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Bevezetés és célkitiizések

A bor, mint barrier

Az emberi bor egy olyan véddréteg, amely a szervezetet a kornyezetétdl elvalaszani képes. A
bor feladatai kozé tartozik a szervezet mechanikai védelme, az ingerek észlelése, a fényvédelem,
a hdregulacio, és a korokozok, idegen anyagok tdvoltartdsa. Kutatdsaink szempontjabdl a
legjelentdsebb feladat a bOr barrier funkcidja. A barrier funkcié a vegyi €s mechanikai
artalmakkal szembeni védelem, az idegen anyagok, organizmusok tdvoltartdsa, a viz és
elektrolitok elvesztésének megakaddlyozdsa, az anyagok boron keresztiili felszivodasanak
gatlasat jelenti. A bor a hamrétege révén akadalyt képez az idegen anyagok szdmara.

Az epidermadlis barriert a szaruréteg (a szaru-, vagy Keratinocita barrier) és a lipid barrier
egylittesen alkotjdk. A szarubarrier a szaruboriték korneocitdinak Osszessége, melyek erds
mechanikai kapcsolat, sejtadhézids struktirdk révén kapcsolédnak egymashoz.

A barrier funkciézavara szdmos betegség, allapot illetve borsériilés hatdsara eldallhat, illetve
borbetegségek (pl. fertézések, impetiginizacid) oka lehet.

A lipid barrier

A bor barrierjének mind a lipid-, mind a keratinocita réteg egyforman fontos alkotérésze. Az
eldbbirdl fontossdga ellenére mégis relative keveset tudunk. Az egészséges stratum corneum lipid
barrierjét ceramidok, szabad zsirsavak és koleszterol alkotjdk. A lipid szintézis a stratum
granulosumban megy végbe, ahol kis intracitoplazmatikus zarvanyok (lamellar bodies)
szintetizdlodnak, melyek lipid tartalma exocitdzissal a sejtek kozotti térbe keriil a SG-SC hataron,
megalkotva ezzel a lipid védoréteget. Mindhdrom lipid egyformdn fontos szerepet jatszik a kiilsé
hatdsok elleni védelemben.

A keratinocita barrier

A keratinocita barriert a sejtadhéziés molekuldk révén Osszekapcsolédott hamsejtek
termindlis differencidcidja, apoptdzisa, azaz elszarusoddsa, és a lehdmlé korneocitdk helyére
folyamatosan belépd tijabb elszarusodé hdmsejtek 0sszessége alkotja. Az elszarusodds folyamata
térben és idOben is rendkiviill szabdlyozott. A keratinocitdk a bazdlis sejtsor proliferativ
sejttipusdbdl a granuldris rétegen at (ahol a szaruboriték képzddik) az epidermis felszine felé
haladnak, végiil a legfelsd, stratum corneumot alkoté ellapult, elhalt sejtekké alakulnak.
Sejtszinten az elszarusodds folyamata a plazmamembran alatti éretlen boriték kialakuldsdval

kezdddik. Az elszarusod6 sejtburok ,.érése” sordn egyes preformdlt molekuldk kovalensen



kotoédnek egymdashoz, melynek eredményeként egy olyan rigid struktura alakul ki, amely képes
betolteni a fizikai és folyadék barrier feladatat. A korneocitdkat az inszolubilis lipidekkel
koriilvett, fillagrin maétrixba &agyazott keratinocita intermedier filamentumok alkotjdk. A
korneocitdk korneodezmoszémdkkal kapcsolédnak egymdshoz, amelyek a desquamatio sordn
proteolitikusan lebomlanak a legfelsd, elszarusodott sejtrétegekben.

A szaruréteg ellendllé képessége €s oldhatatlansaga egyrészt a transzglutamindzok (TG) éltal
l1étrehozott nagyon stabil izopeptid kotéseken alapszik. A transzglutamindzok szubsztratjai kozé
tartozik az involucrin, a loricrin, a profillagrin és a kis prolingazdag proteinek (SPR).

Az epidermis mechanikai szilardsidganak madsik elengedhetetlen tényezbje az egyes
keratinocitdk erds egymdshoz kapcsolddasa, sejtadhézidja. Az epidermisben az intercelluldris
rogzitésért az Ovszeri adherens junkciok (zonula adherens) és a dezmoszémdk a feleldsek.
Néhany adhéziés komplexet alkoté protein az elszarusodds folyamata sordn jellegzetes
expresszios mintazattal jelentkezik. Ezen fehérjék kozé tartoznak a desmogleinek, desmocollin-1,
envoplakin, periplakin, plakophilin-1 €s a corneodezmozin. A stratum granulosum és a SC
hatdrdn a dezmoszOma citoplazmatikus plakkja beintegralddik az elszarusod6 boritékba, és az
extracelluldris magban egy elektrondenz plakk keletkezik. A korneocitdk az igy létrejott
korneodezmoszomédn  keresztill  kapcsolodnak  Ossze a  stratum  corneumban. A
korneodezmoszomdk két f0 alkotorésze a desmoglein-1 és a desmocollin-1. A
korneodezmoszomdk egy masik fontos alkotdja a corneodezmozin.

A ham mechanikai ellendlloképességét, az elszarusod6 boriték szerkezetét a
transzglutamindzok altal keresztbekotott proteinek €s a sejtadhézids struktirdkat alkotd fehérjék
egylittes stabilizdl6 hatdsa adja.

A titan-dioxid

A titdn-dioxid a legfontosabb titdnvegyiilet. A mikronizdlt (100 nm-nél Kkisebb
részecskenagysdgu) titdn-dioxid a hdztartdsi, kozmetikai termékek dltaldnosan hasznalt

alkotorésze. A  TiOp-nanorészecskékkel fehér fest€ékekben, fogkrémekben, bdrapold

termékekben, a szinezett nanopartikulumokkal dekorkozmetikai cikkekben nap mint nap
taldlkozunk. Ezen mikronizdlt részecskék fényvédd krémekben un. fizikai fényvéddként is régdta
hasznélatosak.

A mindennapi életiinkben olyan sokoldaluan haszndlt titdn-dioxidnak felvetették a

patogenetikai szerepét néhany tiidébetegség kapcsan. Bizonyitottdk, hogy e szervetlen vegyiiletek



belégzése alveoldris gyulladdst okozhat, kovetkezményes fibrosissal, igy szerepet jdtszva a

pneumoconiosis és rokon entitdsok kialakuldsdban. A TiOp részecskék, foként az ultrafinom,

nanométeres tartoményu részecskék esetében kimutattdk, hogy ragcsdlokban tiiddrakot okoznak.

A nanopartikulumok borgydgyaszati jelent6ségét az adja, hogy a TiOp fizikai fényvédd
filterként és pigmentként a kozmetikai termékek szinte nélkiilozhetetlen alkotérésze. A titdn-
dioxid azonban nemcsak visszaveri, hanem el is nyeli a fotonokat. Ilyenkor a vegyiilet
katalizatorként viselkedik: a részecskék felszinén UV besugdrzds hatdsara a vizes kozegben a
vizbdl szuperoxid és hidroxil ionok, illetve mas szabadgyokok képzédnek. Ez az un.
fotokatalitikus hatds tehetd feleldssé a vegyiilet lehetséges kdros hatdsaiért is. Széles korben
ismert, hogy a szabadgyokok oxidativ DNS-kdrosodést okozhatnak a sejtekben, és negativan
befolyasolhatjdk azok mikodését a sejtciklus reguldcidjanak elvesztése révén sejthaldlt, vagy
proliferativ elvdltozdsokat okozva. Egy mdsik kutatocsoport kimutatta, hogy a mikronizalt
részecskék nagyobb valdszinliséggel okoznak gyulladdst, mint a nagyobb partikulumok, mivel
elobbiek konnyebben diffunddlnak a szovetekbe és a nagyobb fajlagos feliiletik miatt a
nanopartikulumok nagyobb szdmu molekuldval reagdlnak, mint a nagyobb méretli részecskék,
igy tobb szabadgyok képzddését katalizaljak.

Eddigi ismereteink szerint a TiOp alkalmazdsa egyetlen borbetegség kialakuldsaban sem
jatszik szerepet. Feltételezhetd, hogy a bor epidermisének stratum corneum rétegét alkotd érett,
elszarusodott hdmsejtek barrierje hatdsos védelmet nyujt ezen részecskék ellen, ellentétben a tiid6

sérillékeny alveoldris felszinével. Amennyiben stratum corneum megakaddlyozza a TiO)p

nanopartikulumok in vivo penetracidjat, igy a bor mélyebb rétegeiben taldlhat6 €16 sejteken nem
fejthetnek ki fotokatalitikus hatdst. Hatdsos védelem hidnydban viszont az epidermist védo
szaruréteg barrieren atjutott titdn-dioxid nanopartikulumok a szovetek (extracellularis matrix, és
sejten beliili kompartmentek) vizes kozegébe keriilnek. Itt fotokatalitikus képességiik birtokdaban
szabadgyokoket termelhetnek, melyek oxidativ hatdsa felgyorsithatja a bor oregedését, illetve
kedvezhet a bértumorok kialakuldsanak.

A fényvédo készitményekben djabban a kis részecskeméretli, mikronizalt titdn-dioxidot
alkalmazzdk, amely jobb fényvédo hatdstinak bizonyult, mint a kordbbi, nem mikronizalt forma.
A gyartok kiilonféle feliileti bevonattal 14tjdk el az djonnan kifejlesztett részecskéket. A bevonat
az externdk felvitele utdn jobb eloszldst eredményez a bor felszinén, tovabba a kéaros hatdsok

esetleges kivédését szolgdlja. A részecskék kisebb mérete miatt a nanopartikulumok a bér stratum



corneum barrierjén is konnyebben dtjuthatnak.

Tekintve, hogy a titdn-dioxidot igen sok fényvéddben €s kozmetikumban megtalalhatjuk,
a fogyasztok gyakran sériilt integritdisi hdmmal rendelkezd (pl. feldzott, napégett) bdron
alkalmazzdk azokat. Ilyenkor a fent részletezett fotokatalitikus hatds az ,€l6 sejtek”
kornyezetében jeletkezik, és a borben taldlhatd kiilonbozd sejteket karosithatja. Az is
feltételezhetd, hogy a pulmondris modellhez hasonléan a dermalis és epidermadlis sejttipusok is

internalizdljdk a nanopartikulumokat. Ily médon a TiO7 direkt toxikus hatdst fejthet ki a sejtekre

és emellett az epidermdlis hamképz6dés komplex mechanizmusédnak zavarat okozhatja.

Az ionnyaldb-analitikai modszerek alkalmazdsa a bor vizsgdlatdra

A boér barrier funkcidjdnak vizsgdlata mar a titdn-dioxid problematikdja eldtt is a
borgydgyaszati kutatdsok sarkallatos kérdése volt. A kordbban kifejlesztett eljarasok segitségével
azonban csak igen kis szdmu vizsgdlatot végeztek a kis partikulumméretii, ultrafinom,
mikronizdlt titdn-dioxid transzepidermadlis penetrdcidjaval kapcsolatban. Tekintve, hogy ezek a
nanopartikulumok a szokdsos rutin hisztologiai modszerekkel nem tehetdk lathatova, specidlis
képalkotd vizsgalatok sziikségesek az epidermadlis penetracid mértékének meghatdrozdsiara. A
korédbbi technikdkat nehézkesen tudtak penetricids vizsgalatokra alkalmazni.

Nagy — megaelektronvolt (MeV) — energidju iononyaldbbal anyagmintdt bombdzva, a minta
nyaldb altal érintett feliiletén (illetve annak bizonyos mélységéig) az Osszetevokre (atomokra,
esetleg izotopokra) jellemzo kiilonféle sugarzasokkal jaré atomi és magfolyamatok jonnek létre.
A sugdrzds fajtjat, energidjat és intenzitdsat detektdlva a minta 6sszetevéi meghatdrozhatok. A
kifejlesztett analitikai moddszerek a detektdlt sugdrzds fajtdjanak, illetve a végbemend
folyamatoknak megfelelden kiilonboznek egymdstél. Osszefoglalé elnevezésiik: ionnyaldb
analizis (ion beam analysis - IBA). Ezek kozé tartozik tobbek kozott a részecskeindukalt
rontgenemisszi6 (Particle Induced X-ray Emission - PIXE), a Rutherford-visszaszorasi
spektrometria (Rutherford backscattering spectrometry - RBS) és a magreakci6 analizis (Nuclear
Reaction Analysis — NRA) modszere.

A kozelmiltban a PIXE, STIM (pasztdz6 transzmisszids ion mikroszonda) és RBS
nukledris mikroanalitikai technikdkat magfizikai laboratériumok sikerrel hasznaltdk a bdor
elemosszetételének vizsgdlatara. A kezdeti modszerekkel egészséges humdn bort analizédltak. A
modszer tovabbfejlesztésének késobbi szakaszdban sertésbdl, egérbdl, egészséges humdn

epidermist és psoriasisos humin borbdl szdrmazé mintdkat vizsgéltak. Ezen vizsgdlatok



segitségével meghatdroztak a bor elemdsszetételét.

A kordbban leirtak alapjan ldthatd, hogy a kutatdsaink targydt képezd titdn-dioxid a
borben is feltehetden sejttoxikus hatdsu, ennek ellenére a mindennapi életben gyakran érintkezik
kiiltakaronkkal. Fontos tehdt megtudnunk, hogy a titdn-dioxid bejut-e a borbe, és ha igen, eléri-e
az él06 sejtek rétegét. A nanopartikulumokat tartalmazé készitményeket ugyan a korabbi években
1s vizsgaltdk a bdrpenetrdcié szempontjabol, de a régebbi mddszerek korldtozottan alkalmasak
ezen anyagok bdrbe jutdsdnak tesztelésére. Az ionnyaldb analitikai technikdk megfelelonek
igérkeztek a bor e szervetlen anyagokkal szembeni védekezoképességének vizsgdlatira. Ezeket a
modszereket alkalmaztuk tehdt, hogy megtudjuk: lathatovd teheté-e a titdn-dioxid az emberi
borben, penetrdlnak-e a nanopartikulumok a bdrbarrieren, €s ha igen, ott milyen sejtes hatdst
fejtenek ki?

A fenti nyitott kérdésekbdl kiindulva fizikusokbdl, biologusokbdl és borgydgyaszokbol
all6 interdiszciplinaris kutatocsoportot allitottunk fel a NANODERM EUS5 Konzorcium
keretében. A ,,Quality of skin as a barrier for utrafine particles” projekt célkitiizése az volt, hogy
megvizsgélja: a bOron alkalmazott titdn-dioxid nanorészecskék eljutnak-e az epidermis €16
sejtjeihez, illetve az expozicié hogyan befolydsolja a bérben 1évd sejttipusok viselkedését. A
mintdkat PIXE és TEM moddszerekkel parhuzamosan vizsgéltuk .

Célkitiizéseink

1, Alkalmazhat6-e a silyos kombindlt immundeficiencids (severe combined immunodeficiency
(SCID)) egérre transzplantdlt humédn epidermis modell ionnyaldb analitikai vizsgdlatokra?
Egyezik—e a human xenograft epidermis elemosszetétele a kordbban vizsgélt bérmodellek
elemosszetételével? Kisérleteink elsd részében tehat a SCID-egérre transzplantdlt humén bor
xenograft modell struktirdjait TEM, és ionnyaldb anailtikai mddszerrel, valamint rutin
hisztol6giai moddszerrel vizsgaltuk, az eredményeket az egészséges Onkéntesek borébol
kapott korabbi adatokkal hasonlitottuk dssze.

2, Kisérleteink kovetkezd fazisaban vdlaszt kerestiink arra a kérdésre, vajon atjut-e a mikronizalt
titdn-dioxid az ép epidermadlis barrieren? E célbdl a bedllitott mddszerek segitségével, a in
vivo penetraciés vizsgdlatokat végeztink SCID egér humidn xenograft modellen, tobb
laboratérium parhuzamos részvételével.

3, Végiil kivancsiak voltunk arra, hogy a sejtekkel kozvetleniil kapcsolatba keriilt titdn-dioxid

nanopartikulumok a tiidében tapasztaltakhoz hasonldéan toxikusak-e a bor sejtjeire? Annak



megéllapitdsdra, hogy a szarurétegen dtjutott és az €10 sejtekkel kapcsolatba Iépett
nanopartikulumok milyen sejtes hatdst fejtenek ki, megvizsgaltuk a részecskék viselkedését
kiilonb6z6 hdm és irha eredetli sejtek tenyészeteiben. A TiOp direkt sejtkontaktusban
kifejtett hatdsdt a sejtek életképességi, apoptotikus, proliferacios €és differencidlodasi
funkcidinak valtozdsdval mutattuk ki.
Anyag és médszer
Titdn dioxid formuldk
A penetricids vizsgélatokhoz titdn-dioxidot tartalmazo hidroféb emulziét haszndltunk egy
kereskedelmi forgalomban kaphat6 termék formdjaban. A sejttenyészeteken végzett kisérletekhez
a titdn-dioxid 9 nm-es részecskenagysdgi anatdz formdjat alkalmaztuk, amely Prof. Z. Stachura
(Krakkd, Lengyelorszdg) laboratériumabdl szarmazott.
Kisérleti dllatok
Az éllatkisérletek kezelési protokolljait a DE OEC Allatkisérletes Bizottsiga, és Kutatés
Etikai Bizottsdga jovdhagyta. A SCID egereken végzett kisérletek specifikus patogénektdl mentes
koriilmények kozott a Debreceni Egyetem Orvos-, és Egészségtudomanyi Centumdnak Bor-, €s
Nemikoértani Klinikdjan torténtek. Circumcisiobdl szdrmazé humdn preputium graftokat a

korabban kozolt mddszer szerint SCID egerek hétborére transzplantaltuk. A graftok teriiletét 2
mg/cm? koncentréci6jd TiOp-emulziéval okkluziéban a megadott ideig kezeltiikk. A kezeléseket

halotdn inhaldciés narkézisban végeztiik. A nem kezelt dllatokat kontrollként haszndltuk. Az
expozicié utdn az dllatokat az altatoszer tiladagoldsdval elpusztitottuk. A transzplantdtumok
teriiletérél 6 mm atmérdjli ,,punch biopszidkat™ vettiink.
Mintaprepardlds nukledris mikroszkopidhoz

A biopszids anyagokat folyékony nitrogénben hitott folyékony izopentdnban
gyorsfagyasztottuk. A mintdkbél -25 °C hOmérsékleten 14 pm vastagsdgu metszeteket
készitettiink, melyeket liofilizdlds utdn szobahdmérsékletlire melegitettiink. Egymast kovetd
metszésekbdl szarmazd metszeteket vizsgiltunk nukledris mikroanalizissel és festettiink meg
hematoxillin-eozinnal (HE) rutin szovettani vizsgalat céljabol. A nukledris mikroanalizishez a
vizsgdlt metszeteket specidlis ragasztdcsikkal erdsitettiik a mintatartékra
Nukledris mikroanalizis az ATOMKI lonnyaldb Alkalmazdsok Laboratoriumdban

A nukledris mikroanalitikai vizsgédlatokat a Magyar Tudomanyos Akadémia debreceni

Atommagkutaté Intézetében, az 5 MeV energidju Van de Graaf gyorsité 0°-os nyaldbcsatorndjara



telepitett pasztdzé ion mikroszonddn végeztilk. A mintdk vizsgédlatdra a kordbban kozolt bio-
PIXE bedllitast haszndltuk, a pasztdz6 transzmisszids ionmikroszkopidval (STIM) kombinalt
részecskeindukalt rontgenemisszidés (PIXE) moddszerrel. Ezen mérési és kiértékelési rendszer
segitségével meghatdrozhatjuk a bérndl nehezebb elemek kvantitativ elemkoncentricidjat és
eloszlasat, néhany mikrométeres laterdlis felbontdssal 1-10 pg/g szenzitivitassal. Osszefoglalva: a
mintdkat egy 2 um x 2 um teriilletre fokuszdlt protonnyaldbbal sugdroztuk be, amellyel
szisztematikusan pdsztaztuk a vizsgélt teriiletet.

A mintdk morfolégidgjat és feliileti slrliségeloszlasdt a pdsztdzd transzmisszios
ionmikroszkopidval (STIM) hatdroztuk meg. Az egyes elemek koncentrécidit és azok feliileti
eloszlasat a PIXE moédszerrel vizsgéltuk. Az un. kétdetektoros mddszert haszndltuk. Az egyik
(igen vékony ablaku) detektorral a C-Fe (konnyli és kozepes), mig a masik (normdl Be ablaku)
Si(Li) detektorral az S-U (kdzepes €és nehéz) elemrégidkban vettiik fel, ill. készitettiik el a PIXE
spektrumokat és térképeket. A kvantitativ elemkoncentraciokat és eloszldsi térképeket a
PIXEKLM szoftver felhasznaldsaval hatdroztuk meg. A NANODERM projekt keretében néhany
minta parhuzamos vizsgdlatara P. Moretto bordeaux-i laboratériumdban keriilt sor. Néhany
tovdbbi mérést a ljubjanai JoZzef Stefan Institute (Ljubljana, Slovenia) ion mikroszonddjan
végeztiink.

Transzmisszios elektron mikroszkopia (TEM)

Az elektron mikroszképos vizsgidlatok a Centre d’Etudes Nucléaires de Bordeaux-
Gradignan, IN2P3-CNRS, (Gradignan, Franciaorszdg) laboratériumédban késziiltek. A 6 mm
atmérdjii borbiopszidkat 1 6ran at 4°C-on 2.5% koncentrdcidju glutdraldehid oldatban fixaltuk. A
mintdk 0.1 M Na-cacodylate pufferben valé kétszeri mosasat (pH 7.4, 5 perces 6blités) kdvetden
2 Oréan at szobahdmérsékleten 1% ozmium-tetroxid tartalmu 0.1 M natrium-cacodylate pufferben
(pH 7.4) oblitettiik. Még két 5 perces cacodylate pufferes oblitési 1épés utdn a mintdkat
szobahOmérsékleten felszallo etanol sorban dehidraltuk. Propilén-oxidos (2x 30 perc) dztatdst
kovetden propilén-oxid és Epon 812 egy-egy ardnyu keverékében 2 6rdig majd tiszta Eponban 6
oran at. Ezek utdn 60°C-on egy éjszakdn at polimerizdltuk. A bedgyazott szovetmintdbol 35°
gyémantkéssel felszerelt ultramikrotémmal félvékony (500 nm) és az ultravékony (50-100 nm)
metszeteket készitettiink. Annak érdekében, hogy a vizsgdlt formuldval val6 mesterséges
kontamindaciét elkeriiljiikk, a metszés irdnya a bor belsd rétegei feldl a stratum corneum felé

mutatott. A félvékony metszeteket mikroszképos targylemezre  gyljtottik, majd



fénymikroszkopos vizsgalat céljabol toluidin-kékkel megfestettiik. Az ultravékony metszeteket
formvar/carbon bevonati rézhédldra applikaltuk, 6lom-citrdtos €s uranil-acetétos festés utdn 80 kV
gyorsito fesziiltséggel transzmisszids elektron mikroszképpal vizsgaltuk.
Sejttenyésztés

A human immortalizdlt HaCaT keratinocita sejtvonal Prof. N. E. Fusenig laboratériumabol
szdrmazott. A sejteket 25-cm? vagy 75-cm?2 nagysdgu sejttenyésztd flaskdkban tenyésztettiik

37°C-on 5%-os CO»p tartalmu atmoszféraban. A keratinocitdk tenyésztésékez Dulbecco’s

modified Eagle’s médiumot hasznéltunk 10% fotalis borji szérum (FCS), 2 mM/L-glutamin, 50
U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin, 1.25 pg/ml fungizone kiegészités mellett.

A human dermaélis fibroblasztokat (HDF) enzimatikus emésztéssel hamfosztott irhdbol
nyertiik a kordbban kozolt médon. A fibroblasztokat a fent leirt dsszetételi DMEM médiumban
tenyésztettiik.

Az S795 humén immortalizalt szebocita sejtvonalat Sebomed médiumban tenyésztettiink,

10% FCS, 1 mM CaClp, 5 ng/ml humdn rekombindns epidermalis novekedési faktor, 50 U/ml

penicillin, 50 pug /ml streptomycin hozzdadédsaval.

A primer humédn melanocita sejtvonalat 10% FCS, 2 mM/L-glutamin, 50 U/ml penicillin,
50 pg /ml streptomycin, 1.25 pug /ml fungizone-nal kiegészitett DMEM-ben tenyésztettiik.
Sejtproliferdcio meghatdrozdsa

Az életképes sejtszamot MTT teszttel hatdroztuk meg. Ennek lényege, hogy az életképes
sejtek mitokondriumdban az MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazélium-bromid)
tetrazOliumsé formazannd alakul, melynek koncentrdcidja mérhetd. A sejttenyészetekbol
szarmazé sejteket 96-lyuku multititer lemezekre sz€lesztettiik négy parhuzamos mintan, melyeket

a megadott ideig kezeltiink kiilonb6zd koncentracidju TiOp szuszpenzidval. Ezutdn a sejteket 2

6ran at 0.5 mg/ml MTT-vel inkubdltuk, és a DMSO-ban feloldott formazan Kkristdly
koncentricidjat kolorimetridsan hatdroztuk meg a gyarto eldirdsa szerint. Az adatokat az 4tlag +/-
SEM forméban tiintettiik fel.
Apoptozis meghatdrozdsa

A sejteket tripszinezéssel 0sszegyiijtottiik majd 1 ml fluoreszcein izotiocianéttal (FITC)-
konjugélt annexin V-vel inkubdltuk sotétben 10 percig. Ezutdn dramldsi citométer (segitségével

meghatdroztuk az apoptotikus sejtek teljes sejtszimhoz viszonyitott szazalékat.
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Western blot analizis

A sejteket jéghideg foszfat-puffert tartalmazé séoldatban (PBS) mostuk, majd
homogenizdl6 pufferbe gyljtottik, és jégen torténd szonikdldssal feltartuk. A mintdk
fehérjetartalmat modositott BCA protein esszével hatdroztuk meg. A fehérjéket SDS-PAGE (8%
gél, 20-30 mg protein valyinként) eljardssal torténd elvdlasztds utdn nitrocellul6z membranra
transzferdltuk. A membranokat 5% tejport tartalmaz6 PBS-ben blokkoltuk majd a differencidcids
marker involucrin, desmoglein-1 és P-Cadherin sejtadhéziés molekuldk elleni primer egér
antitesttel jeloltiik. Ezt kovetéen peroxiddzzal konjugdlt kecske anti-egér mdsodik antitestet
alkalmaztunk és az immunreaktiv sdvokat kemilumineszcencids reakcié segitségével
fényérzékeny filmre hivtuk eld. A felvitt fehérje mennyiségének ellendrzésére az eldbbi
nitrocelluléz membranokrél az antitesteket 200 ml 50 mM-os (pH 7.5) 2% SDS-t és 0.1% pB-
merkaptoetanolt tartalmaz6 Tris-HCI pufferben (65°C-on 1 6ra) eltdvolitottuk, ezt kovetden egér
anti-cytokrom-c antitesttel jeloltiik.

Sejten beliili kalcium koncentrdcio mérése
Az intracelluléris kalcium koncentraci6 ([Ca2+]i) véltozasat a kordbbiakban leirtak alapjan

hataroztuk meg. A feddlemezre szélesztett keratinocitdkat 5 UM fura-2 AM festékkel 37°C-on
egy ordig inkubdlva feltoltottiik. Minden mérés eldtt a sejteket szobahdmérsékleten (22-24°C)
Tyrode-oldatban inkubéltuk. Ezt kovetéen a sejteket 15 pg/cm? TiO,-vel indukaltuk egy 4lland6
perfiziét bizositdé pumparendszer segitségével, majd a fura-2-vel feltoltott sejteket tartalmazéd
fedélemezeket egy invert fluoreszcens mikroszkdp targylemeztartdjara helyeztiikk. Az excitacids
hullimhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk, mig a fluoreszcens emissziét 510 nm-en
detektdltuk  egy  fotoelektron-sokszorozd  segitségével,  majd  meghatdroztuk a
fluoreszcenciahdnyadosokat (F340/F380)-
Statisztikai analizis

Minden kisérletet harom alkalommal végeztiink el, kiilonbozé napokon. A szignifikancia
meghatdrozdsdra a Student ¢ tesztet alkalmaztuk, és a p<0,05 értékeket tekintettiik
szignifikdnsnak.

Eredmények

A TiO7 partikulumok nem jutnak dt a humdn bor transzplantdtumok stratum corneum rétegén

Els6 1épésként igazoltuk, hogy a xenograft mintdk elemdosszetétele megegyezik a kordbban
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lefrt, egészséges humén 6nkéntesekbél nyert mintdk elemosszetételével. Altalanosan elfogadott,
hogy a nukledris mikroszondaval kapott tomegeloszlési térképek és spektrumok a bdr organikus
tomegét reprezentdljadk (HE metszetekkel dsszevethetden), tovabbd, hogy a szerves tomeg €s az
egyes elemek megoszldsa a bor egyes rétegeire jellemzd vdaltozdst mutat. A megndvekedett
szerves tomeg érték, kén, natrium maximum érték és a magas kalcium szint a stratum corneumra
jellemz6. A magas foszfor értékek a stratum granulosumot jelzik, a tovdbbi rétegeknek is
jellemzd az elemeloszldsi mintdzata. Ionnyaldb analizissel a kontroll, nem kezelt borbiopszids
mintdkban a jellemzd6 elemeloszlasi spektrum alapjan a stratum corneum és a stratum granulosum
azonosithaté és egymadstdl egyértelmiien megkiilonboztethetd. Az dltalunk alkalmazott SCID
egérre transzplantdlt human bor modell esetén a vizsgdlt elemek eloszlasa és az elemtérképek

megegyeztek a mas bormodelleken kordbban leirtakkal. A nem kezelt mintdkban TiOj—jelet nem

detektaltunk.

Ezek utin a mikronizalt titin-dioxidot tartalmazé externdval kezelt boérmintak
elemosszetételét vizsgdltuk. A mintdkat 1, 24 és 48 6ran 4t kezeltiik a titdn-dioxid emulzidval,
majd a penetraciot ionnyaldb analizissel €s transzmisszids elektron mikroszkopidval kovettiik.

24 6ra expozicié utdn TiOp jel maximumot ugyanazokon a teriileteken észleltiik, ahol a

stratum corneum elemosszetételére jellemzé kén, natrium és kalcium elemek magas
koncentracidjat. A boér mélyebb rétegeiben nem kaptunk Ti-jelet. Ezen eredményiinket
megerdsitette egy parhuzamos minta TEM vizsgdlata, illetve PIXE analizis a bordeaux-i
laboratériumban. A nanopartikulumok egy o6ra expozicid utdn is a stratum corneum felszinén

maradtak. 48 ora expozicio utan a TiOp nanorészecskék némileg nagyobb mélységben voltak

detektdlhat6ak nukledris mikroanalizissel a debreceni és a bordeaux-i laboratériumban vizsgélva.
A TEM-vizsgédlat a partikulumokat a statum corneum compactum teriiletén, a stratum
granulosum hatdrdn mutatta, utébbi réteget el nem érve.

A fentiek alapjan megallapithatjuk, hogy a humdn bOr xenograft modellen vizsgilva a TiOp

nanorészecskék az epidermisbe nem penetrdlnak, nem érik el az ,,é16” sejtrétegeket.

A fibroblasztok és a melanocitdk internalizdljak a TiOp nanopartikulumokat, a keratinocitdk és

szebocitdk nem veszik fel azokat
A fenti eredmények megmutattdk, hogy az intakt bOrben a stratum corneum hatésos

végogatként milkodik a mikronizdlt TiOp—dal szemben. Azonban a TiOp expozicidja igen
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gyakran torténik meg olyan esetekben, amikor a bOr barrierfunkcidja karosodott (pl. napégés,
mikrosériilések, feldzott bdr), és a TiOp kozvetlen érintkezésbe keriilhet a bor sejtjeivel.
Kisérleteink kovetkezd fazisaban tehdt be kivantuk mutatni a TiO) direkt hatdsidt egyes
epidermisbdl és dermisbdl szarmazo tenyésztett sejttipusok celluléris funkcidira.

Els6ként megvizsgaltuk, hogy a bor sejtjei felveszik-e plazmédjukba a TiOp

z

nanopartikulumokat. Szubkonfluens keratinocita, szebocita, melanocita, és fibroblaszt

tenyészetekhez TiOp—t adtunk. 24 6rds inkubdacio utan faziskontraszt mikroszkdpidval vizsgaltuk

az internalizdciot. A fibroblasztok és a melanocytdk citoplazmdjaban észleltiik a részecskéket,
perinukledris dusuldst mutatva. A magban nanopartikulumok nem voltak megfigyelhetéek. A
keratinocitdk és a szebocitdk nem vették fel a titdn-dioxidot.

A TiO) nanopartikulumok fibroblasztokban és melanocytdkban emelik, a keratinocitdkban és a

szebocitdkban nem befolydsoljdk a sejtek intracelluldris kalcium ion koncentrdciojdt

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy a TiOp hatdsdra (annak sejtbe valo
felvételétdl fiiggetleniil) jelatviteli folyamatok indulnak-e meg, megvizsgdltuk, hogy a

nanopartikulum expozici [Ca2+]i emelkedést okoz-e a fenti sejttipusokban.
Az intracelluldris ion szintet kalcium-szenzitiv festékkel vizsgdlva 15 ug/cm2 TiOp

hozzaadasa relative lassu, ugyanakkor részben vagy teljesen visszafordithato [Ca2+]i emelkedést
indukdlt a fibroblasztokban €s a melanocitdkban. Nem észleltiink azonban kalcium-vélaszt
azokban a sejtekben, amelyek nem vették fel TiOp—t, azaz a keratinocitdk és a szebocitdk
esetében. A titdn-dioxid internalizacidja véltozast indukal a sejtek kalcium homeosztdzisdban.
A TiOp expozicio kiilonbozoképpen befolydsolja a kiilonféle humdn borsejt vonalak
proliferdciojdt és apoptozisdt

A kovetkezd 1épésben meghatdroztuk a TiOp sejtproliferdcidra gyakorolt hatdsat. MTT
életképességi teszttel vizsgdlva a titdn-dioxid minden vizsgdlt sejttipusban doézis-, és 1dofiiggd
modon csOkkentette a sejtproliferacié mértékét (N.B. a keratinocitdkban €s a szebocitdkban is,
amelyek nem internalizaltdk a nanopartikulumokat). A keratinocitdk, szebocitdk, és melanocytdk

esetében a sejtproliferacié lassuldsdt nem kisérte sejthaldl. Mds szdval, egyik TiOp expozicids

protokoll (koncentricid, expozicios idd) esetében sem csokkent a masodik napon mért kontroll

érték ald az életképes sejtek szama.
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Ezzel szoges ellentétben 4ll a fibroblasztokon észlelt hatds. 15 ug/cm?2 TiOy jelenléte

nemcsak, hogy teljesen meggatolta a fibroblasztok proliferdcidjat, de az él6 sejtek szamat is
csokkentette a kontroll értékhez képest. Annak vizsgalatdra, hogy programozott sejthalal zajlik-e
a fibroblasztokban, megvizsgédltuk a foszfatidil-szerin apoptdzis marker megjelenését a

sejtmebran kiilsé oldaldn. A TiO», kordbbi eredményeinkkel Osszhangban, dozis-, és 1dofiiggd

moédon indukdlta a fibroblasztok apoptdzisat. A keratinocitdk, melanocytdk, és szebocitdk
esetében viszont az Annexin-V pozitiv apoptotikus sejtek ardnya nem emelkedett szignifikdnsan.

A TiO» programozott sejthalélt kivalté hatdsa csak a dermalis fibroblasztokra korlatozédik.

A titan-dioxid hatdsdra csokken a keratinocita differencidcios markerek és sejtadhézios
molekuldk expresszioja

Az in vitro kisérleteink utolsé fazisdban azt vizsgaltuk, hogy a TiOp expozicid, a

keratinocitdk proliferacidgatlasan kiviil befolydsolta-e néhdny, a keratinocita differencidciéban

fontos fehérje expresszigjat. 80-90 % konfluencidju keratinocita tenyészeteket 48 Ordn at at 15
ug/cm2 TiOp-dal inkubaltunk, majd Western blot analizist végeztiink. A TiOp szignifikdnsan

csokkentette a késdi keratinocita differencidciés marker involucrin valamint a desmoglein-1 és P-
cadherin sejtadhéziés molekuldk expresszidjat.

A desmoglein-1 és az involucrin az intercelluldris adhézié kulcsmolekuldi az
epidermisben. E markerek a humdan keratinoctdk differencidcidja sordn azokban egyre erdsodd
expresszi6t mutatnak. Osszefoglalva, ezen adatok arra utalnak, hogy a titdn-dioxid nemcsak a

keratinocitdk proliferdcigjat csokkenti, hanem gatolja azok differencidcigjat is.

Megbeszélés

Kisérleteink eredményeként bebizonyitottuk, hogy az emberi epidermis stratum corneuma
hatdsos barrierként védi a bor €16 sejtjeit a mikronizdlt titdn-dioxiddal val6 kéros ,.taldlkozastol”.
Mindemellett megmutattuk, hogy a bor kiilonboz6 sejtpopuldcidival torténd kozvetlen érintkezés
(pl. sériilt barrierfunkcid) esetén a nanopartikulumok szdmos sejtfunkcioban jelentds zavart
okozhatnak.

Az ionnyaldb analitikai médszerek alkalmazhatoak nyomelem penetrdcios vizsgdlatokra
A bér barrierfunkcidjdnak vizsgdlata kiemelt fontossdgd az emberi egészség

szempontjabol. A barrier értékelésére haszndlt kordbbi technikdknak szdmos hétrdnya van az
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egyes anyagok bdrpenetriacidjdnak detektdldsa szempontjabdl. A TEWL mérése indirekt
informdciot ad a bér véddéfunkcidjardl anélkiil, hogy a nanopartikulumok helyzetét megmutatnd.
A tape stripping” penetracié vizsgdlati technikdk a nanopartikulumokat kimutatjdk ugyan, de
nem adnak egzakt informaci6t azok anatémiai fellelési helyérél. Eppen ezek miatt a kordbbi
technikdkkal nem vizsgdlhaté egyidejiileg a nanorészecskék penetracidja és a bor barrier
funkcidja.

Munkank sordn megmutattuk, hogy a nukledris mikroanalitikai eljardsok a régebbi
modszereknél jobban alkalmazhatéak nyomelem penetracids vizsgdlatokra. Bebizonyitottuk,
hogy a nukledris mikroszondds médszerek nagy szenzitivitdsa és specificitdsa miatt ezen korabbi
vizsgdlomodszereknél nagyobb topogrifiai relevancidval képes a vizsgdlt minta anatémiai
struktirdinak reprodukciéjara. Az eljards a kordbban kimutatott jellegzetes mutatok alapjan
(tomeg, iondsszetétel) a bor rétegeinek egyértelmili azonositdsara is alkalmas.

A modszer fenti elonyei mellett hitranyai is megemlitenddek. Az ionnyaldb analizishez
felhaszndlandé mintdk specidlis fixdlast igényelnek, a formalinban fixalt anyagok utélag nem
haszndlhatéak a technikdhoz. A mintdnak egyszerre csak kis része vizsgalhato, a besugarzds, az
eredmények kiértékelése idoigényes, emiatt a nehézkes a nagy szdmud minta részletes képalkotd
vizsgalata.

A SCID-egér humdn xenograft modell alkalmas a bor barrier funkciojdnak vizsgdlatdra

A SCID egérbe transzplantdlt human preputium bdr xenograft modellen elért eredmények
arra utalnak, hogy az kivaléan hasznalhat6 transzepidermadlis penetracios vizsgalatokra. A modell
eldnye, hogy sziikségtelenné teszi az egészséges onkéntesek — sokszor nehézkes — toborzdsat
bdrbiopszia céljdbol. A preputium graftra azért esett a valasztdsunk, mert a circumcisio sordn
eltavolitott és transzplantdlandé fitymabdr borgydgydszatilag egészséges, emellett a betegeknek
nem jelent kozmetikai hatranyt és tovabbi kellemetlenséget a miitét elvégzése, hiszen arra mas
okokbdl sor keriil. Ezen graftok konnyebben beszerezhetdek, ezzel ellentétben a borgydgyaszati
tumorok mitéti anyagait a szovettani feldolgozds (épben torténd eltdvolitds megitélése) miatt
teljes egészében fixdljuk. Az allatokra természetesen mds teriiletekrol is atiiltethetdek egészséges
illetve tumoros xenograftok.

Amellett, hogy a keratinocita barrier vizsgdlatira tokéletesen alkalmas, a preputium
xenograft — anatomiai tulajdonsdgaib6l adédéan — nem teszi lehetdvé a transzfollikuléris

penetracid vizsgalatat.
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A titdn-dioxid nanopartikulumok intakt epidermdlis barrieren nem penetrdlnak
Az éllatmodell segitségével bebizonyitottuk, hogy az epidermis stratum corneuma
elengedhetetleniil fontos szerepet jatszik a mikronizalt titdn-dioxid elleni védelemben. Nukledris

mikroanalizissel ugyan kimutattuk az igen kis mennyiségli TiO9 jelenlétét a mintdban, 4m annak

elhelyezkedése foként a stratum corneum felsd rétegére korlatozédott. Megfigyeltiik azt is, hogy
— megerdsitve az éaltalunk és mds kutatécsoportok dltal disznobdrén és humdén borbiopsids
anyagon mar kordbban leirtakat — még a 48 6ra expozicids id0 és a penetracidt segitd okklizids
kotés alkalmazasa sem eredményezte a nanopartikulumok mélyebb rétegekbe torténd bejutdsat.

A bor véddbarrierje azonban gyakran kdrosodhat (pl. sériilés, napégés, feldzas, bizonyos
borbetegségek esetén). Ezen kiviil feltételezhetd, hogy néhdny helyileg alkalmazott anyag a
stratum corneum megkeriilésével transzfollikuldris vagy transzglanduldris uton elérheti a
mélyebb epidermdlis rétegeket illetve a dermist. Kordbbi kisérleteink sordn, sertésbér modell
vizsgalatakor egy izben egy follikulus mélyén titdn jelet észleltiink. Ez megerdsiti azt a feltevést,
miszerint a mikronizalt titdn-dioxidot tartalmazé emulzié a szOrtiiszOkon keresztiil a boér mélyebb
rétegébe penetrdlhat. Emiatt kiillonds jelent6ségli annak kideritése, milyen kovetkezményei
vannak a TiOp nanopartikulumok direkt expoziciéjdnak az emberi bérben megtaldlhaté sejtek
életképességére és sejtfunkciodira.

A titdn-dioxid nanopartikulumokat egyes sejtvonalak internalizdljdk, a részecskék befolydsoljdk a
sejtek mitkodését

Kimutattuk, hogy a tiidd modellekhez hasonléan, a TiOp az epidermalis és dermadlis
sejtekhez addsa jelent6sen megvéltoztatja azok miikodését. A partikulumokat internalizaltdk a
fibroblasztok és a melanocytdk, az epidermalis keratinocitdk és szebocitdk viszont nem vették fel

oket. Ehhez kapcsolodott az a megfigyelésiink, hogy a TiO» nanopartikulumok internalizacidjat a

fibroblasztokban és a melanocytdkban az [Ca2+]i emelkedése kisérte, mely utébbi jelenséget a

masik két sejtvonal esetén nem tapasztaltuk. Ezen eredményiink arra utal, hogy a legtobb sejtes
mechanizmust szabalyzé cellularis kalciumion-hdztartds zavart szenvedett.

Erdekes megfigyelésiink volt azonban, hogy a nanorészecskék sejtes hatdsainak
kifejtéséhez sem a partikulumok felvétele, sem a [Ca2+]i szintjének valtozdsa nem obligit

feltétel. Ez felvetheti mas jelatviteli utak, illetve mas sejtfelszini receptorok szerepét.
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A mikronizdlt titdn-dioxid dltal termelt szabad gyokok oxidativ stressz vdlaszt indithatnak be

A mikronizdlt titdn-dioxid &ltal sejtszinten kivéltott jeldtviteli folyamatra az irodalomban
nem taldlhatéak kordbbi eredmények (eltekintve a nagy részecskeméretii titdn-dioxid
makrofagokban észlelt MARCO-medidlt fagocitdzisatol). Feltételezhetd a részecskék
fotokatalitikus tulajdonsdga miatt, hogy a titdn-dioxid nanopartikulumok sejtes hatdsa a
részecskék szabadgyok termeld képességével lehet Osszefiiggésben. A sejtekben fOként a titdn-
dioxid felszinén létrejott szabadgyokok kdrositd hatdsa miatt oxidativ stressz keletkezhet. A
oxidativ karosoddsra adott reakciok létrejottéhez sem a titdn-dioxid felvétele, sem eldzetes
kalcium-szint emelkedés nem sziikséges.

A TiO, szemcsék tobbféle médon befolydsolhatjdk a sejtek mitkodését az dltaluk termelt
szabadgyokokon keresztiil. Mivel csak feltételezésekre hagyatkozhatunk, nehéz sulyozni, hogy az
aldbbiakban felsorolt lehetdségek koziil melyek valdban aktivak és melyek mddositjdk érdemben
a sejthaldl paramétereket.

1, A sejtmembran alkotdinak oxidacidjan keresztiil, mely a membranfluiditds csokkenéséhez és a
jelatviteli utvonalak aktivitdsanak megvaltozdsdhoz vezethet

2, Redox szenzitiv kindzok aktivalasan keresztiil

3, Redox szenzitiv transzkripcids faktorok (pl. NFkB) aktivdldsan keresztiil.

4, A DNS kérositdsan keresztiil, igy aktivdlva a DNS repairt, illetve a kapcsolt folyamatokat (pl.
a PARP aktivaci6-NAD" deplécié-nekrdzis/apoptdzis dtvonalat).

A TiO) expozicio minden vizsgalt sejttipusban a proliferdcio gdtldsdt okozta a nanopartikulumok
internalizdciojatol és az [ Ca+] j vdlasztol fiiggetleniil

A TiO9 expozicié minden vizsgalt sejttipusban a novekedés doézis-dependens ledlldsat

okozta, még a keratinocitdk és szebocitdk esetében is, amelyekben sem internaliziciot, sem a

[Ca2+]i emelkedését nem tapasztaltuk. A proliferdcioban géitolt, &m nem apoptotikus sejtvonalak

esetén sokféle mechanizmus vezethet az osztédas ledlldsdhoz. Erre utal az is, hogy a
keratinocitdkban, szebocitdkban és a melanocitdkban az MTT-vel stagndlé él6 és apoptotikus
sejtszamot detektdltunk, de mig melanocitdk esetén a nanopartikulumok internalizaciéjat, és
intracellularis  kalciumion-koncentraci6 emelkedést mutattunk ki, ugyanez hidnyzott a
keratinocitdkban €s szebocitdkban. A keratinocitdk ugyan nem adtak kalcium-vélaszt, és nem

internalizdltdk a nanorészecskéket, mégis csokkent a specifikus differencidciés markerek
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expresszioja.
A titdn-dioxid expozicio apoptozist indukdl fibroblasztokban

A fibroblasztokban MTT vizsgdlattal az él6 sejtszdm csokkenését tapasztaltuk, az
Annexin-V dramlési citometridval apoptozist detektaltunk.

Az irodalomban nem lelhetdk fel adatok a titdn-dioxid apoptézist kivaltd hatdsarol
fibroblasztokban. Kisérleteink sordn azonban megfigyeltiik a nanopartikulumok internalizacidjat,
igy azok kifejthették szabadgyok termeld képességiiket a fibroblasztok citoplazméjidban. Ennek
kovetkeztében fent emlitett szabadgyokok daltal kivaltott folyamatok mehetnek végbe, melyek
végiil a fibroblasztok programozott sejthaldlat okozzak.

A nanorészecskék hozzdaddsa utdn csokkent a differencidcios markerek expresszioja HaCat
keratinocitdkban

Kimutattuk, hogy a keratinocitdkban a proliferacié gatlasat tobb differencidcios marker és
adhéziés molekula csokkent expresszidja kisérte. Ezen molekuldk csokkent expresszidja
differenciaciés zavart, koros citoszkeleton és dezmoszémaszerkezetet hozhat létre. A gyenge
citoszkeletonbdl és dezmoszomdkbdl a gyenge sejtkozotti adhézid miatt kialakulo defektiv
szaruboriték a barrierfunkci6 tovabbi romlasat idézheti eld.

Az a megfigyelésiink, hogy a keratinocitdk nem internalizdltdk a mikronizélt
részecskéket, mas aspektusbol is fontos lehet. A kisérleteink sordn tapasztalt elmaradt
internalizaci6 azt is jelentheti, hogy a piciny részecskenagysagu partikulumokat nem ,,észlelik” a
sejtek, igy azt nem tudjdk fagocitdzissal elimindlni az €16 sejtek kdzelébol.

A négy sejtvonal vizsgdlata sordn kapott eredményeink arra utalnak, hogy a
nanorészecskék a sejtes funkcidok zavardt okozhatjdk mindegyik vizsgalt sejttipusban, mely a
fibroblasztok esetén bizonyitottan apoptdzis. Az adatokbdl az is kitlinik, hogy titdn-dioxid
expoziciéra mind a négyféle sejttipus mas-mas modon reaglt.

Erdekes megfigyelésiink volt, hogy a nanorészecskék hozzdaddsa utin morfolégiai
véaltozdsok mennek végbe a sejtekben, melyek nyudlvanyaikat behuztdk, ,,0sszehuztdk magukat”.
Ennek ismeretében feltételezhetd, hogy a sejtes hatdsok hatterében kontakt gatlds dllhat, melyet
az oldhatatlan részecskék valtanak ki a sejtekre iilepedve €s azokat koriilvéve.

Lehetséges penetrdcio csokkent barrier funkcioju bor esetén
Eredményeink bizonyitjak, hogy humén bdrben intakt epidermdlis barrieren keresztiil a

mikronizalt TiO) nanopartikulumok in vivo nem penetrdlnak a stratum corneumon €és nem érik el
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a mélyben 1év0 €16 sejtek rétegeit. Mindezek ellenére sériilt barrier funkcid, karosodott stratum
corneum, illetve a boOrfiiggelékeken at torténd esetleges penetracio esetén feltételezhetd, hogy

egyes sejtek internalizaljak a TiOp nanopartikulumokat, amelyek az epidermalis differencidcié

zavarat okozhatjak, €s toxikus hatést is kifejthetnek a kornyezd sejtekre. A sejtes funkcidk ezen
véltozdsai tovabb gyengithetik az epidermalis barriert. A dermisben 1év6 fibroblasztok apoptdzisa
miatt a részecskék a dermis elasztozisat okozhatjdk, mely klinikailag a bdr Oregedésében
nyilvanul meg.

Kiilonosen fontos lehet a sériilt epidermdlis barrier szerepe egyes boOrbetegségek,
allapotok esetén, amikor a sejtek megdovasa érdekében a borgydgyasz fényvédelmet rendel el
Ezek adekvit terdpidja sordn javasoljuk a hatdsos UV-sugdrzds elleni védelmet, amely kiemelt
fontossagu a szovetek funkciondlisan és esztétikailag is megfeleld regenerdcidja szempontjabol.
A fényvédelemre haszndlt nanopartikulumok ekkor szinte biztosan bejuthatnak az €16 sejtek
kornyezetébe, és ott szabadgyokoket termelhetnek.

Kronikus expozicio

A fent részletezett hatdsok feltehetden halmozottan jelentkezhetnek a hosszu tavi
expozici6 alkalmdval. A rendszeresen fényvédd krémeket haszndlni kényszeriilo betegek éppugy
ki vannak téve ezen hatdsoknak, mint az egészséges személyek a vizparti nyaraldskor
alkalmazott fényvédelem, a mindennapi bordpolds sordn, smink haszndlatakor.

Muitdn a bororegitd, és a karcinogén hatdsok jelentOs részéért az UV A-hatds a felelds, a
fényvédo krémek gyartéi igyekeznek az UVB és UVA-spektrumban is egyformdn hatékony
externdkat fejleszteni. A titdn-dioxid és a szervetlen filterek kulcsfontossdgiak e
készitményekben, hiszen ezek a molekuldk azok, amelyek legnagyobb hatdsfokkal sziirik ki az
UVA sugarakat. A titdn-dioxid nanopartikulumok mds, a bevezetoben részletezett tulajdonsagaik
miatt is megkeriilhetetlenek a kozmetikai ipar szdmdra. A gyakran, hosszi tdvon fényvédod
krémeket, kozmetikumokat haszndldk tehét a pozitiv és a negativ hatdsoknak is ki vannak téve.

Gyermekkori expozicio

Tekintve, hogy a csecsemdk, kisgyerekek borfeliilete igen érzékeny, barrierfunkcidjuk
gyengébb. Esetilkben nagyobb a penetracié lehet6sége, mint a felndtteknél, igy nagyobb az
esélye a toxikus, és a DNS-kdrosité hatdsok bekovetkezésének is. Ismert, hogy a fiatal korban
elszenvedett DNS-kdrosodds az dregedés sordn fokozottan hajlamosit bortumorok kialakulédséra.

Kiemelt feladat a 20 év alatti fiatalok, gyermekek fotoprotekcidja, amelynek segitségével a
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melanoma €s nonmelanoma bdrneopldzidk megel6zhetdk. A gyermekek fényvédelmére ajanlott
altalanosan elfogadott fényvédok f6 hatéanyaga a titdn-dioxid és egyéb fizikai filterek, mivel
stabilak és nem allergizdlnak. Szdmos kiilséleg alkalmazott gydgyszerrel, organikus filterrel
ellentétben a nanopartikulumok szisztémds felszivodasitdl, nem kivant (pl. hormonadlis)
mellékhatédsaitol sem kell tartanunk. Fontos, hogy a gyermekek esetén se érvényesiiljon a titdn-
dioxid fotokatalitikus hatdsa, amellyel az UV sugidrzds szabadgyoktermel6é hatdsat
potencirozhatnad.

Lathat6 tehat, hogy kutatémunkank nem csak a betegek egy kisebb csoportjat érinti,
hanem eredményei mindenki — egészségesek és betegek - szdmdra egyarant fontosak. Tekintve,
hogy a titdn-dioxid haszndlata igen széles korben, szinte a teljes lakossdg korében elterjedt,
munkdnknak ez kiilonleges népegészségiigyi, termékbiztonsagi jelentdséget is ad: felhivhatjuk a
szakemberek, a gyartok és a fogyasztok figyelmét egy lehetséges kornyezeti kockdzatra.
Kiilonlegesen figyelemremélt6 ez példdul a gyermekeknek kifejlesztett, illetve a sériilt, beteg bor
dpoldsara ajanlott termékek esetében. Munkdnkkal, eredményeinkkel reményeink szerint

hozzajarulunk az ujabb, biztonsdgosabb externak létrejottéhez.

Uj tudoményos eredmények

1. A SCID egérmodell alkalmas a penetracids vizsgalatok elvégzésére.

2. A SCID egérre transzplantdlt humén bdr xenograftok elemosszetétele nem kiilonbozott az
egészséges emberi bortdl a tomegeloszlds, a Ca, K, P, S, Na, Cl vonatkozdsdban

3. Az ép stratum corneum rétegén a nanopartikulumok nem jutnak at. Elképzelhet6 azonban,
hogy a titdn-dioxid nanorészecskék a szaruréteg megkeriilésével, transzfollikulédris vagy
transzglanduldris dton jutnak a bér mélyebb rétegeibe.

4. A fibroblasztok és a melanocitdk felveszik sejtplazmdjukba a mikronizélt titdn-dioxidot,
ahol azok hatdsdra emelkedik az intracelluldris Ca**-szint.

5. A titdn-dioxid nanopartikulumok proliferdcié csokkenést okoznak a szebocitdkban,
melanocitakban, keratinocitakban.

6. A nanorészecskék apoptdzist indukdlnak fibroblasztokban.

7. A titdn-dioxid hozzdaddsa csokkenti a HaCat keratinocita differencidciés markerek

expressziojat.
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