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Roviditésjegyzék

BBB
BSA
DIV
ER
FCS
HDMEM
LDH
MEM
MTT
NP
PBS
PLL
ROS
TiO2

vér-agy gat (blood brain barrier)

marha szérum albumin (bovine serum albumin)

in vitro tenyésztési napok szama (days in vitro)

endoplazmatikus retikulum

fotalis borju szérum (foetal calf serum)

magas cukortartalmt Dulbecco's Modified Eagle tapfolyadék (high glucose)
laktat dehidrogenaz

Minimum Essential Medium tapfolyadék
3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromid
nanopartikulum

foszfat pufferelt sboldat (phosphate buffered saline)

poli-L-lizin

reaktiv oxidativ szabadgyokok (reactive oxidative species)
titan-dioxid



1 Osszefoglalas

A titan-dioxid széles korben alkalmazott kristalyos anyag. Optikai tulajdonsagai miatt
pigmentként hasznalatos, de nanorészecskéinek UV tartomanyban megfigyelhetd fényszord
képességét kozmetikai készitményekben, példaul naptejekben is kihasznaljak. Mivel gyakran
alkalmazott vegyliletrdl van szd, kornyezeti terhelését, biologiai hatdsait kordbban mar
elemezték, kiilonos tekintettel a TiO2 nanorészecskék (6-100 nm) ¢élettani hatdsaira.
Kristalyszerkezeti formainak egyedi hatasait ezzel szemben kevesen vizsgaltak.

Kisérleteimben TiO2 asvanyok anatdz (gomb alak, szemcseméret: 6-8 nm) és rutil
(palcika alak, hosszsag: 80-100 nm, atméré: 10-20 nm) nanorészecskéinek életképességre
gyakorolt hatasat négyféle sejt-Osszetételli primer idegi sejtkultiran vizsgaltam. A csak
idegsejteket, csak gliasejteket, ideg- és gliasejteket, valamint a csak mikrogliasejteket
tartalmazé sejttenyészeteket a kétféle nanorészecskével kiilonb6z6 koncentraciokban (1-1000
ug/ml) 24 vagy 48 oraig kezeltem. Az életképességre gyakorolt hatast MTT ((3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid) redukciéon és LDH (laktat dehidrogenaz)
aktivitds mérésen alapuld médszerek segitségével hataroztam meg.

Eredményeim alapjan az alkalmazott koncentraciotol és a kezelés idejétol fiiggetleniil a
csak idegsejteket, valamint a neuront és gliat vegyesen tartalmazo sejtkultarak esetében sem az
anataz, sem pedig a rutil nanorészecskék nem csokkentették a sejtek életképességét. Az
asztroglia tenyészeteken a rutil forma mar 24 6ras kezelésben, 10 ug/ml koncentracié felett
sejtpusztulast okozott, €s hatdsa a koncentracio, illetve a kezelési id6 emelésével potencirozhatd
volt. Az anataz forma esetén ugyanakkor az életképességre gyakorolt hatast nem tapasztaltam.
A rutil forma a mikroglia sejtekre is sejtkarosito volt.

Vizsgalataim felhivjak a figyelmet, hogy a nano-titdn szemcséket rutil formaban
tartalmazo készitmények célzott kockazatot jelenthetnek a kdzponti idegrendszer asztroglia és

mikroglia sejtjeire.



2 Bevezetés

A titan-dioxid (TiOy) a titan természetben is eléforduld oxidja. Asvanyként magmas
kozetekben és hidrotermalis erekben fordul eld. Sokféle ipari célt felhasznalasa ismeretes, ezért
az éves TiO, forgalom kb. 5-6 Mt kozé tehetd. Kinyerése, eléallitasa leginkabb kloridos és
szulfatos modszerrel torténik. El6bbi esetben az ércet klorral és szénnel kezelik, igy titan-
tetrakloridot allitanak eld, melyet oxidalnak. A szulfatos modszernél az ilmenitet (vas tartalmi
titanérc asvany) kénsavval kezelik, hogy a vasat vas(ll)-szulfat-pentahidrat formajaban
extrahaljak. Mind a szulfat-, mind a klorideljaras soran a titan-dioxid pigmentet természetben
is el6forduld, rutil kristalyformajaban allitjak elo, de a szulfateljaras beallithato az anataz forma
eloallitasara is .

A vilag titan-dioxid termelésének mintegy 80%-at a festékekben, lakkokban,
mianyagokban és papirokban talalhaté pigmentek (pl. titan-fehér) eldallitasara hasznaljak.
Tovabbi 8%-0t mas pigment alkalmazasok (pl. nyomdafesték, gumi) tesznek ki. A TiO»
emellett megtalalhatoé ¢élelmiszerekben is, valamint fényszord képességének koszonhetéen
naptejekben, kozmetikumokban is alkalmazzak (Racovita, 2022). A felhasznalasi teriilett6l
fliggetlentil a polimorf titan-dioxid asvanyok nanopartikulumok formajaban is el6fordulhatnak,
amelyeket méretiik alapjan kategorizalhatunk. Az ultrafinom részecskék mérete kisebb, mint
100 nm, mig a finom részecskék a 0,1-3 um-es tartomanyba esnek (Baranowska-wojcik és
mtsai., 2020).

Bar 2006-ig a TiO; egészségre drtalmatlan anyagként volt nyilvantartva (Kischkewitz,
2006), egyre tobb vizsgalat iranyult a nanopartikulumainak emberi egészségre gyakorolt
hatasara. Tanulmanyok bizonyitottak?, hogy a testbe jutott TiO2 szamos problémat okozhat,
koztiik gyulladast vagy sejthalalt, valamint az immunrendszerre és az idegrendszerre is hatassal
lehet (Rashid és mtsai., 2021). A TiO2 nanorészecskék a szervezetbe foleg belélegzés utjan
keriilhetnek be, majd a tiid6bdl a vérkeringéssel a test kiilonbozo teriileteire eljuthatnak. Mivel
a TiO2-t korabban széles korben alkalmaztak élelmiszerekben, mint taplalék kiegészit6t, szajon
keresztiil is bejuthatott az emberi szervezetbe. Potencialis egészségkarosito hatasai miatt mara
az Egyesiilt Allomokban betiltottdk azokat az élelmiszereket, amelyek a termék sulyahoz
viszonyitva tobb, mint 1%-ban tartalmaznak TiO>-t (Baranowska-wojcik és mtsai., 2020), az

Eurépai Unid pedig 2022. januarjatol tiltotta be a TiO2 (E 171) hasznalatat az élelmiszerekben?.

! https://www.essentialchemicalindustry.org/chemicals/titanium-dioxide.html
2 https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/source/hsdb/869%#section=Human-Toxicity-Excerpts-(Complete)
¥ COMMISSION REGULATION (EU) 2022/63, 14 January 2022



A nanopartikulumok azonban nemcsak kozvetleniil lehetnek artalmasak az emberi
egészségre, hanem Okotoxikologiai® kockazati tényez6t is jelentenek. A TiO. ugyanis
megtalalhaté a talajban, ahol a talajban €16 mikroorganizmusokat vagy kozvetleniil a
novényeket karosithatja. A talajbol a novények felvehetik a TiO»-t, ami felhalmozodhat késdbb
a novények kiilonb6zd részeiben. A TiO2 a vizek éldvilagara is hatassal lehet, mivel a
tengerekbe keriilve veszélyeztetheti pl. a fitoplanktont, amely a taplaléklancok alapjat adja ezen
vizi életk6zosségekben (Rashid és mtsai., 2021).

A kockazatok feltarasa szempontjabol a TiO2 nanopartikulumok hatasainak széleskori
kornyezettudomanyi elemzésére ezért mindenképpen sziikség van. Dolgozatomban ennek egy
szeletével, a titan-dioxid nanopartikulumok emlés kozponti idegrendszer sejtjeire in vitro

kifejtett, akut toxicitasaval foglalkozom.

4 okotoxikologianak nevezziik, amikor egy anyag az €16 organizmusokra hat azéltal, hogy megvéltoztatja
anyagcseréjiiket, fiziologiai valtozasokat idéz el6.



3 Irodalmi attekintés

3.1 A titdn-dioxid kristalyszerkezeti formai

A titan-dioxid kiilonboz6 kristalyszerkezeti forméakban fordul elé. Ezek koziil a
leggyakoribb az anataz, a brookit és arutil. A szerkezetek kristalyracsa oktaéder konformacioju,
amelyben hat oxigén anion kapcsolodik harom darab titan-ionhoz (kation), igy az anyag képlete
TiOe¢s3, amely egyszeriisitve kiadja a TiO2 képletet (Racovita, 2022). A rutil a legstabilabb
forma, mig az anataz és brookit metastabilak, bizonyos koriilmények ko6zott atalakulnak a
stabilabb rutil formava. A brookit allapot a leginstabilabb mindharom allapot koziil, ezt a format
a legnehezebb mesterségesen eldallitani (Racovita, 2022).

A kristalyformak kiilonb6z6 tulajdonsagainak hatterében a kristalyracsok eltérd
szerkezete all (1. abra). A rutil oktaéder szerkezetében az oktaéderek TiOe lancokat alkotnak.
Ezek a lancok tgy alakulnak ki, hogy az oktaéderek egymassal szemben 1évo éle kozos. A
lancok kozott Gn. sarokkapcsolatok alakulnak ki, a kristalyszerkezet négyszogleti. A rutillal
ellentétben az anatazban nem alakulnak ki sarokkapcsolatok, oktaé¢derenként négy sarka van.
Kristalyszerkezete bar négyszogletii, ugy alakul ki, hogy az oktaéder cikkcakkos lancai
kapcsolodnak egymashoz. A brookitnak ortorombos szerkezete van, amely tigy jon 1étre, hogy

az oktaédereknek k6z0s az éle és a sarka, ez adja ki a romboid strukturat (Allen és mtsai., 2018).

Anataz Rutil Brookit

Négyszogleti Négyszogleti Ortorombos

1. d@bra. A titan-dioxid
kiilonboz6 izoformai. Feliil a
szerkezet lathato, alul pedig
a természetben élofordulo
kristaly (képek forrdsa® ©)

-

A titan-dioxid kristalyok nanorészecskék formajaban is el6fordulhatnak, az iparban
elsddlegesen ilyen méretben hasznaljak fel. A nanorészecskék mérettartomanya altalaban 100

nm-t6l 500 nm-ig terjed, az ultrafinom részecskék atlagos mérettartomanya 10-50 nm kozotti.

5 Képek forrasa: https://en.wikipedia.org/wiki/Anatase; https:/en.wikipedia.org/wiki/Brookite;
https://hu.m.wikipedia.org/wiki/F%C3%A1jl:Quartz_a_rutile.jpg
®https://www.researchgate.net/figure/Properties-of-anatase-rutile-and-brookite_tbl1_310382540



https://en.wikipedia.org/wiki/Brookite

Ilyen kis méretben a TiOz részecskéket specialis anyagokként, példaul fotokatalizatorokként is
hasznositjak (Peters és mtsai., 2014). Nanorészecskék formajaban az anataz gombolyded alaku,

mig a rutil palcika alakra emlékeztet (2. abra) (Natarajan és mtsai., 2015).

anataz rutil
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2. dbra. Anatiz és rutil nanorészecskek
szerkezete. A képek transzmisszios elektron-
mikroszkoppal késziiltek. Az anatiz forma
gombolyded alakii (bal kép), a jobb oldali képen
a rutil forma inkabb pdicikira emlékeztet
(Natarajan és  mtsai., 2015 nyomdn)
meérce: 100 nm

3.2 Atitan-dioxid nanorészecskék kornyezeti kockazatai

A titan-dioxid nanorészecskek feliilete nagy, ezért igen reaktivak. A kornyezetbe jutva
kiilonb6z6 modon hathatnak az ¢él6lényekre: megvaltoztathatnak biokémiai reakciokat,
fiziologiai valtozasokat idézhetnek el6 vagy a sejtek kozotti kapesolatokra is hatassal lehetnek
(Rashid és mtsai., 2021).

A titan-dioxid nanorészecskék talajba jutva megvaltoztathatjak példaul a pH-t, ezen
keresztiil pedig hatassal lehetnek a talajban talalhaté mikroorganizmusokra, befolyasolva
osztodasukat, anyagcseréjiiket. A magas TiO; koncentraciorol (1 mg/ml) ismert, hogy
befolyasolja a baktériumok nitrogén-anyagcseréjét, csokkenti az anyagcserében fontos enzimek
aktivitasdt és megvaltoztatja a génexpressziot. Ennek kovetkeztében csokken a nitrogén
megkotés és a metan oxidacidja, mely megvaltoztathatja a fehérjék lebontasat is (Rashid és
mtsai., 2021). A novényekre szintén negativan hat a TiOz. A kisebb, 30 nm alatti
nanorészecskéket ugyanis felvehetik a novények, ezek viszont eltomhetik az anyagszallitashoz
sziikséges struktirdkat. A nanorészecskék kis méretiikbdl kifolydlag, a gyokértdl egészen a
levelekig szallitodhatnak, ahol felhalmozodhatnak. A titan-dioxid részecskék fotoaktivak, igy
befolyasolhatjak a novények fotoszintézisét, de a génatirasba is beleavatkozhatnak. Mivel
hatassal vannak a baktériumokra is, bizonyos névényeket azzal is befolyasolhatnak, hogy a
novény szamara fontos baktériumokra hatnak (Rashid és mtsai., 2021).

A TiO2 nanorészecskék az élovizekbe is bejuthatnak, és pl. a fitoplanktonra, a tengervizi
¢letkozosségek alappillérére is hatassal lehetnek. Kotddhetnek a sejtek felszinéhez (igy
felhalmozodhatnak a taplaléklancban), de reaktiv oxigén gyokok (ROS) keletkezéséhez is
vezetve novelhetik az oxidativ stressz kockazatat (Rashid és mtsai., 2021). Toxicitasuk nagyban

fligg a részecskemérettdl, koncentraciotol és a kitettség idejétdl is (Rashid és mtsai., 2021).



A titdn-dioxid nanoszemcsék az emberi szervezetbe féleg belélegzés utjan jutnak be, de
mivel élelmiszerekben is eléfordultak, a bejutds a szajon keresztiil is eléfordulhat, vagy a
bélcsatornabol is felszivodhatnak. Innen a vérkeringés segitségével tovabb juthatnak a
szervezetbe, példaul a szivbe, a vesékbe, a 1épbe (Baranowska-wojcik és mtsai., 2020). Egyes
tanulmanyok azt talaltak, hogy a vérben a titan-dioxid hatasara gyulladasi faktorok, mint
példaul a TNF-o (tumor nekrézis faktor-o) vagy az IL-8 (interleukin-8) jelennek meg, ezek
pedig a keringési rendszer rendellenességeihez vezethetnek (Baranowska-wojcik és mtsai.,

2020), de a Crohn-betegséggel is dsszefiiggésbe hoztak a TiO2-t (Weir és mtsai., 2012).

3.3 A titan-dioxid nanorészecskék sejtbiologiai kockazatai

Szamos in vitro vizsgalat tamasztja ala a titan-dioxid sejtbiologiai kockazatait. Ilyen
megfigyelt karos hatas példaul a talzott ROS (reaktiv oxigén gyok) képzés. Normal esetben a
reaktiv gyokoket az antioxidansok megkotik. Stressz hatdsara azonban, mint példaul a TiO»-
nak valo kitettség, a ROS mennyisége nem lesz egyensulyban az antioxidansok mennyiségével,
ez pedig un. oxidativ stresszhez vezet, valamint a lipidek peroxidacidjat is okozhatja. Ilyen
hatasok kovetkeztében a sejtmembran integritasa romlik, atjarhatova valik, ez pedig lehetdséget
ad arra, hogy a nanorészecskék bejuthassanak a sejt belsejébe. Ugyanakkor a sejt a
nanorészecskéket endocitozissal is felveheti (Rashid és mtsai., 2021).

A sejtorganellumokban is valtozasok kovetkezhetnek be a TiO hatasara. Az
endoplazmatikus retikulum (ER) a nanorészecskék okozta stressz kovetkeztében
megnagyobbodhat. Tovéabbi hatds lehet az intracellularis Ca*-szint novekedése, de a
mitokondriumok is érintetté valhatnak, bels6 membranpotencialjuk csokkenthet, mely kihathat
az ATP képzddésére is. Az is lehetséges, hogy a mitokondrium és az ER A4ltal irdnyitott
szignalizacios Gtvonalak aktivalodasanak hatasara apoptikus folyamatok indulnak el (Czajka és
mtsai., 2015).

3.4 A nanopartikulumok hatasa az idegrendszerre

A TiO2 nanorészecskék az agyat elsGsorban a keringésen keresztiil, a vér-agy gaton
atlépve érik el. A keringésbe belégzéssel, illetve a boron atdiffundélva vagy a bélrendszerbol
felszivodva léphetnek be, de elérhetik az agyat a szaglohamon keresztiil is. A fejlodé magzatra
is hatassal lehetnek, valosziniileg a placentan is képesek atjutni (D’Errico és mtsai., 2022).

A vér-agy gat feladata, hogy specifikus €s szigortian szabalyozott anyagforgalmat
biztositson a vér és a kozponti idegrendszer kozott, megvédve annak homeosztazisat. A

nanopartikulumok azonban, kis méretiikb6l adododan, képesek atdiffunddlni ezen a



hatarfeliileten, ezzel meg tudjak valtoztatni a vér-agy gat ateresztoképességét is. Ennek oka,
hogy a vér-agy gat integritasanak kialakitasaért felelés molekulak szintjét, mint példaul a P-
glikoprotein vagy a claudin, lecsokkentik. Kiilonb6z6 gyulladasi faktorok (pl. TNF-B)
megndvekedett expresszidjat is észrevették jelenlétiikben, ami szintén a permeabilitas
novekedéséhez vezethet. Kovetkezményként gyulladas, déma és sejthalal is kialakulhat (Song
¢s mtsai., 2015).

A nanorészecskék az agyban sulyos karosodasokat okozhatnak. A mas sejttipusokban
iIs megfigyelt hatasokhoz hasonldéan megnovekedett ROS szinthez vezethetnek, ami a
mitokondriumok, valamint az endoplazmatikus retikulum karosodasat okozhatja.
Neurotranszmitter szintekre is hathatnak: csokkenthetik a glutamat mennyiségét, de
ugyanakkor az acetil-kolin mennyiségét novelhetik, mivel csokkentik az azt lebonto acetil-
kolin-észteraz aktivitasat (Ma ¢és mtsai., 2010). Egyes kutatasok kimutattak, hogy a
nanorészecskék a dopaminerg neuronokat is karosithatjak, a noradrenalin, valamint a
szerotonin rendszerre azonban nincsenek hatassal. A TiO2 hatasara a mikroglia aktivitas is
megnOhet az agyban, ami gyulladast és neurodegeneraciot is okozhat (Zeman és mtsai., 2018).

A részecskék az agyban fel is halmozddhatnak, példaul a hippokampuszban, mely
elsdsorban a memoria kialakulasaért, a tanulédsi folyamatokért felelés. Memoriara gyakorolt
hatasa miatt a titan-dioxid nanorészecskéket neurodegenerativ betegségekkel, példaul az
Alzheimer-korral is 6sszefiiggésbe hoztak (Song és mtsai., 2015).

A felnétt agy mellett a fejlédé embriondlis idegszdvet is érintett lehet, mivel a titan-
dioxid képes lehet atjutni a placentan. Egérben és patkanyban végzett kisérletek kimutattak,
hogy az anya testében megtalalhato titan-dioxid nanorészecskék szintén megtalalhatdak voltak
a fejlodé embridk agyaban, ahol sejtpusztulast okoztak. Ezek alapjan elképzelhetd, hogy a
fejlodé magzatban kialakult és a fejlédéssel 6sszefliggd neurologiai korképek kialakulasaban,
mint példaul a depresszid, az autizmus vagy a skizofrénia, szintén szerepet jatszhat a nano TiO»

részecskék hatasa (Song és mtsai., 2015).

3.5 A titan-dioxid idegrendszeri hatasainak elemzése in vivo és in vitro

A titan-dioxid nanorészecskék idegrendszeri hatasait tobb szinten is, in vitro és in vivo
is tanulmanyozhatjuk. Az in vivo kisérletekben az allatokba kiilonb6z6 modokon juttattak be a
TiO2 részecskéket. Ez torténhetett inhalalas tjan vagy direkt injekciokkal (Hong és mitsai.,
2017).

Tobb, allatmodelleket alkalmaz6 kutatas is igazolta, hogy a TiO2 nanorészecskék hatnak

a kiilonboz6 szervrendszerekre. A tiidoben példaul modosithatjak a sejtciklust, sejthaldlhoz
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vezethetnek, gyulladasi faktorokat aktivalnak, ezek pedig a tiiddszovet karosodasat okozzak.
Kimutattak azt is, hogy képesek felhalmozddni példaul a 1épben, a vesében, a majban, de még
a szivben, az érrendszerben és az agyban is (Hong és mtsai., 2017).

A titan-dioxid nanorészecskék a fejlédé magzatokra is hatdssal lehetnek. Egy
kisérletben vemhes patkanyokat minden nap 100 mg/kg mennyiségli anataz formaval etettek.
Kideriilt, hogy a TiO2 részecskék megtaldlhatok voltak az ujsziilott patkanyok agyaban, a
hippokampalis régioban is. A késébbi memoria tesztek elvégzésekor pedig azok az egyedek,
amelyek titdn-dioxiddal etetett anyatol szarmaztak, szignifikansan rosszabbul teljesitettek, mint
azok , amelyeknek az anyja nem kapott TiO>.t (Mohammadipour és mtsai., 2014).

Az in vitro kisérletek soran az idegrendszer kiilonboz6 sejttipusainak talélését
vizsgaltak titan-dioxid kezelések hatasara. Az in vitro modellrendszerekben ellendrzott
koriilmények kozott, a felszivodast és a hatarfeliileteken torténd atjutast kikiiszobolve, célzottan
lehet vizsgalni a toxinok kiillonb6z6 sejttipusokra kifejtett hatasat. A legtobb titan-dioxiddal
kapcsolatos in vitro kisérletet human vagy patkany sejtvonalakon végezték. A kisérletekben
altalaban életképességi tesztekkel vizsgaltak a titan-dioxiddal tortént kezelés hatasat. Ezek a
kezelések legtobbszor 24 oran és 48 oOran at tartottak (Papp és mtsai., 2020), (Hong és mtsai.,
2015), de eléfordultak 6, 12, illetve 72 oras vizsgalatok is (Mu és mtsai., 2020), (Liu és mtsai.,
2013) .

A sejtvonalak mellett embrionalis vagy jsziilott ragesald idegrendszerbdl izolalt, Gn.
primer sejttenyészetekben is vizsgaltdk mar a TiO2 nanorészecskék hatasat. Ezekben a
sejtmodellekben a vizsgalt sejtféleséget kozvetleniil a szovetbdl nyerik, igy tulajdonsagaiban
kozel all eredeti forrasahoz. Sheng és munkatarsai példaul arra az eredményre jutottak, hogy az
anataz ¢és rutil elegyének életképesség csokkentd hatdsa van patkdny primer hippokampalis
sejteken, 24 és 48 oras kezelések utan (Sheng és mtsai., 2015).

Masok patkany primer asztrocita sejteken végzett kisérletekben az anataz hatasat
elemezték. Bar a nanorészecske jelenléte az életképesség csokkenését 24 ora utan kivaltotta,
érdekes modon a glia sejtkultirakban az életképesség csokkenése ellenére apoptozis és nekrozis
sem volt megfigyelhet6 (Papp és mtsai., 2020).

A titan-dioxid hatasat nemcsak patkany, de human sejteken is elemezték (Coccini és
mtsai., 2015). Human glia és neuron sejtvonalakon az anataz forma hatasat vizsgaltak. Ezekben
a kisérletekben a sejteket 4, 24 és 48 oras, illetve 7-10 napos, hosszatava kezelésekben tették
ki. Eredményeik arra mutatnak, hogy az idegrendszer egyes sejttipusait eltérd mértékben

érintheti a titan-dioxid nanorészecskék jelenléte: a neuralis sejtvonalak (SH-SY5Y) a glia
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sejteknél (D384) érzékenyebbnek bizonyultak, és a hatas a kezelés idétartamaval 6sszhangban

novelhetd volt.

4 Célkittizes

Az irodalomban talalt adatok szerint a korabbi kutatasok a TiO2 nanorészecskék hatasait
altalaban az anataz és a rutil formak elegyeivel vizsgaltak, kevés kisérletben elemezték a
kristalyformak hatasait kiilon-kiilon. Kisérleteimben arra a kérdésre kerestem valaszt, hogy a
kiilonb6z6 kristalyszerkezeti nanopartikulumok az idegrendszer fébb sejttipusainak in vitro

talélését hogyan befolyasoljak.

TDK munkam soran célul tiztem ki:

e a vegyesen neuronokat €s glia sejteket tartalmazo tenyészeteken (kevert tenyészetek) a
kiilonb6z6 kristalyszerkezeti formak koncentracio-fiiggd hatasanak vizsgalatat a sejtek
¢letképességre. Ez a tenyészet tipus modellezi legjobban az idegszdvetet, ugyanis
tartalmazza az idegszovetet alkoto fobb sejttipusokat.

e tisztan (i) asztroglia, (ii) mikroglia, és (iii) idegsejt tenyészetek felhasznalasaval az adott
sejttipusok érzékenységének vizsgalatat a kiilonbozo kristalyszerkezeti formakra. Az
adatok alapjan célom volt annak kideritése, hogy melyik sejttipus a legérzékenyebb
ezekre a részecskékre.

e annak vizsgalatat, hogy a kezelési id6 hossza (24 vagy 48 o6ra) a nanorészecskék

¢letképességre gyakorolt hatasat befolyasolja-e.
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5 Anyagok és modszerek

5.1 Laboratériumi allatok tartasa és felhasznalasa

A kisérletekhez CD1-es, vad tipust egereket hasznaltam fel sejtdonorként. Az allatokat
22 °C-on, 12 oras sotét / vildgos megvilagitas mellett tartottuk. Vizet és élelmet korlatlan
mennyiségben biztositottunk szamukra. Minden elvégzett allatkisérletnél betartottuk a

vonatkozo6 helyi és EU-s jogszabalyokat, iranyelveket és eldirasokat.

5.2 Sejtkultarak készitése

Vizsgalataimat kiilonb6z6 tipust primer idegi sejttenyészeteken végeztem. Készitettem
(i) kevert tenyészeteket, melyek neuronokat és glia sejteket egyarant tartalmaztak, valamint
tisztan (ii) neuronokat, (iii) posztnatalis glia sejteket, (iv) embrionalis glia sejteket és (V)

mikroglia sejteket tartalmazo tenyészeteket is (lasd a tovabbiakban).

5.2.1 Kaevert neuron ¢és glia tenyészetek készitése

A Kkevert tenyészeteket 14-14,5 napos egér embriokbol nyertem, a laboratériumunk altal
korabban koz6lt protokoll szerint (Tarnok és mtsai.,, 2008). Steril koriilmények kozott
kiemeltem az allatok agyat, az agyhartyak eltavolitasa utan levalasztottam és feldaraboltam a
Scientific) oldatban 37 °C-on, 15 percig emésztettem. Az emésztést fotalis borju szérummal
(FCS, PAN-BioTech) allitottam le. A szdvetdarabokbol az egyedi sejteket trituralassal
szabaditottam ki, ehhez 5% FCS tartalmu Neurobasal plus tapfolyadékot (Neurobasal, 2% B27,
0,5 mM Glutamax, 5% FCS, 40 ug/ml gentamycin, 2,5 pg/ml amphotericinB, Thermo
Scientific) hasznaltam fel, és a folyamatot a homogén sejtszuszpenzi6 kialakitasaig folytattam.
A sejteket poli-L-lizinnel (Sigma) felszinkezelt 96 lukt szovettenyészt6 talcakba (Greiner)
iiltettem ki, 8*10* db sejt/lyuk mennyiségben.

A kortikalis, kevert tenyészeteken a kitiltetést kovetd elsé nap (days in vitro, DIV1)
teljes tapcserét végeztem 5% FCS tartalmti Neurobasal plus tapfolyadékkal (Neurobasal, 2%
B27, 0,5 mM Glutamax, 5% FCS, 40 ug/ml gentamycin, 2,5 ug/ml amphotericinB, Thermo
Scientific). A tenyésztés 4. napjan (DIV4) a tenyészetek tapfolyadékanak felét friss, de FCS-t
mar nem tartalmazo tapfolyadékra cseréltem (Neurobasal, 2% B27, 0,5 mM Glutamax, 40
ug/ml gentamycin, 2,5 pg/ml amphotericinB, Thermo Scientific). A kortikalis, kevert
tenyészeteken titan-dioxid kezelést a tenyésztés 7. napjan (DIV7) végeztem el (részletek a

szovegben).

13



5.2.2 Tiszta neuron tenyészetek készitése

A tisztan idegsejteket tartalmazo tenyészeteket a kevert tenyészetekhez hasonlo médon
allitottam el6 (Liliom és mtsai., 2017), ugyanakkor a sejteket mar DIV1 kortol FCS-mentes
tapfolyadékban (Neurobasal, 2% B27, 0,5 mM Glutamax, 40 ug/ml gentamycin, 2,5 pg/ml
amphotericinB, Thermo Scientific) neveltem. A glia sejtek osztddasanak megakadalyozasara
10 uM CAR (citozin-arabino-furanozid) kezelést is alkalmaztam. Mivel a glia sejtek altal
termelt faktorok alapvetGen sziikségesek az idegsejtek megfeleld fejlodéséhez, a Kiiiltetés 4.
napjan (DIV4) a tapfolyadék felét FCS mentes Neurobasal plus (lasd fent) és tiszta glia
tenyészetrél kinyert, kondicionalt tapfolyadék 1:1 aranyt keverékével végeztem el. (A
kondicionalt tapfolyadék elkészitéséhez a glia sejteket tartalmazd Petri-csészére 2 nappal a
felhasznalas el6tt FCS mentes Neurobasal plus tapfolyadékot raktam). A tiszta neuron

tenyészeteket is a tenyésztés 7. napjan (DIV7) kezeltem titan-dioxid nanorészecskékkel.

5.2.3 Tiszta glia tenyészetek kialakitasa

A primer glia sejttenyészeteket 1-3 napos (P1-P3) ujsziilott CD1 egerekbol, a
laboratoriumunkban alkalmazott protokoll szerint készitettem (Tarnok és mtsai., 2010). Az
allatok agyat kiszedtem, -ecltavolitottam az agyhartyakat, valamint a kisagyat és a
szaglogumokat, majd a féltekéket feldaraboltam és 0,05% DNaz (Sigma) tartalmu tripszin-
EDTA oldatban (0,5 mg/ml, Thermo Scientific) 15 percig 37 °C hémérsékleten inkubaltam. Az
emésztést FCS-sel (PAN-BioTech) allitottam le, majd trituralassal 10% FCS tartalma HDMEM
(high glucose essential media, Sigma) tapfolyadékban egysejt-szuszpenziot készitettem. A
sejteket masfél agy / Petri-csésze mennyiségben poli-L-lizinnel (Sigma) felszinkezelt, 10 cm
atmérdji Petri-csészékbe raktam ki.

A tenyészeteket 10% FCS tartalmu HDMEM tapoldatban (high glucose DMEM, 10%
FCS, 40 pg/ml gentamycin, 2,5 pg/ml amphotericinB, Sigma) 37 °C-on, 5% CO- atmoszféra
mellett szovettenyészté inkubatorban neveltem. A primer tenyészeteken 4 naponta 10% FCS-
HDMEM tapoldattal teljes tapcserét végeztem. Amikor az aljzatra letapadt sejtek teljesen
konfluenssé valtak, akkor a sejteket PBS-es mosas utan PBS-ben oldott tripszin enzimmel
learattam, majd a sejtmennyiséget négyfele osztva uj, poli-L-lizinnel kezelt Petri-csészékbe
tltettem at. A kezelések eldtt a tenyészetek maximum kétszer lettek atiltetve. A titan-dioxid
kezelésekhez a sejteket poli-L-lizinnel bevont 96 lyuku szovettenyészté talcaba iiltettem,

2,5*10* darab sejt/lyuk sejtstiriiségben. A kezeléseket a kiiiltetést kovetd 2. napon végeztem el.
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5.2.4 Embrionalis glia tenyészetek kialakitasa

A 16 napos (E16) egér embriokbol nyert embrionalis glia tenyészeteket
laboratériumunk munkatarsa, Dr. Bencsik Norbert allitotta el6. Az agyhartyaktol megtisztitott
kéregbdl kimetszettiik a hippokampusz teriiletét, melybdl a sejteket 0,05% DNaz (Sigma)
tartalmu tripszin-EDTA oldattal (0,5 mg/ml, Thermo Scientific) tortént emésztést (15 perc,
37°C) kovetden trituralassal izolaltuk, majd poli-L-lizinnel felszinkezelt, 10 cm-es Petri-
csészekbe raktuk ki. A tenyészetek fenntartdsa a posztnatalis glia tenyészetekkel azonos modon
tortént. A kezelésekhez a sejteket poli-L-lizinnel (Sigma) bevont 96 lyuka szdvettenyésztd
talcaba iiltettem, 2,5*10% darab sejt/lyuk sejtstirliségben. A kezeléseket a kiiiltetést kovetd 2.

napon végeztem el.

5.2.5 Mikroglia tenyészetek kialakitdsa

A mikroglia tenyészeteket ugyanazzal a modszerrel allitottam el6, mint a primer glia
tenyészeteket. A kiilonbség annyi volt, hogy miutan a glia sejtek teljesen ben6tték a Petri-csésze
felszinét, nem iiltettem 4t a tenyészeteket, igy 1-2 hét elteltével az asztroglia sejtek felszinén
mikroglia sejtek is megjelentek. Miutan a mikroglia sejtek szama elérte a megfeleld
mennyiséget, a mikroglia sejteket HDMEM-mel (high glucose DMEM, 10% FCS, 40 pg/ml
gentamycin, 2,5 pg/ml amphotericinB, Sigma) lemostam az asztroglia sejtek felszinérél. A
lemosott sejteket 96-os, poli-L-lizinnel (Sigma) felszinkezelt plate-re, 2,5*10% sejt/lyuk
sejtszammal tltettem ki. A mikroglia sejteket egy nappal szovettenyészt6 talcara tiltetésiik utan

kezeltem.

5.3 Titan-dioxid torzsoldat készitése ¢s alkalmazasa

Kisérleteim soran kétfajta nano titan-dioxid vizes diszperzidt hasznaltam. Az anataz
kristalyforma diszperzidjaban 5,5 tomeg%-0s, gomb alaku TiO2 részecskék (szemcseméret 6-8
nm), mig a rutil kristalyformat tartalmazo diszperzioban palcika alaka részecskék (hosszusag:
80-100 nm, atméré: 10-20 nm) talalhatoéak, 13,17 tomeg% TiO, tartalom mellett. A
diszperziokat Dr. Toth Erika (ELTE Mikrobioldgiai Tanszék) bocsatotta rendelkezésiinkre.

A diszperziokbol el6szor 10 mg/ml-es torzsoldatot készitettem, oldoszerként desztillalt
vizet, foszfat pufferelt sooldatot (PBS), valamint Neurobasal plus (Thermo Scientific)
tapfolyadékot is hasznaltam. A torzsoldatok készitése soran a vizes diszperziot legalabb fél oran
keresztiil szonikaltam (50W). Az olddszerek kozott nem tapasztaltam eltérést, a titan-dioxid

ugyanolyan mértékben keveredett el mindegyik diszpergald kozegben. Kisérleteim soran a
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neuront is tartalmazoé tenyészeteken a Neurobasal plus (Thermo scientific) tapfolyadékba
beoldott anatazt és rutilt hasznaltam, mig a glia / mikroglia tenyészeteknél a PBS-be beoldott
format alkalmaztam. Kezelések el6tt a térzsoldatokat 30 percig szonikaltam (50W). Mind az
anataz, mind a rutil hatasat 1-1000 ug/ml koncentraci6 tartomanyban, 24 és 48 oras kezelések
mellett vizsgaltam. Neuronalis tenyészetek esetén a higitasokat a sejtkulturak sajat
tapfolyadékaban, egyéb tenyészetek esetén (a tenyésztés leirasanal megadott) friss
tapfolyadékban végeztem el. Kontrollként a diszpergald kozeget (tapfolyadék, illetve PBS)

alkalmaztam.

5.4 Eletképesség mérés MTT modszerrel

A titan-dioxid  citotoxikus  hatasit MTT  (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolium bromid, Sigma) életképesség mérésekkel elemeztem. Az eljaras soran a
sejtek altal felvett MTT-t a NAD(P)H enzim kék formazan kristallya redukalja, mely feloldas
utan fotometralhato. A keletkezett formazan mennyisége a sejtek redukalo allapotaval, valamint
az életképes sejtek szamaval aranyos.

A mérés soran a 96 luka szovettenyészto talca lukjaihoz 200 pg/ml végkoncentracioban
MTT-t adtam, majd a lemezeket 20-35 percig, 37 °C-on szovettenyésztd inkubatorban
tartottam. A kristalynévekedés mértékét mikroszkoppal ellenériztem, majd a formazan
kristalyokat savas izopropil alkohol hozzaadasaval feloldottam. A kapott oldatok optikai
denzitasat (OD) Multiscan EX spektrofotométerrel (Thermo) 570 nm-es hullimhosszon, 620
nm-es referencia hulldimhossz mellett detektaltam. Mivel a titan-dioxid részecskék
interferalhatnak a spektrofotometrias mérésekkel, minden alkalmazott titan-dioxid
koncentracio esetén a kezelést elvégeztem sejtmentes lukakon is. Ezek OD hattér értékeit a
sejteket tartalmazo tenyészt6 lemez lukaiban mért értékekbdl levontam. A kapott adatokat a
kontroll, nanorészecskéket nem, csak az oldoszert kapott lyukak adatainak szazalékaban adtam

meg (életképesség %)’ .

5.5 Eletképesség mérés LDH modszerrel

A kezelések citotoxicitdsanak meghatarozasara egy masik modszert, az LDH (laktat
dehidrogenaz) enzimaktivitas mérést is felhasznaltam (CyQuant LDH Cytotoxicity Assay,
C20300). Ez az enzim szerepet jatszik a sejt normal anyagcseréjében, a laktat atalakulasat segiti

piruvatta. Amennyiben a kezelések hatasara a sejt elpusztul, az enzim kiszabadul beléle. A

" Dolgozatomban az MTT mérés eredményeire ,,életképesség”-valtozasként hivatkozom
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tenyészetek tapfolyadékabol fotometrias modszerrel mérheté LDH enzimaktivitas alapjan
pedig a felszabadult enzim mennyiségére, igy az elpusztult sejtek aranyanak valtozasara
kovetkeztethetiink®.

Az LDH mérések soran a kezelések mellett tobb kontrollt is alkalmaznom Kellett. Az
egyik kontroll a maximalis LDH szint meghatarozasara szolgalt. Ehhez a sejteket a gyartd
leirdasa alapjan lizaltam, majd a lizalt tenyészetek tapfolyadékabol adott mennyiséget
Osszegytjtottem. Sejtek nélkiili kontrollokat is alkalmaztam, amelyeken megmértem a
szérumot tartalmazé tap (HDMEM+ 10% FCS), valamint a szérummentes tap LDH aktivitasat
(HDMEM). A kontroll, csak oldoszerrel kezelt tenyészetekb6l a sejtek spontan LDH
felszabaditasat mértem meg. A reakcio ellenérzéséhez sejtmentes, de LDH-t tartalmazo pozitiv
kontrollt is alkalmaztam.

Az 0Osszegyujtott feliilluszok azonos mennyiségét (50 pl) egy 0j mikrotiter lemezbe
pipettaztam, majd a gyartd utmutatdja alapjan kezeltem (reagens hozzaadasa, 30 perc
inkubacio, majd a reakcio leallitasa). A mikroplateken az optikai denzitasértékeket Multiscan
EX (Thermo) spektrofotométer segitségével 492 és 620 nm-es hullamhosszon hataroztam meg.
Az adatok bemutatasanak modjat lasd a Statisztika szakaszban.

Ezt a mérést azokon a mikroglia, valamint tiszta glia sejttenyészeteken alkalmaztam,
amelyeken pozitiv eredményt tapasztaltam az MTT mérések sordn, vagyis ahol érvényesiilt a

titan-dioxid ¢€letképesség-csokkentd hatésa.

5.6 Immuncitokémia és mikroszkdpos felvételek készitése

Az immunfestés elvégzéséhez a glia sejteket 12 mm atmér6ji, poli-L-lizinnel (Sigma)
kétszeresen felszinkezelt liveglemezekre raktam ki. Miutan a tenyészetek konfluenssé valtak, a
sejteket 48 oran keresztiil, 100 pg/ml-es koncentracioban anataz és rutil diszperziokkal
kezeltem. A kezelést kdvetden a sejteket 20 percen keresztiil 4%-0s paraformaldehid oldattal
(PFA, EMS) fixaltam szobahomérsékleten. PBS-es mosast kovetden a sejtmembrant 5 perces
0,1%-0s TritonX100-PBS kezeléssel permeabilizaltam. A nem-specifikus fehérje kotohelyek
blokkolasahoz 2% BSA és 0,1% NaNOs tartalmi PBS oldatot alkalmaztam 1 6ran keresztiil.

Elsodleges ellenanyagként a glialis fibrillaris savas fehérjét felismerd, anti-GFAP-t
(nyul poliklonalis ellenanyag, 1:1000, SynapticSystem #173002, 2% BSA és 0,1% NaNOs
tartalmi PBS oldatban), glia sejtekre specifikus ellenanyagot alkalmaztam, melyet 4 °C-on,

egész éjszakan at rajta hagytam a mintakon. PBS mosast kovetden az elsddleges ellenanyag

8 Dolgozatomban az LDH mérés eredményeire ,,citotoxicitas”-valtozasként hivatkozom.
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jelenlétét fluoreszcensen jelolt, anti-nytl 1gG - AlexaFluor555 (kecskében termelt, Thermo
Scientific, 1:500, 2% BSA ¢és 0,1% NaNOs tartalma PBS oldatban) ellenanyag alkalmazasaval
(1 ora, szobahdmérsékleten) tettem lathatova. Az inkubacidt kovetden a mintakat PBS-sel
mostam, majd a fed6lemezeket Mowiol 4.88 fed6anyaggal mikroszkopos targylemezre
rogzitettem. A mikroszkopos felvételeket Zeiss AxioObserver Z1 mikroszkopon, 63x-0S
nagyitasu objektivvel (a-Plan-Apochromat 63x/1.46 NA Qil), AxioCam R3 monokrom kamera
alkalmazasaval Zen programmal (Zeiss) készitettem. Az azonos iddpontban elvégzett
immunfestésbdl szarmazo mintak fényképezése sordn azonos megvilagitasi fényerdsseéget €s
expozicids idoket alkalmaztam. A sejtekrél tobb sikban készitettem felvételeket (Z-stack) 0,1
um-es lépésnagysaggal, melyeket a Zen program Extended Depth of Focus algoritmusaval
egyesitettem, igy a sejt minden pontjan ,,éles” felvételt allitottam elo.

A faziskontraszt felvételeket Zeiss AxioObserver Z1 mikroszkdpon 20x-os nagyitasu

objektivvel (20x/0,4 NA, LD Plan Neofluar) készitettem el.

5.7 Statisztika €s az adatok abrazolasa

Az MTT mérések soran a neuront €s gliat vegyesen tartalmazo, valamint a posztnatalis
glia tenyészetek esetében 5 fiiggetlen mérést végeztem anataz €s rutil nanorészecskékkel, 24 és
48 oras kezelési idokkel, kezelésenként 6-8 parhuzamossal. Az embrionalis glia tenyészeteken
mért eredményeket 2 fliggetlen mérésbdl nyertem, kezelésenként 6-8 parhuzamos méréssel. A
tiszta neuron tenyészeten 1 mérést végeztem, kezelésenként 7-8 parhuzamossal. A mikroglia
tenyészetek adatait 1 mérésbol nyertem, kezelésenként 6-8 parhuzamossal.

Az LDH méréseket posztnatdlis glia és mikroglia tenyészeteken végeztem el. A
posztnatalis glia tenyészeteken 2 fliggetlen mérést végeztem, kezelésenként 4-6 parhuzamossal.
A mikroglia tenyészeteken egy mérést végeztem, kezelésenként 3-6 parhuzamossal.

Az MTT eredményeket a kontroll, csak olddszerrel kezelt, azonos kiiiltetésbdl szarmazé
eredményekhez normalizaltam, szazalékos értékben adtam meg (életképesség%). A
parhuzamos méréseket egységes adatbazisként kezeltem. Az LDH adatokat a kovetkezd
képlettel szamoltam ki: citotoxicitds % = [(kezelt lukon mért LDH felszabadulas - spontan LDH
felszabadulds) / (maximum LDH felszabadulds - spontan LDH felszabadulas)]*100. Az
eredmények abrazolasakor a SEM-et (standard error of mean) abrazoltam.

A statisztikai elemzést Jamovi 2.3.18 programmal® végeztem. Az adatok normal

eloszlasat Shapiro-Wilk probaval teszteltem, p<0,05 szignifikancia szint mellett. Amennyiben

® https://www.jamovi.org/
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az adatok normal eloszlast mutattak, egyszempontos variancia elemzést (ANOVA) végeztem,
post-hoc tesztként Tukey-probat hasznaltam. Ha az adatok nem normal eloszlastak voltak,
akkor nem-paraméteres Kruskal-Wallis probat alkalmaztam, Dwass-Steel-Critchlow-Fligner
paros Osszehasonlitassal. A szignifikans kiilonbségeket a kontroll értékekhez viszonyitva
jeleztem, jelolésére a * jelet hasznaltam, (p<0.05: *; p<0,01: **; p<0,001: ***),

Az anataz és a rutil 24 és 48 oras kezelések adatainak Osszehasonlitasat Student-t
probaval végeztem. Az adatok normal eloszlasat Shapiro-Wilk probaval teszteltem, p<0,05
szignifikanciaszint mellett. Amennyiben az adatok normal eloszlasa sériilt, Mann-Whitney U
probat alkalmaztam. Amennyiben a kezelések hatasait egymassal vetettem Ossze, a
szignifikancia jeldlésére a $ jelet hasznaltam (p<0,05:$ ; p<0,01: $$; p<0,001: $$3).

Az adatokat Microsoft Excel programmal abrazoltam ¢és atlageSEM formaban
jelenitettem meg. A konnyebb Osszehasonlithatosag kedvéért az adatsorokat kétféle
elrendezésben is bemutatom: egyrészt az azonos ideji kezelések, masrészt az azonos

kristalyszerkezetii nanorészecskék adatai szerint csoportositva.
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6 Eredmények

6.1 TiO2 nanorészecskék hatasa glia és idegsejtek (kevert) primer tenyészeteire

A titan-dioxid nanorészecskék tisztan anataz vagy rutil kristalyformainak idegszoveti
sejtekre Kkifejtett sejtélettani hatasat Gin. kevert tenyészeteken tanulmanyoztam. A 96 lyuku
szovettenyészto talcan fenntartott primer tenyészetekben, melyeket 14-14,5 napos egérembriok
agykérgébdl allitottam eld, mind az ideg-, mind az asztroglia sejtek megtalalhatoak (Lesuisse
& Martin, 2002). A tenyészeteket a kitiltetést kovetd 7. napon (DIV7) anataz vagy rutil

vagy 48 oraig kezeltem, majd életképességiiket MTT modszerrel hataroztam meg. Annak
érdekében, hogy a TiO2 nanorészecskék és az MTT fotometrias modszer esetleges
Osszeférhetetlenségét kizarhassam, a TiOz kezelést és az életképesség mérést a sejteket nem
tartalmazo lyukakban is elvégeztem, majd a kapott eredményeket hattér (vak) értékként

figyelembe vettem (részletek az Anyag és modszer fejezetben). A tobbi tenyészettipusnal is ezt

az eljarast alkalmaztam.
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3. dbra Anataz és rutil hatdsa a kevert tenyészetek életképességére 24 oras (A) és 48 oras (B) kezelést
kovetéen (MTT mérés). A primer kevert tenyészeteket DIV7 idépontban, 1-1000 ug/ml [1, 5, 10, 50, 100,
200, 500, 1000 ug/ml] tartomdanyban Kezeltem. A kék szinek az anatazt, sarga szinek a rutile jelolik. Az
eredményeket a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szdzalékos értékben dtlag=SEM formaban adtam
meg. Az adatok 5 fiiggetlen mérésbol szarmaznak, minden koncentrdcio tartomanyban
kristalyszerkezetenként 6-8 pdrhuzamos mérést végeztem. A piros pontozott vonal a 100%-ot jelzi.
(Kruskal-Wallis teszt: p<0,05: §,*; p<0,01: **; p<0,001: ***) § az anataz és rutil adatok
osszehasonlitasat mutatia, a * a kontrolltol valo kiilonbséget jelzi.
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4. dbra. Anataz (A) és rutil (B) nanodiszperzié hatisa vegyesen neuront és gliat tartalmazo sejtek
életképességére 24, illetve 48 ords kezelés utdan. A kék szinek az anatdzt, sarga szinek a rutilt jelolik. Az
eredményeket a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szdzalékos értékben dtlagtSEM formdban adtam
meg. Az adatokat ez esetben a 24 és 48 ords kezelés szempontjabol mutatom be és hasonlitom dssze. A
piros pontozott vonal a 100%-ot jelzi. A $ a 24-48 ords adatok szignifikans kiilonbségét jelzi. (Student-
t teszt: p<0,05: $; p<0,01: $$; p<0,001: $$%$)

Az anataz-kezelést 50 pg/ml koncentracio alatt alkalmazva, fliggetleniil a kezelés
idejétol, a kontroll tenyészetek értékeitdl jelentésen eltérd valtozast nem okozott. 24 6Oras
kezelésben 50-1000 pg/ml kozott, 48 oras kezelésben azonban csak 1000 pg/mi
koncentracioban emelte szignifikansan az MTT mérés OD értékeit, a szamitott relativ
¢letképességet (3., 4.A abra). A rutil nanodiszperzio 24 oras kezelésben mar 100 pg/ml
koncentracid felett szignifikans relativ életképesség novekedést okozott (3., 4.B abra), hatasa
az anatizét meghaladta. Erdekes megfigyelés, hogy az életképesség noveld hatas a 48 oras
kezelés soran nem jelentkezett (4.B abra). Fontos megjegyezni, hogy a 100 ug/ml-es
koncentraci6 felett az alkalmazott nanodiszperzidé mar kililepszik a sejttenyészetek felszinére,
ott bevonatot (,,nanoh6'®”) képez (11. abra). igy bar a legtobb mérésbe a 200-1000 pg/ml

crer

teljes képet kaphassak, biologiailag relevans hatast csak 100 pg/ml-es koncentracié alatt
képzelek el.

Eredményeim azt mutatjak, hogy egyik TiO; nanoformanak sem volt életképességet
csokkentd hatdsa a vegyesen neuront €s gliat tartalmazo tenyészeteken sem 24 orés, sem pedig

48 oras kezelést kovetden, még nagyon magas koncentraciok alkalmazéasakor sem.

10 A titan-dioxid részecskék altal kialakitott ho-szerti réteg, amely a kiiil a sejtek felszinére, ezzel teljesen ellepve
a sejteket. Mikroszkopban nézve a sejteket a ,,nanoh6” miatt a sejtek alig vagy egyaltalan nem lathatoak.
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6.2 TiO2 nanorészecskék hatasa embrionalis glia tenyészeteken

A kevert tenyészeteken mért MTT mérés adatai a teljes tenyészet tulajdonsagait
jellemzik, ugyanakkor nem szolgaltatnak informaciot arrdl, hogy a tenyészetben talalhatod
kiilonboz6 sejttipusok (idegsejtek, asztrogliasejtek) milyen mértékben érintettek a titan-dioxid
nanorészecskék hatasaiban. Ennek megvalaszolasara a kezeléseket tiszta, csak glia sejteket
tartalmazd tenyészeteken is elvégeztem. Ilyen glia tenyészetekbdl kétfélét is készitettem:
vizsgalataimat 16 napos egér embriokbol (embrionalis glia) és 1-3 napos 0jsziilott egerekbol
szarmaz6 (posztnatalis glia) primer glia tenyészeteken is elvégeztem. Az embrionalis gliasejt
tenyészeteket' a kevert tenyészeteknél leirt modon kezeltem anatdz vagy rutil
nanodiszperzidval. A sejtkultirdk életképességét 24, illetve 48 oras kezelést kovetden itt is
MTT modszerrel hatdroztam meg.

Az embrionalis glia sejtek esetén 24 oOras kezelés esetén sem az anataz, sem a rutil
nanodiszperzié nem volt hatassal a sejtek ¢életképességére (5. abra). 48 oras kezelés a hatast
doéntéen nem valtoztatta meg (6. abra), bar a hosszabb ideji rutil kezelés 10 ug/ml koncentraciod
felett a 24 oras kezeléshez viszonyitva, 1000 pg/ml-es koncentracidban pedig a kontrollhoz

képest is szignifikansan kisebb OD értékeket eredményezett (5., 6.B abra).
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5. dbra Anataz és rutil hatisa embriondlis glia tenyészetek életképességére 24 oras (A) és 48 oras (B)
kezelést kovetden (MTT mérés). A primer embriondlis glia tenyészeteket 1-1000 ug/ml [1, 5, 10, 50,
100, 200, 500, 1000 ug/ml] tartomdnyban kezeltem. A kék szinek az anatazt, sarga szinek a rutilt jelolik.
Az eredményeket a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékben atlag+SEM formaban adtam
meg. Az adatok 2 fiiggetlen mérésbol szarmaznak, minden koncentrdcio tartomanyban
kristalyszerkezetenként 6-8 parhuzamos mérést végeztem. A piros pontozott vonal a 100%-ot jelzi.
(Kruskal-Wallis: p<0,05:*, §) § az anataz és rutil adatok dsszehasonlitasat mutatja, a * a kontrolltol
valo kiilonbséget jelzi.

1 Az embrionélis gliasejt tenyészeteket laboratoriumunkbol Dr. Bencsik Norbert alakitotta ki. A tobbi
tenyészetet én készitettem.
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6. dabra. Anataz (A) és rutil (B) nanodiszperzio hatdasa embriondlis glia sejtek életképességére 24, illetve
48 oras kezelés utan. A kék szinek az anatazt, sarga szinek a rutilt jel6lik. Az eredményeket a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékben atlag=SEM formaban adtam meg. Az adatokat ez esetben a
24 és 48 oras kezelés szempontjabol mutatom be és hasonlitom éssze. A piros pontozott vonal a 100%-
ot jelzi. A $ a 24-48 6ras adatok szignifikdans kiilonbségét jelzi. (Student-t teszt: p<0,05: $; p<0,01: $$;
p<0,001: $$$)

6.3 TiO. nanorészecskék hatasa posztnatalis glia tenyészeteken

A primer posztnatalis asztroglia tenyészeteket jsziilott, 1-3 napos egerek el6agyabol
alakitottam ki. A gliasejt tenyészeteket itt is anataz vagy rutil nanorészecskék 1, 5, 10, 50, 100,

crer

¢letképességiiket MTT modszerrel hataroztam meg (7., 8. abra).
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7. dbra Anatdz és rutil hatdsa a posztnatalis glia tenyészetek életképességére 24 ords (A) és 48 ords (B)
kezelést kovetéen (MTT mérés). A primer posztnatdlis glia tenyészeteket 1-1000 ug/ml [1, 5, 10, 50,
100, 200, 500, 1000 ug/ml] tartomdanyban kezeltem. A kék szinek az anatdzt, sarga szinek a rutilt jelolik.
Az eredményeket a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szdzalékos értékben datlaQ+SEM formaban adtam
meg. Az adatok 5 fiiggetlen mérésbol szarmaznak, minden koncentrdcié tartomdnyban
kristalyszerkezetenként 6-8 parhuzamos mérést végeztem. A piros pontozott vonal a 100%-ot jelzi. A *
a kontrolltol valo kiilonbséget jelzi. (Kruskal-Wallis teszt: p<0,05: *; p<0,01: **; p<0,001: ***) A §
az anatdz és rutil adatok sszehasonlitasat mutatja (Student-t: p<0,05:§; p<0,01:8s; p<0,001:5$5)
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A posztnatalis glia tenyészetek esetében mind a kevert, mind az embriondlis glia
tenyészetekétdl eltérd hatéast figyeltem meg. Az anatdznak ennél a tenyészettipusnal sem a 24,
sem pedig a 48 oras kezelést kovetden nem volt megfigyelhet6 hatasa (7., 8.A abra). A rutil
nanodiszperzi6é ugyanakkor mar 10 pg/ml-es koncentraciotol szignifikansan csokkentette a
sejtek ¢letképességét (7. abra), hatasa pedig a kezelési id6 novelésével potencirozhato volt (8.B

abra). 48 oras alkalmazasa mar 5 pg/ml-es koncentracio felett csokkentette az életképességet.
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8. dbra: Anatdz (A) és rutil (B) nanodiszperzio hatdsa posztnatdlis glia sejtek életképességére 24, illetve
48 ordas kezelés utdin. A kék szinek az anatazt, sarga szinek a rutilt jelolik. Az eredményeket a kezeletlen
kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékben atlag+SEM formaban adtam meg. Az adatokat ez esetben a
24 és 48 oras kezelés szempontjabol mutatom be és hasonlitom dssze. A piros pontozott vonal a 100%-
ot jelzi. A'$ a 24-48 ords adatok szignifikans kiilonbségét mutatja. (Student-t teszt: p<0,05: $, p<0,01:
$$, p<0,001: $$$)

Az MTT modszer az egészséges (életképes) sejtek NAD(H) dehidrogenaz aktivitasan
alapul, igy a kiolvasott értékét befolyasolja a tenyészetek sejtszama, a sejtekben elérhet6 enzim
mennyisége, a reakcioban redukaloszerként szereplé NAD(H) mennyisége (vagyis a sejt
redukalé kapacitasa, ezeken keresztiil aktualis metabolizmusa) és a mitokondriumok szama is.
Annak ellendrzésére, hogy az MT T-mérés soran kapott OD-érték csokkenés valoban a kivaltott
citotoxicitdsnak koszonhetd, egy masik eljarast, az extracelluldris kdrnyezetben mért laktat
dehidrogenaz aktivitast (LDH modszer) is alkalmaztam. A moédszer alapja, hogy a sériilt
sejtekbdl az LDH enzim kiszabadul, igy aktivitasa a tenyészetek tapfolyadékabol fotometriasan
mérhetd. Az el6z0 fejezetben ismertetett ,, nanoho"-jelenség miatt ebbe a vizsgalatba csak a 1-
100 pg/ml koncentracio tartomanyt vontam be, a kezelést ebben az esetben is 24, illetve 48
oraig végeztem (9., 10. abra).

Az elvégzett LDH méréseink részben az MTT méréssel megegyezd eredményeket
mutattak. 24 ora elteltével az anatdz esetében nem tapasztaltam citotoxicitas novekedést, a rutil
esetében viszont mar 10 pg/ml-t6l szignifikans emelkedést figyeltem meg (9.A abra). Ez

megerdsiti az MTT mérésben tapasztalt életképesség-csokkenést. A 48 ords kezeléseknél
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azonban — ellentétben az MTT méréssel - az anatdz nanodiszperzid esetén is szignifikans
citotoxicitas emelkedést figyeltem meg 50 pg/ml koncentrécio felett. A rutil nanodiszperzional
a citotoxicitas novekedése hasonlo volt, szignifikdns kiilonbséget azonban csak 100 pg/ml-es
koncentracional detektaltam (9.B abra). Mindkét kezelés esetén a hatds potencirozhatod volt

(10. abra).
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Q. dbra 24 ords (A) és 48 ords (B) anatdz és rutil nanodiszperzio-kezelés citotoxikus hatdsa poszitnatdlis
glia sejtekre (LDH mérés). A primer posztnatdlis gliasejt tenyészeteket 1-100 ug/ml [1, 10, 50, 100
ug/ml] tartomanyban kezeltem. A kék szinek az anatazt, sarga szinek a rutilt jelolik. Az eredményeket a
kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékben datlag=SEM formaban adtam meg. Az adatok 2
fliggetlen mérésbol szarmaznak, minden koncentrdcio tartomdanyban kristdlyszerkezetenként 3
parhuzamos mérést végeztem. A piros pontozott vonal a 100%-ot jelzi. (egyutas ANOVA: p<0,05: *;
p<0,01: **; p<0,001: ***, g kezeletlen értékekhez viszonyitva)

50 - 50 -
40 o ---e--- anatdz24h 40 A Rutil 24h
= ---@--- Anatéz 48h ® Rutil48h
£ 30 1 2 30 -
S S
> 5
£ 20 1 3 20 - J
s S - ? 3 l
s | I aeee=T =
10 + ,,--’i— - 10 4 Py L
e 1 k!
B S . 4 ¢ 0 1 ;|
O . . 03 . .
0 50 100 0 50 100
TiO2 koncentracio (pug/mL) TiO2 koncentracid (ug/mL)

10. dbra: 24, illetve 48 ords anatdz (A) és rutil (B) nanodiszperzio-kezelés citotoxikus hatdsa
posztnatalis glia sejtekre (LDH mérés). A kék szinek az anatazt, sarga szinek a rutilt jelolik. Az
eredményeket a kezeletlen kontrollhoz viszonyitott szazalékos értékben dtlag=SEM formaban adtam
meg. Az adatokat ez esetben a 24 és 48 ords kezelés szempontjabol mutatom be és hasonlitom Ossze. A

piros pontozott vonal a 100%-ot jelzi. (Student-t teszt: p<0,05: $, p<0,01: $$, p<0,001: $$$)
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6.3.1 A nanorészecskék hatasa az asztroglia sejtek sejtvaz szerkezetére

Az anatdz, illetve rutil diszperziobol a sejtek felszinére kiiilt ,,nanohd” hatasat a
sejtszerkezetet megjelenitésével is elemeztiik. Ehhez a glia sejteket 48 oraig 100 ug/mi
asztroglia sejteket egy intermedier filamentum, a glialis fibrillaris savas fehérje (GFAP)

immunpozitivitasuk alapjan azonositottuk (11. abra).

kontroll anataz (100ug/mL) rutil (100pg/mL)

GFAP + brigthfield

GFAP

11. dbra TiO, nanorészecskék hatdsa a posztnatalis glia sejtek GFAP* intermedier filamentumaira
kontroll, illetve 48 oras anataz és rutil kezelés eseteén.

A felsé képek a GFAP fluoreszcens jel és az un. brigthfield technika kombindciojaval késziiltek. A teli
nyilak a nanorészecskékbdl kialakult aggregdtumokat és a megvaltozott sejtvizszerkezetet mutatjik, az
tires nyilak azokra a teriiletekre mutatnak, amelyeken nem vagy alig lathatok nanorészecskék, és a
sejtvaz szerkezete a kontroll dallapothoz hasonlo. Az also képsor a GFAP jelet 6nmagaban mutatja. A
meérce 20 um-t jelol.

A kezeletlen, kontroll tenyészetekben az aljzatra kiteriilt, lapos asztroglia sejtekben a
citoplazmaban hosszabb lefutdsu, altaldban sugéariranyban rendezett GFAP filamentumok
voltak jellemzdek. Az anatdzzal és rutillal kezelt lemezeken sokkal tobb ,,furcsa szerkezeti”
sejtet talaltunk: a ,,nanoh6” altal stirlibben fedett teriileteken (11. abra, teli nyilak) a GFAP
filamentumok elrendezddése megvaltozott, mig ott, ahol nem alakult ki szdmottevé nano TiO:
réteg a sejtek felett (11. abra, iires nyilak), a GFAP rostok elrendezése a TiO.-dal nem kezelt,

kontroll sejtekhez hasonlo volt. A hatast anatdzzal és rutillal is kezelt sejteken is tapasztaltuk.
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A mikroszkopos elemzések alapjan ugyanakkor csak feltételezhetd, hogy a nanorészecskék
hatassal vannak a sejtszerkezet megvaltozasara. Ennek oka, hogy az altalunk hasznalt felbontés,
valamint a vizsgalati limitaciok nem tették lehet6vé annak megallapitasat, hogy a sejtek
felvették-e a nanorészecskéket, vagy csak ,koriilolelték” a részecskéket, ezért latunk

megvaltozott sejtvazszerkezetet.

6.4 TiO. nanorészecskék hatasa mikroglia sejteken

A mikroglia az agy ,,immunsejtjeként” igen erds fagocitotikus aktivitassal rendelkezik.
Aktivacioja szamos idegi gyulladasi korképben és neurodegenerativ betegségben jatszik fontos
szerepet (Hickman és mtsai.,, 2018). A sejtek fagocitotikus aktivitasat kisérleteimben is
megfigyeltem. A 48 6ras, 50 pg/ml-es TiOz kezelés esetén a tenyészeten kialakulo titan-dioxid
,nanoho” a mikroglia sejtek kornyezetében (12. abra, piros korok) eltiint, valamint a sejtek

alakja is megvaltozott*?.

Kontroll Rutil (50 pg/ml, 48h)

12.dbra Mikroglia sejtek fagocitaljak a TiO2 nanorészecskéket. A rutillal kezelt sejtek (48h, 50 ug/ml)
alakja (nyil) lathatéan megvaltozott a kontroll sejtekhez (nyil) képest, valamint a sejtek koriil (piros
korok) nem lathato a ,,nanohé”, mivel a mikroglia sejtek valdsziniileg fagocitiltik a részecskéket. A
mérce 50 um-nek felel meg.

Mivel ezek alapjan az agyba keriild nanorészecskék fagocitozisaban a mikroglia
sejteknek els6dleges szerepe lehet, ezért az anataz és rutil nanorészecskék hatasat e sejttipuson
is megvizsgaltam. Ehhez 0jsziilottekbdl posztnatalis glia tenyészeteket alakitottam ki, melyek
felszinén 1-2 hét tenyésztést kovetden megjelentek a mikroglia sejtek foltjai. A lapos, felszinre
kitapadt asztroglia sejtek felszinérdl a gombolyded, kis nytalvanyokkal rendelkez6 és gyengén
letapad6 mikroglia sejteket tapfolyadékkal torténd lemosassal izolaltam, majd szovettenyésztd

talcaba iiltettem. Mivel a glia sejtek tenyészeteiben a rutil forma 48 6rds kezelése tlint a

12 A fagocitozisra a megfigyelések alapjan csak kovetkeztetek. Bizonyitdsira tovabbi vizsgélatok, pl.
elektronmikroszkdpia sziikségesek.
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leghatasosabbnak, ebben a kisérletben csak a 48 oras rutil-kezelés (1, 10, 50, 100 pg/ml) hatasat
elemeztem MTT, illetve LDH modszerrel.

100
k 13. dbra: 48 oras rutil kezelés mikroglia
80 , , , . ,
. tenyészetek életképességére (MTT) és
60 {H“H.‘ citotoxicitasdra (LDH). Az MTT mérés
% el eseteben a relativ életképességet, az
nd TV :;::es ’ T LDH meérés esetében a citotoxicitast
LDH L"**--_} adtam meg szdazalékos értékben. Az
20 - merés adatok 1 mérésbol szarmaznak, minden
koncentracio tartomanyban 2-6
0 'I— T | parhuzamos — mérést  végeztem. A
0 50 100 hibasavok a SEM-et  abrazoljak.

TiO, koncentracio (ug/ml) Kruskal-Wallis: p<0,001: ***

A rutil nanoszuszpenzi6 48 6ras expozicioban a mikroglia sejtek esetén is csokkentette
az ¢letképességet, illetve novelte a citotoxicitast (13. abra). Az adatok az alacsony elemszamok
egyeldre inkabb csak a tendencidt mutatjak, a citotoxicitdsban szignifikans valtozast csak 100

pg/ml-es koncentracional kaptam.

6.5 Tiszta neuron tenyészetek

Utolsé kisérletsorozatként a nanopartikulumok hatasat tiszta, csak idegsejteket
tartalmazo tenyészeteken is elemeztem. A tiszta neuron tenyészeteket, hasonléan a vegyesen
neuront €s glia sejteket is tartalmazo tenyészetekhez, 14-14,5 napos egér embridkbodl nyertem,
ezekben a tenyészetekben azonban a glia sejtek osztodasat gatoltam (lasd Anyag és modszer).
A tiszta neuron tenyészeteket csak az altalam biologiailag még relevansnak itélt és a ,,nanoho”
kialakulasat csak részlegesen mutat6*?, 100 pg/ml-es koncentracioval kezeltem, mind az anataz,
mind a rutil esetében. A dolgozat készitéséig rendelkezésre allo id6 alatt csak egy tenyészet 24
Oras kezelésének elvégzésére jutott idom, a tenyészetek életképességét MTT modszerrel

mértem meg. Elézetes eredményeim azt mutatjak, hogy a vizsgalt koncentracioban sem az

anatdz, sem a rutil nem volt hatassal az idegsejtek életképességére (14. abra).

13 A sejteket nem fedte dsszefliggd TiO, bevonat.
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14. abra: 100 ug/mi-es anataz és rutil nanodiszperzio hatasa tiszta neuron tenyészet életképességére,
24 oras kezelés utan (MTT mérés). Az adatok 1 mérésbol szarmaznak, kristalyszerkezetenként 6-8
parhuzamos mérést végeztem.
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7 Eredmények 0sszefoglalasa

A kiilonboz6 idegi sejttipusokon megfigyelt anataz és rutil nanodiszperzidk okozta
¢letképesség valtozasokat az 1. tablazat foglalja 6ssze, mig a citotoxicitas valtozasokat a 2.

tablazat tartalmazza.

1. tablazat Anataz és rutil nanodiszperziok hatasa az idegi sejtek életképességere MTT
mddszerrel mérve, in Vitro

tenyészettipus kezelés

anataz 24h | anatdaz 48h rutil 24h rutil 48h
kevert (neuron és nétt (50 nétt (1000 nétt (100
glia) ug/ml felett ug/ml felett ug/ml felett nem valtozott
szignifikans) szignifikans) szignifikans)
csokkent
embrionalis glia nem valtozott | nem valtozott | nem véltozott (1O$2|;%/ml
szignifikins)
csokkent csokkent
posztnatalis glia nem valtozott | nem valtozott | (10ug/ml felett | (5 pg/ml felett
szignifikans) szignifikans)
csokkent, de
mikroglia N/A N/A N/A nem szignifikans
(50 pg/ml)
nem valtozott nem valtozott
neuron (100 pg/m) N/A (100 pg/m) N/A

2. tablazat Anataz és rutil nanodiszperziok hatasa a citotoxicitasra LDH modszerrel mérve, in
vitro

tenyészettipus kezelés
anatdiz 24h | anataz 48h rutil 24h rutil 48h
nott nott nott
posztnatalis glia nem valtozott (50 pg/ml (10 pg/ml felett | (100 pg/ml felett
felett szign.) szign.) szign.)
nott
mikroglia N/A N/A N/A (100 pg/ml felett
szign.)
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8 Diszkusszid

A titan-dioxidot kedvezd tulajdonsagai miatt széles korben, féleg 1-100 nm-es
nanorészecske méretben alkalmazzak az iparban. Fehérit6 tulajdonsagai miatt titan-fehérnek
(titanium-white) is nevezik, a festékiparban, kozmetikumokban 1is alkalmazzak.
Nanopigmentjei mérettartomanyukban alkalmasak a bort karosité UV sugarzas visszaverésére,
ezért naptejekben is hasznalatos, de nagy feliilete miatt fotokatalizatorként is alkalmazzak.
Baktériumol16 képességét fertétlenitészerekben hasznaljak ki (Haider és mtsai., 2019).

Elelmiszerekben is hasznalatos volt, azonban kisérletekkel igazoltik, hogy a
nanorészecskék karosak is lehetnek az egészségre, foleg, ha ezeknek hosszu idén keresztiil ki
van téve a szervezet (Chen és mtsai., 2020). Szamos in vivo kisérlet igazolta, hogy a titan-dioxid
képes a bélrendszeren keresztiil is felszivodni, a vérkeringésen keresztiil 1étfontossag
szervekbe eljutni, ahol felhalmozdodhat és karosithatja a szoveteket (Hong és mtsai., 2017). Ez
a felhalmozodas az idegrendszerben is megfigyelhetd, igy igazoltak pl. a memoriaért és a
tanulasért felelds agyteriilet, a hippokampusz érintettségét is (Mohammadipour és mitsai.,
2014). Részben ezek a megfigyelések vezettek oda, hogy az Eurdopai Unio 2022 januarjatol
betiltotta a TiO2 (E 171) hasznalatat az élelmiszerekben?®.

A nanopartikulumok idegrendszerre gyakorolt hatasat in vitro kisérletekben is
vizsgaltak. Az ilyen kisérleti rendszerek elénye, hogy a vizsgalt anyag hatasa kozvetleniil a
kivant osszetétell sejtpopulécion tesztelhetd, mikozben a tobbi paramétert valtozatlanul tartjuk.
Ezek a kisérletek altalaban human vagy patkany sejtvonalakon torténtek, bar kisebb részben
hasznaltak a szervezetbdl kdzvetleniil szarmazo un. primer tenyészeteket is (Sheng és mtsai.,
2015). Az elemzésekben elsdsorban sejtélettani paramétereket, igy a sejtek életképesség-
valtozésat kovették nyomon kiilonb6zé modszerekkel. A legtobb esetben a kutatok
koncentraci6 ¢és kitettség fiiggd citotoxikus, vagyis ¢letképesség csokkentd hatasokat
azonositottak (Papp és mtsai., 2020) (Hong és mtsai., 2015).

Sok olyan kozleményt publikaltak, mely a TiOz nanorészecskék idegsejtekre gyakorolt
in vitro hatasat vizsgalja, azonban a legtobb vizsgalat egy sejttipusra koncentral (Mu és mtsai.,
2020), igy nem veszi figyelembe, hogy a titan-dioxid hatasaban szerepet jatszhatnak a
kiilonbo6z6 tipust sejtek kozott kialakuld kdlcsonhatasok is. Munkdmban ezért 6sszehasonlitd

elemzésbe vontam be az idegrendszer szamos sejttipusat, illetve ezek elegyét.

14 COMMISSION REGULATION (EU) 2022/63, 14 January 2022
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Az ipari el6allitas soran a titan-dioxid nanorészecskék leginkabb rutil (palcika alak) és
anataz (gomb alak) kristalyformaban fordulnak el (Allen és mtsai., 2018). Az elballitas a rutil
formanak kedvez, ugyanakkor a legtobb vizsgalatban vagy anatazbol és rutilbdl allo keveréket,
vagy csak anatazt hasznaltak a kezelések soran (Sheng és mtsai., 2015). Olyan vizsgalatot, ahol
az anataz ¢s a rutil hatasat idegi sejteken és sejttipus-specifikus modon hasonlitottak volna

dssze, nem talaltam a szakirodalomban.

8.1 Az anatdz hatésa a kiilonb6z0 sejttipusokra

Vizsgalataim sordn az anatdaz format kiilonbozd koncentraciokban, 24 és 48 oras
kezelésekben alkalmaztam eltérd 0sszetételll primer tenyészeteken. Bar bizonyos tanulmanyok
szerint az anataz forma a legtoxikusabb (Baranowska-wojcik és mtsai., 2020), eredményeim
ezt nem tamasztjak ala.

Az anataz egyik tenyészettipus esetében (embrionalis és posztnatalis asztroglia
tenyészetek, tiszta neuron tenyészet, neuron ¢€s glia vegyes tenyészet) sem okozott jelentds
¢letképesség-csokkenést 24 oras kezelést kovetden sem az MTT, sem pedig az LDH mérések
soran. Egyediili hatast posztnatalis glia sejteken 48 6ran keresztiil alkalmazva lattam, de ezt is
csak az LDH méréssel tudtam kimutatni.

Ezek az eredmények ellentmondanak azoknak a vizsgalatoknak, ahol anatdz formaval
kezelték a sejteket és szignifikans €letképesség csokkenést tapasztaltak. Sheng és munkatarsai
pl. primer patkdny hippokampalis sejteken végzett kisérleteikben szignifikans életképesség
csokkent6 hatast figyeltek meg mar 6 ora kezelési id6 utan, 50 ug/ml-es koncentracié felett.
LDH mérésnél pedig 24 6ra utan, 5 ng/ml-t6l tapasztaltak hatast (Sheng és mtsai., 2015). Papp
¢s munkatarsai szintén primer asztroglia sejteken alkalmaztak anataz kezelést 0,05-2 mg/mL-
es koncentracidban, 24 és 48 oran keresztiil. Az életképességet MTT modszerrel vizsgaltak. 24
oras kezelés utan 1 mg/ml-es koncentracional, mig 48 oras kezelés soran 0,5 mg/ml felett
tapasztaltak szignifikans hatast (Papp és mtsai., 2020). Hasonlo, az életképességet csokkentd
hatast én azonban nem tudtam kimutatni, mivel csak 48 ora utan volt megfigyelhetd némi
életképesség-csokkenés. Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy az anatdz a kevert tenyészeteken
novelte a relativ életképességet. Ennek egyik oka lehet, hogy a titan-dioxid oxidativ stresszt
okoz a sejtekben. Egy lehetséges mechanizmus erre a “ROS-indukalta ROS felszabadulas”
(ROS induced ROS release). Ennek soran a reaktiv oxigén gyokok (ROS) a mitokondrium bels6
membranjara hatnak, modositjdk az anion csatornak miikddését, ez pedig tovabbi ROS

felszabadulashoz vezet. A felszaporodott ROS mennyiség pedig mitokondrium és
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sejtkarosodashoz vezet (Gutiérrez Iglesias és mtsai., 2014). Lehetséges, hogy az oxidativ stressz
hatasara megnd a glia sejtek redukcios kapacitasa, ezt pedig az MTT modszerrel életképesség
novekedésként detektalhatjuk. Hasonlo, bar nem szignifikans hatés volt megfigyelhetd a tisztan
idegsejteket tartalmazo tenyészetekben is, igy elképzelhetd, hogy a neuronok ennek a hatasnak
(energetikai folyamataik miatt) jobban kitettek. A pontos ok azonban csak tovabbi, pl. a
mitokondriumok szerepét ellendrz6 vizsgalattal derithetd fel. Mivel a rutil formanal is hasonlo
hatast tapasztaltam, a jelenség kristalyszerkezet fliggetlennek ttinik. Fontos azt is megjegyezni,
hogy a sejteken 100 pg/ml felett kialakuld “nanohd” réteg miatt a magasabb koncentracioknal
meért életképesség-novekedés miiterméknek tekinthetd.

Sejttipus-specifikus hatast Coccini és munkatarsai is leirtak, igaz, ellentétes eldjellel. A
kutatok humén neuronokon ¢&s asztroglia sejtvonalakon végeztek kezeléseket az anataz
formaval. Eredményeik szerint a neuron tenyészetekben kisebb koncentracio alkalmazasakor
(15 pg/ml) csokkent az életképesség, mig a glia tenyészetekben ez csak magasabb
koncentracional kovetkezett be (31 pg/ml). Az életképességi vizsgalatokat ebben az esetben is
MTT modszerrel végezték, a cikkben taldlhatdé mikroszkdpos képek alapjan azonban a 125
ug/ml-es koncentracional és a 250 pg/ml-es koncentracional is megjelent a ,,nanoho” réteg, igy
ennek is szerepe lehet a mért életképesség valtozasokban (Coccini és mtsai., 2015).

Az anataz és a rutil formara adott kiilonb6z6 tipust sejtvalaszok hatterében allhat a
nanorészecskék eltérd szerkezete is. Jin és munkatarsai arra az eredményre jutottak, hogy a két
forma eltéréen hat a ROS keletkezésre. Diszperzid utan mindkét nanorészecske szerkezete
megvaltozik, a felsziniikon tobb reaktiv hidroxil csoport lesz. Ezek képesek elektront elvonni,
ezzel pedig szuperoxid és hidroxil gyokok alakulnak ki. A tanulmany szerint az anataz forma
hajlamosabb a gyokok kialakitasara, mert nagyobb feliilettel rendelkezik, mint a rutil forma.
Azt is kimutattdk, hogy mindkét forma megtalalhato volt a citoplazmaban, ahova fagocitozissal
jutottak be, az anatdz forma azonban megtalalhat6 volt a sejtmagban is, ezért genotoxicitast is
kivaltott. A mitokondriumban is megtalalhat6 volt az anatdz, ahol valdsziniileg beleavatkozott
az elektrontranszportlanc miikodésébe, ami reaktiv oxigén gyokok tultermelddéséhez vezetett.
Az anatazzal ellentétben a rutil nem volt megtalalhatdé sem a sejtmagban, sem pedig a
mitokondriumban. Ennek ellenére a szerz6k nem zérjak ki annak a lehetdségét, hogy a rutil is
képes lehet bejutni ezekbe a strukturakba, és karositani azokat (Jin és mtsai., 2011). Mindezek
alapjan azt is feltételezhetjiik, hogy az eltérd eredményekért a nanorészecskék eltérd beszerzési
forrasa, tisztasaga, allapota (ld. kristalyszerkezet, kristalyméret) is felelds lehet.

Felmertilhet, hogy a megfigyelt hatds mennyiben a nanorészecskék jelenlététdl, és

mennyiben a kémiai Osszetevok (pl. ionok) egyedi hatasatol fliigg. A titan-dioxid vizben
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gyakorlatilag oldhatatlan, ezért a titan ionos hatasat vizsgalatainkban tulajdonképpen

kizarhatjuk®®.

8.2 A rutil kristalyszerkezetli TiO> a kiilonb6z6 sejttipusokra eltéréen hat

Az irodalomban f6leg arrol talaltam adatot, hogy a rutil anatazzal egyiitt alkalmazva
hogyan hat a sejtekre. Kifejezetten a rutil forma idegsejtekre gyakorolt hatasarol nem talaltam
eredményeket, bar az ipari eldallitas soran elsésorban ilyen forma képzodik™.

A rutil format is tobb koncentracidban alkalmaztam a sejteken, a kezelési 1d6 ebben az
esetben is 24 és 48 ora volt. Hasonldan az anatdzhoz, ennél a formandl sem tapasztaltam
¢letképesség-csokkenést a neuront és gliat vegyesen tartalmazd tenyészetek esetében. A
kezelési idének sem volt befolyasa a hatas kialakulasara. Abban az esetben azonban, amikor a
rutilt posztnatalis asztroglia tenyészeteken alkalmaztam, jelent0s relativ életképesség-
csokkenést (MTT) és citotoxicitas novekedést (LDH) figyeltem meg, mely a kezelési id6
novelésével potencirozhaté volt. Az embrionalis glia sejteknél hatast csak 1000 pg/ml-es
koncentracional figyeltem meg. Ezekbdl az eredményekbdl az latszik, hogy a glia sejtek,
ellentétben a neuronokkal, érzékenyebbek a rutil formara.

Egy lehetséges magyarazat lehet arra, hogy a glia sejteken tapasztalt életképesség-
csokkentd hatas nem jelentkezett a vegyesen neuront és gliat is tartalmazo, kevert
tenyészeteken, hogy ebben a tenyészettipusban a neuronok mennyisége joval magasabb volt,
mint a glia sejteké. Mivel a neuronok nem voltak érzékenyek a titan-dioxid kezelésre,
elképzelhetd, hogy a glia sejtek életképessége ezekben a tenyészetekben is csokkent, de a
neuronok ,,jele” elnyomta a glia sejteken tapasztalt hatast.

Mivel az asztroglia tenyészetek esetében a rutil életképesség csokkentd hatasat
tapasztaltam, ezért a rutilt csak mikroglidt tartalmazo tenyészeteken is alkalmaztam 48 oran
keresztiil, 1, 10, 50, 100 pg/ml koncentracioban. A mikroglia sejtek esetében az MTT modszer
hasznalataval életképesség-csokkenést tapasztaltam, de az eddig Osszegyijtott adatok nem
mutattak szignifikans valtozast. Az LDH modszernél is csak 100 pg/ml koncentracid esetén
kaptam szignifikans citotoxicitds-novekedést. Fontos megjegyezni, hogy ezeknél a méréseknél
még csak kevés adatra tdmaszkodhatunk, igy tovabbi vizsgalatok sziikségesek a hatés

megerositésére.

15 https://pubchem.nchi.nlm.nih.gov/source/hsdb/869#section=Human-Toxicity-Excerpts-(Complete)
16 https://www.essentialchemicalindustry.org/chemicals/titanium-dioxide.html
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Eredményeimbdl lathatd, hogy bar kifejezetten a rutil formara irdnyulé eredményt nem
taladltam az irodalomban, a nano-titin szemcséket rutil formaban tartalmazd készitmények
célzott kockazatot jelenthetnek a kozponti idegrendszer fobb sejttipusaira, féleg az asztroglia

sejtekre.
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11 Szerzo61 hozzajarulas

A dolgozatban szerepld adatok forrasaul szolgald primer tenyészetek eldallitasaban
¢s fenntartasaban aktivan részt vettem.

A sejttenyészetek anataz és rutil nanopartikulum kezelésében és azok hatasat vizsgalo
MTT ¢és LDH életképesség mérésekben, illetve azok kiértékelésében aktivan részt
vettem.

Az immunfestést €s a mikroszképos felvételeket Tarnok Krisztiannal koézdsen
készitettiik.

Az adatok kiértékelésében és a grafikonok elkészitésében Dr. Tarnok Krisztian és Dr.

Schlett Katalin segitettek.
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