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1 Bevezetés

1.1 Daganatok

A daganatok olyan betegségek, amelyben a sejtek képesek kontrollalatlanul szaporodni és
novekedni. Ugy vélik, hogy ezt a viselkedést genetikai muticiok okozzak, epigenetikai
modosulasok mellett. A hagyomanyos kezelési modok koz¢ tartozik a miitét, a sugarkezelés és a
kemoterapia. Sajnos a kemoterapias szerek generalizalt szisztémas toxicitast okoznak, a sugarzas
hatdssal van a kornyezd egészséges szovetekre, a miitét pedig invaziv, és nem mindig képes
teljesen eltavolitani a tumorszovetet. Ebben az 0Osszefliggésben a nanotechnologiai és
nanotudomdnyos megkdozelitések egyre inkdbb hozzdjarulnak a kiizdelemhez azaltal, hogy 1j
stratégiakat dolgoznak ki a tumorok kezelésére, mikdzben minimalizaljak az egészséges szdvetek

karosodasat.

1.2 Nanotudomany
A nanotudomany napjainkban a nanométeres mérettartomanyba esd struktirdk és molekuldk

vizsgalataval foglalkozik, jellemzdéen 1 és 100 nm kozott. A nanorészecskék (NP-k) kivételes
tulajdonsagokkal rendelkeznek, ami igéretes jeloltekké teszi Oket a daganatok kezelésében. Ilyen
példaul a nanorészecskék azon képessége, hogy passzivan felhalmozodjanak a tumorokban.
Emellett a felsziniikh6z célpont specifikus ligandumok kapcsolhatok. A nanorészecskék koziil az

eziist nanorészecskék (AgNP-k) kiilonds figyelmet kaptak biomedicindlis alkalmazéasaik miatt.

1.2.1 Eziist nanorészecskék (AgNP-k)

Az AgNP-k szervetlen, fémes nanorészecskék (MNP-k), amelyek nanométeres tartomanyban 1évo
elemi eziistbél allnak. Kiilonosen jol ismertek optikai és biocid tulajdonsagaikrél. Erdemes
megemliteni, hogy fokozhatjak a hagyomanyos kemoterapias szerek hatékonysagat.
Bizonyitottak, hogy az AgNP-k citolitikus hatdsukat az Ag" ionok intracellularis felszabaditdsan
keresztiil fejthetik ki az tgynevezett ,,trdjai fal6” mechanizmus révén, amely soran az Ag* ionok
reaktiv oxigén gyokok (ROS) generdlnak, ami oxidativ stresszhez (OS) vezet. Tovabba fontos
megjegyezni, hogy az AgNP-k Ag*-ionoktdl fiiggetlen mechanizmuson keresztiil is kivalthatnak

toxicitast.



1.2.1.1 Az AgNPs fototermikus tulajdonsagai

Az AgNPs jol ismertek felszini plazmonrezonanciajukrol (SPR) is, amely lehetdvé teszi a fény
hatékony atalakitasat lokalis hové, amikor az AgNP-ket fényforrassal besugarozzak. Ez a
fototermikus hatéas kiterjeszti az AgNP-k alkalmazasat a dagantok kezelésében fototermikus

terapiara (PTT) azaltal, hogy hipertermiat idéz eld és sejthalalt valt ki.

1.2.1.2 Az AgNPs korlatai

A mononuklearis fagocita rendszer (MPS) az AgNP-ket idegen testként ismeri fel, ami
immunvalaszt valt ki, és “off-target” hatdsokat okoz az egészséges szovetekben. Ezzel egyiitt a
tumorhelyen rendelkezésre allo6 AgNP-k mennyiségének csokkenésével is jar. Tovabba, az emlds
sejtek AgNP-kkal torténd kezelése oxidativ stresszt (OS), DNS-karosodast és apoptotikus titvonal
aktivaciot idézhet eld. Emellett az AgNP-k reakcioba Iéphetnek a bioldgiai folyadékok
osszetevoiivel, példaul elektrolitokkal, ami befolyasolja sajat fizikai-kémiai tulajdonsagaikat,
ezaltal csokkentve stabilitasukat. Ennek kovetkeztében az AgNP-k toxicitdsa ingadozova és
kiszamithatatlanna valik. Egy lehetséges mod ezen korlatok lekiizdésére az AgNP-k lipidhordozok

segitségevel torténd célzott szallitasa.

1.2.2 Lipid alapu gyogyszerszallit6 rendszerek

A lipid alapt gyogyszerszallité rendszerek nanorészecske-méretlieck (NP), sejtszerti rétegekbdl
allnak, és széles korben alkalmazzak dket aktiv hatdanyagok célzott szallitasara. Ezek a
rendszerek magukban foglaljak a liposzomékat és a lipidbevonatokat. Jellemzden
foszfolipidekbdl (PL-ekbdl) épiilnek fel.

A liposzoémak gomb alaku, mesterséges nanorendszerek, amelyek foszfolipidekbdl és/vagy mas
amfipatikus lipidekbdl allnak. Altaldban egy vagy tobb kettSsrétegbdl 4alld6 membrant
tartalmaznak, amelyek a liposzoma tipusatol fliggden egy vagy tobb vizes magot (core-t) hoznak
1étre. A foszfolipid-kettosrétegek nagyon hasonlitanak a természetes sejthartyakhoz, lehetové téve
a hatékony sejtkolcsonhatast, mikézben minimalizaljak a kedvezdtlen reakcidkat és javitjdk a

biokompatibilitast.

1.2.3 Lipid—fémes nanorészecske formulaciok
A lipidhordozok és fémes nanorészecskék (MNP-k) kombindcidja igéretes stratégiat jelent

mindkét rendszer egyedi tulajdonsagainak integraldsara. A liposzémaba zart AgNP-k tekintetében



csupan korlatozott szamu tanulmany vizsgélta a liposzomak alkalmazdsit az AgNP-k
szallitojaként, hogy értékeljék antineoplasztikus aktivitasukat, és ezek a vizsgéalatok hagyomanyos,
két-dimenzios (2D) modellekre korlatozodtak. Ezekben a tanulmdnyokban a liposzoma-
formulaciokat nem tisztitottak meg az szabad, kapszulan kiviili AgNP-kt6l, ami megneheziti annak
megkiilonboztetését, hogy a terdpias hatdst a bezart vagy a szabad nanorészecskék hozzak-e 1étre.
Ennek kovetkeztében a tisztitott liposzoémak valodi terapias potencialja és mechanisztikus hatasai
tovabbra sem tisztazottak.

Tovéabba az AgNP-k hibrid lipid—tiol réteggel torténd bevondsa jelentdsen csokkentette a toxicitast
embrionalis zebradanid modellekben, és javitotta az AgNP-k stabilitasat, valamint szabdlyozta az
aggregaciot. A biztatd eredmények ellenére ezt a bevonati stratégiat még nem tesztelték emlds

tumorsejtekben vagy ex vivo modellekben, amelyek a jelen tanulmany egyik 6 fokuszat képezik.

2 Ceélkituzések

2.1 Liposzomaba zart AgNP-k (LAg-Kk) eléallitasa és jellemzése (LAgS)

» A lipidosszetétel hatdsanak fizikai-kémiai vizsgalata.

» A LAg-k bioldgiai alkalmazhatosaganak értékelése.

» Alegstabilabb LAg-k passziv, akut és hosszl tavi toxicitasanak vizsgalata, valamint annak
felderitése, hogy az AgNP-k liposzoméakba zirasa hogyan befolydsolja az AgNP-k
toxicitasat egészséges és tumorsejtekre 2D modellekben.

» A LAg-formulaciok antiinvaziv potencialjanak értékelése fizioldgiailag relevans 3D

kornyezetben.

2.2 Cél: célzott, lipidbevonatu AgNP-k eloallitasa és jellemzése
» Oxidacioallo, stabil és biokompatibilis nanorészecskék eldallitasa.

» A hibrid lipidbevonat védelmi képességének értékelése agressziv kornyezetben.

» Abevonat terapias hatasanak vizsgalata az AgNP-k toxicitasara egészséges kontrollsejtekre
¢s GBM sejtvonalra 2D modellekben.

» Annak ellendrzése, hogy az AgNP-k fototermikus agensekként (PTA) torténd alkalmazasa
javitja-e a hatékonysagukat tumorsejtekkel szemben.

» A sejtspecifikus aktiv célzas fokozasa.



3 Anyagok és Modszerek

3.1 Liposzomaba zart AgNPs
AgNP-k szintézise és jellemzése: A szabad AgNP-ket (AgNP-k-u) és a citrattal bevont AgNP-ket

(AgNP-k-c) kémiai redukcidval allitottuk el6, majd ultraibolya—lathatd (UV—Vis)
spektroszkopiaval, dinamikus fénykiterjedéses szorassal (DLS) ¢és  transzmisszids
elektronmikroszkdpiaval (TEM) jellemeztiik.

Liposzomak eléallitasa: Kiilonb6z6 lipidosszetételii liposzomakat (1. tablazat) a hagyoményos
vékonyfilm-hidratdcidos modszerrel készitettilk. A széritott lipidfilmeket szobahdmérsékleten
hidrataltuk AgNP-kkel, hogy tobbrétegli liposzomakat (MLV-ket) képezzenek. A keletkezd

szuszpenziokat 100 nm-es polikarbonat membranon torténd extrudalasnak vetettiik ala.

1. tablazat. Kiilonb6z6 liposzoma-formulaciok

Lipid tipusa Molaris arany
1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (DOPC)
DOPC/ 1,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-rac-(1-glycerol) (DOPG) 1/1
DOPC/DOPG/Sphingomyelin (SM) 1/1/1
DOPC/DOPG/Cholesterol (Cho)/(SM) 1/1/1/1
DOPC/DOPG/(Phosphatidylinositol 4,5-biphosphate) PIP, 40/55/5
DOPC/DOPG/ 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-L-serine (DOPS)/PIP; 20/20/55/5

Liposzoma tisztitasa és jellemzése: A liposzomak szabad AgNPs-ektdl torténd tisztitdsat méret-
szelekcios kromatografia (SEC) segitségével végeztiik, Sephadex G-200 oszlop alkalmazéasaval. A
LAg-k tulajdonsagait DLS, TEM és rontgendiffrakcié (XRD) modszerekkel értékeltik. Az
enkapszuléacids hatékonysagot (EE) tomegspektrometridval mértiik. Ezen feliil stiriséggradiens-
centrifugdlast alkalmaztunk az {ires liposzomak szétvalasztisara, majd elemeztilk az egyes
frakcidkat.

LAg-k szivargasvizsgalata: A liposzomak stabilitasat biologiai kozegben ugy értékeltiik, hogy
karboxifluoreszceint (CF) lipiddel bevontuk, majd a LAg-ket DMEM-ben és DMEM + FBS
mellett 37 °C-on inkubéltuk.

LAg 2D toxicitas: Az AgNP-k és LAg-k citotoxikus hatasat 48 o6ran keresztiil A375, RPMI7951
¢s HEK293 sejtvonalakban vizsgaltuk az MTT-analizis segitségével. A kezelést kovetden az
A375 és RPMI7951 melanoma sejtek kolonia formald potencialjat kolonia képzo teszttel

értekeltiik.



3D Spheroid invazios vizsgalat: A melanoma sejtek invaziv viselkedését 3D kdrnyezetben
szferoid invazids teszt segitségével értékeltiik. Az A375 és RPMI7951 szferoidokat Matrigel
matrixba agyaztuk, majd szabad AgNP-kkel és LAg-kel kezeltiik, és az invaziot folyamatosan

nyomon kovettiik.

3.2 Hibrid lipidbevonatu, haromszog alaka AgNP-k
Lipidbevonati, haromszog alaku AgNP-k: A citrattal stabilizalt haromszog alaki AgNP-ket

kémiai redukcidval, H202 jelenlétében allitottuk eld. Ezutdn az AgNP-ket natrium-oleattal (SOA),
dipalmitoil-foszfatidil-kolin (DPPC) és hexan-tiollal (HT) vontuk be, igy létrehozva a végsd
AgNP-SOA-DPPC-HT formulaciot. Az AgNP-ket UV—Vis spektroszképidval és TEM-mel
jellemeztiik, majd stabilitasukat KCN maratasi probaval értékeltiik.

A lipidbevonatu haromszog alaka AgNP-k fototermikus potencialja: Az AgNP-
szuszpenziokat DMEM-ben 808 és 850 nm hullamhosszu 1ézerekkel, 2 W teljesitménnyel 6 percig
kezeltiik. A hdmérsékletet az besugarzas alatt folyamatosan mértiik.

A haromszog alaka AgNP-k citotoxicitasa: A haromszog alaktit AgNP-k toxicitasat U87, U251
¢s HEK sejtvonalakra az MTT-analizis segitségével értékeltiik. A sejteket AgNP-kkel kezelték,
majd 1ézerbesugarzasnak vetettiik ala.

A haromszog alaka AgNP-k célzasa: A klorotoxin (CTX) és az epidermalis novekedési faktor
(EGF) rekombinans DNS-technologiaval késziilt, majd a DSPE-PEG2000-COOH beépitésével a
LUV-okhoz konjugéltdk a bilayer formulacidéban. A hidrofob fluoreszcens festék, Dil beépitésre
keriilt az AgNP-felvétel nyomon kdvetésére. A 3D szferoidokat nem célzott vagy célzott AgNP-
kkel kezeltiik, majd fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk.

Ex vivo célzas emberi glioma-szeleteken: Az emberi glioma szdvetmintdkat célzott,

lipidbevonata AgNP-kkel inkubaltuk, majd fluoreszcens mikroszkopias megfigyelést végeztiink.

4 Eredmények
4.1 LAgs
AgNPs-k jellemzése
Az AgNP-k-u és AgNP-k-c UV—Vis spektrumdban SPR-csucsok jelentek meg. A TEM képek
kozvetleniil igazoltak a gdmbdolyl, egyenletes morfologiat, mig a DLS-mérések tovabba feltartak
a hidrodinamikai atmérdket: 45,0 nm az AgNP-k-u és 32,4 nm az AgNP-k-c esetében, a Zeta-
potencial értékek pedig rendre -27,0 mV és -41,3 mV voltak.



AgNP-k liposzomaba zarasa: A LAg-k tisztitasat SEC-modszerrel végeztiik, ami korabban még
nem tortént LAg-k esetében. A nagyobb LAg-k elualddtak, mig a szabad AgNP-k a kolonna tetején
maradtak. Ezt DLS-mérésekkel is megerésitettiik: a nem tisztitott LAg-mintadk két csucsot
mutattak, mig a tisztitott LAg-mintadk csak egyet. A tisztitott preparatumok TEM-képei csak a
lipiddel bevont nanorészecskéket mutattak, szabad AgNP-k nem voltak lathatok egyik vizsgalt
formulacioban sem. Tovabba, az XRD-spektrumok igazoltak az AgNP-k jelenlétét.

LAg-k tulajdonsagai és biostabilitasa: Az enkapszulacié altalaban negativabb Zeta-potencial
értékeket eredményezett, ami fokozott kolloid stabilitast jelez a LAg-k esetében. A
stirliséggradiens-centrifugalas (DGC) alapjan a vezikulak siirlisége novekedett a NP kapszulazas
sordn, és a LAg-k jelentds része a gradiens siirlibb rétegeibe iilepedett. A szabad AgNP-k és a
liposzomaba zart AgNP-k iilepedési viselkedése DGC-vel jol elkiilonithetd volt.

LAg-k biostabilitasa: [zotonias kozegben szivargas figyelheté meg a semleges €s erdésen negativ
toltésti LAg-k esetében. FBS hozzdadasa tovabbi kiillonbségeket tart fel. Mindazonaltal a PC/PG-
, PC/PG/SM- és PC/PG/SM/Chol-LAg-k konzisztensen a legmagasabb stabilitast mutattdk szérum
mellett.

A tisztitott LAg-k gatoljak a tumorsejtek életképességét: Mind a LAg-k, mind a szabad AgNP-
k csokkentették az A375 és RPMI7951 sejtek életképességét, a bevondanyag fliggvényében. Az
AgNP-k lipiddel torténé bevonidsa megérizte vagy javitotta a hatékonysagot. Erdemes
megjegyezni, hogy a LAg-formuldciok kevésbé voltak toxikusak a nem daganatos HEK293
sejtekre, mint a szabad AgNP-k. Emellett a kezelés dramaian gatolta mindkét sejtvonal kolonia
formalo potencialjat, megerdsitve, hogy a LAg-k erdsen karositjak a melanoma sejtek hossza tava
tulélését és proliferacios képességét.

A tisztitott LAg-k gatoljak a 3D tumorszferoid invaziot: Mind a szabad AgNP-k, mind a LAg-
k csokkentették az A375 sejtek invaziv novekedését. Az RPMI7951 sejtek esetében a szabad
AgNP-k-u nem okozott jelentds hatast, mig csak az AgNP-k-c és LAg-c bizonyultak hatdsosnak

4.2 Lipidbevonatu AgNP-k
Haromszog alaku AgNP-k jellemzése: A szabad AgNP-k az NIR-tartomanyban jelentds SPR-

csticsot mutattak. A lipid-funkcionalizacidt kovetéen a bevont AgNP-k megdrizték az SPR-
csucsot, mig a TEM-képek a haromszog alakti morfologiat igazoltak.
A hibrid lipidbevonati AgNP-k stabilitisa KCN maratas ellen: Az AgNP-SOA-DPPC-HT

formulécio volt az egyetlen, amely stabil maradt a maratési koriilmények kozott.
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AgNP-k fototermikus potencialja: Az AgNP-szuszpenziok sejttenyésztd kozegben torténd
besugarzasa mérhetd homérséklet-emelkedést eredményezett, amely linearisan kovette az AgNP-
aranyt.

A hibrid lipidbevonatia AgNP-k citotoxikus hatasai: Az AgNP-k lipiddel torténd bevondsa
jelentdsen csokkentette toxicitasukat a HEK293 egészséges sejtekre. Ugyanakkor a bevont AgNP-
k megdrizték vagy javitottak a citotoxikus aktivitast az U87 és U251 sejtek ellen. Ezzel szemben
a fototermikus terapia (PTT) alkalmazasa jelentdsen fokozta a toxikus hatast mindkét sejtvonalra.
A lipidbevonatu AgNP-k célzasa 3D GBM-szferoidokra: A jelolt és célzott AgNP-k mindkét
tipust tumorszferoid esetében jelentdsen erdsebb fluoreszcens jelet mutattak a nem célzott
kontrollokhoz képest. A fluoreszcens intenzitds kvantitativ elemzése tovabb bizonyitotta, hogy a
célzott AgNP-kkel torténd kezelés jelentds novekedést eredményezett a jelzésben.

AgNP-Kk célzott szallitaisa emberi glioma-szovetekhez: Az emberi glioma szovetmintak vilagos
fluoreszcens jeleket mutattak, igazolva az AgNP-k tumorszdveten beliili kotédését. A jel heterogén

modon oszlott el a szeleten, egyes teriiletek erdsebb fluoreszcenciat mutattak.



5 Megbeszélés
Az AgNP-k jelent6s figyelmet kaptak a daganatok kezelésében. Klinikai alkalmazasuk azonban
tobb okbol korlatozott, elsdsorban az egészséges sejtekre gyakorolt toxikus hatasuk miatt. Az
AgNP-khez kapcsolodd korlatok lekiizdésének egyik lehetséges modja, ha azokat lipid alapt
gybgyszerszallito rendszeren keresztiil juttatjuk be.
Kutatasunk két részbol allt. Az elsdben tisztan liposzomaba zart AgNP-ket (LAg-ket)
fejlesztettiink, elvalasztva a szabad AgNP-kt6l, és ezek tulajdonsagait vizsgaltuk. Erdemes
kiemelni, hogy ez a munka az els, amely tisztitott, a liposzomakban szallitott AgNP-at,
jellemzete.
Az eredmény azt mutatta, hogy az AgNP-k-c kisebbek, ami a citrat stabilizald szerepének
tovabb tamogattdk a Zeta-potencidl adatok, amelyek szerint az AgNP-k-c erésen negativ Zeta-
potencialt mutattak, ami a részecskék kozotti taszitd hatast eredményezett.
Az AgNP-k-u beépiilése egy 3—4 nm vastag, hidrofob kettdsrétegii magba rendkiviil valdsziniitlen
viszonylag nagy mérete miatt. Ezzel parhuzamosan a citrattal stabilizalt AgNP-k er0sen negativ
toltéssel rendelkeznek, ami elektrosztatikus taszitist eredményez a negativ toltésii lipidekkel
szemben. Mindazonaltal mindkét tipust nanorészecske elhelyezkedését a LUV-ok belsé magjaban
vartuk.
Az LAg-k kozvetlen hatdsanak vizsgélatahoz sziikséges volt a liposzomakban nem taldlhato
szabad AgNP részecskéket elkiiloniteni, ehhez SEC-mddszert alkalmaztunk. A LAg-k gyorsabban
haladtak at a SEC-oszlopon, mig a kisebb szabad AgNP-k a kolonna tetején maradtak, valdszintileg
a staciondrius fazissal kialakul6 erds, nem specifikus kdlcsonhatasok miatt.
A Zeta-potencidl mérések kimutattak, hogy a lipiddel bevonat megvaltoztatta a LAg-formulaciok
felszini toltését. Ezt a toltésvaltozast okozhatja az AgNP-k részleges beépiilése a kettdsréteg belsd
feliiletébe, valamint a liposzéma-membran morfologiai torzulasai.
A DGC-eredmények azt mutattdk, hogy a LAg-k mindig stirtibbek voltak, mint a szabad AgNP-k
vagy az iires liposzomék; azonban a teljes fizikai szétvalasztas DGC-vel nem volt kivitelezhetd,
ami azt sugallja, hogy a DGC csak kvalitativ és szemikvantitativ modszerként szolgalhat a
liposzomak bevonasi hatékonysaganak értékelésére. A lipid-tartalom eredményei szerint a PC-
LAg-k, és kiilonosen a PC/PG/SM-LAg-k, nagyobb mértékben dusultak a stirtibb frakcidkban,

mint az iires liposzomak, jelezve, hogy a PC, PG ¢és SM fokozza az AgNP-k bevonasat.



A stabilitasi vizsgalatok kiemelik a kozeg 0sszetételének kritikus szerepét a LAg-k integritdsanak
fenntartasaban. Ebben a kontextusban a csak PC-bdl all6 LAg-k és a PIP2-t tartalmazd LAg-k
voltak a legkevésbé¢ stabilak. Ennek hatterében feltehetden a PC ikerionos tdltése all. Ugyanakkor
a PIP2 er6sen negativ toltése elektrosztatikus taszitast idézhet el az egymas melletti PIP2 fejrészek
kozott, ami a CF felszabaduldséhoz vezethet. Ezzel szemben a PG-, PG/SM- és PG/SM/Chol-LAg-
k voltak a legstabilabbak ezekben a koriilményekben. A magyarazatok kozott szerepelhet a SM és
a Chol merevitd hatasa is.

A FBS alkalmazasa tovabb fokozta a megfigyelt kiilonbségeket. Példaul a csak PC-bdl allo LAg-
k, valamint a PS-t és PIP»-t tartalmaz6 formulaciok ebben a kdzegben instabilnak bizonyultak,
valdszintileg a szérumfehérjék és ezek a PL-ek kozotti kdlesonhatas miatt. Ez a destabilizalé hatés
a szérumfehérjékbdl adodhat. A tébbi formulécio (PC/PG-, PC/PG/SM- és PC/PG/SM/Chol-LAg-
k) eredményei 6sszhangban voltak a korabbi vizsgalatokkal, és ezen harom formulaci6 bizonyult
a legalkalmasabbnak bioassay-ekhez.

Az enkapszuléacios hatékonysagot (EE) kevesebb, mint 30%-ra becsiilték, ami a nagy AgNP-
méretnek, valamint az AgNP negativ toltése és a liposzéma kettdsrétegben 1évo negativ toltési
PL-ek kozotti taszitasnak tudhatd be. Mind a szabad AgNP-k, mind a LAg-k toxikusak voltak az
A375 és RPMI7951 sejtekre, ahol az A375 sejtek voltak érzékenyebbek. Az adatok tovabba azt is
mutatjak, hogy az AgNP-k liposzémaba zarasa javithatja azok toxikus hatdsat tumorsejtekre, mig
az egészséges HEK293 sejtekre alkalmazva a LAg-k kevésbé voltak toxikusak, mint az AgNP
kontroll esetén. Ez valosziniileg a daganatos sejtek normal sejtekhez képest jol ismert fokozott
internalizacidjanak (anyagok sejtbe jutasanak) és turnoverének (anyagcseréjének) koszonheto.

A hosszu tavu expozicids vizsgalatokban mind az AgNP-k, mind a LAg-k gatoltak az A375 és
RPMI-7951 sejtek kolonia képzd potencialjat hasonlé médon, néhany formulacio esetében pedig

az AgNP kontrollhoz képest fokozott aktivitast mutattak.

jelentdsen gatolta, ami azt jelzi, hogy a lipiddel bevont AgNP-k megdrizték az antiinvaziv hatést.
Az RPMI7951 eredmények esetében azonban csak az AgNP-k-c és LAg-k-c voltak effektivek
hasonl6 hatékonysaggal. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a hatékonysagukat erdsen

befolyéasolja a nanorészecskék feliileti kémiaja, valamint a tumorsejtek invaziv fenotipusa. Az

crer

valdsziniileg azok mezenchimalis jellegli invazids jellegébdl adodik.
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Miutan optimalizaltuk az lipiddel torténd bevondst, a kdvetkezd 1épésként egy alternativ lipid-
AgNP széllitasi megkozelitésre koncentraltunk. Az AgNP-k lipiddel torténd bevonasa magasabb
foki AgNP-védelem elérését teszi lehetéveé. A magasabb AgNP-terhelés elonye ellenére technikai
akadalyok lekiizdése érdekében, és hogy a hdromszog alaku lipidbevonati AgNP-k valds
alternativat jelentsenek, stabil és célzott nanorészecskéket allitottunk Ossze, és fototermikus
terapiat (PTT) szandékoztunk alkalmazni.

A PTT egy minimalisan invaziv orvosi eljaras tumorok kezelésére, amely kihasznalja a
fototermikus agensek (PTA-k) képességét lokalizalt hipertermia eldidézésére. A lipidbevonata
haromszog alaki AgNP-k az NIR-tartomanyban (650-950 nm) SPR-csticsot mutattak, ami
igazolja azok alkalmassagat PTA-ként. Ezt ugy értiik el, hogy a H.O:-t oxidativ maratbanyagként
alkalmaztuk, igy kontrollaltuk az AgNP-k alakjat, és eldsegitettiik a haromszog alaka részecskék
ahol a morfologia éles szélei és csucsai plazmonikus ,,hot spot”-ként miikddnek, a nanorészecskék
SPR-jét biokompatibilis NIR-tartomanyba hangolva.

Az AgNP-k érzékenysége az oxidativ oldddasra és a felszini korrdziora vizben és biologiai
kornyezetben instabilitdshoz és fokozott Ag*-felszabadulashoz vezet, ami jelentds korlatot jelent
az alkalmazasukban. Annak kozvetlen értékelésére, hogy a felszini bevonatok mennyire védik az
AgNP-ket az ilyen kémiai degradaciotol, cianidot (KCN) alkalmaztunk, amely lehetévé tette a
nanorészecskék felszini fedettségének alapos vizsgalatat. A KCN-nel torténd kitettség azt mutatta,
hogy a szabad AgNP-k, valamint a részlegesen funkcionalt formulaciok erésen érzékenyek voltak
a maratasra, jelezve, hogy a eziistmag védelme nem volt kielégitd. Ezzel szemben csak az AgNP—
SOA-DPPC-HT formulacié mutatott jelentds ellenallast, bizonyitva, hogy a SOA hidrofob
kotopartnerként, a DPPC lipidmembranként, valamint a HT rogzit6ként valé kombinalt hatasa stirti
¢s folyamatos védoréteget eredményezett.

A LAg-eredményekkel 6sszhangban, a hibrid bevonat jelentdsen csokkentette a HEK293 sejtekre
gyakorolt toxikus hatdst a szabad AgNP-khez képest. Ez a védoréteg jelentds maszkirozo
hatasdnak tudhaté be, amely megakadalyozza az eziist nanorészecskék (AgNP) id6é elotti
oxidaciojat a sejteken torténd alkalmazas soran. A GBM tumorsejtek esetében azonban az
¢letképességi vizsgalatok azt mutattdk, hogy a bevonat nem befolyédsolta a citotoxikus

tulajdonsagokat. Tovabba, a sejtek kiilsé 1ézerfénnyel torténd besugarzasa a haromszog alaki
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AgNP-k kezelését kovetden fokozta a terapids hatékonysagot mind az U87, mind az U251
sejtvonalakban, ami a PTT hatasoknak kdszonhetd: a hipertermia a sejttlirési szint f61¢ emelkedik,
ami visszafordithatatlan sejthaladlhoz vezet. Roviden, a lipidbevonati AgNP-k kettds hatast értek
el: tumorsejt-specifikus toxikus agensekként és fototermikus dgensként (PTA) miikodtek.

A részecskék hatékonysaganak novelése érdekében aktiv célzast alkalmaztunk, a bevonatréteget
kiilonb6zo célzoé molekulakkal funkcionaltattuk, beleértve a CTX-et, EGF-et és folatot. A CTX
egy skorpidméregben taldlhatdé peptid, amely magas affinitassal kotddik a GBM sejtekhez.
Tovabba, a GBM betegek koriilbeliil 40%-anal figyelhetdé meg az EGFR tllexpresszio, ami
indokolja az EGF alkalmazésat. Emellett a folatot is kivalasztottuk, tekintettel a GBM-ben
eléforduld magas folatreceptor-szintekre. A szferoid célzds eredményei azt mutattdk, hogy a
célzott és bevont AgNP-k jelentdsen javitottak a nanorészecskék dokkolasat és felvételét, ami a
fluoreszcencia-jelzés novekedésében nyilvanult meg.

A 3D GBM szferoidokon tortént megfigyelések alapjan a kovetkezd 1épésként az emberi glioma
szovetmintakban torténd célzott AgNP-felhalmozodast vizsgaltuk, hogy értékeljiik az AgNP-k
szallitasat egy komplex, ex vivo tumorkdrnyezetben. Minden mintaban heterogén jelzést
figyeltiink meg. A receptor-siiriség, a sejttartalom ¢és a tumor abnormalis extracellularis matrixa
valosziniileg befolyasolja, hogy a CTX-, folat- és EGF-funkcionalt AgNP-k hol és hogyan
halmozodnak fel, kiemelve a célzo ligandumok szerepét a specifikus tumorrégiokhoz torténd
iranyitasban.

Osszefoglalva: a lipidbevonatu, hiromszog alaku eziist nanorészecskék (AgNP-k) stabilitast, NIR-
érzékeny fototermikus aktivitast és GBM-sejtek elleni toxicitast mutatnak, mikdzben mérsékelik
az egészséges sejtekre gyakorolt toxikus hatast. A célzo6 ligandumok tovabb fokozzak a tumorse;jt-
specifikus felhalmozddast, mig a PTT erdsiti az antitumor hatast. Tovabbi vizsgalatokra van
szilkség a hosszu tava terdpias hatékonysag, biodisztribucié és a potencidlis antiinvaziv

tulajdonsagok értékeléséhez.
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6 Kovetkeztetés

Az AgNP-k nagy jelentdséggel birnak az orvostudomanyban egyedi biocid tulajdonsagaik miatt,
azonban klinikai alkalmazdsuk tovéabbra is stabilitasi problémakba és szabalyozatlan toxicitasba
iitkozik. A hatranyok lekiizdésére igéretes megoldast kinal a lipid alapu hordozok alkalmazasa,
legyen sz6 liposzomakrol vagy lipid kettdsréteggel torténd bevonasrol.

A LAg-eredmények azt mutattak, hogy a SEC-modszerrel torténd tisztitds lehetdvé tette a nettd
hatas vizsgalatat anélkiil, hogy a szabad AgNP-k befolyasoltdk volna az eredményeket. Egyes
LAg-formulaciok magas stabilitdst mutattak biokdzegekben, ami alkalmassa tette Oket sejtes
vizsgalatokra. Az AgNP-k lipiddel torténd bevonasa mérsékelte az egészséges sejteket érinté nem
kivanatos (off-target) citotoxicitast, mikdzben megdrizte vagy fokozta a rovid- €s hosszi tava
passziv hatékonysdgot a melanoma sejtek ellen. A 3D tumormodellekben az antiinvaziv aktivités
szintén megmaradt.

A lipidbevonati haromszog alaki AgNP-k megfeleld NIR-optikai tulajdonsdgokat és magas
stabilitast mutattak erds oxidaloszerekkel szemben, tovabba kivalo fototermikus tulajdonsagokkal
rendelkeztek, igy alkalmasak voltak a PTA-ként val6é alkalmazasra. Az AgNP-k bevonésa
csokkentette az AgNP-k szabalyozatlan toxicitasat, mikdzben megdrizte azok aktivitasait a GBM
sejtvonalak ellen. A lézeralkalmazas fokozta a bevont AgNP-k hatékonysagat hipertermia
indukalasaval. A felszin célzdéagensekkel torténd modositasa felerdsitette a fluoreszcens jelet, ami
a sejtes felvétel hatékonysdganak javuldsat jelzi. A célzott AgNP-k képesek voltak kotddni az
emberi szovetmintakhoz, amelyekben heterogén jeleloszlas volt megfigyelhetd

Ezek az eredmények bizakodassal tekintenek a lipid-AgNP formulaciok jovéjére, mivel ezek a
lipid alapu szallitasi modszerek lehetdséget kinadlnak az AgNP-kkel kapcsolatos korlatok
lekiizdésére és a hatékonysag ndvelésére. A jovObeni vizsgalatok soran dsszetett in vivo
modellekre lesz sziikség a biztonsagossag, a biodisztriblcio és a daganatspecifikus célzas

hatékonysaganak igazolasahoz.

13



7 Kozlemények
A dolgozat a kovetkezo kozleményen alapul:
Darwish, Ammar, Nikolett Sdndor, Imre Szenti, Tamas Marosvdlgyi, Kata Juhdsz, Andrea
Ronavari, Edi Kachal, Bence Kutus, Zoltan Konya, and Zsolt Balogi. "Highly Stable Antitumor
Silver-Lipid Nanoparticles Optimized for Targeted Therapy." International Journal of
Nanomedicine (2025): 1351-1366. IF: 6.5; D1

Darwish, Ammar, Mildn Pammer, Ferenc Gallyas Jr, Laszl6 Vigh, Zsolt Balogi, and Kata Juhasz.

"Emerging lipid targets in glioblastoma." Cancers 16, no. 2 (2024): 397. IF: 4.4; Q1

8 Konferencia részvétel

Ammar Darwish, Nikolett Sandor, Imre Szenti, Tamds Marosvolgyi, Kata Juhdsz, Andrea
Roénavari, Edi Kachal, Bence Kutus, Zoltan Konya, Zsolt Balogi

Silver-lipid nanoparticles shaped for targeted tumor therapy

OPhG MEETING: Pharmaceutical Sciences in the Heart of Europe, Vienna 2025

Részvétel tipusa: Szobeli eléadas (kivalasztott).

Ammar Darwish, Nikolett Sandor, Imre Szenti, Tamas Marosvolgyi, Kata Juhdsz, Andrea
Roénaviari, Edi Kachal, Bence Kutus, Zoltan Konya, Zsolt Balogi

Silver-lipid nanoparticles shaped for targeted tumor therapy

Annual Meeting of the Hungarian Biochemical Society, Budapest 2024

Részvétel tipusa: Poszter (dijazott)

14



	1 Bevezetés
	1.1 Daganatok
	1.2 Nanotudomány
	1.2.1 Ezüst nanorészecskék (AgNP-k)
	1.2.1.1 Az AgNPs fototermikus tulajdonságai
	1.2.1.2 Az AgNPs korlátai

	1.2.2 Lipid alapú gyógyszerszállító rendszerek
	1.2.3 Lipid–fémes nanorészecske formulációk


	2 Célkitűzések
	2.1 Liposzómába zárt AgNP-k (LAg-k) előállítása és jellemzése (LAgs)
	2.2 Cél: célzott, lipidbevonatú AgNP-k előállítása és jellemzése

	3 Anyagok és Módszerek
	3.1 Liposzómába zárt AgNPs
	3.2 Hibrid lipidbevonatú, háromszög alakú AgNP-k

	4 Eredmények
	4.1 LAgs
	AgNPs-k jellemzése

	4.2 Lipidbevonatú AgNP-k

	5 Megbeszélés
	6 Következtetés
	7 Közlemények
	8 Konferencia részvétel

