarto

Magnézium(I)-nitrat-hexahidrat | Mg(NO3)2:6H2O | ThermoFisher Scientific Kft.

Mangan(II)-nitrat-hexahidrat Mn(NO3)2-6H20O | ThermoFisher Scientific Kft.

Kobalt(II)-nitrat-hexahidrat Co(NO3)2:6H,0 | ThermoFisher Scientific Kft.

Nikkel(IT)-nitrat-hexahidrat Ni(NO3)2:6H20 VWR International Kft.

Cink(IT)-nitrat-hexahidrat Zn(NO3)2-6H20 VWR International Kft.

Kadmium-nitrat-tetrahidrat Cd(NOs3)2-4H,0 | ThermoFisher Scientific Kft.

Vas(IIl)-nitrat-nonahidrat Fe(NOs);3-9H20 VWR International Kft.
Etilén-glikol (EG) HOCH,CH>OH VWR International Kft.
Etanol-amin (EA) NH>CH,OH Merck Kft.

Natrium-acetat CH3COONa ThermoFisher Scientific Kft.

Polivinil-pirrolidon K30

(PVP K30) (C6HoNO)n Thermo Fisher Scientific Kft.

Kalium-hexaciano-ferrat(IlI) K3[Fe(CN)s| VWR International Kft.
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3.2. Eloallitasi modszerek

Munkam soran harom eléallitasi médszerrel szintetizdltam méagneses nanorészecskéket:

e magas homérsékletli koprecipitacios (jeldlés: Kp.),
e mikrohulldmu (jel6lés: Mh.),

e szolvotermalis (jelolés: St.) szintézisek.

A magas hoémérsékletli koprecipitacios eljards soran a fém-hidroxid részecskék
levalasztasahoz sziikséges ltigos kornyezetet az ammonia biztositja, amely az etanol-amin
bomlésa sordan szabadul fel. A hagyomanyos koprecipitaciotol annyiban kiilonbozik ez a
modszer, hogy kellden magas hOmérsékleten (200 °C) bekovetkezik a hidroxidok
dehidratacioja, melynek eredményeként kialakul a ferrit szerkezet a kovetkezd
reakciosémanak megfelelden [D2] (/-5. egyenlet):

NH, CH,CH,0OH m H,=CH-CH,-OH + H,0 1)

Fe3tand HY

— > HOCH,CHO + NH;

NH; + H,0 - NH} + OH~ Q)
Fe3* + 30H™ - Fe(OH); (3)
M?* + 20H~ - M(OH), 4)
M(OH), + 2 Fe(OH); — MFe,0,+ 4 H,0 (5)

A koprecipiticios szintézis soran az irodalomban is fellelhetd szintézismodszert
alkalmaztam [64]. Els6 lépésként, egy gdmblombikban (/. dbra) 150 mmol CH3COONa-ot
oldottam fel 100 ml etilén-glikolban, majd az elegyet fiit6kosarban, refluxaltatas mellett
100 °C-on, 15 percig kevertettem. Ezt kovetden kimértem a nirat-sokat egy kiilon
f6z8poharba: 10 mmol M(NO;3),-xH,0 (ahol M: Mg, Mn*", Co*", Ni**, Zn?*, Cd*") és 20
mmol Fe(NO3)3-9H>0, amihez 50 ml etilén-glikolt adtam. A készitett natrium-acetat €s a két
prekurzor oldatat 6sszedntottem €s 30 percig kevertettem. Az id6 lejarta utdn 35 ml etanol-
amint adtam a keverékhez, amellyel az amin-funkcids csoportokat alakitottam ki a
részecskék feliiletén, majd =200 °C (etilén-glikol forraspontja: 197,3 °C), 12 6ran keresztiil

kevertettem. Ezt kvetden a mintat magneses elvalasztassal eltavolitottam a reakciokozegtdl
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¢s desztillalt vizzel tobbszor dtmostam a szennyezd melléktermékek, mint az ammonium-
nitrat, natrium-nitrat, el nem reagalt fém-prekurzorok stb., eltavolitasa érdekében. A készitett
mintakra a késdbbiekben MFe204-NH2 Kp. (ahol M: Mg*, Mn?*, Co*", Ni**, Zn**, Cd*")

jeloléssel fogok hivatkozni.

MFe,0,-NH, Kp.

\

¥

’ FF-‘U YR =T

CH, COONa 200°C. 12h
EA— M(NO3)2 xH,0 '
MFe,0,-NH
Fe(NO3)3' 9H,0 di:;pérzié 2 Magneses elvalasztas

00
1. abra: Az amin-funkcionalizalt részecskek altalanos eléallitasa koprecipitdcios modszerrel

A mikrohullamu szintézis soran 75 mmol natrium-acetatot oldottam fel 50 ml etilén-
glikolban. Az elegyet ultrahangos fiirddben diszpergaltattam, majd kimértem a megfeleld
mennyiségii nitrat-sokat: 5 mmol M(NOs),-xH,0 (ahol M: Mg?*, Mn**, Co*", Ni**, Zn*",
Cd*") + 10 mmol Fe(NO3)3-9H,0, amihez 25 ml etilén-glikolt adtam. A készitett oldatokat
OsszeOntottem, majd 17,5 ml etanol-amint adtam a keverékhez. A kész elegyet
mikrohulldmu feltaroba helyeztem 4 percre, 30 ml-s adagonként. Ezt kdvetden a mintat
szintén mostam desztillalt vizzel, magneses elvalasztast alkalmaztam a nemkivéanatos
melléktermékek eltavolitasa érdekében (2. dbra). A készitett mintadkra a késébbiekben

MFez04-NH:z Mh. (ahol M: Mg?", Mn?*, Co?*, Ni**, Zn**, Cd*") jeldléssel fogok hivatkozni.

MFe,0,-NH, Mh.

CH COONa

. \' /EG
M(NO;),- xH,0 | —EA
+
FC(NO3)3' 9H30

2. abra: Az amin-funkcionalizalt részecskék altalanos eldallitasa mikrohullamu szintézissel

=

Mikrohullamu feltaré Magneses elvalasztas
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A szolvotermalis eljaras soran egy f6zopoharba 2 mmol M(NOs),-xH,O (ahol M: Mg*",
Mn?*, Co**, Ni**, Zn*", Cd*") és 4 mmol Fe(NOs);-9H,O diszpergaltam 50 ml etilén-
glikolban. Az oldathoz intenziv kevertetés mellett 10 mmol CH3COONa-ot adtam, majd az
amin csoportok kialakitasa végett 10 ml etanol-amint 6ntottem az elegybe. A homogenizalas
utan teflonnal (PTFE) bélelt acél autoklavba helyeztem az oldatot 12 o6rara, 200 °C
hémérsékletre (3. dbra). Mésnap az oldatot desztillalt vizzel mostam, magneses elvalasztas
mellett. A készitett mintakra a késébbiekben MFe204-NH: St. (ahol M: Mg>", Mn?*, Co*",
Ni%*, Zn**, Cd*") jeldléssel fogok hivatkozni.

M(NO3)2 XHZO .nmmmu =] MF3204-NH2 St.
+ e (@)
FB(NO3)3' 9H20 A
CH COONa

EG

o ¥
.—-EA 200°C,12h

Autoklav Szaritoszekrény Magneses elvalasztas

i

3. abra: Az amin-funkcionalizalt részecskék dltalanos eloallitasa szolvotermalis modszerrel
3.2.1. A magneses nanorészecskek feliileti funkcionalizdlasa

Az MRI-kontrasztanyagokkal szemben alapvetd kovetelmény a nanorészecskék kis
részecskemérete mellett a kolloid rendszer tartds stabilitisa ¢€s az aggregacio
megakadalyozasa. A hosszu tavu stabilitas biztosithatdé a magneses nanorészecskék vizben
0ldodo polimerbe 4gyazédsaval (pl. polivinil-pirrolidon K30 — PVP K30), amely szaritast
kovetden konnyen feloldodik vizes kozegben és sztérikusan stabilizalja a nanorészecskéket.
J6 alternativa lehet feliilletmodosité anyagok alkalmazasa, mint példaul a kalium-hexaciano-
ferratbol (K3[Fe(CN)g]) képz6dd poroszkék (mas néven berlini kék, Prussian Blue — PB),

mely bevonatot képez a részecskék feliiletén, ezzel megakadalyozva a részecskék

crer

A magneses nanorészecskék stabilizalasahoz 100 mg MFe204-NHz (ahol M: Mg>", Mn?",
Co?*, Ni*", Zn*", Cd?*") tartalmt vizes kolloid oldatot készitettem, amelyhez 0,1 mmol
kalium-hexacianoferrat(IIl)-ot tartalmazé, 50 ml térfogatu vizes oldatot adtam folyamatos
ultrahangos kezelés (szonikalds, Hielscher UIP1000hdT ultrahangos késziilék) mellett.

Harom percnyi szonikalast kovetden 0,1 mmol vas(Ill)-klorid 10 ml-es oldatat adtam a ferrit-
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kolloidhoz az ultrahangos kezelést folytatva. A fenti 1épéseket kdvetden a mangan-ferrit
nanorészecskék feliiletén poroszkék, vagy mas néven berlini kék (Fes[Fe(CN)e]3) réteg

alakult ki az alabbi reakcidegyenlet szerint (6. egyenlet):
FeCl; + K3[Fe(CN)g] = Fey[Fe(CN)gls + KCl (6)

Ezt kovetéen a magneses tulajdonsdgii nanorészecskéket egy magnes segitségével

szétvalasztottam, majd desztillalt vizzel tobbszor mostam.

A magneses fazist ultrahangos homogenizator segitségével 1,80 g polivinil-pirolidont
tartalmazd, 100 ml-es oldatban diszpergéaltam Ujra. A mangan-ferritet és PVP polimert
tartalmazd diszperzidbdl a vizet rotacids vakuumbeparloval tavolitottam el, majd a szilard
fazist 80 °C-on, egy &jszakdn at szaritottam (4. abra). A szaritast kovetden a készitett minta
szilard formdban hosszu ideig eltarthatd, és mivel nem vizes kolloidként taroljuk, igy nem

kell szamolnunk az aggregacidval sem.

I
N C N
e, [1.67 4
3 K+ ""Fel‘ ﬁﬂ MFe204'NH2 g -
/C/ ‘ \C\ A " q MnF e i
NZ m NN ﬁ L7
N
- N , = 4
* 2|
Cl Cl < "1;7’
Fe I
| J
cl 9
A poroszkék Stabilizalas PVP Beagyazas PVP
bevonat felvitele oldattal matrixba

Injekcid in vivo
MRI mérésekhez

4. abra: A kivalasztott mdagneses nanorészecskék bedgyazdasa PVP matrixba
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3.3. Vizsgalati médszerek bemutatasa

A magneses nanorészecskék kémiai- ¢és fazisosszetételének, méreteloszlasanak,
morfoldgidjanak, kolloidkémiai- és magneses tulajdonsdgainak pontos ismerete
kulcsfontossagu annak megértéséhez, hogy az egyes eldallitott anyagok milyen viselkedést
mutatnak kontrasztanyagként vald alkalmazasban. Ennek vizsgalatdhoz nagy felbontast
transzmisszios elektronmikroszkopiat, teriilethatarolt elektrondiffrakciot,
rontgendiffraktometriat, infravords spektroszkopiat, magnetometriai vizsgdlatokat ¢és

dinamikus fényszoras-mérést alkalmaztunk.

nagyfelbontasu transzmisszios elektronmikroszképot (HRTEM) alkalmaztunk, mely nagy
nagyitdsban vizsgal olyan mintateriiletet, ahol a minta elég vékony (pl. <20 nm) és
vastagsdga nem is valtozik jelentdsen. A HRTEM vizsgalathoz Talos F200X G2
elektronmikroszkdpot haszndltunk egy nagy teljesitményii téremisszios elektronagytival (X-
FEG gyorsito fesziiltség 20-200 kV). Az elektrondgyu egy cirkonium-oxiddal (ZrO2) bevont
volfram ti, amely nagy dramsurtiséget és stabil nyalabot biztosit. A sugarnyalabot fokuszalni
sziikséges, mely elektromégneses lencsékkel torténik, ami inhomogén mégneses teret kelt a
lencse tengelyvonaldban, amelyen atvezetik az elektronokat. A csatorndban vakuum van, igy

csak a magneses térbdl hatd Lorentz-erd (F) hat az elektronokra:
F, = —e (3 X B) (11)
ahol: e — elektron toltése, v — sebességvektor, B — magneses indukcio.

A mintaelOkészités soran a ferrit részecskék vizes diszperziojat felcseppentik
szénhartyéaval rendelkez0 mintarto rézracs (gyarto: Ted Pella Inc., 4595 Redding, CA 96003,
USA) feliiletére, majd raszaritjak, ezt kovetden végzik el a HRTEM vizsgalatot.

A mintdkban taldlhaté fazisok azonositisara ¢és mennyiségi meghatarozasat
rontgendiffrakcios méréseket végeztiink. A mérésekhez Bruker Discovery diffraktométerrel
(Cu-Ka forras, 40 kV és 40 mA) végeztiik, parhuzamos nyalabgeometriaban (Gobel tiikor)
Vantec detektorral, pordiffrakcids fajlok (PDF) felhasznalasaval. A mérés soran kapott
diffraktogramok alapjan a kristalyos fazisok azonositdsa Bruker DiffracPlus EVA
szoftverben lettek elvégezve, ICDD PDF2 (International Centre for Diffraction Data, 2005)

adatbazis felhasznalasaval, keresés-illesztés modszerével. A mennyiségi Osszetételt a Bruker
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TOPAS4 szoftverrel lett meghatarozva Rietveld-finomitds alkalmazéasaval. Az azonositott
fazisok krisztallografiai adatait az ICSD (Inorganic Crystal Structure Database) és az
AMCSD (American Mineralogist Crystal Structure Database) adatbazisokbol nyertiik. Az
atlagos krisztallitméret meghatarozdsa a Scherrer-egyenlet elvén alapult [95], melyet a
megfeleld reflexiok félértékszélessége (Full Width at Half Maximum — FWHM) és az

illesztett profilok Lorentz-komponensének szélessége alapjan hatarozta meg a szoftver.

A kristalyszerkezet vizsgalatara és a terlilethatarolt elektrondiffrakcié (SAED) mérésekhez
egy SmartCam digitalis keresOkamerat (Ceta 16 Mpixel, 4k x 4k CMOS kamera)
hasznaltunk egy nagy latdszogli elektronmikroszkopos detektorral (High Angle Annular
Dark Field - HAADF) detektorral.

A mintak feliiletén talalhat6 funkcids csoportok azonositasara Bruker Vertex 70 infravoros
spektrométert hasznaltunk. A mintaeldkészités és a mérés tobblépcsds folyamat. A szilard
anyagok spektrumait altalanossagban kalium-bromid (KBr) pasztillaldkban veszik fel. A
kimért mennyiségli KBr-t achat mozsarban finom por allagiva torik, majd nagy nyomasnak
koszonhetden a pasztilla attetszd, homogén és infra-atereszté mintat eredményez [98]. A
mintaelokészités soran eldszor a hatteret készitettiik el, mely 250 mg spektroszkopiai
mindségl kalium-bromidot tartalmazott, melyet egy présgéppel 100 kN terheléssel (kb. 10t
nyomoerdvel) préseltiink Ossze, ezt kovetden mértiik le az FTIR késziilekkel. A hattér
felvételére azért volt sziikség, hogy az esetleges szennyezdket ki tudjuk zarni a mérés soran.
A masodik 1épés a minta elkészitése volt, ahol a 250 mg kalium-bromidhoz 15 mg ferrit
nanorészecske mintat mértiink ki, majd poritottuk achat mozsarban és szintén présgéppel (F
= 100 kN) pasztillat készitettiink, ezt kovetden végeztik el a mérést. Kiértékelésnél a mért

abszorbancia értékeket dbrazoltuk a hullimszam fliggvényében.

A ferrit nanorészecskék magneses tulajdonsagainak meghatarozéasat a Debreceni Egyetem
altal fejlesztett rezgdmintds magnetométerrel (VSM) végeztiik, amely vizhiitéses Weiss
tipusu elektromagnesre épiilt. A pormintakbol a mérésekhez pellettek késziiltek, tomegiik 20
mg volt. A mintak vizsgalatanal a magnesezettséget (M) a magneses tér (H) fiiggvényében

mérték szobahdmérsékleten 10 000 Oe (795 800 A/m) térerdsségig.

Dolgozatomban az SI mértékegység rendszernek megfelelden abrazoltuk a diagramokat.
Az irodalomban az esetek tulnyomo6 tobbségében a CGS (centiméter—gramm-—szekundum)

mértekegységrendszernek megfeleld emu/g jelolést alkalmazzdk a magnesezettség
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mértékegységeként, a  Nemzetkdzi Mértékegységrendszerben (SI) szabvanyos
mértékegysége az amper-négyzetméter per kilogramm (A4-m%kg). Az Oe (Oersted) — a
magneses térerdsség (H) hagyomanyos mértékegysége, SI mértékegysége amper per méter

(A/m).

A mintdk zéta-potencidl méréséhez egy Litesizer 500 késziiléket (Anton Paar, Hamburg,
Németorszag) hasznaltunk. A DLS (Dynamic Light Scattering — dinamikus fényszoras)
méréseket 25 °C-on végeztilk automatikus tizemmodban (visszaszorasos detektor esetén
175°ra rogzitve; oldalsd6 szoérdsnadl 90°-os detektorszdg; eliilsd szoérasnal 15°-os
detektorszogben) 633 nm-es He-Ne 1ézerrel. Minden mintabol 10 mg-t mértiink ki, majd 2
ml desztillalt vizben diszpergaltuk. A kapott elegyet U-alaku kiivettdkban (tipus: Omega
Cuvette N° 250682, Anton Paar, Hamburg, Németorszag) mértiik desztillalt vizes kozegben.
A mintédk pH-ja 6-7 k6z6tt volt.

A kivalasztott ferrit nanorészecskék toxikologiai vizsgalatait a Semmelweis Egyetem
Biofizikai és Sugarbiologiai Intézetében dolgozd munkatarsak végezték. A toxikologiai
vizsgalatok sordn emberi embriondlis vese sejteket (HEK293 (Human Embryonic Kidney
293); ATCC (American Type Culture Collection), Manassas, VA) hasznaltak Dulbecco
modositott Eagle-taptalajpan (DMEM, Lonza), amely 10% borjiszérum mellett 50 U/ml
penicillint és 50 pg/ml sztreptomicint tartalmazott. A sejtek inkubalasa CO»-inkubatorban
tortént S5V/V% paratartalom mellett, 37 °C-on. A toxikoldgiai mérésekhez a sejteket 10 000
sejt/iireg stirliséggel alkalmazték, 96 lyuku mikrotiter lemezt (Greiner Bio-One, ref. 655076)

hasznalva, ahol 24 6ran at inkubaltak azokat.

A vizsgalat sordn a PVP-matrixba agyazott mangan-ferritet 1 mg/ml és 0,01 mg/ml kozotti
ferritkoncentracioban adtdk a sejtekhez. Pozitiv kontrollként vizet, negativ kontrollként
DMEM téptalajt hasznaltak. 37 °C-on, 5% parasitott CO> inkubatorban 24 6ras inkubalas
utan a DMEM taptalajt atcserélték atlatszo taptalajra. A MnFe2Os-NH> nanorészecskék
toxikologiai értékeléséhez tizszeres higitdsban Alamar Blue-t (Invitrogen) adtak hozza, és a
sejteket 37 °C-on 2 6ran at inkubdltdk. A fluoreszcencia intenzitasat Varioskan Lux
multimodusu mikrolemez-leolvasoval (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
szobahdmérsékleten, 570 nm gerjesztési hulldmhosszon €s 590 nm emisszios hulldmhosszon
detektaltdk. Minden iireg esetében harom parhuzamos mérést végeztek. Az eredményeket

relativ fluoreszcencia egységekben (RFU) szemléltettiik.
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Az MRI-mérések a polivinil-pirolidonnal bevont MnFe>O4-NHz és a ZnFe2O4-NHz
mintaknal lettek elvégezve szintén a Semmelweis Egyetem egyiittmiikodésével. Az in vitro
mérésekhez egy Medison NanoScan PET/MR késziiléket alkalmaztunk (Mediso, Budapest,
Magyarorszag), amely 3 T mégneses térrel, 600 mT/m gradiens teljesitménnyel rendelkezik,
mely in vitro mintdk esetén 72 mm, in vivo (egérben) mérésnél 42 mm atmérdji

térfogatado/fogado tekerccsel van felszerelve.

Az in vitro vizsgalatok soran 6t kiilonboz6 ferrit koncentracion (0,01, 0,02, 0,05, 0,1 €s 0,2
mg/ml) lett elvégezve a mérés, a mintdkat 2 ml-es Eppendorf-csovekbe toltottiik, €s egy
egyedileg tervezett mintatartoban helyeztiik be a késziilékbe. Az 6sszes FSE (Fast Spin Echo
— a képalkotasnal egyetlen gerjesztd impulzust kovetden tobb egymast kdveto ,,visszhangot”
mér meg, mellyel kivalé képmindség érhetd el) mérés ugyanazzal a geometriai paraméterrel
lett elvégezve. Egy korondlis szeletet 4 mm-es szeletvastagsaggal, 50 mm-es latdbmezdvel és

0,36 mm-es sikfelbontassal vizsgaltunk.

Az in vivo méréseket izoflurannal altatott (10 hetes néstény BalbC) egereken végeztiik (5%
altatdsra, majd 1,5-2% az altatds megfeleld szintjének fenntartasara, Arrane, Baxter,
Newbury, Egyesiilt Kiralysdg). A kontrasztanyagbol néhany ml-t fecskendeztiink be az allat
farokvénajaba. A ferrit nanorészecske bioeloszldsanak jellemzésére harom kiilonbozo
1dépontban (injekcio elétt, 15 perccel €és 1 nappal az injekcid utan) végeztiink vizsgalatot. A
képalkotast 7 korondlis szeleten végeztiik. A kiillonbozé idépontokban rogzitett képek
jelintenzitasat vizualisan hasonlitottuk Ossze annak meghatirozéasara, hogy melyik szerv
halmozza fel a ferrit nanorészecskéket. Az injekcid beadasa el6tt, valamint 8 perccel €s 15
perccel a beadast kovetden elvégzett mérések esetében voxel alapu kivonas is alkalmazhato

volt, mivel a két mérés kozott az egér mozdulatlan maradt és folyamatos altatas alatt allt.

Etikai nyilatkozatok és dllatkisérletek jovahagydsa: Az in vivo mérésekhez n =2 ndstény,
10 hetes BalbC egeret hasznaltak. Az in vivo MRI-méréseknél izoflurant alkalmaztunk az
altatashoz (5 % altatashoz, 1,5-2% az altatas fenntartasdhoz). Minden eljarast az ARRIVE
(PLoS Bio 8(6), €1000412, 2010) ¢és az Europai Ko6zosségek Tanacsa (86/609/EGK) altal
meghatdrozott iranyelveknek megfelelden lett végrehajtva. A vizsgalatokat a Semmelweis
Egyetem Munkahelyi Allatjoléti Bizottsiga hagyta jova (PE/EA/01319-4/2023).
Megerdsitjiik, hogy minden kisérlet a vonatkoz6 iranyelveknek és eldirasoknak megfeleléen

lettek elvégezve.
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IV. Uj tudomanyos eredmények

1. tézis: Megdllapitom, hogy a poliolos kézegben végzett mikrohulldmu (4 perc, 400 W
teljesitmény, 30 ml adagonként) és koprecipitacios (folyamatos kevertetés, reflux, 12 ora,
200 °C) szintézismodszerek alkalmasak paramagneses tulajdonsagu, tiszta fazisu spinell
ferrit nanorészecskék eldallitasdra (CoFe2O4-NHa, ZnFe Os4-NHz). A mikrohulldmu és
koprecipitacios eljardsok egyedi szemcsékbdl (4-12 nm) allé6 nagyobb aggregatumokat
eredményeznek (50-60 nm). Ezzel szemben a szolvotermalis szintézissel, amelynek
esetében jelentdsen eltérnek a nyomads viszonyok, az eldallitott nanorészecskék joval
nagyobb (100-350 nm) gomb alaku aggregatumokat eredményeztek, amelyek 10-15 nm

atmérdvel rendelkezd szemesékbdl épiiltek fel.

2. tézis: Megallapitom, hogy a mangan-ferrit és cink-ferrit nanorészecskék polivinil-
pirrolidon (PVP) matrixban toérténd beszaritdsaval olyan szilard (ZnFe,O4-NH2-PVP Kp. és
MnFe;04-NH2-PVP Kp.), vizben jol diszpergalhato kisérleti kontrasztanyagok allithatok
eld, amelyeknél kikiiszobolhetd az aggregacid okozta mindségromléas. Mig a PVP-matrixba
agyazott, szaraz allapotl részecskék hosszl ideig tarolhatok aggregacio nélkiil, addig a vizes
kozegli spinell-alapi kontrasztanyagoknal a diszpergalast kdvetden fokozott a részecskék
aggregacios hajlama. Ebbol adodéan a vizsgélt beszaritdsi moddszerrel hatékonyan

kikiiszobolhetd az a stabilitasvesztés, amely a vizes fazisu rendszereket jellemzi.

3. tézis: Megallapitom, hogy a mangén-ferrit nanorészecskék feliiletére szonokémiai
eljarassal vas(Ill)-klorid ¢és kalium-hexacianoferrat(Ill) reakcidja utjan levalasztott
poroszkék (Fes[Fe(CN)s]3) komplex javitotta a nanorészecskék (PB-MnFe>O4-NH>-PVP
Kp.) biokompabilitasat a poroszkék bevonat nélkiili mangan-ferrithez (MnFe>O4-NH>-PVP
Kp.) képest. Az Osszefiiggést emberi vesesejteken (HEK 293) végzett toxikoldgiai mérések
(0,5-1 mg/ml ferritkoncentracié alkalmazédsa mellett) segitségével sikeresen igazoltuk

(Alamar Blue teszt).

4. tézis: Megallapitom, hogy az altalam koprecipitacioval szintetizalt, amin-
funkcionalizalt, PVP-matrixba agyazott cink-ferrit (ZnFe.O4-NH2-PVP Kp.), valamint a
poroszkék (Fes[Fe(CN)s]3) tartalmi mangan-ferrit (PB-MnFe>O4-NH2-PVP Kp.) mintak
alkalmasak magneses rezonancia képalkotasban (MRI) hasznalt negativ kontrasztanyagként

(jelvesztés, T2 kontraszt), amely hatékonynak bizonyult a m4j és 1€p leképezésében.
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5. tézis: A ZnFe O4-NH2-PVP Kp. kisérleti kontrasztanyagokbdl joval kisebb dozis
(ZnFe204-NH> — 1,3 mg/testtomeg kg) is elegendd volt a maj leképezéséhez (egér modellen)
¢s a megfeleld6 mindségli MRI-felvételek elkészitéséhez, mint amennyi dozist a klinikai
gyakorlatban alkalmazott SPIO alapt kontrasztanyagok esetén hasznalnak (pl. Feridex — 6,9
mg/testtomeg kg; Resovist — 5,55 mg/testtomeg kg).
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V. Osszefoglalas

Disszertaciom sordn 18 amin-funkcionalizalt ferrit részecskét allitottam eld harom
kiilonb6zé modszerrel, melyek a koprecipiticio, mikrohullamu- ¢és szolvotermalis
szintézisek voltak. Célom az volt, hogy az emlitett részecskéket kiilonboz6 modszerekkel
jellemezve, megtaldljam azokat a részecskéket, melyek MRI-kontrasztanyagként

hasznosithatoak.

A szolvotermalis modszerrel eldallitott mintak til nagy aggregatumokat képeztek, 100 —
350 nm részecskeatmérdvel rendelkeztek, mely gyorsabb {ilepedést, valamint
kontrasztanyagként valo alkalmazasa rovid keringési idot eredményezne, ezaltal kizartuk a
tovabbi vizsgalatokbodl. A koprecipitacios (Kp.) és mikrohullamt (Mh.) szintézissel késziilt
mintak kisebb aggregdtumokat eredményeztek (41-88 nm), primer részecskéik mérete 4—15

nm kodzott mozgott.

Az XRD mérések tobbségében tiszta ferrit spinell fazist azonositottunk a CdFe2O4-NH>
Mh. minta kivételével, amelyben kadmium-oxid szennyezd volt jelen. Az FTIR vizsgalatok
bizonyitottdk, hogy a mintdkban a ferritekre jellemzd sévokon kiviil amin-funkcios
csoportok is sikeren kialakultak, ami megerdsiti az etanol-aminnal valo sikeres

funkcionalizalast.

Z¢ta-potencial méréseknél a koprecipitacioval eldallitott cink-ferrit (ZnFe>O4-NH> Kp.)
minta mutatta a legjobb kolloid stabilitast (-23,8 £ 4,4 mV), a tobbi minta stabilitasa

alacsonyabb volt, és a mintak viszonylag gyorsan leiilepedtek (/.sz. melléklet).

Magneses tulajdonsagok vizsgalatanal a kobalt- €s a mangan-ferrit mintacsoportok
mutattdk a legkiemelkeddbb magneses telitettséget, viszont gyenge ferromagneses
viselkedést is mutattak. A nagyon alacsony marad6 magnesezettség ellenére nem volt
aggregacio a mangan-ferrit esetében, sem a PVP-vel torténd stabilizalas utdn. A cink- és

kadmium mintak paramagneses tulajdonsagokat mutattak szobahémérsékleten.

A nanorészecskék MRI-kontrasztanyagként valé alkalmazhatdsagénak kritériumai (kis
részecskeméret, paramagnesesség, biokompatibilitds) alapjan a cink-ferrit mintdk és a
koprecipitacioval eldallitott mangan-ferrit minta emelkedett ki. A cink-ferrit mintaknak a
tobbi ferrithez képest (Cd’" > Co’* > Mn’" > Zn’*) alacsony mértékii a citotoxicitdsa,

valamint ZnFe>O4-NH, Kp. és ZnFe;Os-NH, Mh. mintdk egyarant paramagneses
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viselkedést mutattak a VSM mérések alkalmaval, ezért mind a két mintat teszteltiik MRI-
kontrasztanyagként. A mangan-ferrit esetében is csak mérsékelt toxikus hatdsrol szamoltak
be a tanulmanyok, ezért a MnFe>O4-NH> Kp. minta alkalmazhatosagat is megvizsgaltuk
képalkoto diagnosztika teriiletén. A mintak stabilizalasat PVP és PVP/PB bevonattal lattuk

el.

A cink-ferrit in vitro MRI-vizsgalatanal a PVP-polimerrel stabilizalt, koprecipitacidval
eldallitott minta (ZnFe>O4-NH>-PVP Kp.) homogén MRI-jelet produkalt, jelezve a kitlind
kolloid stabilitdst az erds magneses térben is, és alkalmasnak bizonyult az in vivo
kisérletekre. Ezzel szemben a mikrohulldma minta tiledéket képzett, igy csak a ZnFe,Os-
NH»-PVP Kp. mintét teszteltiik in vivo MRI-vizsgalatokban. Az emlitett mintat injektaltuk
be egy egér farokvénajan keresztiil. A mintank negativ kontrasztanyagként (jelvesztés, T2
kontraszt) miikodott. A nanorészecskék a majban és a lépben halmozoédtak fel 21 orés
jelenléttel, és jelentds negativ kontrasztot eredményeztek, lehetévé téve az emlitett szovet

MRI-mddszerrel torténd leképezését.

A mangan-ferrit in vitro MRI-vizsgalatoknal kideriilt, hogy a minték polivinil-pirolidonnal
¢és poroszkékkel (PB) torténd bevonasa stabilabb részecskéket eredményezett. A PB-
MnFe>O4-NH2-PVP Kp. mérések igazoltdk a T2 (negativ) kontrasztanyag jellegét. Sikeres
toxikologiai teszteket is végeztiink a mangan-ferrit mintaknal. Az Alamar Blue vizsgélat azt
mutatta, hogy a PVP/PB bevonatu nanorészecskék javitottak a HEK293, human embrionalis
vesesejtek, életképességét a poroszkék komplex bevonattal nem rendelkezd mintdhoz
képest. A mangan-ferrit in vivo MRI-vizsgalatoknal a poroszkék tartalmi nanorészecskék
szintén negativ kontrasztanyagként mitkddtek, felhalmozodas volt megfigyelheté a méajban

és a Iépben.
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Summary

During my dissertation research, I synthesised eighteen amine-functionalized ferrite
nanoparticles using three different methods: co-precipitation, microwave-assisted synthesis,
and solvothermal synthesis. My objective was to characterize these particles using various

analytical techniques to identify those suitable for use as MRI contrast agents.

Samples prepared via the solvothermal method formed excessively large aggregates, with
particle diameters ranging from 100 to 350 nm. This resulted in rapid sedimentation and
would lead to short circulation times in vivo; therefore, these were excluded from further
investigation. Samples synthesised by co-precipitation (Kp.) and microwave-assisted (Mh.)
methods yielded smaller aggregates (41-88 nm), with primary particle sizes ranging from 4

to 15 nm.

XRD measurements identified a pure ferrite spinel phase in most cases. The exception was
the CdFeO4-NH> Mh. sample, which contained cadmium oxide impurities. FTIR
spectroscopy confirmed the presence of the characteristic ferrite bands. It also showed that

amine functional groups formed, verifying effective functionalization with ethanolamine.

Regarding Zeta potential measurements, the co-precipitated zinc ferrite (ZnFe>O4-NH>
Kp.) exhibited the highest colloidal stability (-23.8 £ 4.4 mV). Other samples showed lower

stability and underwent rapid sedimentation.

Investigation of magnetic properties revealed that cobalt and manganese ferrite groups
exhibited the most prominent saturation magnetisation, though they also showed weak
ferromagnetic behaviour. Despite extremely low remanent magnetisation, no aggregation
was observed for manganese ferrite, even after stabilisation with PVP. Zinc and cadmium

samples exhibited paramagnetic properties at room temperature.

Based on MRI contrast agent criteria (small size, paramagnetism, and biocompatibility),
the zinc ferrite and co-precipitated manganese ferrite samples stood out. Zinc ferrites are less
cytotoxic than other ferrites (Cd*" > Co?* > Mn*" > Zn’"). ZnFe204-NH; Kp. and Mh.
samples showed paramagnetic behaviour in VSM measurements; both were tested as MRI
contrast agents. As studies report moderate toxicity for manganese ferrite, the MnFe>Os-NH>
Kp. sample was also tested for diagnostic imaging. Samples were stabilized with PVP and

PVP/PB (Prussian Blue) coatings.
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In in vitro MRI studies of zinc ferrite, the PVP-stabilised co-precipitated sample (ZnFe2O4-
NH»-PVP Kp.) produced a homogeneous MRI signal, indicating excellent colloidal stability
even in a strong magnetic field, making it suitable for in vivo experiments. In contrast, the
microwave sample formed a precipitate; thus, only the ZnFe,O4-NH>-PVP Kp. sample was
tested in vivo. Following injection through the tail vein of a mouse, the sample acted as a
negative contrast agent (T2 contrast, signal loss). The nanoparticles accumulated in the liver
and spleen, remaining present for 21 hours and providing significant T2 contrast, enabling

MRI mapping of these tissues.

In vitro MRI analysis of manganese ferrite revealed that coating the samples with
polyvinylpyrrolidone and Prussian Blue (PB) resulted in more stable particles.
Measurements confirmed their character as T2 (negative) contrast agents. Successful
toxicological tests were also performed; the Alamar Blue assay showed that PVP/PB-coated
nanoparticles improved the viability of HEK293 (human embryonic kidney) cells compared
to samples without the Prussian Blue complex coating. During in vivo MRI studies, the
Prussian Blue-containing manganese ferrite nanoparticles also functioned as negative

contrast agents, with accumulation observed in the kidneys and liver.
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