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Titan-dioxid nanorészecskék szubakut neurotoxicitasanak vizsgalata patkany
modellben
Investigation of subacute neurotoxicity of titanium-dioxide nanoparticles in rat
model

HORVATH TAMARA', SZABO ANDREA', LUKACS ANITA', 0SZLANCZI GABOR', KOZMA GABOR?, KOVACS
DAVID?, KALOMISTA ILDIKO*, VEZER TUNDE', PAPP ANDRAS'

'Szegedi Tudomanyegyetem, Altalanos Orvostudoményi Kar, Népegészségtani Intézet, Szeged
2Szegedi Tudomanyegyetem Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszék, Szeged
3Szegedi Tudoméanyegyetem TTIK Biokémiai és Molekularis Biologiai Tanszék, Szeged
‘Szegedi Tudoméanyegyetem Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszék, Szeged

Osszefoglalas: A titan-dioxid nanorészecskéket (TiO2 NP-okat) mér szamos iparag alkalmazza, igy fellelhet6k
kiilonb6z6 fogyasztasi cikkekben, beleértve az élelmiszereket és a gyogyszereket. Széles kori alkalmazasa egy
esetleges foglalkozasi, kornyezeti és/vagy szandékos emberi expoziciot és egészségiigyi kockazatot is felvet. A
nanorészecskék biologiai, illetve egészségiigyi hatasa jelenleg is intenziven kutatott, de ezidaig nem teljesen
tisztazott teriilet. A nanoméretd titdn-dioxid részecskék idegrendszerre gyakorolt hat4sa szinte teljesen feltaratlan,
azok potencialis neurotoxikus hatasira vonatkoz6an mindossze néhany adat all rendelkezésre az irodalomban. A
TiO2 NP-ok lehetséges idegrendszeri hatasa a nanorészecskék szervezeten beliili mozgékonysaga illetve a nano-
TiO2 feliileti reaktivitisa miatt feltételezhet6. Jelen munkaban a patkdnyokat intratracheélisan kezeltiik TiO2 NP-
okkal és a funkciondlis idegrendszeri valtozasokat elektrofiziologiai és kognitiv magatartds modszerekkel
vizsgaltuk. Az eredmények bizonyos mértékig aldtamasztottdk a nano-TiO2 neurotoxicitasat, azonban
hangstlyozni kell, hogy ennek megerdsitésére tovabbi vizsgalatok sziikségesek.

Kulesszavak: patkiny, titan-dioxid nanorészecskék, neurotoxicitas, elektrofiziol6gia, kognitiv magatartas,
oxidativ stressz

Abstract: Titanium dioxide nanoparticles (TiO2 NPs) have numerous industrial applications and appear in
various consumers’ goods including foods and medicines.

This widespread application raises the question of a potential occupational, environmental and/or intentional
human exposure and health hazard. The biological effects of nanoparticles and their health consequences are
currently intensively studied, but incompletely understood so far. The nervous system effects of nano-sized
titanium-dioxide particles is almost completely unexplored, just a few data are available in the literature
indicating their potential neurotoxicity. Potential nervous system effects of TiO2 NPs are suggested by the motility
of nanoparticles within the organism and the surface reactivity of nano-TiO2. In the present work, rats were
intratracheally exposed to TiO2 NPs and the functional changes in the nervous system were examined using
electrophysiological and cognitive behavioural methods. The results supported the neurotoxicity of nano-titanium
to some extent but also underlined the need for further investigations to neurotoxicity verification.

Keywords: rat, titanium dioxide nanoparticles, neurotixicity electrophysiology, cognitive behavior, oxidative

stress
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Bevezetés

A nanorészecskék — 100 nm-nél nem nagyobb atmérével jellemezhet§ partikulumok, azaz
nanopartikulumok (NP-ok) — és nanoanyagok kutatidsa és alkalmazisa napjainkban
rohamosan fejl6dé teriilet. A nanorészecskéket egyre nagyobb mértékben hasznéljak fel az
egészségiigyben, mezdgazdasigban, energiatermelésben, illetve a kornyezetvédelemben [1;
2]. Ennek soran elkeriilhetetlen, s6t egyre gyakoribb az el6allitott NP-okkal és azokat
tartalmaz6 termékekkel tortén6é human expozici6. Mivel a NP-ok fizikai és kémiai, illetve
ebbdl adéddan biologiai tulajdonsagai nagyon eltéréek lehetnek més anyagokhoz, akar a
nanoszemecsét alkot6 vegyiilet megszokott halmazallapotaihoz képest [3], az €16 szervezettel
val6 kiilonféle kolecsonhatasaik, igy toxikologiai tulajdonsagaik is csak részlegesen ismertek,
ami egy Ujszeri egészségligyi kockazat jelenlétére [4] és ennél fogva az egészségvédelmi
intézkedéseket megalapozo6 kutatasok sziikségességére [5] mutat ra.

A titdn-dioxidnak tobb ismert ipari alkalmazésa van, legjelentGsebb a fehér pigmentként
valé hasznalat — nemcsak festékekben, hanem élelmiszer- és gyogyszeripari szinezd és
bevono anyagokban is [6]. Fogkrémek, b6rapolasi termékek, és kiilonosen a magas fényvédo
faktort kozmetikai (napvédd) szerek ugyancsak gyakran tartalmaznak nano-TiO2-ot [7]. A
TiO2 anataz forméaja fotokatalitikus tulajdonsaggal rendelkezik, ezért alkalmazzak
adalékanyagként pl. ,,Ontisztul6” festékek és épitGanyagok el6allitasanal [8].

A TiO2 NP-ok széles korben és egyre novekvé mértékben torténd alkalmazasa a fentiek
értelmében felveti az egészségiigyi kockazat fennallasanak és mértékének kérdését; az
irodalomban azonban ellentmondésos adatok taldlhatok mind a nano-TiO2 dermalis és
pulmondlis abszorpcidja, mind pedig biolégiai hatisai vonatkozasdban. A részecskék
kronikus (akar tobb mint 20 évig tartd) belégzésével Osszefiiggd tiid6karosodas és -tumor
nem igazolodott TiO2-pigment expozicionak kitett dolgozok korében [9], illetve ilyen jellegii
aeroszollal kezelt patkadnyok esetében [10] sem. Azonban az, hogy a NP-ok fizikokémiai
(méretbeli és feliileti) tulajdonsagaiknal fogva képesek a vér-agy gaton athatolni [5] illetve
él6 szervezetbe Kkeriilve oxidativ stresszt kelteni [3], egyiittesen felveti a kozponti
idegrendszeri (KIR) karosodas kérdését. A nano-TiO2 emlitett képességei az irodalomban
béségesen dokumentaltak [6; 7]. Neurolbgiai tiinetekr6l szamoltak be TiO2-pigmenttel
exponalt embereknél [11], illetve oxidativ stresszt generald hatas és agyi karositas egylittes
fennallasat igazoltak egérben [12; 13].

Jelen munkaban patkanyokat kezeltiink TiO2 NP-okkal, intratrachealis bejuttatassal.
Vizsgaltuk a kezelt allatok testtomeg-gyarapodasat, a Ti-tartalom valtozasat kiilonboz6
szervekben, tovabba az idegrendszer funkcionilis elvéltozasait elektrofiziologiai, illetve
kognitiv magatartds modszerekkel. Tovabbi kisérletek lehetGségét is figyelembe véve

igyekeztliink megallapitani a megfelel6 kezelési dodzistartomanyt, illetve azt, hogy mas
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munkakornyezeti szennyez6 (pl. Mn- illetve Cd-tartalmi) NP-okkal végzett
allatkisérletekben [14; 15] mar alkalmazott klasszikus metodologiai megkozelitések kellGen
érzékeny markerek-e a nano-TiO2 altalanos és magasabb rendl idegrendszeri toxicitdsanak

vizsgalatara.

Anyagok és modszerek

A 7 hetes kisérlet soran 50 db 170+20g indul6 sulyt, SPF higiénés statuszq, fiatal feln6tt him
(Crl:WI BR) Wistar patkanyt hasznaltunk (Toxi Coop Kft, Magyarorszag). A konvencionalis
allathazba széllitdst kovet6en a 7 napos karantén soran az A4llatok véletlenszertien,
harmasaval keriiltek elhelyezésre 25x36x18cm-es polipropilén ketrecben, korlatlan (SSniff
R/M-Z+H, Toxi Coop Kft) ragesalotap- és ivoviz-fogyasztassal. A karantén végén a
patkanyokat spontan felfedezé aktivitasuk alapjan 5 csoportba soroltuk (10 allat/csoport),
majd 2 napig akklimatizaltuk (I. tablazat). A csoportonkénti elemszam power analizis
alapjan (p=0,8 esetén) elegend&en nagy volt. Az allatok azonositasara csoportonként eltérd
szind farok szamkod jelolést hasznaltunk. A patkanyok az akklimatizacio kezdetétol a kisérlet
végéig mennyiségileg  korlatozott  (20-30g/allat/nap) tapot fogyasztottak. A
kornyezetgazdagitast csoportos allattartassal (3, majd 2 allat/doboz) valositottuk meg. A
kisérlet alatt standard allathazi koriilményeket biztositottunk (22003°C, 30-70%
paratartalom, 12 6ras fény/sotét ciklus). A vizsgalatokat a hatalyos GLP elveknek és
kovetelményeknek megfelelGen, illetve érvényes (XXI./153/2013. sz.) etikai bizottsagi
engedély birtokaban folytattuk le.

Az akklimatizaciot kovet6 28 napos kezelés (5 kezelési nap/hét) soran az 5 koziil 3
csoportnak (3x10 allat) naponta 1 alkalommal 8-10 6ra kozott, csoportonként kiilonb6z6 (1, 3
illetve 10 mg/ttkg) dozisu (<50 nm atmérGjli, gombszeri) nano-TiO2—t tartalmazo6 foszfat-
pufferelt fiziologiads sooldat szuszpenzibt instillaltunk intratracheélisan, révid dietil-éteres
béditasban [14]. (A nanoanyagot az SZTE Alkalmazott és Kornyezeti Kémiai Tanszéken
allitottak el6.) A stabilitas céljabol 1%-os hidroxietil-celluloz (HEC) vivGéanyagot is
tartalmazd szuszpenziot a beadasok el6tt szonikaltuk. A nano-TiO2 szuszpenzi6 beadasi
térfogata 1 ml/ttkg volt. A kezeléseket azonos (novekvs farokkdd szerinti) sorrendben,
egyesével, elszivofiilke alatt, az allattart6 helyiségtdl eltér6 teriileten végeztiik. A viv6anyagos
(VK) és a kezeletlen (K) kontrollok koziil csak az el6bbi csoporttal végeztiink dietil-éteres
boditast és vivéanyagos instillaciét, mig az utobbi csoport semmilyen beavatkozason sem
esett at (I. tablazat). Az allatok testtomegét naponta mértiik, mely alapjat képezte a napi
kezelési térfogatok, tovabba a csoportonkénti testtomeg atlagok, a hetenkénti valtozasok és a

sulygyarapodasi iitem meghatarozasanak.
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I. TABLAZAT: Vizsgalati csoportok, TiO2 NP kezelési dézisok és térfogatok.

TABLE I: Treatment groups. Doses of TiO2 NPs and application volumes.

Csoportok ‘ Kezelés (anyag, dézis, térfogat)
Groups Treatment (substance, dose, volume)
K -

VK HEC, 1%, 1 ml/fttkg

VC HEC, 1%, 1 ml/bw

KD TiOz2 NP, 1 mg/ttkg, 1 ml/ttkg
LD TiO2 NP, 1 mg/bw, 1 ml/bw
KpD TiOz2 NP, 3 mg/ttkg, 1 ml/ttkg
MD TiO2 NP, 3 mg/bw, 1 mi/bw
ND TiO2 NP, 10 mgl/ttkg, 1 ml/ttkg
HD TiO2 NP, 10 mg/bw, 1 mi/bw

A kisérlet soran a patkanyok spontan felderit6 aktivitasat két alkalommal — a karantén és a
28 napos kezelés végén — open field (OF) késziilékben (Conducta 1.0 Mozgas- és
Viselkedésértékel6 Program, Experimetria Kft., Magyarorszag), allatonként 10 percig
teszteltiik. A vizsgélatot 8-14 6ra kozott az allattartd szobatdl fiiggetlen 40 dB hattérzaja, 15-
25 lux megvilagitasa helyiségben, 20 perces kornyezeti adaptaciot kovetGen végeztiik. Az
allatok mitszerbe helyezése elgszor a kontroll (K, VK), majd kezelt (KD, KpD és ND)
csoportokban novekvé farokkoéd szerint tortént. A késziilék a platotol kiilonbozd
magassagokban korbefut6 és egymastol szabalyos tavolsagokra elhelyezked6 infravoros
fénykapu-sorok segitségével detektélta az egyes allatok mozgasat. A 16 féle mozgékonysagi
paraméter (pl. befutott tavolsag, helyvaltoztatas, lokalis aktivitds és mozdulatlansag
eseményszama és Osszes ideje) alkotta viselkedési mintazat az OF (48x48 cm) teljes
alapteriiletére vagy annak kitiintetett (pl. 12x12 cm-es centralis, fal melletti, sarok) zonaira
vonatkoztatva, tovabba percenkénti felbontasban is tesztelhets. A szorongasra az 1. percben
mért viselkedés mintdzatbol, vagy a centralis/sarok illetve centralis/fal melletti zonaban
mért paraméter hanyadosokbdl lehet kovetkeztetni. Az allatonkénti mérések végén
dokumentéaltuk az emociondlis statuszra utalé defekici6 bolus szamot is. A késziiléket
minden mérés utan semleges mososzerrel, majd szaraz papir torl6kendovel attoroltiik. Az OF

vizsgalat utan a patkanyok visszakertiltek az allattart6 szobaba.

A 28 napos kezelési periddus végén elektrofizioldgiai regisztralast végeztiink. Az allatok

ehhez sziikséges (novekvs farokkdd szerinti) preparalisat ip. uretanos (1000 mg/ttkg,

10
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Reanal Kft.) altatasban végeztiik. Az anesztézia hatékonysagat a hatsé lab illetve a farok
elharito reflexével ellendriztiik. A sztereotaxids késziilékben a fej rogzitése utan feltartuk a
bal agyféltekét. A dura matert — a kiszdradas megakadalyozasara — vékony réteg vazelinnel
fedtiik be. Fél ora pihenést kovetGen eziist elvezet§ elektrodat helyeztiink a primer
szomatoszenzoros (SS), vizualis (VIS) és auditiv (AUD) kérgi mezdre. ElGszor 6 percnyi
spontan aktivitast (elektrokortikogramot; EKoG) rogzitettiink, ezt kovet6en szenzoros
kivaltott potencidlokat (EP) regisztraltunk. Szomatoszenzoros ingerként a patkany
ellenoldali bajuszmezgéjébe szurt tliparon keresztiil gyenge elektromos iitéseket (3-4 V; 0,05
ms) alkalmaztunk 1, 2 és 10 Hz frekvenciaval. A vizuélis ingerlés nagy fényerejti fehér LED
felvillanasaival tortént (0,2 ms; 1 Hz). Az akusztikus ingerek ("click"; 70 dB; 1 Hz) a
hallojaratba illeszked6 sztereotaxids rogzit6 rad furatan at jutottak az 4allat fiilébe.
Mindhéarom ingerlési modalitasban 50-50 ingert alkalmaztunk. A farokidegben az Gsszetett
idegi akcids potenciélt a farokténél beszurt tliparon adott elektromos ingerrel (4—5 V; 0,05
ms; 1 Hz) valtottuk ki, és attél 50 mm-re disztalisan beszurt masik tlipar segitségével
vezettiik el, 10 ingerbdl all6 sorozattal. A regisztratumok tarolasa és részben automatizalt
értékelése szamitogéppel, a NEUROSYS 1.11 szoftver (Experimetria Kft.,, Magyarorszag)
segitségével tortént. Az EKoG felvételb6l meghatéaroztuk a kiillonb6z6 hullamsavokra (delta,
théta, alfa, béta1 és béta2) esé relativ teljesitményt. A kérgi EP-kbol felvett 50-es sorozatot
atlagoltuk, majd meghataroztuk a valaszok latenciajat és idGtartamat. A periférias ideg
vezetési sebességének meghatdrozdsa az ingeriileti hulldim megjelenésének latencidja,
valamint az ingerl$ és elvezetd tlipar kozotti 50 mme-es tavolsag alapjan tortént. A relativ
refrakter id6 hosszat kettds ingerléssel, a masodik akcids potenciél latencigja és az ingerkozti

id6 Osszefliggése alapjan szamitottuk ki.

Az elektrofiziologias regisztralast kovetSen a patkanyokat ip. (2000 mg/ttkg) uretdnnal
kiméletesen tulaltattuk. Ezutan a hasi vénabol 2-3 ml heparinnal alvadasgatolt vért vettiink,
majd csoportonként (véletlenszertien kivalasztott) 3-3 allat esetében transzkardiélis perfuzio
(500 ml 4°C-os fiziologias sdoldat/allat) utan, 7-7 allat esetében pedig anélkiil nekropsziat
végeztiink. Ennek soran eltavolitottuk és lemértiik a feltételezett célszervek — agy, tiido, sziv,
maj, 1ép, vese, mellékvese, csecsemdmirigy — abszolit tomegét, mely alapjan és a testtomeg
ismeretében meghataroztuk azok (agytomegre és a testtomeg 1/100 részére vonatkoztatott)
relativ szervtomegét. Valamennyi vér- és szervmintat tovabbi feldolgozasig folyékony

nitrogénben tortént pillanatfagyasztas utan -20°C-on taroltuk.

A perfundalt allatok (3 patkany/csoport) feltételezett célszervei/-szovetei koziil négyet
(agy, tiid6, maj, vér) Ti-koncentracié meghatarozas céljabol kett6s emésztésnek vetettiik ala.
Ennek sordn 1:1 ardnyban hasznéltunk sésavat illetve salétromsavat. El6szor 3 ml sosavat

alkalmazva masfél oOraig emésztettiik a szerveket 90°C-on, majd 3 ml salétromsav
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hozziadasa utan tovabbi masfél oraig tortént az emésztés. Ezt kovetGen a kapott oldatot
hidrofil 0,45 um-es sziiré segitségével lesziirtiik, végiil kiegészitettiik desztillalt vizzel 100
ml-re. Az emésztés utan a szovetek Ti-koncentracioja ICP-MS Kkésziilékkel keriilt

meghatarozasra (a SZTE Szervetlen és Analitikai Kémiai Tanszéken).

A nem perfundalt allatok (7 patkany/csoport) koziil csoportonként (véletlenszertien
kivalasztott) 3-3 patkany teljes vér-, agy-, tiid6-, maj- és nyirokcsomd-mintaibol az oxidativ
stressz jellemzésére meghataroztuk a lipidperoxidacié mértékét (TBARS-reakcio), a katalaz-
aktivitast, és a redukalt glutation- (GSH-) szintet. A mérések az SZTE TTIK Biokémiai és

Molekuléris Biologiai Tanszéken folytak az alabbiak szerint:

A lipidperoxidaci6 méréshez a szervmintakat fiziologias s6oldatban homogenizéltuk,
majd Serbinova és mtsai [16] altal kidolgozott modszerrel TBARS-reakciot végeztiink. Ennek
soran a képz6dott malondialdehid (MDA) koncentraciojat 532 nm-en, Synergy HTX
mikroplate olvaséval hataroztuk meg és a kapott értékeket 1 mg szovetre normalizalva
fejeztiik ki (UM MDA/mg szovet). A vérmintdk esetében — hemolizist kovetéen -
fehérjekoncentracié6 meghatarozast végeztiink Bradford-modszerrel, majd a TBARS-reakciot
kovetGen a lipid-peroxidacié mértékét uM MDA/mg fehérje mértékegységben hataroztuk
meg.

A mintak katalaz-aktivitisdnak meghatarozasahoz a centrifugdtumok feliilaszojat PBS-
ben higitottuk, majd 1%-os H202 hozzaadasa utan 240 nm—en regisztraltuk az abszorbancia
valtozasat. A katalaz-aktivitast Bergmayer egységben fejeztiik ki (1 BE= 1 g H202 lebontasa
percenként, 25°C-on).

A szerv- és vérmintdk GSH-szint méréséhez a szovet-homogenizdtumokat 5%-os TCA
oldattal higitottuk, majd a képz&dott csapadékot centrifugélassal (3000 g, 15 perc, 4°C)
tavolitottuk el. A feliilaszokbol, valamint 1 mM DTNB- és TRIS-oldatbél azonos térfogatokat

pipettaztunk 96-lyukal lemezre és az oldatok abszorbancidjat 405 nm-en olvastuk le. A

s s27

A vizsgalati eredmények normal eloszlasat Kolmogorov-Szmirnov teszttel ellendriztiik.
Normal eloszlas esetén parametrikus egyutas ANOVA f6- és post hoc Tukey tesztet, nem
normal eloszlas esetén Kruskal-Wallis f6- és post hoc Mann-Whitney U analizist végeztiink.
A statisztikai értékelés SPSS 22.0 verzi6ja (IBM Corporation, USA) programmal tortént. A

csoportok kozti eltéréseket p<0,05 esetén tekintettiik szignifikansnak.

Eredmények

A kezelési periodust kovetéen a csoportok open field (OF) késziilék teljes (48x48 cm)
alapteriiletén mért 10 perces spontan (lokalis, horizontalis és vertikalis iranya) felfedez6

aktivitisa nem mutatott jelentGs eltérést egymastol. Ezért az allatok viselkedés mintazatat
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zonalisan és percenkénti bontasban is elemeztiik. A miiszer alapteriiletének 4x4-es (12x12

cm-es centralis, fal melletti és sarok zonakra torténd) felosztasa alapjan a KpD csoport 10

perces nekiiramodas szdma a centralis zoéndban szignifikdns csokkenést, mig motilitasa

(futistavolsaga és horizontéalis aktivitasa) a sarok zonakban szignifikdns novekedést mutatott

a kezeletlen kontrollokhoz képest (1. abra).
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1. abra: A csoportok OF sarok zénakban mutatott 10 perces futastdvolsag (cm, balra) és

horizontalis aktivitdsa (vizszintes iranyu fény-megszakitasok szama, jobbra) a kezelés végén

Atlag*széras. n=10. Jelmagyarazat: **: p<0,01 vs. K csoport.

Fig 1: Run length (cm, left graph), and horizontal activity (number of horizontal light beam

interruptions, right graph) in 10 min in the corner zones of the OF at the end of treatment.

Mean+SD, n=10. **: p<0.01 vs. C.

A csoportok OF teljes alapteriiletén, tovabba a centralis és fal melletti zonakban mutatott 1.

perces mozgasmintazata nem tért el jelentGsen egymastol. Azonban a KpD és ND csoportok

sarok zondban mutatott 1. perces spontin vertikalis aktivitisa és agaskodas szama

szignifikdnsan magasabb volt a kezeletlen kontrollokénal (2. abra).
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2. abra: A csoportok OF sarok zondban mutatott 1. perces vertikdlis aktivitasa (fiiggdleges iranyi
fény-megszakitasok szama, balra) és Ggaskodas szama (jobbra) a kezelés végén Atlagxszéras. n=10.

Fig 2: Vertical activity (number of vertical light beam interruptions, left graph) and number of
rearings (right graph) in the 1st minute in the corner zones of the OF, at the end of treatment.

Jelmagyaréazat: **, ***: p<0,01; <0,001 vs. K csoport

Mean+SD, n=10. **, ***: p<0.01; 0.001 vs. C.

A 10 perc alatti centralis és sarok zona lokalis aktivitisok aranya a KpD csoportban
szignifikansan csokkent a K csoporthoz képest (p=0,040), mig a csoportok 1. perces
centralis/sarok zona lokalis aktivitasi ardnya nem tért el lényegesen egymastol. A kezelt és a

kontroll allatok emocionélis allapotra utal6 defekacié szama kozott sem volt jelentds eltérés.
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3. abra: SS kivaltott potencial (EP) latencidja (kiilonb6z6 frekvencidkon, balra) és a VIS, AUD EP
latencidja (jobbra) a kezelés végén a csoportokban. Atlag+széras, n=10 allat/csoport.
Fig 3: Latency of the SS EP (at various frequencies, left graph) and the VIS and AUD EP (right
graph) at the end of treatment.

Jelmagyarazat: *, **, ***: p<0,05; 0,01; 0,001 vs. K csoport; #, ##: p<0,05; 0,01 vs. VK csoport; °, °°, °°°: p<0,05; 0,01; 0,001 ugyanazon csoporton beliil az 1
Hz-es ingerléshez kapotthoz képest. Jelmagyarazat: *, **, ***: p<0,05; 0,01; 0,001 vs. K csoport; #, ##: p<0,05; 0,01 vs. VK csoport; °, °°, °°°: p<0,05; 0,01;
0,001 ugyanazon csoporton beliil az 1 Hz-es ingerléshez kapotthoz képest. Mean+SD, n=10/group. ¥, **, ***: p<0.05; 0.01; 0.001 vs. C. #, ##: p<0.05; 0.01

vs. VC. °, °°, °°°: p<0.05; 0.01; 0.001 vs. latency with 1 Hz stimulation within the same group.
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Az elektrofiziologiai paraméterek koziil az EKoG spektrum a magasabb frekvencia-
tartomany felé tolddott a kezelt csoportokban, de a valtozas nem volt szignifikans. A kivaltott
potencialok (EP) latencia ideje azonban szignifikdnsan megnytlt (3. dbra). A K és VK
csoport kozott nem volt jelentds eltérés, azonban a kezelt csoportokban az EP-ok latencigja

szignifikansan fokozodott mindkét kontrollhoz képest.

Az SS EP latencia ingerlési frekvenciatol fliggé fokozddasa szintén nagyobb mértéki volt

a kezelt csoportokban (3. abra, balra).

A farokideg vezetési sebessége a kezelt csoportokban szignifikansan csokkent (4. abra),

ezzel parhuzamosan a relativ refrakter id6 megnytlt, bar ez nem érte el a szignifikancia

szintjét.
24
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4.abra: A csoportok farokideg vezetési sebessége (im/s) és relativ refrakter ideje (ms) a kisérlet
végén. Atlag+széras, n=10 allat/csoport.
Fig 4: Conduction velocity (im/s) and relative refractory period (ims) of the tail nerve at the end of
treatment.

Jelmagyarézat: ***: p<0,001 vs. K csoport; ###: p< 0,001 vs. VK csoport

Mean+SD, n=10/group. ***: p<0.001 vs. C. ###: p<0.001vs. VC.

Az életkor elorehaladtaval az allatok atlagos testtomege valamennyi csoportban emelkedd
tendenciat mutatott a karantén idején (7 nap) korlatlan, valamint az akklimatizaci6 és
kezelési periodus (kisérlet 1-5. hét) alatti korlatozott tapetetés mellett. A kisérlet 3-5. hetében
a testtomeg atlagok a nano-TiO2-kezelt KpD és ND csoportban a kezeletlen kontrollokénal
szignifikdnsan kisebbnek bizonyultak. A szignifikdns testtomeg-csokkenés korabban (a
kezelés 1. hetében) jelentkezett és jelent6sebb mértékiinek bizonyult a KpD, mint a ND

csoportnal (5. abra).
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5. abra: A csoportok testtomege az egyes kisérleti hetek végén (o. hét: akklimatizacio).

Atlag+szoéras, n=10;

Fig 5: Body mass in the treatment groups at the end of the experimental weeks (oth week:

acclimation).

Jelmagyarazat: *, ** p<0,05; 0,01 vs. K csoport

Mean+SD, n=10. *, **: p<0.05; 0.01vs. C.

A Kkisérlet 0-5. hete kozotti (kumulativ) atlagos testtomeg-gyarapodas mértéke ennek
megfelelGen szignifikdnsan alacsonyabb volt a KpD és ND TiO2-NP-kezelt csoportokban a
kezeletlen kontroll allatokéhoz képest (I1. tablazat)

II. TABLAZAT: A kumulativ testtémeg gyarapodas (g) a kontroll és kezelt csoportokban.

Atlagtszéras, n=10.

TABLE II: Cumulative body weight gain (g) in t5he control and treated groups.

Csoportok/Groups

213.6+34.9 177.4143.4 187.7£37.2 142.2+16.5* 165.2+26.6"

Jelmagyarézat: *: p<0,05 vs. K csoport.Mean+SD, n=10. *: p<0.05 vs. C.

A 28 napos kezelési periddus soran a 4x7 naponkénti kezelési szakaszokban észlelt testtomeg
valtozasi iitem alakuldsaban a kornak (illetve az expozicids idonek) és a kezelési dozisoknak
volt (F=16,799, p<0,000), mig a kor-dozis interakcionak nem volt (F=0,173, p=0,999)
szerepe. Az atlag testtomeg novekedés értéke a KpD csoportban szignifikdnsan kisebbnek
bizonyult a kezeletlen kontrollhoz (F=5,006, p=0,002) és a KD (F=50,006, p=0,015)

csoporthoz képest. A 7 naponkénti testtomeg novekedési iitem a 28 napos kezelési peridédus
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3. és 4. (7 napos) kezelési szakaszaban szignifikidnsan csokkent az 1. és 2. (7 napos) kezelési

szakaszokhoz viszonyitva (F=148, valamennyi esetben p<0,000).

A kezeléseket kovetGen (a kisérlet 6. hetében) végzett boncolas soran az eltavolitott
célszervek (agy, tiid6, sziv, maj, 1ép, vesék, mellékvesék, csecsemOmirigy) koziil a tiid6
abszolit tomege mindharom kezelt csoportban szignifikdnsan magasabbnak bizonyult a
kezeletlen kontrollokhoz képest (KD-, KpD-, ND-K: p=0,000; KpD-KD: p= 0,000, ND-KD:
p= 0,002). A tobbi szerv esetén nem tapasztaltunk eltérést a csoportok kozott.

A KD nano-TiO2-al kezelt csoportban a testtomeg 1/100-részére vonatkoztatott relativ
agy-, tiid6- és vesetomeg, a KpD allatoknal a relativ agy- és tiid6tomeg, mig a ND patkanyok
esetében a relativ vese- és tiid6tomeg nétt szignifikinsan a kezeletlen kontrollokhoz
viszonyitva. A ND csoport relativ tiidé- és vesetomege mindkét kontroll és a KD csoportétol

is szignifikansan eltért (II1. tablazat).

III. TABLAZAT: A csoportok 1/100 testtomegre vonatkoztatott relativ szervtomege a
kezelés végén. Atlagtszoras, n=10.

TABLE III: Relative organ weights 8related to 1/1000 body weight) in the groups at the

end of treatment.

Relativ szervtomegek/Relative organ weights

Csoportok
Groups Agy ET] Vesék Mellékvesék/
Brain Liver Kidneys Adrenals
0.443+0.03 0.303+0.02 3,221+0.32 0.584+0.02 0.015+0.00
0.483+0.06** 0.559+0.04*** 3.153+0.21 0.632+0.09*** 0.017+0.00
0.508+0.07*** 0.565+0.09"** 3.792+1.41 0.691+0.09*** 0.018+0.01

0.510+0.02*** 0.656+0.10**##00 3.183+0.29 0.669+0.09## oo 0.018+0.01

0.498+0.04 0.642+0.06**##00 3.228+0.36 0.640£0.07*+ 0.031+0.04

Jelmagyarézat: *, **, *: p<0,05, 0,01, 0,001 vs. K csoport; ##: p<0,01 vs. VK; 00: p<0,01 vs. KD; +: p<0,05 vs. KpD csoport
Mean+SD, n=10/group. *, **, ***: p<0.05, 0.01, 0.001 vs. C. ##: p<0.01 vs. VC. 00: p<0.01 vs. LD; +: p<0.05 vs. MD.

Az agytomegre vonatkoztatott relativ tiid6tomeg valamennyi kezelt csoport esetében
szignifikansan (p=0,000) nétt a kezeletlen kontrollokhoz képest, mely novekedés a KpD és
ND csoportok esetében szignifikansnak (p=0,002, ill. p= 0,004) bizonyult a KD csoporthoz
viszonyitva is. A csoportok agytomegre vonatkoztatott relativ sziv, 1ép, méaj, vese, mellékvese

és csecsemdmirigy tomege nem tért el jelent6sen egymastol.

A szovetekben mért Ti-koncentracidk (IV. tablazat) alapjan megallapithato, hogy az

intratracheélisan bejuttatott nanoanyag legnagyobb része a tiid6ben rakddott le, mig a
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vérben és mas célszervekben (agy, méj, csecsemdémirigy) a VK csoporttol szignifikdnsan nem
kiilonbozd fém-szinteket detektaltunk. Meglepd, hogy a szubakut kezelés végére az 1 és 3
mg/ttkg TiO2 NP-kezelt csoportok tiidészovetének Ti-koncentracioja kozel azonos
mértékben emelkedett, mig a 10 mg/ttkg NP-kezelteké ennek (csak) duplijara nétt. A

kezeletlen kontroll 4llatok szoveteiben nem tortént fém-szint meghatarozas.

IV. TABLAZAT: A csoportok perfundalt célszerveiben mért Ti-koncentracié (ug/L)

alakulasa a kisérlet végén. Atlagtszéras, n=3.

TABLE IV: Ti concentration ((ug/L) in the perfused target organs from the groups at the

end of treatment.

Csoportok Fém-koncentracio (ug/L) az egyes szovetekben

Groups Metal concentration (ug/L) in certain tissues
1.543+0.941 2.846+1.619 1.494+0.925 3.953+3.306
3.169+1.852 2.916+2.126 43.232+6.146%# 1.263+0.455
3.486+2.160 6.235+3.188 42.31416.467###000 2.680+2.959
1.000+0.000 1.241+£0.418 81.488+4.26 1 ###+++ 1.691+1.196

Jelmagyaréazat: ###: p<0,001 vs. VK csoport; 000: p<0,01 vs. KD csoport; +++: p<0,001 vs. KpD csoport

Mean+SD, n=3. ###: p<0.001 vs. VC. 000: p<0.001vs. LD; +++: p<0.001 vs. MD.

Szervezeti szintli (szisztémas) oxidativ stresszre utal a KpD és ND csoportok tiid6-
és méajszovetének VK csoporthoz viszonyitott szignifikdns TBARS-szint emelkedése.
A VK, KpD és ND csoportok agyszovetének kozel azonos mértékid lipidperoxidacioja

alapjan azonban nano-TiO2 kezeléssel 0sszefiiggd KIR-szintli oxidativ stressz nem
volt kimutathaté (V. tablazat).
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V. TABLAZAT: A lipidperoxidacié mértéke (TBARS-szint) a kezelés végén a csoportok

egyes célszoveteiben Atlagtszoéras, n=3.

TABLE V: Lipid peroxidation (TBARS level) in certain target tissues at the end of

treatment.
Csoportok Lipidperoxidacié mértéke (nmol MDA/mg szévet) az egyes sz6vetekben
Groups Rate of lipid peroxidation (nmol MDA/mg tissue) in certain tissues
2.758+0.130 13.683+0.851 34.62346.612 16.216+1.476
2.840+0.121 14.719+1.562 46.402+7.798 24.112+1.578¢
3.193+0.465 13.732+0.198 49.721+2.963# 25.49045.875

Jelmagyarazat: #: p<0,05 vs. VK csoport Mean+SD, n=3. #: p<0.05 vs. VC.
A VK, KpD és ND csoportok vér-, agy-, maj-, tiid6- és csecsemOmirigy-mintainak GHS-

szintjében és katalaz-aktivitisdban nem volt 1ényeges eltérés a csoportok kozott.

Osszefoglalas, kovetkeztetések

Az ismertetett munkéaban a patkanyok légttjaiba 28 napon 4t intratrachealisan bejuttatott 1,
3 és 10 mg/ttkg nano-TiO2 dézisok alkalmasak voltak altaldnos és — bizonyos mértékben
alatimasztott — magasabb rendd idegrendszeri toxikus hatasok el&idézésére. A modell
adekvat voltanak megallapitdsahoz ezen feliil azt is meg kell vizsgilni, hogyan viszonyul a
kisérletben el6idézett expozici6 az érintett human populacidban észlelthez illetve a
hatarértékekhez. Kevés foglalkozasi eredeti nano-TiO2 expoziciés adat talalhatdé a
szakirodalomban. A Hext [17] altal felsorolt adatok szerint az utébbi 20 évben, Eurépaban és
Eszak-Amerikaban, 1 mg/m3-nél magasabb munkahelyi szint (a teljes respirabilis frakeiot
tekintve) nem fordult el6. A NIOSH altal 2011-ben publikalt hatarérték a TiO2 lebeg6 porra
2,4 mg/m3, ultrafinom (azaz nano-) porra 0,3 mg/m3, heti 4x10 6ras expozicidoban. A
patkadnyok napi 1égzési volumenét [18] alapul véve az altalunk kozvetleniil a 1égutakba
applikalt nano-TiO2 dozis, feltételezett napi 10 6ras expozicié esetén, 5, 15 és 50 mg/m3
légtérbeli koncentracionak felel meg. Ezek a fent emlitett hatarértéknél egy nagysagrenddel
magasabb szadmok, azonban a 28 napos kezelés a patkanyok varhat6 élettartamanak csak

kisebb (emberi élettartamban kb. 3 évnek megfelel§) részét teszi ki.

A szubakut kisérletben az intratrachedlisan instillalt nanoanyag valamennyi altalunk
vizsgalt célszovetben kimutathaté volt, azaz elsésorban a tiidébe, kis mértékben a
keringésbe, mas parenchimas szervbe (m4j) és az agyba is bejutott. A TiO2 NP-ok jelen
munkaban észlelt, illet6leg irodalmi adatok (ember: [11]; egér: [12; 13]) szerint fennalld

idegrendszeri hatasanak egy valoszinli magyarazata a részecskék oxidativ stresszt generald
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képessége. Az oxidativ szabad gyokok megjelenése részben a NP-oknak a kornyezd vizes
kozeggel, részben a sejtfelszini és (a részecskék internalizalodisat kovet6en) sejten beliili
receptorokkal valé kolecsonhatdsanak kovetkezménye [3]. Az is ismert, hogy sejten beliil a
NP-ok hajlamosak a mitokondriumokba vandorolni és az oxidativ foszforilacié
megzavarasaval oxidativ szabad gyokok keletkezését indukalni [19]. Az idegrendszer illetve
sejtjei fokozottan érzékenyek az oxidativ terhelésre, mivel benniik a mitokondrialis
energiatermel§ folyamatok igen intenzivek, membranjaik sok telitetlen zsirsavat
tartalmaznak, antioxidans kapacitasuk azonban alacsony [20]. A membran-lipidek oxidativ
karosodasa a neuronok szintjén [21] és a magasabb funkcionélis szintek mindegyikében is
megmutatkozhat. Jelen kisérletben az agyba jutott Ti mennyisége és az ott kimutatott lipid-
peroxidaci6 egyarant csekély volt, idegrendszeri funkcionalis eltérések ennek ellenére
megjelentek. A majban kimutatott lipid-peroxidici6 mértéke és egyes elektrofiziologiai
paraméterek kozotti Osszefiiggés (6. dbra) erre annyiban kinal értelmezési lehet&séget, hogy
a majmiikodés karosodasa — a kozponti idegrendszeri transzmitterek, mindenekel6tt a
monoaminok, megvaltozott anyagcseréjét elGidézve [22] — indirekten befolyasolhatta a Ti-
expozicioval Osszefliggé magasabb rendid idegrendszeri valtozasokat anélkiil, hogy a fém

nagyobb mennyiségben bejutott volna a kozponti idegrendszerbe.

¢5Slat. 10 Hz mVez. seb./Cond. Vel.
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6. abra: A 10 Hz ingerléssel kapott SS KP latenciajanak (kék) és a farokideg vezetési sebességének
(zold) oOsszefiiggése a majban mért lipidperoxidacié (TBARS-szint) mértékével.

Fig 6: Correlation of SS EP latency (blue) and tail nerve conduction velocity (green) with lipid
peroxidation (TBARS level) in the liver.

Hogy a vér- és agymintdkban mért bels6 Ti-ddzis és az altaldnos és egyes neurotoxikus

hatasok egy része a KpD — nem pedig a ND — csoportban volt jelent6sebb mértékd, az a
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rendelkezésre all6 adatokbdl nem értelmezhet6 maradéktalanul. Szerepet jatszhatott benne,
hogy a (<50 nm atmérdjli) NP-ok aggregécioja a kezel$ szuszpenzidban és késébb a patkany
légatjainak kozegében a szuszpenzid toménységétol (primer részecskeszamatol) fliggéen mas
lehetett, és ez befolyasolhatta a NP-ok felszivodasat illetve mas szervekbe (m4j, KIR) valo
eljutasat. Osszességében a beadott NP-k Ti-tartalminak csak kis része jelent meg az
agymintdkban. A kérgi EP-ok latencidja és a periférids ideg vezetési sebesség egymaéssal
Osszhangban lev§ valtozasai azonban arra utalnak, hogy a kérgi valasz késlekedése az
afferens rostok lassabb ingeriiletvezetésébdl is eredhetett. Ehhez jarulhatott a fentebb

emlitett maj-eredetli metabolikus hatas.

A szubakut intratrachealis nano-TiO2 expozici6 kognitiv viselkedésre gyakorolt hatasat a
kisérlet végén a patkanyok spontan felderitd (szenzoros exploracios) aktivitasanak klasszikus
miiszeres vizsgalataval teszteltiik. A 28 napig, naponta egy alkalommal torténé 1, 3 és 10
mg/ttkg dozisa TiO2 NP instillaci6 a patkdnyok az OF miszer teljes (48x48 cm)
alapteriiletén mutatott 10 perces és 1. perces spontan felfedezd aktivitasat és a defekacio
bolus-szammal jellemezhet6 emociondlis statuszat nem véltoztatta meg szignifikdnsan.
Azonban a csoportok 10 és 1. perces mozgasmintazatanak zonalis elemzésével kovetkeztetni
lehetett a 3 és 10 mg/ttkg nano-TiO2-al kezelt allatok szorongas-fokoz6dasara. A 10 mg/ttkg
TiO2 NP exponélt allatok esetében a 10 perces felfedezd aktivitas horizontélis komponense
csak a sarok zonaban nétt (mig centralisan nem csokkent és a lokalis aktivitas egyik zonaban
sem valtozott), illetve az 1. percben mutatott fiigg6leges iranyu viselkedéseleme nétt a
kezeletlen kontrollokhoz képest. Ezzel szemben a KpD csoport 10 perces horizontalis iranya
mozgasmintazatanak a centralis zénadban mutatott csokkenése és sarok zonaban mért
novekedése, tovabba a centralis/fal melletti zona lokalis aktivitds ardnyanak csokkenése és
az 1. percben mért vertikalis irAnyi mozgasmintazatanak novekedése egyiittesen utal a ND
csoporténal erdteljesebb, TiO2 NP kezeléssel 0sszefiiggd szorongas-fokozddasra. A kognicié
részét képezo felfedez6 aktivitds a mezolimbikus és mezokortikalis dopaminerg neuronélis
transzmissziotol [25] és a motoros iranyité kézpont (globus pallidus, substantia nigra és a
cerebellaris magvak) miikodésétdl fligg. A kisérlet végén a TiO2 NP exponalt és kontroll
patkanyok egymastol jelentésen nem eltér6 spontan felderit6 aktivitas arra utal, hogy ezek a
KIR régiok feltételezhetGen kevésbé érzékeny targetjei a fenti dozisokban alkalmazott
szubakut TiO2 NP-knak. A szorongas-fokozodas azonban a motivaci6o és az emocionalis
allapot alakitasaban fontos szerepet jatszo ventralis tegmentalis régi6 dopamin-tartalma
neuronjainak [26] érintettségére utalhat.

A 0-6. hetes kisérlet soran a 7 naponkénti testtomeg gyarapodési iitem szignifikans

csokkenése TiO2 NP dozis- és expozicios id6-fliggést mutatott, mely azonban a KpD és ND

csoportok esetében az utolsé 3 hétben nem tért el jelentGsen egyméastol. A kezelési peridodus
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végén a kezelt allatok kontrollokénal szignifikinsan nagyobb abszolat tiid6 tomege
alatdmasztja, hogy az intratracheédlis instillaciéval adagolt TiO2 NP-t az alsé légutakba
juttattuk. Bar a kiillonb6z6 doézisokkal kezelt allatok vérben csekély Ti-koncentraci6 eltérést
sikeriilt mérni, a feltételezett célszervek koziill a vesék doézis-fliggd, 1/100 testtomegre
vonatkoztatott relativ tomegének novekedése utalt a Ti keringésbe és onnan egyes
szovetekbe jutdsara. A m4j érintettségét a célszervben mért lipidperoxidacié mértékének

szignifikans emelkedése is igazolta a KpD és ND csoportokban.

A TiO2 NP-ok adéasat kovetSen detektdlni tudtunk bizonyos é&ltaldnos toxikus és
funkcionalis elvaltozasokat patkdnyokban, az eredmények azonban @jabb kérdéséket vetnek
fel és tovabbi vizsgalatokat indokolnak, els6sorban a doézisfiiggés és a neuro-funkcionélis

karosodasok mechanizmusa terén.

A fenti kutatds a Nemzeti Tehetség Program "Egyedi fejlesztést biztosit6 osztondijak"
cimti, NTP-EFO-P-15-0646 szamu projekt keretében keriilt megvalositisra, melyet az
Emberi Er6forrasok Minisztériuma képviseletében eljar6 Emberi Er6forras Tamogataskezeld
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