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Bevezetés és célkitiizés

A nanorészecskék vilaga az utobbi 30 évben nagy figyelmet kapott kiilonbozé kutatasi
teriileteken, igy az élet- és egészségtudomanyok terén is. Nanopartikulumnak (NP) az
altalanosan elfogadott definicid szerint a legalabb egyik dimenzidban 100 nm tipikus
kiterjedésnél nem nagyobb részecskéket tekintjiik. Ezek nemcsak gomb- vagy kobszertiek
lehetnek, hanem megnyult formajuak is: nanopalcikak, -szalak, -csovek, s6t nagyobb méretii
objektumok nanoméretii feliileti mintazata is ismert. Kis méretiikk, nagy feliilet-térfogat
aranyuk, és feliileti reakciokészséglik miatt a NP-oknak tobb sajatos jellemzdjiikk van.
Ugyanaz a vegyiilet szokvanyosabb ill. nano-allapotban eltérd tulajdonsagokat és viselkedést
mutathat, amibél a hagyomanyos anyagok esetében nem ismert biologiai, azon beliil
toxikoldgiai kolcsonhatasok, végsd soron ujszerli egészségi kockazatok eredhetnek. A
kornyezeti levegd magasabb NP-tartalma, illetve az emberi megbetegedések és halalozasok
kozotti Osszefliggés mara altalanosan elfogadottd valt. A (nanorészecskéket is magaban
foglalo) aeroszol-koncentracio a kornyezeti levegdémindség fontos mutatdja. A NP-ok oKi
szerepét tobbféle nem-fert6z0 betegségben (asztma, COPD, szivbetegségek) szamosan

elemezték, a partikularis 1égszennyezés pedig elismert kornyezeti rakkeltd tényezdveé valt.

Természetes uton NP-ok keletkezhetnek erdd- és bozoéttiizekben, vulkani mukodéskor,
megkiilonboztetjiikk a melléktermékeket és szennyezdket, illetleg a szandékosan eldallitott
nanotechnologiai anyagokat. Az utobbi kb. hisz évben a nanotechnologia fejlddése Uj
foglalkozasi kockazatokat is magaval hozott, nanoanyagokkal (szén nanocsévek, fémoxid NP-
ok sth.) valé expozicio formajaban, de fogyasztasi cikkekben megjelenve a nanoanyagok a
mindennapi élet részeivé is valnak. A széles alkalmazasi teriilet és a velejard emberi kitettség
felveti az egészségi kockazat kérdését;, a gyartott nanoanyagok tobbségérdl azonban nincs
elegendd toxicitasi adat, ezért mara a nanotoxikologia, mint a kornyezet-higiénével ¢és

nanotechnologidval is kapcsolatos interdiszciplinaris teriilet, fontos kutatasi témava valt.

A NP-okkal torténd expozicié (elsésorban szennyezok esetén, de részben nanotechnologiai
anyagoknal is) legvalosziniibben a nano-aeroszolt tartalmazo levegd belégzése altal torténik
meg. Az orrgaratban vagy az alveolusokban lerakodott NP-okat a hatarfeliiletek (alveolus- ill.
kapillarisfal) nem allitjdk meg, igy a részecskék mas célszerveket is elérhetnek. Fagocitalodva

a nyirokrendszerben haladhatnak, transzcitozissal atléphetnek hamrétegeken, végil a



keringésbe jutva a teljes szervezetben szétszorodnak. Fogyasztasi cikkekbdl boron és az
emésztdcsatornan at is felszivodhatnak. Az ¢él6 szovetek vizes milidjében a NP-ok feliileti
reakciokészsége reaktiv oxigén-szarmazékok (ROS) keletkezését inditja meg. A 1étrejovo
oxidativ stressz karositja a biomolekuldkat, foleg lipideket ¢és fehérjéket, és végiil

gyulladashoz vagy sejtpusztulashoz vezeto folyamatokat indit be.

A titan-dioxid (TiO2) fehér, szagtalan, vizoldhatatlan, kémiailag igen stabil, magas
olvadaspontu vegyiilet. Két 6 kristalyformdja az anataz €s a rutil. Fehér pigment formajaban
— mely féleg 0,2-0,4 um-es TiO2 szemcsékbdl all, de nanoméretli frakciodt is tartalmaz —
hasznalatos az élelmiszer- és gyogyszeriparban is. Valtozatos alaka (szemcse, palcika, szal,
cs6) TiO2 NP-ok sokféle alkalmazasban fordulnak eld, igy ultraibolya sugarzas ellen védé
készitményekben, valamint Ontisztuld ablak- és épiiletfeliileteken, tovabba on-fertdtlenitd
textilidkon és bevonatokon. Emberi expozicid6 a TiO2 NP-ok gyartidsa, feldolgozasa és
alkalmazasa soran, aeroszol, szuszpenzi6 ill. emulzié formajaban torténhet. A munkahelyi
egészség szempontjabol az inhaldciés és dermalis expozicid a jelentdés, mig a nem-
foglalkozasi expozicié leginkabb boéron és szajon at torténhet. A munkahelyi nano-TiO>
kitettségbdl szarmazd egészségi artalom — fokozott oxidativ stressz, gyulladas, tiidokarosodas
— ismert, és allatokban mar modellezett, jelenség. Patkanytiidoben a légcsébe adott egyetlen
TiO2 NP-adag is citokinek és antioxidans enzimek aktivalodasaval jar6 atmeneti gyulladast
idézett eld, mely kisebb méretii NP-ok esetén erdsebb volt. A nanoanyag nagy része a tiidében

maradt, mas szervekben 10-100-szor alacsonyabb szint alakult ki.

A NP-ok idegrendszeri hatdsa két ok miatt kiemelten fontos. Egyik ok az ¢ép idegrendszer
szerepe az allat, és még inkdbb az ember, egészséges életében, a masik az idegrendszernek a
NP-ok biologiai hatasaival szembeni érzékenysége. A nano-TiO2 human idegrendszeri
hatasairdl azonban igen kevés az adat. Allatkisérletben — foleg egéren, kevésbé patkanyon — a
kozponti idegrendszerben tobbféle eltérést mutattak ki: sejtkarosodast, a szinaptikus atvitel €s
plaszticitas, a transzmitter-forgalom megvaltozasat, karosodott memoriat, fokozott szorongast.
A NP-0k a vér-agy gaton athaladva, vagy a szaglo- és mas idegek mentén vandorolva érhették
el az agyat. TiO, NP-okkal kezelt egérben és patkanyban mas szervekben, igy a vesékben is
kimutattak az artalom jeleit: gyulladds-mediatorok aktivalédasat, szoveti kadrosodast, csokkent
milkodést. E hatasok a nano-TiO: sejtekbe keriilésére vezethet6k vissza, amit ROS
keletkezése, a NP-ok lizoszémakba keriilése, és azokbdl gyulladast és sejthalalt beinditd

enzimek felszabadulasa kovet.



Emberi  NP-expozici6 bekovetkezhet munkahelyen, lakokornyezetben, szabadid6s
tevékenységek soran. Egyes tulajdonsagaik altal a TiO2 NP-ok szervek és szervrendszerek
kérosodasat idézhetik el6 az emberi és dallati szervezetben, az ilyen hatasokat leird

kozlemények azonban végkovetkeztetést még nem tesznek lehetové.

A Népegészségtani Intézetben tobb mint 10 éve folyik a fémoxid nanorészecskék
toxicitasanak vizsgalata. Erre, valamint TiO2 NP-ok tulajdonsédgaira és lehetséges hatdsaira
alapozva, jelen PhD munkaban a TiO2 NP-ok altal kivaltott elvaltozasok komplex
megkozelitésii vizsgalatat tliztiik ki célul. Az anyagot patkanyoknak szubakutan, a 1égutakon
at adagolva; patomorfoldgiai, kémiai, biokémiai, magatartasi és elektrofiziologiai modszerek

alkalmazasaval; az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Lehetséges-e intratrachedlis instillacioval a kezelt allatokban hatasos belsé TiO2 NP-
szintet 1étrehozni?

e A TiO2 NP-ok atlépi-e a biologiai hatarfeliileteket, bejutnak-e a keringésbe és tavolabbi
szervekbe (ezen beliil fontos célszervekbe, mint a agy, a maj vagy a vesék), és ott
lerakddnak-e?

e A belépés helyén, a tiidében, milyen morfoldgiai és kémiai ill. biokémiai hatasok jonnek
1étre?

e A korabban mas fémoxid NP-ok hatdsainak vizsgalatakor alkalmazott magatartasi és
elektrofiziologiai modszerek alkalmasak-e a TiO2 NP-0k neurotoxicitasanak vizsgalatara?

e A kognitiv magatartds és az elektrofiziologiai jelenségek terén mik az észlelhetd 6
funkcionalis eltérések?

e Hogyan hat a belsé TiO2 NP-terhelés a vesékre mint lehetséges kivalasztd szervekre?

e Milyen viszony all fenn a megfigyelt cellularis vagy szubcelluldris szintli morfologiai,
illetve a biokémiai és neuro-funkcionalis elvaltozasok, és az érintett szervekben
kimutatott Ti- vagy TiO2 NP-szint kozott?

e Az ¢értekezésben leirt eredmények mit jelentenek az emberi, els6sorban foglalkozasi,

egeészégi kockazat vonatkozasaban?



Anyagok és modszerek

A 15x65 nm méretli, palcika formaji TiO2 NP-okat 1% poliakrilsavat tartalmazéd foszfat-
pufferelt sooldatban szuszpendaltuk. Az in vivo kisérletben az anyagot fiatal feln6tt him SPF
Wistar patkanyoknak (Crl:WIBr; inditaskor 6 hetesek, 170+20 g testtomegiiek voltak) adtuk

intratrachealis instillacioval, Osszesen 28 napon, heti 5 napos rendszerben. A csoportokat és

dozisokat az alabbi tablazat mutatja.

IdGtartam és
kezelési rend:

Heti 5 nap, 6sszesen 28 napon, ami 6 hetes kezelési id6t adott ki.

Kezeletlen kontroll; K

Saline, 1 mL/ttkg

Kognitiv magatartas:

Elektrofiziologia:

Kémiai és biokémiai
vizsgalatok:

Patomorfolégia:

Kezelési Vivéanyagos kontroll; VK PBS + 1% PAA, 1mL/ttkg

csoportok Kis dozist kezelt; KD TiO2 NP, 5 mg/ttkg
Kozepes dozisu kezelt; KpD  TiO2 NP, 10 mg/ttkg
Nagy dozist kezelt; ND TiO2 NP, 18 mg/ttkg
Alatalanos toxikoldgia: Testtomeg-gyarapodas

Vizsgalatok: Szervtomegek

Csimpaszkodasi proba

Emelt keresztpallo (EPM)

Open field (OF)

Acoustic startle response ¢és pre-
pulse gatlas

Elektrokortikogramm
Kérgi kivaltott potencialok
Osszetett idegi akcids potencial

Szoveti Ti szintek

Oxidativ stressz:
tiobarbiturat-reakcio,
katalaz-aktivitas

Citokinek kimutatdsa array kit

hasznalataval

NP-ok és NP-tartalmi makrofagok
lathatova tétele fény- és
transzmisszios
elektronmikroszkopiaval

Ti kimutatasa metszetekben: EDS

Roviditések: PBS: foszfat-pufferelt sooldat; PAA: poliakrilsav; EDS: energy dispersive

spectroscopy.




Fény- és elektronmikroszkopos vizsgalatok tiidé- és vese-metszeteken torténtek. Ti-szint
mérése vér-, agy-, tiidé- és vesemintdkban, oxidativ stressz-markerek mérése agyban és
tiidoben, citokinek kimutatdsa tiidomintdkban tortént. A dozisokat és a modszerek legtobbjét
korabbi elékiséretek alapjan (a jelolt III. és IV. sz. kézleménye) valasztottuk. Az in vitro
kisérletben az A549 (humén alveolaris eredetil) sejtvonalat exponaltuk TiO> NP-okkal, és
mértiik a sejtpusztulast és ROS-keletkezést.

Az adatok eloszlasdnak Shapiro-Wilk probaval meghatarozott normalitasatol fiiggéen az
adatelemzést egyutas ANOVA-val és post hoc Tukey probaval, (test- és szervtomegek,
magatartasi és szovettani adatok), vagy nem-paraméteres Kruskal-Wallis ANOVA-val és post
hoc Mann-Whitney U-probaval (elektrofiziologiai, kémiai és biokémiai adatok) végeztiik. A
kisérleti idészak soran harom alkalommal regisztralt open field aktivitason ismételt méréses
ANOVA-t és post hoc Tukey probat alkalmaztunk. Az eltéréseket minden esetben p<0,05

mellett tekintetiik szignifikansnak.

Eredmények és értékelésiik

A nano-TiO: szubakut adagolasa a patkanyok testtomegét nem befolyasolta, a tiidok és vesék
testtomegre vonatkoztatott relativ tomeg viszont a ND csoportban mindkét kontrollhoz képest
szignifikdnsan magasabb volt.

A ND alatok tidejében mért Ti-koncentracido nagymértékben fokozodott; a TiO2 NP-ok
jelenléte igazolhat6 volt fénymikroszkdoppal (sotét szemesékkel zsufolt makrofagok) és TEM-
mel (TiO2 nanopalcikdk csoportjai a makrofagok fagolizoszOmaiban). A lizoszomak
valoszinlileg megsériiltek, és beldliik kaszpazokat és a gyulladasos folyamat mas elemeit
aktivalo enzimek (katepszin-B, stb.) szabadulhattak fel. A nagy dézist kapott patkanyok
tiidejében kimutatott interleukin-aktivacidé mintdzata alapjan a kivaltott gyulladds akutan
indult, de a kezelés 6 hete alatt idultté és szervezetszintiivé kezdett alakulni. Az in vitro
munkaban a tiid6-eredetii A549 sejtek dozis- és id6fliggd modon pusztultak ill. termeltek
egyre tobb ROS-t. A kezelt sejtek kiilsején és belsejében is latszottak a nanorészecskék, a Ti

jelenléte EDS modszerrel kozvetleniil igazolhato volt.

A kezelt patkdnyok magatartasa fokozott szorongasrdl és félelemrdl tantskodott.
Szignifikdnsan tobb 1d6t toltottek az open field doboz sarki zondiban, elkeriilték az emelt

keresztpallo nyilt dgait. Ez a magatartas id6- és dozisfiiggd modon alakult ki.



Az acoustic startle response a kezelt allatokban késleltetett reakciot mutatott. A
csimpaszkoddsi proba alapjan a kezelt allatokban leromlott az izomerd és/vagy a
mozgéskordinacid. Az 0j helyek felderitése soran a kivancsisag ¢és a félelem kombinalt hatasa
érvényesiil, ¢és itt a felderités-szorongas egyensulynak a szorongas fel¢ valo eltolodasa a
dopaminerg rendszer csokkent miikddésével lehet kapcsolatban. A dopaminerg neuronok — a
dopamin auto-oxidacioés hajlama, és a hidrogén-peroxidot termelé monoamin-oxidaz jelenléte
miatt — kiilondsen érzékenyek az oxidativ stresszre. Ez, a TiO2 NP-ok ROS keletkezését
indukal6d hatasaval egyiitt, mechanizmus szinti magyarazatat adhatja az OF ¢és EPM

tesztekben észlelt magatartasi hatasoknak.

Az elektrofiziologiai vizsgalatok eredményének alakuldsa megkésett és fokozottan
faradékony kérgi és periférias kivaltott aktivitast jelzett. Ezek a hatdsok dozisfliggdk és

tobbnyire szignifikdnsak voltak. A vizsgalt kortikostriatalis kapcsolat szintén gyengiilt.

A TiO2 NP-ok tobbféle mechanizmus utjan eldidézhették az észlelt elvaltozasokat. Az
oxidativ stressznek valdszinileg jelentds szerepe volt. Az altalunk hasznalt TiO> NP-ok
anataz kristalyszerkezetiiek voltak, ami a kémiailag aktivabb valtozat. Az oxidativ stresszre a
teljes idegrendszer érzékeny, mivel a neuronokban ¢lénk a mitokondrialis energiatermelés,
sok a telitetlen strukturalis lipid, azonban gyenge az antioxidativ védelmi kapacitas (bizonyos
neuronok érzékenysége fokozott, 1d. feljebb). A ROS szamos neurotoxikus hatdanyag
esetében lehet a ,,végs6 kozos palya”. A lipid-peroxidacié fokozodasat a kezelt alatok agy- és
tiidémintaiban is kimutattuk. A membran-lipidek oxidativ kdrosoddsa miatt megvaltozhat a
membranok fluiditasa, emiatt pedig az impulzusterjedés és szinaptikus attevodés membranhoz
kotott jelenségei — mindez a kiilsd ingerekkel kivaltott kérgi potencidlok, valamint a
magatartasi valaszok (ASR) megnyult latencidjaban is tikr6z6dott. A mitokondriumok
oxidativ karosodasa ¢s az energiahiany az ionpumpakat és a transzmitterek forgalmat is
befolyasolhatta. Glutamat-folosleg €és abnormalis iongradiensek miatt zavar 1éphet fel a
szinaptikus atvitelben és az akcids potencial terjedésében. A folos glutamat, a dopaminerg

hipofunkci6 mellett, a fokozott szorongéashoz is hozzajarulhatott.

A szervekben mért Ti-szinttdl az oxidativ stresszen at a funkcionalis eltérésekig tartdo oksagi
lancolatot tamasztotta ala a funkcionalis kérosodast jelzd elektrofiziologiai és magatartési

eltérések illetve az agyi Ti és TBARS szintek kozott kimutathatd korrelacid. A Ti kimutathato



agyi jelenléte feltételezte, hogy a TiO2 NP-ok atléptek a vér-agy gaton, vagy az afferens

idegek mentén vandoroltak fel.

A vesékben mért Ti- szint a kontrollokhoz képest a kezelt allatokban szignifikansan, de a
dozissal nem teljesen aranyosan fokozodott. Fénymikroszkdppal pusztuld glomeruléris és
tubularis hamsejtek voltak lathatok a ND és KpD allatok metszetein, valamint s6tét, denz
képletek, feltehetden a hamsejtek altal bekebelezett NP-ok tomegei. TEM képeken lathatok

voltak a NP-ok és intracellularis aggregatumaik.

Ami a toxikus hatast végsé soron meghatarozza, az a hatds helyén érvényesiil6 belsé dozis.
Jelen munkaban a kémiailag kimutatott Ti és vizualizalt TiO2 NP-ok legmagasabb szintjét a
tiidédben mutattuk ki, de a Ti-szint magasabb volt a vérben és tobb szervben, igy az agyban és
a vesé€kben is. Igazolva lett a NP-oknak az alevolaris makrofagok fagoszomai altal torténd
transzlokacioja, valamint a vesemintakban valdo megjelenésiik. Mindez, a mért Ti-szintekkel
egyiitt, kirajzolta a TiO2 NP-ok ill. fémtartalmuk teljes palyajat a felvételtol a hatashelyeken

at a kivalasztodasig.

A nano-TiOz okozta oxidativ stressz egy tovabbi kovetkezménye a gyulladas. Jelen munkaban
az exponalt patkanyok tiidejében mutattunk ki gyulladas-markereket. A makrofagok
lizoszomai a bekebelezett NP-okat nem képesek lebontani, a lizoszomakbol felszabaduld
enzimek beinditjak a citokin-aktivalddas kaszkadjat. A kimutatott mediatorok koziil egyesek
arra utaltak, hogy a gyulladas, mely elszor a kozvetleniil érintett tiidoben alakult ki,

szervezetszintlivé valt, és neuroinflammacioban, valamint vesekarosodasban is megjelenhetett.

Kovetkeztetés: A TiO2 nanorészecske-formai, beleértve a nem gdmbszeriieket is, szamos
alkalmazasban el6fordulnak, és tobb — szandékos vagy véletlenszerii — forrasbol okozhatnak
emberi expoziciot. A TiO2 NP-ok egészségkarositd hatasaban, fizikokémiai tulajdonsagaikbol
eredden, tobb mechanizmus is szerepet jatszhat. A PhD munkanak az értekezésben ismertetett
és értékelt eredményei azt mutattak, hogy a pélcika formdju, anataz kristalyszerkezetli TiO2
NP-ok a légutakba vald bejuttatast kdvetden részben a tiiddben maradtak, részben viszont
szisztémas expoziciot okoztak, ennek soran tavolabbi szervekbe is eljutottak, igy az agyba és
vesékbe is. A tiidoben, a vesében és a kozponti idegrendszerben kimutatott, TiO2 NP-ok
okozta karosodasban a legvaldszinlibb k6zos pont az oxidativ stressz volt. Ilyen hatast az

irodalomban eddig féleg gombszerii TiO2 nanorészecskékre irtak le. A kisérleteinkben



megfigyelt karosodasok, foleg az idegrendszert érintdk, alahuzzdk a vizsgalatok emberi

egészséggel kapcsolatos fontossagat.

A fentebb bemutatott eredmények alapjan a célkitlizés pontjaira az alabbi valaszok adhatok:

crer

lehetett 1étrehozni.

A TiO; nanopalcikakat ill. fémtartalmukat kimutattuk a tiid6, a kozponti idegrendszer és
a vese mintaibol, igazolva, hogy a NP-ok atléptek a biologiai hatarfeliileteken, és
kimutatva teljes palyajukat a felvételtdl a hatashelyeken at a kivalasztodasig.

A tiidében a NP-ok szignifikans mértékii lerakodasa, valamint oxidativ stressz jelei
voltak megfigyelhetok. A citokinek aktivacioja akut ill. kronikus gyulladast jelzett.

Az alkalmazott magatartidsi ¢€s elektrofiziologiai moddszerekkel lehetséges volt a
funkcionalis idegrendszeri elvaltozasokat kimutatni és szamszer(siteni.

A kezelt patkanyok magatartasi valtozasai féleg a fokozott szorongashoz és félelemhez
kapcsolodtak, ami a dopaminerg, és részben a glutamaterg szabalyozas karosodasara utalt.
A kérgi kivaltott valaszok valtozésa aldtdmasztotta a glutamaterg karosodast.

A kezelt allatok veséiben fokozott Ti-szint volt mérhetd. Megfigyelhetd volt a NP-ok
jelenléte, valamint funkcidzavarra utal6 szdveti elvaltozasok.

Tobb esetben kimutathatd volt az elvaltozasok mértéke és a helyileg mérheté Ti-szint
kozotti aranyossag.

Mivel a TiO> NP-okat, tobbek kozt a palcika formajuakat, nagy tomegben gyartjak és
kiterjedten alkalmazzadk, az itt bemutatott eredményeknek megvan a jelentdsége az

emberi egészség, mindenekeldtt a foglalkozasi expoziciot elszenveddk, szempontjabol.
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