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Beyezetés: Napjainkban a nanotechnolégia intenziv terjedésével n a munkahelyi és lakossdgi nanorészecske-expozicid
veszélye. Jelenleg azonban kevés tudomanyosan megalapozott, ellentmondismentes ismeret dll rendelkezésre a ne-
hézfém nanorészecskék toxicitasirol és potencidlis egészségkarositd hatdsairdl.

Célkitiizés: Szubakut, intratrachealisan instilllt, palcika alak titdn-dioxid (TiO,)-nanorészecskék indukalta tiid8szo-
vet-kdrosodis vizsgilata morfoldgiai, kémiai és biokémiai médszerekkel, patkinymodellben.

Modszer: Az dltalanos toxicitést (test- és szervtOmegvaltozas), a lokélis (alveolaris iiregekben /epithelben, hilusi nyi-
rokcsoméban zajlo) akut és krénikus celluldris toxicitist (gyulladds, sejtpusztulds), tovibba az oxidativ stresszt fény-
és elektronmikroszképidval, valamint biokémiai (lipidperoxidacié, reaktivoxigén-gyok, proinflammatoricus citokin
expresszidja) aton mértik.

Eredmények: A kezelt csoportok testtomegében dozis- és id6tiiggd eltérés nem volt, azonban a tiid6k tomege és Ti-
tartalma a dozissal ardnyosan nétt. A tiidszovet fény- és elektronmikroszkopos vizsgilata igazolta a nanorészecskék
jelenlétét az alveolaris térben szabadon és az alveolaris epithelté] figgetlen macrophagok phagosomadiban. A lokilis
akut alveolitis krénikussa valdsat alatimasztotta az alveolaris régié macrophagszimdinak doézistiiggd novekedése, az
interstitium 6démaja és megvastagodasa, valamint egyes proinflammatoricus citokinek (interleukin-14, LIX, L-sze-
lektin, vascularis endothelialis névekedési faktor) fokozott expresszidja. A kezelt llatok tiidGszovetében az oxidativ
stressz és a lipidperoxidicié jelent8sen fokozodott. A kezelt tiidGk tomege, Ti-tartalma és a lipidperoxidacié mértéke
kozott korreldcior taldltunk. Az alveolaris epithel-capillaris endothel barrier elégtelenségére utaltak a nanorészecskék-
kel telt falésejtek a hilusi nyirokcsoméban, ami felveti a nanorészecskék szisztémas keringésbe és tavolabbi szervekbe
jutdsanak és akut szisztémas gyulladds kialakuldsinak lehet8ségét.

Kovetkeztetés: Az alsé 1égutakba jutott TiO,-nanorészecskék etioldgiai tényez&ként szerepelhetnek az akut, illetve
idilt [égati gyulladassal és/vagy progredidld fibrosissal és obstrukcioval jarod 1égz8szervi betegségek (példaul idiilt
obstruktiv tiidébetegség, asztma) kialakulasaban és/vagy progresszidjaban, melyben jelentGsége lehet az autophagi-
anak és az immunvalasz (lymphocytamiikodés) kirosoddsanak.
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Investigation of the effect of titanium dioxide nanorods on the lungs in
a subacute rat model

Introduction: The development of nanotechnology increases the risk of occupational and population-level exposure
to nanoparticles nowadays. However, scientifically based knowledge relating to the toxicity of heavy metal nanopar-
ticles and potential health damage is insufficient.

Aim: Investigation of lung tissue damage induced by titanium dioxide (TiO,) nanorods in subacute intratracheal
instillation by morphological, chemical and biochemical methods in rat model.
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Method: General toxicity (changes of body and organ weights), local acute and chronic cellular toxicity (in alveolar
spaces and epithelium, in hilar lymph nodes) and oxidative stress were examined using light and electron microscopy,
and biochemical methods (reactive oxygen species, lipid peroxidation, expression of pro-inflammatory cytokines).
Results: No dose- and time-dependent alteration was found in the body weight of the treated groups; but the mass
and Ti content of lungs increased with dose. Light and electron microscopy of the lung tissue verified the presence
of nanoparticles, free in the alveolar space and within phagosomes of macrophages not attached to alveolar epitheli-
um. Chronification of local acute alveolitis was supported by dose-dependent increase of macrophage count in the
alveolar region, oedema and thickening of interstitium, and increased expression of certain pro-inflammatory cy-
tokines (interleukin-1a, LIX, L-selectin, vascular endothelial growth factor). Oxidative stress and lipid peroxidation
increased substantially in the treated rats’ lungs, and correlation was found between Ti content and lipid peroxida-
tion. Insufficiency of the alveolar epithelial and capillary endothelial barrier was indicated by nanoparticle-laden
phagocytes in hilar lymph nodes, suggesting nanoparticles reaching systemic circulation and distant organs, inducing
systemic acute inflammation.

Conclusion: TiO, nanoparticles, reaching lower airways, may be etiological factors in the causation or aggravation of
pulmonary diseases with acute and chronic airways inflammation and/or progressive fibrosis and obstruction (4.,
chronic obstructive pulmonary disease or asthma). Autophagy and damaged immune response (lymphocytic activity)

may have here a role.
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Roviditések

ANOVA = (analysis of variance) varianciaanalizis; AOK = Alta-
lanos Orvostudomanyi Kar; CINCI1 = (cytokine-induced neu-
trophil chemoattractant-1) citokin indukélta neutrofil kemo-
attraktans-1; COPD = (chronic obstructive pulmonary disease)
idiilt obstruktiv tidébetegség; DLS = (dynamic light scatter-
ing) dinamikus fényszéris; GLP = (good laboratory practice)
helyes laboratériumi gyakorlat; HE = hematoxilin-eozin; ICP-
MS = (inductively coupled plasma mass spectrometry) induktiv
csatoldst plazma-tomegspektrometria; IL = interleuking MDA
= malondialdehid; NP = (nanoparticle) nanopartikulum, nano-
részecske; PAA = poliakrilsav; PEF = (peak expiratory flow)
kilégzési cstcsairamlas; ROS = (reactive oxygen species) reaktiv-
oxigén-gyok; SPF = (specified pathogen free) specifikilt pato-
génektdl mentes; SZTE = Szegedi Tudomanyegyetem; TBARS
= (thiobarbituric acid reactive substances) tiobarbituratreaktiv
anyagok; TEM = transzmisszios elektronmikroszkép; TiO, =
titdn-dioxid; TTIK = Természettudomdanyi és Informatikai
Kar; VEGF = (vascular endothelial growth factor) vascularis
endothelialis novekedési faktor

A nanotechnolégia folyamatos fejlédésével egyre tobb
iparagban és termékben fordulnak elé nanopartikulu-
mok (NP-ok, azaz legalabb az egyik dimenziéban 100
nm-nél nem nagyobb szemcsék, palcikak, csovecskék
stb.). Ujszerii gyogyszerformék, antibakteridlis anyagok
és feliileti bevonatok, fényvéds kozmetikumok, étrend-
kiegészit6k, elektronikai termékek emlithet6k példaként.
Mindezek eredményeképpen egyre gyakoribb a nano-
anyagokkal tortén humanexpozicié [1, 2]. Mivel a NP-
ok fizikai, kémiai, valamint (ezekbdl kovetkez8) bioldgi-
ai tulajdonsagai nagyon eltéréek lehetnek mas anyagoké-

ihoz vagy akar a nanoszemcsét alkot6 vegyiilet megszo-
kott halmazillapotihoz képest [3], az ¢él6 szervezettel
valé kolesonhatasaik, igy toxikolégiai tulajdonsigaik is
még csak részlegesen ismertek, ami egy Gjszer(i egészségi
kockdzat lehetGségére [4] és ennélfogva az egészségvé-
delmi intézkedéseket alitimaszté kutatasok sziikségessé-
gére [5] mutat rd. A humdnmediciniban is terjedGben
van a nanotechnolégia, ami a kedvezd hatdsok mellett
eddig nem ismert kockdzatok felszinre keriilését jelent-
heti. Ezen a tertileten els6sorban dermalis és inhalacios
expoziciéval kell szimolni, de virhatbéan egyre elterjed-
tebb lesz az intravénas hatdanyagok, illetve implantitu-
mok atjan térténd expozicié is [6]. A termékekben, a
szandékos alkalmazisokban valé el6fordulison tal, a
mikro- és makrokornyezetbe kikeriilt NP-ok legnagyobb
valészintiséggel az atmoszfériban lesznek megtalalha-
toék, igen stabil aeroszol formajaban [1], ami még hang-
stlyosabba teszi a 1égati expozicio jelentEségét.

A titdn-dioxidnak (TiO,) tobb ismert ipari alkalmaza-
sa van, a legjelentGsebb a fehér pigmentként torténd fel-
hasznaldsa nemcsak festékekben, hanem élelmiszer- és
gyogyszeripari szinezG- és bevondanyagokban is. Ezen
talmenden a fogkrémek, a bérapolasi termékek és (kiilo-
nosen) a magas fényvédo faktortt kozmetikai (napvédo)
szerek szintén gyakran tartalmaznak nano-TiO,-ot [7].
A TiO, anatiz formaija fotokatalitikus tulajdonsiggal
rendelkezik, ezért adalékanyagként alkalmazzik példaul
»ontisztuld” festékek és épitGanyagok elGillitasakor [8].

A TiO,-NP-ok egyre szélesebb korben és novekvd
mértékben torténd alkalmazisa a fentiek értelmében
(példaul a termékeket el6allité munkavallalok és/vagy a
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felhasznalok korében) egészségi kockazatot jelenthet,
melynek mértéke azonban tisztizatlan. Jelenleg ellent-
mondasos irodalmi adatok dllnak rendelkezésre mind a
nano-TiO, dermalis és pulmonalis abszorpciéja, mind
pedig bioldgiai hatdsai tekintetében [9], és hasonl6 a
helyzet a klinikai alkalmazasokkal kapcsolatban is [6]. A
részecskék krénikus (akdr tobb mint 20 évig tartd) be-
1égzésével Osszefliggben az expondlt dolgozdk tidbrik-
kockazata egyes (tobb orszigot atfogd) vizsgilatok sze-
rint fokozott [10], mig masok ilyen Osszefiiggést sem
humién populiciéban [11, 12], sem allatkisérletben (ha-
sonld aeroszollal kezelt patkinyok esetében) [13] nem
talaltak.

Ismert azonban a mdaltban el6fordult munkahelyi
TiO,-nanopor-terhelésbdl eredé csokkent 1égzési kapa-
citds és pleuramegvastagodds [14]. Allatkisérletben mar
egyetlen belélegeztetett TiO,-NP-dozis a macrophagok
aktivalodasat [15] és a citokinek fokozott termelését
[16] idézte el6. A citokintermelés szoros kapcsolatban
all az autophagiaval mint a sejten beliilre kertilt idegen
anyagok elimindciéjinak moédjaval [17] — a bekebelezett
NP-ok azonban enzimesen tobbnyire nem bonthatok le,
midltal a phagosomdk normalis feldolgozisa megakad,
tovabba a lysosomak megsériil6 membranja hidrolitikus
enzimeket, vasat stb. bocsit a citoplazmaba. Az elGbbi
folyamat az autophagiat allitja 4t a sejtet megvédd he-
lyett azt elpusztité miikodésre, az utdbbi pedig oxidativ
stressz és mitokondriumkarosodas atjan vezethet gyulla-
ddsos reakcidhoz, illetve apoptotikus sejthalilhoz. A ly-
sosomak destabilizdciéjit nano-TiO,-dal kezelt sejtkul-
tardkban is kimutattak [18].

A human léguati expoziciét és karosodast modellezé
allatkisérletek tobbségét gombszerd NP-okkal végezték,
azonban tobb nagy gyakorlati jelent6ségii alkalmazasban
(immunterdpia [19], biokompatibilis implantitumok
[20], antimikrobialis textilidk [21]) a nanopalcikik, -cs6-
vecskék stb. elényosebbek. Ezek viszont, méretiiknél és
alakjukndl fogva, a macrophagok szamara nem kebelez-
hetdk be, és tigynevezett , frusztralt” phagocytosist idéz-
nek el6 (akadalyozva a fal6sejtek miikodését), ami foko-
zott intracellularis ROS-termeléshez, -akkumulaciéhoz,
ennek kovetkeztében oxidativ stresszhez, tovabbad a lyso-
somdk sériilése dltal proinflammatoricus citokinek kibo-
csdtisihoz, a membrianpermeabilitds fokozodasihoz, cy-
toskeletalis dezorganizacidhoz, végiil pedig sejthalalhoz
vezet [22].
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Célkittizés

A fentieket szem el6tt tartva, a jelen munkiban szubakut
intratrachealis adagolassal kezeltiink fiatal feln6tt him
patkdnyokat palcika formaja TiO,-NP-okkal. Vizsgaltuk
a TiO,-ND als6 légutakba jutdsat és az dltala indukdlt al-
talanos toxikologiai (példaul test-, illetve szervtomegek-
ben megnyilvinulé) hatasokat, tovabba a lokdlis szerv-
specifikus toxicitast, igy a célszervben — tiid§ alveolaris
régi6 — megfigyelhet6 patolégiai, kémiai és oxidativ
stresszre utaléo biokémiai valtozasokat. Megvizsgaltuk
tovabba a nano-Ti indukalta lokalis gyulladasos folyama-
tok szisztémadssd vildsinak lehetGségét is.

Anyagok és modszer
Allatok és kezelésiik

A kisérletben specifikilt patogénektSl mentes (specified
pathogen free, SPF) higiénés statust, 6 hetes, 210 + 5 g
kezdd testtomegd fiatal felnStt him Wistar (Crl: WI BR)
patkanyokat (Toxi-Coop Zrt., Balatonfiired) haszndl-
tunk. Az 6sszesen 50 dllatot random médon 5 csoportba
soroltuk (10 dllat/csoport), majd 2 napig akklimatizal-
tuk. Ez a csoportonkénti elemszam el6zetes erGanalizis
(power analysis) alapjan (p = 0,8 esetén) elegendSen
nagynak bizonyult. A kisérlet alatt standard allathdzi ko-
rillményeket biztositottunk (22 + 3 °C, 30-70% paratar-
talom, 12 6ris fény/sotétség ciklus). A vizsgilatokat a
»helyes laboratériumi gyakorlat” (good laboratory prac-
tice, GLP) mingségbiztositasi elveinek megfelelS kortil-
mények  kozott, érvényes dllatkisérleti  engedély
(XXI/153,/2013. sz.) birtokdban folytattuk le.

Az akklimatizaciot kovetd 28 napos kezelés (5 kezelé-
si nap/hét) sordn az 5 koziil 3 csoportnak naponta 1 al-
kalommal 8 és 10 6ra kozott, az 1. tdblazat szerinti do-
zistt nano-TiO,-szuszpenziét instilldltunk intratracheali-
san, rovid dietil-éteres boditasban [23]. Az éllatok test-
tomegét naponta mértiik, ami alapjat képezte a napi
kezelési térfogatok, tovibbd a csoportonkénti testto-
megatlagok, a hetenkénti valtozdsok és a salygyarapodasi
titem meghatarozasinak. A nanoanyagot a SZTE Alkal-
mazott és Kornyezeti Kémiai Tanszéken allitottak el6. A
koriilbelil 15 x 65 nm méretd, palcikaszerti NP-okat 1%
poliakrilsavat (PAA) tartalmazé foszfatpuftterelt fiziologi-
as sooldatban szuszpendaltuk. A nanoszuszpenzid stabi-
litasat a dinamikus fényszoras (dynamic light scattering,
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DLS) médszerével vizsgaltuk, frissen eléallitott és 4 ho-

1. tiblazat | Az instillatiéval kezelt kontroll- és TiO,-NP-exponalt csoportok és az alkalmazott nano-TiO,-d6zisok

Csoportok Kontroll Viv6anyagos kontroll  Kis dozis Kozepes dozis Nagy dézis

Kezelés 0,9% NaCl 1% PAA 5 mg/ttkg 10 mg/ttkg 18 mg/ttkg
TiO,-NP TiO,-NP TiO,-NP

PAA = poliakrilsav; TiO,-NP = titin-dioxid-nanorészecske
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napig szobahémérsékleten tarolt nanoszuszpenzié ré-
szecskeméret-closzlasinak Osszehasonlitisaval. A szusz-
penzié intratrachealis beadasi térfogata 1 ml/ttkg volt.
A vivBanyagos kontrollcsoport ezt a kozeget kapta, NP-
tartalom nélkiil (1. tablazat).

Autopszia és szovetminta-vételezés

A 28. kezelési napot kovetSen az dllatokat (uretdntalada-
golassal) kiméletes termindlis narkézisban részesitettiik.
Az utolsé légvétel utin megnyitottuk a mellkast, majd
transcardialis perfaziot végeztiink 300 ml, 4 °C-ra hd-
tott fiziolodgids sdoldattal, a szervek vértelenitése célja-
bol. Az autopszia soran mértikk a szervek (sziv, vesék,
mellékvesék, m4j, tids, 1ép, csecsemdmirigy) abszolut
tomegét, és kiszdmitottuk az (1 /100 testtomegre, illetve
agytomegre vonatkoztatott) relativ szervtomegeket. Az
allatok jobb tiid6felét folyékony nitrogénben lefagyasz-
tottuk, majd —20 °C-on tiroltuk kémiai és biokémiai mé-
résekhez, mig a bal tiid6feliiket 4%-os formalinoldatban
fixdltuk a patolégiai vizsgalatok céljabdl torténd altald-
nos (hematoxilin-eozin, HE) szovettani festésig.

Analitikai és korszovettani vizsgialatok

o2

Az elemi Ti tid6mintikban 1év6 teljes koncentracidjanak
meghatirozasa a SZTE Szervetlen és Analitikai Kémiai
Tanszékén tortént, induktiv csatoldst plazma-tomeg-
spektrometria (ICP-MS, kvantitatfv elemanalitikai mod-
szer) alkalmazisaval, savas (HNO; + HCI) roncsolast
kovetSen [24, 25].

A biokémiai vizsgalatok elsGsorban az als6 1éguti alve-
olaris régi6é celluldris (alveolaris epithel, macrophag)
szintli karosodasainak (akut/krénikus gyulladds, sejt-
pusztulas) detektalasira fékuszaltak. A patkdnyok tiid6-
szovetében a proinflammatoricus fehérjék expresszidjit
’multiplex cytokine assay’-vel (29 kemokin és citokin,
Bio-Techne, Minneapolis, MN, Amerikai Egyesiilt Alla-
mok [USA]) detektiltuk. A TiO,-kezelés kovetkeztében
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taltermelt reaktivoxigén-gyokok (ROS) miatt kialakuld
oxidativ stressz és lipidperoxidacié mérésére a katalazak-
tivitds mérése és a tiobarbiturattal reagilé malondialde-
hid (MDA) kimutatisa tortént tiiddészovet-lizaitumban.

A lipidperoxidicié mértékét a tiidészovet-lizaitumban
tiobarbituratreakciéval (TBARS) hatiroztuk meg [26], a
katalaz aktivitdsat pedig a mintak H,O,-bonté képessége
alapjan mértiik (Bergmayer-egységben: 1 BE =1 g H,0,
lebontisa percenként, 25 °C-on) [27]. Mindkét értéket
a minta Bradford-médszerrel meghatarozott fehérjetar-
talmdra vonatkoztatva adtuk meg. A biokémiai mérések
a SZTE TTIK Biokémiai és Molekularis Biologiai Tan-
székén torténtek.

A SZTE AOK Patolégiai Intézetében végzett fény-
mikroszképos szovettani vizsgilathoz minden egyes allat
formalinfixalt bal tiid6felébdsl 3 pm vastagsagu, hemato-
xilin-eozin (HE) festési metszetek késziiltek. A metsze-
tek digitilis képeinek kvantitativ kiértékelése az Image]
szoftverrel [28] tortént. A mérettartomany kalibralasat
és validaldsat kovetSen a metszet egész teriiletén, a nano-
TiO,-ot fagocitalt macrophagok manualis megjelolésé-
vel, a program automatikusan megadta (a metszet teljes
teriiletére es@) macrophagszdmot, azok legnagyobb at-
mérdjét és az altaluk a metszeten képviselt Osszes teriile-
tet. A transzmisszids elektronmikroszképos (TEM-) fel-
vételekhez a szovetmintdkbol, mligyantiba bedgyazva,
70 nm-es metszetek késziiltek urin-6lom festéssel.

Statisztika

A vizsgélati eredmények normaleloszlasit Kolmogorov—
Szmirnov-teszt segitségével ellendriztiik. Normalelosz-
lds esetén parametrikus egyutas ANOVA {6- és post hoc
Tukey-tesztet, nem normaleloszlas esetén Kruskal-Wal-
lis £6- és post hoc Mann—Whitney-féle U-analizist végez-
tink. A statisztikai értékelés SPSS 24.0 verziéja (IBM
Corporation, Armonk, NJ, USA) programmal tortént. A
csoportok kozti eltéréseket p<0,05 esetén tekintettiik
szignifikansnak.
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| A vivBanyagban szuszpendalt TiO,-nanopdlcikik méreteloszldsa friss dllapotban (A) és 4 honapos térolds utin (B)
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2. tablazat Az dllatok testtomege a kezelési id6 végén, valamint a relativ
tiid6tomeg (1 g/100 g testtomeg)

Kezelési Intratrachealis Testtomeg (g)  Relativ

csoportok kezelések a kisérlet végén tiidGtomeg

Kontroll 0,9 NaCl 355,5+32,62 1,05=+0,44

VivSanyagos 1% PAA 356,2 + 26,65 1,24 + 0,57

kontroll

Kis dozis 5 mg/ttkg 355,0 £+ 29,75 1,37 £ 0,26
TiO,-NP

Kozepes dozis 10 mg/ttkg 350,8 + 18,59 1,52 +0,51
TiO,-NP

Nagy dézis 18 mg/ttkg 3544+ 14,48 1,74 +0,197%
TiO,-NP

Atlag + sz6ris, n = 10
“p<0,01 »s. kontroll
#p<0,01 vs. vivGanyagos kontroll

n = allatszam/csoport; PAA = poliakrilsav; TiO,-NP = titin-dioxid-
nanorészecske

Eredmények

A DLS-eredmények alitimasztottak, hogy az 1% PAA
mint stabilizdtor felhasznilasaval késziilt, palcika alaka
TiO,-NP-ok koriilbeliil 15 x 65 nm nagysaguaak, és az
eléallitott nanoszuszpenzidé hosszi idSintervallumban
stabil marad (1. dbra). A kisérlet soran a 28 napos TiO,-
NP-adagolissal sszefiiggd klinikai tiineteket vagy elhul-
last nem tapasztaltunk a csoportokban. Az dllatok test-
tomegviltozdsinak  mértékében, illetve titemében
megnyilvinulé 4ltalinos toxikus hatds sem volt megfi-
gyelhetd, igy valamennyi csoportban az életkor eléreha-
ladasaval folyamatos testtomeg-novekedést mértiink. A
kezelés végén a testtomeg 100 g-jara vonatkoztatott 1 g
relativ szervtomegek koziil csupan a 18 mg/ttkg TiO,-
NP-kezelt csoportban volt megfigyelhetd a tiid6k és a

3. tiblazat
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vesék (nem lathaté adat) szignifikins dozistfiggd nove-
kedése — azzal egyiitt is, hogy a tiild6 tomegére maganak
a kezelési eljarasnak is volt hatdsa, amit a kontroll- és vi-
v6anyagos kontrollcsoportok relativ tid6tomegének el-
térése jelez (2. tablizat).

A 28 napos intratrachealis expoziciot kdvetSen a na-
no-TiO,-kezelt dllatok tiidémintdiban az ICP-MS maéd-
szerrel mért Osszes Ti-koncentracié mindkét kontroll-
csoporthoz képest szignifikinsan magasabb értéket
mutatott (3. tdblizat). A fiziol6gids s6oldattal, illetve 1%
PAA-val kezelt kontrollok tiid6mintdiban kimutatott
igen alacsony elemi Ti-szint néhdny allat véletlenszerd
keresztkontamindciéjabol adédhatott, mivel az ezekbe a
csoportokba tartozé patkinyok tiidGszovetmintajiban
TiO,-NP-ot fagocitilt macrophag nem volt detektalha-
t6. Ezekbdl az kovetkezik, hogy a TiO,-NP-exponalt
patkdnyok tiid6szovetében mért fémkoncentracié elsé-
sorban a légutakba instillalt és annak distalis szakaszaig
(alveolaris régi6) eljutott TiO,-nanopdlcikdk jelenlétébdl
adddott. Ez arra utal, hogy az intratrachealisan bejutta-
tott 15 x 65 nm nagysigq, palcika alaki NP-ok a trachea
és a bronchusok falain nem tapadtak meg, hanem mére-
tiiknél fogva az als6 légutakig eljutottak, és az alveolus-
tiregekben akkumuldlédtak. Ezt alatimasztjak a kezelt
allatok tiiddémetszetébdl késziilt elektron-, illetve HE-
festett fénymikroszkopos felvételek is. A fénymikroszké-
pos képeken a sotéten fest6dd, szabadon dll6 NP-szem-
csékkel teltalveolusiiregek és a NP-okat mar bekebelezett,
az alveolaris epithel falatél fiiggetlen macrophagok (2/
C-E dabra), mig az elektronmikroszkopos felvételeken, a
macrophagok plazmdjiban, nanopalcikikkal tomott pha-
gosomdk lithaték (3/B-E abra). Ugyanakkor a TEM-
felvételek azt is alitdimasztjik, hogy a NP-ok nemcsak az
alveolaris tiregekbe, hanem az interstitiumba is bejutot-
tak, mivel NP-ok tobb szdz nm-es konglomeratumai az
alveolaris és interstitialis helyzetd macrophagok multive-

| A tiidémintak Ti-szintje és a TiO,-NP-tartalm macrophagok szima HE-festett tiid6szovetmetszetekben

Kezelési csoportok A tiidGszovet Ti-szintje

A TiO,-NP-tartalma macrophagok szima a HE-festett tiid8szévetmetszetekben

(mg/kg) Szam Osszatmérs Osszesitett teriilet
Kontroll 4,16 £ 4,12 n.d. - -
Viv6anyagos kontroll 2,26 £1,84 n.d. - -
Kis dozis 207,20 £ 72,85 179 3490 +5,18 133798 = 69733 ##
Kozepes dozis 191,19 + 72,85™"# 192 40,70 + 6,97 192786 = 611507 ###
Nagy dézis 610,44 + 133,03 265 43,00 + 5,76 314682 + 129890 ###*

Atlag + sz6Ords, n = 10

" p<0,01; 0,001 vs. kontroll
##ip<0,01; 0,001 vs. vivGanyagos kontroll
°p<0,01 »s. kis d6zis

HE = hematoxilin-cozin festés; n = allatszim /csoport; n.d. = nem detektilhatd; TiO,-NP = titdn-dioxid-nanorészecske; Ti-szint = az egységnyi

szovetmintiban ICP-MS moédszerrel mért teljes Ti-koncentracié

A macrophagok szimdnak meghatirozasa a HE-festett tiid§szovetmetszetek fénymikroszkopos vizsgilata alapjan (nagyitas: 10x) Image] analizis-

sel tortént.
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Fénymikroszkopos felvételek a kontroll (A), a vivéanyagos
kontroll (B) és a TiO,-NP-kezelt allatok — kis dézis (C), kozepes
dézis (D), nagy dozis (E) — tiid6szovet, valamint a nagy dozissal
expondlt patkinyok hilusi nyirokcsomé (F) HE-festett metsze-
teibdl. A tiid§ alveolaris régidjiban az iiregekben és az intersti-
tiumban a gyulladdsos folyamatot jelz8 macrophagok ¢és az
azokban bekebelezett és szabadon dll6 TiO,-NP-ok (s6téten
fest6d6 NP-ok vagy NP-aggregitumok) lithatok. Nagyitds:
10x. Kalibracié: 100 um

sicularis testeiben is lithaték (3. 4bra). Az alveolaris epi-
thelsejtekben azonban nem volt kimutathaté NP, ami
arra utal, hogy a pélcika alaka nanorészecske ott tartdz-
koddsa révid idejdi és csupan atmeneti. A NP-okkal telt
interstitialis macrophagok fény- és elektronmikroszké-
pos kimutatdsa a NP-ok pulmonalis epithel/endothel
barrieren torténd atjutasat feltételezi, amit alatimaszt a
kezelt csoportokban mért, a kontrollokénal szignifikin-
san magasabb MDA-koncentrici6 ¢és alacsonyabb
kataldzaktivitas. A NP okozta lipidperoxidici6-kirosodas
a cytoskeletalis reorganiziciés folyamatok sériiléséhez,
tobbek kozott a (citoplazma- és sejt-) membrin barrier-
funkciéjanak csokkenéséhez, a permeabilitds fokozdda-
sdhoz és végsd soron sejthalilhoz vezethet. Ugyanakkor
az intracelluliris redoxifolyamatok egyenstlyat fenntarté
oxiddcids és antioxidacidés enzimmiikodés kirosodasa a
tiidGszovetben lokalis ROS-taltermelédést okoz, mely
aktivalja a (pro)inflammatoricus citokineket (IL1, IL6)
és kemokineket, akut gyulladasos folyamatokat indukal-
va. A HE-festett tiid6metszetek fénymikroszképos felvé-
telein kvantitativ képelemzéssel (Image]-analizissel ) iga-
zolhaté volt az als6 légati akut gyulladasra utald
szignifikins macrophagfelhalmozdis a kezelt csoportok
tiidémintdinak alveolusaiban és interstitialis terében is

EREDETI KOZLEMEN

A viv6anyagos kontroll- és a TiO,-NP-kezelt dllatok HE-festett
tiid8szovetmetszeteinek  elektronmikroszkopos  felvétele:  A:
kontroll (ép phagocyta), B: kis dézis (ép és NP-okkal telitett
phagocyta), C: kozepes dézis (NP-ok phagocytdn beliil és sza-
badon az alveolaris térben), D: nagy dézis (NP-okkal telitett
phagosomdk a falsejtben), E: nagy dézis (pdlcikaszerd NP-ok a
phagosomadban), F: nagy doézis (NP-okkal telitett phagocyta a
regiondlis nyirokcsom6bdl).  Nagyitas: A-D: 2000x, E:
20 000x, F: 6000x

(3. tablazat). A TiO,-NP indukdlta alveolitist a nagy do-
zissal kezelt patkdnyok tiid6szovetében mért CINCI ke-
mokin, IL1a és L-szelektin inflammatoricus citokinek fo-
kozott expresszidja szintén megerdsitette. A lokalis akut
gyulladas krénikussa valdsat az interstitium 6démads meg-
vastagoddsa, macrophag- ¢és lymphocytainfiltracioja,
ugyanakkor az alveolaris tér csokkenése (2/E dbra), to-
vabbad a VEGF fehérje expresszidjanak fokozddasa jelezte.
Az interstitium legfontosabb sejttipusa a fibroblast, mely
az alveolusok kialakuldsahoz és architekttrajuk kialakitasa-
hoz sziikséges. A ROS-fiiggd kirosodas (példaul nuklein-
sav-oxidicid) a fibroblastokban szerepet jatszhat az em-
physema kialakuldsiban [29]. A 15 x 65 nm nagysiga
TiO,-NP-oknak a primer célszervbdl az alveolaris epithel
barrieren keresztiil mas szovetek felé torténd dtjutdsat iga-
zoljak a tiid6 hilusi nyirokcsoméiban kimutathaté ép /t6-
redezett, palcika alakd, illetve aggregalodott NP-okkal telt
phagocytak (2/F és 3/F dbra), tovabba a vér- (és feltételez-
het6en a nyirok-) keringéssel tivolabbi szervekbe kertilést
és ott a primer célszervhez hasonld, lokalis gyulladdsos
folyamatok indukalasit feltételezi a vesék relativ szervto-
megének novekedése is (nem lathato adat).

A kezelt allatok tid&szovetében erdteljes oxidativ
stressz volt detektdlhaté (4. tdblizat). A tiobarbituritre-
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4. tiblazat
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| A szubcelluldris oxidativ stressz biokémiai indikdtorai mindkét kontroll- és a TiO,-NP-kezelt csoport tiid6szovetmintaiban

Csoportok Intratrachealis kezelések TBARS (uM MDA /mg fehérje) Kataldzaktivitds (BU/mg fehérje)
Kontroll 0,9 NaCl 1,0389 + 0,3149 0,00238 + 0,00034
VivGanyagos kontroll 1% PAA 1,0783 £ 0,3325 0,00214 + 0,00049

Kis do6zis 5 mg/ttkg TiO,-NP

1,0250 = 0,3855 0,00334 = 0,00078""#

Kozepes dozis 10 mg/ttkg TiO,-NP

0,9869 + 0,3736 0,00213 + 0,00095

Nagy dézis 18 mg/ttkg TiO,-NP

1,2985 + 0,3890" 0,00345 = 0,00105"#

Atlag + sz6ris, n=10
", "p<0,05; 0,01 »s. kontroll
#p<0,01 »s. vivGanyagos kontroll

BU = Bergmayer-egység; n = allatszam /csoport; MDA = malondialdehid; PAA = poliakrilsav; TBARS = tiobarbituratreaktiv anyag; TiO,-NDP =

titdn-dioxid-nanorészecske

akcio er6ssége a lipidek oxidativ karosodasat, a kataldz-
aktivitds pedig a sejtek fokozott antioxidativ védekezését
jellemzi a lokalis ROS-talprodukcié hatdsara. Az oxida-
tiv szabad gyokok fokozott termelédése és akkumuldcié-
ja a NP-oknak részben a kornyezd vizes kozeggel, rész-
ben a sejtfelszini és (a részecskék internalizalodasat
kovetSen) sejten beliili receptorokkal valé kolcsonhata-
sanak kovetkezménye [3]. Ismert, hogy intracelluldrisan
a NP-ok hajlamosak a mitokondriumok miikodésének
megzavardsival oxidativ szabad gyokok keletkezését in-
dukalni [30]. Cellularis szinten a ROS-taltermelSdés ka-
rositja a legfontosabb sejtalkotdkat, igy a foszfolipideket,
melyek a bioldgiai membranok alkotéelemei. Ezek funk-
ciézavara mas celluldris kompartmentek, példaul emzi-
mek és/vagy membranok diszfunkciéjit okozhatja. Iro-
dalmi adatok tamasztjak ald, hogy a lipidperoxidacios
karosodas szerepet jatszik kiilonboz6 oxidativ stresszel
Osszefiiggd kronikus nem 1égzdbszervi (példaul arterio-
sclerosis, egyes cardiovascularis és emészt&szervi) és pul-
monalis (példaul asztma, cystas fibrosis vagy interstitialis
tid6betegség) korképek patogenezisében [31, 321, illet-
ve a mitokondriummikodés zavara Osszefliggésben all
példaul a COPD kialakuldsival [29]. Az eddigi vizsgila-
tok azt is alatimasztjak, hogy a NP-ok primer lokalis ha-
tasa mellett szimolni kell szisztémds, reaktiv szabad gyok
termelésére, thrombocytaaggregaciora gyakorolt hatas-
sal is, amely noveli a cardiovascularis vagy egyes degene-
rativ kozponti idegrendszeri betegségek rizikojat is [6,
30].

A 28 napos intratrachealis instillatio és az észlelt
szervspecifikus hatdsok kozotti Osszefliggés statisztikai
vizsgalatinak eredménye megerGsitette a kezelt allatok
(kis, kozepes és nagy dozist csoport) tiidSinek tomege,
Ti-tartalma és a lipidperoxidacié mértéke kozotti korre-
laciét (4. abra).

Megbeszélés

A kapott eredmények alatimasztjak azt — a humanexpo-
zicié kovetkezményei [15] dltal sejtetett — Osszefiiggést,
miszerint a TiO,-NP-okkal torténd léguti expozicid

mind akut, mind krénikus lokélis gyulladast hozhat 1étre
a primer célszervben/szovetben. Ennek a — tipikusan
foglalkozasi — kockazatnak a fennallasit modellszamita-
sokkal is igazoltak [33]. Patkinyban TiO,-NP intratra-
chealis instillatidja fokozta a tranzitérikus és a perzisztald
gyulladasos, illetve allergids reakcidk kialakuldsat [34] —
mindezek értelmében az inhalalt NP-ok szerepet jitsz-
hatnak a tid6t és mas szerveket érintd, krénikus fibrosis-
sal jar6 elviltozasok kialakuldsiban és progresszidjiban
[35]. Mas szervek érintettségét a NP-ok szervezeten
beliili nagyfoktt mozgékonysaga [ 3] magyarizza, ugyan-
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oxidativ stresszre utalé — malondialdehid (MDA )-koncentracié
kozott (B)
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is a barriereken (pulmonalis, vér—agy git, placenta) dtjut-
va és a szisztémds keringésbe kertilve mas, tavolabbi szer-
vekbe (mdj, vese, sziv, agy) keriilhetnek, és ott — a
tiidGszovet kirosodasihoz hasonléan — gyulladdsos me-
didtorok megjelenésén keresztiil zavarhatjadk meg azok
mikodését. A vér—agy gat kirosoddsa {6 rizikotényezdje
lehet példaul a DNS-mutacioén, oxidativ kdrosoddson és
inflammatoricus citokinek megjelenésén alapuld, tovab-
b4 a membrintranszporterek miikodészavarinak, mely
krénikus neurodegenerativ betegségek (példaul Alzhei-
mer-kor) kialakuldsidhoz vezethet [36]. Irodalmi adatok
igazoljak az immunrendszer miikodésének NP indukélta
kirosodasat [37].

A kezelt patkinyokban létrejott belsé expoziciét a tii-
dészovet Ti-tartalmanak kémiai kimutatasaval és a nano-
palcikak jelenlétének kozvetlen, elektronmikroszképos
telvételével is igazoltuk. Az altalunk alkalmazott TiO,-
nanopalcikdk kristilyformdja anataz volt — ez a kémiailag
aktivabb valtozat [38], és ezzel 6sszhangban hatirozot-
tan fokozddott a kezelt allatok tiidGszovetében az oxida-
tiv stressz (4. tablizat). A TEM-képek tantisaga szerint a
sejtekbe keriilt TiO,-NP-ok tobbnyire multivesicularis
testekben, illetve phagosomakban talalhaték, ami az au-
tophagia beinduldsit jelezheti. Ez az 6nmagiban véve
fiziol6gias folyamat a TiO,-NP-ok patomechanizmusa-
nak egyik elemeként szerepelhet [ 39], mivel a lysosomak
enzimei a TiO,- (és mas szervetlen) anyagi NP-okat
nem bontjik le. A NP-okkal terhelt phago-, illetve pha-
golysosomdk felhalmozoédnak a sejtben, normalis feldol-
gozasuk elakad. A lysosomak kozvetlentil is kirosodnak a
NP-ok dltal [18], és megsériil6 membranjukon at — ami-
ben a tiobarbituritreakcié dltal jelzett (4. tablizat) lipid-
peroxidaciénak is szerepe lehet — olyan faktorok, példaul
katepszin-B, jutnak ki a citoplazmdiba, melyek citokinek
aktiviciojat idézik eld, és végiil sejtpusztulashoz vezet-
nek (ezt tobbek kozt human alveolaris eredet( sejtvona-
lon is bizonyitottak [40]). A patoldgids folyamatban a
lokdlis gyulladas elsédleges szerepét/jelenlétét igazoljik
az intracelluldris multiplex citokin fehérje assay’ ered-
ményei is. A NP indukilta reaktivszabadgyok-felszaba-
dulis, az oxidativ stressz és a kovetkezményes szoveti
hypoxia akut gyulladasos folyamatokat indukal, melyek
indikatora példdul a macrophagtelszaporodas és az akti-
valt macrophagok altal termelt (pro)inflammatoricus ci-
tokin (adhezidés, kemokin, proangiogén) proteinek ex-
presszidjanak fokozédasa. Irodalmi adatok szerint a
nano-TiO, egyetlen instillati6ja (3,3 mg/ttkg [41]) pat-
kanyok ttidejében 1 hénapig tartd, a kemokinek felsza-
porodasival és NP-okkal telitett macrophagok megjele-
nésével jar6d gyulladdsos reakciot idézett elS, mely utobbi
hatds hasonlé volt az dltalunk megfigyelthez (1. abra). A
VEGEF proangiogén protein overexpresszidja a lokdlis fo-
lyamat akut szisztémas gyulladisba torténé atmenetét
feltételezi, mely alapjat képezheti fibroticus folyamatok
kialakuldsanak. Igazoltak, hogy az IL14 lokdlisan aktival-
ja a vascularis endotheliumot és a lymphocytakat, igy lo-
kalis szoveti destrukciot okoz. Az endothelsejt-kiroso-
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dds biomarkere a L-szelektin adhéziés molekula — mely
expresszidja fokozott volt a nagy dézist TiO,-NP-kezelt
csoportban. Az angiogenezisben a CXC-kemokineknek
jelent8s szerepiik van. Kisérletiinkben a CXCL5-citokin-
termelés novekedését tapasztaltuk a nagy dozist kapott
csoportban, ami a lokalis kronikus gyulladas akut sziszté-
mis gyulladasba torténé dtmenetére utal.

Az expondlt munkdsokban [14] kimutatott csokkent
FEV, , és mas tiinetek (példaul kopetiirités) COPD-sze-
rd elvaltozasra utalnak. A COPD patomechanizmusiban
val6szintileg szerepet kapnak a velesziiletett immun-
rendszer részét alkot6 inflammasomak [42 ], melyek akti-
valodésiban tobb, a szovetbe kertilt NP-ok dltal is tipiku-
san kivaltott folyamat, példaul oxidativ stressz és lysoso-
makarosodas vesz részt [43]. Nano-TiO, adagolasaval
emberi és egéreredetd macrophagokban in vitro az
NIrp3 inflammasomak aktivaldsat és IL1a és -ff termel6-
dését lehetett kivaltani, egerek intranasalis nano-TiO,-
kezelésével pedig a folyamat in vivo analdgja, IL1a-fiig-
g6 tiidSbeli gyulladds volt eldidézhetd [44]. Allatmo-
dellben kialakitott allergids léguati gyulladds nano-TiO,
adaséra fellépd stulyosbodasat, valamint az asztmds bete-
gek kilégzési cstcsaramldsi (PEF) értékkel jellemzett ak-
tudlis allapota és a lakohelyi levegd ultrafinom (azaz
nano-) részecskeszdm-koncentricidéja kozotti negativ
korreldcié fennallisat mds irodalmi adatok is alditimaszt-
jak [37,45].

Kovetkeztetés

Eredményeink és az irodalmi adatok osszevetése alapjan
kimondhaté, hogy a belélegzett 15 x 65 nm nagysagu,
pélcika alaka TiO,-nanorészecskék oki tényez&ként sze-
repelhetnek ROS indukalta oxidativ stressztdl fiiggd
idilt légati gyulladdsos (COPD-szerd, emphysemads), va-
lamint nem légati betegségek kialakuldsiban és/vagy
progresszidjaban, és ennek soran jelentdsége van az au-
tophagidnak és az immunrendszer mikodésében bealld
viltozasoknak. A lokalis akut és szubkrénikus gyullada-
sos reakciok kialakuldsiban a pélcika alakat TiO,-NP-ok
mérettartomanya (elsGsorban szélessége és atmérGje) és
expoziciés dozisa lényegesnek bizonyult. Ebbdl kovet-
kezGen indokolt a légati és dermalis expozicié potencid-
lis veszélye esetén hatékonyabb munkavédelmi rendsza-
bilyokat biztositani, tovibbid nemzetkozileg mdr
megdllapitott hatdrértékeket bevezetni a nano-TiO,-ex-
pozicié kockazatanak kitett dolgozék munkahelyein.

Anyagi tamogatds: A kutatbmunka részben a GINOP
2.3.2-15-2016-00038. sz. palydzat anyagi timogatasaval
tortént.

Szerzdi munkamegosztis: H. T.: Allatkisérletes munka,
altalanos toxikolégiai adatok felvétele és értékelése, sta-
tisztikai elemzés, a kézirat megszovegezése. P. A., V. T.:
A vizsgalati koncepcié kialakitasa, az adatok Osszesit6 ér-
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tékelése, a kézirat korrekcidja. I. N.; T. V.: Biokémiai
mérések. K. M.: A biokémiai mérések értékelése, a kéz-
irat korrekciéja. K. G.: Nanorészecskék eléallitasa és jel-
lemzése. T. L.: Fénymikroszkopia. R. Zs.: Elektronmik-
roszkopia. A cikk végleges valtozatit valamennyi szerzé
elolvasta és jovahagyta.
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