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1. Bevezetés

Szervetlen gyogyszerhordozo rendszerek hasznalata olyan
esetekben indokolt, amikor a hatéanyag bejuttatasa hordozd
nélkil, illetve mas tipust hordozéval nem lehetséges vagy
nem elég hatékony.!? A leggyakoribb ok a hordozd
hasznélatara a hatéanyag rossz oldhatéosaga vizben. A
gyogyszerhordozoval szemben tamasztott legfontosabb
kovetelmények az  uniformitds (megfeleléen sziik
méreteloszlas), a biologiai kozegben megdrzott kolloid-
stabilitas  (rovid id6tavon: injektalds, keringés), a
mindig azonos forma és feliilet, a biokompatibilitas és a
biodegradabilitas (hossza id6tavon). Tovabbi elényt jelent,
ha a hordoz6 a véraramban keringve aktivan megcélozza
a beteg szovetet, jelenléte pedig nem-invaziv képalkotési
technikakkal kimutathato.?

Szilika  nanorészecskék  gyogyszerhordozoként — vald
alkalmazéasara jelent6s szamu kutatas folyik.*’7 A szilika
nanorészecskék mérete-alakja jol szabalyozhatd a szintézis
sordn, felilletik pedig a felhasznalé igénye szerint
sokféleképpen modosithatd. A tobbfunkcios feliileteken
helyet kaphatnak célzo egységek (pl. fehérjék), jelzéanyagok,
ill. a hat6éanyag. Nagyobb gyogyszer / hordoz6 arany érhetd
el mezoporusos szilikdk alkalmazéasaval, mivel a hordozé
iiregei is megtoltddnek hatébanyaggal.

A cirkénium-dioxid a gydgyaszatban mar elterjedt
anyag: alkalmazzdk implantatumok bevonataként, mert
bioaktivitasaval segiti annak beépiilését, valamint fogaszati
tomo és fogpotld anyagként.’® Gyogyszerhordozoként
vald alkalmazhatésdgara csupan néhany megjelent cikk
utal.'”"*  ZrO, nanorészecskék szintézisére mnincsenek
olyan altalanosan elfogadott, konnyen reprodukalhatd
eljarasok, mint a szilika esetében. Leirtak azonban a szilika
és a cirkonium-dioxid, mint mag@héj szerkezetii nano-
részecskék ill. kevert oxidok elballitasat.'*!'*

Kutatécsoportunk 2009-es megalakuldsa ota  szenzor-
és gyogyszerhordozok elballitasaval és jellemzésével
foglalkozik. Ebben a koézleményben a szervetlen alapt:
szilika, cirkonium-dioxid ¢és a kettd Otvozésével nyert
részecskékkel elért eredményekrdl szamolunk be.

* Tel.: +36-1-382-6832; e-mail: nagy.naszalyi.livia@ttk.mta.hu

2. Szilika nanorészecskék

Csoportunk tobbféle célra készit szilika nanorészecskéket:
tobbfunkcidos  hordozonak, gyogyszerhordozonak — és
metrologiai vizsgalatokra alkalmas referencia-anyagnak.

Tobbfunkciés hordozéonak kb. 20 nm atméréjli, jol
modosithatd feliileti Stober szilikat alkalmaztunk!® (1. abra
baloldal). Gyogyszerhordozashoz 85 nm atmérdjii, pordzus
részecskéket készitettiink Yu eljarasaval's (1. abra kdzépen).
Metrologiai standardnak nagyon jol szabalyozott alak(
és szilk méreteloszlast részecskéket készitettiink Hartlen
modszerével'” (1. abra jobboldal).

1. Abra. Transzmisszios elektronmikroszkopos (TEM) felvételek 20 nm
atmérdji Stober (bal oldalon), 85 nm atmérdjii porézus Yu (kdzépen), ill.
20 nm atmérdji Hartlen (jobb oldalon) szilika nanorészecskékrol.

A kisszogli rontgenszorasos (SAXS) mérési eredmények
monodiszperz jellegli nanorészecskékre utalnak, ugyanis
a lecsengd szorasi gorbéken megjelend hullamalaka
karakterisztikus forma csak az igen sziik méreteloszlast
és szabalyos alaku részecskéket tartalmazd mintdknal
jelentkezik.'® A Hartlen és Yu mddszerével készitett mintak
nagyobb uniformitast mutatnak, mint a Stober részecskék.

2.1. Tobbfunkcios hordozé részecskék

Tobbfunkcids hordozd részecskéket a feliilet tobbszords
funkcionalizalasaval alakitottunk ki. Els6ként aminopropil-
lancok kovalens kotését végeztiik altalunk kidolgozott,
kornyezet és szervezetbarat eljarassal.”® Ezutin az amino-
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csoportok egy részét tovabb reagaltattuk tobbféle modon.?
Fluoreszcein-izotiocianat (FITC) felkapcsolasaval
fluoreszcens  bifunkcidos  hordozot — allitottunk  eld.
Szulfoszukcinimidil-4-(N-maleimidometil)-ciklohexan-
1-karboxilat felkapcsolasaval az amino-csoportok egy kis
részén fehérjekotd funkcidt alakitottunk ki (tiol-koto).
Négyszogsav, ill. észterei felkapcsolasaval fiziologias pH-n
konnyen tovabb modosithatd és nem toxikus bifunkcios
hordozét nyertiik (amino-koto).

A feliiletmodositasokat Fourier-transzformacios infravords
(FTIR), valamint UV-lathatd spektroszképiaval kovettiik
nyomon, a feliilet kovalens mddositasat zéta-potencidl — pH
mérésekkel igazoltuk (2. abra).
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2. Abra. Zéta potencial — pH fiiggvények nativ, aminopropil- és bifunkcios
szilikakon.

CellTiterGlo® assay soran az aminopropil- és négyszogsav-
feliilett bifunkcios szilika részecskék 48 ora alatt csak 0,33
mg/ml, 120 6ra inkubéciés id6 mellett pedig 0,04 mg/ml
koncentraci6 felett mutattak toxicitast. Sejtfelvételi vizsgalat
szerint az aminopropil- és FITC- feliiletti bifunkcios szilikak
(0,5mg/ml) 4 6ra inkubalas alatt bejutnak az altalunk vizsgalt
H358 sejtekbe és fluoreszcensen jeldlik azokat.

2.2. Gyogyszerhordozé részecskék

Poroézus szilika hordozokat allitottunk eld Yu modszerével
gyogyszerhordozasra.'® Azt talaltuk azonban, hogy
az irodalomban ko6zolt eljardssal nem mezoporusos,
hanem mikropdérusos mintak nyerhetéek, bar a cikkben
mezoporusokrol szamoltak be (minta jele: MSNI).
Ezen lényegében nem valtoztatott a cikkben leirt lugos
hidrotermélis kezelés sem (minta jele: MSN4). N,
adszorpcid-deszorpcids izoterma tantisaga szerint a porusok
atméréje MSN1 mintdban 1,640,4 nm. SAXS moddszerrel
pedig meghataroztuk a részecskékben az elsdszomszéd-
pérustavolsagot (két kdzvetlen egymas mellett 1évé porus
kozéppontjanak tavolsaga), amely az MSN1 mintak esetében
7,17+£0,02 nm.

Kiilonbdz6 hatéanyagok adszorpcidjat végeztik el
MSN1 részecskéken: daunorubicin, urzolsav (UA) és
DL-a-difluormetil-ornitin (DFMO) rakellenes szerekét.
Termogravimetrids vizsgalatokkal a kdvetkezé hatéanyag-
tartalmakat allapitottuk meg: 1,5 % urzolsav, 3,5 % dauno-
rubicin és 6,5% DFMO (az értékek a hordozd tomegére

vonatkozd m/m%e-ok). A 25°C-on Millipore vizben (pH
6) végzett kioldodasi vizsgalatok szerint a daunorubicin
72%-a (25 pg/mg hordozo) elhagyja a hordozot a kioldodas
els6 orajaban az UV-lathatd spektrumok alapjan (250
rpm kevertetés mellett). A maradék 28% (9,8 pg/mg) a
kovetkez6 3 nap alatt iiriil ki fokozatosan. Urzolsav esetén
félkvantitativ kiértékelést végeztiink FTIR spektrumok sav
alatti teriileteinek integralasaval. Eszerint kb. 40% hatoanyag
(6 ng/mg) hagyja el a hordozot az elsé egy 6raban, a tobbi
pedig (9 pg/mg) elnygjtva oldodik ki nagyjabol 4 nap
alatt. Az DFMO kioldodasa, amelyet HPLC-MS madszerrel
hataroztunk meg, az el6z6eknél sokkal gyorsabb: 99%-a a
betdltott hatdoanyagnak kitirtil 2 6ran beliil (lasd részletesen
a 4.2. fejezetben, 10. abra).

Doxorubicin (DOX) hatdéanyag esetében megvizsgaltuk,
hogy azonos-e a betdlthetd hatdanyag mennyisége elozetes
feliiletmodositas esetén is. Mivel a legtobb feliiletmddositas
az amindlasi lépéssel kezdddik, az aminopropil-szilika
tolthetdségét hasonlitottuk a nativ szilika¢hoz. A betoltés
eredménye 17,5 m/m% doxorubicin volt mind nativ, mind
pedig aminopropil-feliiletii szilikara nézve.

2.3. Metrologiai standard részecskék

Metrologiai modszerek kidolgozasahoz és alkalmazasdhoz
szilkség van adott méretli és alaku, sziik méreteloszlasu
részecskék elballitasara. A ,field-flow fractionation”
elvalasztast  kovetd  induktiv  csatoldst  plazma-
tomegspektrometria (FFF-ICP-MS) modszerével minta-
el6készités nélkil lehet méret szerint elvalasztani, és
frakcionként analizalni az Osszetett rendszereket. Ennek
egy Ujabb valtozata az izotop-higitasos tomegspektrometria
(isotope dilution mass spectrometry, IDMS), amelynek soran
a mennyiségi meghatdrozast a mintdhoz adott, a mintaban
megtalalhatd részecskéhez hasonld, de izotdparanyban
kiilonboz6 belsd standard teszi lehetdve.

Az IDMS kivitelezésére *¥Si-tetraetil-ortoszilikat (*Si-
TEOS) totalszintézisét dolgoztuk ki (szilicium-29 porbodl
kiindulva), majd az iz6topdusitott reagensbdl kiindulva a
természetes izotoparanyu szilikdhoz mindenben hasonld
20 nm atmérdji részecskéket allitottunk elé Hartlen
eljarasaval.?'-??

3. Cirkonium-dioxid részecskék

Cirkénium-dioxid részecskék hordozoként wvald alkal-
mazasakor azt a célt thztiik ki, hogy egyetlen szintetikus
l1épéssel porozus és fluoreszcens hordozot kapjunk, amely
alkalmas hatéanyag molekulak megkdtésére a feliiletén.
Widoniak és munkatarsai modszerére alapozva 300-400 nm
kozotti atlagos atmérdvel rendelkezd ZrO, részecskéket
allitottunk el (3. 4bra).

Megallapitottuk, hogy templat molekula (cetil-trimetil-
ammonium-bromid, CTAB) jelenlétében végzett szintézis-
sel csak vizes kozegben keletkeznek mezoporusok a
részecskékben, ugyanakkor az igy kapott anyag nem
nanorészecskékbdl all, hanem szabalytalan 1 pm feletti
atméroji  részecskék Osszetapadt halmaza. Kisszogl
rontgenszoras vizsgalatok alapjan az irodalmi szintézissel
nyert ZrO, részecskék porusosak. A megfigyelt 1,76+0,15
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nm ekvivalens gdombatmérdjii poérusok a mikroporusok
tartoméanyaba esnek. A N, adszorpcios-deszorpcios kisérlet
a SAXS-sal jo egyezéssel 1,5£0,4 nm atmérjii porusokat
mutatott ki.
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3. Abra. ZrO, részecskék dinamikus fényszords mérésbdl kapott
méreteloszlas fiiggvénye és transzmisszios elektronmikroszkop felvétele.

Irodalomban lantanoida dopolassal készitettek fluoreszcens
cirkonium-dioxidot,>?’ egy kozlemény szerint pedig
CTAB templat kiégetése utani szerves maradék indukal
fluoreszcenciat ZrO,-ban® A mi kisérleteink sordn
prazeodimium(III) lantanoida doépolas hatdsara nem
képzddtek gomb alaku részecskék. Ez részben a magasabb
vegyértékil ion hatdsa a kontrollalt hidrolizis-kondenzacio
reakciosorra, részben a klorid ellenionok savasito hatasanak
kovetkezménye lehet. CTAB mellett eléallitott ZrO, por
égetés utdn kapott fluoreszcenciajat Osszehasonlitva a
templat nélkiil készitett szoléval, azt tapasztaltuk, hogy
azonos hullamhosszon joval intenzivebb fluoreszcenciat
biztosit a templat nélkiili minta. A CTAB hasznalata tehat
nem indokolt.

Megvizsgaltuk 3 hatéanyag-molekula adszorpcidjat a
Widoniak-féle fluoreszcens és mikroporusos ZrO, feliiletén
(DFMO, DOX ¢és UA).” Termogravimetriasan igazoltuk az
adszorpcio sikerességét. A megkotott hatdanyag mennyisége
(a szilikan végzett kisérlettel ellenkezdleg) a DFMO-t6l az
urzolsavig nétt: DFMO 0,65 m/m%, DOX 1,75 m/m% és UA
2,6 m/m%. A hatdéanyag-adszorpci6 hatdsara a poérusméret
kismértéki csokkenését, és a fluoreszcencia intenzitasanak
20%-on beliili megvaltozasat tapasztaltuk (4. abra).

Vizsgélataink kimutattdk, hogy az UA adszorpcio
kovetkeztében a ZrO, részecskék izoelektromos pontja
jelentdsen eltolodik (pH 7,1-r81 5,8-ra). Ezaltal a részecskék
fiziologias kornyezetben toltéssel rendelkeznek, megdrzik
stabilitasukat, igy lehetdség nyilik in vivo alkalmazasukra.

A stabilitas meg0Orzésének tesztelésére fiziologids so6oldatot
tartalmazé foszfat pufferben fényszoras-vizsgalatokat
végeztiink. Miutdn megbizonyosodtunk a stabilitasrdl, a
részecskéket technécium-99m (*Tc) izotoppal jeleztiik,
majd normal szerveloszlasi vizsgalatokat végeztiink
egészséges kutyan SPECT/CT segitségével. Ezek soran
bizonyossa valt, hogy a részecskék jo hatasfokkal (~99%)
jelezhetok az izotoppal, és sem a jelzés sordn, sem az
injektalas hatasara nem veszitik el kolloid-stabilitasukat.”
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4. Abra. Hatéanyaggal toltott ZrO, részecskék SAXS gorbéje és a
kiértékelés soran illesztett fliggvények (folytonos vonalak) (a), valamint az
azonos toménységil szolok fluoreszcencia spektruma (b).

4. Szilika@cirkonium-dioxid mag@héj nanorészecskék

Hatdéanyag-hordozo rendszer esetében feltétleniil sziikséges
a 200 nm alatti 4tmérd biztositasa. Ez ZrO, esetében nem
volt lehetséges. Emiatt tovabbi munkank soran szilika
templat felilletére valasztottunk le cirkénium-dioxidot
és igy nyertiink 100-150 nm kozotti méreti hordozdkat.
Az irodalom szerint ez a méret segiti el leginkabb a
daganatban vald passziv dusulast.’® A cirkénium-dioxid
feliilete katalitikus aktivitast mutat észter-képzésben,’ és
megfigyelésiink szerint ekdzben maga a katalizator feliilet
is észterrel boritodik be. Ezt a jelenséget hasznaltuk ki
komplex hordozdink készitésére.

4.1. SiO,@ZrO,@PMA nanoteranosztikum

Az itt bemutatott munkank soran folat receptort
overexpresszald daganat-tipusokat célzd teranosztikus
nanorészecske kifejlesztése volt a cél. Tomor Stober szilika
magra valasztottunk le cirkonium-dioxid héjat Kim és
tarsai modszerének felhasznalasaval.® gy egy vékony,
egy-krisztallit vastagsag ZrO, réteget kaptunk a megfeleld
méretli szilika felilletén, amelyre azutdn almasav-alapt
Osszetett polimer réteget (PMA) valasztottunk le egylépéses
polikondenzaciéval. A polimer réteg tovabbi alkotoi
B-ciklodextrin, folsav és két végén amino funkcios csoporttal
ellatott polietilén-glikol lancok voltak.

A 100 nm atlagos atmér6ji Stober szilika magra felépitett
komplex nanorészecskék atlagos atméréje kb. 130 nm. A
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TEM felvételeken latszik, hogy a polimer bevonat folytonos
(5. abra).

5. Abra. SiO,@ZrO,@PMA nanorészecskék transzmisszios
elektronmikroszkop felvételei.

A részecskék felépiilése egyiitt jar a feliileti toltés
megvaltozasaval, amit a pH fliggvényében mért zéta
potencial fiiggvényekkel mutatunk be (6. abra).
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6. Abra. Zéta potencial — pH fliggvények SiO,, (iires kor), SiO,@
Zr0, (athuzott kor) és SiO,@ZrO,@PMA (teli kor) nanorészecskék

A nativ szilika pH 2-nél 1év6 izoelektromos pontja a ZrO,
levalasztasakor pH 7,5-re tolodik (tiszta cirkonium-dioxidra
jellemzé érték). 333 A feliilet jellege ismét megvaltozik az
almasav-alapu polimer levalasztdsa utan: a zéta potencial
-60 ¢és -30 mV kozott mozog. Ez alapjan a részecskék
szuszpenzidja kinetikai stabilitdst mutathatna a teljes
pH tartomanyban. A karbonsavakra jellemzd ikerionos
szerkezet-kialakitas azonban destabilizaciot eredményez pH
7 alatt. 10 mM foszfat pufferben (pH 7,5) felvett részecskék
(0,5 mg/ml) mar megfeleld stabilitassal rendelkeznek a
biologiai felhasznalashoz: a *™Tc-jelzést kovetd 1 hét alatt
sem valtozik meg a méreteloszlasuk.

A hordozo fizioldgias s6oldatban térténé bomlasat vizsgalva
25°C-on megallapitottuk, hogy a naponta cserélt feliiluszo
valtozd Osszetételben tartalmazta a polimer-alkotokat:
almasavat, B-ciklodextrint, folsavat és PEG-lancot (FTIR,
UV-vis és HPLC-MS vizsgalatok) (7. abra).
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7. Abra. SiO,@ZrO,@PMA nanorészecskék bomlds-vizsgalata soran
kapott feliiluszok vizsgalata UV-lathato spektroszkopiaval.

Tovabbi UV-lathatdo spektroszkopids vizsgélattal meg-
allapitottuk, hogy a kioldddasi felilliszokban 239 nm-nél
tapasztalt elnyelési sav, amelynek megjelenése az eredeti
polimer-alkotokkal nem magyarazhatdo, a folsavnak a
cirkonium ionokkal alkotott komplexéhez rendelhets. A
kiold6dasi maradék FTIR vizsgalataval pedig egyértelmtien
megallapithatd, hogy a szilika mag feloldodasa is meg-
kezd6dott a kéthetes bomlasvizsgalat alatt.

Toxicitas-vizsgalatot végeztink CytoToxFluor™ assay
alkalmazasaval human Jurkat sejteken. A vizsgalatot 0,025-
kiilonbdz6 inkubécios id6 (24, 48 és 72 6ra) utan végeztiik el
harom-harom parhuzamos mintan. Sem koncentracié-, sem
1d6fiiggd toxicitas nem volt megfigyelhetd.

A 10 mM foszfat pufferben (pH 7,5) felvett SiO,@
ZrO,@PMA hordozo *"Tc-jelzése 99%-os hatasfokkal
elvégezhetd a pertechnetdt on-kloridos redukcidja mellett.
In vivo SPECT/CT szerveloszlas-vizsgalat késziilt harom
him Fischer 344 patkanyon, amelyekbe el6zbleg 5x10°
db folat receptort overexpresszald hepatokarcinoma sejt
keriilt betiltetésre. A szervekben mérhetd aktivitds az
injektalast kovetden 30 perc, 3 ora és 20 ora elteltével lett
mérve. Az injektalt nanoteranosztikum kozel fele a majban
halmozddott fel, amint azt korabban hasonld méretii hordozd
esetében megfigyelték.>> A kivalaszto szerv mellett azonban
a legmagasabb aktivitds a daganatban mutatkozott: az
injektalt dozis 5-11%-a. Ez az aktivitas elegend6 a daganatok
megfeleld azonositasahoz és detektalasahoz.

Valés klinikai vizsgalatot modellezve folsav-overexpresszald
orriiregi  karcinomaban szenvedd, spontan daganatos
macskat vizsgaltunk human SPECT/CT késziiléken.’® A
fuzios SPECT/CT képek kiegészité adatként tekinthet6k
meg, elektronikus formaban.

A kapott eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy a
komplex, szervetlen magra levalasztott polimer részecske
diagnosztikai célra alkalmas. Hat6anyag nélkiil is lehet vele
folsav-tultermeld daganatot diagnosztizalni és lokalisan
sugarkezelni. A hordozé tovabbi eldnye, hogy a polimer
héjban talalhatd B-ciklodextrin egységekkel varhatéan a
hordoz6 fizikai-kémiai tulajdonsadgainak jelentés meg-
valtoztatdsa nélkiil lehet wutolagos hatdanyag-betoltést
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végezni, és igy a tumornak leginkdbb megfeleld, egyedre
(személyre) szabott terapiat végezni.

4.2. MSN@ZrO,@P gyogyszerhordozok

Tomor Stober szilika mag esetében a hordozd nagy része
csupan passziv szerepet jatszik a hatdanyag-hordozasban.
A betdltheté hatdanyag mennyiségének novelése érdekében
mezoporusos szilika kodzépponti komplex gyogyszer-
hordozét szandékoztunk eléallitani. A kivalasztott hatdoanyag
a DFMO volt, mivel jelentés mennyiségben adszorbealodott
szilika felilletén. Ez a vizoldhaté kismolekula alacsony
toxicitasa és bizonyitott rakellenes hatasa ellenére sincs
jelenleg klinikai hasznalatban. Ennek egyik oka az, hogy
cseppinfuzioban kell adagolni a betegeknek a gyors kitirtilése
miatt, és ez 4gyhoz koti a pacienseket. Ujboli bevezetéséhez
elnyutjtott hatéanyag-leadast kell megvalositani, valamint
minél nagyobb lokalis dozist. Erre a célra kivantunk
gyogyszerhordozot kifejleszteni.

85 nm atmérdjii Yu szilika nanorészecskéket készitettiink
(MSN1), és elvégeztiik rajtuk az irodalom szerint a ,,porusok
méretét ndvelé” lagos hidrotermalis kezelést (MSN4).1¢ Az
igy kapott kétféle szilika magra ZrO, réteget valasztottunk
le az irodalmi modszer tovabbi modositasaval (MSN1@
Zr0O,, ill. MSN4@ZrO,)."*7 Polimer réteg levalasztisihoz
almasavat és DFMO-t mértiikk a hordozéhoz, és azokat
polikondenzaciés reakcidban reagaltattuk. Attol fliggden,
hogy a DFMO-t a ZrO, levélasztasa el6tt vagy utan adtuk
a hordozokhoz, létrehoztunk MSN@ZrO,@PA és MSN@
ZrO,@PB jelii mintidkat mindkét magon (MSN1, MSN4).

A TEM felvételek tanusaga szerint a liggal kezelt MSN4
kozépponti  komplex hordozok felillete egyenetlenebb
moédon tartalmazza a polimer réteget, mint az MSNI
koézépponta valtozat.

DFMO MSN4@Zr02@

E -
1
w

100 200 300 400 500

Hoémérséklet (°C)

8. Abra. Differencialis termogravimetrias gérbék a DFMO-t nem
tartalmazo (MSN4@ZrO,@P), illetve a ZrO, levélasztasa el6tt
(MSN4@ZrO,@PA) és utana (MSN4@ZrO,@PB) DFMO-val t5ltott
nanohordozokon. A kis abran a DFMO differencialis bomlasi gorbéje
lathato fekete szinnel, valamint a kezeletlen (MSN1) és ligosan kezelt
(MSN4) szilikakba toltott DFMO DTG gorbéi sziirke szinnel.

Termogravimetrids méréssel hibahataron beliill azonos
mennyiségi (5-9%) DFMO volt kimutathatdé mindkét
bevonat nélkiili szilika mintdn (MSN1 és MSN4). Ezt
a pikrilszulfonsavval végzett kolorimetrias teszt is

megerodsitette, noha alacsonyabb atlagértéket mutatott (4%).
A DTG gorbék tantisaga szerint azonban kiilonbség van a
hatéanyag megkotésének modja kozott, mivel az MSN4
minta esetében a tiszta DFMO bomlasi hémérsékleténél
alacsonyabb homérsékleten figyelhetiink meg tomeg-
veszteséget, mintha azt a megvaltoztatott (aktivalt) szilika
feliilet katalizalna (kis kép a 8. abran). A DTG gorbék
tantsaga szerint ez a kiilonbség a polimerréteg levalasztasat
kovetden is megmarad (lasd a nyillal jelzett bomlasi csucsot
MSN4@ZrO,@PA mintanal, 8. &bra).

Vizsgaltuk azt is, hogy eltomddnek-e a porusok a ZrO,
levalasztas kovetkeztében. Metilénkék (tesztmolekula)
adszorpcioja jelentdsen lecsokkent a ZrO, levalasztas utdn
mind az MSNI1, mind pedig MSN4 mintan. Eszerint a
metilénkék szdmara hozzaférhetetlenek lesznek a porusok
a levalasztds hatasara. A hordozokat sosavas emésztést
kovetden pikrilszulfonsavval reagaltatva kolorimetridsan
meghataroztuk a komplex hordozdkba zart DFMO teljes

mennyiségét (9. abra).
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9. Abra. Hatéanyag tartalom mennyiségi meghatirozisa sosavas
emésztést kovetd pikrilszulfonsav teszttel mezoporusos szilika (bal
oszlop), ill. lugos utdkezelés nélkiil (kdzépsé oszlop) és lugos utokezelés
utan (jobb oszlop) készitett komplex gyogyszerhordozd nanorészecskéken.

Eszerint a lugos kezelés jelentdsen befolyasolta a komplex
hordozékban megkotott DFMO mennyiségét. Mivel a
porusok mérete valojaban nem valtozik, igy azt feltételezziik,
hogy az aktivabba valt szilika feliiletre levalasztott nagyobb
mennyiségli cirkonium-dioxid az, ami hatékonyabban
katalizal: magasabb konverzidju polimer réteget alakit ki a
részecskék feliiletén, amely igy tobb hatdanyagot zar magéaba
(akonverzio novekedése egyértelmiien megfigyelheté a DTG
gorbéken, de itt az MSN1 hordozokrol késziilt felvételeket a
jobb atlathatosag kedvéért nem mutatjuk be).

Hatoanyag-kioldodési vizsgalatokat végeztink HPLC-MS
meghatdrozassal annak érdekében, hogy megvizsgaljuk,
sikertilt-e elnyjtottabba tenni a hatdanyag leadasat a komplex
hordozokkal (10. abra). A kioldodasi gorbék abrazolasakor
az adott ideig kioldodott DFMO mennyiségét (Q, ) osztottuk a
10000. percig kioldodott (teljes) mennyiséggel (Q ) a gorbék
Osszehasonlithatosagaért. Az iires szimbolumokkal jelolt,
bevonat nélkiili hordozokbol az elsé két oraban tavozik a
betdltott hatéanyag 99%-a. Ez a mennyiség 96%-ra csékken
az MSN1 kozept komplex hordozoknal. Tovabbi javulast
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értiink el MSN4 kozepti komplex mintan (93% kioldodas az
elsd két ora alatt).

1.0
0.9+
GO
o 0.8 i — MSN1
/-n— MSN1@2r0,@PB
—x— MSN1@2Zr0,@PA
0.7 —O—MSN4
—0—MSN4@2r0,@PB
20 40 60 80
0.6 4

0 2000 4000 6000 8000 10000
Idé (perc)

10. Abra. Normalt hatbanyag —kioldodas profilok a bevonat nélkiili és a
komplex bevonattal ellatott gydgyszerhordozd részecskékbal.

Az utdbbi mintadba ugyanakkor haromszor annyi hatéanyag
lett betoltve, mint a bevonat nélkiili szilikdba. Igy két ora
utdn az MSN4@ZrO,@PB minta még 7,7 pg/mg DFMO-t
tartalmaz, amely tovabbi 2 nap alatt oldodik ki, szemben
a nativ szilikdkkal, amelyekben mar csupan 0,4 pg/mg
van ekkor. Célunkat tehat elértiik. Tovabbi terveink kozott
szerepel a hordozok terapias hatékonysaganak bizonyitasa.

5. Osszefoglalas

Valtozatos funkciokkal ellatott szilika, ZrO, és komplex
szilika@ZrO,@polimer  hordozokat  dllitottunk €l
kiilonb6z6 orvosbioldgiai célra. Anyagaink fizikai-kémiai
jellemzése és toxicitds-vizsgalata a hatéanyag-hordozok
alkalmazasahoz nélkiilozhetetlen informacioval szolgal.
Tovabbi terveink kdzott szerepel nagy porozitast, ill. lireges
hordozok készitése, illetve tovabbi szervetlen-szerves
komplex hordozok kidolgozasa.
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Preparation and characterization of inorganic drug
nanocarriers

The laboratory of Biological Nanochemistry was founded in
2009 for the preparation and characterization of sensor and drug
nanocarriers. In this paper we summarize our results concerning the
development of inorganic-based nanocarriers (silica, zirconia and
silica@zirconia core@shell particles).

Silica nanoparticles

Multifunctional silica nanoparticles were obtained starting from 20
nm diameter Stober silica particles (Fig.1 left). An original, “green”
synthesis route was elaborated by our group for their aminopropyl-
silylation.' The partial transformation of amino-groups led to a)
fluorescein-labelled and amino-bearing bifunctional particles, that
showed good uptake in H358 cells; b) amino- and tiol-bearing
bifunctional particles (using sulfo-SMCC linker) for further
labeling with sensor dye and targeting protein, and c¢) squaric
acid and amino-bearing bifunctional particles that showed good
biocompatibility in CellTiterGlo® assay.

Porous drug carrier nanoparticles were obtained by the method of Yu
et al.'* (MSN, 85 nm diameter, Fig. 1 center). Their characterization
by N, adsorption-desorption evidenced that contrary to the literature,
these are microporous materials (not mesoporous) with mean pore
diameter of 1.6 nm. 1.5 m/m% daunorubicin, 3.5 m/m% ursolic
acid (UA), 6.5 m/m% DL-a-difluoromethyl-ornithine (DFMO) and
17.5% doxorubicine (DOX) were encapsulated into their pores.

Metrological standards were prepared and characterized by the
method of Hartlen et al'® (20 nm diameter, Fig.1 right). After
elaboration of the total synthesis of isotopically enriched *Si-
TEOS, we also prepared isotopically enriched *Si-silica particles
for further use in FFF-ICP-IDMS analysis technique as internal
standards.? %

Zirconia particles

Drug carrier zirconia particles with 300-400 nm diameter were
prepared in a single step reaction by the method of Widoniak et
al® (Fig.3). Our experiments carried out for the improvement of
the synthesis route showed that these particles were inherently
fluorescent and microporous, which has not been described before.
0.65 m/m% DFMO, 1.75 m/m% DOX and 2.6 m/m% UA was
encapsulated into the pores. The adsorption of ursolic acid has
induced a sufficiently high shift in the isoelectric point of zirconia
to obtain stable colloid at physiological pH. *™Tc isotope labeling
was carried out on the stable suspension in phosphate buffer with
excellent labeling stability (~99%). A first in vivo biodistribution
study was performed in a healthy dog showing that colloid
stability was maintained during the intravenous administration and
circulation.”

Silica@zirconia core@shell nanoparticles
SiO,@ZrO,@PMA nanotheranostics

We prepared 100 nm diameter Stober silica particles and have
adapted the method of Kim ez al.”® for their coverage with ZrO,.
A complex polymer shell was thereafter formed at their surface
using L-(-)-malic acid, B-cyclodextrin, folic acid and diamino-
polyethyleneglycol chains. The diameter of the resulting drug

carrier is nearly 130 nm (Fig.5). Though according to zeta
potential — pH curves, the complex nanocarriers should be stable
in a wide range of pH, our study revealed that due to zwitterionic
structuration, dispersed state can only be obtained at pH over 7.
We studied the degradation of the nanocarriers in saline during two
weeks’ period. Open loop method was used discarding the whole
supernatant every day of the study. We observed huge variation of
the supernatant composition during the degradation process (Fig.
7). Among the spectral bands of the polymer components we have
also detected new bands corresponding to folic acid — zirconium
ion complex that has not been described before in the literature.
Fourier-transform infrared analysis of the residual particles
showed the partial dissolution of silica core, as well. The complex
nanocarriers did not show concentration or time dependent
toxicity in a CytoToxFluor™ assay carried out on human Jurkat
cells (incubation times: 24-48-72 h; concentration 0.025-500ng/
ml). Radiolabelling with *™Tc showed excellent in vitro and in
vivo stability. Preliminary biodistribution examinations were
performed in tumor bearing rat models. The labelled nanocarrier
showed promising tumor accumulation (5-11% of injected
dose).*> A spontaneously diseased veterinary patient (cat) was
administered the radiolabeled nanosuspension, which has shown
good diagnostic potential for the folate overexpressing tumor (see
electronic supplementary material).’ By that means, our complex
nanocarrier is a potential theranostic tool that can further be filled
with various anticancer agents (personalized medicine) without
inducing significant change in the physico-chemical properties of
the nanocarrier due to the built-in B-cyclodextrin rings.

MSN@ZrO,@P drug nanocarriers

This time we aimed at the preparation of slow-release nanocarriers
for DFMO. The core of the complex nanocarrier has been changed
to porous Yu silica for the achievement of high drug content
(MSN). A basic hydrothermal treatment was applied to an amount
of the original MSN1 to obtain “larger pore size” sample (MSN4)
according to the literature.'® As DFMO has both amine and
carboxyl groups we simply co-condensed it with L-(-)-malic acid
to obtain a copolymer at the surface of the core@shell particles (PB
samples). We also prepared samples adding DFMO to the particles
before zirconia deposition (PA samples). TEM pictures showed
that the polymeric shell is less uniform for these particles than for
SiO,@ZrO,@PMA particles. Thermogravimetry (TG) showed
30-40 m/m% polymer at the surface of the inorganic cores. After
acidic degradation of the whole polymeric shell, picrylsulfonic acid
test was performed on each sample to determine the quantity of
encapsulated DFMO (Fig. 9). The hydrothermal treatment seemed
not to affect the quantity of encapsulated DFMO for uncovered
silica samples, but TG reveals a notable difference in the mode of
adsorption (Fig.8 inset). This difference is apparently conserved
after deposition of zirconia and preparation of polymeric shell
(Fig. 8). The adsorption of methyleneblue on native (MSNI1),
hydrothermally treated (MSN4) and zirconia-covered analogues
evidenced the fouling of pores by zirconia deposition. Interestingly,
the same drug content was obtained for PA and PB samples, but an
important increase was achieved by the hydrothermal treatment of
the core. We assume, that the activation of silica surface took place
allowing the deposition of higher zirconia quantity (larger surface),
that could act as a more efficient catalyzer in the co-condensation
reaction. TG curves prove a significantly higher conversion of the
shell of MSN4 compared to those obtained on MSN1 under the
same synthetic conditions (MSN1 curves are not shown in Fig.
8). According to our release kinetics experiments, we successfully
realized the prolonged release of DFMO (Fig. 10).%
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