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Bevezetés 
 

Nanorészecskének a 100 nm-nél kisebb partikulumokat nevezzük. 

Környezetünkben mindig jelen voltak ilyen méretű részecskék, de csak az 

utóbbi 50 évben kerültek a figyelem középpontjába, amikor a 

nanotechnológia robbanásszerű fejlődése révén lehetővé vált a 

nanorészecskék tervezése és gyártása. Azóta a nanotechnológia jelentős 

iparággá növekedett és mára több száz olyan termék van a piacon, ami 

nanoanyagot tartalmaz. 

A nanorészecskék önálló entitásként való kezelését különleges fiziko-kémiai 

sajátosságai indokolják, melyek különböznek az adott anyag tömeges 

formájának illetve az anyagot felépítő atomoknak, molekuláknak a 

tulajdonságaitól is. Ezek a sajátosságok lehetővé teszik új alkalmazások 

kifejlesztését, másrészt eddig ismeretlen biológiai hatásokat is magukban 

rejthetnek.  

A nanorészecskék különböző utakon, így belégzéssel, a tápcsatornán 

keresztül, a bőrön lerakódva illetve orvosi alkalmazásoknál injekció útján 

kerülnek kapcsolatba az emberi szervezettel. A behatolási helyekről a 

keringésbe, majd onnan a szervezet bármely szövetébe eljuthatnak és 

módosíthatják a szervek működését.  

A hemosztázis alapvető fontosságú, az erek integritásának fenntartását célzó 

élettani funkció. Érsérülés során a vér érintkezése az erek belsejétől eltérő 

bármely más felszínnel trombusképződéshez vezet, ami megállítja a vérzést. 

Ennek a mechanizmusnak egy ismert és nem kívánt következménye, hogy az 

érpályába beültetett orvosi eszközök idegen felszínén is kialakulnak 

trombusok. A nanorészecskék rendkívül kis méretük ellenére, nagy 

összesített felszínük révén szintén befolyással lehetnek a hemosztázisra.  

Ezt a feltevést támasztják alá azok az epidemiológiai vizsgálatok is, melyek 

a légszennyezés szív- és érrendszert károsító hatásaiban a környezetben 

előforduló nanorészecskék alapvető szerepét bizonyítják. Ezen kóros 



 3 

folyamatok hátterében a környezeti nanorészecskék trombusképződést 

fokozó hatását számos vizsgálat igazolja.  

A nanorészecskék potenciálisan trombogén felszíne és a környezeti 

nanorészecskék esetében már ismert protrombotikus folyamatok felvetik a 

mesterséges nanorészecskék hemosztázist befolyásoló hatásának 

lehetőségét, erről azonban kevés adat áll rendelkezésre. Míg a keringésbe 

bekerülő nanorészecskék a mikrocirkuláció területeire is eljutnak, az itt 

kifejtett protrombotikus hatásokat még nem vizsgálták. 

 

Célkitűzések 
 

Disszertációm célja a mesterséges nanorészecskék vérlemezkeaktivációra, 

valamint makro- és a mikrocirkulációs trombusképződésre kifejtett 

hatásainak vizsgálata volt. E célok eléréséhez először két módszertani 

problémára kellett megoldást találni: stabil nanorészecske diszperzió 

előállítása fiziológiás oldatokban, és a vérlemezke-granulocita komplexek 

mérésének optimalizálása.  

 

1. Nanorészecske diszperzió előállítása fiziológiás oldatokban 

A nanorészecskék biológiai hatásainak vizsgálatához azokat fiziológiás 

oldatokban kell diszpergálni. A diszpergálás egyik lehetséges módja az 

ultrahangos kezelés. A nanorészecskék azonban fiziológiás só és pH értékek 

mellett az ultrahangkezelés ellenére is durva agglomerátumokat képeznek. 

Célunk az agglomerátumok képződésének megakadályozása volt. Az 

általunk alkalmazott sztérikus stabilizálási módszer optimalizálása során a 

következő tényezők szerepét vizsgáltuk: 

i) az ultrahang behatás specifikus energiája 

ii) a sztérikus stabilizátorok típusa: humán, marha vagy egér 

albumin, Tween 80 vagy egér szérum 
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iii) a sztérikus stabilizátorok koncentrációja 

iv) a nanorészecskék koncentrációja 

v) a diszperzió előállítás lépéseinek sorrendje 

vi) az előállított diszperzió időbeli stabilitása. 

vii) A kifejlesztett módszert a nanorészecskék széles skáláján 

teszteltük. 

 

2. Vérlemezke-granulocita komplexek mérésének optimalizálása 

A vérlemezkék aktivációjukkor nem csak vérlemezkékkel, de 

granulocitákkal is kapcsolódhatnak. Az így kialakuló vérlemezke-

granulocita komplexek vizsgálatát azért tartottam fontosnak, mivel ismert, 

hogy a szervezetbe beültetett idegen anyagok jelenlétében mennyiségük a 

keringésben emelkedik. A vérlemezke-granulocita komplexek áramlási 

citometriás mérése a két sejttípus eltérő fluoreszcenciájú jelöléseinek 

egyidejű detektálásán alapul. Az ilyen kettős pozitivitást mutató események 

azonban nemcsak vérlemezke-granulocita komplextől, hanem olyan, 

egymáshoz nem kapcsolódó vérlemezkétől és granulocitától is 

származhatnak, melyek egymástól függetlenül, véletlenül egy időben 

kerülnek a műszer detekciós térfogatába. Célunk egy olyan módszer 

kidolgozása volt, amely a két sejttípus véletlen egyidejű detektálásából 

származó mérési hibát képes kiküszöbölni.  

 

3. Nanorészecskék protrombotikus hatása 

Bár bizonyított a környezetünkben előforduló nanorészecskék 

protrombotikus hatása, a mesterségesen előállított nanorészecskéket ilyen 

szempontból még kevéssé vizsgálták. Ezért célunk volt a dízelpor, a titán-

dioxid nanorészecskék és az egyfalú szén nanocsövek hatásának vizsgálata 

i) a vérlemezkék aktivitására és 

ii) a vérlemezke-granulocita komplexek kialakulására in vitro, 

valamint 
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iii) a trombusképződésre a makro- és  

iv) a mikrocirkulációban in vivo  

v) továbbá ezeknek a hatásoknak az összevetése a referenciaként 

használt felszín módosított polisztirol nanogyöngyök 

hatásaival. 

 

Módszerek 
 

1. Nanorészecskék 

Kísérleteinkben titán-dioxid (rutil), titán-dioxid (anatáz), cink-oxid, 

módosítatlan polisztirol nanogyöngy, karboxil-módosított polisztirol 

nanogyöngy, amin-módosított polisztirol nanogyöngy, egyfalú szén nanocső, 

többfalú szén nanocső, szilícium-oxid, ezüst, és dízelpor (dízelüzemű 

motorok által kibocsátott) nanorészecskéket vizsgáltunk. 

 

2. Nanorészecske diszperzió előállítása fiziológiás oldatokban 

Titán-dioxid (rutil) diszperziókat állítottunk elő desztillált vízben, PBS-ben 

és RPMI 1640 sejtkultúra médiumban. Vizsgáltuk a változó erősségű 

ultrahang energiák (0 – 1,65 × 106 kJ/m3), a többféle sztérikus stabilizáló 

(humán, marha, egér albumin, Tween 80, és egér szérum), a különböző 

nanorészecske (2 μg/ml – 2 mg/ml) és stabilizáló (1,5 μg/ml – 15 mg/ml) 

koncentrációk, valamint az eltérő preparációs sorrend hatásait. Az így 

elkészített diszperziók nanorészecskéinek méretbeli eloszlását dinamikus 

fényszórással, a nanorészecskék zeta-potenciálját pedig elektroforetikus 

mobilitás módszerekkel határoztuk meg. A nanorészecskék méretét 

transzmissziós elektronmikroszkóppal is ellenőriztük.  
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3. Vérlemezke-granulocita komplexek mérésének optimalizálása 

A véletlen egyidejű detektálás jelenségét fluoreszkáló gyöngyök 

keverékének illetve EDTA-val és citráttal antikoagulált vérminták 

különböző hígításainak áramlási citometriás mérésével vizsgáltuk. A 

véletlen egyidejű detektálás jelenségének matematikai törvényszerűségeit 

Poisson eloszlás segítségével írtuk le. 

 

4. Nanorészecskék hatása a vérlemezkék aktivitására in vitro  

Vérlemezke P-selectin expresszióját és vérlemezke-granulocita komplexek 

mennyiségét mértük áramlási citometriával, miután teljes vért, amin- vagy, 

karboxil-módosított polisztirol nanogyöngyökkel, dízelporral, titán-dioxid 

rutil (0,1 mg/ml) nanorészecskékkel vagy egyfalú nanocsövekkel (0,001-0,1 

mg/ml) inkubáltunk. A vérlemezkék aggregációs képességét trombocita dús 

plazmában aggregometriával vizsgáltuk. 

 

5. A nanorészecskék trombusképződésre gyakorolt in vivo hatása  

Mesenteriális kis erek vas-kloriddal indukált trombusképződésének idejét 

intravitális mikroszkópiával egér modellben mértük, nanogyöngyök 

(0,5 mg/kg) és nanorészecskék (1 mg/kg) intravaszkuláris beadását 

követően. További kísérletekben polisztirol nanogyöngy (0,5 mg/kg), titán-

dioxid (rutil, 1 mg/kg), dízelpor (1 mg/kg) illetve egyfalú szén nanocső 

(0,01–1 mg/kg) injekciója után a cremaster izom mikrocirkulációjában 

vizsgáltuk a fotodinámiás (light/dye) módszerrel indukált trombusképződést. 

 

6. Statisztika  

Az adatok statisztikai feldolgozásához a megfelelő post-hoc tesztekkel 

kiegészített ANOVA-t, t-tesztet, a legkisebb négyzetek módszerét és 

regresszió analízist használtunk, a p < 0,05 értékeket tekintettük 

szignifikánsnak. 
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Eredmények 
 

1. Nanorészecske diszperzió előállítása fiziológiás oldatokban 

Vizsgálataink alapján az aggregátum nélküli nanorészecske diszperziók 

fiziológiás oldatokban történő előállításához a következő tényezőket kell 

figyelembe venni:  

i) A diszperzióba leadott ultrahang energiának legalább olyan 

magasnak kell lennie, ami elegendő a nanorészecske 

aggregátumok szétválasztásához (> 4,2 × 105 kJ/m3). 

ii) Az albumint vagy a szérumot, mint sztérikus stabilizátorokat 

olyan koncentrációban kell a diszperzióhoz adni, ami 

elegendő a nanorészecskék felszínének lefedéséhez (ez 

0,2 mg/ml-nél alacsonyabb nanorészecske koncentrációk 

esetén 1,5 mg/ml humán albumint vagy hasonló mennyiségű 

albumint tartalmazó szérumot jelent). 

iii) A diszperzió előállítás lépéseinek sorrendje akkor optimális, 

ha először desztillált vízben történik az ultrahangkezelés, 

majd ezt követi a sztérikus stabilizátor és végül pufferezett 

sóoldat hozzáadása a diszperzióhoz. 

 

2. Vérlemezke-granulocita komplexek mérésének optimalizálása 

Vizsgálataink alapján három olyan módszert ajánlunk vérlemezke-

granulocita komplexek áramlási citometriás meghatározására, amelyek 

kiküszöbölik a véletlen egyidejű detektálásból származó mérési hibát: 

i) A kettős pozitív események korrekciója a detektálási térfogat 

és a trombocitaszám ismeretében kiszámított véletlen 

egyidejű detektálások számával. 

ii) A mért kettős pozitív események korrekciója a fluoreszcens 

gyöngyök segítségével megmért véletlen egyidejű 

detektálások számával. 
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iii) Vérlemezke-granulocita komplexek mérése olyan nagyfokú 

hígításoknál, ahol a véletlen egyidejű detektálás előfordulása 

elhanyagolható. 

 

3. Nanorészecskék protrombotikus hatása 

A környezeti és a mesterségesen előállított nanorészecskék in vitro 

vérlemezke aktivációra és in vivo makro- és mikrocirkulációs 

trombusképződésére kifejtett hatásainak vizsgálata alapján megállapíthatjuk, 

hogy:  

i) Az általunk használt polisztirol nanogyöngyök amin-

módosítása fokozza, de a karboxil-módosítása nem változtatja 

meg a vérlemezkék P-selectin expreszzióját és a vérlemezke-

granulocita komplexek mennyiségét. A trombociták 

aggregációjára egyik módosításnak sincs hatása.  

ii) Az amin-módosított polisztirol nanogyöngyök csökkentik, 

míg a karboxil-módosított nanogyöngyök növelik a 

trombusképződés idejét a mesenteriális kiserekben, de egyik 

módósításnak sincs hatása a mikrocirkulációs 

trombusképződésre. 

iii) Dízelpor és titán-dioxid (rutil) nanorészecskéknek nincs 

hatása a vérlemezkék aktivitására. 

iv) A dízelpor és a titán-dioxid (rutil) nanorészecskék sem a 

mesentriális erekben, sem a mikrocirkulációban nem 

befolyásolják a trombusképződés idejét. 

v) Az egyfalú szén nanocsövek fokozzák a vérlemezkék P-

selectin expreszzióját, a vérlemezke-granulocita komplexek 

mennyiségét, és a vérlemezkék aggregációját. 

vi) Az egyfalú szén nanocsövek mind a mesenteriális 

arteriákban, mind a mikrocirkulációban csökkentik a 

trombusképződéshez szükséges időt. 
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Következtetések  
 

A nanorészecskék biológiai hatásainak vizsgálatához sikerült egy olyan 

diszpergálási technikát beállítani, amelynek alkalmazásakor fiziológiás 

oldatokban nem jönnek létre agglomerátumok. Továbbá a kísérleteink során 

használt vérlemezke-granulocita komplexek áramlási citometriás méréséhez 

kidolgoztunk egy olyan módszert, ami kiküszöböli a két sejttípus véletlen 

egyidejű detektálásából származó mérési hibát. 

Disszertációm fő vizsgálatai a nanorészecskék trombusképződésre kifejtett 

hatásaira irányultak. Eredményeink azt mutatják, hogy míg a polisztirol 

nanogyöngyök amin módosítása fokozza a trombociták aktivitását és a 

mesenteriális trombusképződést, ugyanezen nanogyöngyök karboxil 

módosítása nem aktiválja a trombocitákat és csökkenti a trombusképződést a 

mesenteriális arteriákban. Egyik módosítás sem hoz létre trombocita 

aggregációt és nem befolyásolja a trombusképződést a mikrocirkulációban. 

Vizsgálatainkban a dízelpornak és a titán-dioxid (rutil) nanorészecskéknek 

nem voltak sem in vitro sem in vivo protrombotikus hatásai. Ezzel szemben 

az egyfalú szén nanocső in vitro aktiválja és aggregálja a vérlemezkéket, és 

in vivo fokozza a trombusképződést mind a makro-, mind a 

mikrocirkulációban. 

A mesterséges nanorészecskék növekvő technológiai és orvosi felhasználása 

szükségessé teszi egészségügyi rizikójuk felmérését. Legfontosabb 

eredményünk, hogy vizsgálataink felhívják a figyelmet egyes 

nanorészecskék protrombotikus hatására. Mivel ezek a hatások a 

nanorészecskék fiziko-kémiai paramétereiből nem kikövetkeztethetőek, 

ezért szükség van e hatások szűrésére.  
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