Magneses folyadékok @éllitasa orvos-bioldgiai felhasznalas céljabdl
TOTHILDIKO

Bevezetés

A vas vegyilletek forméajaban széles korben elterjedt a termésZetven.
ferrimagneses vas-oxidok (magnetit, maghemit) méretének csodkkentésével
szuperparamagneses nanorészecskéket kapunk, ezek egyik alkalmazasi terilete
a magneses folyadékok (MF) ééllithsa. A MF-ok érdekessége, hogy
mozgéasuk kiiks magneses térrel manipulalhéto.

A szerves kozdg MF-ok technikai alkalmazéasokban terjedtek el (pl.
tomités), ugyanakkor a vizes kotelylF-ok hasznalatat az orvos-biologia
teriletén tervezik (pl. MRI - magnetic resonance imaging — kontrasztanyag,
hatéanyag célzott szallitdsa, hipertermias kezelés, magneses sejt szebaracio).
Az orvos-bioldgiai felhasznalashoz a MF-nak mind kémiai, mind Kolloidalis
szempontbdl stabilnak kell lennie a fiziologias korulmények kozott (pH~7,2;
0,15 mmol/dm NaCl)®> Ennek biztositdsa érdekében szilkséges a magnetit
nanorészecskék  (MNP)  felliletmodositasa  példaul  polielektrolitok
adszorbealtatasaval.

A Szegedi Tudomanyegyetem volt Kolloidkémiai Tanszékén, jelenleg
Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszékén, a Vizes Kolloidok
Kutatocsoportban mar egy évtizede foglalkoznak magneses folyadékokkal. Az
el MF-ot a kdrnyezeti rendszerek tanulmanyozédsa soran éllitottakez|
humuszanyaggal felliletmodositott magnetit nanorészecskéket tartalmazott. A
késsbbiekben szisztematikus vizsgalatok indultak a mag/héj nanorészecskék
felhasznalasaval @&llitott magneses folyadékok lehetséges orvos-bioldgiai
alkalmazasait szemdt tartva.

1 A kisérleti munkat az SZTE Fizikai Kémiai és Anyagtudomanyi Tanszékén (korabban
Kolloidkémiai Tanszék) a Vizes Kolloidok Kutatécsoportban végeztik. Koszonet illeti a
kollégakat: Prof. Tombacz Etelkat, Dr. lllés Erzsébetet, Dr. Szekeres Martat, Dr. Hajdu Angélat és
Bauer Adrea Ritét, illetve az egyutikdds partnereket: Dr. Zupké Istvant (sejtes kisérletek) és
Farkas Katalint (vérsiillyedéses mérések). Koszonjilk tovabba az OTKA (NK 84014) és a TAMOP-
4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0047 szamu palyazatok altal nyujtott tAmogatast.

2 CORNELL— SCHWERTMANN 1996.

8 ZRiNYI 1999;BUTTER 2003.

4 FAUCONNIER ET AL 1999; PANKHURST ET AL. 2003; GUPTA — GUPTA 2005; JAIN ET AL. 2008;
MUNNIER ET AL. 2008.

® FAUCONNIER ET AL 1999;GONZALEZ ET AL. 2002;SINCAI ET AL. 2002;PARK ET AL. 20009.

5 PANKHURST ET AL. 2003;SAIYED ET AL. 2003;BAHADUR — GIRI 2003;GUPTA — GUPTA 2005.
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Irodalmi attekintés és célkitiizés
Vas-oxidok

A vas a litoszféra harmadik leggyakoribb eleme, a koérnyezetben elemi
allapotban nem fordul & de a ll-es és lll-as oxidacios formaja 16 ismert vas-
oxidot, vas-hidroxidot és vas-oxid-hidroxidot képez. Ezek kozll néhanyat a
jellemz tulajdonsagaikkal egyiitt az.(tablaza)-ban mutatok bé.

vegyulet képlet magneses }ulgjdonség szin
(szobalémérsékleten)
magnetit FeO, ferrimagneses fekete
hematit 0-FeO; antiferromagneses vOros
maghemit y-F&03 ferrimagneses barna
goethit a-FeOOH antiferromagneses sarga
zoldrozsda | [F&.F€"(OH)]™ antiferromagneses kékeszold

1. tblazat: Néhany vas-oxid, vas-hidroxid illetve vas-oxid-hidroxid
és jellem# tulajdonsagaik (CORNELL — SCHWERTMANN 1996)

A természetben élordulo, valtozatos dsszetéievas-tartalmu asvanyok a
kilonbd®d kordlmények (Bmérséklet, kémhatas, hidrataltsdg meértéke,
oxidacio foka, anionok jelenléte, stb.) megvaltozdsaval képesek egymasba
atalakulni® A szintézisek soran is ezeket az &talakulasokat igyeksziink
felhasznalni. Az Fé—ionokbdl kiinduld eballitisok soran az irodalmi adatok
alapjar! osszedllitott 1. abran bemutatott vas-oxidok, vas-hidroxidok, vas-
oxid-hidroxidok keletkezése lehetséges. Az abran ugyanakkor szemléltetve van
az Fé'— és F&— ionokbdl 1:2 moélarany esetében lejatsz6dé ko-precitacios
(,egyutt kicsapasos”) szintézis iranya is, ami a magneiili@asanak egyik
leggyakrabban alkalmazott mddszere.

Magnesesség

Minden anyagban kids magneses étér hatasara magneses momentum
indukélodik. A kolcsdnhatas &sége és iranya alapjan megkulonboztetiunk
diamagneses, paramagneses, ferromagneses, ferrimagneses, antiferromagneses
€s szuperparamagneses anyagokat. Paramagnesesek azok a részecskék
amelyek alapallapotban ugynevezett permanemneses momentummal
rendelkeznek, ezek a permanens magneses momentumok az alkalmaé&ott kils
térrel parhuzamosan éallnak be. Egy addiimérséklet (Curie- illetve Néel-
hémérséklet) alatt a paramagneses anyagok fazisatalakuldson mennek at, a
rendeddés utan haromféle magnesezettség alakulhat ki. Ha a részecske elemi

" BIGHAM ET AL. 2002;CORNELL — SCHWERTMANN 1996.
8 CORNELL — SCHWERTMANN 1996.
® CORNELL — SCHWERTMANN 1996;GUANG ET AL. 2007;DUFOUR ET AL 1997.
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celldjaban 1é¢ ionok magnesessége azonos iranyl, az anyag ferromagneses.
Ha az elemi cella kétféle ionjanak magnesezettsége ellentétes iranyu €§ egyenl
nagysagu, akkor ez antiferromagneses anyagot eredményez. Ferrimagneses
tulajdonsag pedig akkor alakul ki, ha az elemi cella kétféle ionjanak
magnesezettsége két kilonBofsiranyba mutat, de azok nem oltjak ki
egymast?

Lepidokrocit m‘
v-FeOOH el E

Maghemit
v-Fe 03 m: hém.
oxldacié Hematit
magas hom. a-Fe;0;
oxidacio
pH 57 Magnetit

karkonat

ko-precipitacio
Zild rozsda
[FGIII-XFGHIK(OH)I]X

Kic adas

Fe(OH),
Fe(OH)y*Y

1. &bra: Vas-oxidok, vas-hidroxidok, vas-oxid-hidroxidok keletkezési sémaja Feionok vizes
oldatabdl kiindulva; a ko-precipitaci6 az F&'— és F&— ionokbol 1:2 molarany
esetében jatszodik le.

A ferromagneses, illetve ferrimagneses anyagok részecskéi ugynevezett
doménekBl (tartomanyokbdl) épilnek fel, egy-egy doménen belll a magneses
spinek azonos iranyban éallnak. Egy adott részecske domén-szerkezete fligg
annak anyagi mifségésl, alakjatol és méretét' ez utdbbit a Z. abran
mutatom be. Az Ugynevezett egy-domén limd)( alatti részecskeméret
esetében a kristalyok magneses egy-domén allapotban vannak, azaz egyetlen
magneses domént tartalmaznak, ennek kévetkeztében altaldban nagy allandé
magneses momentummal rendelkeznek. Az Ggynevezett szuperparamagneses
limitnél (Dsp, < D¢) kisebb merét részecskek mintdjaban a magneses indukcio
irAnya a Bmozgas miatt folyamatosan valtozik, igy az anyag nem rendelkezik
allandé6 magneses momentummal, a részecskék szuperparamagnedesek. A
nél nagyobb szemcseméret esetén a részecskékbénvigit tobb domeén
alakul ki (multi-domén szerkezet), melyekben a magneses momentum irdnya

10 ATKINS 2002;CORNELL — SCHWERTMANN 1996.
11 HARRIS 2002;BLANCO-MANTECON— O'GRADY 2006.
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elté, igy ezeknek a részecskéknek az allanddo magneses momentuma kisebb,
mint az egyetlen domeént tartalmazo részecskéke. A magnetit esetéhgn a
~20 nm és ®, ~120 nm*?
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Dy D, részecskeméret
~20nm  ~120 nm
a)
magnesezettsegic - - - - - - -- telitési magnesezettség
(A/m)

___________ remanens magnesezettség

[ : i ! _ - koerciv térerésség
kulsé magneses
tér (A/m)
— paramagneses

szuperparamagneses

ferromagneses

b)

2. 4bra: a) Domén-szerkezetek és magneses tulajdonsagok a részecskeméret fliggvényében
(Dsp szuperparamagneses limiD.: egy-domén limit; a megjeldlt értékek a magnetitre
vonatkoznak);b) A paramagneses, a szuperparamagneses, valamint a ferromagneses (és
ferrimagneses) anyagok jellem& magnesezettségi gorbéi.

12 punLOP— OZDEMIR 1997;BAUMGARTNER ET AL. 2013;KRISHNAN 2010.

99



A  paramagneses, ferromagneses (és ferrimagneses), illetve
szuperparamagneses anyagok &lfeagneses térrel szembeni viselkedése
magnesezettségi gorbékkel jellemedh@. abrg. A paramagneses anyagok
esetében a kilsmagneses tér hatdsara kismértéhkdgnesezettség alakul ki,
ami megs#inik a magneses tér kikapcsolasaval. Hasonld viselkedést mutatnak a
szuperparamagneses anyagok is, azonban az ekkor kialakul6 magnesezettség
nagysaga 0sszemértiet ferromagneses anyagok esetében kapott értékekkel. A
ferromagneses (és ferrimagneses) anyagok esetében a magnesezettségi gorbe
hiszterézis hurkot tartalmaz és maradd magnesezettség figyettesy. A
magnesezettségi goérbének harom karakterisztikus pontja a van: a telitési
magnesezettsedlf), a remanens magnesezettdg €s a koercitiv térésség
(Ho).

Tombfazisban a magnetit és maghemit ferrimagneses tulajdonsagu, a
réeszecskeméretet B, ala csokkentve viszont szuperparamagneses vas-oxid
nanorészecskék (superparamagnetic iron oxide nanoparticles, SPION)
keletkeznek. A SPION részecskéket megéeleibzegben diszpergalva
magneses folyadékokat (MF) lehet éalitani, ferrimagneses vas-oxid
nanorészecskék felhasznalasaval pedig magnetoreoldgiai folyadékok
készithetek.™

Magneses folyadékok és orvos-biologiai felhasznalhatésaguk

A magneses folyadékok (MF) szuperparamagneses nanorészecskék folyadék
fazisi kozegben tortén diszpergdlasa soran keletkeznek. A magneses
részecske &ltalaban vas-oxid (magnetit, maghemit) vagy kobalt-ferrit, az
alkalmazott kézeg pedig lehet szerves (kerozin, transzformator olaj, stb.) és
vizes fazisu is. A magneses folyadékokban a magneses részecskék térbeli
. eloszlasa homogén a gravitacios

térben és kit magneses tér
jelenlétében is, igy kolloidalisan
stabilak. Ha a magneses folyadéek
elegenden sok részecskét tartalmaz,
akkor a kulsleg alkalmazott
magneses tér a részecskékkel egyitt a
kdzeget is mozgatja, igy a magneses
folyadékok kul$ magneses térrel
manipulalhat6ak3. abrg).**

A magneses folyadék az ember

3. 4bra: Killsé magneses térrel , 2 ;
manipulalt magneses folyadék altal eballitott mesterséges anyag. A

legkorabbi forras szerint W. R. Grove

13 ZRiNYI 1999;JUN ET AL. 2005:VEKAS 2008.
14 PANKHURST ET AL. 2003;SAHOO ET AL. 2005; SCHERER— FIGUEIREDO NETO 2005;ZRiNYI 1999;
BUTTER 2003.
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1845-ben Londonban magnetit részecskéket szuszpendaltatott vizes kdzegben,
majd vizsgalta a magneses tér hatasat a rendszer fényétédgszsségére. A
magneses folyadékok intenziv kutatasa az 1960-as években indult meg a NASA
kutatasi kozpontjdbanA szerves kdzdg magneses folyadékok alkalmazéasa
manapsag széles korben elterjedt mind az iparban, mind a mindennapi
hasznalati targyaink korében is (tengelyek tomitése példaul vakuumban vagy
szamitégépek  merevlemezeében, HiFi hangszorok  membranjanak
felfliggesztése, autok lengéscsillapitdja, tinta tintasugaras nyomtatdkban).

A vizes koze§§ magneses folyadékok felhasznalasat bioldgiai
rendszerekben tervezik. A lehetséges orvos-biolgiai alkalmazasok a
kovetkedk (4. abrg: MRI (magnetic resonance imaging) kontrasztanyaga,
hatéanyag célzott szallitasa, hipertermias kezelés, magneses sejt sz&paracio.

A
&
P
\ Magnetite e
nanoparticles > I o B
\L e, )

| / i

Hyperthermia

b) C)

4. dbra: A vizes kdze§ magneses folyadékok lehetséges orvos-biolégiai alkalmazasai
a) MRI (magnetic resonance imaging) kontrasztanyaga, b) hatéanyag célzott szallitasa,
c) hipertermias kezelésr( ET AL. 2005)

Az orvos-biologiai célokra tortén felhasznalas soran a magneses
folyadéknak szamos feltételt kell kielégitenie. A MF nem lehet toxikus,
kémiailag stabilnak kell lennie, a diszpergalt részecskéknek egységes
méreteloszlassal kell rendelkezniik, és jol diszpergalt, kolloidalisan stabil
rendszert kell alkotniuk az alkalmazéas koérllményei kozoétt is. Ez utdbbi azt
jelenti, hogy a méagneses folyadék nem aggregélodhat a szervezetben,
mindenképpen stabilnak kell lennie a fiziologias korilmények kozoétt, példaul a
vérben pH ~7,2 és 0,15 mol/dmNaCl mellett, hogy ne alakulhasson ki
veszélyt jelerit trombus vagy embolus. A kolloidstabilitds koagulalas kinetikai
vizsgélatokkal tesztelh&t Ezeket a feltételeket a boritatlan vas-oxid
nanorészecskék nem teljesitik, igy az alkalmazhatésag érdekében a részecskék
feluletét modositani kel Ennek megfelélen a magnetit nanorészecskék

15 MCcKEEHAN 1940.

6 NASA hivatalos honlapja; AN 2001; US 20120225264 Al.

17 BEE ET AL 1995;BLANCO-MANTECONA — O’GRADY 2006.

18 FAUCONNIER ET AL 1999; PANKHURST ET AL. 2003; GUPTA — GUPTA 2005; JAIN ET AL. 2008;
MUNNIER ET AL. 2008.

19 PANKHURST ET AL. 2003; TOMBACZ ET AL. 2007; TOMBACZ ET AL. 2008;HAJDU ET AL. 2008.
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stabilizalasa haromféle modon lehetséges: elektrosztatikus, sztérikus és
elektrosztérikus véitéteg segitségévél.

Az elektrosztatikus stabilizalas soran a magnetitre a zérus toltéspontjanal
(PZC) alig alacsonyabb pH esetében jelléikizsi pozitiv toltésétfFe—OH,")
nagy abszolut értéknegativ toltéssé modositjak, ehhez negativ toltést hordozo
funkciés csoportokra van szikség az MNP feluletén, példaul
karboxilatcsoportra <£COCO"). Olyan kismolekuldkkal lehetséges az
elektrosztatikus stabilizalas, melyeknek az MNP fellletére @Waéezorpcidja
utédn is van még az oldatfazis felé szabadord lBinkcids csoportja. Az
irodalomban az egyik legszélesebb koérben alkalmazott ilyen molekula a
cittomsav?*

A sztérikus stabilizalds soran a magnetit nanorészecskék felliletén toltés
nélkdli makromolekuldk talalhatéak, melyek a részecskéket megfelel
tavolsagban tartjdk egymastél. Az irodalomban széles kdrben alkalmazott ilyen
feluletmédosité anyag példaul a természetes dredieixtrad® vagy a
szintetikus poli(etilén-glikolf?

Az elektrosztérikus stabilizalas soran két kiléribtipusu fellletmddosito
agens hasznalhat6. Az egyik soran jelléeme karboxilatcsoportot tartalmazo
amfifil molekuldk talalhatbak az MNP felszinén, Ugynevezettéketéteget
kialakitva. Ebben az esetben azoéel®teg a fellletre adszorbealodik a
karboxilatcsoporton keresztll, az apolaris lancokhoz pedig a masodik réteg
apolaris lancai kapcsolodnak hidrofob kdlcsénhatason keresztiil. igy a masodik
réteget alkotd6 molekulasornak a karboxilatcsoportjai a vizes fazig fel
taldlhatéak. Az irodalomban az egyik legszélesebb korben alkalmazott ilyen
molekula az olajsa¥* Az elektrosztérikus stabilizalas polielektrolitokkal is
lehetséges, ekkor az MNP feluletén talalhatd makromolekulaknak a vizes fazis
felé szabadon Iévfunkcids csoportjai rendszerint negativ toltéseket alakitanak
ki. Az irodalomban széles koérben alkalmazott ilyen feliletmddosité anyag
példaul a szintetikus poliakrils&v.

A mesterségesen  &lllitott poliakrilsav (PAA) akrilsav
monomeregységekb épul fel, szerkezete ab.(4brar lathatd. A molekula
karboxilcsoportokatCOQOH) tartalmaz, ami a pH emelésével deprotonalddik
(PKakiisav ~4,25), igy a makromolekula negativ toltéseket fog hordozni

20| AURENT ET AL. 2008;AMSTAD ET AL. 2011;HAJDU ET AL. 2008.

21 | AURENT ET AL. 2008;KALLAY — MATIJEVIC 1985; WEISSLEDER ET AL 1989, WEISSLEDER ET
AL. 1990;BEE ET AL 1995; GOODARZI ET AL. 2004; SAHOO ET AL. 2005;RAcucCIU ET AL. 2006;
WILHELM — GAZEAU 2008;MUNNIER ET AL. 2008.

22 LAURENT ET AL. 2008;BERRY ET AL 2003;MOLDAY — MACKENZIE 1982;XU ET AL. 2005;US
4101435A; US5411730A.

23 LAURENT ET AL. 2008;ZHANG ET AL. 2002;BARRERA ET AL 2009;MASOUDI ET AL. 2012:AMICI
ET AL. 2011.

24 yAN EWIJK ET AL. 1999;AVDEEV ET AL. 2004;LOPEZLOPEZ ET AL 2005;BICA ET AL. 2007.

25 | AURENT ET AL. 2008;LI1A0 — CHEN 2002;SI ET AL. 2004;LIN ET AL. 2005.
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(—CO0).%® A PAA egy monomer egysége egy karboxil(at)csoportot tartalmaz,
igy a —COOH/-COO csoportok 0sszesitett mennyiségére vonatkozo
molekulatbmege ~72 g/mol.

( CH CH, W
|

COOH

n

5. &bra: A poliakrilsav (PAA) szerkezeti képlete
Célkitizés
Munkank célja szuperparamagneses magnetit nanorészecskék (MNP) szintézise
és jellemzése, valamint az o6éllitott részecskék felliletmddositasa
poliakrilsavval (PAA) biokompatibilis magneses folyadékok készitéséhez.
Célunk volt a PAA magnetit részecskéken taft@dszorpciojanak jellemzése,
a PAA-val feliletmddositott magnetit nanorészecskék (PAA/MNP) fellleti

magneses folyadékok tesztelése a lehetséges orvos-biolégiai felhasznalast szem
elott tartva.

Kisérleti anyagok és modszerek
Kisérleti anyagok

A HCI-, NaOH- és NaCl-oldatokat Molar gyartmanyd analitikai tisztasagu
vegyszerek8l készitettem. A szintézishez a kdvetkems-sdkat hasznaltam:
FeCk-6H,0 (Molar); FeC}-4H,0 (Alfa Aesar).

A feliletmddositas soran hasznalt poliakrilsav (PAA, Sigma-Aldrich, ~1800
Da); liofilizalt por formajdban allt a rendelkezésemre, a viztartalmat
termogravimetrias (TG, MOM 1500D derivatograf) mérés segitségével
meghatéroztuk, és a tovabbi szamolasok soran ezt mindig figyelembe vettem. A
(-COOH/-COO) mmol mértékegységben megadott ©6sszmennyiségére
vonatkoztatom.

A mintak elkészitéséhez ultra tiszta vizet (Millipore) hasznaltam. A
méréseket 25 4 °C-on végeztem, kivéve a citotoxicitas vizsgalatot, amelyet
37 °C-on termosztaltunk.

26 FURKA 1998:BRUCKNER1990.
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Magnetit nanorészecskélgéllitasa ko-precipitacioval

Ko-precipitaciés szintézissel allitottand ehagnetit nanorészecskéket, Fe€d

FeCk tomény oldatabol NaOH-dal tori@rkicsapassal, szobé&mérsékleten
leveds jelenlétéberi! A szintézis teljes leirasa a disszertaciomban talaffido
reakcio soran felhaszndlt oldatok Osszetételép.atgblaza}l tartalmazza, a
lejatsz6do reakcidt a 1. egyenlet irja le, a szintézis sematikus vazlatat pedig a
(6. 4brg mutatja be. A megtisztitott mintatitészekrényben taroltam.

FE* +2 Fé" + 8 OH — Fe0, + 4 HO 1)
reagens bemért tomeg oldashoz ultra tiszta iz
FeCk-6H,0 135¢g 100 cmi
FeCb-4H,0 559 100 cmi
NaOH 82 g 100 cni
2. tblazat: A magnetit ko-precipitaciés szintézise soran felhasznalt oldatok
FeCl,
1:2 NaOH
U FeCly U ) R
reakcié -

6. dbra: A magnetit ko-precipitacios szintézisének sematikus menete

Kisérleti modszerék

A ko-precipitacioval dlallitott magneses vas-oxid nanorészecskék anyagi
analizissel (XRD, Bruker D8  Advance) és  transzmisszios
elektronmikroszkoépiaval (TEM, Philips CM-10) hataroztuk meg.

A PAA magnetit részecskéken torééadszorpciojanak (pH ~6,3 és 0,01
mol/dn? NaCl) mennyiségi jellemzéséhez az adszorpciés izotermat mértem
meg (UV spektroszkdpia (USB-ISS-UV-VIS és USB4000, Ocean Optics)), a
poliakrilsav és az MNP kozott Iétrejott kotések meghatarozaséat pedig ATR-
FTIR (FTS-65A/896 FTIR, Harrick's Meridian Split Pea ATR fér)
spektrumok elemzésével végeztem el.

A poliakrilsavval burkolt magnetit nanorészecskék (PAA/MNP) fellleti
toltésallapot-valtozdsanak vizsgalatat a zéta-potencial elektroforézissed tortén
mérésével (Zetasizer NanoZS) végeztem el, valamint az aggregaci6janak
nyomonkovetése dinamikus fényszoras (DLS, Zetasizer NanoZS) méréssel
tortént.

2T BICA ET AL. 2007;VEKAS ET AL. 2006;ILLES — TOMBACZ 2006.
BTOTH 2013.
2 A kisérleti modszerek részletes lefrasa a disszertaciomban talabat2d13.
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Az elédllitott magneses folyadékok oelesztelését is elvégeztem a
lehetséges orvos-biologiai felhasznalast szefitt ghrtva. Ennek soran a
sofirést jellemd kritikus koagulaltatd elektrolitkoncentraciét (CCC)
koagulalas kinetikai mérésekkel (DLS, pH~6,3), a toxicitast MTT-teszttel
(3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lium bromid) (SZTE
Gydgyszerésztudomanyi Kar, Gyogyszerhatastani és Biofarméciai Intézet), a
vérrel valo kompatibilitas pedig veérsullyedés méréssel (Sedi-15, BD Inc.)
(SZTE Szent-Gyorgyi Albert Klinikai Kodzpont, Laboratériumi Medicina
Intézet) vizsgaltuk.

Kisérleti eredmények bemutatdsa és értelmezése
Magnetit nanorészecskélgéllitdsa és jellemzése

A ko-precipitacioés eljarassald@llitott és tisztitott, savas kémhatasu (pH ~3,0)
magnetit szuszpenzi6 fényes, sotét barnaiiszmi a jol stabilizalt magnetit
nanorészecskékre jellethz A nanorészecskék rontgen diffraktogramjan

(7. abrg a magnetitre jellendz csucsok azonosithatéak 30,4°, 35,7°, 43,2°,
57,5° és 63,120 szogeknéf® A JCPDS kartyak alapjan ezekhez a csticsokhoz

a (220), (311), (400), (511) és (440) Miller indexek tartoznak. A minta részben
maghemitet is tartalmazhat, azonban ez nem befolyasolja a kisérleteinket, mivel
a maghemit és a magnetit fellleti és magneses tulajdonsagai nagyon
hasonléak® A rontgen diffraktogram 35,72@ szoégnél talalhaté csucs
kiszélesedéséb az ugynevezett Scherrer-egyenlet segitségével meghatarozott
részecskeméret ~11 nm, ami j0 egyezést mutat a TEM ké&pékrg alapjan
meghatarozott ~9 nm-es értékkel. A TEM képek alapjan a nanorészecskék
egységes méngtk, kerekded alakuak és egyedi részecskékként jelennek meg a
felvételen.

(311)

(220)

(400) (511) (440)

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
20 ()

a)

7. abra: Ko-precipitacioval elallitott magnetit nanorészecskék
a) rontgen diffraktogramja (az intenzitast 6nkényes egységben kifejezve), b) TEM-képe

30 CORNELL — SCHWERTMANN 1996: TOMBACZ ET AL. 2007.
31 ToMBACZ ET AL. 2007.
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A poliakrilsav magnetiten tortéradszorpciojanak jellemzése

A PAA MNP-n torté adszorpcidjanak korilményei a kdvetékezpH ~6,3,

0,01 mol/dm NaCl, magnetit tartalom: 10 g/dmadszorpciés it 1 nap. Az
elkészitett sorozat valogatott tagjai8 &bran lathatbak egy napos allas utan.
Szintén itt mutatom be a meghatarozott adszorpcids izotermat, illetve
sematikusan az adszorpcio és a stabilizalas feltételezett mechanizmusat.

nr

magnetit poliakrilsav

CH ——cHy
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b) PAA egyensiilyi koncentraciéja (mmol/dm %) C)

8. abra: a) A PAA/MNP rendszer adszorpcios sorozatanak valogatott tagjai (pH ~6,3, 0,01
mol/dm® NaCl, MNP: 10 g/dn?¥, adszorpcios id: 1 nap) (a szamok a hozzaadott PAA mmol/g
mennyiségét jelentik) b) A PAA adszorpcids izotermaja magnetit nanorészecskék feliiletén; c)
az adszorpcio és a stabilizalas feltételezett mechanizmuséanak sematikus bemutatasa

A (8. abrar jol lathatd, hogy kis mennyiséd®AA hozzadadasakor a mintak
nem stabilak, a részecskék 1 napos allas alatt killepednek, a fellliszo tiszta.
Ugyanakkor elegerign nagy mennyiséigPAA adagolasaval stabil mintakat
allithatunk eb. A PAA adszorpciés izotermaja ~0,6 mmol/g (mmol
—COOH/-COO 6sszmennyisége / g magnetit) adszorbealt mennyiségnél éri el
a telitési érteket, de nem nagy affinitasu. Jol lathato, hogy ~0,4 mmol/g fellleti
boritottsagnal az izotermanak inflexiés pontja van.

A magnetit nanorészecskék és a PAA kolcsonhatdsat ATR-FTIR modszerrel
vizsgaltam. A gyémantfejre pH ~6,3 és 0,01 mof/daCl tartalmd mintakat
(MNP, PAA, PAA/MNP (1,2 mmol/g)) széaritottam, majd a spektrumokat 400
cm’t és 4000 cr kozott vettem fel. Az 4brazolas soran a spektrumnak a 400—
800 cni' tartomanyat az MNP-re jelleizrészként, a 800-1900 cres
tartomanyat pedig a poliakrilsavra jelleénzszeként mutatom be @. @bran.

A spektrumok legjellemibb cslcsainak helyét pedig 8. (tablazat)-ban
foglalom 6ssze.
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— MNP i1564 i — MNP
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9. abra: A PAA, MNP és PAA/MNP (MNP: 10 g/dmi, pH ~6,3 és 0,01 mol/dfmNaCl)
szuszpenzidkbol szaritott mintdk ATR-FTIR spektrumai (az intenzitast 6nkényes egységben
kifejezve). a) a PAA-ra jellem 800 - 1900 cri-es tartoméany, b) az MNP-re jellem# 400-800
cml-es tartomany

MNP | PAA | PAA/MNP-MNP AV =V _, .~V
=Fe—OH * 554 563 ** 9
C—OH (—-COOH) 1278 1278 0
C=0 (-COOH) 1697 1713 16
C-0 (szim.,-COQ 1404 1404 0
C—O (aszim., -COQ 1564 1564 0

(* adott protondltsagi allapotnak megféieh); (** a PAA/MNP spektrumbdl vett adat)

3. tablazat: MNP, PAA és PAA/MNP-MNP spektrumok jellem# elnyeléseinek helye és az
adszorpcié (MNP: 10 g/dm, pH ~6,3 és 0,01 mol/diNacCl) soran térténs eltolédasuk értéke
cm-ben kifejezve

A PAA spektrumang. abrg az 1697 cri-es cstics a —COOH csoport C=0
részéhez tartozé nyuijtd rezgés, 1278'eml pedig a —COOH csoporthoz
tartoz6 C-OH rezgés talalhat6. Az 1564'ees és az 1404 ches cslcsok a
—COQO csoport C-O részéhez tartozd aszimmetrikus és szimmetrikus
rezgések? Ez azt mutatja, hogy a PAA funkciés csoportjai részben protonalt (—
COOH) és részben deprotonalt (-CP@rmaban vannak jelen pH ~6,3 és
0,01 mol/dm NaCl esetében. A PAA-nak az MNP-re tottéadszorpcidja
soran a C=0 csoport rezgése 1697 ati 1713 cni-re tolodik el, ugyanakkor
a C—-0 aszimmetrikus és szimmetrikus rezgéseinek helye nem valtozott. Ez arra
utal, hogy az adszorpcié mechanizmusdban a protonalt karboxilcsoportok
vesznek részt a deprotonalt karboxilatcsoportok helyetalosziileg a
protonalt karboxilcsoport (-COOH) H-kotéseket alakit ki kodzvetlenil a
magnetit feluletén taldlhaté nem toltéteEFe—OH helyekkel =Fe—
OH--O(HO)C-). llletve a H-kotés kialakulhat még a pozitivan toltott fellleti
=Fe—OH" helyek és a negativan toltott karboxilatcsoportok (—Q0zott is

32 \VERMOHLEN ET AL 2000;LIUFU ET AL. 2005;HAJDU ET AL. 2012.
33 ZHU ET AL. 2010;HAJIDU ET AL. 2012.
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protonatadas segitségével. A PAA MNP-re tditédszorpcidjanak feltételezett
reakcioi tehat a 2. és 3. egyenletekkel irhatoak le.

=Fe—-OH2+ + —OOC—> =Fe—OH-O(HO)C— )

=Fe-OH + HOOC-— =Fe-OH-O(HO)C- 3

A PAA masik jellems csicsa a —CH csoportok oll6z6 rezgése 1452tm
nél3* A csulcs valtozatlanul marad az adszorpcié soran, ami arra utal, hogy a
PAA hurkokban adszorbealdédik a magnetit fellletére. A boritatlan magnetit
spektruman talalhaté 1629 ches és 1058 cires cslics az adott protonaltsagi
allapotoknak megfelél feluleti =Fe—OH helyekhez tartoz6 rezgések. A
magnetitre jellemg Fe—-O csuc8 554 cmi-rél 563 cmi-re tolodik el az
adszorpcié soran, ami szintén a poliakrilsav adszorpcidjat igd2olja.

Az adszorpcios izoterma és az ATR-FTIR mérések eredményei alapjan az
MNP PAA-val torté felluletmddositasakor az adszorpcié és a kialakult
adszorpcios réteg struktaraja a kovetkemodon jellemezhét (8. abrg. A
flexibilis PAA lanc hurkokban kapcsolodik az MNP fellletére és igy egy vastag
polielektrolit réteg alakul ki az MNP kordl, igy letieé teszi a sztérikus
stabilizalast, ami fontos a magneses térben tértékalmazhatdésag
szempontjabol. A hurkokon és szabad lancvégeken talalhaté —COOH csoportok
pH ~6,3 esetében részben deprotonaldédva elektrosztatikus taszitast fejtenek ki
az oldat fazisban Iév polielektrolit molekulakra, igy gatoljak azok
adszorpciojat. Tovdbbd az ATR-FTIR eredmények azt mutatjdk, hogy az
adszorpcio soran nem alakul ki ekzféeras ¥Fe—OOC-R) komplex, igy ez a
két kisérleti tény egyltt mar megmagyarazza, hogy a PAA adszorpcios
izotermdja miért nem nagy affinitasa izoterma.

1
254 r 1600
4 —_—
1512/ L 1400
: hozzaadott PAA | 1200
S 57 i (mmol/g)
£ T 100
T 5% 02\ 04 06 08 1 12 2y
S Y Lsoo &
% -15 4 K =)
o Leoo 2
T 5 @ stabil
N2 H I 400
@ o 35 4 ¥, i1 200
" b 45 “lo
a) )

10. &bra: a) az aggregélt magnetit nanorészecskek novékPAA mennyiségével tortéd
stabilizalodasa; b) A magnetit részecskék zéta-potencialjanak és részecskeméretének
valtozasa a PAA névekd mennyiségével (pH ~6,3, | = 0,01 mol/dinMNP: 0,1 g/dnT)

34 BAIGORRI ET AL. 2007;VERMOHLEN ET AL 2000;LIUFU ET AL. 2005;HAJDU ET AL. 2012.

35 CORNELL — SCHWERTMANN 1996; KRISHNAMURTI — HUANG 1991;JUBB — ALLEN 2010;MEHTA
ET AL. 2006;GoTIC —MusICc 2007.

36 HAJDU ET AL. 2012.
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A PAA/MNP nanorészecskéek pH-fidgltésallapota és aggregacioja

A magnetit nanorészecskék toltésallapotat (zéta-potencial) és aggregaciojat
(atlagos hidrodinamikai részecskemerefy.f a poliakrilsav mennyiségenek
fuggvényében vizsgaltam pH ~6,3 és 0,01 mol/dNaCl mellett. Az
Osszeallitott sorozat valogatott tagjait €és a mért eredményekidl. alfran
mutatom be. Jél lathaté, hogy a PAA mennyiségének novelésével a részecskék
zéta-potencidlja  fokozatosan csokken, ugyanis a  polielektrolitok
mennyiségének novelésével egyre tobb makromolekula adszorbealddik a
felluletre, igy annak a felilethez nem Kkotott karboxilcsoportjainak
nanorészecskék izoelektromos pontja (IEP) ~0,13 mmol/g hozz4adott
poliakrilsavnal talalhat6. A PAA ezen mennyisége az adszorpcios izoterma
adatai alapjan az MNP fellletének csak részleges boritasara élegend
részleges boritottsag kovetkezményeként a fellileten folieszexrlakulnak ki

eltés toltésallapotu tertletek (a PAA-val boritott részek negativ@kQO ), a
boritatlan MNP fellletek pedig pozitivakRe—OH,")), ez pedig a részecskék
erstelies aggregéaciojahoz (heterokoagulalasahoz) Vézert igazolja az is,

hogy a részecskék atlagos hidrodinamikai atmék az I|EP-nél van
maximuma. Az IEP eléréséhez sziikséges mennyiség felett adagolva a PAA-t,
az MNP felllete negativ toltégé valik és a PAA elegefidn nagy
mennyiségének hozzaadasaval elérteetmagnetit nanorészecske fellletének
teljes attéltése, amit a nagy negativ zéta-potencialok (~ -40 mV) jeleznek. A
PAA-t ~0,4 mmol/g folotti mennyiségben adagolva a PAA/MNP rendszer mar
stabil lesz (4jag~150 nm).

PAA/MNP PAA/MNP

40 2000 -

304 + 0 mmol/g + 0 mmol/g
S20- © 0.10 mmol/g 1500 |\ # . ¢ 0.10 mmol/g
E 0% © 0.48 mmol/g € © 0.48 mmol/g
~ 1% (=
3 pH a 1.15 mmol/g 1000 J 2 1.15 mmol/g
S T ] ks
£ g
o
Q 500 4
-

@
N,
0 T
3 4 5 6 7 8 9 10
pH
a) b)

11. abra: A magnetit részecskék (a) zéta-potencialjanak és (b) atlagos hidrodinamikai
részecskeméretének (d.,) valtozdsa a pH-fuggvényében a poliakrilsav kuldnbdiz
mennyiségeinek jelenlétében (I = 0,01 mol/dinMNP: 0,1 g/dn?).

37 |LLES— TOMBACZ 2006.
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a PAA mennyisége az IEP-hez az aggregacios zéna
(mmol/g) tartoz6 pH pH-tartomanya
0,00 7,9 6,0-9,5
0,10 6,2 35-75
0,48 3,8 <45
1,15 <3,0 <40

4. tblazat: A poliakrilsav mennyiségének hatdsa a magnetit nanorészecskék IEP értékére és
az aggregacio pH-tartomanyra (a pH ~3,0 - ~10,0 | = 0,01 mol/dm

A magnetit nanorészecskék zéta-potencidljat és aggregaciojat vizsgaltam
kiilonb6® mennyisé§ PAA jelenlétében, 0,01 mol/dhNaCl mellett a pH
flggvényében (~3,0 — ~10,0). A mért eredményekétlagbrarn mutatom be.

A PAA-t fokozatosan novekv mennyiségben alkalmazva az IEP minden
esetben a boritatlan magnetitre jellénpH ~7,9 értéldl az alacsonyabb pH
ertékek felé tolddik el. A pontos adatokat4a {ablaza}-ban foglaltam 6ssze.

Az is megallapithato, hogy névek\PAA mennyiseg esetén a zéta-potencial
egyre negativabb értéket vesz fel egy-egy allandé pH esetén, az altalunk
vizsgalt teljes tartomanyban. Minimalis boritottsag esetén a nanorészecskék
szinte a teljes vizsgalt pH-tartomanyban aggregalddnak, a zéta-potencidl
lefutdsa pedig nagyon hasonlit a boritatlan magnetitre jellegizbére. A
boritds mértékének noévekedésével az aggregalt zona mar csak az IEP korul
figyelhe6 meg, és széles pH-tartomanyban stabil PAA/MNP rendszer
keletkezik. Teljes boritas esetében a PAA/MNP nanorészecskék széles pH-
tartomanyban stabilak, a DLS mérések alapjan csak pH < ~3,5 esetében
figyelhet meg aggregécié. Ugyanakkor a mintdkat 1 napig allva hagyva a
mintédk Ulepedése mar pH < ~5,5-nél megfigyélhét mintdk nagymérték
stabilizacidja azzal magyarazhato, hogy a magnetit nanorészecskék felliletére
adszorbealédott makromolekulak szabadon maradé funkciés csoportjai
deprotonaltak (—COQ, és igy a PAA elektrosztérikusan stabilizélja az MNP
részecskeéket.

Biokompatibilitasi vizsgélatok

A biokompatibilitasi vizsgalatok soran meghataroztam a magnetit
nanorészecskék siését koagulalas kinetikai mérésekkel a PAA kil6dboz
mennyiségének jelenlétében. A {gését a kritikus koaguléltatdé elektrolit
koncentraciéval (CCC) (gyors és lassu koagulacié hatara) jellemeztik
(5. tablaza), és feltételezhét hogy amennyiben a CCC >150 molfiNaCl,

akkor varhatéan a PAA/MNP részecskék stabilak lesznek a vérben is (pH ~7,2;
0,15 mol/dmi NaCl). A boritatan MNP-re a CCC ~1 mmol/jna PAA
hozziadasa pedig hatarozottan noveli a részecskélését Az adszorpcids
izoterma platd értékének megfélemennyiségben (0,6 mmol/g) hozzaadott
PAA még nem biztositja a fiziologids sdkoncentracido melletti stabilitast (~80
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mmol/dn?), ugyanakkor nagyobb feleslegben adva a magnetit
nanorészecskékhez a minta CCC értéke eléri az ~500 mmiol@l
koncentraciét. Az, hogy az adszorpciés izoterma platéjat meghaladd
mennyiségben hozzéadott feluletmddosité dgens nagymértékben tovabb noveli
a sotirést; az adszorpcios réteg névélsokoncentracio hatasara bekovetkez
atrendetidésére utal® A fiziologias koriilmények kozott mar stabil PAA/MNP
rendszerben a PAA egyensulyi koncentracioja elég magas. Ez kdemez
lehet a j0¥beni alkalmazas szempontjabal.

PAA hozzaadott mennyisége (mmol/qg) 0,0 0,6 1,
CCC (NaCl, mmol/dr) 1 80 500
5. tAblazat: MNP és PAA/MNP rendszerek kritikus koagulaltatd
elektrolitkoncentracidja (CCC) (pH ~6,3)
MNP hozzaadott mennyiségag{cnt) 5 20 100
gatlas Hel A sejtvonalon (%) 4 22 14
gatlas MRC5 sejtvonalon (%) 8 24 7

6. tablazat: A PAA/MNP rendszerek citotoxicitas tesztje kiilonféle sejtvonalakon;
a sejtosztddas géatldsa szazalékban kifejezve, ndvékmennyisédi PAA/MNP jelenlétében

Az anyagok citotoxicitdsanak vizsgélata soran a7t
mérik, hogy az anyagok milyen hatassal vannak
sejtek életben maradasara, illetve a szaporodasu
Bar az MTT-teszt nem helyettesitheti a pre-klinik:
toxicitadsi vizsgalatokat, mégis j6l hasznalhaté
mintak toxicitAsanak é&ketes jellemzésére. A
PAA/MNP (1,1 mmol/g) mintat egy egészsége
(MRC5 - tudb) és egy rakos (HeLa - méhnyakrak
human sejtvonalon teszteltik. Az eredményeked.a
tablaza)-ban mutatom be. Megallapithatd &
biokompatibilitas, mivel a hozzaadott PAA/MNF
hathsa a sejtek osztdédasara minden esetber
szignifikans toxicitasi hatarérték (25%-os gatlas) al
van® Ez az eredmény 6sszhangban van azzal, he~
az irodalomban még nem hataroztak meg LD 12.abra: APAA/MNP
(Lethal Dose 50%, letalis dozis félérték) érték (1.0 mmolig) jelenlétének

. ;s . hatasa a vérsullyedésére
magnetit alapi magneses folyadékdkra. (MNP: 0 és 0,24 mg/cr)

38 HAJDU ET AL. 2012;TOTH ET AL. 2012.
%9 GUPTA— CURTIS 2004;MOSMANN 1983;RETHY ET AL. 2007.
40| UBBE ET AL. 2001;SAIVED ET AL. 2003; TOMBACZ ET AL. 2006.
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A vérsullyedéses vizsgalatok soran azt hatarozzuk meg, hogy a
vorosvérsejtek egy ora alatt hany mm-t Glepednekl2A ébran) is jol lathato,
hogy a vérsiillyedés mértéke fiiggetlen a hozzaadott PAA/MNP (PAA: 1,0
mmol/g, MNP: 0,24 mg/ci) jelenlétésl. Ezek az eredmények 6sszhangban
vannak azzal, hogy dextrdnnal fedett magnetitre sem figyeltek meg szdmottev
hatast azonos korilmények koZBtiAz elvégzett vérsiillyedéses vizsgalatok
alapjan megallapithatd, hogy az altalarbaélitott magneses folyadékok nem
okoznak aggregéciot, igy az altalam kifejlesztett készitmény igéretes kdzvetlen
a vérben tortéhorvos-bioldgiai alkalmazasokra is.

Osszefoglalas

Sikeresen Allitottunk &lolyan (polakrilsavval stabilizalt, szuperparamagneses
magnetit nanorészecskeéket tartalmazo, fiziologias kérulmények kozaott stabil,
vitro tesztekkel bizonyitott biokompatibilitasi) magneses folyadékokat, melyek
mind diagnosztikai, mind terapias célra felhasznalhatéak lehetnek.

Ugyanakkor fontos megemliteni, hogy a PAA/MNP rendszernél a stabil
magneses folyadékokban a poliakrilsav egyensulyi koncentracidja elég nagy,
ami kedve#tlen lehet a jo§beni orvos-bioldgiai alkalmazas szempontjabdél. A
magneses folyadék pontos jellemzésére toviablivo teszteket tervezink.

Az eredményeket részletesen két angol ryepublikaciobaff és a
disszertaciomban mutattuk f.
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Synthesis of magnetic fluids for biomedical applications
ILDIKO TOTH

The iron is a widespread element in the nature. Decrease in the particle size of
the ferrimagnetic iron oxide nanoparticles (magnetite and maghemite) results
superparamagnetic nanopatrticles. They can be used to prepare magnetic fluids
(MFs), which can be manipulated by an external magnetic field. The organic-
based MFs are widely used in industrial applications (e.g. sealings). The water-
based MFs are planned to be used in biomedical applications, such as contrast
agent for MRI (magnetic resonance imaging), targeted drug delivery,
hyperthermia, magnetic cell separation. Most of the biomedical applications
require the nanoparticles in MFs to be chemically stable and to be well
dispersed under physiological conditions (e.g. in blood pH ~7,2; 0,15 mM
NaCl). Since the naked magnetite nanoparticles (MNPs) do not meet these
criteria, their surface has to be modified to reach the necessary colloidal
stability for example by the adsorption of polyelectrolytes.

The main aim of my work was to synthesize superparamagnetic magnetite
nanoparticles and to prepare water-based biocompatible magnetic fluids by the
surface modification of MNPs using polyacrylic acid (PAA)A(EU ET AL.

2012).

The nanoparticles prepared by co-precipitation are ~10 nm and spherical
(TEM) magnetite (XRD) particles. | found that adsorption isotherm of PAA on
MNPs is not of high affinity type, but it reaches a plateau value. Higher
equilibrium concentrations of PAA is necessary to a get stable magnetic fluid. |
identified H-bonds fFe—OH--O(HO)C-) between MNP and PAA from the
ATR-FTIR spectra.

The zeta potentials and the hydrodynamic diameters were determined at
various amounts of added PAA. The IEPs of the MNP particles shift from pH
~8 to the lower pH values with increasing amounts of PAA. At trace amount of
added PAA the particles aggregate at the whole pH-range, but the particles with
totally covered surface are colloidal stable at wide pH-range.

The salt tolerance of the MNPs can be characterized by the critical
coagulation concentration (ccc). The ccc of naked MNP is ~1 mM, but the ccc
of totally covered PAA/MNP is ~500 mM. The biocompatibility was confirmed
in biological tests (toxicity and erythrocyte sedimentation rate experiments).
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