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A szerzok uj tipusu, nanorendszer alapu, tumor spe-
cifikus MR kontrasztanyag (KA) kifejlesztése soran elért
eredményeikrdél szamolnak be. In vitro kériilmények ko6-
z6tt mérték a KA-ok MR relaxivitasat. In vitro konfokalis
mikroszkdpos felvételeken és aramlasi citometriaval el-
lendrizték a nanorészecskék szelektiv internalizalo-
dasat a tumorsejtekbe. Megallapitjak, hogy a nanorend-
szerli, célba juttatéo molekulat és az MR felvételeken
kontrasztot adé fém iont tartalmazd, uj tipusu MR KA al-
kalmas a tumorsejtek kimutatasara.

Authors publish their achievement gained during the
development of a new type of a nanosystem based tu-
mor specific MRI contrast agent (CA). The relaxivity of
the CAs in vitro was measured by the MRI. The selective
internalization of the nanoparticules into the tumor cells
was controlled by means of confocal microscopic
images and flow cytometry. A new type of nanosys-
temic MRI CA, which contains the targeting molecule
and the metal ion producing contrast in MRI images, is
able to detect tumor cells.

BEVEZETES

A rosszindulatu daganatok MR diagnosztikajaban kilon-
b6z6 tipusu kontrasztanyagokat (KA) hasznalnak. A hagyo-
manyos T1-es (Gd tartalmu), paramagneses tulajdonsagu,
nem specifikus KA intravénas alkalmazas utan extracel-
lularisan oszlik el (ugyanugy, mint a CT képalkotasban
hasznalt | tartalmu vegyuletek). Ez a KA révid ideig tartézko-
dik a keringésben, a vesén keresztll hamar kilrdl a szerve-
zetbdl [1]. A majbetegségek MR diagnosztikajat a hepatoci-
ta specifikus KA-k segitik. A Mn-DPDP (mangafodipir), Gd
BOPTA anyagot az ép majsejtek veszik fel, azok T1-es re-
laxacids idejét csOkkentve fokozzak a szignalintenzitast. Lé-
tezik Kupfer-sejt (RES) specifikus KA is. Ezek dontéen T2-
es, T2* hatasu vegyuletek, amelyek az ép majszévet szig-
nalintenzitasat jelentésen csdkkentik. Ezen vegylletek aktiv
részei a superparamagnetikus tulajdonsagu vasoxid (SPI10)
részecskék.

A nanorendszer alapi MR KA-k felépitése, hatasmecha-
nizmusa mas alapokon nyugszik [2].

Az experimentalis radiolégia teriiletén a nanorendsze-
rek, mint MR KA-ok témakérben folytatunk alapkutatast.
Munkank soran bioszintézissel nyert természetes polimerek

MR susceptibilitasat vizsgaljuk. Célunk tumor-specifikus MR
kontrasztanyagok kifejlesztése. Ezek a vegylletek intracel-
lularisan oszlanak el, biokompatibilisek, hosszabb ideig
megmaradnak a szervezetben, lehetévé téve a hosszabb
ideig tarté vizsgalatot is.

MODSZEREK

Nanorészecskék, mint MR KA-ok el&allitasakor polikati-
ont fluoreszkald festékkel jeldltik meg, majd egy kivalasztott
polianionhoz tumor specifikus célzé molekulat kététtink [3].
A polianion és polikation 6sszedntve ion-ion kélcsénhatas
kovetkeztében 6nrendezé nanorészecskévé alakul [4]. Eh-
hez a nanorészecskéhez fém ion kéthetd, az igy kialakitott
stabil kémiai rendszer a tovabbiakban MR KA-ként viselke-
dik [5].

Kulénb6z6 koncentraciojud MR KA nanorészecskéket
lvegcsovekbe helyezve T1-es sulyozott MR képet készitet-
tink és Osszefliggést kerestink az MR KA koncentracidja
és az optikailag észlelhet6 denzitasa kozott (1. kép). Fantom
MR mérésekkel megallapitottuk, hogy a nanorendszer alapu
KA koncentracidjanak novelésével a szignalintenzitas jelen-
t6sen megvaltozott.

1. kép

Osszefiiggés a KA koncentracio
és a T1-es denzitogram kézott. A
legnagyobb szignadlintenzitas az
eredeti (higitatlan) mintaban ész-
lelhet6. A legkisebb szignalinten-
zitds a kontrollként beallitott viz-
ben jelentkezett.

T1-es méréseink soran az MR berendezés altal numeri-
kusan millisecundumban mért relaxacids id6 és az MR KA
nanorészecskék koncentracioja kézotti dsszefliggés volt
elemezhet6. Megallapitottuk, hogy a kulénb6z8 koncentraci-
6ju, nanorendszerli MR KA T1-es relaxacios ideje kozott
mérhetd kilonbség van.
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In vitro kisérleteinket tdbbek kdz6tt human cervix karcind-
ma sejteken (Hela), Jimt-1ErbB2-pozitiv emlérak sejteken,
hepatocellularis karcindma sejteken (HeDe) végeztik. A tu-
morsejt szuszpenziét elébb a specifikus célba juttaté moleku-
lat és az MR KA-t tartalmazé nanorendszerrel elegyitettik.
Konfokalis mikroszképos képeken megallapithato volt, hogy
a nanorészecskék a felszini receptorokhoz kot6dtek, a keé-
s6bbiek soran pedig endocitdzis segitségével internalizaléd-
tak, vagyis az intracellularis térbe keriltek (2. kép). A speci-
ficitast kontrollvizsgalatokkal igazoltuk. Az el6z6 kisérletet
olyan nanorendszer alkalmazasaval ismételtik meg, amely
nem tartalmazta a célba juttatdé molekulat. Ebben az esetben
a konfokalis mikroszképos kép internalizaciét nem mutatott,
a KA nem jutott a tumorseijt felszinére, vagy az intracellularis
térbe (3. kép). A specificitas bizonyitasara tovabbi kisérlete-
tet is végrehajtottunk. El6sz6r a tumorsejteket a célba juttatd
molekulat tartalmazé oldatban inkubaltuk, (a felszini recepto-
rokat telitettlik), majd a tumorsejteket specifikus célba juttato
molekulat tartalmazé nanorendszerrel kezeltik. A varako-
zasnak megfelel6en a konfokalis mikroszkopos felvétel eb-
ben az esetben sem jelezte az MR KA felszini kapcsoloda-
sat, vagy internalizalédasat (4. kép).

Az MR KA nanopartikulak kvantitativ vizsgalatara aram-
lasi citometriat hasznaltunk. Ezek a vizsgalatok azt igazol-
tak, hogy a daganatsejtek szelektiven veszik fel a specifikus
célba juttaté molekulat tartalmazé nanorendszert, ellentét-
ben a specifikus célba juttaté molekulat nem tartalmazo na-
norendszerrel (5. kép).

2. kép

Célba juttaté molekulat tartalma-
z6 nanorészecskékkel kezelt
HelLa sejtek konfokalis mikrosz-
kopos felvétele. A sejthdrtya zéld,
a nanorendszer(, paramagneses
KA piros. A specifikus KA intra-
cellularisan helyezkedik el.

3. kép

Célz6 molekulat nem tartalmazo
nanorendszerii KA-al kezelt HeLa
sejtek konfokalis mikroszkopos
felvétele. Intracelluldris KA felvé-
tel nincs.

4. kép

HelLa sejtek konfokalis mikrosz-
kopos felvétele. A tumorsejteket
célba juttaté molekulat tartalmazo
oldatban tértént el6zetes inkuba-
cioé utan specifikus célba juttato
molekulat tartalmazo nanorend-
szerrel kezeltiik. Tumor specifi-
kus hatds nincs, KA felvétel nem
latszik.

Flow Cytometry
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5. kép

Hela sejtek dramlas citometrids vizsgdlata. A daganatsejtek sze-
lektiven veszik fel a specifikus célba juttato molekulat tartalmazo
nanorendszert, ellentétben a nem specifikus célba juttato moleku-
lat nem tartalmazo nanopartikulaval.

Az in vitro kisérletek befejezéseként a tumorsejt szusz-
penziok MR mérését végeztik el (6. kép). A tumorsejteket
specifikus célba juttaté molekulat tartalmazé nanorendszer-
rel, valamint nem specifikus, célba juttaté molekulat nem tar-
talmazé nanorészecskékkel kezeltik. Az MR képeken a tu-
morsejt szuszpenzidkat szignalintenzitdsuk alapjan, a kimu-
tathaté kontraszthatas kdvetkeztében el lehetett kildniteni
egymastol. A sejtszuszpenziokrol készilt MR felvételek bi-
zonyitjak, hogy a KA sejtspecifikus. Az MR felvételek és a
relaxacios idé mérések igazoltak, hogy a biokompatibilis na-
norészecskék, mint MR KA-ok halmozédnak a kezelt tumor-
sejtekben, ennek kévetkeztében a sejtszuszpenzio relaxaci-
6s ideje jelentdsen valtozik.

a) b) ¢)

6. kép

Hela sejtszuszpenziok T1 sulyozott MR felvétele. Nanorészecské-
vel nem kezelt kontroll (a), nem specifikus, célba juttaté molekulat
nem tartalmazo nanorészecskével kezelt (b), és specifikus, célba
juttato molekulat tartalmazo nanorészecskével kezelt (c) HeLa sejt-
szuszpenziok.

Vizsgaltuk a nanorészecskék biokompatibilis, nem-toxi-
kus tulajdonsagat, egyéb bioldgiai szerepét in vitro kérilmé-
nyek ko6zott. Sejtszamlalassal megallapitottuk, hogy a kifej-
lesztett nanohordozé nem befolyasolja a sejtek szaporoda-
sat, nem toxikus, biokompatibilis.

A nanorendszerli MR KA-unk hatékonysagat in vivo al-
latkisérletekkel tdmasztottuk ald. Az MR felvételek alapjan
megallapitottuk, hogy a kisérletes kdrilmények kozétt kiala-
kitott daganat MR képén a KA tumorspecifikus, értékelhetd
szignalintenzitas valtozast hoz létre (7. kép).
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7. kép

Tumoros patkanymodell T1 sulyozott MR felvétele (a), PET képe
(b), és MR-PET fuzios képe (c). A patkany bal vese tokja ala tumor-
sejt beliltetés tortént. Az MR és PET vizsgalat a beiiltetést kéveté
10. napon tértént.

KOSZONETNYILVANITAS

MEGBESZELES

Vizsgélataink alapjan megallapithatd, hogy a tumorspeci-
fikus nanorendszer, mint MR KA szelektiven internalizalodik
a tumorsejtekbe és a relaxacios idé nagymérték(i megvaltoz-
tatdsaval az MR képeken értékelhetd Sl kilénbséget (kont-
rasztot) hoz létre. Az uj tipusu MR KA a hagyomanyos szer-
kezetli KA-al 6sszehasonlitva lényegesen kisebb ddzisban
hatékony, ezért kisebb tumor volumen korabban jelezhetd, a
diagnosztikus biztonsag névelhetd, mellékhatas jelenlegi
vizsgalataink szerint nincs. A nanopartikula mas (pl. kemote-
rapias) szer célba juttatasara is alkalmas. Ez alapjan a kemo-
terapias szert is tartalmazé MR KA nanorendszerrel a gyogy-
szer metabolizmus is nyomon kdvethetd.

Igazoltuk, hogy az egészséges sejtekben nincs akkumu-
lacio. Az eredmények alatdmasztottak a kifejlesztett MR KA
sejtspecifitasat.

A munka a GOP-1.1.1-07/1-2008-0082 palyazat tamogatasaval készlilt.
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