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I1. Roviditések jegyzéke

Cyt C: citokrém-C

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DMSO: dimetil-szulfoxid

Dsg-1: desmoglein-1

EPMA: Electron Probe Microanalysis, elektronszonda mikroanalizis

FCS: fetal calf serum, fotélis borju szérum

FITC: fluoreszcein izotiociandt

fura-2 AM: a kalciumérzékeny, fluoreszcens Fura-2 festék acetoximetilészter formdja
HDF: humdn dermadlis fibroblasztok

HE: hematoxillin-eozin

IBA: ion beam analysis, ionnyaldb analizis

INV: involucrin

LEKTTI: lympho-epithelial Kazal-type related inhibitor

MARCO: macrophage receptor with collagenous structure

MED: minimélis erythema dozis

MTT: (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazélium -bromid)

NRA: magreakci6 analizis

PAR2: proteindz aktivalt receptor 2

PBS: phosphate-buffered saline, fizioldgids sét tartalmaz6 foszfat puffer

P-Cad: P-Cadherin

PIXE: Particle Induced X-ray Emission, részecskeindukalt rontgenemisszid

RBS: Rutherford backscattering spectrometry, Rutherford-visszaszorasi spektrometria
SB: stratum basale

SC: stratum corneum

SCCE: stratum corneum chymotryptic enzyme, stratum corneum kimotriptikus enzim
SCTE: stratum corneum tryptic enzyme, stratum corneum triptikus enzim
SDS-PAGE: Na-dodecil-szulfat poliakrilamid gél elektroforézis

SG: stratum granulosum

SPF: sun protection factor, fényvédo faktor

SPR: kis prolingazdag proteinek

SPINKS: Kazal-tipusu szerin protedz inhibitor 5

SPT: szerin palmitoil-CoA transzferaz

SS: stratum spinosum

STIM :Scanning Transmission Ion Microscopy, pasztazé transzmisszids ionmikroszkopia
TG: transzglutamindz



I11. Bevezetés

1. A bor szerkezete

Az emberi bor, amely a szervezetiink €s a kiilvilag kozti hatdrvonalat képezi, harom részbdl
all. A legkiilsé réteg a ham (epidermis), a k6z€ps6 az irha (dermis), mig a legbelsé része a boralja

(subcutis).

1.1. A ham (epidermis)

A ham a bor legkiilsd, kiilvildggal hatdros rétege, mely a kornyezettel szembeni védelmet
latja el. Sejtjei 95%-ban keratinocitak. (Braun-Falco és mtsai., 2000; Dobozy és mtsai., 1998)

A bor hamsejtek differencidlédésa, az elszarusodési folyamat eredménye a védelmet nyujto
szaruréteg. A keratinocitdk differencidlédasi stddiumainak megfeleléen a hdm 5 szovettani
rétegét kiillonboztethetjik meg. A legalsé sejtsor, a stratum basale 0sz16 sejteket tartalmaz,
melyek az érés sordn a felsd rétegek felé vandorolnak. A sejteket erds intercelluldris junkcidk
kotik Ossze egymadssal, amely a szOvettani metszeten a stratum spinosum sejtjeinek tiiskés
kinézetéért felelds, e sejtekben mar megtaldlhaté a tonofilamentumok rendszere. A stratum
granulosum (SG) rétegében mar fellelhetéek a szaruképzésben szerepet jatszo keratohyalin
granulumok. A stratum lucidum mindOssze egy sejtsor vastagsigu, a tenyéren €s a talpon
vastagabb. A lapos sejtekben még taldlunk organellumokat a kénben gazdag matrixba dgyazott
citoszkeleton elemek kozott. A kutatdsaink szdmdra legfontosabb stratum corneum (SC)
rétegében mag €s sejtalkotok nélkiili, elszarusodott sejteket, korneocitakat talalunk, melyeket
dezmoszémdk lancolnak egymdshoz. A szaruboritékot alkot sejtek hidrofilek, viz hatdsara
megduzzadnak. A szaruboriték (cornified envelope) a differencidlédé keratinocitdk
sejtmembranjanak mentén alakul ki, és transzglutamindzok altal keresztkotott (Candi és mtsai.,
2005) inszolubilis fehérjemasszdba dgyazott keratinokbdl all. Alattuk taldlhat6 a lipidekben
gazdag hidrof6b zoéna, a lipid boriték. A korneocitdk hamlas révén vélnak le a bor felszinérol.

A stratum corneum szerkezetének leirdsdra szamos modellt dolgoztak ki, melyek 1ényege,

hogy a korneocitdk, mint ,tégldk” vannak bedgyazva a lipidben duis sejtkozotti adllomany



habarcsaba. A modellek sokat finomodtak, de a SC barrier osszetett szerkezetét és funkcidit nem
titkkrozik tokéletesen (Jungersted és mtsai., 2008).

Az utébbi évtized kutatdsai ravildgitottak a keratinocitdk immunoldgiai szerepére is. A
hamsejtek toll-like receptorokat, major hisztokompatibilitdsi komplex antigéneket expresszélnak,
illetve citokineket, kemokineket, antimikrobidlis peptideket termelnek. A keratinocitdk tehat
fontos szerepl6i a bor természetes immunvédekezd rendszerének (Pivarcsi és mtsai., 2005).

A keratinocitdk dllandé megujuldsa, a bazdlis sejtsorbdl a stratum corneumig tarté vandorldsa
€és pusztuldsa — az epidermopoiesis - tartja fenn a ham szerkezetét, ennek ideje atlagosan 28 nap.
Az epidermadlis differencidcié az elszarusoddssal, a keratinizdciéval parhuzamosan zajlik, a
folyamat 1ényegében a hdmsejtek programozott sejthaldla (Candi és mtsai., 2005).

A keratinocitdk mellett a hidmban a fényvédelemben szerepet jatszd, melanint termeld
melanocitakat, immunfeladatokat ellaté Langerhans sejteket, és idegi eredetli Merkel-sejteket
taldlunk.

A melanint termelé melanocitdk a bazdlis sejtrétegben 1évd nyulvanyos, vildgos plazmdju sejtek,
citoplazméjukban a melanin tartalmi melanoszémakkal. Egy melanocita kb. 36 hdmsejttel 1étesit
kapcsolatot, ezt melanoszomalis, vagy melanocita-keratinocita egységnek nevezziik. A sejtekben
a melanin tobblépcsds, enzimatikus uton képzddik tirozinbdl. Az érett melanint tartalmazé
melanoszomdkat nyulvdnyaikon keresztiil a keratinocitdknak adjak at, ami szabadgyokfogd
tulajdonsdga révén megvédi utdbbiak magjat az UV-okozta DNS karosoddstdl. A melanin adja az
emberi bOr barnds drnyalatd pigmenticidjat. A pigmenticid6 mértéke a hamban 1évé melanin

mennyiségétdl fiigg (Braun-Falco és mtsai., 2000).

1. 2. Az irha (dermis)

Az irha sejtjeinek donto részét a fibroblasztokbol kialakul6 fibrocitak képezik. Ezen kiviil a
retikuloendotelidlis rendszer részét képezé hisztiocitak, valamint az érpalyabol kivandorolt,
immunoldgiai funkcidkat betolté alakos elemek: a limfocitak, granulocitak, plazmasejtek,
taldlhatéak. A hizosejtek is az irhdban helyezkednek el. A fibroblasztok az irha sejtkdzotti
allomanyat és rostrendszerét képezik.

Az irha rostrendszere kollagénrostokbdl, elasztikus rostokbdl és racsrostokbol dll, a bor
rugalmassagat €s ellendllé képességét biztositja. Az irha alapdllomédnya amorf massza, amelybe

az frha rostjai be vannak &agyazva. Az alapdllomanyt gliilkézaminoglikdnok (hyaluronsav,



dermatédn-szulfdt, kondroitin-szulfdt), valamint azok proteinekkel alkotott vegyiiletei, a
proteoglikdnok alkotjadk. A felsoroltakon kiviil az irha alapdllomény felépitésében a viz,
kiilonboz6 sok, valamint glikoproteinek is részt vesznek (Braun-Falco és mtsai., 2000). A dermis
sejtkozotti matrixa a bor dregedésével veszit mennyis€gébdl, mellyel parhuzamosan a rostok is
feltoredeznek.

Az irha feladata a mechanikai védelem a bdr rugalmassagdnak biztositdsa révén, az elektrolit
és vizvesztés megakaddlyozdsa. A dermisben futnak a bort taplalé vérerek és itt taldlhatéak a

borfiiggelékek is.

1. 3. A boralja (subcutis)

A boralja foként zsirszovetbdl all, melyet a fejteton, tenyéren és a talpon kotdszovetes
sovények vdlasztanak el egymadst6l. A subcutan zsirszovet feladata a hdszigetelés, az

energiatermelés €és a tompa behatdsok elleni mechanikai védelem.

1. 4. A borfiiggelékek

A borfiiggelékek koziil kiemelendd az irhdban taldlhaté szOrtiisz6, melyet a bele szdjadzo
faggyumiriggyel egyiitt pilosebaceus egységnek neveziink. A holokrin faggyimirigy mellett
megtaldlhatdak az eccrin verejtékmirigyek és az apokrin illatmirigyek.

A borfiiggelékeknek jelentdsége lehet a penetracié szempontjabol, mivel a kiilvilag felé

nyitottak, a kivezetdcsoveikkel a ham felso rétegét atfurjak.

2. A bor funkcioi

Az emberi bor egy olyan védoréteg, amely a szervezetet a kornyezetétdl elvdlasztani képes. A
bor feladatai kozé tartozik a szervezet mechanikai védelme, az ingerek észlelése, a fényvédelem,
a hodregulacio, és a koérokozok, idegen anyagok tdvoltartdsa, azaz antimikrobidlis aktivitdsa.

Kutatdsaink szempontjabol a legjelentésebb feladat a bér barrierfunkcigja.



3. A bor, mint barrier

A barrierfunkcié a vegyi és mechanikai artalmakkal szembeni védelem, az idegen anyagok,
mikroorganizmusok tdvoltartdsa, a viz és elektrolitok elvesztésének megakaddlyozdsa, az
anyagok boron keresztiili felszivodasanak gatlasat jelenti. A bOér a hamrétege révén akadalyt
képez az idegen anyagok szamadra.

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.

Bar a bor egészséges védofunkcidjahoz mind a keratinocita, mind a lipid védoréteg jelenléte
fontos, a kutatdsok sordn idordl iddre vagy a lipidek, vagy a keratinocitdk szerepe keriil el6térbe.
Mind a keratinocita differencidcid, mind a hamsejt megujulds zavara a barrier gyengiilését illetve
megsziinését idézheti el6. Amennyiben a véddgat meggyengiil, az akaddlyozo6 hatds megsziinik és
a noxdk a bor mélyebb rétegeibe juthatnak

Az anyagok haromféle modon penetrdlhatnak a borbe. A szOrtiisz6n és a faggydmirigyeken
keresztiil, transzfollikuldris, transzglanduldris dton a zsirban old6éd6 anyagok juthatnak be. A
verejtékmirigyeken 4t a vizoldékony anyagok penetrdlhatnak. A szaruréteg sejtjeinek
eltavolitasdval (,,stripping”) a vizoldékony, a bdrfelszin zsirtalanitdsaval a lipidoldékony
molekulék dtjutasa fokozodik.

A barrier funkcidzavara szdmos betegség, allapot (pl. atréfids bor) illetve borsériilés hatdsara
elddllhat, illetve borbetegségek (pl. fertdzések, impetiginizacid) oka lehet. Az tjabb ismeretek
alapjan az epidermalis véddvonal kulcsjelentéségli az atopids dermatitis patogenezisének

vonatkozasaban is.

3. 1. A lipid barrier

A bor barrierjének mind a lipid-, mind a keratinocita réteg egyforman fontos alkotérésze. Az
elébbirdl fontossaga 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 kiilsd



hatdsok elleni védelemben. Az egyes lipidek tulajdonsdgait részletesen az 1. szami tablazat

tartalmazza (Jungersted és mtsai., 2008).

Lipid Tulajdonsagok Keletkezés
Ceramidok e szfingozinbdl €s ahhoz amidkkotéssel ® szintézis: szerin-palmitoil-CoA
kapcsolédé zsirsavbol dllnak transzferdz (SPT) katalizélja
e emberben ceramid 1-9 tipus e  SPT expresszi6 barrierkdrosoddsra és
e ceramid-1: SC lipidek felépitésében UVB-hatasra indukalédik
fontos szerepet jatszik ®  hidrolizis: cerebrozidokbdl és
o SG keratinocitaiban szintetizal 6dik, Szingomyelinb('jl, savas
majd a lamelldris (Odland)-testek szfingomyelindz hatésédra keletkezhet
belsejében szallitédik a SCba
® mdasodlagos messenger szerep
jelatviteli folyamatokban (Hannun és
Obeid, 1995)
Koleszterol e barrier funkciéban jétszik szerepet szintézise osszetett folyamat
®  hémérsékletviltozasok utdn stabilizalja a sebességmeghatéroz6 folyamatot a
a SC szerkezetét HMG-CoA reduktaz katalizalja
e egerekben a helyileg alkalmazott
HMG-CoA reduktdz inhibitorok
lassitottak a barrier sériilés utani
visszaallitdsat (Mao-Qiang és mtsai.,
1993)
®  Dbarrier sériillése utdn megfigyelték a
HMG-CoA reduktiz, HMG-CoA
szintaz, farnezol difoszfonat szintaz, és
a szkvalén szintdz upregulacidjat
(Harris és mtsai., 1998)
Szabad e polaros feji véggel, apolaros farokkal e szintézis: acetil-CoA karboxildz és
zsirsavak rendelkeznek zsirsav szintdz katalizélja
e lipid kettdsréteget és a bor felszinének e az enzimek mRNS szintje
4-5.5-0s savas pH értékét alakitjak ki megemelkedik barrier kdrositds utdn

1. tablazat: Lipidek a bérben (Jungersted és mtsai nyoman)

3. 2. A keratinocita barrier
A keratinocita barriert a sejtadhéziés molekuldk révén Osszekapcsolddott elszarusodo
hamsejtek alkotjdk. A hdmsejtek differencidcidja - az elszarusodds — a sejtek apoptdzisat
eredményezi. A hamsejt véddréteget ezen szarusejtek alkotjadk. A lehdml6 korneocitdkat helyére
folyamatosan belépd ujabb elszarusodé hamsejtek potoljdk. Az elszarusodas folyamata térben €s
idében is rendkiviil szabdlyozott. A keratinocitdk a bazdlis sejtsor proliferativ sejttipusabdl a
granuldris rétegen at (ahol a szaruboriték képzddik) az epidermis felszine felé haladnak, végiil a

legfelsd, stratum corneumot alkot6 ellapult, elhalt sejtekké alakulnak (Candi és mtsai., 2005) (1.

abra).



Involucrin Lipids

Loricrin, profilaggrin, trichohyalin,

stratum " involucrin, SPRs, S100A proteins

comeum

TGS, keratin-1, -2e, -9, -10,

stratum : :
desmoglein-1, desmocollin-1

granulosum

.

TG1, TGS .
stratum ' H k7.
shifoair desmoglein-2, -3, -4
stratum Keratin-5, -14, TG2, BPAG1
basale -
lamina - BPAG2/collagen-17
basalis | oy integrin, laminin-5 B

1. abra Terminalis differenciacié és apoptozis az epidermisben.
Candi és mtsai cikkébdl atvéve (Candi és mtsai., 2005).

Sejtszinten az elszarusodds folyamata a plazmamembran alatti éretlen boriték kialakuldsdval
kezdddik. Az elszarusod6 sejtburok ,.érése” sordn egyes molekuldk kovalensen kotddnek
egymdshoz, melynek eredményeként egy olyan szilard szerkezet alakul ki, amely képes betolteni
a fizikai és folyadék barrier feladatat. A sejtproliferacid, differenciacié és a sejthaldl egymads utan
zajlik, és mindhdrmat specifikus proteinek expresszidja jellemzi.

Az egészséges emberi bérben a borfelszin korneocitdinak hdmldsa szabdlyozza a bazilis
sejtek proliferacidjanak mértékét: ez az epidermdlis homeostasis, amely a hamréteg folyamatos
meguijuldsiat szabdlyozza. A stratum corneum fehérjéinek Ossztomege az egész epidermis
tomegének 7-10 szdzalékdt adja. A szaruboriték proteinjeivel egy idében a lipidek is
megszintetizalodnak. Egyes lipidek a szaruboriték fehérjéihez kapcsolddva létrehozzdk a sejtek
kozotti lamelldkat, mely a barrier fontos része (Jungersted és mtsai., 2008).

A korneocitdkat az oldhatatlan lipidekkel koriilvett, fillagrin métrixba dgyazott keratinocita
intermedier filamentumok alkotjdk. A szarusejtek korneodezmoszomdkkal kapcsolédnak
egymdashoz, amelyek a desquamatio sordn proteolitikusan lebomlanak a legfelsd, elszarusodott
sejtrétegekben.

A szaruréteg ellendllé képessége €s oldhatatlansdga egyrészt a transzglutaminazok (TG) éltal
létrehozott nagyon stabil izopeptid kotéseken alapszik. A szaruboriték kialakitasdban a TG1, TG3
és a TGS jatszik szerepet. A transzglutamindzok szubsztritjai kozé tartozik az involucrin, a

loricrin, a profillagrin és a kis prolingazdag proteinek (SPR) (Candi és mtsai., 2005).
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A transzglutamindzok 4ltal keresztkotott fillagrin barrier funkcidban jatszott fontos szerepére
az utobbi években deriilt fény. A keratinocita intermedier filamentumokat a fillagrin molekuldk
kotik Ossze, ezért a ,keratin ragasztéanyaganak™ is nevezik Oket (,keratin glue”). Kimutattak,
hogy a fillagrin funkcidvesztd muticidja kulcsjelentdségli az ichthyosis €s az atopids dermatitis
patogenezisében. Feltételezik, hogy a szaruvédvonal defektusa révén borszdrazsdg, hamlés alakul
ki, a defektiv szarurétegen az antigének konnyen bejutnak a bor mélyebb rétegeibe, igy kialakitva
a gyulladésos tiineteket (Hanifin, 2009) .

A kiilonboz6 testtdjakon taldlhaté hamszovet fajtdk mechanikai szakitészilardsaga kiilonb6zo.
Ennek egyik oka az, hogy az egyes hamteriiletekben taldlhat6 szilardsagért felelds fehérjék (pl.
loricrin, SPR-ek) relativ aminosav 0sszetétele eltérd. Ezek az eltérd osszetételi fehérjék adjak a
kiilonféle hamszovetek (pl. tenyér, hat bore, szdj epithelium) egymastol kiilonb6zo tulajdonsagait
(elaszticitds, mechanikai ellendllds, vizzel szembeni impermeabilitds) (Candi és mtsai., 2005).

A hdm mechanikai szildrdsdganak masik elengedhetetlen tényezdje az egyes hamsejtek erds
egymdshoz kapcsoldddsa, sejtadhézidja. Az epidermisben 1évé adhézids sejtorganellumok a
kovetkezok:

¢ A hemidezmoszomak a bazilis sejtsor és a bazalmembran kozott, a dermoepidermalis

junkciéban 1étesitenek kapcsolatot. Fontos alkot6ik az integrinek.

¢ Az adherens junkciok a szomszédos sejtek aktin citoszkeletonjat kapcsoljak 6ssze.

e A dezmoszoémak a szomszédos sejtek keratin-filamentum vazahoz kapcsolédnak.

Az epidermisben a sejtek egymdshoz rogzitésért az Ovszerli adherens junkcidk (zonula
adherens) és a dezmoszomdk a felelések. Néhany adhéziés komplexet alkoté protein az
elszarusodds folyamata sorédn jellegzetes expresszids mintazattal jelentkezik. Ezen fehérjék kozé
tartoznak a desmogleinek, desmocollin-1, envoplakin, periplakin, plakophilin-1 és a
corneodesmosin.

A stratum granulosum és a SC hatdrdn a dezmoszdéma citoplazmatikus plakkja beintegralédik
az elszarusod6 boritékba, és az extracellularis magban egy elektrondenz plakk keletkezik. A
korneocitdk az igy létrejott korneodezmoszoman keresztill kapcsolddnak Ossze a stratum

corneumban. A korneodezmoszomdk két f0 alkotérésze a desmoglein-1 és a desmocollin-1,

melyek a Ca2+-fiiggé sejtadhéziés molekuldk, a cadherinek (részletesen 1d. 2. tablazat)

csoportjdba tartozé két glikoprotein.
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Cadherinek:

e transzmembran proteinek
e kalciumion-dependens homofil kotéssel kapcsoljak ossze a sejteket
e morfogenetikai reguldtor szerep

Dezmoszomdlis cadherinek Klasszikus cadherinek

e desmoglein 1-3 és desmocollin 1-3 e E-cadherin és P-cadherin

e dezmoszomakban taldlhatéak, a szomszédos
sejtek tapadasat biztositjak

e (ifferenciacio-, és szovetspecifikusan
expresszalédnak

® adherens junkcidkban

® desmoglein-1 a stratum spinosum felsdé részén
és a stratum granulosumban, desmoglein-2 a
stratum basaleban, a desmoglein-3 a basalis €s
az alsé suprabasalis rétegekben mutathato ki

2. tablazat Cadherinek csoportositasa (Hakuno és mtsai., 2001)

A korneodezmoszémadk egy masik fontos alkotdja a corneodesmosin, amely az extracellularis
kompartmentek magjadban helyezkedik el és a stratum spinosum fels6 részében, valamint a
granuldris rétegben expresszalodik.

A dezmoszéma képzdés és funkcid zavara szamos borbetegség koroki tényezdje.

Az intakt és funkciondlisan aktiv desmoglein-1 biztositja a dezmoszoma integritdsat. A
fehérje diszfunkcié szdmos humén bdrbetegség kialakuldsa sordn jatszik patogenetikai szerepet.
Az extracellularis domént kédolé génekben 1étrejové mutdciok autoszomadlis domindns stridlt
palmoplantaris keratodermét eredményeznek. Az extracelluldris domén elleni autoantitestek
autoimmun bullézus bdrbetegséget (pemphigus foliaceus), mig egyes Staphylococcus aureus
torzsekkel torténd fert6zés ez extracellularis domén kdrositdsa Gtjan staphylococcus forrazott bor
szindromdt eredményez (Whittock és Bower, 2003). Az autoimmun hoélyagos korképek
patogenezisében a dezmoszoma alkotdk ellen termelddott autoantitestek jatszanak kulcsszerepet:
pl. pemphigus vulgaris esetén a desmoglein-3, a mar emlitett pemphigus foliaceusban a

desmoglein-1 elleni autoantitest kimutatdsa a diagnoézis egyik alapfeltétele. Az ectodermalis

dysplasiaban a plakophilin-1 mutdcidjat, mig palmoplantaris keratodermaban a desmoplakin

mutécidjat igazoltdk. A dezmoszéma integritdsdhoz a Ca2t jelenléte is sziikséges. A Ca2+/Mn2+

ATPaz (hSPCA1) enzimet kodolé ATP2C1 gén mutdcidja kovetkeztében kialakulé morbus

Hailey—Hailey és az ATP2A2 gén altal kédolt SERCA?2 Ca2+-ﬁigg6 pumpa mutécid dltal okozott
Darier kor esetén dezmoszomdlis diszfunkciét is megfigyeltek, dm ezen betegségek

kialakuldsanak pontos mechanizmusa maig tisztdzatlan (Candi és mtsai., 2005; Dhitavat €s
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mtsai., 2003; Hakuno és mtsai., 2001; Hu és mtsai., 2000).

A hdmlés, a desquamatio folyamatdnak fontos része a korneodezmoszoma lebomldsa. A
korneodezmoszoma proteolizisében feltételezhetéen szerin proteazok, mint pl. a stratum
corneum kimotriptikus enzim (stratum corneum chymotryptic enzyme, SCCE) és a stratum
corneum triptikus enzim (stratum corneum tryptic enzyme SCTE) vesznek részt. Tobb
dermatoldgiai korkép, tiinet vizsgalata sordn (pl. psoriasis, xerosis, ichthyosis) a SC legfelsd
részében, a borfelszinhez kozel, nagyszamdu, perzisztdld, retinedlédott korneodezmoszomat
figyeltek meg (Candi és mtsai., 2005).

A korneodezmoszémat proteolitikusan lebonté szerin protedzokat specifikus inhibitorok
regulédljak, amelyek megakaddlyozzdk az adhézids struktirdk id6 elotti lebontdsat. Ilyen szerin-
protedz inhibitor a SPINKS (Kazal-tipusd szerin protedz inhibitor 5) gén altal kédolt LEKTI
(Ilympho-epithelial Kazal-type related inhibitor) fehérje. A SPINKS gén defektusit Netherton-
szindrdma nevii, sulyos keratinizdcids zavarral jaré betegségben irtdk le. A LEKTI hidnyaban a
SCCE és az SCTE a PAR2 (proteindz aktivalt receptor 2) receptoron keresztiil fejti ki
kontroldlatlan aktivitdsiat, mely a desmoglein-1 és a desmocollin korai degradédcidjaval jar
(Descargues €s mtsai., 2006).

A fentieket egybevetve lathatd, hogy a ham mechanikai ellenédlléképességét, az elszarusodo
boriték szerkezetét a transzglutamindzok altal keresztbekotott proteinek és a sejtadhézids
strukturdkat alkot6 fehérjék egyiittes stabilizdlo hatdsa adja. Jelen munkdban terjedelmi okokbdl
az igen nagyszamu fehérje koziil csak az dltalunk vizsgalt proteineket ismertetem részletesen a 3.

tablazatban.

Protein név Funkcio Jellemzék
Involucrin e obligit része a szaruboritéknak e Gly, Asp gyokokben gazdag, a-
e akornifikaci6 korai fazisaban scaffold, mas helikdlis protein
(Inv) strukturproteinhez kotddhet e TG1 koti keresztbe a GIn495 és a
e késObb a szaruboriték struktirdban a sejtmembran GIn496 kozott (transzglutaminaz
szomszédsagéaban talalhato szubsztat)

®  az externalizalt lipidek, ceramidok hozza
kovalensen kotddve hozzak 1étre a szaruboriték
kiilso felszinét

Desmog]ein-l e extracelluldris doménje a desmocollinnal valé e  dezmoszomdlis cadherin
kalcium-dependens kotddésben vesz részt e  extracelluldris domainje alkotja a

(Dsg-l) e intracelluldris doménje a plakoglobinhoz dezmoszéma core doménjét
kapcsolddik ° epidermis, nyelv, tonsilla és az

oesophagus nem elszarusodé
epitheljében expresszalodik

3. tablazat Az involucrin és a desmoglein-1
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4. Fényvédelem

Az utébbi évtizedekben a napfény okozta akut és kronikus bdrelvdltozasok, borbetegségek,
valamint a bdr tumorainak incidencidja rohamosan emelkedett. Ugyanezen évtizedek alatt az
emberi bort sokkal nagyobb mennyiségii ultraibolya sugarzds €ri, mint a XX. szdzad elején. A
fokozott UV-expozicionak tobb oka is van. A fizetett szabadsdg intézményének bevezetése utan
mdr nem csak a tehetdsek kivaltsdga volt a tdvoli orszdgokban toltott nyaralds, a vakacid
sz€lesebb néprétegekben is dltaldnossd valt. A tropusi orszdgokban, vizparton illetve a hegyek
kozott toltott nyaralds, a vizi sportok, napozds elerjedése miatt boriinket tobb napsugarzds éri. A
mult szdzadban a fehér bor kultuszat felvaltotta a barnasdg divatja: a bronzos bdrszin
gazdagsagot, jolétet jelképez. Mindehhez hozzdjarul az is, hogy a l1égkori 6zonréteg
elvékonyoddsa miatt boriinket ugyanannyi id6 alatt nagyobb sugdrdézis éri el, mint a kordbbi
évtizedekben. (Braun-Falco és mtsai., 2000; Horkay, 2008) A fényvédelem feladata tehat az
egézszéges bor védelme az élet sordn Osszegylijtott, valamint a tdlzott expozici6 okozta DNS-
karosodas ellen, a kovetkezményes napfény okozta bdérkarosodds, malignomak megeldzése. A
fotoprotekciod fontossagat jelzi, hogy napjainkra a kozmetikai ipar jelentds szegmensét képezi a
fényvédod termékek eldallitasa. A nem kivant UV-sugarak elleni védelmet mechanikus,

szisztémds, lokdlis tton, valamint fotokondiciondlds révén valdsithatjuk meg (Horkay, 2008).

4. 1. Mechanikus fényvédelem

Az emberiség évszdzadok oOta alkalmazza fényvédelemre a ruhdzkodast. A zart, stirli szovésii
anyagbol késziilt oltozet, lehetbleg sotét szinli textilbdl maximélisan 30 SPF (fényvédd faktor,
sun protection factor) védelmet jelent. A széles karimdju kalap, sapka a fejtetd, arc, orr védelmét
latja el, mig a fényvédd anyagbdl késziilt napszemiiveg a szemkornyéki régié borét és
latoszerviinket védi. Ismert a fényérzékeny egyének szdmdra kifejlesztett specidlis SPF 30-50
védelmet nyujté ruhdzat is (Horkay, 2008). Mechanikailag sziirik ki az ultraibolya sugarakat az
autéiivegre és az ablakokra helyezhet6 fényvédo folidk (Braun-Falco és mtsai., 2000).

A napfény keriilése az erds sugarzdssal jar6 o6rdk (11-15 6ra) idején szintén redukdlja a bort
éro terhelést, am ez az 6zonréteg elvékonyoddsa miatt csak mds eljardsokkal kombindltan nyujt

megfelelé védelmet.

14



4. 2. Szisztémds fényvédelem
Egyes vegyiiletek szisztémdsan alkalmazva fotoprotektiv hatdsiak lehetnek, némelyeket
gyogyszerként is alkalmaznak kiilonboz6 fotodermatologiai korképek kezelésében. Effektivitdsuk
azonban evidencidkkal nem aldtdmasztott, dltaldban érdemes lokdlis fényvéddkkel kombindlni

Oket.

4. 3. Lokalis fényvédelem

A fényvédelem legelterjedtebb moddja a fotoprotektiv helyi készitmények alkalmazdsa. A
fotoprotektiv vegyiileteket kémiai és fizikai fényvédo filterek csoportjaira oszthatjuk.

A kémiai fényvédd molekuldk (organikus filterek) konjugalt kettds kotéseiknek koszonhetden
elnyelik a beesd fénysugarakat. A fényabszorpcié utdn gerjesztett dllapotba keriilnek és az
energiatobbletet magasabb hulldmhossza sugarzds (hd, fluoreszcencia, foszforeszcencia)
formdjaban emittdljadk. A kémiai filterek tobbsége az UVB tartomdnyban gerjesztddik, kisebb
résziik az UVA, vagy mindkét hulldmhosszi foton abszorpcidjara képes. Természetesen minden
vegyiiletnek sajat abszorpcids spektruma van, mely meghatdrozza a felhasznédldsaval eldallitott
fényvédd karakterisztikdjat is. Kivanatos, hogy a fotoprotektiv készitmények lehetdleg egyenld
mértékben védjenek az UVB és az UVA sugarak ellen. A kémiai fényvéddk hdtranya az
allergizalo, fotoallergizalé hatds mellett az, hogy a vegyliletek a hosszi besugirzds sordn
kimeriilhetnek, nem stabilak (Gaspar és Maia Campos, 2006), ami a fényvédd hatds csokkenését
eredményezi. Allatkisérletek soran a bdrre kent externdk felszivédasat tapasztaltdk (Janjua és
mtsai., 2004), ami pl. gyerekek esetén szisztémds toxikus hatdst fejthet ki. A fotokarcinogén
hatdsra vonatkozé feltételezéseket eddig még nem sikeriilt bizonyitani (Lautenschlager és mtsai.,
2007).

A fizikai fényvédok (szervetlen, anorganikus filterek) olyan szervetlen vegyiiletek, amelyek
részecskéi visszaverik a beesd fotonokat. A bdrre kenve az UV-sugarakat is reflektdljak a
borfelszinrél, igy megakaddlyozzdk azok mélybe hatoldsat (blokkoldk). A csoport fobb
képviseldi a cink-oxid, a titdn-dioxid, az aluminium-hidroxid, a vas-oxid, a magnézium-szilikat
(talkum)és a kaolin. Ezeket a filtereket mar a régebbi idokben is hasznéltdk, 4m, mivel fehérre
festették a védendd bort, a szerves fényvédok megjelenésekor hattérbe szorultak. A
részecskeméret csokkentésével (mikronizacidval) nemcsak a kozmetikailag zavaré hatdst

kiiszobolték ki, de a fényvédd spektrumuk is kiszélesedett. A szervetlen blokkolok jelenleg
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reneszanszukat élik a fényvédelemben, hiszen hatékony, széles spektrumi védelmet nyujtanak,
nem szenzibilizdlnak, fotostabilak, a szisztémds keringésbe nem keriilnek be, a szerves
fényvédok hatdsat nem zavarjdk, veliik kombindlhatok (Braun-Falco és mtsai., 2000; Horkay,
2008; Lautenschlager és mtsai., 2007).

A béta-karotin, E-vitamin, flavonoidok, glicin-szdja, polifenolok lokdlis formédban fényvédo
hatdsuak, fényvédd krémek alkot6i. Szabadgyokfogd vegyiiletek révén megeldzik az UV-okozta
DNS-karosodast (Horkay, 2008).

A legutébbi fejlesztések arra irdnyulnak, hogy a bekovetkezett DNS-kdrosodast kijavitd
enzimeket juttassanak a fénykarosodds helyére. Tobbféle enzim vonatkozdsdban 1éteznek
prébélkozasok (pl. fotolidz, T4 endonukledz), a kereskedelmi forgalomban Ultrasome® és
Photosome® néven elérhetéek (Horkay, 2008; Stege, 2001).

A fotoprotektiv externak védoképességét a fényvédo faktorral (SPF, sun protection factor)
jellemezziik, amely a fényvéddvel, illetve a nélkiill meghatdrozott minimdlis erythema dozis
(MED) hanyadosa. A klinikai illetve bioldgiai effektivitds meghatdrozdsdra amerikai, eurépai
(COLIPA) és ausztrdl standardok léteznek. A SPF meghatirozds UVB vonatkozdsdban
egyértelmii, hiszen a hulldmhossz tartomdnyra jellemzd eritémakeltés mértéke egyszeriien
mérhetd. Az UVA SPF mérése azonban maig nem egységes. Utobbi mérésére tobbféle in vitro és
in vivo eljarast dolgoztak ki, jellemzd azonban, hogy a gyértok gyakran irredlisan magas UVA
védelmet tiintetnek fel termékeiken. (Braun-Falco és mtsai., 2000; Horkay, 2008)

Az UVA protektiv index ismerete, az UVA filterek haszndlata azért is fontos, mert egyes
szerzOk szerint a fényvédok haszndlata hamis biztonsdgérzetet kelt haszndldikban. Mig a
fényvédok a leégéshez vezetd UVB sugarzast kiszlrik, (a régebbi fényvéddk) atengedik az UVA
sugarakat, melyek mind a fotokarcinogenezishez, mind az aginghez hozzdjarulnak. (Dobak és
Liu, 1992) Svéd szerzOk annek a hatdsnak tulajdonitottdk az éltaluk a fényvéddt hasznalok
korében tapasztalt magasabb melanoma el6forduldst. (Westerdahl és mtsai., 2000)

A széles spektrumui UV-szilirOképesség a fényvédd készitmények esetén alapvetd fontossigu.
A fényvéddknek ezen kiviil szdmos egyéb kovetelménynek kell megfelelniiik, mieldtt emberi
felheszndlasra keriilnek. Az externdkban a fotostabilitds és a szélesebb spektrum elérése
érdekében altalaban a fent emlitett szerves (UVA és UVB), a szervetlen filtereket, valamint az
antioxiddnsokat kombindltan alkalmazzak. A fényvédd krémek haszndlata a jelenlegi allaspont

szerint elfogadott, hasznélatuk ajanlott. (Braun-Falco és mtsai., 2000; Horkay, 2008)

16



5. A titan és a titan-dioxid

A titdn a kilencedik leggyakoribb elem, a Foldkéreg 0,63 szdzalékdt ad6 dtmenetifém.
Gyakorisdga ellenére mégis csak a 18. szdzad végén fedezték fel (Gregor 1791, Klaproth 1795),
mivel a tiszta fém elddllitdsa igen nehézkes. Az elnevezés a német Klaprothtol szarmazik, aki, a
mitolégiai Titdnokrdl - nevezte el az elemet. A Titdnok az Eg és a Fold gyermekei voltak, arra
karhoztatva, hogy a Fold mélyének rejtett tiizei kozt éljenek. Az elem a természetben oxidok
formdjaban, homokszerii anyagokban fordul eld. A titdn két legfontosabb dsvdnya az ilmenit

(FeTiO3) és a rutil (TiOp). Az ilmenit fekete, homokszerli anyag, melyet Kanaddban, az USA-

ban, Ausztrdlidban, a skandindv orszdgokban, Malajzidban banyasszdk, mig a rutilt Ausztralidban
termelik ki.

A titdn-dioxid a legfontosabb titdnvegyiilet. SzobahOmérsékeleten harom mddosulata ismert:
a rutil, az anatdz és a brookit, melyek mindegyike hatos koordindci6ju titdnt tartalmaz. A
természetben, és a kereskedelmi termékek kozott a leggyakoribb forma a rutil. Melegités hatdsara
a tobbi forma is rutilld alakul. Jelentdségét az adja, hogy bar nagy kristdlyai 4tlatszéak, a finom
szemcs€k erdsen szorjdk a fényt, torésmutatdjuk magas. ElOnyos optikai tulajdonsdgaik mellett

kémiailag inertek, ezért a toxikus ,,6lomfehér” (2PbCO3*Pb(OH)7) helyett kezdték alkalmazni

fehér festékként. Mivel a természetben el6forduld titdn-dioxidok 4ltaldban a benniik 1évo
szennyezOk miatt szinesek, csak az igen koltséges tisztitasi eljards utdn hasznéalhatéak (Earnshaw,
1999).

A mikronizalt (100 nm-nél kisebb részecskenagysagu) titdn-dioxid a hdztartasi, kozmetikai

termékek daltaldnosan hasznalt alkotorésze. A TiOp-nanorészecskékkel fehér festékekben,

fogkrémekben, bdrdpold termékekben, a szinezett nanopartikulumokkal dekorkozmetikai
cikkekben nap mint nap taldlkozunk. Ezen mikronizalt részecskék (2. abra) fényvédo krémekben
un. fizikai fényvédoként is régdta hasznalatosak.

2. abra A TiO; nanopartikulumok
transzmisszios
elektronmikroszkopos képe.
Eucerin© (bal) és Eusolex © T-2000
(jobb). Nanoderm Final Reportbol
atvéve
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5.1. A titan-dioxid patogenetikai szerepe, a fotokatalitikus hatds

A mindennapi életiinkben olyan sokoldaluan haszndlt titdn-dioxidnak felvetették a
patogenetikai szerepét néhdny tiidobetegség 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,

"oz

nanométeres tartomdnyud partikulumok esetében kimutattdk, hogy ragcsdlokban tiidérakot
okoznak (Borm és mtsai., 2004). A rdgcsdlok horgdjébe valé beadds utdn a tiidészovet minden
sejtjének citoplazmdjdban nem membran-kotott médon megtaldlhatéak voltak az ultrafinom

részecskék. A TiO» internaliziciot sejttenyészetben is kimutattdk (Geiser és mtsai., 2005). Mas

szerzOk eredményei szerint a titdn-dioxidot a tiidd makrofdgjai az Gin. macrophage receptor with
collagenous structure (MARCO) segitségével, opszonizacié nélkiil felveszik (Arredouani és
mtsai., 2005).

A nanopartikulumok borgydgyaszati jelentdségét az adja, hogy a TiO» fizikai fényvédo
filterként és pigmentként a kozmetikai termékek szinte nélkiillozhetetlen alkotérésze. A fizikai
fényvédo filterek hatdsanak 1ényege az, hogy a beérkezd fényt szétszorjak, visszatiikrozik a bor
felszinérél, mig a kémiai filterek esetén a beesd fotonok energidja molekuldik konformécids
véaltozdsaval nyelddik el. Alkalmazdsuk kezdeti idészakdban a fizikai fényvédOk kozmetikai
tulajdonsdgai elmaradtak a kémiai filterekétdl. Az utébbiakkal ellentétben allergizalé képessége
csekély, emiatt mégis kiterjedten hasznaltak a titdn-dioxidot (Aro és Dahms, 2006; Dussert és

mtsai., 1997). A rosszabb kozmetikai tulajdonsdgot a fejlesztések a TiOp részecskeméretének

ultrafinom, nanométeres tartomdnyba valé csokkentésével, mikronizaciojaval oldottdk meg. A
mikronizicié jobb kozmetikai megjelenést €s hatdsosabb fényvédelmet eredményezett, igy a
titdn-dioxid a fogyasztok korében is népszerlibbé vélt (Bennat és Muller, 2000; Pflucker és
mtsai., 1999).

A titdn-dioxid azonban nemcsak visszaveri, hanem el is nyeli a fotonokat. Ilyenkor a
titdn-dioxid katalizdtorként viselkedik: a részecskék felszinén UV besugdrzds hatdsdra a vizes
kozegben a vizbdl szuperoxid és hidroxil ionok, illetve mds szabadgyokok képzddnek. Ez az un.
fotokatalitikus hatas (3. abra) tehetd felelssé a vegyiilet lehetséges karos hatdsaiért is. Széles

korben ismert, hogy a szabadgyokok oxidativ DNS-kédrosodast (Dunford és mtsai., 1997)
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okozhatnak a sejtekben, és negativan befolyasolhatjdk azok miikodését (Kim €s mtsai., 2006) a
sejtciklus reguldcidjdnak elvesztése révén sejthalélt, vagy proliferativ elvaltozasokat okozva. Egy
madsik kutatécsoport kimutatta, hogy a mikronizalt részecskék nagyobb valdsziniiséggel okoznak
gyulladdst, mint a nagyobb partikulumok, mivel elébbiek konnyebben diffunddlnak a szévetekbe
¢€s a nagyobb fajlagos feliiletiik miatt a nanopartikulumok nagyobb szamu molekuldval reagdlnak,
mint a nagyobb méretli részecskék (Borm és mtsai., 2004), igy tobb szabadgyok képzodését
katalizaljak.

TiO; + hv—TiOs(e” /h")—e (cb) + h*(vb)

e (cb) + 0,—0; —HO;,

h*(vb) + OH™ —"OH

3.abra A titan-dioxid fotokatalitikus hatasara kialakulé szabad gyokok képzodésének

reakcioegyenletei.

Eddigi ismereteink szerint a TiO7 alkalmazdsa egyetlen borbetegség kialakuldsaban sem

jatszik szerepet. Feltételezhetd, hogy a bor epidermisének stratum corneum rétegét alkoto érett,
elszarusodott keratinocitdk barrierje hatdsos védelmet nyujt ezen részecskék ellen (Candi és
mtsai., 2005; Madison, 2003), ellentétben a tiidd sériilékeny alveoldris felszinével. Amennyiben

stratum corneum megakadélyozza a TiOp nanopartikulumok in vivo penetracidjit, ugy a bor

mélyebb rétegeiben taldlhaté él6 sejteken nem fejthetnek ki fotokatalitikus hatdst. Hatdsos
védelem hidnydban viszont az epidermist védd szaruréteg barrieren Aatjutott titdn-dioxid
nanopartikulumok a szovetek (extracellularis madtrix, és sejten beliilli kompartmentek) vizes
kozegébe keriilnek. Itt fotokatalitikus képességiik birtokdban szabadgyokoket termelhetnek,
melyek oxidativ hatdsa felgyorsithatja a bOr Oregedését, illetve kedvezhet a bdrtumorok

kialakulasanak (4.abra).
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4. abra A titan-dioxid sejtkarosité hatasanak patomechanizmusa

A fényvédo készitményekben tjabban a kis részecskeméretli, mikronizalt titdn-dioxidot
alkalmazzdk, amely jobb fényvédd hatdstnak bizonyult, mint a kordbbi, nem mikronizalt forma.
A gyartok kiilonféle feliileti bevonattal (Aro és Dahms, 2006) latjdk el az djonnan kifejlesztett
részecskéket. A bevonat az fényvédok felvitele utdn jobb eloszlast eredményez a bor felszinén,
tovdbba a karos hatdsok esetleges kivédését szolgdlja. A részecskék kisebb mérete miatt a
nanopartikulumok a bor stratum corneum barrierjén is konnyebben atjuthatnak.

Tekintve, hogy a titdn-dioxidot igen sok fényvéddben és kozmetikumban megtaldlhatjuk,
a fogyasztok gyakran sériilt integritdisi hdmmal rendelkezd (pl. feldzott, napégett) bdron
alkalmazzdk azokat. Ilyenkor a fent részletezett fotokatalitikus hatds az ,€16 sejtek”
kornyezetében jeletkezik, és a borben taldlhaté kiilonb6z6 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.
Annak ellenére, hogy a tiidokarosit6 hatdst mar elegendé eredmény tdmasztja ald, eleddig
kevés kutatast végeztek - a fényvéddk €s egyéb externdk alkotorészeként - a boron alkalmazott

TiO7 nanopartikulumok toxicitdsaval kapcsolatban. A fent részletezett okok miatt azonban egyre
siirgetobb az igény az epidermis barrierfunkcidjanak vizsgalata a helyileg alkalmazott TiOp

nanopartikulumokkal szemben.
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6. A bor barrier és az epidermalis penetracio vizsgalata

A bdr barrierfunkcidjdnak vizsgdlata mar a titdn-dioxid problematikdja eldtt is a
borgydgyaszati kutatdsok sarkalatos kérdése volt. A kordbban kifejlesztett eljardsok segitségével
azonban csak igen kisszdmu vizsgalatot végeztek a kis partikulummeéretii, ultrafinom, mikronizalt
titdn-dioxid transzepidermdlis penetraci6javal kapcsolatban. Tekintve, hogy ezek a
nanopartikulumok a szokdsos rutin hisztologiai modszerekkel nem tehetdk lathatova, specidlis
képalkot6 vizsgélatok sziikségesek az epidermdlis penetrdcié mértékének meghatarozdsara. A
korébbi technikdkat — igymint a TEWL (transepidermal water loss, transzepidermalis vizvesztés)
mérése (Jarrett, 1980; Madison, 2003), a ,tape stripping” (ragasztdval torténd sorozatos
deepidermizdlas) és elektron mikroszképia (EM) vagy az energiadiszperziv rontgen analizis
kombindcidja (Bennat és Muller, 2000; Demerjian és mtsai., 2006; Pflucker és mtsai., 1999) —

nehézkesen tudtdk penetracids vizsgédlatokra alkalmazni.

6 . 1. A nukledris mikroszonda (mikroszkopia)
6. 1. 1. Elméleti hdttér

Nagy — megaelektronvolt (MeV) — energidju iononyaldbbal anyagmintdt bombdzva, a minta
nyaldb éaltal érintett feliiletén (illetve annak bizonyos mélységéig) az OsszetevOkre (atomokra,
esetleg izotopokra) jellemzd kiilonféle sugarzasokkal jaré atomi €s magfolyamatok jonnek létre.
A sugdrzds fajtjat, energidjat és intenzitdsat detektdlva a minta 6sszetevéi meghatdrozhatok. A
kifejlesztett analitikai mddszerek 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
rontgenemisszié (Particle Induced X-ray Emission - PIXE), a Rutherford-visszaszorasi
spektrometria (Rutherford backscattering spectrometry - RBS) és a magreakci6 analizis (Nuclear

Reaction Analysis — NRA) médszere (Tapper €s Malmqvist, 1991) (5. abra).
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5. abra. Az ionnyalab analitikai médszerek vazlatos attekintése

A nuklearis mikroszonda mikrométer nagysagrendire fékuszalt MeV energidju

ionnyaldbot 4llit elé, amellyel a vizsgdlt mintdt néhany mm?2 feliileten pdsztdzni lehet, igy a
berendezés az elemeloszlés feliileti térképezésére is alkalmas. A nukledris mikroszondanal a fenti
modszerek a ,,mikro-” jelzOvel haszndlatosak. Ide sorolhat6 még a vékony mintdk
stiriiségeloszldsanak meghatdrozasara kifejlesztett pdsztdzd transzmisszids ionmikroszkdpia
(Scanning Transmission lon Microscopy — STIM). Az egyes mddszereket egymdssal kombinaltan
is lehet alkalmazni, ami tobb informdaciét szolgdltat egy adott mintdr6l. E munkéban jatszott
szerepiik miatt a mikro-PIXE és a STIM mddszerekre részletesebben is kitériink:

A PIXE (jelen esetben a mikro-PIXE) elve és megvaldsitidsa nagyon hasonld az
elektronmikroszkopidban ismert elektronszonda mikroanalizis (Electron Probe Microanalysis —
EPMA) mikodési elvéhez és megvaldsitdsdhoz. A mintdt (elektronnyaldb helyett)
protonnyaldbbal bombédzzuk. A MeV energidju protonok a mintdban taldlhaté atomok belsd
héjaibdl elektronokat 16knek ki, melyek helye a magasabb energidju héjakrdl toltédik be. A
tobbletenergia az adott rendszdmu atomra jellemzd ,karakterisztikus” rontgensugarzds (vagy
Auger-elektronok formdjdban) tdvozik a vizsgalt anyagbdl. A Si(Li) un. energiadiszperziv
detektorok 1étrejottével lehetdvé vilt, hogy az adott mintdn felvett egyetlen rontgenspektrumban
megjelend karakterisztikus rontgenvonalak alapjdn kovetkeztetni lehessen az adott anyag
elemosszetételére (multielemes analizis, detektortél fiiggden a C-t6l az U-ig terjedd

elemtartomédnyban). A Si(Li) detektorokkal detektélt rontgensugarzds energiaspektruma az un.
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fékezési sugarzds altal alkotott folyamatos hattérbdl és az erre rakdédd, a mintdbol szdrmazd
karakterisztikus rontgensugarzdsbol tevodik Ossze. A mintat elektronok helyett protonokkal
gerjesztve, a folytonos hattér nagysdgrendekkel lecsokkenthetd, igy a karakterisztikus
rontgensugdrzds intenzitdsa még igen kis koncentracidk esetén is nagy pontossaggal
meghatdrozhat6. A mikro-PIXE mdédszerrel a kis anyagtomegii mintdk (0.1-10 ug/g) vizsgélata is
megvaldsithatd. A PIXE lehetdvé teszi ismeretlen minta rutin analizisét 95% feletti pontossaggal.

A STIM-et mint nukledris mikroszonda technikét a vékony mintdk stiriségeloszldsanak a

leképezésére fejlesztették ki, szemben az elemosszetétel meghatdrozdsara alkalmas egyéb IBA

moédszerekkel. A néhdny MeV energidval rendelkezd konnyl ionok (proton, 4He) képesek
athatolni az 50 pm-nél vékonyabb mintdkon. Az ionok energiavesztesége az altaluk pasztazott
minta minden egyes feliileti pontjan fiigg az elemi Osszetételtdl és a vastagsagtdl, azaz a feliileti
stiriiségtél. A STIM mddszernél a minta mogé helyezett részecskedetektorral a minta minden
egyes pontjdban (pixelében) mérik a mintdn dthatolt ion energidjat és az ionok szamat. Ezek
felhaszndlasaval, szamitégépes mddszerrel 1étrehozzdk a minta feliileti stirliségeloszlasat mutatd
képet. A mddszer eldnye, hogy az egyéb IBA technikdkhoz képest nagysdgrendekkel kisebb
intenzitdsu iondramot igényel, igy gyors képkészitd kapacitdssal rendelkezik, nagyon j6 térbeli
felbontds érhetd el vele, ezért a PIXE és RBS vizsgdlatokat megel6zOen a minta részletei
meghatdrozhatok, és segitségével az analitika szamara érdekes részletek kivalaszthatok (Breese
és mtsai., 1992; Breese és mtsai., 1996).

A STIM képek felhaszndlhatok a PIXE képeknek a minta slriliségvaltozdsainak megfeleld
korrigdlasara (Breese és mtsai., 1996). A mérés dltaldban a kordbban ismertetett modszerekkel

kombindltan zajlik.

6.1.2. Kisérleti megvalositds

A nukledris mikroszonda berendezés részei a kovetkezOk: ionforras (a hidrogén- vagy
egyéb ionok elddllitdsara), részecskegyorsitdo (az ionok MeV energidra gyorsitasara),
nyalabfékuszalé lencsék (az elektronmikroszképidban hasznadlatos hengerlencsék helyett itt az
elektronokndl jéval nehezebb ionok fokuszdldsdra alkalmas un. kvadrupdl lencséket
alkalmazzak), pasztazo berendezés, mintakamra (amely a berendezés tobbi részéhez hasonléan

vdkuumban van, és mikrométer pontossaggal allithat6 x-y-z irdnyokba mozgathaté mintatartoval
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van ellatva, tartalmazza tovdbbd az RBS és STIM-hez sziikséges részecskedetektorokat,
valamint ablakan keresztiil kapcsolatban van(nak) vele a Si(Li) rontgendetektor(ok)), adatgyiijto

rendszer (6.abra).

Elektronika
lonforras
Van de Graaff
gyorsitd
Detektor
_— Szamitégépes
Q adatkezeld
N rendszer

lonnyalab

( Rig
) sugarzas

Kvadrupol
lencsék

6. abra Az ionnyalab-analitikai berendezés részei

A pasztazds alatt nagy adatmennyiség képzddik, amely egy nagy kapacitdsu adatkezeld
rendszer alkalmazdsét teszi sziikségessé. Amennyiben a vizsgdld személy a vizsgélat kozben
nyomon szeretné kovetni az adatokat, azokat ,,online” kell megjeleniteni. Nagy teriilet vizsgdlata
ordkig tartdé besugdrzast igényel. A minta X,y koordinitdinak fliggvényében eltdrolt
spektrumadatokb6l a késObbiekben a minta egészére, vagy egyes részeire vonatkozd
elemtérképek allithatdk ossze.

A mérés sordn kapott spektrumbdl szdmolhaté az elemek koncentracidja, a gorbe alatti
teriiletek linedris és nem linedris illesztésével. A koncentrdciok megaddsa 90-95%-os
pontossdggal torténik (amely azonban fiigg a begylijtott spektrumok statisztikdjatol).
Amennyiben abszolut skdldn kell megadni az elemkoncentracidkat, abban az esetben nem
megengedhetd a minta térfogatvdltozdsa. A nagy energidju protonokkal valé6 bombdazas jelentds
hohatdssal jar a bioldgiai mintdban. A nagy besugdrzé dozis felszakitja a mintdban taldlhato
kotéseket. Ennek kovetkezménye az alacsony rendszdmu elemek elvesztése, amely a minta

zsugorodasdt eredményezi. Foleg a hidrogén, és az oxigén elvesztése figyelhetd meg. Ez az
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elemkilokddés ardnyos a besugdrzas dozisdval. A pontos elemkoncentriciok meghatdrozdsa
érdekében tehdt ezt korrigalnunk kell, mivel a korrigalds nélkiil feliilbecsiilnénk a nyomelemek
koncentracidit. Az RBS-sel kiegészitett mérés sordn az utobbi mddszer detektdlja az esetleges
elemkilokddést, igy alkalmas a matrixelemek monitorozasara.

Az optimélis érzékenység elérése érdekében a minta besugdrzdsa, majd analizise 6rdkig
tart, emiatt a biolégiai mintdk vizsgédlata nehézkes lehet. Az apré szerkezetli minta (pl.
sejtorganellumok, sejtek) esetén pdsztdzo ionnyaldbot alkalmazunk, mellyel online térképek
készithetdek. A minta kimélése érdekében elérhetd, hogy az elemkoncentricié részletes
vizsgdlata csak a vezérld szamitégéppel kijelolt vizsgdlandé részeken (térképeken) torténjen.

A fenti okok miatt kiemelt fontossdgu lehet a szovetmintak megfeleld orientdcidja, ami a
szovetmintdk vizsgélata esetén elengedhetetlen az informativ térkép elkészitéséhez. A minta azon
résznek kell a besugirzandé teriileten lennie, amelyrdl informdaciét szeretnénk nyerni. Emiatt
fontos az eldzetes képalkotd eljardsok alkalmazasa. Mivel a szokdsos szovettani festések
radikdlisan megvaltoztatjdk az eredeti elemkoncentracidkat, ezeket a nukledris mikroszondaval
vizsgidland6 mintdkon nem alkalmazhatjuk. A parallel, a szomszédos teriiletb6l szdrmazo
metszetek rutin hisztoldgiai vizsgédlatdval javithatjuk a mikroszonddval vizsgdlt minta
orientacidjat.

A vizsgélat sordn a MeV energidju protonok becsapddasa fluorszcens fényfelvillandst
okoz. A mintakamrahoz fénymikroszkopot csatlakoztatva a felvillandsok hatdsara kirajzol6do
,»hot-spot”-ok részletes vizsgdlatat tehat mikroszkop-vezérelten is megkezdhetjiilk. A modszer
hatranya, hogy nagy nagyitdsra nem képes. Emiatt magat a nyaldbot célszeribb képalkotésra
hasznélni, pl. a STIM mddszer szerint.

A nukledris mikroanalitikai mddszereket az utobbi évtizedekben rendkiviil sokrétii
feladatokra haszndltdk a geoldgia, archeoldgia, miivészettorténet, a biolégia és az orvostudomany
terén. Kordbban példdul Menkes syndromds betegek fibroblasztjait, Alzheimer koéros szenilis

plakkokat, stb. vizsgaltak (Tapper és Malmqvist, 1991).

6. 2. Az ionnyaldb-analitikai modszerek alkalmazdsa a bor vizsgdlatdara

A kozelmultban a PIXE, STIM és RBS nukledris mikroanalitikai technikdkat magfizikai

laboratériumok sikerrel haszndltdk a boér elemosszetételének vizsgdlatara. A kezdeti
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modszerekkel egészséges humdn bOrt analizdltak (Forslind, 1999). A  mddszer
tovabbfejlesztésének késObbi szakaszdban sertésbol, egérbdl, egészséges humdn epidermist
(Aguer és mtsai., 2005; Gontier és mtsai., 2006; Moretto és mtsai., 1999) és psoriasisos humén
borb6l (Werner-Linde és mitsai,, 1998) szarmazo mintdkat vizsgédltak. Ezen vizsgalatok

segitségével meghataroztak a bor elemosszetételét (4. tablazat).

A bor rétegei Elemkoncentracio
(ug/g szarazsily)
stratum corneum tomeg/ szén maximum

S maximum
Na maximum
magas Ca
alacsony Cl
nincs Fe, Zn

stratum granulosum magas P
stratum spinosum alacsony Cl
magas K
stratum basale alacsony Cl
magas K
dermoepidermalis junkcio C, P csokkenés

Ca, Cl, K valtozatlan

4. tablazat A bor ionnyalab analizissel meghatarozott elemosszetétele

7. A titan-dioxid hatasainak vizsgalata a borben

A kordbban leirtak alapjan lathatd, hogy a kutatdsaink targyit képezd titdn-dioxid a
bdrben is feltehetden sejttoxikus hatdst, ennek ellenére a mindennapi életben gyakran érintkezik
kiiltakarénkkal. Fontos tehdt megtudnunk, hogy a titdn-dioxid bejut-e a bdrbe, és ha igen, eléri-e
az €10 sejtek rétegét. A nanopartikulumokat tartalmazo készitményeket ugyan a korabbi években
is vizsgaltdk a boOrpenetracié szempontjabol, de a régebbi mddszerek korlatozottan alkalmasak
ezen anyagok bdrbe jutdsdnak tesztelésére. Az ionnyaldb analitikai technikdk megfelelonek
igérkeztek a bor e szervetlen anyagokkal szembeni védekezoképességének vizsgalatira. Ezeket a
modszereket alkalmaztuk tehdt, hogy megtudjuk: lathatévd teheté-e a titdn-dioxid az emberi

borben, penetrdlnak-e a nanopartikulumok a bdrbarrieren, €s ha igen, ott milyen sejtes hatast
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fejtenek ki?

A fenti nyitott kérdésekbdl kiindulva fizikusokbdl, biologusokbdl és borgydgyaszokbol
all6 interdiszciplindris kutatcsoportot allitottunk fel a NANODERM EU5 Konzorcium
keretében. A ,,Quality of skin as a barrier for utrafine particles” projekt célkitiizése az volt, hogy
megvizsgalja: a boron alkalmazott titdn-dioxid nanorészecskék eljutnak-e az epidermis €16
sejtjeihez, illetve az expozicid hogyan befolydsolja a bdrben 1év6 sejttipusok viselkedését.
Kordbban sertésboron, és egészséges huméan onkénteseken is végeztek penetracidés méréseket
tobbféle titan-dioxid tartalmd formulacié alkalmazasa utan (Butz, 2007). A mintdkat PIXE és

TEM médszerekkel parhuzamosan vizsgaltuk (7. abra).

TEM

7. abra A bor szerkezete kiilonb6zo képalkoté eljarasokkal vizsgalva

Az dbra felsd részén a bor hagyomanyos szovettani eljardssal késziilt képe lathaté HE festéssel, a
kozépso részen a PIXE térkép, mig az als6 inzerten a TEM felvétel. A vastag fekete vonal a SC-
tél a dermoepidermélis junkcidig terjedd részt jelzi. (SB: stratum basale, SS: stratum spinosum,
SG: stratum granulosum, SC: stratum corneum)
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1V. Célkitiizeseink

A mikronizdlt titdn-dioxid bdrpenetricidjanak vizsgdlatit az aldbbi kérdések megvélaszoldsa

mentén végeztiik:

L,

Alkalmazhaté-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 vizsgalt bdrmodellek
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 kordbbi adatokkal hasonlitottuk ossze.

2, Kisérleteink kovetkezd fazisdban valaszt kerestiink arra a kérdésre, vajon dtjut-e a mikronizalt

titdn-dioxid az ép epidermalis barrieren? E célbdl a bedllitott modszerek segitségével, a in
vivo penetrdciés vizsgélatokat végeztink SCID egér humdn xenograft modellen, tobb

laboratérium parhuzamos részvételével.

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 atjutott és az €16 sejtekkel kapcsolatba Iépett
nanopartikulumok milyen sejtes hatést fejtenek ki, megvizsgaltuk a részecskék viselkedését
kiilonboz6 ham és irha eredetli sejtek tenyészeteiben. A TiOp direkt sejtkontaktusban
kifejtett hatdsdt a sejtek életképességi, apoptotikus, proliferacios €és differencidlodasi

funkcidinak valtozasaval mutattuk ki.

28



V. Anyag és modszer

1. Titan dioxid formuldk
A penetricids vizsgélatokhoz titdn-dioxidot tartalmazo hidroféb emulziét haszndltunk egy

kereskedelmi forgalomban kaphaté termék formdjdban (,,TiO2-emulzi6”) (Anthelios XL SPF 60,

La Roche Posay, La Roche Posay, Franciaorszdg). A sejttenyészeteken végzett kisérletekhez a
titdn-dioxid 9 nm-es részecskenagysdgu anatdz formdjat alkalmaztuk, amely Prof. Z. Stachura

(Krakko, Lengyelorszdg) laboratériumébdl szarmazott.

2. Kisérleti dllatok

Az éllatkisérletek kezelési protokolljait a DE OEC Allatkisérletes Bizottsdga, és Kutatés
Etikai Bizottsdga jovdhagyta. A SCID egereken végzett kisérletek specifikus patogénektdl mentes
koriilmények kozott a Debreceni Egyetem Orvos-, és Egészségtudomanyi Centumdanak Bor-, és
Nemikortani Klinikdjan torténtek. Circumcisiobdl szdrmazé humdn preputium graftokat a

kordbban kozolt modszer szerint (Janossy és mtsai., 1994) SCID egerek hatborére
transzplantdltuk. A graftok teriiletét 2 mg/cm2 koncentracidji TiOp-emulzidval okkliziéban a

megadott ideig kezeltiikk. A kezeléseket halotdn inhaldciés narkézisban végeztiik. A nem kezelt
allatokat kontrollként haszndltuk. Az expozicidé utdn az dllatokat az altatdszer tiladagoldsdval

elpusztitottuk. A transzplantitumok teriiletérél 6 mm atmérdjii ,,punch biopszidkat™ vettiink.

3. Mintaprepardlds nukledris mikroszkopidhoz

A biopszids anyagokat folyékony nitrogénben hitott folyékony izopentdnban
gyorsfagyasztottuk. A mintdkb6ol 25 °C hoémérsékleten 14 pm vastagsdgi metszeteket
készitettiink, melyeket liofilizdlds utdn szobahOmérsékletlire melegitettiink. Egymdést kovetd
metszésekbdl szarmazd metszeteket vizsgdltunk nukledris mikroanalizissel és festettiink meg
hematoxilin-eozinnal (HE) rutin szovettani vizsgalat céljabol. A nukledris mikroanalizishez a

vizsgdlt metszeteket specidlis ragasztdcsikkal erdsitettiik a mintatartékra

4. Nukledris mikroanalitikai vizsgdlatok

A nukledris mikroanalitikai vizsgdlatokat a Magyar Tudomanyos Akadémia Debreceni
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Atommagkutaté Intézetében (ATOMKI), az 5 MeV energidji Van de Graaf gyorsité 0°-os
nyaldbcsatorndjdra telepitett pdsztdzo ion mikroszonddn végeztiik (Rajta és mtsai., 1996). A
mintdk vizsgdlatira a kordbban kozolt ,bio-PIXE” bedllitdst haszndltuk, a pdsztazé
transzmisszios 1onmikroszkdpidval (STIM) kombindlt részecskeindukalt rontgen emisszids
(PIXE) moédszerrel (Kertesz és mtsai., 2005). Ezen mérési és kiértékelési rendszer segitségével
meghatdrozhatjuk a boérndl nehezebb elemek kvantitativ elemkoncentracidjat és eloszlasat,
néhany mikrométeres laterdlis felbontdssal 1-10 pg/g szenzitivitdssal. Osszefoglalva: a mintakat
egy 2 um x 2 um teriiletre fékuszalt protonnyaldbbal sugdroztuk be, amellyel szisztematikusan
pasztaztuk a vizsgalt teriiletet.

A mintdk morfolégidjat és feliileti slrliségeloszlasat a pasztdzé transzmisszios
ionmikroszkopidval (STIM) hatdaroztuk meg. Az egyes elemek koncentrécidit és azok feliileti
eloszldsat a PIXE moddszerrel vizsgaltuk. Az un. kétdetektoros moédszert hasznaltuk. Az egyik
(igen vékony ablaku) detektorral a C-Fe (konnyl és kdzepes), mig a masik (normdl Be ablaku)
Si(Li) detektorral az S-U (kdzepes €s nehéz) elemrégidkban vettiik fel, ill. készitettiik el a PIXE
spektrumokat és térképeket. A kvantitativ elemkoncentraciokat és eloszldsi térképeket a
PIXEKLM szoftver csomag felhaszndldsdval hatdroztuk meg (Szab6 és Borbely-Kiss, 1993;
Uzonyi és Szabd, 2005). Annak ellenére, hogy a kétdetektoros mddszer a C-t6l az U-ig
mutathatja ki az elemeket, ennek érzékenysége nem azonos az adott elemtartoményban. Ennek
figyelembevételével a kovetkezd elemek eloszldsaval foglakoztunk: kalcium (Ca), klér (Cl), kén
(S), kdlium (K), foszfor (P), ndtrium (Na), titdn (Ti). A NANODERM projekt keretében néhany
minta parhuzamos vizsgilatira P. Moretto bordeaux-i laboratériumaban keriilt sor. Néhany
tovabbi mérést a ljubjanai JoZef Stefan Institute (Ljubljana, Slovenia) ion mikroszonddjan
végeztiink (Pelicon és mtsai.,, 2005; Simcic és mtsai.,, 2002). A nukledris mikroszk6pos
vizsgalatokat Prof. Dr. Kiss Arpad Zoltdn fizikus munkacsoportja végezte, az elemtérképek

kiértékelése kozosen tortént.

5. Transzmisszios Elektron Mikroszkopids vizsgdlatok (TEM)

Az elektronmikroszképos vizsgdlatok a Centre d’Etudes Nucléaires de Bordeaux-
Gradignan, IN2P3-CNRS, (Gradignan, Franciaorszdg) laboratériumdban késziiltek. A 6 mm
atmérdjii borbiopszidkat 1 ordan at 4°C-on 2.5% koncentraciéju glutaraldehid oldatban

(Euromedex, Mundolsheim, Franciaorszdg) fixdltuk. A mintdk 0.1 M Na-cacodylate pufferben
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valé kétszeri mosdsat (pH 7.4, 5 perces o0blités) kovetden 2 Ordn at szobahOmérsékleten 1%
ozmium-tetroxid (Euromedex, Mundolsheim, Franciaorszag) tartalma 0.1 M nétrium-cacodylate
pufferben (pH 7.4) oblitettiik. Még két 5 perces cacodylate pufferes 6blitési 1€pés utdn a mintakat
szobahOmérsékleten felszallé etanol sorban dehidraltuk. Propilén-oxidos (2x 30 perc) dztatdst
kovetden propilén-oxid és Epon 812 (TAAB, Berks, Anglia) egy-egy ardnyu keverékében 2 ordig
majd tiszta Eponban 6 Ordan at inkubdltuk a mintdkat, majd 60°C-on egy éjszakan at
polimerizéltuk. A bedgyazott szovetmintabol 35° gyémantkéssel (Diatome, Biel, Switzerland)
felszerelt ultramikrotommal (Reichert-Jung, Vienna, Austria) félvékony (500 nm) és az
ultravékony (50-100 nm) metszeteket készitettiink. Annak érdekében, hogy a vizsgalt formuldval
valé mesterséges kontamindciot elkeriiljiik, a metszés irdnya a bor belsé rétegei feldl a stratum
corneum felé mutatott. A félvékony metszeteket mikroszképos targylemezre gyiijtottiik, majd
fénymikroszkopos vizsgalat céljabol toluidin-kékkel megfestettiik. Az ultravékony metszeteket
formvar/carbon bevonati rézhaléra (Euromedex, Mundolsheim, Franciaorszdg) applikaltuk,
6lom-citratos és uranil-acetdtos festés utdn 80 kV gyorsité fesziiltséggel transzmisszids elektron

mikroszkdppal (CM 10, Philips, Hollandia) vizsgaltuk.

6. Sejttenyésztés

A humén immortalizalt HaCaT keratinocita sejtvonal (Boukamp €s mtsai., 1988) Prof. N. E.
Fusenig (Division of Differentiation and Carcinogenesis, German Cancer Research Center,
Heidelberg, Németorszag) laboratériumdbol szarmazott. A sejteket —amennyiben mdsként nem
jelezziik - 25-cm?2 vagy 75-cm?2 nagysagu sejttenyésztd flaskdkban tenyésztettiik 37°C-on 5%-o0s
COy tartalmu atmoszféraban. A keratinocitdk tenyésztésékez Dulbecco’s modified Eagle’s
médiumot (DMEM; Sigma) 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 (valamennyi
Biogal, Debrecen, Magyarorszag).

A human dermalis fibroblasztokat (HDF) enzimatikus emésztéssel hamfosztott irhabol
nyertiilk a kordbban kozolt médon (Bodo és mitsai., 2005). A fibroblasztokat a fent leirt
osszetételi DMEM médiumban tenyésztettiik.

Az S7Z95 human immortalizdlt szebocita sejtvonalat (Zouboulis és mtsai., 1999) Sebomed

(Biochrom, Berlin, Németorszdg) médiumban tenyésztettiink, 10% FCS, 1 mM CaClyp, 5 ng/ml

humén rekombindns epidermélis novekedési faktor, 50 U/ml penicillin, 50 pg /ml streptomycin
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hozzdadéaséaval.
A primer humdan melanocita sejtvonalat 10% FCS, 2 mM/L-glutamin, 50 U/ml penicillin,

50 pg /ml streptomycin, 1.25 g /ml fungizone-nal kiegészitett DMEM-ben tenyésztettiik.

7. Sejtproliferdcio meghatdrozdsa

Az életképes sejtszamot MTT teszttel hatdroztuk meg. Ennek lényege, hogy az életképes
sejtek mitokondriumaban az MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetraz6lium-bromid)
tetrazOliumsé formazannd alakul, melynek koncentricidja mérhetd. A sejttenyészetekbol
szdrmazdé sejteket 96-lyukud multititer lemezekre szélesztettiik (5000 sejt/lyuk slirliségben) négy

parhuzamos mintdn, melyeket a megadott ideig kezeltiink kiilonb6z6 koncentraciéju TiOp

szuszpenzidval. Ezutdn a sejteket 2 6rdan at 0.5 mg/ml MTT-vel inkubdltuk, és a DMSO-ban
feloldott formazdn kristaly (mint az €10 sejtek szamaval ardnyos) koncentracidjat kolorimetridsan

hatdroztuk meg a gydrt6 eldirdsa szerint. Az adatokat az atlag +/- SEM formdban tiintettiik fel.

8. Apoptozis meghatdrozdsa

A sejteket tripszinezéssel Osszegylyjtottiik majd 1 ml fluoreszcein izotiociandttal (FITC)-
konjugélt annexin V-vel (Coulter-Immunotech, Hialeah, FL, USA) inkubdltuk sététben 10 percig.
Ezutdn 4ramlési citométer (Coulter EPICS XIL.-4) segitségével meghatdroztuk az apoptotikus

sejtek teljes sejtszamhoz viszonyitott szdzalékat (Papp és mtsai., 2003).

9. Western blot analizis

A sejteket jéghideg foszfat-puffert tartalmazé séoldatban (PBS) mostuk, majd
homogenizadlé pufferbe gyQjtottikk, €s jégen torténd szonikaldssal feltartuk (Lazar és mitsai.,
2003). A mintdk fehérjetartalmat modositott BCA protein esszével hatdroztuk meg (Pierce,
Rockford, Ill., USA). A fehérjéket SDS-PAGE (8% gél, 20-30 mg protein vélytinként) eljardssal
torténd elvalasztas utdn nitrocelluléz membranra transzferaltuk (BioRad, Vienna, Austria). A
membranokat 5% tejport tartalmaz6 PBS-ben blokkoltuk majd a differencidciés marker
involucrin, desmoglein-1 (Progen, Heidelberg, Németorszdg) és P-Cadherin (BD Transduction
Laboratories, Berlin, Németorszag) sejtadhéziés molekuldk elleni primer egér antitesttel jeloltiik.
Ezt kovetden peroxidazzal konjugalt kecske anti-egér mdsodik antitestet (BioRad) alkalmaztunk

€s az immunreaktiv sdvokat kemolumineszcencids elOhivasi technika (ECL Western bloting
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detection kit, Amersham, Little Chalfont, Egyesiilt Kirdlysag) segitségével fényérzékeny filmre
hivtuk el6 (AGFA, Brussels, Belgium). A felvitt fehérje mennyiségének ellendrzésére az eldbbi
nitrocellul6z membranokrél az antitesteket 200 ml 50 mM-os (pH 7.5) 2% SDS-t és 0.1% -
merkaptoetanolt tartalmaz6 Tris-HCI pufferben (65°C-on 1 6ra) eltavolitottuk, ezt kovetden egér

anti-cytokrom-c antitesttel jeloltiik (Santa Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, USA).

10. Sejten beliili kalcium koncentrdcio meghatdrozdsa
Az intracellularis kalcium koncentracid ([Ca2+]i) véaltozdsat a kordbbiakban leirtak alapjan

hataroztuk meg (Papp és mtsai., 2004). Roviden, a fedélemezre sz€lesztett keratinocitdkat 5 uM
fura-2 AM festékkel (a kalcium érzékeny, fluoreszcens Fura-2 festék acetoximetilészter formdja)
37°C-on egy 6rdig inkubdlva feltoltottilk. Minden mérés eldtt a sejteket szobahOmérsékleten (22—

24°C) Tyrode-oldatban (mM-okban kifejezve: 137 NaCl, 5.4 KCl, 0.5 MgClp, 1.8 CaCly, 11.8
HEPES-NaOH, 1 g/l gliikéz, pH 7.4, 30 perc) inkubaltuk, annak érdekében, hogy a festék

egyenletesen eloszoljon. Ezt koveten a sejteket 15 pg/em® TiO»-vel indukdltuk egy allandé
perfuzidt bizositd pumparendszer segits€gével, majd a fura-2-vel feltoltott sejteket tartalmazo
fedélemezeket egy invert fluoreszcens mikroszkép targylemeztartdjara helyeztiik (Diaphot,
Nikon, Tokid, Japdn). Az excitdcios hulldmhosszt 340 és 380 nm kozott védltoztattuk egy kettds
monokromdtor, valamint egy on-line kapcsolt szamitégép segitségével (Deltascan, Photon
Technology International, New Brunswick, NJ, USA), mig a fluoreszcens emissziét 510 nm-en
detektdltuk 10 Hz/hanyados adatvételi gyakorisaggal egy fotoelektron-sokszorozé segitségével,

majd meghataroztuk a fluoreszcencia hanyadosokat (F340/F380).

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

szignifikdnsnak.
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VI. Eredmények

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

Az els6 1épésben a kezeletlen mintdk elemosszetételét vizsgaltuk, majd masodik 1épésben a
humdn bdr transzplantdtumok feliiletét TiOp-tartalmu emulzidval kentiik be abbdl a célbdl, hogy
megvizsgéljuk, hogy a nanopartikulmok eljutnak-e az €16 sejtekig (stratum granulosum,
spinosum, €s basale rétegek). A készitményt 1, 24, és 48 6ran keresztiil alkalmaztuk a lehetséges
penetracié megkonnyitésére okklizids kotésben. A TiOo penetracidés mélység megéllapitdsdra a
kezelt régiokbol biopszidt vettiink, melyeket ionnyaldb analizissel és transzmisszios elektron

mikroszkopidval vizsgaltunk.

8. dabra. A bor rétegeinek képe HE festéssel késziilt hagyomdnyos szovettani metszeten és
tomegeloszldsi térképen. A téglalappal jelolt teriilet jelzi azt a részt, amelybdl a 9. édbran
bemutatott grafikon adatai szarmaznak. A HE festett szovettani metszeten a humdn xenograft
epidermise normadlis felépitésii, a stratum corneum és a keratinocitdk az okklizi6 nedvesitd hatdsa
miatt duzzadtak.

Elséként igazoltuk, hogy a xenograft mintdk elemosszetétele megegyezik a kordbban leirt,
egészséges human onkéntesekbdl nyert mintdk (Aguer és mtsai., 2005; Forslind, 1999; Gontier és
mtsai., 2006; Moretto és mtsai., 1999) elemdsszetételével. Altaldnosan elfogadott, hogy a
nukledris mikroszonddval kapott tomegeloszlasi térképek €s spektrumok a bor organikus tomegét
reprezentdljadk (HE metszetekkel Osszevethetden), tovdbbd, hogy a szerves tomeg és az egyes
elemek megoszldsa a bér egyes rétegeire jellemzd valtozast mutat (8. dbra). A megnovekedett
szerves tomeg érték, kén, ndtrium maximum érték és a magas kalcium szint a stratum corneumra

jellemzd (Aguer és mtsai., 2005; Moretto és mtsai., 1999). A magas foszfor értékek a stratum
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granulosumot jelzik (Aguer és mitsai., 2005; Moretto és mtsai., 1999), a tovabbi rétegeknek is
jellemzd az elemeloszlasi mintdzata. Ionnyaldb analizissel a kontroll, nem kezelt bdrbiopszids
mintdkban a jellemzd elemeloszlasi spektrum alapjan a stratum corneum és a stratum granulosum
azonosithatd és egymadstdl egyértelmiien megkiilonboztethetd. Az dltalunk alkalmazott SCID
egérre transzplantdlt human bor modell esetén a vizsgdlt elemek eloszlasa és az elemtérképek
megegyeztek a mds bérmodelleken kordbban leirtakkal (Aguer és mtsai., 2005; Gontier és mtsai.,

2006; Moretto és mtsai., 1999). A nem kezelt mintdkban TiOp—jelet nem detektaltunk (9., 10

abra bal oldali panelek).

—— 30000 <
scsG 55 dermis bt h ! se

16000 - 25000 4

14000 4

20000 4
12000 <

18000 1 150004 ¢

5000 4

10000 5

6000

4000 ~

koncentracid (pglg szarazsaly)
koncentracio {uglg szaraz sily)

5000

2000 4

B A o S e 8
T

N t lj T
y T J T . ! T ' 1 80 an 100 120
o 100 200 300 400 500 L.
pozici {um) pozicid {um)

9. abra. A bor elemosszetétele nuklearis mikroszondaval meghatarozva (kontroll béron és
24 éra titan-dioxid expozicié utan)

A bOrbiopszids mintdkbdl az Anyag és moddszer fejezetben leirt mddszer szerint nukledris
mikroszonda segitségével elemeloszldsi gorbéket, tomeg-, és elemeloszlasi térképeket hoztunk
létre (Id. 8. dbra). A boOr kiilonbozd rétegeinek a borfelszintdl mért tdvolsdg fliggvényében
detektdlt elemosszetételét dbrazolja az elemeloszldsi gorbe. Bal oldali grafikon: A spektrumok
alapjan a nem kezelt ,,punch biopszids” mintdban stratum corneum (SC) és a stratum granulosum
(SG) az eltéré elemosszetétel alapjdn vildgosan megkiiloboztethetd egymadstol. Jelesiil a
tomegeloszlési csucs, S, K, Cl maximumok és magas kalciumszintek valamint a Fe, Zn hidnya a
stratum corneumra jellemzd. A magas P szint a stratum granulosum rétegére jellegzetes. A
tovabbi rétegek (stratum spinosum-SS, stratum basale-SB, dermis-D) is karakterisztikus
elemeloszldsi mintdzatokat mutattak. A nem kezelt mintdban titdn jelet nem detektdltunk. Jobb
oldali grafikon: a titdn jel a stratum corneumra kellemzd elemekkel (K, S, Ca) azonos
mélységben detektdlhato.
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10. abra A vizsgalt bérmintak (kontroll és 24 oraig kezelt) valés elemtérképe.
Kalcium (Ca), klér (Cl), kén (S), kdlium (K), foszfor (P), natrium (Na) és tomegeloszlasi
térképek. A bal oldali panel a kontroll (500 x 500 pm-es skdlan meghatdrozva), a jobb oldali a 24

z_

Orés titdn-dioxid expozicié utdn detektélt elemtérkép. A STIM képeken 1évo téglalapok a 9. dbran
1évo grafikonok adatforrasait jelzik.

Ezek utin a mikronizalt titdn-dioxidot tartalmazé készitménnyel kezelt bdOrmintdk
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 elemdosszetételére jellemzé kén, nédtrium és kalcium elemek magas
koncentracidjat (9., 10. abra jobb oldali panelek). A boér mélyebb rétegeiben nem kaptunk Ti-
jelet. Ezen eredményiinket megerdsitette egy parhuzamos minta TEM vizsgalata (11. abra),
illetve PIXE analizis a bordeaux-i laboratériumban (12. abra). (NB. A hivatkozott cikkben a
szerzd 24 oOra helyett tévesen 2 6ra expozicids idot jelol meg, mely hibéra a figyelmét felhivtam,

erratum eddig az id6pontig nem jelent meg.)
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11. abra. A human bér xenograftok elektronmikroszkopos képe 24 ora TiO, expozicio utan.
A nanopartikulumok a stratum corneum felsd részében lathatéak. C- korneocita; SG — stratum
granulosum

12. abra. A human bér xenograftok tomegeloszlasi térképének és a titin elemeloszlasi
térképének szuperpozicioja a boredaux-i laboratérium eredményei szerint (24 ora
expozicio).

A TiO; a stratum corneum felsd rétegében lathato.
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A nanopartikulumok egy Ora expozicié utdn is a stratum corneum felszinén maradtak
(4brdn nem mutatva). 48 Ora expozicid0 utdn a TiOp nanorészecskék némileg nagyobb
mélységben voltak detektdlhatéak nukledris mikroanalizissel a debreceni és a bordeaux-i
laboratériumban vizsgdlva (13. dbra). A TEM-vizsgdlat a partikulumokat a statum corneum
compactum teriiletén, a stratum granulosum hatdrdn mutatta, utébbi réteget el nem érve (14.

abra) (Butz, 2004).

STIM keép (median energy map) és Ti elemtérkeép

Debrecen Bardeaux

Stratum gran

Stratum cor
compactum

Stratum
corneum
disjunctum

100 um

25000 por it i

13. abra. TiO; 48 6ra expozicié utan a stratum corneum és a stratum granulosum hataran
talalhat6 meg.
A méréseket a bordeaux-i €s a debreceni laboratérium parhuzamosan végezte el.
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14. abra. A HRTEM felvételen a TiO, nanopartikulumok 48 6ra expozicié utan a stratum
corneum alsobb rétegeiben helyezkednek el, az €16 sejtek rétegét még el nem érve.
A nyilak a TiO2 nanopartikulumokat mutatjdk.

Ezen eredmények megegyeznek a mds kutatécsoportok mas penetraciés modelleken elért
eredményeivel (Butz, 2007; Menzel és mtsai., 2006; Silva és Filipe, 2004; Verissimo €s mtsai.,
2007). A fentiek alapjan megallapithatjuk, hogy a human bdr xenograft modellen vizsgilva a

TiO7 nanorészecskék a hamba nem jutnak be, nem érik el az ,,€10” sejtrétegeket.

2. A fibroblasztok és a melanocitdk internalizdljdk a TiOp nanopartikulumokat, a keratinocitdk és

szebocitdk nem veszik fel azokat
A fenti eredmények megmutattdk, hogy az ép bdrben a stratum corneum hatékony védelmet

nydjt a mikronizalt TiOp—dal szemben. Azonban a bevezetésbdl is kitlinik, hogy a TiOp

expozicidja igen gyakran torténik meg olyan esetekben, amikor a bor barrierfunkciéja kdrosodott

(pl. napégés, mikrosériilések, feldzott bor), és ezdltal a TiOp kozvetlen érintkezésbe keriilhet a
bor sejtjeivel. Kisérleteink kovetkezd fazisaban tehat be kivdntuk mutatni a TiO direkt hatdsat

egyes epidermisbdl és dermisbdl szarmazoé tenyésztett sejttipusok celluldris funkcidira.

Elséként megvizsgaltuk, hogy a bor sejtjei felveszik-e a sejtplazmdjukba a TiOp
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nanopartikulumokat. Szubkonfluens keratinocita, szebocita, melanocita, és fibroblaszt
tenyészetekhez TiOp—t adtunk (15 ug/cmz). 24 6ras inkubdcié utdn féaziskontraszt

mikroszkdpidval vizsgéltuk az internalizaciét. Ahogyan a 15. dbran lathatd, a fibroblasztok és a
melanocytak citoplazmdjaban észleltiik a részecskéket, perinukledris dasuldst mutatva. A magban
nanopartikulumok nem voltak megfigyelhetéek. A keratinocitdk és a szebocitdk nem vették fel a

titan-dioxidot.

—

Fibroblaszt

15. abra A TiO, nanopartikulumok internalizaciéja human sejt kultarakban.
A sejteket fedélemezekre széleszettik, majd 24 6rdn 4t 15 pg/em® TiO,-dal kezeltiik. A
nanopartikulumok internalizaciéjat faziskontraszt mikroszépidval vizsgéltuk (400X nagyités).
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3. A TiOp nanopartikulumok fibroblasztokban és melanocytdkban emelik, a keratinocitdkban és a

szebocitdkban nem befolydsoljdk a sejtek intracelluldris kalcium ion koncentrdciojdt

Annak érdekében, hogy meghatarozzuk, hogy a TiO) hatdsara (annak internalizaci6jdtol
fiiggetleniil) jeldtviteli folyamatok indulnak-e meg, megvizsgaltuk, hogy a nanopartikulum

expozicio [Ca2+]i emelkedést okoz-e a fenti sejttipusokban.

Az intracelluldris ion szintet kalcium-szenzitiv festékkel vizsgdlva 15 ug/cm?2 TiOyp
hozzdaddsa relative lassd, az expozicié utdn 45 perccel kezdddd, ugyanakkor részben vagy
teljesen reverzibilis [Ca2+]i emelkedést indukdlt a fibroblasztokban és a melanocytdkban (16.

abra.). Nem észleltiink azonban kalcium-valaszt azokban a sejtekben, amelyek nem vették fel

TiOy—t, azaz a keratinocitdk és a szebocitdk esetében. Ezek alapjan megallapithatjuk, hogy a

titdn-dioxid internalizacidja megvéltoztatja a sejtek kalcium homeosztazisat.

—m— Keratinocita
| —m— Szebocita
0,60 'l —m=— Fibroblaszt
\ —m— Melanocita

380
[=]
B
[
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16. abra A TiO, nanopartikulumok hatasa a human bdérsejt vonalak inracellularis Ca**

YEVe
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4. A TiOy expozicio kiilonbozéképpen befolydsolja a kiilonféle humdn bdrsejt vonalak

proliferdciojdt és apoptozisdt

A kovetkez6 1épésben meghataroztuk a TiOp sejtproliferaciora gyakorolt hatdsit. A

kolorimetrids MTT életképességi teszttel vizsgdlva a titdn-dioxid minden vizsgdlt sejttipusban

dozis-, és 1dofiiggd moédon csokkentette a sejtproliferdcié mértékét (N.B. a keratinocitdkban és a

szebocitdkban is, amelyek nem internalizdltdk a nanopartikulumokat) (17. abra). Fontos

megfigyelésiink volt tovdbba, hogy a keratinocitdk, szebocitdk, és melanocytik esetében a

sejtproliferacié lassuldsdt nem kisérte sejthaldl. Mas széval, egyik TiOp expozicids protokoll

(koncentracid, expozicids id0) esetében sem csokkent a masodik napon mért kontroll érték ald az

életképes sejtek szama.

A

elé sejtek szama (abszorbancia)

O

elé sejtek szama (abszorbancia)

=)
Y
b
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I 1.5 ugient TiO,
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o
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I 15 /o TIO, *
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Id6 (nap)
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3
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17. abra. A TiO; nanopartikulumok hatasa a tenyésztett borsejt vonalak prolifercidjara.
* p<0,05 az adott napi kontrollhoz viszonyitva; ** p<0,05 a masodik nap kontroll csoportjdhoz

viszonyitva.



Ezzel szoges ellentétben 4ll a fibroblasztokon észlelt hatds. 15 ug/cm?2 TiO jelenléte

nemcsak, hogy teljesen meggatolta a fibroblasztok proliferaciéjat a 3. és a 4. napra, de az €16
sejtek szdmat is csokkentette a 2. napi kontroll értékhez képest. Ez utobbi megfigyelés miatt
feltételeztiik, hogy a titdn-dioxid sejthaldlt indukdlt a humédn dermalis fibroblasztokban. Annak
vizsgalatdra, hogy programozott sejthaldl zajlik-e a fibroblasztokban, megvizsgaltuk a foszfatidil-

szerin apoptozis marker megjelenését a sejtmebran kiils¢ oldaldn (Bodo és mtsai., 2005). A TiOp,

kordbbi eredményeinkkel Osszhangban, dozis-, és 1dofliggd modon indukdlta a fibroblasztok
apoptézisat, a 18. abran lathaté mértékben.

40 -

B Control

I 0.15 pg/en’ TiO,
=- [ 1.5 g/’ TO,
I 15 wg/cm” TIO,

Annexin-V pozitiv sejtek szazaléka

2 3 -
Kezelés idétartama (nap)

18. abra. A TiO2 nanopartikulumok fibroblasztokban apoptdézist indukalnak.

A keratinocitdk, melanocyték, és szebocitdk esetében viszont az Annexin-V pozitiv apoptotikus

sejtek ardnya nem emelkedett szignifikdnsan (4bran nem mutatva). Ugy tiinik tehdt, hogy a TiOp

proapoptotikus hatdsa csak a dermalis fibroblasztokra korldtozodik.

5. A titdn-dioxid hatdsdra csokken a keratinocita differencidcios markerek és sejtadhézios
molekuldk expresszioja

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



keratinocitdk proliferacidgatlasdn kiviil befolyésolta-e néhdny, a keratinocita differencidciéban

fontos fehérje expresszigjat. 80-90 % konfluencidju keratinocita tenyészeteket 48 ordn 4t at 15
ug/cm? TiO»-dal inkubaltunk, majd Western blot analizist végeztiink. Amint a 19. abran is
lathato, a TiO9 szignifikdnsan csokkentette a késoi keratinocita differencidciés marker involucrin

valamint a desmoglein-1 és  P-cadherin  sejtadhéziés  molekuldk  expresszidjat.

A desmoglein-1 és az involucrin az intercelluldris adhézi6 kulcsmolekuldi az
epidermisben. E markerek a humdan keratinoctdk differencidcidja sordn azokban egyre er6s6do
expressziot mutatnak (Candi és mtsai., 2005; Whittock €s Bower, 2003). Osszefoglalva, ezen
adatok arra utalnak, hogy a titdn-dioxid nemcsak a keratinocitdk proliferacidjat csokkenti, hanem

gétolja azok differencidciojat is.

c TiO,
inv |-

Dsg-1

P-Cad

Cyt-C

19. abra. A TiO2 nanopartikulumok hatasa Kkiilonb6zo Kkeratinocita markerek
expresszidjara.

HaCaT keratinocitdkat 48 6ran at 15 mg/ml TiO2-dal kezetiink, a nem kezelt kontroll csoportot
C-vel jeloltik. A sejteket ezutdn Osszegyljtottiik és feltartuk, majd az Anyag és Modszer
fejezetben leirtak szerint Western blot technikdval vizsgdltuk az involucrin (INV) nevii
differencidciés- valamint a desmoglein-1 (Dsg-1) és P-cadherin (P-Cad) adhéziés markerek
expresszidjat. A citkréom c¢ (cyt c¢) segitségével igazoltuk, hogy azonos mennyiségii fehérjét
vittiink fel a kisérlet sordn.
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VII. Megbeszélés

Kisérleteink eredményeként bebizonyitottuk, hogy az emberi epidermis stratum corneuma
hatdsos barrierként védi a bor €10 sejtjeit a mikronizalt titin-dioxiddal valé karos ,.taldlkozastol”.
Mindemellett megmutattuk, hogy a bdr kiilonboz6 sejtpopuldcidival torténd kozvetlen érintkezés
(pl. sériilt barrierfunkcid) esetén a nanopartikulumok szdmos sejtfunkcidban jelentds zavart

okozhatnak.

1. Az ionnyaldb analitikai modszerek alkalmazhatoak nyomelem penetrdcios vizsgdlatokra

A bér barrierfunkcidjanak vizsgdlata kiemelt fontossdgd az emberi egészség
szempontjabdl. A barrier értékelésére haszndlt kordbbi technikdknak szdmos hétrdnya van az
egyes anyagok bdrpenetriacidjdnak detektdldsa szempontjabdl. A TEWL mérése indirekt
informaciét ad a bor védéfunkcidjardl anélkiil, hogy a nanopartikulumok helyzetét megmutatna
(Jarrett, 1980; Madison, 2003). A ,tape stripping” penetracié vizsgdlati technikdk a
nanopartikulumokat kimutatjdk ugyan, de nem adnak egzakt informdciét azok anatomiai fellelési
helyérdl (Bennat és Muller, 2000; Dussert és mtsai., 1997; Pflucker és mtsai., 1999). Eppen ezek
miatt a kordbbi technikdkkal nem vizsgalhaté egyidejiileg a nanorészecskék penetracidja €s a bor
barrier funkcidja.

Munkédnk sordn megmutattuk, hogy a nukledris mikroanalitikai eljardsok a régebbi
modszereknél jobban alkalmazhat6ak nyomelem penetracids vizsgdlatokra. Bebizonyitottuk,
hogy a nukledris mikroszondds modszerek nagy szenzitivitdsa €s specificitdsa miatt ezen korabbi
vizsgdlomodszereknél nagyobb topografiai relevancidval képes a vizsgdlt minta anatémiai
strukturdinak reprodukcidjara. Az eljards a kordbban kimutatott jellegzetes mutatok alapjin
(tomeg, iondsszetétel) a bor rétegeinek egyértelmili azonositasara 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 vizsgalhatd, a besugarzas, az
eredmények kiértékelése iddigényes, emiatt a nehézkes a nagy szdmud minta részletes képalkotd

vizsgalata.
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2. A SCID-egér humdn xenograft modell alkalmas a bor barrier funkciojanak vizsgdlatdra

A SCID egérbe transzplantdlt human preputium bdr xenograft modellen elért eredmények
arra utalnak, hogy az kivédléan hasznélhat6 transzepidermaélis penetracids vizsgdlatokra. A modell
eldnye, hogy sziikségtelenné teszi az egészséges onkéntesek — sokszor nehézkes — toborzdsat
borbiopszia céljabdl (Kiss és mtsai., 2004). A preputium graftra azért esett a vdlasztadsunk, mert a
circumcisio sordn eltdvolitott és transzplantdlandé fitymabdr bOrgyogydszatilag egészséges,
emellett a betegeknek nem jelent kozmetikai hatranyt és tovdbbi kellemetlenséget a miitét
elvégzése, hiszen arra mds okokbdl sor keriil. Ezen graftok konnyebben beszerezhetéek, ezzel
ellentétben a bOrgydgyaszati tumorok miitéti anyagait a szovettani feldolgozas (épben torténd
eltavolitds megitélése) miatt teljes egészében fixdljuk. Az dllatokra természetesen mas
teriiletekrdl is atiiltethetoek egészséges illetve tumoros xenograftok.

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

penetracid vizsgalatat.

3. A titdan-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. Nukledaris

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

elhelyezkedése f0ként a stratum corneum felsd rétegére korldtozodott. Megfigyeltiik azt is, hogy
— megerQsitve az éaltalunk és mds kutatécsoportok dltal disznobdrén €és humén borbiopsids
anyagon mdr korabban leirtakat — még a 48 oOra expozicios 1d6 és a penetraciot segitd okkluzids
kotés alkalmazasa sem eredményezte a nanopartikulumok mélyebb rétegekbe torténd bejutdsat.

A bOr védObarrierje azonban gyakran kdrosodhat (pl. sériilés, napégés, felazds, 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, sertésbor modell
vizsgalatakor egy izben egy follikulus mélyén titan jelet észleltiink. Ez megerdsiti azt a feltevést,
miszerint a mikronizalt titdn-dioxidot tartalmazé emulzié a szortiiszOkon keresztiil a bor mélyebb
rétegébe penetrdlhat. Emiatt kiilonos jelentoségli annak kideritése, milyen kovetkezményei

vannak a TiOp nanopartikulumok direkt expoziciéjdnak az emberi bérben megtaldlhaté sejtek
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életképességére és sejtfunkciodira.

3. A titdn-dioxid nanopartikulumokat egyes sejtvonalak internalizdljdk, a részecskék
befolydsoljdak a sejtek mitkodését
Kimutattuk, hogy a tiidé modellekhez (Arredouani és mtsai., 2005; Borm és mtsai., 2004;

Geiser és mtsai., 2005) hasonléan, a TiO az epidermalis és dermalis sejtekhez addsa jelentGsen

megvaltoztatja azok miikodését. A partikulumokat internalizdltdk a fibroblasztok és a
melanocytdk, az epidermalis keratinocitdk és szebocitdk viszont nem vették fel Oket. Ehhez

kapcsolddott az a megfigyelésiink, hogy a TiOp nanopartikulumok internaliziciéjat a

fibroblasztokban és a melanocytdkban az [Ca2+]i emelkedése kisérte, mely utdbbi 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 jeldtviteli utak, illetve mas sejtfelszini receptorok szerepét.

4. A mikronizdlt titan-dioxid dltal termelt szabad gyokok oxidativ stressz vdlaszt
indithatnak be a sejtekben

A mikronizdlt titdn-dioxid altal sejtszinten kivéltott jelatviteli folyamatra az irodalomban
nem taldlhatéak kordbbi eredmények (eltekintve a nagy részecskeméretli 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 altaluk termelt
szabadgyokokon keresztiil. Mivel csak feltételezésekre hagyatkozhatunk, nehéz sulyozni, hogy az
aldbbiakban pontokba szedve felsorolt lehetdségek koziil melyek valéban aktivak és melyek

modositjdk érdemben a sejthaldl paramétereket.
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1, A sejtmembrdn alkotdinak oxidédcidjdn keresztiil, mely a membranfluiditds csokkenéséhez és a
jelatviteli utvonalak aktivitdsdnak megvéltozdsihoz vezethet (Gutteridge, 1995).

2, Redox szenzitiv kindzok aktivalasan keresztiil (Pantano és mtsai., 2006).

3, Redox szenzitiv transzkripcids faktorok (pl. NFkB) aktivdldsan keresztiil (Genestra, 2007).

4, A DNS kérositasan keresztiil, igy aktivalva a DNS repairt, illetve a kapcsolt folyamatokat (pl.
a PARP aktivaci6-NAD" deplécié-nekrozis/apoptdzis ttvonalat) (Virag és Szabo, 2002).

5. A TiOy expozicio minden vizsgdlt sejttipusban a proliferdcio gdtldsdt okozta a
nanopartikulumok internalizdciojatél és az [Ca?*] ; vdlasztol fiiggetleniil

A sejtek proliferacios képességét elso 1épésben MTT teszttel vizsgaltuk, majd Annexin-V-
propidium-jodid kettds jelolést dramlési citometridval detektéltuk a sejthaldl paramétereket.

Az MTT teszt az €10 sejteket mutatja meg, hiszen az életképes mitokondriumok tudjdk a
tetrazOliumsot  kékes-lilds  szini  formazdnnd redukdlni. A mddszer igy a mikodo
mitokondriumokkal rendelkezd sejtek ardnyéat detektdlja a kontrollhoz képest.

Amennyiben a kapott abszorbancia mértéke magasabb a kontroll értéknél, a sejtek
proliferdlnak, osztédnak. Amennyiben az abszorbancia csokken a kontrollhoz képest, az €16
sejtszam csokkenésérél van sz6, melynek hatterében sejthaldl folyamatok d&llhatnak. A
fibroblasztokban az €16 sejtszam is csokkent a kontroll értékhez képest. Ha a kapott abszorbancia
érték nem véltozik szignifikdnsan, az €l0 sejtszdm nem csokken, de osztédasrél sem
besz€élhetiink. Kisérleteink sordn hdrom vizsgdlt sejttipusban az €l0 sejtszam stagnaldsat
tapasztaltuk.

Annak kizdrdsédra, hogy tapasztalhat6-e sejthalél ezekben az esetekben. propidium-jodid-
Annexin-V kettds jelolésli dramlési citometrids vizsgdlatot végeztiink. A vizsgdlatok sordn a
propidium-jodid festddés eredménye megkérddjelezhetd volt. A kontroll csoportban is jelentdsen
fluktudlt a pozitiv sejtek szazalékos ardnya. Tapasztalataink szerint az altalunk haszndlt tapad6
sejtvonalak esetén a kettds jeloléssel végezhetd dramldsi citometria, nehezen kivitelezhetd,
valosziniileg a sejtek feliiletérdl valo levélasztdsa —tripszinezés, felkapards- miatt jelentkezd
mitermék, dlpozitivitds miatt. A propidium-jodid-festéssel vizsgélt sejtek esetén az eredmények
ellentmonddak voltak, ezért azokat tovabbi munkank sordn nem hasznéltuk. (A jelenlegi munka
folytatdsaként elnyert OTKA-pdlydzat keretében végzett kutatomunka sordan kifejlesztésre

keriiltek a kitapadt sejtekre alkalmazhat6, 96-lyuku lemezeken miikodd esszék is, melyekkel a
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sejthaldl paraméterek mérése elvégezhetd. Ezzel a mddszerrel mas mikronizalt anyagok esetén
egyértelmli apoptézist €s nekrozist detektdltunk. Ezen tovadbbi vizsgélatokat megel6zden
elvégzett MTT teszt az €10 sejtszdm szignifikdns csokkenését mutatta.)

A proliferacioban gatolt, &m nem apoptotikus sejtvonalak esetén sokféle mechanizmus
vezethet az osztodas ledlldsdhoz. Erre utal az is, hogy a keratinocitdkban, szebocitdkban és a
melanocitdkban az MTT-vel stagndlé €16 és apoptotikus sejtszdmot detektdltunk, de mig
melanocitdk esetén a nanopartikulumok internalizdcidjat, és intracelluldris kalciumion-
koncentracié emelkedést mutattunk ki, ugyanez hidnyzott a keratinocitdkban és szebocitdkban. A
keratinocitdk ugyan nem adtak kalcium-vélaszt, €s nem internalizaltdk a nanorészecskéket, mégis

csokkent a specifikus differencidciés markerek expresszidja.

6. A titan-dioxid expozicio apoptozist indukdl fibroblasztokban

A fibroblasztokban MTT vizsgdlattal az €16 sejtszdm csokkenését tapasztaltuk, az
Annexin-V dramldsi citometridval apoptozist detektaltunk.

Az irodalomban nem lelhetok fel adatok a titdn-dioxid apoptozist kivaltd hatdsarol
fibroblasztokban. Kisérleteink sordn azonban megfigyeltiik a nanopartikulumok internalizacidjéat,
igy azok kifejthették szabadgyok termeld képességiiket a fibroblasztok citoplazmdjdban. Ennek
kovetkeztében fent emlitett szabadgyokok daltal kivaltott folyamatok mehetnek végbe, melyek
végiil a fibroblasztok programozott sejthaldldt okozzdk. Mivel konkrétabb hivatkozast nem
talaltam a fibroblasztokban 1évd egyéb specifikus titdn-dioxid hatdsrdl, a csak e sejtekben észlelt

programozott sejthaldl jelenségre egyértelmii magyardzat nem adhato.

7. A nanorészecskék hozzdaddsa utdn csokkent a differencidcios markerek expresszidja
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 dezmoszomdkbol a gyenge sejtkozotti adhézié miatt kialakulé defektiv
szaruboriték a barrierfunkcié tovabbi romlasat idézheti eld (Candi és mtsai., 2005).

Az a megfigyelésiink, hogy a keratinocitdk nem internalizdltdk a mikronizélt

részecskéket, mds aspektusbol is fontos lehet. Ugy tiinik, a hamsejtek feladata nem egyszertien
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csak a bor szilarditdsa, védelme. A keratinocitdk természetes (innate) immunitdsban jatszott
szerepe az utobbi években a kutatdsok kozéppontjdba keriilt. Egyes szerzOk a borrdl, mint
immunszervrél (SIS, skin immune system) beszélnek (Bos, 1997). A keratinocitdk
immunfunkcidi koziil els6ként azok fagocitézisra vald képességét vetették fel a 70-es években,
melyet Gjabb megfigyelések is megerdsitettek (Cardinali és mtsai., 2005; Csato és mtsai., 1986;
Pivarcsi €s mtsai.,, 2005; Sharlow és mtsai., 2000). A keratinocitdk a karos anyagokat
fagocitdljak, majd a bekebelezett noxdkkal egyiitt lehdmlanak. A kisérleteink sordn tapasztalt
elmaradt internalizécio azt is jelentheti, hogy a piciny részecskenagysagi partikulumokat nem

»eszlelik™ a sejtek, igy azt nem tudjak fagocitdzissal elimindlni az €16 sejtek kozelébol.

A négy sejtvonal vizsgdlata sordn kapott eredményeink arra utalnak, hogy a
nanorészecskék a sejtes funkciok zavardt okozhatjdk mindegyik vizsgdlt sejttipusban, mely a
fibroblasztok esetén bizonyitottan apoptézis. Az adatokbdl az is kitlinik, hogy titdn-dioxid
expoziciora mind a négyféle sejttipus mas-mas moédon reagalt.

Erdekes megfigyelésiink volt, hogy a nanorészecskék hozzdaddsa utdn morfolégiai
véaltozdsok mennek végbe a sejtekben, melyek nydlvanyaikat behiztdk, ,,0sszehiztdk magukat”.
Ennek ismeretében feltételezhetd, hogy a sejtes hatdsok hétterében kontakt gatlas allhat, melyet

az oldhatatlan részecskék véltanak ki a sejtekre iilepedve €s azokat koriilvéve.

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

mikronizalt TiOp nanopartikulumok irn vivo nem penetrdlnak a stratum corneumon és nem érik el

a mélyben 1év0 €10 sejtek rétegeit. Mindezek ellenére sériilt barrier funkcid, karosodott stratum
corneum, illetve a boOrfiiggelékeken at torténd esetleges penetracio esetén feltételezhetd, hogy

egyes sejtek internalizaljak a TiO, nanopartikulumokat, amelyek az epidermalis differenciacié

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 epidermadlis barrier szerepe egyes bdrbetegségek,

allapotok esetén, amikor a sejtek megdvasa érdekében a borgyogyasz fényvédelmet rendel el. Az
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atopids dermatitis egyik fO patogenetikai tényezdje a sériilt barriefunkcid. Azok az erosiok,
amelyek pl. egyes fotodermaté6zisok, kiillonbozd porfiria fajtdk (pl. porphyria cutanea tarda),
kiilonbozd eredetli holyagos borbetegségek résztiinetei is, behatoldsi kaput jelentenek a
nanopartikulumok szamdra. A mitéti sebek, adoteriiletek, égési sériilések esetén szintén csokkent
a barrier miikodése, mivel a szaruréteg, a hdm gyenge, illetve hidnyzik. Ezen allapotok adekvat
terdpidja sordn javasoljuk a hatdsos UV-sugarzds elleni védelmet, amely kiemelt fontossagu a
szovetek funkciondlisan és esztétikailag is megfeleld regenerdciéja szempontjabdl. A
fényvédelemre hasznélt nanopartikulumok ekkor szinte biztosan bejuthatnak az €16 sejtek
kornyezetébe, és ott szabadgyokoket termelhetnek.

Az egyes testtajak, pl. a szemkornyék, a hajlatok, ruhdval nem takarhat6 teriileteken 1évo
sériilések esetén szintén szerepet jatszhat a titdn-dioxid toxikus hatdsa, melyet a mindennapi

gyakorlatban figyelembe lehet venni.

9. Kronikus expozicio

A fent részletezett hatdsok feltehetden halmozottan jelentkezhetnek a hosszu tévi
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.

Muitén 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 mads, a bevezetOben részletezett tulajdonsdgaik
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.

10. Gyermekkori expozicio
Tekintve, hogy a csecsemdk, kisgyerekek borfeliilete igen érzékeny, barrierfunkcidjuk
gyengébb. Esetilkben nagyobb a penetrdacié lehetdsége, mint a felndtteknél, igy nagyobb az
esélye a toxikus, és a DNS-kdrositd hatdsok bekovetkezésének is. Ismert, hogy a fiatal korban

elszenvedett DNS-kdrosodds az oregedés sordn fokozottan hajlamosit bértumorok kialakuldsara.
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Kimutattdk, hogy egy gyermeket évente hdromszor annyi UV-sugirzds ér, mint egy
felndttet. Irodalmi adatok szerint egy gyermek, 18 éves kora elérés€ig akar az egész élete sordn
elszenvedett UV-sugardézis 80%-at is megkaphatja. Az is ismert, hogy a melanoma
malignumban szenvedd betegek korel6zményében stlyos gyerekkori napégések fordulnak eld,
melyek patogenetikai szerepét az utdbbi évtizedekben hangsulyozzdk e daganatos koérkép
vonatkozdsdban. Egyes szerz0k véleménye szerint a basalioma €s egyéb nonmelanoma bdrrakok
incidencidja is jelentésen csokkenthetd lenne, ha a kisdedeket védenék a tilzott UV-expoziciotdl,
egészen a felndttkor eléréséig (Stern és mtsai., 1986; Taylor és Sober, 1996). Ut6bbi kiemelten
fontos tinédzserek esetén, mivel Ok életviteliik és rizikdmagatartdsuk miatt fokozott ultraibolya
sugarterhetésnek vannak kitéve (Thieden és mtsai., 2004).

A fentiek miatt nagyon kiemelt feladat a 20 év alatti fiatalok, gyermekek fotoprotekcidja,
amelynek segitségével a melanoma és nonmelanoma bdrneopldzidk megeldzhetdk. A gyermekek
fényvédelmére ajanlott altaldnosan elfogadott fényvédok f6 hatéanyaga a titdn-dioxid és egyéb
fizikai filterek, mivel stabilak és nem allergizdlnak. Szdmos kiils6leg alkalmazott gydgyszerrel,
organikus filterrel ellentétben a nanopartikulumok szisztémads felszivodasdtol, nem kivéant (pl.
hormonadlis) mellékhatdsaitol sem kell tartanunk. Fontos, hogy a gyermekek esetén se
érvényesiiljon a titdn-dioxid fotokatalitikus hatdsa, amellyel az UV sugérzas szabadgyoktermeld

hatdsét potencirozhatna.

11. Borgyogydszati, népegészségiigyi, tudomdnyos jelentoség

Ma, az emelked6 incidencidji melanoma €s rosszindulati nem melanociter bértumorok
kordban a fényvédelem a bOrgydgydszati terdpia és prevencié kiemelkedden fontos teriilete. Az
atlagos klinikus viszont, bar ajanlja a fényvéddket betegeinek, nem minden esetben tdjékozott
azok effektivitisa és mellékhatdsai tekintetében. Természetesen minden gyarté és fogyasztod
hatékony, nem allergizalo, erds fotoprotektiv hatdsu és az UV hatdsdra nem karcinogén fényvédot
szeretne. Eredményeink azonban révildgitanak arra, hogy bizonyos esetekben az externdkat
eldvigyazatosan, fokozott Gvatossdggal érdemes haszndlni, sériilt boron torténd alkalmazdsuk
keriilend6. Utobbi esetben betegeinknek mds fotoprotektiv. moddszerekkel kombinalt
fényvédelmet is ajanlhatunk.

A kozmetikai iparban és az alapkutatdsban igéretes probalkozdsok torténnek az ujabb

hatdsmechanizmusti fényvédok kifejlesztésére. A repair enzimeket tartalmazé fényvédd
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készitményekrdl a bevezetdben mdr szot ejtettiink. Az antioxiddnsok alkalmazdsa nem csak a
napsugdrzds, hanem a titdn-dioxid altal esetlegesen termelt szabadgyokkoket is képes befogni.
Szamos anitoxiddns molekula a ma hasznalt fényvédo krémek jelentékeny részének alkotorésze.

Az oxidativ stressz biokémidjaban szerepet jatszé enzimek mitkddésének befolydsolasa
egyes szerzok szerint védene a DNS-kdrosodds kovetkezményeitdl. Amerikai szerzok elmélete
szerint a stressz-valasz enzimeinek (példaul poly(ADP-rib6z) polimerdzok és sirtuinok) kézponti
szubsztratja, a NAD+ intracelluldris szintje meghatdrozé a sejtek oxidativ stresszre tird
képessége szempontjabdl. Kimutattdk, hogy a NAD+ prekurzor niacin hidnya tobb szabadgyok
termelddését segiti eld, amely a sejthaldl fokozdddsdval jar (Benavente és Jacobson, 2008;
Benavente és mtsai., 2009). A niacin hozzdaddsa a fényvédd készitményekhez jelentésen
javithatja a sejtek tdléloképességét, igy egy igéretes Ut lehet a jovo kutatdsai szdmadra.

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,
munkénknak 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
apolasara ajanlott termékek esetében. Munkdnkkal, eredményeinkkel reményeink szerint
hozzdjarulunk az djabb, biztonsdgosabb készitmények 1étrejottéhez.

Az eredményeink szorosabb értelemben vett interpretdldséan tul fontosnak tartom azt, hogy
az eljards, amely alapjan az el0bbi megallapitdsok sziilettek, egy interdiszciplinaris kutatocsoport
szoros egyiittmiikodésben végzett munkdjanak terméke. A fenti eredmények -eléréséhez
onmagdban egyik tudomadnyteriilet ismeretanyaga sem lenne elegendd. A fizikusok, biolégusok
és klinikusok kozti kommunikécié, tudds dtaddsa mindhdrom tudomadnyteriilet gyorsabb
fejlodésének zdloga. Ezen egyiittmiilkodések 1j megvildgitisba helyezik eddigi klinikai
ismereteinket és hozzdsegitenek ahhoz, hogy a betegségek hatterét mdas aspektusbol
vizsgdlhassuk, valamint mds diszciplindk szakembereivel egyiitt 1) diagnosztikus és terdpids

eszkozoket fejlessziink ki.
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VIII. Osszefoglalds

A titan-dioxid (TiOp) nanopartikulumokkal a mindennapi életben gyakran talalkozunk (pl.

festékekben, haztartasi eszkozokben, milanyag termékekben). Széleskori elterjedtségiik ellenére
a nanopartikulumok patogenetikai szerepe néhany betegség vonatkozdsdban mar felmeriilt (pl.
pulmonaris neoplasidk, tiidofibrozis). A vegyiilet borgydgydszati jelentéségét az adja, hogy a

TiO» fizikai fotoprotektiv tulajdonsdga miatt fényvédokben hasznalatos, emellett kiilonféle egyéb
kozmetikumok alkotérésze, jollehet a TiOp borfunkcidkra kifejtett hatdsa egyeldre ismeretlen.
Jelen munkédnkban megvizsgiltuk a TiOp in vivo penetricidjat immundeficiens egérbe

transzplantdlt humén bdr xenograftokon, tovabba megnéztiik a nanopartikulumok in vitro hatasat
tenyésztett epidermdlis €s dermadlis sejtek funkcidira. A tanulmdnyban az ionnyaldb analizis

technikdkat felhaszndlva els6ként bizonyitjuk, hogy a TiO» nanopartikulumok in vivo az ép

epidermalis barrieren a4t nem penetrdlnak. Eredményeinkben azt is megmutatjuk, hogy in vitro,

sejttenyészetben a TiO» jelentOs, sejttipus-fiigegd hatést fejt ki a kiilonbozo sejtfunkcidkra, igy az
jueny 2] Juap g8 ] ] gy

életképességre, a proliferdcidra, apoptdzisra, és a differencidciéra. Eredményeink ravildgitanak

arra, hogy a sériilt barrier funkcidju béron a mikronizélt TiOp-tartalmu készitmények Svatosan

alkalmazandok, amig azok veszélytelenségét klinikai vizsgalatok keretében be nem bizonyitjdk.
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IX. Summary

Titanium dioxide (TiO) nanoparticles are ubiquitously used materials in everyday life (e.g.

paints, household products, plastic goods). However, despite the wide array of common
applications, their pathogenetic role was also suggested under certain conditions (e.g. pulmonary
neoplasies, lung fibrosis). From a dermatological point-of-view, it is also of great importance that
TiO7 also serves as a physical photoprotective agent in sunscreens and is widely used in various
cosmetic products. However, the effect of TiO2 on human cutaneous functions is still unknown.
Therefore, in the current study, we investigated the in vivo penetration of TiOp via human skin
transplanted to immunodeficient mice and, furthermore, we measured the in vitro effects of
nanoparticles on various functional properties of numerous epidermal and dermal cells in culture.

Hereby, using various nuclear microscopy methods, we provide the first evidence that TiOp

nanoparticles in vivo do not penetrate through the intact epidermal barrier. However, we also

report that TiOp, when exposed directly to cell cultures in vitro, exerts significant and cell-type

dependent effects on such cellular functions as viability, proliferation, apoptosis, and

differentiation. Our novel findings point out, that micronized TiOp-containing products should be

used with precaution on skin with an impaired stratum corneum barrier function until the

potential risk is evaluated in future, clinically-oriented trials.
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X. Uj eredmények

A SCID egérmodell alkalmas a penetracids vizsgalatok elvégzésére.

A SCID egérre transzplantdlt human bor xenograftok elemosszetétele nem kiilonbozott az
egészséges emberi bortdl a tomegeloszlas, a Ca, K, P, S, Na, Cl vonatkozdsdban

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

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

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

A nanorészecskék apoptozist indukdlnak fibroblasztokban.

A titdn-dioxid hozzdaddsa csokkenti a HaCat keratinocita differencidciés markerek

expressziojat.
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