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Tartalmi osszefoglalas és kulcsszavak

Kiilonb6z6 méretli magnetit nanorészecskéket szintetizaltunk koprecipitacios
modszerrel. Citotoxikoldgiai méréseket végeztiink MTT esszével 6t fémionra: Cu(Il),
Zn(I1), Pb(I1), Mn(II) és Co(II). Ezekhez a mérésekhez human MCF-7 és Colo-320 sej-
teket hasznaltunk. A fémionok koziil egyediil csak a Cu(Il) ion toxikussagat tudtuk

kisérletileg tanulmanyozni magnetit nanorészecskék jelenlétében. Ezeknél a méréseknél

cyey

crcr

A magnetit nanorészecskék méretének meghatarozasara XRD (MiniFlex II
rontgendiffraktométer) és TEM (FEI Tecnai G? 20 x-Twin HRTEM) médszereket alkal-
maztunk. Az egyik minta atlagos mérete 6 nm-nek, a masiké 14 nm-nek adddott. Az
MTT méréseket 96 lyuka mikrotiter plate-en végeztiik SPECTROstar™® spektrofoto-
méterrel.

Az MTT mérések alapjan az ionok toxikussdganak mértékére a kdvetkezd sor-

rend adédott: Cu(Il) —» Zn(Il) — Pb(II) - Co(Il) - Mn(Il), és a 14 nm-es magnetit na-

norészecskék nem bizonyultak toxikusnak az alkalmazott koncentraciotartomanyban.

A Cu(Il) ion toxikussdganak magnetit nanorészecskék jelenlétében vald tanul-
manyozasakor a korabbihoz képest — amikor nem volt jelen magnetit — kisebb LC50
érteket kaptunk. A két LC50 értek kozotti kiilonbség tokéletes Osszhangban van az
irodalomban mésok altal k6zolt adszorpcids értékkel. Ezek az eredmények arra utalnak,
hogy a magnetit nanorészecskék kompetitiv adszorpcioval meg tudjak kotni a sejtekben,
illetve a sejtek felszinén €s a novesztd médiumban 1évé Cu(Il) ionok egy részét,
csokkentve azok mérgezd hatdsat.

A toxikologiai kisérleti adatok kiértékelésére felallitottunk egy exponencidlis
modellfiiggvényt, aminek egyetlen paraméterét linedris és nemlinedris regresszidval
egyarant meghataroztuk az adatokra val¢ illesztéssel. A modellfiiggvény becsiilt para-
métereibdl kiszamitottuk az egyes fémionokra vonatkozd 50%-os halalozasi

koncentraciokat (LC50).

Kulcsszavak: magnetit, nanorészecske, fémionok, Colo-320, citotoxicitas, LC50
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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A klasszikus fizika torvényei szerint miikodé makrovilag és a kvantumfizika
szerint mikodé mikrovilag kozott helyezkedik el a nanovildg. A kvantumfizika
hataresetben azonban tartalmazza a klasszikus fizikat, igy a kvantumfizika alkalmas a
nanovilag fizikai-kémiai leirdsdra. A nanovilag olyan része a térnek, melyben az
¢lettelen vagy €16 anyag atomokbol onszervezddéssel jon 1étre tgy, hogy az alkotdoknak
(részecskéknek) legalabb az egyik dimenzidjuk, azaz a méretiik 100 nm vagy ennél
kisebb [1,2].

Napjainkban széleskortien alkalmaznak kiilonb6z6 nanoanyagokat (nanoré-
szecskék, nanocsovek, nanoszalak, nanotiik, stb.) a mindennapi életben. Koszonhetden a
nanoanyagok specialis magneses, elektromos, optikai, termikus ¢és kémiai tulajdon-
sdgainak, az alkalmazéasi lehetdségek tarhdza gyorsan nodvekszik. A nanoipari
forradalom azonban sulyos problémakkal is jarhat: oda kell figyelni a nanoanyagok
esetleges toxikus hatasara [3,4].

A magneses ¢s arany nanorészecskéket kontraszt- illetve jelzéanyagként szoktak
alkalmazni. A szerves alapi nanorészecskék bioldgiai jelentdséggel birnak: a gyogy-
szeriparban hatéanyag hordozokként terjedtek el. A szénnanocsoveket az elektronikai
iparban alkalmazzak mikrochipekben, LCD panelekben, nanohdmérékben, sét még
szerkezeti anyagként is. Fémoxid nanorészecskék felhasznalasra keriilnek a kozmetikai
iparban, a textiliparban, a gyogyaszatban ¢s Ontisztitd bevonatokat is készitenek beldliik.
Tovabba, alkalmazzak ket viztisztitd berendezésekben [5], napelemekben és autdipari
katalitikus konverterekben. Nemrég azonban kimutattdk, hogy a kérdéses oxidok
nanorészecskéi — eltérden a makro és a mikro valtozatoktdl — toxikusak néhany orga-
nizmusra [6].

A mindennapi életben hasznalt nanoanyagok szdma gyorsan ndvekszik, igy
sziikséges gyors modszerek kifejlesztése toxikussaguk és kornyezetre vald kockazatuk
becslésére. A toxicitas elméleti (in silico) eldrejelzése az utdbbi évtizedekben egyre
nagyobb jelentdségre tett szert, s altalaban szerkezet-aktivitas Osszefiiggést (SAR) vagy
kvantitativ szerkezet-aktivitds Osszefiiggést (QSAR) alkalmaznak a toxicitds model-
lezésére [7]. Az utdbbi esetben a kapcsolat konkrét matematikai forméban is meg van
fogalmazva.

Legtagabb értelemben a szamitdégépes toxikoldgia matematikai és szamitogépes

modellek alkalmazasaval segiti felbecsiilni anyagok veszélyességét €s kockazatat az



emberi ¢életre és a kornyezetre [8]. Legegyszeriibb esetben az anyagok kémiai
szerkezetébdl probalunk kovetkeztetni azok toxikussagara. Allatkisérletekkel és egyéb
in vitro kisérletekkel szemben ez a kdzelités jelenti a legkisebb pénz- és idoraforditast.
Tovabba, azzal az elénnyel is jar, hogy Uj anyagok esetén — még azok tényleges
szintézise elétt — tudunk mar valamit mondani az esetleges toxikussagukrol.
Mostanaban publikéltak egy nano-QSAR modszert fémoxid nanorészecskék
toxikussaganak a becslésére [9]. A cikkben 17 fémoxid szerkezete és kolibaktériumokra
valo toxicitasa kozott allapitottak meg kapcsolatot. A kolibaktériumok kiilondsen jo
kisérleti alanyok, mivel a baktériumok a természetben fontos szerepet jatszanak szerves
anyagok lebontasaban. Masrészt a fémoxid nanorészecskéket tartalmazé fogkrémeknek
antibakterialis hatassal is kell rendelkezniiik. A nano-QSAR eredmények azt mutattak,
hogy a fémoxid nanorészecskékbdl az oldatba keriild fémionok felelések a toxicitasért:
a tanulmanyozott 12 kvantumkémiai deszkriptor koziil egyediil a fémionok sztenderd

képzddéshdi mutatkoztak megfelelonek.
1.1 Magnetit [10,11,12,13]

A magnetit (magnesvasérc, magnesvasko) egy Fe;O4 0sszegképletll vas-oxid: az
elemi celldban egy Fe(Il) ion és két Fe(Ill) ion talalhato. A természetben eléfordul, de
szintetizalhatd is. Fekete, kemény, csillogo, ferrimagneses tulajdonsdgi asvany. A
magnetit Curie-hdmérséklete kb. 585 °C, azaz efolott a magnes méar nem vonzza.
Visszahiitve azonban visszanyeri ferrimagneses tulajdonsagat. Gyakran fordul eld kii-
16nb6z6 magmas, metamorf és iiledékes kozetekben, jellemzden kis mennyiségben,
szemcsés kristalyok forméjaban. Egyes foldrajzi helyeken (pl. Svédorszag) kiilondsen
tiszta allapotban talalhat6. Szintetikus magnetitet altalaban akkor allitanak eld, ha
nanorészecskékre van sziikkség tudoményos kisérletekhez vagy specialis alkalma-
zasokhoz az orvostudomany és a biotechnologia teriiletén [14,15,16,17].

Ha 300 °C f6l¢ hevitjiik, akkor a szintetikus nano magnetit atalakul maghemitté
(v-Fey03), majd hematitté (a-Fe,Os). A természetes magnetit azonban sokkal stabilabb:
valojaban metastabilis allapotban van kézonséges koriilmények kozott. Néhany mik-
ronos méretli magnetit részecskék mechanikus energia befektetésével, azaz golyos
malomban 4talakithatok hematitté. Ez is aldtdmasztja azt az altalanos megfigyelést,

hogy a finomabb részecskék altalaban kevésbé stabilak.



A magnetit amfoter tulajdonsagu, azaz savként és bazisként is viselkedhet a
feliileten talalhaté hidroxil-csoportoknak kdszonhetéen. Egyes mérések 5 OH-csoport
per négyzetnanométer siirliségrél szamolnak be. A tiszta magnetit nem toxikus, s6t sok
¢lolényben megtalalhatd (pl. denevérek, madarak, baktériumok, stb.). Az ilyen biogene-

tikus magnetitnek fontos szerepe van az €él6lények tajékozodasaban.
1.2 Fémionok adszorpcidoja magnetiten [12]

Adszorpcios eljarasokat széleskortien alkalmaznak szennyezé anyagok eltavoli-
tasara gazokbol ¢s folyadékokbol. Itt csak a nano magnetittel, mint adszorbenssel, s
fémionoknak vizes kdzegbdl, adszorpcidval valo eltavolitasat emlitjiik [15,18,19].

Giraldo és mtsai 8 nm-es atlagos méretli magnetit nanorészecskéket allitottak eld
ko-precitacios modszerrel, majd tanulmanyoztdk a magnetit nanorészecskék ad-
szorpcids képességét Pb(II), Cu(ll), Zn(Il) és Mn(Il) fémionok megkdtése szem-
pontjabodl [15]. Az eredmények azt mutattdk, hogy a magnetit nanorészecskék lege-
résebben az Pb(Il) ionokat, leggyengébben pedig az Mn(Il) ionokat kotik meg. Azt
feltételezték, hogy az adszorpcios kdlcsonhatds erdssége a pozitiv fémion €s a negativ
toltésti adszorpcids centrum kozotti elektrosztatikus kolcsonhatas erdsségétol fiigg.
Tanulméanyoztdk a pH, a hdmérséklet és a tartdzkodasi id0 hatdsat is az adszorpcids

eljaras optimalizéalasa érdekében.
1.3 Sejthalal fémionok hatasara [20]

A sejthalal természetes formdit mar a 19. szdzadban feljegyezték szdvettani
szakértok. Akkoriban a biologusok érdeklddése elsésorban a sejtek életének és
szaporodasanak megértése fel¢ iranyult, csak késobb, az 1960-as évektdl kezdve keriilt
az érdeklodés kozéppontjdba a sejthaldl jelensége. Az aktiv modon lejatszodo, szaba-
lyozott molekularis folyamatok altal ,,programozott” sejtelhalast — amely gyakorlatilag
egy iddzitett onmegsemmisités — nevezziikk apoptozisnak. Ez és egyéb alternativ formai
mind energiat igényld, relative lassu folyamatok. Ezzel szemben a nekrozis artalmas
mechanikai és kémiai hatasok altal bekdvetkezd, altalaban egész sejtcsoportokat érintd
massziv sejtelhalds. Ez minden esetben egy energiat nem igényld, passziv folyamat. A
sejthartya felszakad, kontrollalatlan anyagcsere kovetkezik be a kiils6- és bels6

cellularis tér kozt, melynek végkifejleteként a sejtet az 6t ért kiils6 hatds megoli. A



dolgozatban a vizsgalat targyat képez6 fémionok (Zn(II), Mn(II), Pb(II), Cu(Il), Co(II))
okozta sejtelhalas valosziniileg a nekrozis kovetkezménye.

Kiilonb6zd anyagok toxikussagat — kvantitativ médon — az 50%-os halalozasi
koncentraciojukkal (LC50) jellemezhetjiik. Ez megadja azt a koncentracidértéket,
melynél a kiindulasi sejtallomany fele elhalt. Egyéb jelolések is hasznélatosak a szak-
irodalomban: LD50, EC50, stb.

A kisérleti tapasztalatok azt mutatjak, hogy 150 nm-nél nagyobb magnetit nano-
részecskék nem képesek atjutni a sejtmembrdnon az intracellularis térbe [21]. Az
intracellularis térbe valo keriilés diffizid, endocitdzis, ioncsatornak és transzporter
fehérjék révén lehetséges. Ezek a folyamatok altaldban nagy mértékben fliggnek a
nanorészecskék Osszetételétdl, méretétdl, morfologidjatdl és toltésétdl [22]. A nano-
részecskék toxikussaga fiigg a részecskék méretétdl, koncentracigjatol és a

boritottsagatol [23].
1.4. Kisérleti modszerek [12,13]

1.4.1 Rontgendiffrakcios analizis (XRD)

A rontgensugarak elektroméagneses hulldmok (energidjuk 100 eV és 100 keV
kozé esik), melyek szilard anyaggal vald kolesonhatdsuk sordn Ugy szérddnak, hogy
abbol kovetkeztetni tudunk az anyag szerkezetére, kémiai Osszetételére és fizikai
tulajdonsagaira. A rontgendiffrakcios analizis révén meghatarozhatjuk az adott anyag
kristalyszerkezetét és a krisztallitok méretének illetve alakjanak a sztatikus adatait.

Rézatomok ionizéacidja révén allitunk elé6 monokromatikus rontgensugérzast: a
nagyenergiaju elektronok kilokik a belsé héjrol az elektront, ¢és egy kiilsé palyan 1évo
nagyobb energidju elektron elfoglalja annak helyét. Ez a 2p— 1s atmenet (melyet K-
nak is neveznek) kvantalt, hullamhossza 1,54 A.

A rontgensugarak els@sorban az atomok elektronjaival 1épnek kdlcsonhatasba. A
sugarzast alkotd fotonok iitkoznek az elektronokkal és eltériilnek az eredeti irdanyuktol.
fgy az atom elektronfelhdje a tér minden irdnyaba sugarozza a rontgenfotonokat. Ezt a
jelenséget nevezziik rontgenszorasnak. Ha a rontgensugarak nem veszitenek ener-
giajukbol a folyamatot Thompson- vagy rugalmas szoradsnak, ha veszitenek, akkor

Compton- vagy rugalmatlan szérasnak nevezziik.



A diffraktogramokon a detektor altal mért rontgensugarak intenzitasat abra-
zoljuk az tin. 2©® szdg fliggvényében, ahol ® a kristalysik ¢és a beesési sugar altal bezart
sz0g. A diffraktogram maximumai a kristdlyracs geometridjat adjak meg, az
intenzitasuk a tomegpontok helyzetétdl fiigg. A kristadlyokon 1étrejové diffrakcios kép
legkorabbi elemzésében a kristaly racssikjait tiikroknek tekintették, a kristalyt pedig
egymastol adott tavolsagra 1évo, visszaverd sikok egyiitteseként fogtak fel. A
kristalyracsot felépitd szomszédos rétegek kozotti tavolsag a Bragg-egyenlet segit-
ségével hatdrozhatdo meg. A polikristalyos mintdk (példaul a magnetit nanorészecskék)
krisztallitjainak szemcsemérete befolydsolja a rontgendiffraktogram csucsainak
kiszélesedését. Az atlagos szemcseméret (D) a Scherrer-egyenlet segitségével
szamithato:

kA

D= s’ M

ahol £ a mintdra meghatarozott vonalszélesség (a cstcs félértékszélessége ¢és az

anyagra meghatarozott vonalszélesség kiilonbségével szdmithatd), 4 a rontgensugar
hullamhossza, k a Scherrer alland6 (k=0,94) és ® a cslics maximumahoz tartoz6 beesési

sz0g.
1.4.2 Transzmisszios elektronmikroszkopia (TEM)

A transzmisszios elektronmikroszkép elektronsugaras anyagvizsgald eszkoz,
mely 4-5 pm hulldmhosszusagi és 50 keV-nal nagyobb energidjii elektronhullamot
hasznal. E modszer segitségével vizsgalhatjuk kristalyos anyagok szerkezetét, kémiai €s
biologiai mintdk Osszetételét is. A transzmisszids elektronmikroszkopiai vizsgalatok
soran, ellentétben a hagyoméanyos mikroszképpal, elekronsugarak segitségével az adott
mintarol atomi felbontasu képet alkotunk. A sugarforrasnak két fajtajat kiilonboztetjiik
meg: lehet termoemisszids, ahol az drammal fiitétt katdd anyagdbol 1épnek ki az
elektronok, vagy lehet téremisszids, ahol az elektromos tér segitségével szakitjuk ki az
elektronokat. A 1étrejott elekronnyaldbokat elektromos térrel gyorsitjuk, amelyet
megfeleld elektromagneses lencsék segitségével fokuszaltatunk a mintdnkra. Az
elektronok a szilard minta atommagjaival vald kolcsonhatas révén szorddnak és el-
hajlanak. Az objektivlencse a diffrakcios sikban a diffraktalt elektronnyaldbokat, a
képsikban pedig a minta képét fokuszalja. Vetitd lencserendszer segitségével tovabb

nagyitjuk az igy eldallitott képet. Elkészithetjiik a minta valos képét vagy a diffrakcios



képet, attol fliggden, hogy melyik sikot képezziik le a lencserendszerrel. Egy fluoresz-
cens erny6n (vagy mas detektorok segitségével) tessziik lathatova a képet, melynek a

legkényelmesebb rogzitése CCD-kameraval lehetséges.

1.4.3 MTT vizsgalat

Az MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium-bromid) redukcidja-
nak vizsgalata egy olyan széles korben alkalmazott és elfogadott moddszer, amely
sokféle vegyiilet egyidejii vizsgalatat teszi lehet6vé a sejtek viabilitdsara vonatkozoan.

Miikddése azon alapul, hogy az ¢letképes sejtek aktiv metabolizmusuk révén a
vizben oldhat6 MTT-t lila szinli, vizben oldhatatlan formazan kristallya alakitjak,
melynek az elnyelési maximuma kb. 570 nm, igy mennyisége spektrofotometrids tton
meghatarozhatd. Mivel a sejthalal bekdvetkezte utan a sejtek mar nem képesek az MTT-
t formazanna alakitani, ennek kovetkeztében a szinvaltozas alkalmas, konnyen felismer-
hetd jellemzdje a sejtek életképességének. Az MTT redukcidja sordn végbemend sejt-
bioldgiai mechanizmusrol nincsen teljes képlink, de valdszinlileg NADH vagy egyéb

redukalé molekuldk elektronokat adnak at az MTT-nek (lasd az 1. abrat).

NADH NAD*
Br < > < )
T_h{ L—L ?_NH
JNE__S _N._-8

CH, CH,

MTT Formazan

1.4bra. MTT atalakuldsa formazan Kkristallya

1.5 Paraméterbecslés a legkisebb négyzetek modszerével [8,24,25]

Tekintstink m darab (X,,Y;) kisérleti adatpart, ahol Y; a fiiggd és X; a fiiggetlen
valtozé mért értéke. Legyen adott egy f (x,p) fliggvénnyel megadott matematikai mo-

dell, ahol x a fiiggetlen valtoz6 pontos értéke és p pedig az n darab meghatarozando

paramétert tartalmazo vektor. Feltételezziik a kdvetkezd 0sszefliggések fennallasat:



X, =x +¢, (2)

1

Y=y, +e, 3)

1

vi=f(x:p), (4)
ahol x; és y; az X; és az ¥; mérési adatok pontos értéke, € és €, valosziniiségi valtozok
pedig kisérleti adatok hibai. A legkisebb négyzetek (LS) modszerének alkalmazasakor

altalaban feltételezziik, hogy az ¢ ;és ¢, hibak Gauss-eloszlasuak ¢s korrelalatlanok.

Az optimdlis paraméterek meghatarozasahoz — els6 kozelitésben — az alabbi cél-
fiiggvényt minimalizaljuk:
m m 2
S(p)=2wen(p)=2w (% -/ (X,p)) . )
i=1 i=1

ahol a w; sulyfaktorok kovetkezdképpen szdmitandok, ha az X; értékekben kicsi a hiba:

W, = ! . (6)

o +£af(x’p) Jzﬁi

L
Azt a paraméterbecslési eljarast, mely az eldbbi célfiiggvényt hasznalja,

ox

altalanos legkisebb négyzetek modszerének (GLS) nevezziik. A sulyozott legkisebb
négyzetek modszeréhez (WLS) a w; = oy stlyfaktorok sziikségesek. Abban az esetben,
ha sem a fliggd (Y), sem a fiiggetlen valtoz6 (X) hib4ja nem ismert, w;-t 1-nek vélasztjuk
(kozonséges legkisebb négyzetek modszere, OLS).

Tegyiik fel, hogy p az optimalis paramétervektor, azaz ahol az S(p) fiigg-
vénynek globalis minimuma van a paraméterek (fizikai) értelmezési tartomanyan.

Ebben az esetben a az illesztés josagara jellemz6 rezidualis variancia (s,,) kovet-

kez6képpen adhaté meg:

__Sk)

2

(7)

m—n
A V variancia-kovariancia matrix sziikséges a becsiilt paraméterek sztenderd hibdjanak
¢s korrelaltsdganak a szamitasahoz:

V=25, H"(p), (8)

ahol H™' (p) a p globalis minimumban szamitott Hesse-matrix inverze. Ha V ={v;},

akkor a p; paraméter SE ( p ) standard hib4jat kovetkezdképpen kaphatjuk meg:
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SE(p,) =2\v; - ©)
Ez jol megfelel a 95%-os szignifikancia-szinten szamitott konfidencia-intervallumnak.
A paraméterbecsléshez sziikségiink van egy jO minimalizalé modszerre, a H
matrixra €s inverzére. A minimalizalast szimplex-mddszerrel, az elsé és a masodik deri-
valtak szamitasat centralis differencia formuldkkal, az invertdlast pedig LU-
faktorizacidval oldottuk meg.

Ha az F mennyiség a p fiiggvénye, azaz F =(p(f)), akkor F szoérasa kovet-

kezéképpen szamithato:

SE(F)=y(grad F)' -V -grad F (10)

Ezzel a formuladval kezelhet6 a hibaterjedés, azaz a hibas mennyiségekbdl szarmaztatott

mennyiségek hibainak a szamitasa.



2. Célkituzés

A ferrimagneses tulajdonsdgii magnetit nanorészecskék ipari és gyogydszati
alkalmazasa széleskorli. A tiszta magnetit nanorészecskék — megfeleld koncentracio-
tartomanyban — nem citotoxikusak, igy hordoz6anyagok és nano adszorbensek lehetnek
a sejten beliili anyagforgalomban.

A jelen munka célja — egy nagyobb projekt keretén beliil — néhany fémion cito-
toxicitdsanak és adszorpcioval torténd esetleges megkdtésének a tanulmanyozasa.
Kiilonb6z6 ipari szennyvizekben tobb-kevesebb nehézfémion taldlhatd, melyek
adszorpcidval torténd eltavolitdsa kornyezetvédelmi szempontbol is fontos feladat.
Szamos cikkben tanulmanyoztak fémionok adszorpcidjat magnetit nanorészecskéken.

Eldszor is kiillonb6zé méretli magnetit nanorészecskék szintézisét hataroztuk el
megvalositani ko-precitdciéos moddszerrel. A kapott nanorészecskék jellemzésére
szerkezetvizsgald modszerek széles skaldja all rendelkezésiinkre a tanszéken, melyet
maximalis mértékben szerettliink volna kihasznalni.

A toxikoldgiai és adszorpcids méréseket a kovetkezd fémionokra terveztiik
végrehajtani: Cu(Il), Zn(Il), Pb(Il), Mn(Il) ¢és Co(Il). Az irodalommal vald
Osszehasonlitds szempontjabdl Iényeges, hogy ezek a fémionok kordbbi adszorpcids
tanulmanyokban mar szerepeltek. Természetesen, annak érdekében, hogy megfeleld
QSAR modellt allitsunk fel a fémionok citotoxicitasanak a leirdsara, a tanulméanyozott
fémionok szamat a késdbbiekben ndvelniink kell.

Ugy gondoltuk, hogy MCF-7 és Colo-320 sejtkultirak megfelelék lesznek a
citotoxikologiai tanulmanyokhoz. A sejtek elhalasanak kovetésére az MTT technika
kivaléoan bevalt a gyakorlatban, igy mi is ezt terveztiik alkalmazni. A toxikoldgiai
kisérletek szigoru tisztasagi feltételeket kovetelnek mind az alkalmazott vegyszerekkel,
mind a laboratériumi koriilményekkel szemben. Ezek betartasanak sziikségessége — a
hagyomanyos kémiai kisérletektdl eltéréen — jelentésen megneheziti a toxikologia
kisérletek reprodukdlhatosagat. Reméltiik, hogy elegendd sejtdllomany fog rendel-
kezésiinkre allni a kisérletek végrehajtasahoz.

Az egyedi fémionok toxikoldgiai tanulmanyozasa utdn, elézetesen magnetit
nanorészecskéket terveztiink bevinni a sejtekbe. Feltételeztiik, hogy a sejtekbe eld-
zetesen bevitt magnetit nanorészecskék kompetitiv adszorpcid révén megkotik a

fémionok jelentds részét, igy a mérgezd hatasuk csokken.
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3. Kisérleti rész

3.1 Vegyszerek

A felhasznalt vegyszerek specifikumai az 1. tabldzatban lathatok.

1. tablazat. Az alkalmazott vegyszerek gydrtija és a tisztasiga

Vegyiilet neve Gyart6 Tisztasag
FeCl;.6H,O Sigma-Aldrich min. 97%
FeCl,.3H,0O Sigma-Aldrich min. 99,0%

NaOH Molar Chemicals Kft. min. 99%
NH;3-oldat Molar Chemicals Kfft. min. 99%
Co(NOs3),.6H,0O Spektrum-3D Kfft. min 99,0%
Cu(NO»),.3H,O0  VWR BDH PROLABO min. 98%
MnCl, VWR BDH PROLABO min. 99,5%
ZnCl, VWR BDH PROLABO min. 98%
Pb(NOs3), Spektrum-3D Kift. min. 99,5%

3.2 Magnetit nanorészecskék eloallitasa

Munkénk sordn két kiilonb6zd magnetit nanorészecske szintézist hajtottunk

végre. Mindkét esetben a koprecipitaciés modszert alkalmaztuk [14,15,16].

Az elsd szintézisnél 27,024 g FeCls;.6H,0-t, 10,934 g FeCl,.3H,O-t és 16,402 g
NaOH-t oldottunk fel 20-20 mL desztillalt vizben, majd 6sszekevertiik a két vasoldatot.
Ezutdn 40 mL desztillalt vizhez ilivegkeverdvel vald intenziv keverés kozben hozza-
adtunk 0,04 mL-t az el6z6leg elkészitett vasoldatbol, majd néhany csepp NaOH-oldattal
kicsapattuk, aminek kovetkeztében az oldatunk sargas, zavaros lett. Egy kis idd

elteltével egyszerre hozzdadtuk a vasoldat teljes mennyiségét, majd lassan csepegtetve
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adagoltuk a NaOH-oldat mennyiségének a felét. A lugoldat masik felét egyszerre
ontottiik hozza, majd révid ideig kevertettiik a mar fekete csapadékot. A kortilbeliil 10
percnyi kevertetés utan, a mintankat desztillalt vizzel mostuk t6bbszor is semleges pH-
ig. Ezutan cc. sosavval savanyitottuk pH~2-ig, majd 0jra mostuk tobbszor desztillalt
vizzel. Mosés utan a mintankat 45 °C-os szaritoszekrénybe helyeztiik egy 6rara. Miutan
letelt az egy ora, megvartuk mig visszahiil szobahdmérsékletre és egyszeri desztillalt
vizzel torténd mosast kdvetden koriilbeliil egy orara ultrahangos kédba tettiik. Ezutan 4
°C-on taroltuk 1égmentesen a tovabbi mérésekhez.

A masodik szintézishez kimértiink 20,009 g FeCl;-6H,O-t és 5,996 ¢
FeCl,-:3H,0-t ¢és feloldottuk 400 mL desztillalt vizben. Majd ezt a vasoldatot zart
tivegreaktorban nitrogéngdz buborékoltatdsa mellett iivegkeverdvel intenziven kever-
tettiik. Keverés kozben cseppenként adagoltunk hozza 20 mL 25 m/m%-os NH;3-oldatot,
majd ugyanennyit adtunk hozzé egyszerre €s kevertettiilk még tovabbi 30 percig. Ezutan
tobbszor mostuk desztillalt vizzel semleges pH-ig, majd 60 °C-os szaritoszekrénybe
helyeztiik egy orara és ujbol mostuk desztillalt vizzel. A tovabbi kisérletekhez a mintan-
kat Iégmentesen 4 °C-on taroltuk.

crer

tomegmeérése alapjan hataroztuk meg.

3.3 Alkalmazott miiszerek, berendezések, eszkozok és mérési

modszerek

Az elballitott magnetit nanorészecskék méretét és alakjat FEI Tecnai G* 20 x-
Twin HRTEM transzmisszios elektronmikroszkop segitségével hataroztuk meg. A
mintainkat etanollal higitva egy polimer és szénréteggel fedett kisméretli gridre
(rézhaldéra) cseppentettiik, majd szaradds utan lefényképeztilk Oket. A részecskék
méretét az ImagelJ program segitségével mértilk meg.

A masodik szintézissel eldallitott magnetit nanorészecskék méretét megmértiik
rontgendiffrakcios modszerrel is. A mintank 3-4 cseppjét iiveglapon koriibeliil 80 °C-os

szaritoszekrénybe helyeztik. A méréseket MiniFlex II rontgendiffraktométerrel

végeztik el a 2@&[200,800] tartomanyban, Cu-K, sugarforrast alkalmazva. Mérést

kovetéen a Scherrer-egyenlet segitségével, a 20 = 30,2° -hoz tartozo csucs alapjan

hataroztam meg a részecskeméretet.
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Az MTT méréseket 96 lyuku mikrotiter plate-en végeztiik human emlétumor
eredetli MCF-7 és vastagbélrakos Colo-320 sejteken. Az MCF-7 sejteket 10% borju
szérumot (FBS), 4 mM glutamint és 0,005% ampicillin tovabba 0,01% sztreptomicin
antibiotikumokat tartalmazé Roswell Park Memorial Institute (RPMI) médiumban
novesztettiik, 37 °C hémérsékletli termosztatban, 5%-o0s CO, koncentracié mellett. A
Colo-320 vastagbél adenokarcinoma sejteket 1 g/L gliikozt tartalmazd Dulbecco
Modified Eagle (DMEM) médiumban ndvesztettiik. A tapoldatot 10% FBS-el, 4 mM
glutaminnal, 0,005% ampicillinnel és 0,01% sztreptomicinnel egészitettiik ki. A sejteket
37 °C-on, paras kornyezetben, 5% CO, koncentracid mellett inkubatorban noveltiik.

A mérés soran keletkezé formazan mennyiségét, amely egyenesen aranyos az
¢16 sejtek szamaval, SPECTR Ostar™" spektrofotométerrel mértiik 570 nm-es referencia
hullamhosszon. A formazant az abszorbancia mérése elott oldhatdo formaba kell hozni,
tovabba érdemes stabilizalni a szint, és csokkenteni a tapoldatban taldlhatd fenolvoros
zavard hatasat. A kristalyok oldasat és mindezeket a feltételeket a DMSO (dimetil-
szulfoxid) alkalmazasaval tudtuk elérni. Az MTT konverzidjat a tapoldat pH-ja és
tdpanyagok hianya is befolyasolja. Fontos szempont az is, hogy a vizsgalt sejtkultura a
novekedés logaritmikus fazisdban legyen, mert a mért abszorbancia csak ekkor
tekinthetd egyenesen aranyosnak a kultura viabilitasaval.

Meéréseink alkalmdval wellenként 10.000 sejttel dolgoztunk, amit hemocitométer
segitségével szdmoltunk meg. Az eljards soran, a protokoll szerint haladva, az els6
napon 96 lyuka mikrotiter plate-be osztottuk ki a sejteket. Kovetkezd napon végeztiik a
megfeleld kezeléseket: a nanorészecskéket, az ionokat, illetve ezeket a komponenseket
egyiitt, egy oraval egymdsutan — kiilonb6z6 koncentraciokban, médiumban higitva —
hozzdadtuk a sejtekhez. 4 parhuzamos mérést végeztiink minden kezelésre. 24 o6ra
elteltével a médiumokat leszivtuk a sejtekrdl, majd az MTT reagenst 5 mg/ml
koncentracioban, tapoldatban higitva a sejtkultirahoz adtuk, mellyel 1 6ran keresztiil
inkubaltuk a kultardkat. Majd a reagenst eltavolitottuk és a keletkezett kristalyokat
DMSO-ban oldottuk, ¢és megmértiik a mikrotiter plate welljeiben 1évé oldatok
abszorbancidjat. Az abszorbancia értékekbdl kivontuk a csak DMSO-ra mért elnyelést,
majd megallapitottuk az egyes kezeléseknél alkalmazott nanorészecske/ion koncent-

raciokhoz tartozo sejttulélést.
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3.4 A TEM és az MTT mérési adatok kiértékelése [8,24,25]

A TEM képekrdl meghatarozott részecskeméreteket elészor novekvd sorrendbe

rendeztiik (x:i=12,..m):

X <x,<..<x (11)
Az x részecskeméret egy valoszinliségi valtozonak tekinthetd. Legyenm, azon részecs-
kék szama, melyre x < x, teljesiil! Annak a p; valosziniisége, hogy x < x;:

p o~ (12)

Tegylik fel, hogy a részecskeméret normalis eloszlasu p varhato értékkel és ¢ szordssal,

azaz xe N [ M, 0'] . Ekkor az elébbi valoszinliségre az elméleti, azaz a szamitott érték:

B(,u,a)z If(x;,u,a)dx, (13)

ahol f (x;u,0) anormalis eloszlas valdszinliségi siiriségfliggvénye:

R (x-p)’
f(x,,u,O')—O_ﬂexp{ o7 } (14)

Az OLS célfiiggvény pedig:

m

S(uo)= ) (n-R(wo)) (15)

i=1
A numerikus integralas elkeriilése érdekében at kell alakitanunk P (u,0)
kifejezését olyan alakura, mely az erf hibafliggvényt tartalmazza, ugyanis az erf a
derf () FORTRAN konyvtari fliggvény segitségével mar konnyen szamithato.

Behelyettesitve az f (x; ,u,O') fiiggvényt P ( 78 a) -be, kapjuk, hogy

Iexp{— (xz_él) }dx (16)

o

E(,u,a)= o217

Bevezetve a ¢ =(x—p)/o valtozot (di =dx/c), B(u,0)-ra a kdvetkezd Osszefiiggés

adodik:

(xi—n)/e (xi-p)fo
1 ‘ £ o £ 1 =) (17)
B(/U’O-)ZG\/E exXp —E Udlzﬁ exXp —E dt:E 1+erf O-—\/E

—0 —0
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Ezt behelyettesitve az OLS célfiiggvénybe, a kovetkezd formula adodik:

S(u,a)=i[p,—l[l+erf(0 4 DJ (18)

Ahhoz, hogy a g1 és ¢ paraméterekre becslést kapjunk, meg kell keresniink az adott

célfiiggvény (globalis) minimumat. A ( [1,&) pont akkor minimum, ha a parcidlis

5.~
Ou (4.0)

B
96 J(as)

A globalis minimum meghatarozdsara egy FORTRAN programot készitettiink. Ez

derivaltak eltiinnek:

(19)

meghatdrozza a nanorészecskék atlagos méretét és annak szorasat.

Az MTT mérés soran kapott intenzitasok adatsorainak kiugrdé pontjait adott
szignifikancia-szinten a PRESS- és az R-Student statisztika segitségével hataroztuk meg.
Helyesebb azonban tovabbi teszteket alkalmazni erre a feladatra, és csak akkor
eltavolitani a kiugrd pontokat, ha tobb teszt egyoOntetiien erre az eredményre vezet. A
tovabbiakban csak az R-Student statisztikdt mutatjuk be a potencidlisan kiugré pontok
meghatarozasara.

Jeloljik a kontrolintenzitasokat 7, ,-vel (i=1,2,...,N'), ahol N a kontrolmintak

szama! Legyen I =N (Z . “), valamint S(I_C):ZN (]c’l.—[_c)2 ' Meg kell

i=1

c,i

hataroznunk az e, , =1, 1 _, kiilonbségeket, ahol:

I,=—>Y1,. (20)

J#l

¢ =Gt 1)

ahol s :\/(S(I_,)—ei_i)/(N—2) . Ha ||>¢,,,,, akkor az azt jelenti, hogy I,

c

kiugr6 pont. Ennek megfeleléen egy FORTRAN programot készitettiink, mely megadja

egy tetszOleges adatsor kiugrépontjait.
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A kiugré pontok meghatdrozasa ¢és eltavolitasa utdn, a modellfliggvényben
szerepld paraméterek meghatirozasa érdekében 4ltalaban egyszerli linedris vagy
sulyozott linearis regresszidt végeztiink. Ezekben az esetekben a globalis minimum

egyértelmii, igy nincs sziikség a szimplex modszer alkalmazasara.
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4. Az eredmények ismertetése

4.1 A magnetit nanorészecskék mérete

4.1.1 Rontgendiffrakcios analizis

A 2. dbra a masodik szintézissel eldallitott magnetit rontgendiffraktogramjat mutatja.

.
p—
—
o
N
=
< —
e o
S = 3
= — ~
s ] s e
5} = = o
= = NS Y
| T [ T I T [ T [ T I T |
20 30 40 50 60 70 80

20 [°]
2. abra: A masodik szintézissel el6allitott magnetit rontgendiffraktogramja

Az altalunk el6allitott magnetit nanorészecskék rontgendiffraktogramjat 6sszehasonlitva

az irodalomban kozolt diffraktogrammal [26], megallapithato, hogy tiszta magnetitet
sikertilt szintetizalnunk. A 20 =~ 30,2" -hoz tartozé csucsbol, a Scherrer-egyenlet alapjan

a részecskeméretre ~11,7 nm adodott.
4.1.2 Transzmisszios elektronmikroszkopia

Az elso szintézissel kapott magnetit mintardl készitett TEM képek (3. abra) azt

cre

eloallitanunk.
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3. dbra: Az elsé szintézissel kapott magnetit nanorészecskék TEM képei

A szamitogépes kiértékelés szerint a nanorészecskék atlagos mérete: 5,8 £ 0,9 nm.
A masodik szintézissel eldallitott magnetit nanorészecskék (4. &bra) atlagos mérete

ennek tobb mint a kétszerese: 13,9+ 1,9 nm-t kaptunk.

100 nm B [— T

4. abra: A masodik szintézissel kapott magnetit nanorészecskék TEM képei

Az 5. és a 6. abrakon bemutatjuk a kisérleti adatokbol a részecskék méreteloszlasara
kapott hisztogramokat. Az abrak azt mutatjak, hogy a méreteloszlasok jo kozelitéssel
normalisak, igy az atlagos részecskeméretek meghatarozasara alkalmazott para-

méterbecsld eljarasunk alapfeltevése mar elso ranézésre teljesil.
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5. abra: Az elsé szintézissel kapott magnetit nanorészecskék méreteloszlasa
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6. abra: A masodik szintézissel kapott magnetit nanorészecskék méreteloszlasa
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4.2 Fémionok citotoxicitasanak mérése

crer

3 sterilizalt vizben. Sterilizalas

bemértiink 10 mg-ot, majd feloldottuk 6ket 20-20 cm
céljabol az oldatokat 0,22 pum-es szlirével szirtiik, és UV-kezelést hajtottunk végre
rajtuk. A fémsodoldatokbol 50, 100, 150, 200 és 250 mg/L-es koncentracidju oldatokat
készitve, — MTT mérést alkalmazva — megmeértiik a kiilonb6z6é fémionok citotoxicitasat.

A biokémiai MTT kisérleti adatok vizsgalata azt sugallja, hogy a fémionok
hatdsara bekovetkezd sejtelhalas — jo kozelitéssel — exponencialisan fiigg a fémionok
koncentraciojatol. Ennek illusztralasara a 7. abran bemutatjuk a Zn(II) ionok hatdsara

bekovetkezd sejtelhalast az ionkoncentracio fiiggvényében. A 8. abran ugyanezt

abrazoljuk linearizalt 6sszefiiggésnek megfelelden.

1.09

0.8 1 P

0.6 1

I,

0.4 o

0.2 1

0.0 — —
0.0 05 1.0 15 2.0

[Zn(I)}/(mmol L™

7. abra: A Zn(Il) ionok hatisiara bekovetkezé sejtelhalds a koncentracio fiiggvényében
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8. abra: A 7. abra adatainak linearizalt abrazolasa

A kiértékelésnél figyelembe kell venni, hogy a biokémiai kisérleti adatok
szoérasa joval nagyobb, mint a hagyomanyos fizikai-kémiai kisérleteké, s a kiugré pon-
tok azonositasara pedig nagyobb figyelmet kell forditani.

A kiértékelés soran alkalmazott modellfiiggvényiink a kdvetkezd volt:

I=1I,exp(—a[M(1)]), (22)
ahol 7 a fémionok jelenlétében ¢és [y a fémionok hozzdadasa nélkiil mért (referencia)
abszorbancia. Bemutatjuk a (22) Osszefiiggés linearizalt valtozatat is, amit a 8. &bra
esetén alkalmaztunk:

1
1nZ =—a[M(II)]. (23)
Az o paraméter értékének regresszidval torténd becslése utan, az LC50 konnyen
szamithato:

Lcso=m2. (24)
a

A linearizalt (23)-as Osszefiiggés alkalmazasanal a linearizalas torzitd hatdsat megfeleld
sulyfaktorok alkalmazasaval ki lehet kiiszobolni [27]. A 2. tabldzat a
paraméterbecsléssel meghatarozott LC50 koncentracidkat tartalmazza MCF-7 sejtek

esetén. A Colo-320 sejtekre kapott értékek a 3. tdblazatban lathatok. Mivel a
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sejtallomanyok gyakran elfertdzddtek, s elpusztultak, ezért a kiértékeléshez kevés,

egymastol fliggetlen mérés allt rendelkezésiinkre. Mindenképpen sziikséges tovabbi mé-

rések végzése a higiénids feltételek szigoru betartdsa mellett.

2. tablazat. A tanulmanyozott fémionok 50%-os halalozasi koncentraciéja MCF-7 sejtekre

Ton o LC50/(mmol L) —1gLC50
Zn(1D) 0,93 + 0,02 0,745 3,12
Mn(1I) 0,96 + 0,07 0,722 3,14
Cu(Il) 2,22 40,65 0,315 3,50
Pb(1I) -~ — -
Co(II) - — -

3. tablazat. A tanulmanyozott fémionok 50%-os haldlozasi koncentraciéja Colo-320 sejtekre

Ton o LC50/(mmol L™ —1gLC50
Zn(1D) 1,02 0,26 0,68 3,16
Mn(1I) 0,17 + 0,04 4,08 2,38
Cu(Il) 1,50 0,11 0,46 3,34
Pb(1l) 0,87 £0,12 0,80 3,09
Co(II) 0,57 £0,12 1,22 2,91

A 3. tdblazat adatai szerint a tanulméanyozott fémionok citotoxicitdsa a Colo-320
sejtekre a kovetkezd sorrendben csokken:
Cu(Il) - Zn(II) — Pb(II) — Co(II) — Mn(II)

Az MCF-7 sejtek esetén is a Cu(Il) volt a legtoxikusabb. Az 6lomra vonatkoz6 MCF-7
kisérleti adatokat nem lehetett kiértékelni: az illesztések nem voltak statisztikailag
szignifikansak. Tovabbi méréseket nem tudtunk végezni MCF-7 sejteken, mivel nem
allt rendelkezésiinkre elegendd sejtallomany a kisérletekhez, ezért hianyos a 2. tablazat.

Bemutatunk egy kisérletet Colo-320 sejtekre is. A Cu(Il) ionok hataséara
bekovetkezd sejtelhaldst a Colo-320 sejtekre vonatkozoan a 9. és a 10. dbrak mutatjak.
Az MCF-7 sejtek esetén tapasztaltakhoz hasonld jellegzetességek figyelhetok meg a

gorbék lefutasan.
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9. abra: A Cu(Il) ionok hatisara bekovetkezo sejtelhaldas a koncentracio fiiggvényében
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10. abra: A 9. abra adatainak linearizalt abrazolasa
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4.3 A magnetit citotoxicitasanak mérése

A magnetit nanorészecskékre vonatkozd citotoxicitdsi méréseket ugyantgy
hajtottuk végre és értékeltiik ki, mint a fémionokra vonatkozodkat (lasd 4.2 pontot). A 11.
¢s a 12. abrdkon az atlagosan 14 nm-es magnetit nanorészecskékre kapott kisérleti
adatokat mutatjuk be MCF-7 sejtek esetén. Lathato, hogy nem értiik el az 50%-os hala-
lozési koncentraciot, igy azt mondhatjuk, hogy a 14 nm-es magnetit nanorészecske az
alkalmazott koncentracidtartomanyban nem rendelkezik LC50 értékkel. A parhuzamos
kisérletek esetén is ugyanez volt a helyzet. Természetesen, extrapolaciot végre tudnank
hajtani az LC50 értékének meghatarozdsa érdekében. Ezt azonban — a szakirodalom
tiikrében — nem tartottuk 1ényegesnek.

Sajnos, az elézdeket nem jelenthetjiik ki a 6 nm-es magnetit nanorészecskékkel
kapcsolatban: az sszes mérésnél, a koncentracio fiiggvényében 50%-nal alacsonyabb
viabilitast tapasztaltunk. Mindezek azt mutatjdk, hogy a 6 nm-es magnetit nano-
részecskék esetén tovabbi kisérletek sziikségesek egyértelmii kovetkeztetések

levonasahoz.
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11. abra: A 14 nm-es magnetit nanorészecskék hatasara bekovetkezo sejtelhalds a koncentracié

fiiggvényében
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12. abra: A 11. abra adatainak linearizalt abrazolasa

4.4 A magnetit és a fémionok citotoxicitasanak egyiittes mérése

A magnetit nanorészecskékre és a fémionokra vonatkozd, egylittes MTT
méréseket a 4.2 és a 4.3 pontokban leirtak szerint hajtottuk végre. A magnetit
nanorészecskék koncentracioja minden kisérletnél ugyanannyi volt: 0,831 g/L.

Elészor a magnetit nanorészecskéket mértiilk a sejteket tartalmazd wellekbe,
majd 1 ora inkubdlast kovetden hozzdadtuk a fémsdoldatot is. Ezeket a méréseket 14
nm-es nanorészecskékkel végeztiik. Sajnos, csak a Cu(ll) ion esetén tudtuk
kortiltekintéen végrehajtani a méréseket. A tobbi ionnal valo kisérletet késdbbre kellett
halasztanunk. Egy tipikus kisérlet eredményét lathatjuk a 13. és a 14. dbrakon.

A sulyozott legkisebb négyzetek modszerével, a 13. dbra adataira végrehajtott
lineéris regresszio eredménye: o =0,87+0,16. Ebbdl a (24) 6sszefliggés alapjan LC50
= 0.80 mmol/L adddik , azaz —1gL.C50 = 3,10. Ha Gsszevetjiik ezt az értéket a 3. tab-
lazatban feltiintetett 3,34 értékkel, ami magnetit nanorészecskék nélkiil lett
meghatdrozva, akkor levonhatjuk azt a kovetkeztetést, hogy a Cu(Il) ionok toxikus
hatasat a magnetit nanorészecskék — valdsziniileg adszorpcid révén — jelentdsen csok-
kentették. Hatarozzuk meg, hogy a két LCS50 érték kozotti kiilonbség mekkora

adszorbealt anyagmennyiségnek felel meg Cu(ll)-re vonatkozdan, és az hogyan
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viszonyul a magnetit nanorészecskék vizes oldatban meghatarozott adszorpcios

kapacitasdhoz [15]!
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13. abra: A Cu(Il) ionok, 14 nm-es magnetit nanorészecskék jelenlétében, hatasara bekovetkezo

sejtelhalas (Colo-320) a koncentraci6 fiiggvényében

In(i,)

T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

[Cu(I])/(mmol L™)

14. abra: A 13. abra adatainak linearizalt abrazolasa
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Az elozéek szerint a Colo-320 sejtekre vonatkozd LC50 értéke a Cu(Il)
ionoknak 0,46 mmol/L (3. tablazat). Egy well térfogata 100 uL, igy az LC50 alapjan
szamitott anyagmennyiség 46 umol. Magnetit nanorészecskék jelenlétében
meghatarozott LC50 érték 0,8 mmol/l, ami egy wellre vonatkozdéan 80 pmol
anyagmennyiségnek felel meg. A két érték kiilonbségét (80 — 46 = 34 uL) — elsd
kozelitésben — tigy tekinthetjiik, hogy azt az egy wellben levé magnetit nanorészecskék
adszorbedljak. Ismerve a magnetit nanorészecskék tomegét wellenként (83.1 pg), a
Cu(II) ionokra vonatkoz6 fajlagos adszorbedlt anyagmennyiség 0.41 mmol/g.

Giraldo és mtsai meghataroztak 8 nm-es magnetit nanorészecskék maximalis
fajlagos adszorpcios kapacitasat Cu(Il) ionokra vonatkozoan, vizes kézegben [15]. Az
altaluk kapott érték 0.170 mmol/g.

A mi magnetit nanorészecskéink atlagos mérete jelen esetben 14 nm volt. Mivel
a fémionokkal vald adszorpcids kolcsonhatas a magnetit nanorészecskék feliiletén
talalhatd6 OH-csoportokkal jon 1étre, ezért feltételezhetd, hogy az adszorpcié mértéke a
feliilet mértékével, azaz a felszinnel egyenesen ardnyos. Ennek megfelelden Giraldo és
mtsai 8 nm-es atlagos részecskeméretre vonatkozd maximalis adszorpcid kapacitasat

extrapolalni tudjuk 14 nm-es részecskeméretre:

2
1% 6,17 = 0,52 mmol.
8 g

Az éltalunk kapott értéknek ennél kisebbnek kell lenni. Ez pedig tejesiil, hiszen 0,41 <
0.52.

Konkluzioként megallapithatjuk tehat, hogy a magnetit nanorészecskék

kompetitiv adszorpcioval meg tudjak kotni a sejtben levé Cu(Il) ionokat.
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5. Osszefoglalas

Kiilonb6z0 méretli magnetit nanorészecskék szintézisét valdsitottuk meg ko-
precipitacios modszerrel. Mintdink méretének meghatdrozasaira XRD és TEM mod-
szereket alkalmaztunk. Az egyik minta atlagos mérete 6 nm-nek, a masiké 14 nm-nek
adodott a TEM vizsgalatok alapjan. A méretek meghatarozasa paraméterbecsléssel
tortént, normalis eloszlast feltételezve a részecskék méreteloszlasara.

MTT citotoxikologiai méréseket végeztiink 6t fémionra: Cu(Il), Zn(Il), Pb(Il),
Mn(II) és Co(II). A toxikologiai mérésekhez MCF-7 és Colo-320 sejteket hasznaltunk.
A toxikologiai kisérleti adatok kiértékelésére felallitottunk egy exponencialis
modellfiiggvényt, aminek egyetlen paraméterét linedris és nemlinedris regresszidval
egyarant meghataroztuk az adatokra valo illesztéssel. A modellfiiggvény becsiilt
paramétereibdl kiszdmitottuk az egyes fémionokra vonatkozd 50%-os haldlozasi kon-
centraciokat (LC50). Legtoxikusabbnak a Cu(Il), legkevésbé toxikusnak a Mn(Il) ion
mutatkozott. Az ionok csokkend toxikussagadnak mértékére a kovetkezd sorrend ado-
dott: Cu(Il) — Zn(II) —» Pb(II) —» Co(II) - Mn(II) .

A 14 nm-es magnetit nanorészecskék az alkalmazott koncentracidtartomanyban
nem bizonyultak toxikusnak az MTT mérések alapjan. Sajnos, a 6 nm-es részecskék
esetén a kisérleti adatok nagyon szortak, igy ezek nem voltak kiértékelhetdk.

A fémionok koziil egyediil csak a Cu(Il) ion toxikussagat tudtuk kisérletileg

tanulmanyozni magnetit nanorészecskék jelenlétében. Ezeknél a méréseknél a 14 nm-es

crer

crer

LC50 értéket adott a Cu(Il) ionokra a korabban kapott értéknél, amit magnetit
nanorészecskék jelenléte nélkiil hataroztunk meg. A két LC50 érték kozotti kiillonbség
tokéletes Osszhangban van az irodalomban kozolt adszorpciods értékkel. Ezek az ered-
mények azt bizonyitjak, hogy a magnetit nanorészecskék kompetitiv adszorpcioval meg
tudjak kotni a sejtekben 1évé Cu(Il) ionokat, igy csokkentve azok mérgezd hatasat.
Természetesen sziikség lenne a jovoben ilyen vizsgélatokat végezni a tobbi fémionra is.
A projekt tobb fémionra val6 kiterjesztésével pedig talan lehetdség lenne egy altalanos
QSAR-modell felallitdsara, ami minden fémionra alkalmazhato.

A tapasztalatok azt mutatjak, hogy nagyon tiszta vegyiiletek és szigoru higiénias
laboratoriumi koriilmények sziikségesek a magnetit nanorészecskék szintéziséhez illetve

a toxikologiai vizsgalatokhoz.
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