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Bevezetés

Nanorészecskének a 100 nm-nél Kisebb partikulumokat nevezziik.
Kdérnyezetlinkben mindig jelen voltak ilyen méretii részecskék, de csak az
utébbi 50 évben kerliltek a figyelem kozéppontjdba, amikor a
nanotechnologia robbanasszerti fejlédése révén lehetové valt a
nanorészecskék tervezése és gyartasa. Azdota a nanotechnologia jelentds
iparaggd novekedett és mara tobb szadz olyan termék van a piacon, ami
nanoanyagot tartalmaz.

A nanorészecskék onallo entitasként vald kezelését kilénleges fiziko-kémiai
sajatossagai indokoljak, melyek kilénboznek az adott anyag tomeges
formajanak illetve az anyagot felépit§ atomoknak, molekuldknak a
tulajdonsagaitdl is. Ezek a sajatossagok lehetdvé teszik 0j alkalmazasok
kifejlesztését, masrészt eddig ismeretlen bioldgiai hatdsokat is magukban
rejthetnek.

A nanorészecskék kiilonboz6 utakon, igy belégzéssel, a tapcsatornan
keresztul, a béron lerakodva illetve orvosi alkalmazasoknal injekcio Utjan
keriilnek kapcsolatba az emberi szervezettel. A behatolasi helyekrdl a
keringéshbe, majd onnan a szervezet barmely szOvetébe eljuthatnak és
modosithatjak a szervek miikodését.

A hemosztazis alapvet6 fontossagu, az erek integritdsanak fenntartasat célzo
élettani funkcio. Ersériilés soran a vér érintkezése az erek belsejétdl eltérd
barmely mas felszinnel trombusképzédéshez vezet, ami megallitja a vérzést.
Ennek a mechanizmusnak egy ismert és nem kivant kdvetkezménye, hogy az
érpalydba bediltetett orvosi eszkdzok idegen felszinén is kialakulnak
trombusok. A nanorészecskék rendkivil kis méretiik ellenére, nagy
Osszesitett felszinik révén szintén befolyassal lehetnek a hemosztazisra.

Ezt a feltevést tAmasztjdk al4 azok az epidemioldgiai vizsgélatok is, melyek
a légszennyezés sziv- és érrendszert karositdé hatdsaiban a kdérnyezetben

el6forduld nanorészecskék alapveté szerepét bizonyitjdk. Ezen koros
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folyamatok hétterében a koérnyezeti nanorészecskék trombusképzddést
fokoz6 hatasat szamos vizsgalat igazolja.

A nanorészecskék potencialisan trombogén felszine és a kdrnyezeti
nanorészecskék esetében mar ismert protrombotikus folyamatok felvetik a
mesterséges  nanorészecskék  hemosztazist  befolyasolé  hatasanak
lehetdségét, errdl azonban kevés adat all rendelkezésre. Mig a keringésbe
bekeriilé nanorészecskék a mikrocirkulacié terlileteire is eljutnak, az itt

kifejtett protrombotikus hatasokat még nem vizsgaltak.

Célkitiizések

Disszertaciom célja a mesterséges nanorészecskék vérlemezkeaktivaciora,
valamint makro- és a mikrocirkulacidos trombusképzddésre kifejtett
hatdsainak vizsgéalata volt. E célok eléréséhez elszor két moddszertani
problémara kellett megoldast talalni: stabil nanorészecske diszperzid
eldallitasa fiziologias oldatokban, és a vérlemezke-granulocita komplexek

mérésének optimalizalasa.

1. Nanorészecske diszperzié eléallitasa fiziologias oldatokban
A nanorészecskék bioldgiai hatasainak vizsgalatdhoz azokat fizioldgias
oldatokban kell diszpergalni. A diszpergalas egyik lehetséges mddja az
ultrahangos kezelés. A nanorészecskék azonban fiziol6gias s6 és pH értékek
mellett az ultrahangkezelés ellenére is durva agglomeratumokat képeznek.
Célunk az agglomeratumok képzédésének megakadalyozésa volt. Az
altalunk alkalmazott sztérikus stabilizalasi modszer optimalizalasa soran a
kdvetkezd tényez6k szerepét vizsgaltuk:

i) az ultrahang behatas specifikus energiaja

ii) a sztérikus stabilizatorok tipusa: human, marha vagy egér

albumin, Tween 80 vagy egér szérum



iii) a sztérikus stabilizatorok koncentraciéja

iv) a nanorészecskék koncentracidja

)] a diszperzi6 eléallitas 1épéseinek sorrendje

vi) az el6allitott diszperzio idébeli stabilitasa.

vii) A kifejlesztett modszert a nanorészecskék széles skalajan
teszteltlik.

2. Vérlemezke-granulocita komplexek mérésének optimalizalasa

A vérlemezkék aktivacidjukkor nem csak vérlemezkékkel, de
granulocitakkal is kapcsolddhatnak. Az igy kialakuld vérlemezke-
granulocita komplexek vizsgalatat azért tartottam fontosnak, mivel ismert,
hogy a szervezetbe beliltetett idegen anyagok jelenlétében mennyiségiik a
keringéshen emelkedik. A vérlemezke-granulocita komplexek aramlasi
citometrids mérése a két sejttipus eltéré fluoreszcencidju jeloléseinek
egyidejli detektalasan alapul. Az ilyen kettds pozitivitast mutatd események
azonban nemcsak Vérlemezke-granulocita komplext6l, hanem olyan,
egymashoz nem kapcsolédd vérlemezkétél és  granulocitatol —is
szarmazhatnak, melyek egymastol fliggetleniil, véletlenil egy idében
keriilnek a miiszer detekcids térfogataba. Célunk egy olyan modszer
kidolgozasa volt, amely a két sejttipus véletlen egyidejii detektalasabol

szarmaz6 mérési hibat képes kikiiszobdlni.

3. Nanorészecskék protrombotikus hatasa
Bar  Dbizonyitott a  kornyezetiinkben  eléforduld  nanorészecskék
protrombotikus hatasa, a mesterségesen el6allitott nanorészecskéket ilyen
szempontbdl még kevéssé vizsgaltak. Ezért célunk volt a dizelpor, a titan-
dioxid nanorészecskék és az egyfalll szén nanocsovek hatasanak vizsgalata

i) a vérlemezkék aktivitasara és

i) a vérlemezke-granulocita komplexek kialakulaséra in vitro,

valamint



iii) a trombusképzddésre a makro- és

iv) a mikrocirkulécidban in vivo

)] tovabba ezeknek a hatasoknak az dsszevetése a referenciaként
hasznalt felszin modositott polisztirol  nanogy6ngyok

hatasaival.

Moabdszerek

1. Nanorészecskék

Kisérleteinkben titan-dioxid (rutil), titdn-dioxid (anatdz), cink-oxid,
médositatlan  polisztirol nanogyongy, karboxil-médositott  polisztirol
nanogyongy, amin-modositott polisztirol nanogyongy, egyfalu szén nanocs6,
tobbfali szén nanocs6, szilicium-oxid, ezlst, és dizelpor (dizeliizemi

motorok altal kibocsatott) nanorészecskéket vizsgaltunk.

2. Nanorészecske diszperzié el6allitisa fiziologias oldatokban

Titan-dioxid (rutil) diszperzidkat allitottunk elé desztillalt vizben, PBS-ben
és RPMI 1640 sejtkultira médiumban. Vizsgaltuk a valtozo erdsségii
ultrahang energiak (0 — 1,65 x 10° kd/m®), a tobbféle sztérikus stabilizalé
(human, marha, egér albumin, Tween 80, és egér szérum), a kiilonbozé
nanorészecske (2pug/ml — 2 mg/ml) és stabilizal6o (1,5 pg/ml — 15 mg/ml)
koncentraciok, valamint az eltér§ preparacios sorrend hatasait. Az igy
elkészitett diszperziok nanorészecskéinek méretbeli eloszlasat dinamikus
fényszorassal, a nanorészecskék zeta-potencialjat pedig elektroforetikus
mobilitdas maodszerekkel hataroztuk meg. A nanorészecskék méretét

transzmisszios elektronmikroszkoppal is ellendriztiik.



3. Vérlemezke-granulocita komplexek mérésének optimalizalasa

A véletlen egyidejii detektalas jelenségét fluoreszkalé gydngydk
keverékének illetve EDTA-val és citrattal antikoagulalt vérmintak
kiillonboz6 higitasainak aramlasi citometridas mérésével vizsgaltuk. A
véletlen egyidejli detektalas jelenségének matematikai tdrvényszertiségeit

Poisson eloszlas segitségével irtuk le.

4. Nanorészecskék hatésa a vérlemezkék aktivitasara in vitro
Vérlemezke P-selectin expresszidjat és vérlemezke-granulocita komplexek
mennyiségét mértilk aramlasi citometriaval, miutan teljes vért, amin- vagy,
karboxil-modositott polisztirol nanogydngyokkel, dizelporral, titan-dioxid
rutil (0,1 mg/ml) nanorészecskékkel vagy egyfalt nanocsovekkel (0,001-0,1
mg/ml) inkubaltunk. A vérlemezkék aggregacios képességét trombocita dus
plazmaban aggregometriaval vizsgaltuk.

5. A nanorészecskék trombusképzddésre gyakorolt in vivo hatdsa

Mesenteriélis kis erek vas-kloriddal indukalt trombusképzédésének idejét
intravitalis mikroszkopiaval egér modellben mértilkk, nanogydngydk
(0,5mg/kg) és nanorészecskék (1 mg/kg) intravaszkularis beadasat
kovetben. Tovabbi kisérletekben polisztirol nanogydngy (0,5 mg/kg), titan-
dioxid (rutil, 1 mg/kg), dizelpor (1 mg/kg) illetve egyfali szén nanocs6

vizsgaltuk a fotodinamias (light/dye) mddszerrel indukalt trombusképzddést.

6. Statisztika

Az adatok statisztikai feldolgozasahoz a megfelelé post-hoc tesztekkel
kiegészitett ANOVA-t, t-tesztet, a legkisebb négyzetek modszerét és
regresszid analizist hasznaltunk, a p<0,05 értékeket tekintettiik

szignifikansnak.



Eredmények

1. Nanorészecske diszperzio elallitasa fiziologias oldatokban

Vizsgalataink alapjan az aggregatum nélkili nanorészecske diszperzidk

fiziologias oldatokban torténd eléallitasahoz a kovetkezd tényezdket kell

figyelembe venni:

i)

i)

i)

A diszperzidba leadott ultrahang energianak legalabb olyan
magasnak kell lennie, ami elegendd a nanorészecske
aggregatumok szétvalasztasahoz (> 4,2 x 10°kJ/m®).

Az albumint vagy a szérumot, mint sztérikus stabilizatorokat
olyan koncentracioban kell a diszperziéhoz adni, ami
elegendd a nanorészecskék felszinének lefedéséhez (ez
0,2 mg/ml-nél alacsonyabb nanorészecske koncentraciok
esetén 1,5 mg/ml huméan albumint vagy hasonldé mennyiségii
albumint tartalmazé szérumot jelent).

A diszperzio elballitas 1épéseinek sorrendje akkor optimalis,
ha el6szor desztillalt vizben torténik az ultrahangkezelés,
majd ezt kdveti a sztérikus stabilizator és végll pufferezett
s6oldat hozzaadasa a diszperziéhoz.

2. Vérlemezke-granulocita komplexek mérésének optimalizalasa

Vizsgalataink alapjan harom olyan mddszert ajanlunk vérlemezke-

granulocita komplexek &ramlasi citometrids meghatarozasara, amelyek

kikiiszobolik a véletlen egyidejii detektalasbol szarmazo mérési hibat:

i)

i)

A kett6s pozitiv események korrekcidja a detektalasi térfogat
és a trombocitaszdm ismeretében kiszdmitott véletlen
egyidejli detektalasok szamaval.

A mért kettds pozitiv események korrekcioja a fluoreszcens
gyongyok  segitségével megmért véletlen egyidejl

detektalasok szamaval.



iii) Vérlemezke-granulocita komplexek mérése olyan nagyfoku
higitasoknal, ahol a véletlen egyideji detektalas eldfordulasa

elhanyagolhaté.

3. Nanorészecskék protrombotikus hatasa

A kornyezeti és a mesterségesen eldallitott nanorészecskék in vitro
vérlemezke aktivaciora és in vivo makro- és mikrocirkulécios
trombusképzddésére kifejtett hatasainak vizsgalata alapjan megallapithatjuk,
hogy:

i) Az dltalunk hasznalt polisztirol nanogyéngy6k amin-
mddositasa fokozza, de a karboxil-mddositasa nem valtoztatja
meg a vérlemezkék P-selectin expreszzidjat és a vérlemezke-
granulocita komplexek mennyiségét. A  trombocitak

i) Az amin-mddositott polisztirol nanogydngyok csokkentik,
mig a karboxil-modositott nanogyongyok novelik a
trombusképzbdés idejét a mesenteridlis kiserekben, de egyik
maddositasnak sincs hatasa a mikrocirkulacios
trombusképzddésre.

iii) Dizelpor és titan-dioxid (rutil) nanorészecskéknek nincs
hatésa a vérlemezkeék aktivitasara.

iv) A dizelpor és a titan-dioxid (rutil) nanorészecskék sem a
mesentridlis erekben, sem a mikrocirkulacidban nem
befolyasoljak a trombusképzddés idejét.

)] Az egyfald szén nanocsovek fokozzak a vérlemezkék P-
selectin expreszzidjat, a vérlemezke-granulocita komplexek

vi) Az egyfald szén nanocsdvek mind a mesenterialis
arteriadkban, mind a mikrocirkuldciéban csokkentik a

trombusképzddéshez sziikséges 1d6t.



Kovetkeztetések

A nanorészecskék bioldgiai hatasainak vizsgalatahoz sikerllt egy olyan
diszpergalasi technikat beallitani, amelynek alkalmazéasakor fizioldgias
oldatokban nem jénnek létre agglomeratumok. Tovabba a kisérleteink soran
hasznalt vérlemezke-granulocita komplexek aramlasi citometrias méréséhez
kidolgoztunk egy olyan mddszert, ami kikiisz6boli a két sejttipus véletlen
egyidejli detektalasabol szarmazo mérési hibat.

Disszertaciom fo vizsgalatai a nanorészecskék trombusképzddésre kifejtett
hatasaira iranyultak. Eredményeink azt mutatjak, hogy mig a polisztirol
nanogydngyok amin mddositasa fokozza a trombocitak aktivitasat és a
mesenteridlis  trombusképz6dést, ugyanezen nanogydngyok karboxil
modositasa nem aktivalja a trombocitékat és csokkenti a trombusképz6dést a
mesenterialis arteridkban. Egyik mddositds sem hoz létre trombocita
aggregaciot és nem befolyasolja a trombusképzddést a mikrocirkuléciban.
Vizsgalatainkban a dizelpornak és a titan-dioxid (rutil) nanorészecskéknek
nem voltak sem in vitro sem in vivo protrombotikus hatasai. Ezzel szemben
az egyfalli szén nanocsé in vitro aktivalja és aggregélja a vérlemezkéket, és
in vivo fokozza a trombusképz6dést mind a makro-, mind a
mikrocirkulaciéban.

A mesterséges nanorészecskék novekvd technologiai és orvosi felhasznéalasa
szlikségessé teszi egészségugyi rizikdjuk felmérését. Legfontosabb
eredményiink, hogy vizsgalataink felhivjdk a figyelmet egyes
nanorészecskék protrombotikus hatésara. Mivel ezek a hatdsok a
nanorészecskék fiziko-kémiai paramétereib6l nem kikdvetkeztethetbek,

ezért sziikség van e hatasok szlirésére.
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